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RESUMO

LUNZ, Wellington. Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2006. Interferéncia do
treinamento em natacdo com diferentes intensidades na carcinogénese
experimental do cdlon. Orientador: Antdnio José Natali. Co-orientadoras: Cristina
Maria Ganns Chaves Dias e Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

O estudo teve como objetivos. @) quantificar, categorizar e correlacionar focos de
criptas aberrantes (FCA) e tumores em ratos Wistar com carcinogénese colorretal induzida
por 1,2 dimetilhidrazina (DMH); b) verificar se 0 exercicio regular de natacdo afetaria, de
forma dependente da intensidade, o0 nimero de FCA, nimero, incidéncia e tamanho dos
tumores, a ingestdo alimentar, o ganho de peso, composicdo corpora (gordura, proteina e
&gua), os niveis séricos de glicose, colesterol total (CT), triacilglicerideos (TAG),
lipoproteinas de ata, baixa e muito baixa densidade (HDL, LDL e VLDL) e proteina C
reativa (PCR) nos animais com carcinogénese induzida por DMH; c) verificar se o
percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal), glicose e perfil lipidico (CT, TAG,
HDL, LDL e VLDL) se associariam com 0 nimero de tumores e FCA; d) verificar se a
incidéncia de tumores alteraria os niveis de PCR. Animais (n=52), com 11 semanas de
idade, foram subdivididos em dois grupos sedentérios, com (CE n=10) e sem (CD n=6)
droga, e em trés grupos exercitados. sem sobrecarga (ED1 n=12), com sobrecarga de 2%
(ED2 n=12) e 4% (ED3 n=12) do peso corporal. Animais dos grupos ED1, ED2 e ED3
foram submetidos a um programa de treinamento progressivo de natagdo por 5-20 min/dia,
5 dias/semana, durante 35 semanas. Todos 0s animais submetidos ao exercicio e o grupo
CE, receberam 4 doses (40 mg.kg™) de DMH nas duas primeiras semanas de experimento.
Os animais tiveram acesso livre a ragdo comercial e agua. Os resultados mostraram que a
ingestédo alimentar ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos. O ganho de peso
corporal dos animais foi significativamente maior para o grupo CD em comparagdo aos
animais dos grupos CE, ED1, ED2 e ED3. O percentua de gordura intra-abdominal foi
estatisticamente maior nos animais do grupo CD comparado aos grupos ED1 e ED3. O
percentual de gordura da carcaca no grupo CD foi significativamente superior aos dos
grupos CE, ED1, ED2 e ED3. O percentua de &gua da carcaca foi significativamente
menor nos animais do grupo CD quando comparado aos grupos CE, ED1, ED2 e ED3. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos para o percentual de proteina da carcaca. As
concentragdes séricas de CT e LDL foram maiores nos animais do grupo CD, quando
comparado aos demais grupos. As concentragdes sericas de TAG e VLDL foram maiores

no grupo CD, comparado ao grupo ED3. A concentragdo sérica de HDL foi maior no



grupo CD, comparado aos grupos CE, ED1 e ED3. A concentragdo sérica de glicose ndo
foi estatisticamente diferente entre os grupos. N& houve diferenca estatistica entre os
grupos CE, ED1, ED2 e ED3 para PCR. Animais com incidéncia de tumores (= 1) ndo
apresentaram respostas diferentes para PCR, comparados com o0s ndo incidentes.
AssociagOes negativas do nimero de tumores e FCA com glicose e com o percentua de
gordura (carcaga e intra-abdominal) foram observadas. Houve, de maneira gerd,
associagOes positivas do nimero de tumores com CT, HDL, LDL, VLDL e TAG, mas ndo
foram suficientemente fortes (r ou rs < 0,60) para se acreditar numa relagdo de causa
efeito. Associacbes positivas de FCA com CT, HDL, LDL, VLDL e TAG foram
encontradas, mas geralmente foram associagoes fracas (r ou rs <0,30) ou regulares (r ou rs
0,30 — 0,60). Um maior numero de FCA e tumores foram encontrados nas regifes média e
distal do intestino grosso. O exercicio moderado (ED2) apresentou valor estatisticamente
inferior de FCA para as regides proximal e distal, paraa médiade FCA e paraos FCA < 3,
comparado ao grupo ndo exercitado (CE). N&o houve diferenca entre os grupos para FCA
> 3. Os indices para poténcia, risco relativo, percentual de reducéo de FCA e poténcia de
reducdo do tamanho de FCA, apresentaram melhores resultados para os animais do grupo
ED2, seguido pelos grupos ED1 e ED3. O numero, incidéncia e tamanho dos tumores ndo
foram afetados pelo exercicio nas intensidades estudadas. Os FCA foram, geramente,
positivamente associados aos tumores colorretais. Os resultados permitem sugerir que: 1)
FCA e tumores se localizam, com maior fregiiéncia, nas regides média e distal do intestino
grosso; 2) o exercicio, nas intensidades estudadas, ndo afeta de forma significativa o
nimero, incidéncia e tamanho de tumores, a ingestdo aimentar, ganho de peso,
composi¢cdo corporal, perfil lipidico, glicose e PCR em animais com carcinogénese
colorretal induzida por DMH; 3) o exercicio moderado oferece protecdo contra FCA; 4)
glicose e 0 percentua de gordura ndo se associam positivamente com tumores do intestino
grosso; 5) 0 nimero de tumores ndo apresenta associagdo com CT, TAG, LDL, VLDL e
HDL séricos de jejum; e 6) os nivels de PCR ndo sdo afetados pela incidéncia de tumores

colorretais.
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ABSTRACT

LUNZ, Wellington. Universidade Federa de Vigosa, July, 2006. Interference of the
swimming training at different intensities with experimental colon carcinogenesis.
Adviser: Antonio José Natali. Co-advisers: Cristina Maria Ganns Chaves Dias and
Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

The aims of this study were: a) to quantify, to classify and to correlate aberrant crypts
foci (ACF) and tumors, in rats with 1,2-dimethylhydrazine (DMH)-induced colorectal
carcinogenesis, b) to test whether swimming training at different intensities would affect
the number of ACF, number, incidence and size of the tumors, food intake, body weight
gain, body composition (fat, protein and water), the levels of serum glucose, total
cholesterol (CT), triacylglycerides (TAG), high, low and very low density lipoproteins
(HDL, LDL and VLDL) and C-reactive protein (PCR) in animals with DMH-induced
carcinogenesis, c) to verify if the fat percentual (carcass and intra-abdominal), glucose and
lipidic profile (CT, TAG, HDL, LDL and VLDL) would associate with the number of
tumors and ACF; d) to verify if tumor incidence would affect the levels of PCR. Wistar
male rats (n=52), 11 week old, were divided into two sedentary groups, with (CE n=10)
and without (CD n=6) drug, and three exercised groups, without overload (ED1 n=12),
with overload of 2% (ED2 n=12) and 4% (ED3 n=12) of the animal body weight. Animals
from ED1, ED2 and ED3 underwent a progressive swimming training program, 5-20
min/day, 5 days/week, for 35 weeks. All exercised animals and those from CE group,
received 4 DMH injections (40 mg.kg?) at the first two weeks of experiment. All animals
had free access to water and commercial chow. The results showed that food intake was
not statistically different between groups. The body weight gain in animals from CD group
was significantly higher than in those from CE, ED1, ED2 and ED3 groups. The
percentage of intra-abdominal fat was statistically higher in CD group animals as
compared to ED1 and ED3 group. The carcass fat percentage in CD group was
significantly higher than in CE, ED1, ED2 and ED3 groups. The water percentage in the
carcass was significantly lower in animals from CD group as compared to those in CE,
ED1, ED2 and ED3 groups. The carcass protein percentage was not statistically different
between groups. Total cholesterol and LDL serum concentrations were higher in CD group
thanin CE, ED1, ED2 and ED3 groups. Triacylglycerides and VLDL serum concentrations
were higher in CD group as compared to ED3 group. The serum concentration of HDL was
higher in CD group as compared to CE, ED1 and ED3 groups. The serum concentration of

glucose was not statistically different between groups. There was no statistic difference
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among CE, ED1, ED2 and ED3 groups for PCR. Animals with tumor incidence (= 1) did
not present statistical differencein PCR frequency as compared to those with no incidence.
Negative associations of the tumor number with carcass and intra-abdominal fat percentual
and glucose were observed. There were, in a general way, positive associations of the
tumor number with CT, HDL, LDL, VLDL and TAG, but not sufficiently strong (r or rs <
0.60). Positive associations of ACF with CT, HDL, LDL, VLDL and TAG were found, but
were usually wesk (r or rs <0.30) or regular (r or rs 0.30 — 0.60) associations. A higher
number of ACF and tumors was found in the media and distal regions of the large
intestine in al injected animals. Moderate intensity exercise (ED2) presented a lower
number of ACF in the proximal and distal regions, lower mean of ACF and lower number
of ACF < 3 as compared to those from CE group. There was no statistical difference
between groups for the number of ACF > 3. Potency, relative risk, reduction percentual of
ACF, and potency of ACF size reduction, were greater in animals from ED2, followed by
ED1 and ED3 groups. The number, incidence and size of the tumors were not affected by
exercise at any studied intensities. ACF number was positively associated with the number
of tumors. These results suggest that: 1) ACF and tumors are located more frequently in
the medial and distal regions of the large intestine; 2) exercise, at the studied intensities, do
not affect the number, incidence and size of tumors, as well as food intake, body weight
gain, body composition, lipidic profile, glucose and PCR in animals with DMH-induced
colorectal carcinogenesis, 3) moderate intensity exercise provide protection against DMH-
induced ACF; 4) The serum concentration of glucose and the fat percentage are not
positively associated with the number of tumors in the large intestine; 5) the number of
tumors are not associated with CT, TAG, LDL, VLDL and HDL; 6) the PCR response is

not affected by the incidence of colorectal tumors.
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1. INTRODUCAO

O cancer vem sendo considerado um conjunto de mais de 100 doencgas (Louro
2000; Gibbs, 2003; INCA, 2005), que surgem de um processo evolucion&rio somatico,
envolvendo uma série de mutacBes ou mudangas na expressao de genes que, por sua vez,
conferem posterior vantagem para o crescimento e malignidade do tumor (Gibbs, 2003;
Bodmer et al., 2004).

O dano genético provocado por agentes ambientais, radiacdo, virus ou herdada, tem
sido sugerido como responsavel pela carcinogénese. A hip6tese genética, ou teoria da
clonicidade tumoral, € a mais aceita para a carcinogénese. Essa teoria postula que uma
massa tumoral resulta da expansdo clonal de uma Unica célula genitora mutada. M utactes
em duas classes de genes reguladores normais, 0s proto-oncogenes, que sdo promotores da
proliferacdo e do crescimento celular, e 0s genes supressores de tumor, que agem na
inibicdo do ciclo celular, seriam 0s responsaveis pela carcinogénese. Alteragbes na
estrutura ou fungdo de proto-oncogenes originam 0S ONCOgenes, Ou Sgja, genes que
sintetizam proteinas com ateragdes moleculares (oncoproteinas) ou hiperexpressam

proteinas normais.

O c-sis, K-ras, myc, jun e fos sdo aguns dos principais oncogenes conhecidos
(Cotti et a., 2000; Louro, 2000). Entre alguns exemplos de genes supressores de tumor
estdo os genes Rb, p53, Adenomatous Polyposis Coli (APC) e Deleted in Colon Carcinoma
(DCC). Os genes p53, APC e DCC estdo diretamente envolvidos na carcinogénese
colorretal (Tomlinson et al., 1997; Montoya e Wargovich, 1997; Cotti et al., 2000; Slattery
et al., 2002; Kops et a., 2005).

Entretanto, outras novas teorias para explicar a carcinogénese vém sendo sugeridas
(Gibbs, 2003). Essas novas teorias se fundamentam na aneuploidia (nimero inferior ou
superior a 46 cromossomos), na instabilidade cromossdmica, caracterizada por ganho ou
perda de cromossomos, nas alteragOes de genes reguladores da apoptose e de genes
envolvidos no reparo de DNA (Gibbs, 2003; Bodmer et al., 2004; Grady, 2004; Kops et al.,
2005).

A radiacdo, os virus e carcinGgenos quimicos sdo agentes que podem causar danos
genéticos e induzir a transformacdo neoplésica nas células. Em relagdo a carcinogénese
quimica, esta pode ser dividida em dois estégios. iniciacdo e promogdo. Existem drogas
capazes de agir apenas nainiciacdo, e outras apenas na promog¢do da carcinogénese. Uma

droga iniciadora é capaz de promover mutacdes geneéticas, entretanto, sem a agdo de uma



droga promotora, ndo provoca aformagéo do tumor. Uma droga promotora, por outro lado,
ndo é capaz de causar mutages no DNA. Existem drogas, entretanto, que sdo iniciadores e
promotores concomitantemente, e por isso sd chamados de “carcindgenos completos”
(Cotran et al., 1996).

As drogas iniciadoras se enquadram em duas categorias. 1) compostos de agéo
direta, que ndo requerem a transformacdo quimica para evocarem a carcinogénese, ou 2)
compostos de ac&o indireta (pro-carcindgenos), que requerem conversao metabdlicain vivo
para produzir carcinégenos (Cotran et a., 1996). A droga 1,2-dimetilhidrazina (DMH),
uma das drogas mais utilizadas na carcinogénese colorretal quimica, se enquadra na
categoria de droga “iniciadora indireta”. Essa droga tem a capacidade de promover
hipermetilacdo do DNA das células epiteliais colbnicas (Hoffman-Goetz, 2003). O
azoximetano (AOM) é outra droga frequentemente usada na carcinogénese quimica do
colon. Este carcinégeno é um derivado da dimetilhidrazina (Corpet e Pierre, 2003).
Entretanto, diferentemente da DMH, a AOM se enquadra na categoria de “iniciadora

direta”, pois ndo precisa de conversio in vivo (Hoffman-Goetz, 2003).

Carcindgenos quimicos tém sido Uteis para o estudo da influéncia do exercicio
fisico no periodo pos-iniciacdo da carcinogénese (Hoffman-Goetz, 2003), 0 que permite

avaliar se 0 exercicio € promotor ou protetor da carcinogénese do intestino grosso (1G).

O IG é anatomicamente dividido em ceco, colon ascendente, cdlon transverso,
colon descendente, colon sigmdide e reto (Johnson, 2001). O corte transversal do I1G
permite identificar as seguintes camadas estruturais, a partir da luz do intestino: a) mucosa,
aqual é constituida pelo epitélio, |amina propria e muscular da mucosa; b) submucosa; )
muscular; e d) serosa. A superficie do IG néo possui vilosidades, e é composta pelas
glandulas ou criptas de Lieberkihn. As criptas de Lieberkihn sdo depressdes revestidas
por células caiciformes, células endbcrinas e, em maior nimero, por enterocitos. As
principais fungbes do coOlon € a absorcdo de &gua e eletrdlitos do quimo, e o
armazenamento da matéria fecal (Guyton e Hall, 1997; Johnson, 2001). O ciclo de vida de
uma célula epitelial intestinal € de cinco a seis dias (Junqueira e Carneiro, 1995; Guyton e
Hall, 1997), permitindo o répido reparo de escoriagdes que ocorrem na mucosa (Guyton e
Hall, 1997). Por outro lado, o rgpido ciclo celular do intestino o torna vulnerdvel a agentes

gue interferem com areplicacéo celular, e aumenta a probabilidade de alteraces genéticas.

A maioria dos tumores no 1G é de origem epitelial. Os adenocarcinomas, tumores
malignos, sdo originados de células do epitélio das glandul as intestinais e representam 70%

dos canceres colorretais. O cancer colorretal (CC) pode ser classificado como: @) cancer



colorretal esporadico, que ndo tem origem hereditéria e corresponde a, aproximadamente,
85% do total dos tumores malignos colorretais, ou b) cancer colorretal hereditério, que
compreende, aproximadamente, 15% dos canceres colorretais (Tomlinson et a., 1997;
Cotti et al., 2000). E freqiiente no |G a presenca de tumores benignos, conhecidos como
pdlipos. O pdlipo é uma massa tumora que faz protrusdo para dentro da luz do intestino.
Geralmente tem origem dentro da mucosa (Cotran et a., 1996; Cotti et a., 2000).

O CC é um exemplo claro de como a carcinogénese ocorre em Varios estégios
moleculares e morfoldgicos (Bird 1995; Bird e Good, 2000; Bodmer et al., 2004; Grady,
2004). A Figura 1 caracteriza os estégios moleculares e morfol 0gicos (sequiéncia adenoma-
carcinoma) da carcinogénese colorretal. Observa-se, pela Figura 1, inativagdo inicial do
gene APC, seguidas por hipometilagdo do DNA, mutacdo do gene ras e perda dos genes
DCC e p53 (Cotran et al., 1996; Montoya e Wargovich, 1997). Esta € a ordem em que,
geralmente, a carcinogénese colorretal ocorre, mas esta sequiéncia nem sempre € respeitada
(Bodmer et a., 2004). O acumulo de mutacfes se mostra, entretanto, mais importante para
0 aumento progressivo do tamanho, do nivel de displasia e do potencia invasivo das lesdes

neoplésicas, do que a ordem em que elas ocorrem (Cotran et al., 1996).

O numero de novos casos de CC, no Brasil, estimados para o ano de 2006 € de
11.390 e 13.970 casos para homens e mulheres, respectivamente. A incidéncia do CC é
mais frequente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. O CC € o quarto tipo de cancer
mais freqliente no mundo, e o segundo mais freguente em paises desenvolvidos. A
sobrevida média mundial estimada é de apenas 44% (INCA, 2005). A sobrevida ndo é
maior pelo fato do melhor tratamento ainda ser por intervencdo cirdrgica. A prevencéo

ainda é a melhor forma de combate do CC (Montoya e Wargovich, 1997).



Caracteristica Caracteristica
morfol6gica molecular

Epitélio normal

14 Perda ou mutagdo do locus APC

Epitéio
hiperproliferativo

< Perda de metilagcéo do DNA

Adenomainicial ou
precoce

Mutagdo do gene ras
<

Adenoma
intermediario

< Perda do gene DCC

Adenomatardio ou
avancado

< Perda do gene p53

Carcinoma

Figura 1. Estagios moleculares e morfolégicos da carcinogénese colorretal (seqiéncia

adenoma-carcinoma) (adaptado de Cotran et al. 1996)



Fatores como a hereditariedade, idade, obesidade, ambiente e estilo de vida estéo
associados ao risco de CC (Tomlinson et a., 1997; Kowalski e Nishimoto, 2003). Em
relacdo ao estilo vida, observado-se que a inatividade fisica esta positivamente associada
a0 risco aumentado de CC (Slattery et al., 2002; Hauret et al., 2004; Tsushimaet al., 2005).
Por outro lado, a prética de atividade fisica tem sido sugerida como fator de protecéo
(Colditz et a., 1997; Slattery et al., 2002; Kowalski e Nishimoto, 2003).

A busca por marcadores biolégicos que possam predizer a incidéncia do CC tem
motivado muitos trabalhos cientificos. Atualmente, o marcador do CC mais conhecido é o
antigeno carcioembrionério (CEA). O CEA é uma glicoproteina oncofetal, que € expressa
normamente em tecidos embrionarios. Entretanto, determinadas células cancerosas (ex:
células cancerosas colorretais) expressam essa proteina. O CEA, apesar de poder ser
medido no sangue, ndo apresenta valor no rastreamento populacional (Moraes et al., 2003).
Além disso, o0 CEA é um marcador mais eficaz na monitoracéo da reincidéncia de tumores
colorretais e para metastases (Moraes et a., 2003; Polycarpo et al., 2003). A avaiacéo de
sangue nas fezes, sangue oculto, também tem sido usado como marcador na deteccdo de
tumores localizados, mas ndo tem sensibilidade e especificidade suficiente para sua
implantagéo no rastreamento populacional (INCA, 2005). Os focos de criptas aberrantes
(FCA), adenomas e pdlipos, também podem ser considerados marcadores do risco de CC,
uma vez gque podem evoluir a carcinomas, mas ainda ndo podem ser avaliados sem técnicas
invasivas. Biomarcadores genéticos também tém sido estudados, mas ainda néo
apresentam potencial como marcadores clinicos do CC (Srivastava et a., 2001). Até o
momento nenhum biomarcador que possa ser considerado padréo ouro foi descoberto para
0 CC (Corpet e Pierre, 2003).

Alguns estudos tém sugerido que a proteina C reativa (PCR), que é uma proteina
sintetizada pel os hepatdcitos em resposta a danos teciduais ou infecgdes, seja um marcador
do CC. Niveis aumentados de PCR no soro (Gunter et al., 2006) e plasma (Otani et al.,
2006) foram positivamente associados com o CC, mas os resultados ndo sdo consensuais
(Zhang et d., 2005). Com a inflamag&o ou infec¢do severa, os niveis sanglineos de PCR
podem alcancar valores acima de 500 vezes do normal. Sabe-se que a PCR tem papel
importante na ativagdo do sistema complemento agindo, desta forma, na fagocitose de
células invasoras (Woodhouse 2002). Entretanto, no cancer, ainda ndo se sabe se a PCR é
causa ou efeito, porém, pela facilidade de determinagdo da sua concentragdo sérica, esta

proteina tem recebido grande interesse como marcador inflamatério (Santos et al., 2003).



Outros componentes encontrados na circulagdo sanguinea tém sido investigados
para a avaliagdo do seu potencial como marcadores do risco de CC. Tem-se encontrado
associagOes entre o risco de desenvolvimento do CC com os niveis aumentados de glicose
(Schoen et d., 1999; Marugame et a., 2002), colesterol total (CT) (Jacobs et al., 1992;
Eichholzer et al., 1999), lipoproteinas de baixa densidade (LDL ), de muito baixa densidade
(VLDL) e de alta densidade (HDL) (Bayerdorffer et a., 1993) e triacilglicerideos (TAG)
(Yamada et a., 1998). Entretanto, os resultados ndo sdo consensuais. Além disso, em
humanos, o estudo das associagdes destes parametros com o CC tem sido prejudicado por
varidveis intervenientes. Por exemplo, dietas ricas em alimentos com alto indice glicémico
e gorduras saturadas, obesidade, alta ingestdo alcodlica, uso continuo de cigarros,
inatividade fisica, doengas, entre outros fatores, interferem nos resultados. Devido aisso, 0
modelo experimental (ratos ou camundongos) de carcinogénese colorretal € uma
alternativa para se avaliar com maior precisdo as possivels associagdes entre CC vs PCR,
glicose, CT, LDL, VLDL, HDL e TAG. O efeito do exercicio fisico aerébico, em
diferentes intensidades, nos parémetros supracitados de animais com carcinogénese

experimental do colon, ainda ndo é conhecido.

Entre os marcadores discutidos, os FCA vém sendo amplamente utilizados para
avaliar se determinadas intervencoes (ex: exercicio fisico) agem na promog&o ou protegdo
do CC (Bird, 1995). Uma populacdo de células com expansdo clonal, mas ainda sem
caracteristicas de malignidade, € denominada de leséo pré-neoplésica ou pré-cancerosa. Os
FCA se enquadram neste conceito (Bird, 1995; Bird e Good, 2000), e representam as
primeiras ateracOes epiteliais na seqiiéncia adenoma-carcinoma (Montoya e Wargovich,
1997). A Figura 2 ilustra os FCA como lesdes precursoras de adenomas e
adenocarcinomas. O modelo proposto (Figura 2), adaptado de Bird (1995), sugere que a
vantagem de crescimento seletiva para algumas lesdes precursoras (FCA), em determinado
momento da carcinogénese, resultaria na presenca de lesdes pré-cancerosas, em diferentes

estagios de desenvolvimento.

O estudo dos estagios pré-cancerosos no célon de roedores, tratados com
carcinégenos especificos, tem sido possivel pelaidentificacdo e enumeracéo dos FCA, que
sdo0 especificos para a carcinogénese colorretal (Bird,1995; Bird e Good, 2000). A
metodologia que permitiu postular os FCA como lesdes pré-neoplésicas envolveu exame
microscépico da mucosa colénica (corada com azul de metileno) de camundongos tratados
com o carcinbgeno AOM. O exame revelou criptas de Lieberkuhn com morfologia

aberrante apenas nos animais tratados com o carcindgeno quimico (Bird, 1987). As criptas



aberrantes sdo reconhecidas por apresentarem aberturas luminais irregulares, sendo mais
elipticas que circulares, e dilatadas. Também apresentam revestimento epitelial e zona
pericriptal espessas (Bird e Good, 2000). Uma cripta aberrante € ao menos, duas vezes

maior que criptas vizinhas normais (Cheng e Lai, 2003).

As criptas aberrantes ja podem ser encontradas, em toda a extensdo do célon, duas
semanas apos aplicacdo de carcinbgeno quimico. Inicialmente surgem como criptas
isoladas e, com o tempo, FCA com mais de uma cripta por foco séo observados. As novas
criptas, geramente, derivam de criptas aberrantes formadas anteriormente (Bird e Good,
2000). Assim, o numero de criptas por FCA, denominado de "multiplicidade de cripta”, €
um parametro importante para avaliar a progresséo dos FCA (Cheng e Lai, 2003).

Entretanto, os FCA podem evoluir ou regredir em nimero (Bird e Good, 2000).

Estudos tém apresentado resultados que permitem acreditar que os FCA sejam
lesBes pré-neopléasicas. Em nivel morfologico se verifica que adenomas sdo encontrados
geramente juntos a FCA, sugerindo um crescimento acelerado de uma ou mais criptas
presentes no foco. A densidade de FCA, que € o nimero de FCA por centimetro quadrado
da superficie da mucosa, é mais alta no sigmoide e reto, 0 que corresponde com o local de
maior incidéncia de CC (Cheng e Lai, 2003). O aumento na multiplicidade das criptas
aberrantes associa-se com lesdes pré-neoplésicas de caracteristicas avancadas, e criptas
aberrantes apresentam maior atividade proliferativa que criptas normais (Bird, 1995). FCA
exibem displasia e anomalias genotipicas e proliferativas comuns as encontradas no cancer
de cdlon (Bird, 1995). Em nivel molecular, tem sido observado nos FCA elevada
transcricdo do &cido ribonucléico mensageiro das proteinas c-fos e ras, mutagdes no gene
APC, no gene K-ras e aumento de p53 alteradas (Bird, 1995; Yuan et a., 2001; Cheng e
Lai, 2003)
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Figura 2. Focos de criptas aberrantes (FCA) como lesBes precursoras de adenomas e

adenocarcinomas (Adaptado de Bird, 1995).

el

Figura 3. Focos de criptas aberrantes (FCA) observadas na superficie da mucosa col6nica

com microscopio optico de luz (100X) depois de corada com azul de metileno (0,1%). Um
FCA contendo quatro criptas aberrantes (A), e um FCA contendo duas criptas aberrantes
(B) (Oliveirae Chaves-Dias, 2003).



Anteriormente a apresentacdo dos efeitos da atividade fisica (AF) e exercicio fisico
sobre a carcinogénese colorretal, torna-se necessario conceituar essas nomenclaturas.
Entende-se por AF o movimento corpora produzido pelos musculos esqueléticos, que
resulta em gasto energético maior que o de repouso. E por exercicio fisico toda atividade
fisica plangjada, estruturada e repetitiva que objetiva a melhoria e manutencéo de um ou
mais componentes da aptidéo fisica (ACSM, 2003).

Dezenas de estudos observacionais tém mostrado uma relagdo inversa entre AF e 0
risco de desenvolver CC. Em estudo prospectivo, foi observada reducéo de 46% no risco
de cancer de cdlon em mulheres que apresentavam o maior gasto energético semanal pela
AF (Martinez et d., 1997). Em estudos caso-controle, observou-se que maiores niveis de
AF reduziam o risco de adenomas no célon em 40 a 50% (Hauret et al., 2004) e o risco de
cancer de colon em 40% (Hou et a., 2004), e quanto menor o nivel de AF maior era o risco
de cancer de cdlon (Slattery et al., 2002). Colditz et a. (1997) mostraram reducdo do risco
de CC em, aproximadamente, 50% para quem praticava maiores niveis de AF. De 51
estudos encontrados até o ano 2001 nas bases Medline e PubMed relacionando AF,
exercicio e cancer de colon e reto, 43 demonstraram alta reducéo no risco de CC para
homens e mulheres mais fisicamente ativos, com redugcdo média do risco de 40 a 50%
(Friedenreich e Orenstein, 2002). As evidéncias de protecéo do CC pela AF sdo tidas como
“convincentes” (Friedenreich, 2001; Friedenreich e Orenstein, 2002).

Entretanto, as limitagdes dos estudos observacionais ndo tém permitido tirar
conclusdes reais do efeito da AF no CC. Friedenreich (2001) e Friedenreich e Orenstein
(2002) discutem que falta padronizacdo dos métodos para avdiar a AF e sua associagdo
com a incidéncia de canceres. Par@metros como o tipo de AF (ocupaciona ou lazer),
frequéncia, duracéo e intensidade da AF ndo tém sido mensurados de forma padronizada e,
em alguns estudos, estes parametros ndo tém sido avaliados (Friedenreich e Orenstein,
2002). Além disso, a forma de obtencdo dos dados é geramente, realizada por
questionario, o que torna subjetiva a informagdo coletada, uma vez que dependem da

memoria, sinceridade e capacidade de resposta do voluntario.

A intensidade da AF, por exemplo, € geramente estimada pelo gasto energético. O
gasto energético, por sua vez, € calculado em fungdo da duracéo e freqiiéncia, que sdo
obtidas subjetivamente. O equivalente metabdlico (MET), taxa metabdlica de uma pessoa
em repouso que éigua a 3,5 ml O./kg/min ou 1 kcal/kg/hora para um adulto de 70 kg, tem
sido usado para estimar 0 gasto energético da AF nos estudos observacionais (Martinez et
a., 1997; Hauret et a., 2004). Quanto mais duradoura €/ou intensa uma atividade maior



serd 0 MET, o que tem justificado seu uso. No estudo prospectivo de Martinez et al.
(1997), em que os dados sobre a AF foram auto-reportados, a intensidade da atividade foi
estimada pela quantidade de tempo gasto em atividades de baixa, moderada e dta
intensidade, as quais corresponderam a <3, 3-6 e >6 METs-horas por semana,
respectivamente. No estudo de Hou et a. (2004), os pontos de corte para AF de lazer de
baixa, moderada e dta intensidade, foram <9,2, 9,2-13,6 e >13,6 MET-horas por semana,
respectivamente. Ou sga, para aividades de mesma “intensidade” os estudos
estabel eceram valores muitos diferentes de METs. Além disso, no estudo de Martinez et al.
(1997), o maior gasto energético foi de 21 MET-horas por semana em AF de lazer. Por
outro lado, no estudo de Hou et al. (2004), o ponto de corte para niveis de AF comunitéria,
considerado baixo, médio e ato foi <48,3, 48,3-94,3, e >94,3 MET-horas por semana,
respectivamente. Ou segja, 0 menor gasto energético semanal deste Ultimo estudo poderia
ser até duas vezes superior ap maior gasto energético semanal dos participantes do estudo
de Martinez et a. (1997).

Os estudos supracitados permitem avaliar a subjetividade da informac&o sobre
intensidade da AF e constatar as auséncias de medidas exatas na mensuracdo da

intensidade e de padronizagdo nos pontos de corte para intensidade da AF.

Além disso, acredita-se que a AF possa ter efeito diferente sobre o organismo
dependendo, entre outros fatores, do sexo, idade, raca, ingestéo energética e peso corporal
(Friedenreich, 2001). Os estudos observacionais também n&o tém conseguido responder se
existe diferenca na protecéo do cancer para diferentes tipos de AF (ex: natacdo e corridas)
(Colditz et al., 1997). Outra questdo importante refere-se as variaveis intervenientes em
estudos observacionais envolvendo AF. Praticantes de AF apresentam, geralmente,
melhores habitos alimentares e comportamentais (Simon, 1992; Martinez et al., 1997).
Embora técnicas estatisticas permitam isolar os efeitos da AF dos efeitos de varidvels
intervenientes (Simon, 1992; Colditz et a., 1997; Friedenreich e Orenstein, 2002), ndo se
pode afastar a possibilidade de que determinados habitos dos subgrupos que praticam AF

possam contribuir para a protecéo do CC (Friedenreich e Orenstein, 2002).

A partir desses questionamentos, compreende-se que 0s estudos intervencionais sao
fundamentais para que progressos adicionais sgjam conseguidos nesta &ea do
conhecimento (Batty e Thune, 2000; Friedenreich e Orenstein, 2002). Entretanto, poucos
estudos experimentais tém avaliado o efeito do exercicio fisico sobre a carcinogénese
colorretal. Ressdta-se que, nesses estudos, ratos e camundongos s80 0S animais mais

utilizados. Algumas das razdes para a escolha desses animais se devem: 1) a semelhanca
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da carcinogénese colorretal com a dos humanos (Colbert et al., 2003); e 2) a caracterizacdo
dos tumores e a farmacocinética da exposicdo de carcindgenos quimicos serem bem
conhecidas nesses animais (Hoffman-Goetz, 2003). Devido a baixa incidéncia de tumores
colorretais esporadicos nesses animais, a inducdo de tumores, sgja por carcindégenos ou
manipulacdo genética, é necesséria (Corpet e Pierre, 2003; Hoffman-Goetz, 2003). O uso

de carcindgenos quimicos tem sido mais comum.

Os modelos de exercicio mais comumente usados sd0 as corridas voluntaria e
forcada. O exercicio voluntério durante 26 semanas foi capaz de reduzir a incidéncia de
tumores (nimero de animais com a0 menos um tumor) em ratos com carcinogénese do
cdlon induzida por DMH (20 mg/kg) (Andrianopoulos et a., 1987). Em outro estudo com
exercicio voluntério, por 38 semanas, foi observada inibi¢do naincidéncia e multiplicidade
(tumor/animal) de adenocarcinomas no colon de ratos com carcinogénese induzida por
AOM (15 mg/kg) (Reddy et al., 1988).

Ratos com carcinogénese induzida por AOM (15 mg/kg), submetidos ao exercicio
forcado em esteira, por 38 semanas (2 km/dia; 5 vezes/sem), apresentaram reducéo
significativa no nimero de adenocarcinomas no colon (Thorling et al., 1994). Um
programa de treinamento com corrida forgada em esteira durante 19 semanas (20 m/min; 5
dias/sem) apresentou reducédo de 50% no risco de desenvolvimento dos FCA em ratos com
carcinogénese colorretal induzida por DMH (Oliveira e Chaves-Dias, 2003).
Camundongos conhecidos como APC™" mouse ou Min mouse (MIN - multiple intestinal
neoplasia) também tém sido submetidos ao exercicio de corrida forcada em esteira. Esses
animais tém alteracdo genética no gene APC, 0 que permite o desenvolvimento de
multiplos adenomas intestinais. Observou-se em camundongos APC™" exercitados
progressivamente (10-21 m/min, 15-60 min/dia, 5 dias/sem) durante 7 semanas apenas
uma tendéncia para um menor nimero de pdélipos no colon (Colbert et a., 2000). Em
estudo posterior, camundongos APC™" foram submetidos a 8 semanas de exercicio misto
(roda livre e esteira), mas nenhum efeito do exercicio sobre o nimero de pdlipos foi
observado (Colbert et al., 2003). Usando o mesmo modelo animal, o exercicio moderado
em esteira (18 m/min; 60 min/dia; 6 dias/sem) e o exercicio voluntério, ambos por 9
semanas, reduziram significativamente o nimero total de pdlipos intestinais, mas ndo na
regido do colon (Mehl et al., 2005).

Demarzo e Garcia (2004) submeteram ratos a uma Unica sessdo de natacdo, até a
exaustdo, seguida da aplicagdo de DMH, e quinze dias ap0s a sessdo de exercicio

observaram aumento significativo no nimero de FCA. Esse resultado sugere que o
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exercicio de alta intensidade pode contribuir para a carcinogénese colorretal. Entretanto,
nenhum estudo que tenha avaliado o efeito do exercicio de natagdo a longo prazo, em

diferentes intensidades, sobre a carcinogénese experimental do colon foi encontrado.

Parece, portanto, que os estudos experimentais com estes modelos de exercicio
(roda livre, esteira e natagdo) ndo apresentam resultados consensuais quanto ao efeito
protetor do exercicio fisico na carcinogénese colorretal induzida por carcindégenos
quimicos. As diferencas de resultados entre os estudos podem ser atribuidas a varios
fatores como protocolo de exercicio, duracdo do experimento, tipo de carcindgeno usado,
modelo experimental (ex: manipulado geneticamente), via de administracdo da droga,
linhagem de ratos, dose, duragéo e frequéncia de administracdo da droga. Mais estudos
experimentais envolvendo exercicio fisico, modelos animais e carcinogénese sao
necessarios para permitir que possiveis mecanismos biolégicos sgiam encontrados
(Hoffman-Goetz, 2003).

A partir dos resultados obtidos de estudos experimentais e, principalmente, de
estudos observacionais, vérios mecanismos envolvidos na prevencdo do CC pelo exercicio
e AF tém sido sugeridos (Colditz et a., 1997; Friedenreich, 2001; Friedenreich e
Orenstein, 2002; Westerlind, 2003).

Sugere-se que o exercicio e AF protgam contra a carcinogénese colorretal por: a)
reduzir a concentracdo de insulina e fatores de crescimento semelhantes ainsulina, os quais
sdo fatores de crescimento para células da mucosa colénica (Colditz et al., 1997,
Friedenreich, 2001; Westerlind 2003), embora ndo haja consenso (Colbert et al., 2003;
Nemet et al., 2004); b) aumentar a motilidade do |G, reduzindo o tempo de transito
gastrointestinal e, consequentemente, o tempo de exposicdo da mucosa a carcindgenos
(Colditz et a., 1997; Batty e Thune, 2000; Friedenreich, 2001); c) diminuir a razéo entre
prostaglandinas E, e F, (PGE, / PGF,), aparentemente por aumentar os niveis de
prostaglandinas F, (Colditz et a., 1997). As prostaglandinas E, suprimem células NK
(Mazzeo, 1994), agem na proliferacdo de células colbnicas, tém acao anti-apoptética, agdo
inflamatéria e agem na redugdo da motilidade intestinal (Colditz et a., 1997). As
prostaglandinas F, possuem agdes contrérias as PGE (Colditz et al., 1997); d) aumentar o
gasto energético, produzindo um balanco energético negativo e, desta forma, protegendo
contra o CC (Kritchevsky, 1990; Westerlind, 2003; Hauret et al., 2004), possivelmente
pelo fato do balango energético negativo promover reducéo do peso corporal (Kritchevsky,
1990); e) melhorar a funcéo imunoldgica (Hoffman-Goetz, 1994; Mazzeo, 1994; Woods e
Davis, 1994; Friedenreich, 2001; Westerlind, 2003). A imunossupressao € positivamente
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associada ao CC (Friedenreich, 2001; Westerlind, 2003). Ressdlta-se, entretanto, que o
exercicio intenso suprime o sistema imune (Mazzeo, 1994; Woods e Davis, 1994); f)
melhorar o sistema enzimatico de defesa antioxidante (Powers et al., 1998; Navarro et al.,
2004), reduzindo o excesso de radicais livres, os quais poderiam causar danos potenciais
a0 DNA (Westerlind, 2003). O exercicio exaustivo, entretanto, pode aumentar a produgédo
de radicais livres (Schneider e Oliveira, 2004); e g) reduzir a obesidade. A obesidade esta4
positivamente associada com o CC e com varios outros tipos de canceres (The Cancer
Council Australia, 2004; Mctiernan, 2003). Acredita-se que a massa de gordura abdominal,
por promover resisténcia insulinica e hiperinsulinemia, esteja implicada em maior grau na
carcinogénese (Colditz et a., 1997; Friedenreich, 2001; Westerlind, 2003). Entretanto,
alguns estudos sugerem gue a protecdo contra 0 CC ocorra por mecanismos independentes
do controle do peso corporal (Batty e Thune, 2000; Westerlind, 2003; The Cancer Council
Australia, 2004). Estudos experimentais que tenham avaliado se o efeito protetor do
exercicio fisico contra o CC sgja pela modulagdo do peso ou da gordura corpora ndo tém

sido encontrados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos do treinamento em natagdo com diferentes intensidades sobre a

carcinogénese experimental do colon, sobre a composicdo corpora e parametros

sanguineos e suas possiveis inter-relagdes com a carcinogénese colorretal induzida por
DMH em ratos.

2.2 ODbj etivos especificos:

a)

b)

0)

d)

f)

9)

h)

Verificar se o treinamento em natagéo afeta, de forma dependente da intensidade, o
nimero de focos de criptas aberrantes e tumores dos animais submetidos ao protocolo

de carcinogénese induzida por DMH;

Verificar se os focos de criptas aberrantes se associam com 0 nimero de tumores

dos animais submetidos ao protocol o de carcinogénese induzida por DMH;

Quantificar e categorizar os focos de criptas aberrantes e tumores dos animais

submetidos ao protocol o de carcinogénese induzida por DMH;

Veificar se o treinamento em natacdo, em diferentes intensidades, atera a

incidéncia e tamanho dos tumores colorretais induzidos por DMH;

Verificar se o treinamento em natacdo, em diferentes intensidades, afeta a ingestdo
alimentar, o ganho de peso, 0 percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal) e os
percentuais de proteina e agua da carcaga de animais submetidos ao protocolo de

carcinogénese induzida por DMH,;

Verificar se existe associacdo do percentual de gordura (carcaca e intra-abdominal)
com o numero de focos de criptas aberrantes e tumores de animais submetidos ao

protocol o de carcinogénese induzida por DMH,;

Verificar se o treinamento em natacdo, em diferentes intensidades, afeta os niveis
séricos de glicose, colesterol total, triacilglicerideos, lipoproteinas de dta, baixa e
muita baixa densidade, e se estes par@metros se associam com 0 numero de focos de
criptas aberrantes e tumores de animais submetidos ao protocolo de carcinogénese
induzida por DMH;

Verificar se o treinamento em natacdo, em diferentes intensidades, e aincidénciade
tumores altera os niveis séricos da proteina C reativa de animais submetidos ao

protocolo de carcinogénese induzida por DMH.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais de experimentagao

Foram utilizados 52 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com 11 semanas
de idade, adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa. Todos os
animais receberam ragéo comercial (Quadro 1) e agua ad libitum, e foram mantidos em
condicdes de luminosidade com fotoperiodo de 12/12 h durante todo o experimento. A sala
de experimento foi mantida em temperatura de 23,7+1,6 (MédiatDP) e umidade relativa
do ar de 70,2+£7,5. Os animais foram aojados em gaiolas coletivas (3 ou 4 animais por
gaiola). O peso corporal foi monitorado semanalmente e o consumo de ragdo
guinzenalmente. Todos os procedimentos experimentais empregados em relagdo aos
cuidados e uso dos animais de laboratério foram realizados de acordo com 0s principios
éticos nacionalmente aceitos (COBEA, 1991).

. Carbonato de célcio, milho integral moido, farelos de arroz, soja e
Composicao da

. trigo, fosfato biclcico, melaco, cloreto de sddio, 6leo de soja
racao

degomado, Premix mineral vitaminico.

Umidade méxima (12,50%), proteina bruta minima (22,00%),

Niveis de garantia i . L .
extrato etéreo minimo (4,00%), matéria fibrosa maxima (8,00%,

(por kg do o . o .
matéria mineral méxima (10,00%), calcio maximo (1,40%), fésforo

produto) .
minimo (0,80%)

Antioxidante (100,0 mg), Colina (600,0 mg), Cobre (10,0 mg),
Cobalto (1,5 mg), Ferro (50,0 mg), lodo (2,0 mg), Manganés (60,0
Enriquecimento | mg), Selénio (0,05 mg), Zinco (60,0 mg), Vit A (12000 Ul), Vit B12
(por kg do (20,0 meg), Vit D3 (18,0 UI), Vit B1 (5,0 mg), Vit B6 (7,0 mg), Vit
produto) K3 (3,0 mg), Niacina (60,0 mg), Vit B2 (6,0 mg), Biotina (0,05
mg), Acido pantoténico (20,0 mg), Acido fdlico (1,00 mg),
Metionina (300,0 mg), Lisina (100 mg)

Quadro 1. Composicao da raggo comercial (Socil ®), em 20 kg, disponibilizada para os
animais durante o experimento. Vit = vitamina. Todos as informagdes foram obtidas do rétulo do

produto.
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3.2 Inducéo dos focos de criptas aberrantes e tumores colorretais

Quatro aplicagdes subcutaneas de DMH (dose de 40 mg.kg™) foram realizadas,
sendo duas aplicagBes na primeira semana e duas na segunda semana de experimento, em
dias ndo consecutivos (Figura 4). A DMH foi preparada imediatamente antes do uso,
dissolvidaem NaCl (0,9%) contendo EDTA (1,5%) como veiculo, e o pH final foi ajustado
para 6,5%.

3.3 Caracterizacéo dos grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos, a saber:

a) Grupo Exercicio com intensidade 1 + Droga (ED1) (n=12) - recebeu as aplicagdes de

DMH, efoi submetido ao treinamento em natagdo, sem sobrecarga externa;

b) Grupo Exercicio com intensidade 2 + Droga (ED2) (n=12) - recebeu as aplicacbes de
DMH, e foi submetido ao treinamento em natagcdo, com sobrecarga de 2% do peso
corporal;

c) Grupo Exercicio com intensidade 3 + Droga (ED3) (n=12) - recebeu as aplicagdes de
DMH, e foi submetido ao treinamento em natacdo, com sobrecarga de 4% do peso

corporal;

d) Grupo Controle do Exercicio (CE) (n=10) - recebeu as aplicacbes de DMH, mas ndo
foi submetido ao exercicio. Esse grupo foi mantido em um tanque com agua (10 cm de
profundidade) durante o0 mesmo tempo de exercicio dos grupos supracitados,

€) Grupo Controle da Droga (CD) (n=6) - recebeu aplicagdes de solucéo salina (placebo)
e ndo foi submetido ao exercicio.

As sobrecargas para os grupos ED2 e ED3 foram atadas ao corpo dos animais na
regido torécica (ANEXO 1).

Ressalta-se que o limiar anaerdbico de ratos Wistar € acangado com a sobrecarga
de 4,9+0,1% (médiatDP) do peso corporal (Voltareli et al., 2002). Desta forma, abaixo
deste limiar o0 exercicio € considerado aerdbico. As sobrecargas de 0%, 2% e 4% do peso
corporal no presente estudo foram estabel ecidas para preservar a caracteristica aerébica do
exercicio. Além disso, o percentual do consumo méximo de oxigénio (V Ozmax) de ratos que
nadam sem sobrecarga externa € de 45-65%, e de animais que nadam com 4% do peso
corporal € de 65-70% (American Physiological Society, 2006). Esses intervalos de

intensidades, em humanos, poderiam ser considerados como exercicio aerébico de baixa e
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alta intensidade, respectivamente. Neste sentido, para facilitar a compreensdo do presente
estudo, os exercicios com sobrecargas de 0%, 2% e 4% foram didaticamente denominados
de leve, moderado e intenso, respectivamente. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas do

delineamento experimental.

Tabela 1. Caracterizagdo dos grupos experimentais.

Grupos n Exercicio Droga Intensidades % PC
CD 6 nao nao - -
CE 10 néo sm - -

ED1 12 leve sm 1 0
ED 2 12 moderado sm 2 2
ED3 12 intenso sim 3 4

PC = percentua do peso corporal (parametro usado para definicdo das sobrecargas). Para demais siglas
consultar lista de abreviaturas.
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3.4 Programa de treinamento em natacéo

O programa de exercicio foi realizado com o modelo de natagdo (ANEXO 2). Para
sua realizagdo foram utilizados dois tanques retangulares de avenaria. A profundidade da

aguafoi de 45 cm, com temperatura mantida entre 28 e 30° C.

O programa de treinamento foi dividido em duas etapas, sendo a primeira chamada
Progressdo do Exercicio (PE), cuja intensidade e duragdo do exercicio foram aumentadas
gradualmente durante as cinco primeiras semanas, € a segunda etapa chamada
Manutencdo do Exercicio (ME), onde os animais foram submetidos ao exercicio sempre

com amesma intensidade e duragéo, a partir da sexta semana.

A Progress&o do Exercicio foi subdivididaem duas fases. A fase 1 ocorreu nas duas
primeiras semanas de experimento, onde os animais exercitaram sem sobrecarga adicional,
e gpenas a duragdo do exercicio foi aumentada a cada sessdo. A fase 2 ocorreu nas trés
semanas seguintes, onde os animais, aém de terem a duragdo do exercicio aumentada
diariamente, exercitaram com sobrecarga adicional. Nos dias de aplicagdo da droga os

animais ndo exercitaram. (Figura4).

3.5 Sacrificio dos animais e coleta das amostras

Na 342 semana, contada a partir da Ultima semana de aplicacdo da droga, os animais
foram sacrificados por asfixia com gés carbénico apds 12 horas de jejum. Para evitar o

efeito agudo do exercicio, nenhum animal exercitou nas 72 h anteriores ao sacrificio.

Amostras sanguineas foram coletadas no momento do sacrificio e, apds coletadas,
foram imediatamente centrifugadas por 10 min (5.000 rpm) para a coleta do soro. O soro
foi transferido para Ependorffs, armazenado brevemente em gelo e, em seguida, tiveram o
CT, HDL, LDL, VLDL, TAG, glicose e PCR analisados.

O intestino grosso foi removido da cavidade abdominal, aberto longitudina mente
pela margem contramesentérica, lavado em solucdo salina fisiolégica e fixado em solucéo
tamponada de formol a 10%. A fixagdo do intestino grosso no formol foi realizada
conforme Oliveira e Chaves-Dias (2003), onde apo6s a identificagdo dos intestinos, os
mesmos foram presos por afinetes a uma placa de cera e parafina, € permaneceram

submersos em solugéo de formol por 48 horas.
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M eses de experimento

1 | 2] 3| 4] s ] 6] 7] 8 |9]s
PE Manutencéo do exer cicio (ME)
1 sessdo/dia; 5 dias/sem.; duragdo 20 min.; intensidades:
0% (ED1), 2% (ED2) e 4% (ED3) do peso corporal
Progressao do exer cicio (PE)
Fasel Fase 2
(sem sobrecarga) com sobrecarga)
Semana 1 Semana 2 Semana3 | Semanad Semanab5 |
D - - - - -
g 22 - d: 11 min d: 5min d: 16 min d: 18 min
§ 3| 12Aplic. 32 Aplic. d: 8 min d: 16 min d: 19 min
cl42 ] d:5Smin d: 14 min d: 11 min d: 17 min d: 19 min
g 521 22Aplic. d: 17 min d: 13 min d: 17 min d: 20 min
al6* | d:8min 42 Aplic. d: 15 min d: 18 min d: 20 min
Sb - - - - -

Figura 4. Delineamento experimental.
PE = progressdo do exercicio; S = sacrificio dos animais;, Aplic. = aplicagdo da droga; d = duracdo do
exercicio; D = domingo; Sb = sdbado; 22 a 62 = segunda a sexta feira, respectivamente;
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Logo apos a fixagdo do intestino a placa de cera e parafina, um fragmento de
aproximadamente 1 cm? foi retirado da regido médio-distal, armazenado a -80°C para

analises futuras.

O tecido adiposo intra-abdominal de cada animal foi retirado, pesado, armazenado
em saco plastico e congelado a -4°C. A pele, demais visceras, cabega e rabo dos animais
foram descartados. A carcaga vazia (musculos e 0ssos) foi armazenada em saco plastico e
posteriormente congelada (x5°C). Toda a coleta foi redizada de forma cega por

profissionais habituados aos procedimentos realizados.

3.6 Andlises dos materiais coletados

3.6.1 Quantificagao e categorizacdo dos focos de criptas aberrantes e tumores

Depois de fixados por 48 horas em formol, o intestino grosso de cada animal foi
medido e dividido em trés fragmentos de igual tamanho, denominados de regi&o proximal,
meédia e distal, em relacdo ao ceco. As regides foram coradas em azul de metileno a 0,1%
por, aproximadamente, 2 minutos e lavados em tampdo fosfato. Em seguida, toda a
extensdo da superficie mucosa de cada regido do intestino foi observada com auxilio de
microscopio optico de luz, com aumento de 100 vezes (10X), para identificacgo dos FCA.
Os FCA foram quantificados, de forma cega, por dois pesquisadores. A média das
contagens dos pesquisadores foi utilizada para célculos e comparagdes, uma vez que ndo
houve diferenca estatistica (P>0,05; teste t para amostras independentes) entre as duas
contagens. Os FCA foram agrupados e denominados, conforme Thorup (1997), em funcéo
dos tamanhos (nimero de criptas por foco): pequeno (FCA 1-3), médio (FCA 4-6), grande
(FCA 7-9) e extra grande (FCA >10). O numero de FCA com mais de 3 criptas por foco
(FCA >3) também foi contabilizado para posterior comparacéo da “multiplicidade de
criptas”, conforme Corpet e Pierre (2003). O nimero total de FCA nas diferentes regides
(proximal, média e distal) e amédiade FCA por anima também foram contabilizados.

Além das comparacOes por testes estatisticos especificos (topico 3.7), 0s seguintes

cllculos propostos por Corpet e Pierre (2003) (também encontrados on line:
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http://www.inra.fr/reseau-nacre/sci-memb/corpet/legend.html>

a) Poténcia (P):
P = (Média do nimero de FCA do grupo CE / Média do n° de FCA do respectivo

grupo com exercicio)

b) Risco Relativo (RR):
RR = (1/ Poténcia)

c) Percentual de Reducgdo de FCA (% R):

%R = (100 — 100/ Poténcia)

d) Poténcia de Redugdo do Tamanho de FCA (PRT):

PRT = (Média do niumero de FCA com numero superior a 3 criptas por foco do
grupo CE / Média do nimero de FCA com nuimero superior a 3 criptas por foco do

respectivo grupo exercicio);

e) Poténcia de Redugdo do Numero de Criptas por Foco (PRN):

PRN = (nimero de criptas totais do grupo CE / nimero de FCA do grupo CE) /
(nimero de criptas totais do respectivo grupo com exercicio / numero de FCA do

respectivo grupo com exercicio).

Os tumores, por sua vez, foram identificados (ANEXO 3) e quantificados. A atura,
0 menor e o maior didmetro de todos os tumores foram medidos com o0 uso de um
paguimetro. Um indice, a partir do somatério dessas medidas, foi realizado como

estimativa do tamanho dos tumores.

3.6.2 Par @metros sanguineos. CT, HDL, TAG, LDL, VLDL, glicosee PCR

CT - determinado por método enzimético colorimétrico, utilizando o kit Bioclin®
(Belo Horizonte, MG). Em 10 pL da amostra de soro foi adicionado 1 mL do reagente de
trabalho, o qual é obtido da mistura de solucéo tampéo (tampéo Pipes 50 mmol/L, fenol 24
mmol/L e colato de sodio 0,5 mmol/L) com reagente enzimético (aminoantipirina 0,5
mmol/L, colesterol esterase < 300U/L, colesterol oxidase < 300U/L, peroxidase <
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1000U/L, é&zida sodica 15,38 mmol/L), na propor¢éo de 19/1. Em seguida a amostra
contendo o reagente de trabalho, foi homogeneizada e levada a banho-maria (37°C) por 5
minutos. A absorbanciafoi determinada por espectrofotometria a 500 nm. A concentragdo
de CT foi obtida ao comparar a amostra com o padréo de colesterol (200mg/dL).

HDL - determinado pelo método enzimético colorimétrico, utilizando o kit
Bioclin®. Para a separagdo da particula de HDL adicionou-se reagente precipitante (4cido
fosfotangstico 1,5 mmol/L, cloreto de magnésio 100 mmol/L), em quantidades
equitativas, a 250 uL de soro. Em seguida foi agitado manualmente por 1 minuto. A
amostra, contendo o reagente precipitante, foi centrifugada a 3500 rpm por 15 minutos
para obtenc&o do sobrenadante. Posteriormente, procedeu-se a determinacdo do HDL pelo
método enzimatico, sendo que 1,0 mL do reagente enzimético foi adicionado a 50 uL do
sobrenadante.

TAG - determinado por método enzimético utilizando o kit Bioclin®. Em 10 uL de
soro foi adicionado 1,0 mL de reagente de trabalho, preparado misturando-se o reagente
enzimético 1 (Tampao Pipes 100 mmol/L, cloreto de magnésio 15 mmol/L, 4-cloro fenol
5 mmol/L, lipase de lipoproteina 2500 U/L, glicerol quinas e >1500U/L, peroxidase >
1000U/L, surfactantes e estabilizantes) ao reagente enzimético 2 (4 aminoantipirina 0,9
mmol/L, ATP 1,5 mmol/L, &zida sédica 15,38 mmol/L, glicerol-3-fosfato oxidase >4000
u/L, surfactantes e estabilizantes) na proporcéo 9/1. A concentragdo de TAG foi obtida a
partir do padréo (100mg/dL).

LDL e VLDL - As fragdes LDL e VLDL foram determinadas utilizando-se a
formulade Friedewald:

VLDL =TAG/5
LDL =CT - HDL - TAGL/5

Glicose — determinada por método enzimético colorimétrico, utilizando o kit
Bioclin®. Nesse método a glicose é oxidada pela agdo da glicose-oxidase a &cido gliconico,
com formagdo de H,O,. Em presenca de uma peroxidase, a H,O, é cindida em agua e O..
Este oxigénio oxida substancias especificas (ex: O-dianisiding), formando um composto
corado que é medido fotometricamente.
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Proteina C reativa (PCR) - foi utilizado o método semi quantitativo de aglutinag@o
de particulas de latex (soroaglutinacdo), recobertas com Gama-globulina anti-PCR,
tratadas para evitar aglutinacOes inespecificas. Neste método, a aglutinagdo é visivel em
amostras com concentragdo de PCR igual ou superior a 6 mg/L. Considerou-se “positivo”
para PCR quando se verificava nitidas aglutinagdes. A auséncia de nitidas aglutinagdes foi
considerada como “negativo” para PCR. Em caso de aglutinagdes positivas eram realizadas

diluicdes, conforme o fabricante (Bioclin®), para estimar a concentracéo (mg/L) de PCR.

3.6.3 Determinacdo da composicdo corporal (gordura, proteina e dgua), ganho de

peso e conver sdo alimentar

O percentua hidrico da carcaca vazia foi avaliado por método gravimétrico com
emprego de calor (estufa a 105°C, Fanem-Brasil) por 24 horas, para evaporacéo da dgua da
carcaca. O percentual de gordura da carcaga foi determinada com emprego do aparelho de
Soxhlet, o qual utiliza éter etilico como solvente na extracdo de gordura por 8 horas. O
percentual de proteinafoi calculado em triplicata pelo método indireto de determinacdo do
nitrogénio [Contelido de proteina (g) = conteldo de nitrogénio (g) x 6,25] através do
método Kjeldahl.

O ganho de peso corpora foi determinado através da diferenca entre o peso aferido no

ultimo dia de experimento pelo peso aferido no primeiro dia de experimento.

A conversdo alimentar foi obtida dividindo-se o consumo de ragdo de cada grupo,
durante todo experimento, pelo ganho de peso do grupo. Os valores foram dados em

grameas.

Rag&o total consumida (g)

Conversao aimentar =

Ganho de peso (Q)
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3.7 Analise estatistica

Testes paramétricos foram usados quando os dados apresentavam distribuicdo
normal (método Kolmogorov-Smirnov) e igualdade de variancia (método de Levene), e
testes ndo paramétricos foram usados quando os dados ndo apresentavam distribuicdo

normal e/ou igualdade de variancia.

O teste paramétrico de andise de variancia para um fator (one way ANOVA) foi
usado para comparagdes envolvendo 3 ou mais grupos com apenas um fator. O teste ndo
paramétrico Kruskal Wallis foi usado quando o teste one way ANOVA era contra
indicado, ou sgja, quando ndo cumpria as exigéncias para uso de teste paramétrico. O teste
de comparacfes multiplas de Tukey foi utilizado quando o teste one way ANOVA
detectava diferenca estatistica. Para situacbes em que o teste Kruskal Wallis detectava

diferenca estatistica, utilizou-se o teste de comparages multiplas de Dunn’s.

Os resultados foram apresentados como “MédiatDesvio Padréo (DP)” quando
apenas o teste one way ANOVA foi exigido. Quando o teste ndo paramétrico Kruskal
Wallis foi exigido, os resultados (valores) foram apresentados como ‘“Mediana
(MédiatDP)”.

O teste ndo paramétrico x? quadrado (Qui quadrado) foi usado para comparagdes de
frequéncias. Para situagtes em que mais de 20% das frequéncias esperadas na tabela de
contingéncia foi menor que cinco, 0 que poderia prejudicar a acuracia do teste Qui-
guadrado, utilizou-se o teste exato de Fisher como auxiliar. Quando o resultado estatistico
do Qui-quadrado foi igual ao do teste exato de Fisher, manteve-se apenas 0 Qui-quadrado
como teste padrdo. O teste paramétrico de correlacdo de Pearson foi usado para
correlacionar variaveis. O teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman foi usado nas
situacdes em que o teste de correlagdo de Pearson ndo era recomendado, ou sgja, quando 0s

dados ndo apresentavam distribui¢do normal e/ou igualdade de variancia.

Para todos os testes utilizados, o erro maximo permitido para assumir a existéncia
de diferenca entre os grupos foi de 5% (p=0,05). Todos os testes foram bi-caudais. O

programa estatistico usado paratodas as andlises foi 0 Sigma Stat 3.0.
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4. RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados em cinco topicos. 1) Ganho de peso, consumo e
conversdo aimentar; 2) Composicdo corporal; 3) Par@metros sanglineos; 4) Focos de

criptas aberrantes; e 5) Tumores no intestino grosso.

Ressalta-se que durante o experimento, um animal do grupo ED2 e dois animais do
grupo ED3 morreram por afogamento. O intestino grosso de um animal do grupo ED1 foi
perdido no momento da coleta e ndo pode ser utilizada na contagem de criptas e tumores.
Das 169 (100%) sessdes de exercicio previstas, 162 (95,86%) sessoes foram realizadas.

Todas as sessdes de exercicio ndo realizadas foram em dias ndo consecutivos.

4.1 Ganho de peso, consumo e conver sdo alimentar

N& houve diferenca estatistica (p>0,05; one way ANOVA) para 0 consumo
alimentar mensal (em gramas) entre os grupos CD (555,7+192,4), CE (534,9+122,3), ED1
(548,1+92,0), ED2 (524,1+90,5) e ED3 (513,9+99,5). O consumo alimentar mensal dos

grupos experimentais esta apresentado na Figura 5.

O ganho de peso corporal foi significativamente superior para o grupo CD
(248,2+36,1) em comparagdo aos grupos CE (162,1+60,8), ED1 (173,4+46,0), ED2
(162,4+26,8) e ED3 (141,7+39,7) (p<0,05; one way ANOVA). A Figura 6 apresenta os

resultados do ganho de peso nos cinco grupos experimentais.

A conversdo aimentar, que reflete a quantidade de alimento consumido (em grama)
necessario para promover uma unidade de ganho de peso (em grama), mostrou-se mais
eficiente para o grupo CD (20,09 g), seguido dos grupos ED1 (29,51 g), ED2 (30,05 g), CE
(30,45 g) e, por ultimo, ED3 (34,67 g). Entre os grupos exercitados, verificou-se menor
eficiéncia de conversdo alimentar em funcdo da intensidade (ED3 > ED2 > ED1). Os

resultados da conversdo alimentar estdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 5. Consumo alimentar mensal dos grupos experimentais.

Teste one way ANOVA; Colunas = médias; Barras de erro = desvio padréo. CD = grupo controle da drogg;
CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio
com 2% do peso corpora; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3
foram submetidos & droga 1,2 dimetil hidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.

300 *
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Figura 6. Ganho de peso dos animais nos respectivos grupos experimentais.

* = p<0,05, CD vs demais grupos; one way ANOV A complementado pelo teste de Tukey; Colunas = médias;
Barras de erro = desvio padréo. CD = grupo controle da droga; CE = grupo controle do exercicio; ED1 =
grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo
exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos a droga 1,2
dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.
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Tabela 2. Conversdo alimentar dos grupos experimentais.

Grupos Conver sdo alimentar (Q)
CD 20,09
CE 30,45
ED1 29,51
ED2 30,05
ED3 34,67

CD = grupo controle da droga; CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso
corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal.
Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas
primeiras semanas de experimento.

4.2 Composicao cor poral

O percentua de gordura intra-abdominal se mostrou estatisticamente superior
(p<0,05; Kruska Wallis) no grupo CD, comparado aos grupos ED1 e ED3. O percentual
de gordura da carcaga foi significativamente maior (p<0,05; one way ANOVA) para o
grupo CD, comparado aos demais grupos. O percentual de &gua da carcaga,
contrariamente, foi significativamente menor (p<0,05; one way ANOVA) no grupo CD
guando comparado aos demais grupos. O percentual de proteina da carcaga, por sua vez,
ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05; one way ANOVA) entre 0s cinco grupos
experimentais. A Tabela 3 apresenta os resultados referentes & composi¢éo corporal dos

CiNCO grupos experimentais.
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Tabela 3. Composi¢édo corporal dos animais nos respectivos grupos experimentais.

Par ametros (%)
GIA GorduraC. Proteina C. Agua C.
CD n=6 4,5(4,0+13)® 31,9 (28,2+6,4° 836(83,1+30) 62,0 (62,7+2,1)%"
CE n=10 17(23+1,8) 164(154+7.2° 79,8(80,4+36) 67,3 (67,4+16)°
ED1 n=12 1,3(1,6+0,9)° 159 (16,8:51)" 79,0(795+1,7) 67,9 (67,4t19)"
ED2 n=11 1,8(2,2+15) 17,7(181+31)° 80,5(80,7+19) 66,4 (66,5:1,2)

ED3 n=10 1,4 (1,3t0,6)° 13,7(136:32)" 80,8(80,6+24) 68,0 (68,1+0,9)

Grupos

abcdefohil — 10,05 para letras iguais (entre grupos): one way Anova ou Kruskal Wallis, complementados
pelos testes de Tukey ou Dunn's, respectivamente. Valores dados em “mediana (médiatDP)”. GIA = gordura
intra-abdominal; Gordura C. = gordura da carcaca; Proteina C. = proteina da carcaca; Agua C. = &gua da
carcaga. CD = grupo controle da droga; CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do
peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso
corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas
duas primeiras semanas de experimento.

Associagles entre os parametros relacionados a composi¢éo corporal, e destes com

0 ganho de peso sdo apresentadas na Tabela 4.

No grupo CD, houve associacéo positiva (p<0,05) do percentual de gordura intra-
abdominal vs ganho de peso e percentual de gordura da carcaga, e associacdo negativa do

percentua de gorduraintra-abdominal vs agua da carcaga.

No grupo CE, o ganho de peso se associou positivamente (p<0,05) com o
percentual de gordura (carcaca e intra-abdominal) e percentual de proteina da carcaca
Houve associacao positiva (p<0,05) entre o percentual de gordura da carcaga vs percentual
de gorduraintra-abdominal e percentual de proteina da carcaga. Houve associacdo negativa
entre o percentual de &gua da carcaca vs percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal)

e ganho de peso.

No grupo ED1, o ganho de peso se associou positivamente (p<0,05) com o
percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal). Houve associagdo positiva (p<0,05)
entre percentual de gordura da carcaga vs percentual de gordura intra-abdominal.
Associagdes negativas (p<0,05) foram encontradas entre o percentual de &gua da carcaca

vs percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal) e ganho de peso.

No grupo ED2, o ganho de peso se associou positivamente (p<0,05) com o
percentual de gordura intra-abdominal, e houve associagédo positiva (p<0,05) do percentual

de gordura da carcaga com o percentual de gorduraintra-abdominal. Associagdes negativas
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(p<0,05) ocorreram entre o percentual de &gua da carcaca vs percentual de gordura

(carcaga e intra-abdominal).

No grupo ED3, ndo houve associagOes positivas entre os parametros avaliados.
Associacdo negativa (p<0,05) foi encontrada entre o percentual de agua da carcaca vs

percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal).

Ao se utilizar todos os dados, independente do grupo experimental (Total), apenas
0 percentua de gordura intra-abdominal vs percentual de proteina da carcaca ndo
apresentou associacao estatisticamente significativa (p>0,05).

Resumidamente, observa-se que os percentuais de gordura da carcaga e intra-
abdominal apresentaram associagdes positivas entre si. Por outro lado o percentual de &gua
da carcaca apresentou associagOes negativas com o percentual de gordura (carcaca e intra-

abdominal) e com o ganho de peso.

Tabela 4. AssociagOes entre parametros da composigéo corporal e ganho de peso nos

grupos experimentais.

Coeficiente de correlagdo (r ou rs)
CD CE ED1 ED2 ED3

Associacbes n=6 n=10 n=12 n=11 n=10 Total
GPvs % GIA 082* 064* 080* 060* -004 066*
GPvs % Gord. C. 0,71 087* 064* 048 -0,39 062*
GPvs % Prot. C. 0,03 0,66 * -0,16 0,33 -004 0,28*
GPvs % AguaC. -0,72 -0,74* -0,70* -0,31 033 -0,71*
% GIA vs % Gord. C. 098* 087* 0,79* 0,76* 0,53 0,88 *
% GIA vs % Agua C. -091* -087* -081* -084* -084* -086*
% GIA vs % Prot. C. 0,35 0,44 -045 -0,17 -0,05 0,17

% Gord. C. vs % Prot. C. 0,66 0,69* -054% 0,10 0,34 0,29 *
% Gord. C.vs % AguaC. -0,71 -086* -097* -0,75* -0,77* -090*

* = p<0,05, # = tendéncia (p>0,05 a p<0,09); Correlagdo de Pearson (r), para dados paramétricos, ou
Spearman (rs), para dados ndo paramétricos. Total = todos os dados, independente do grupo experimental;
GP = ganho de peso; % GIA = percentual de gorduraintra-abdominal; % Prot. C. = percentual de proteinada
carcaca; % Agua C. = percentual de dgua da carcaca; % Gord. C. = percentual de gordura da carcaca. Para
demais siglas, consultar lista de abreviaturas. CD = grupo controle da droga; CE = grupo controle do
exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corpora; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso
corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram
submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.
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4.3 Par ametr os sanguiineos

Para 0 parametro sangliineo glicose ndo se verificou diferenca estatistica entre os
cinco grupos experimentais (p<0,05; Kruskal Wallis). Parao HDL, o grupo CD apresentou
maiores niveis séricos (p<0,05; Kruskal Wallis) comparado aos grupos CE, ED1 e ED3.
Parao CT e LDL, maiores niveis séricos (p<0,05; one way ANOV A) foram observados no
grupo CD quando comparado aos demais grupos. Para os parametros sanguiineos VLDL e
TAG, maiores nivels séricos (p<0,05; one way ANOVA) foram observados no grupo CD
guando comparado a0 grupo ED3. A Tabela 5 apresenta os resultados referentes aos

parédmetros sanguineos supracitados dos cinco grupos experimentais.

Para as andlises estatisticas referentes a PCR, desconsiderou-se o grupo CD devido
erros na andlise clinica das amostras deste grupo. N&o houve diferenca estatistica (p>0,05;
teste Qui quadrado) entre os grupos experimentais submetidos a DMH (CE, ED1, ED2 e
ED3) para a fregliéncia de resposta positiva ou negativa para PCR. A Tabela 6 apresenta
estes resultados. O percentual de animais incidentes com PCR positivo (46,0%) foi maior
gue o percentual de animais incidentes com PCR negativo (37,8%), entretanto, ndo houve
associacdo estatistica (p>0,05; teste Qui quadrado) entre incidéncia de tumores e

positividade de PCR. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 5. Perfil lipidico e glicose séricos de jejum dos grupos experimentais.

Par &metros
. Grupos
sanguineos
(mg/dL) CD CE ED1 ED2 ED3

Glicoss  197,0(188,7+54,5)  146,0 (156,1+47,5)  169,0 (188,7+54,5) 159,0 (168,2+28,7) 1550 (162,7+41,7)

cT 1235 (131,0:22,9%™ 855(81,9+143)°  74,0(76,6£115)°  73,0(769+109)°  750(71,3+11,2)"°
HDL 40,0 (40,2+3,0)%¢ 25,5 (27,7+8,5)° 28,0 (26,3+4,0)' 29,5 (27,9+4,4) 26,0 (24,7+4,6)°
LDL  638(636:94)""  400(41,8t10,1)"  42,2(38,2+9,3) 34,3 (35,127,4) 40,8 (37,6£9,3)
VLDL 22,0 (27,3x14,7)" 12,0 (12,3+3,0) 12,2 (13,8+5,6) 13,3 (13,1+4,9) 9,7 (9,741,9)"
TAG  110,0(136,3t735)" 60,0 (61,4+15,2) 54,0 (67,7427,1) 67,0 (63,4+215) 471 (45,5+13,1)"

abcdefghijimn _ p<0,05 para letras iguais (entre grupos); one way Anova ou Kruska Wallis, complementados pelo teste de Tukey ou Dunn's, respectivamente. Valores

dados em “mediana (médiatDP)”. CT = colesterol total; HDL = lipoproteina de ata densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; VLDL = lipoproteina de
muito baixa densidade; TAG = triacilglicerideos. CD = grupo controle da droga; CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal;
ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corpora; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos a droga 1,2
dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.

CD = (n = 6 paratodos 0s parametros sanguineos);

CE = (n = 8 paratodos 0s parametros sanguineos)

ED1=(n=11paraglicose, CT e TAG; n=10 paraVLDL; n=9 paraHDL eLDL);

ED2 = (n=9 paraglicose, CT e TAG; n=8paraHDL, LDL eVLDL);

ED3 = (n=10paraglicose, CT, VLDL e TAG; n=9 paraHDL eLDL).



Tabela 6. Proteina C Reativa nos animais dos grupos tratados com a droga 1,2
dimetilhidrazina.

Proteina C Reativa (mg/L)

Grupos Positivo Negativo Total
CEn=8 4 (50,0) 4 (50,0) 8 (100,0)
ED1n=11 5 (45,4) 6 (54,6) 11 (100,0)
ED2n=9 4 (44,4) 5 (55,6) 9 (100,0)
ED3 n=10 7 (70,0 3 (30,0 10 (100,0)
Total 20 (52,6) 18 (47,4) 38 (100,0)

Teste Qui-quadrado; ( ) entre parénteses = percentual (%) referente ao tota dalinha. CE = grupo controle
do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso
corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram
submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.

Tabela 7. Proteina C Reativa em animais tratados com a droga 1,2 dimetilhidrazina, com
ou sem incidéncia de tumores.

Incidéncia Proteina C Reativa (mg/L)
tumores Positivo Negativo Total
> 1 tumor 17 (46,0) 14 (37,8) 31 (83,8)
Sem tumor 2 (5,4) 4 (10,8) 6 (16,2
Total 19 (51,4) 18 (48,6) 37 (100,0)

Teste Qui quadrado; () entre parénteses = percentual (%) referente ao total; Incidéncia = nimero de tumores
> 1. droga.
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Associagdes do perfil lipidico (CT, HDL, LDL, VLDL, TAG) e glicose com 0
ganho de peso e com o percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal) foram realizadas,

e sdo apresentados na Tabela 8.

No grupo CD, verificou-se associagéo positiva (p<0,05) entre ganho de peso vs
VLDL e TAG. No grupo CE, houve associacdo positiva (p<0,05) entre glicose vs
percentual de gordura da carcaga. No grupo ED1, houve associacéo positiva (p<0,05) entre
percentual de gordura intra-abdominal vs VLDL, TAG e glicose. Houve associagédo
positiva (p<0,05) entre o percentua de gordura da carcaga vs VLDL, TAG e glicose. O
ganho de peso também se associou positivamente (p<0,05) com o parédmetro glicose, neste
grupo. No grupo ED2, houve associagdo positiva (p<0,05) entre percentual de gordura da
carcaca vs CT, VLDL e TAG. No grupo ED3, apenas houve associagdo estatisticamente
significativa (p<0,05) entre percentual de gordura intra-abdominal vs TAG. Ao se agrupar
todos os dados (Tota), independente do grupo experimental, verificou-se associagdo
positiva e estatisticamente significativa (p<0,05) para todas as associagdes (exceto HDL vs

percentua de gorduraintra-abdominal).

De maneira geral, percebe-se que a maioria das associacdes entre CT, HDL, LDL,
VLDL, TAG e glicose vs ganho de peso e percentual de gordura (carcaga e intra

abdominal) foi positiva.

4.4 Focos de criptas aberrantes (FCA)

O grupo CD néo foi utilizado para comparagdes dos FCA, uma vez que ndo tem
sido encontrado FCA em animais (ratos e camundongos) ndo tratados com carcindgeno
guimico (Bird 1987; Jiae Han, 2000).

Os grupos exercitados (ED1, ED2 e ED3) apresentaram menor nimero de FCA que
0 grupo ndo exercitado (CE), nas regifes proximal, média e distal do intestino. Entretanto,
apenas 0 grupo ED2 apresentou diferenca estatistica (p<0,05; one way ANOVA) para as
regides proximal e distal comparado ao grupo CE. A comparagdo de FCA entre regides do
intestino, apresentou maior nimero de FCA (p<0,05; one way ANOVA) para a regido
distal vsregido proximal (em todos os grupos), e entre a regido média vs proximal (exceto
no grupo CE). N&o houve, entretanto, diferenca estatistica (p>0,05; one way ANOVA)
entre 0 nimero de FCA na regido distal vs regido média em nenhum dos grupos. Os
resultados dos FCA entre os grupos e entre as diferentes regides do intestino sdo

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 8. Associacles entre glicose, perfil lipidico, composicao corporal e ganho de peso

NOS grupos experimentais.

Coeficientede correlacao (r ou rs)

Associacao

CD CE ED1 ED2 ED3  Total
CT vs GP 077" 007 0,13 0,55 028  052*
CT vs % GIA 0,60 0,19 0,14 035 -054 035*%
CT vs % Gord. C. 026 -013 023 082* -031 037*
HDL vs GP 0,59 006 -015 0,38 001 035*%
HDL vs % GIA 0,65 0,02 0,29 044 -059% 016
HDL vs % Gord. C. 050 -011 055 034 -029 041*
LDL vs GP 0,48 0,57 0,17 0,25 012 061*
LDL vs % GIA 0,22 0,43 0,05 059 -045 0,38*
LDL vs % Gord. C. -0,37 033 -025 054 -020 049*
VLDL vs GP 0,78* -005 053 0,58 043  061*
VLDL vs % GIA 0,67 009 066* 043 038  058*
VLDLvs %Gord.C. 049  -014 086* 074* 007 062*
TAG vs GP 0,78* -005 054 051 024  059*
TAG vs % GIA 0,67 009 065* 040 069* 061*
TAG vs % Gord. C. 049 -014 085* 070* 032 065*
Glicose vs GP 077% 0617 077* 040 032 061*
Glicose vs % GIA 064 067" 080* 012 -035 044*
Glicosevs % Gord.C. 0,77 083* 0,79* -009 -030 050*

* = p<0,05; # = tendéndia (p>0,05 a p<0,09); Correlagdo de Pearson (r), para dados paramétricos, ou
Spearman (rs), para dados ndo paramétricos. Total = associagdo utilizando todos os dados, independente do
grupo; GP = ganho de peso; % GIA = percentua de gordura intra-abdominal; % Gord. C. = percentual de
gordura da carcaca. CT = colesterol total; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de
baixa densidade; VLDL = lipoproteina de muito baixa densidade; TAG = triacilglicerideos. CD = grupo
controle da droga; CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal;
ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os
grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos a droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mgkg®) nas duas
primeiras semanas de experimento.

CD (n= 6 paratodas as associa¢0es);

CE (n= 8 paratodas as associ agdes);

ED1 (n=11 paraglicose, CT e TAG; n= 10 paraVLDL; n=9paraHDL eLDL);

ED2 (n=9 paraglicose, CT e TAG; n=8 paraHDL, LDL e VLDL);

ED3 (n= 10 paraglicose, CT, VLDL e TAG; n=9 paraHDL eLDL).



Tabela 9. Focos de criptas aberrantes nas regibes do intestino grosso dos grupos

experimentais tratados com adroga 1,2 dimetilhidrazina.

Regifes do intestino grosso

Grupos
Proximal Média Distal
CE n=10 26,1+8.3 *° 36,5+13,8 46,5+8.1 *°
ED1 n=11 18.2+12.6 ™ 28,4+97 " 39,5491 ¢
ED2 n=11 13.3+7,9 *% 33,0+162 ¢ 32,3+11,6 *
ED3 n=10 17.4+6,0 413+159" 40,9+10,8 9

* = p<0,05 para CE vs ED2 (mesma coluna); abeaefg _ p<0,05 paraletras iguais (entre regides do intestino);
one way ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. Valores dados em médiatDP. CE = grupo controle
do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso
corpora; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram
submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.

Embora a média de FCA tenha sido menor para os grupos exercitados, comparado
ao grupo CE, apenas o grupo ED2 (26,2+9,9) apresentou estatisticamente (p<0,05; one
way ANOVA) menor quantidade de FCA comparado ao grupo CE (36,4+4,8). Entre os
grupos exercitados, o grupo ED2 (26,2+9,9) apresentou menor média de FCA que o0 grupo
ED1 (28,746,8) e ED3 (33,2+9,1), mas ndo houve diferenca estatistica (p>0,05; one way
ANOVA) (Figura?7).

Para as regides do intestino, aregido distal (37,7+12,0) e regido média (35,9+15,4)
apresentaram valores estatisticamente maiores (p<0,05; one way ANOVA) que a regido
proximal (17,3£9,0) para a média de FCA. N&o houve diferenca estatistica (p>0,05; one
way ANOVA) entre aregido distal e regido média (Figura 8).
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Figura 7. Focos de criptas aberrantes nos grupos experimentais tratados com a droga 1,2
dimetilhidrazina, independente das regides do intestino.

* = P<0,05 ED2 vs CE; one way ANOVA, complementado pelo teste de Tukey; Barras de erro = desvio
padrdo. CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo
exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1,
ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de
experimento.
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Figura 8. Focos de criptas aberrantes nas regides do intestino, independente do grupo

experimental tratado com adroga 1,2 dimetilhidrazina.

* = P<0,05 regido proximal vs regides média e distal; one way ANOVA, complementado pelo teste de
Tukey; Barras de erro = desvio padrdo. CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do
peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso
corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas
duas primeiras semanas de experimento.
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De forma geral, 0 maior nimero de FCA obedeceu a seguinte ordem de tamanhos:
FCA 1-3 (pequeno) > FCA 4-6 (médio) > FCA 7-9 (grande) > FCA > 10 (extragrande). O
numero de FCA de tamanho pequeno foi estatisticamente (p<0,05; one way ANOVA ou
Kruskal Wallis) maior que os tamanhos grande e extra grande, para todos os grupos
experimentais. O nimero de FCA de tamanho médio foi estatisticamente (p<0,05; Kruskal
Wallis) maior que o tamanho extra grande para os grupos CE e ED1. Na comparagdo entre
FCA < 3 (FCA 1-3) com a multiplicidade de criptas (FCA > 3), que é um parametro
comumente usado para avaliar a progressdo das criptas aberrantes, ndo foi observado

diferenca estatistica (p>0,05; Kruskal Wallis) dentro do mesmo grupo experimental.

Os grupos exercitados apresentaram menor niimero de FCA que o grupo CE, para
todos os tamanhos de FCA. Entretanto, apenas houve diferenca estatistica (p<0,05; one
way ANOVA) entre o grupo ED2 comparado ao grupo CE, para o tamanho pequeno (FCA
1-3). Entre os grupos exercitados, o grupo ED2 sempre apresentou menor ocorréncia de
FCA que os grupos ED1 e ED3, entretanto, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05; one
way ANOVA ou Kruskal Wallis) para qualquer tamanho de FCA.

Embora as médias dos grupos exercitados tenham sido menores que o grupo CE
para a multiplicidade de criptas aberrantes (FCA > 3), ndo se verificou diferenca estatistica
(p>0,05; Kruskal Wallis) entre os grupos. Entre os grupos exercitados, o grupo ED2 foi 0
gue apresentou menor multiplicidade de criptas aberrantes, mas, novamente, ndo houve
diferenca estatistica (p>0,05; Kruskal Wallis) comparado aos grupos ED1 e ED3. Os
tamanhos e a multiplicidade dos FCA est&o apresentados na Tabela 10.

Os resultados referentes a Poténcia (P), Risco Relativo (RR), Percentual de
Reducéo de FCA (% R), Poténcia de Redugdo do Tamanho de FCA (PRT) e Poténcia de
Reducédo do Numero de Criptas por Foco (PRN) estéo apresentados na Tabela 11. Em
relacdo a P, % R, RR e PRT, os melhores indices foram para o grupo ED2, seguido do
grupo ED1 e, por ultimo, o grupo ED3. Para 0 PRN, entretanto, apenas o grupo ED1

apresentou melhor indice que o grupo controle.
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Tabela 10. Tamanhos e multiplicidade dos focos de criptas aberrantes (FCA) no intestino grosso dos grupos experimentais tratados com a
droga 1,2 dimetilhidrazina.

Tamanhos e multiplicidade dos FCA

Grupos Pequeno Meédio Grande Extragrande Multiplicidade
(FCA 1-3) (FCA 4-6) (FCA 7-9) (FCA >10) (FCA >3)

CE n=10 82,5(85,0£15,0) * ® 17,2 (17,446,3) © 32(34+1,1) ™ 2,7 (3,2+1,8) ™ 22,5(24,147,1) ®
ED1n=11 64,0 (68,3+17,6) " 145 (12,0¢55) " 35(35+2,1) Y 15(23£22)™ 16,5 (17,8+8,2)
ED2n=11 52,0 (61,0+19,8) * ™ 9,0 (10,9+ 6,6) 15(32+4,7) ™ 2035+47)" 12,5 (17,6+15,1) °
ED3n=10 72,7 (77,1+189) ™ 13,0 (14,146,3) ? 30(51+51) % 30(33+15)" 18,0 (22,5+11,5)

M édia 70,2 (72,5+19,6) " 132(135#65) 30(383,6) 2,5(3,1+2,7) 16,5 (20,4+11,0)*

* = p<0,05 CE vs ED2 (mesma coluna); 2PCOefaniimnoparsywxzede — o 05 nara letras iguais (entre os tamanhos de FCA); Testes one way ANOVA ou Kruskal
Wallis complementados pelos testes de Tukey e Dunn's, respectivamente. Valores dados em “mediana (médiatDP)”. CE = grupo controle do exercicio; ED1 =
grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corpord; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE,

ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento. Os tamanhos dos FCA foram
determinados seguindo o critério de Thorup (1997), e amultiplicidade seguindo o critério de Corpet e Pierre (2003).



Tabela 11. Poténcia (P), Risco Relativo (RR), Percentual de Redugéo de FCA (%R),
Poténcia de Reduc@o do Tamanho de FCA (PRT) e Poténcia de Redugdo do Numero de

Criptas por Foco (PRN) dos animais submetidos a droga 1,2 dimetilhidrazina.

Par ametros ED1 ED2 ED3
P 1,27 1,39 1,10

RR 0,79 0,72 0,91

% R 21,15 27,99 8,71
PRT 1,36 1,37 1,07
PRN 1,12 0,93 0,98

ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corpora; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 =
grupo exercicio com 4% do peso corpora. Os grupos ED1, ED2 e ED3 foram submetidos a droga 1,2
dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.

Associages dos FCA com parametros sanguineos (glicose, CT, HDL, LDL, VLDL
e TAG), com os percentuais de gordura (carcaga e intra-abdominal) e proteina (carcaca) e
com o ganho de peso foram realizadas, e estéo apresentadas na Tabela 12. As associagOes
foram redlizadas intra-grupo (CE, ED1, ED2 e ED3) e utilizando todos os dados,
independente do grupo experimental (Total).

Para FCA total houve associacdo (p<0,05) positiva com o CT no grupo ED1 e
Total, e associacdo negativa com o percentual de proteina da carcaga no grupo ED2, e com

0 percentua de gorduraintra-abdominal no grupo ED3.

Para FCA <3, verificou-se associagdo (p<0,05) positiva com o percentual de
gordura intra-abdominal no grupo ED1, e associagOes inversas com o percentual de
proteina da carcaga no grupo ED2, com o percentual de gorduraintra-abdominal e TAG no

grupo ED3.

Para FCA >3, verificou-se associagdes positivas (p<0,05) com HDL, no grupo ED1
e Total, com CT, com LDL ecom VLDL, no Total.

Resumidamente, a maioria das associagdes dos FCA com o percentual de gordura
(carcaga e intra-abdominal), com proteina da carcaca e glicose, foi negativa. Por outro

lado, a maioria das associagdes dos FCA com os demais parametros sanguineos (CT, HDL,
LDL, VLDL e TAG) foi positiva.
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Tabela 12. Associactes dos focos de criptas aberrantes (FCA) com glicose, perfil lipidico,
ganho de peso e percentuais de gordura e proteina nos grupos experimentais tratados com a

droga 1,2 dimetilhidrazina.

Coeficiente de correlacdo (r ou rs)

Associacdo CE ED1 ED2 ED3 Total
FCA total vs % Prot. C. -0,45 055"  -0,62* 0,12 -0,26
FCA tota vs % Gord. C. -0,46 0,15 0,17 -0,45 -0,23
FCA total vs % GIA -0,42 052" 0,04 -0,70% -0,03
FCA total vs GP -0,58" 0,08 0,24 0,45 0,01
FCA total vs Glicose -0,62" -0,03 -0,14 0,40 -0,06
FCA total vs CT 0,01 0,65 * 0,19 0,54 0,33*
FCA total vs HDL -0,10 0,50 0,13 0,57 0,30"
FCA total vs LDL -0,33 0,38 0,07 0,39 0,23
FCA total vs VLDL 0,33 0,39 0,55 -0,10 0,20
FCA total vs TAG 0,33 0,39 0,47 -0,46 0,10
FCA <3vs % Prot. C -0,28 -0,50 -0,64 * 0,02 -0,27*
FCA < 3vs % Gord. C. -0,35 0,17 0,05 -0,58" -0,25
FCA<3vs %GIA -0,16 0,65 * 0,07 -0,78* -0,08
FCA <3vs GP -0,59" 0,26 -0,07 0,37 -0,06
FCA < 3vs Glicose -0,54 -0,10 -0,35 0,44 -0,06
FCA<3vs CT -0,21 0,17 -0,06 0,49 0,19
FCA <3vs HDL 0,23 0,19 -0,05 0,58 0,22
FCA <3vs LDL -0,49 -0,06 -0,06 0,35 0,12
FCA <3vs VLDL 0,16 0,36 0,27 -0,30 0,08
FCA <3vs TAG 0,16 0,38 0,15 -0,68 * -0,03
FCA >3 vs % Prot. C. -0,31 -0,29 -0,38 0,27 -0,21
FCA >3 vs % Gord. C. -0,20 -0,01 0,26 -0,36 -0,09
FCA >3vs % GIA 0,10 -0,11 0,11 -0,36 -0,08
FCA >3vs GP 0,05 -0,36 0,25 0,46 0,10
FCA >3 vs Glicose -0,34 -0,37 -0,14 0,22 -0,14
FCA >3vs CT 0,46 0,62" 0,28 0,47 0,51 *
FCA >3 vs HDL 0,41 0,69 * -0,09 0,39 0,36 *
FCA >3vs LDL 0,30 0,47 0,52 0,35 0,43 *
FCA >3vs VLDL 0,53 0,22 0,677 0,25 0,39 *
FCA >3vs TAG 0,53 0,15 0,50 0,04 0,30"

* = p<0,05; # = tendéncia (p>0,05 a p<0,09); Correlacdo (r) de Pearson, para dados paramétricos, ou
Spearman (rs), para dados ndo paramétricos, GP = ganho de peso; % GIA = percentual de gordura intra-
abdominal; % Gord. C. = percentual de gordura da carcaga; % Prot. C. = percentual de proteina da carcaga.
CT = colesterol tota; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; VLDL
= lipoproteina de muito baixa densidade; TAG = triacilglicerideos. CE = grupo controle do exercicio; ED1 =
grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corpora; ED3 = grupo
exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2
dimetilhidrazina (40 mg.kg™) nas duas primeiras semanas de experimento.s.

CE (n= 8 paratodas as associagdes); ED1 (n= 11 paraglicose, CT e TAG; n= 10 paraVLDL; n=9 paraHDL
eLDL); ED2 (n= 9 paraglicose, CT e TAG; n= 8 paraHDL, LDL e VLDL); ED3 (n= 10 para glicose, CT,
VLDL e TAG; n=9 paraHDL eLDL); Total = (todos os dados, independente do grupo experimental).
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Segundo Callegari-Jacques (2003), associagdes com coeficiente de correlagéo
|<30 |, |30- 60| e |>60| entre médulos podem ser consideradas associagdes fracas,
regulares e fortes, respectivamente. A partir desta classificacdo, uma avaiacdo da
freqliéncia das associacOes entre FCA com pardmetros da composicdo corpora e glicose
foi realizada e esté apresentada na Tabela 13. Percebe-se, pela Tabela 13, o predominio de
associagOes negativas entre FCA, independente do tamanho ou grupo, com o percentual de
proteina da carcaga (80,0%), com os percentuais de gordura da carcaga (70,0%) e intra-
abdominal (60,1%) e glicose (70,0%).

Para anular uma possivel influéncia dos tumores nas associagdes dos FCA com 0s
pardmetros supracitados, o nimero total de FCA e suas diferentes classificagbes de
tamanho foram associados com o ganho de peso, o0 percentual de proteina da carcaga, 0s
percentuais de gordura da carcaga e intra-abdomina e glicose, nagqueles animais
submetidos a DMH que n&o apresentaram incidéncia de tumores. Os resultados dessas
associacOes sd0 apresentados na Tabela 14. Embora 0 nimero de animais que néo
apresentou incidéncia de tumor tenha sido pequeno (n = 7), a maioria das associagoes,
diferentemente da andlise anterior, foi positiva (92,8%; 26 associagdes de 28 redizadas),
embora sem diferenca estatistica para qualquer associagdo (p>0,05). Das associagdes
positivas, 35,7% (10 associagoes), 39,3% (11 associages) e 17,8% (5 associagdes) foram
fracas, regulares e fortes, respectivamente. Apenas duas (7,2%) associagOes, de 28

realizadas, foram negativas, e as duas foram associagdes fracas (r < 30).

Uma avaliacdo da frequiéncia das associagbes entre FCA com CT, HDL, LDL,
VLDL e TAG, é apresentada na Tabela 15. Observou-se predominio de associacbes
positivas dos FCA, independente do tamanho ou grupo, com o CT (90,0%), HDL (83,4%),
LDL (83,3%), VLDL (86,7%) e TAG (76,7%).

As associagtes dos FCA com os parametros relacionados ao perfil lipidico podem
ter sido influenciadas pelo nimero de tumores. Uma forma de anular a possivel influéncia
de tumores para associactes envolvendo FCA com o perfil lipidico, seria realizar testes de
correlacdo nos animais submetidos 8 DMH que n&o apresentaram incidéncia de tumores.
Entretanto, devido ao pegueno nimero de animais ndo incidentes, somado a perdas

amostrais (perda de soro) ndo foi possivel redlizar tais associagoes.
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Tabela 13. Frequéncia das associagdes dos focos de criptas aberrantes (FCA) com glicose,

percentuais de gordura e proteina nos animais tratados com a droga 1,2 dimetilhidrazina.

Par ametros Coefic. de correlacdo Associagoes com FCA
(em %) (rours) Negativa (-) Positiva (+)
| <30] 13 (43,3) 3(10,0)
Prot. C. |30-60] 9(30,0) 3(10,0)
| >60 | 2(6,7) 0(0,0)
Total 24 (80,0) 6 (20,0)
| <30] 11(36,7) 8(26,7)
Gord. C. |30-60| 10 (33,3) 1(3,3)
| >60 | 0(0,0) 0(0,0)
Total 21(70,0) 9(30,0)
| <30] 11(36,7) 10 (33,3)
GIA |30- 60| 5(16,7) 1(33)
| >60 | 2(6,7) 1(3,3)
Total 18 (60,1) 12 (39,9)
| <30] 10 (33,4) 6 (20,0)
Glicose |30- 60| 7(233) 3(10,0)
| >60| 4 (13,3) 0(0,0)
Total 21(70,0) 9(30,0)

() entre parénteses = percentual referente ao total das associactes; Correlacéo (r) de Pearson, para dados
paramétricos, ou Spearman (rs), para dados ndo paramétricos; GIA = gorduraintra-abdominal; Prot. C. =
proteina da carcaga; Gord. C. = gordura da carcaga.

Tabela 14. Frequéncia das associagdes dos focos de criptas aberrantes (FCA) com glicose,
ganho de peso e percentuais de gordura e proteina nos animais tratados com droga 1,2

dimetilhidrazina sem incidéncia de tumores.

A Coefic. de correlagéo Associagdo com FCA
Parametros
(rs) Negativa (-) Positiva (+)
% Gord. C., GP | < 30| 2(7,2 10 (35,7)
% GIA, % Prot. C., |30-60| 0(0,0) 11 (39,3)
e Glicose | >60 | 0(0,0) 5(17,8)
Total 2(7,2) 26 (92,8)

p>0,05; Correlacdo (rs) de Spearman; () entre parénteses = percentual do total das associagles; % Gord. C.
= percentua de gordura da carcaca; GP = ganho de peso; % GIA = percentual de gorduraintra-abdominal; %
Prot. C. = percentual de proteina da carcaga.
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Tabela 15. Freguéncia das associagOes entre focos de criptas aberrantes com o perfil

lipidico nos animais tratados com a droga 1,2 dimetilhidrazina.

Parametros Coefic. de correlagdo Associagbes com FCA
(mg/dL) (rours) Negativa (-) Positiva (+)
|<30] 2(6,7) 9(30,0)
cT |30- 60| 1(3,3) 13 (43,3)
| >60 | 0(0,0) 5(16,7)
Total 3(10,0) 27 (90,0)
|<30] 4 (13,3 9(30,0)
HDL |30- 60| 0(0,0) 14 (46,7)
| >60 | 1(323) 2(6,7)
Total 5 (16,6) 25 (83,4)
|<30| 3(10,0) 9(30,0)
LDL |30- 60| 2(6,7) 15 (50,0)
| >60| 0(0,0) 1(3,3)
Total 5(16,7) 25 (83,3)
|<30] 3(10,0) 12 (40,0)
VLDL |30- 60| 1(3,3) 11 (36,7)
| >60| 0(0,0) 3(10,0)
Total 4(13,3) 26 (86,7)
|<30] 5(16,7) 11 (36,7)
TAG |30- 60| 1(3,3) 10 (33,3)
| >60| 1(323) 2(6,7)
Total 7(23,3) 23 (76,7)

() entre parénteses = percentual do total das associacOes; Correlagdo (r) de Pearson, para dados
paramétricos, ou Spearman (rs), para dados ndo paramétricos. CT = colesterol total; HDL = lipoproteina
de dta densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; VLDL = lipoproteina de muito baixa
densidade; TAG = triacilglicerideos.



4.5 Tumores no intestino grosso

Embora a regido distal tenha apresentado maior nimero de tumores, seguida pela
regido média, em todos os grupos experimentais (CE, ED1, ED2 e ED3), ndo houve
diferenca estatistica (p>0,05; Kruskal Wallis) entre as regifes avaliadas, para comparacdes
intra grupo. Para comparag0es entre grupos, os exercitados (ED1, ED2 e ED3)
apresentaram, geralmente, menor nimero de tumores que o CE nas trés regifes estudadas,
e 0 grupo ED2 apresentou 0 menor numero de tumores entre 0S grupos exercitados.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05; one way ANOVA ou Kruska Wallis)
para nimero de tumores entre 0s grupos para qualquer regido do intestino (Tabela 16).

Tabela 16. Tumores colorretais nos grupos experimentais tratados com a droga 1,2

dimetilhidrazina e nas regifes do intestino grosso.

x Grupos
Regido
CE n=10 ED1n=11 ED2n=11 ED3 n=10
Proximal 0(0,4£0,7) 0(0,4£0,7) 0(0,2+0,4) 0(0,2+0,4)
Média 0 (0,6%0,8) 0 (0,5£0,8) 0(0,4£0,7) 0 (0,5£0,8)
Distal 1(1,3+1,0) 1(1,2+£1,1) 1(0,6+0,7) 1(0,8+1,0)

One way ANOVA para dados paramétricos e Kruskal Wallis para dados ndo paramétricos. Valores dados
em “mediana (médiatDP)”. CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso
corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso
corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™).



A multiplicidade de tumores (tumor/animal), independente da regido do intestino,
apesar de ter sido menor nos grupos exercitados (ED2 = 1,3+0,6; ED3 = 1,5+1,5; ED1 =
2,1+1,4) comparado ao grupo ndo exercitado (CE = 2,3+1,8), ndo apresentaram diferenca
estatistica (p>0,05; one way ANOVA) (Figura9).

A multiplicidade de tumores, independente do grupo experimental, foi
estati sticamente (p<0,05; Kruskal Wallis) menor naregido proximal (0; 0,3+0,5) (mediang;
médiatDP) quando comparada a regido distal (1; 1,0+0,9). A regido média (0; 0,5+0,8)
ndo apresentou diferenca (p>0,05; Kruskal Wallis) quando comparada as regides distal e
proximal (Figura 10).
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Grupos

Figura 9. Multiplicidade de tumores nos grupos experimentais tratados com a droga 1,2

dimetilhidrazina, independente das regides do intestino grosso.

Multiplicidade = tumor/anima (conforme Reddy et al.,1988). Teste one way ANOVA. CE = grupo controle
do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso
corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram
submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™).
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Figura 10. Multiplicidade de tumores nas regides do intestino grosso de animais tratados

com adroga 1,2 dimetilhidrazina, independente dos grupos experimentais.

* = P<0,05 proxima vs distal; Kruska-Wallis complementado pelo teste de Dunn’s. Multiplicidade =
tumor/animal (conforme Reddy et al.,1988).
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Em relagdo aincidéncia de tumores (animais com nimero de tumor = 1), ndo houve
diferenca estatistica (p>0,05; teste Qui quadrado) entre os grupos CE (90,0%), ED1
(72,7%), ED2 (90,9%) e ED3 (80,0%) (Tabela 17).

Tabela 17. Incidéncia de tumores nos grupos experimentais tratados com a droga 1,2

dimetilhidrazina

Incidéncia
Grupos
>1 sem tumor Total

CE n=10 9 (90,0) 1(10,0) 10 (100)
ED1 n=11 8 (72,7) 3(27,3) 11 (100)
ED2 n=11 10(90,9) 1(91) 11 (100)
ED3 n=10 8 (80,0) 2 (20,0) 10 (100)

Total 35(83,3) 7 (16,7) 42 (100)

Incidéncia = animais com ndmero de tumor >1 (conforme Reddy et al.,1988 e Andrianopoulos et d.,
1987). Teste Qui quadrado; ( ) entre parénteses = percentud referente ao total da linha. CE = grupo
controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2%
do peso corporal; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3
foram submetidos & droga 1,2 dimetil hidrazina (40 mg.kg™).

Em relacéo aos tamanhos dos tumores, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05; one
way ANOVA) entre os grupos CE (1,8+1,1 cm), ED1 (1,8+0,7 cm), ED2 (1,5£0,8 cm) e
ED3 (2,2+0,8 cm) (Figura 11). Semelhantemente, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05;
Kruskal Wallis) entre as regides do intestino proximal (1,3; 1,7+0,9 cm) (mediang;
médiatDP), média (1,8; 2,0+1,1 cm) edistal (1,6; 1,7+0,7 cm) (Figura 12).
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Figura 11. Tamanho dos tumores nos grupos experimentais tratados com a droga 1,2

dimetilhidrazina, independente das regides do intestino grosso.

Tamanho (estimado) = Altura (cm) + Maior didmetro (cm) + Menor didmetro (cm). Teste one way
ANOVA; Coluna = média; Barras de erro = desvio padréo. CE = grupo controle do exercicio; ED1 =
grupo exercicio com 0% do peso corporal; ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corporal; ED3 =
grupo exercicio com 4% do peso corporal. Os grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos a droga
1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™).
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Figura 12. Tamanho dos tumores nas regifes do intestino grosso de animais tratados com

adroga 1,2 dimetilhidrazina, independente dos grupos experimentais.

Tamanho (estimado) = Altura (cm) + Maior didmetro (cm) + Menor didmetro (cm). Teste Kruskal Wallis;
Colunas = mediana.



As associagfes do numero total de tumores (NT Total) com FCA, glicose, CT,
LDL, HDL, VLDL, TAG, percentual de proteina da carcaga, percentual de gordura
(carcaga e intra-abdominal) e ganho de peso, além de associacdes do nimero de tumores
com FCA para cada regido (proximal, media e distal), foram realizadas e os resultados
estdo apresentados na Tabela 18. As associagtes foram realizadas intra-grupo e utilizando-

se todos os dados, independente do grupo experimental (coluna Total; Tabela 18).

No grupo CE, houve associagdo negativa (p<0,05) do NT Total com glicose e
percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal). No grupo ED1, houve associagcéo
positiva (p<0,05) do NT total com FCA da regido distal. No grupo ED2, verificou-se
associagao positiva (p<0,05) do NT total com FCA >3.

Associagdes envolvendo todos os dados (Total) foram positivas (p<0,05) parao NT
total com FCA total, FCA <3 e FCA da regido distal. Entretanto, houve associacdo
negativa (p<0,05) entre o NT total com os percentuais de proteina e gordura da carcaca e

glicose.

Houve associacdo positiva (p<0,05) entre o nimero de tumores da regido meédia
com o numero de FCA daregi&o média no grupo CE, grupo ED2 e Total. Houve, também,
associacao positiva (p<0,05) entre o nUmero de tumores da regido distal com 0 nimero de
FCA daregido distal no grupo ED3 e Total.

Uma avaliacdo da freqiiéncia das associagdes entre NT total com FCA, glicose, CT,
LDL, HDL, VLDL, TAG, percentual de proteina da carcaga, percentual de gordura
(carcaca e intra-abdominal) e ganho de peso, independente do grupo experimental, foi
realizada e os resultados est&o apresentados na Tabela 19. Observou-se que a maioria das
associagOes (80,0%) do NT total com os percentuais de proteina da carcaga e gordura
(carcaga e intra-abdominal), com ganho de peso e glicose, foi negativa. Contrariamente, a
maioria (64,0%) das associacdes do NT total com os demais parémetros sanguineos (CT,
HDL, LDL, VLDL e TAG) foi positiva. Houve, também, um predominio de associacfes
positivas (79,5%) entre o NT total com FCA (independente do tamanho ou regido dos
FCA).
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Tabela 18. Associagdo do numero de tumores com focos de criptas aberrantes (FCA),
glicose, perfil lipidico, ganho de peso e percentuais de proteina e gordura nos animais

tratados com adroga 1,2 dimetilhidrazina.

Coeficiente de correlacdo (r ou rs)

Associacdo CE ED1 ED2 ED3 Total
NT total vs % Prot. C. 061" -021 -010 -021 -0,31*
NT total vs % Gord. C. -0,74* -0,15 027 -058" -041*
NT total vs % GIA -0,73* -002 028 -031 -028"
NT total vs GP -059 006 034 -008 -009
NT total vs FCA total 046 038 031 006 031*%
NT total vs FCA <3 034 041 031 012 030*
NT total vs FCA >3 023 020 080* -006 030"
NT total vs Glicose -090* -028 010 -0,35 -041*
NT total vs CT 003 017 007 -036 014
NT total vs HDL -007 009 -006 -048 0,02
NT total vs LDL -011 -005 051 -024 005
NT total vs VLDL 025 048 028 -0,10 0,20
NT total vs TAG 025 042 024 -031 013
NT total vs FCA regi&o proximal -003 -040 018 -026 -0,06
NT total vs FCA regido médio 044 046 051 -007 028"
NT total vs FCA regido distal 012 070* 031 040 047*

NT regido prox. vs FCA regido prox. 0,34 -0,14 -0,07 0,00 0,01
NT regido médiavs FCA regido média 0,69* 0,02 0,71* 021 034*
NT regido distal vs FCA regido distal 004 054" -025 063* 034*

* = p<0,05; - tendéncia (p>0,05 a p<0,09); Correlagdo (r) de Pearson, para dados paramétricos, ou
Spearman (rs), para dados ndo paramétricos; NT total = nimero total de tumores; prox. = proximal; GP =
ganho de peso; % GIA = percentual de gordura intra-abdominal; % Prot. C. = percentual de proteina da
carcaga; % Gord. C. = percentua de gordura da carcaga. CT = colesterol total; HDL = lipoproteina de alta
densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; VLDL = lipoproteina de muito baixa densidade; TAG
= triacilglicerideos. CE = grupo controle do exercicio; ED1 = grupo exercicio com 0% do peso corporal;
ED2 = grupo exercicio com 2% do peso corpora; ED3 = grupo exercicio com 4% do peso corpora. Os
grupos CE, ED1, ED2 e ED3 foram submetidos & droga 1,2 dimetilhidrazina (40 mg.kg™).

CE (n= 8 paratodas as associa¢des);

ED1 (n= 11 paraglicose, CT e TAG; n= 10 paraVLDL; n=9 paraHDL e LDL);
ED2 (n=9 paraglicose, CT e TAG; n=8 paraHDL, LDL e VLDL);

ED3 (n= 10 paraglicose, CT, VLDL e TAG; n=9 paraHDL eLDL);

Total = (todos os dados, independente do grupo experimental).
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Tabela 19. Freguéncia das associagbes do nimero total de tumores com focos de criptas
aberrantes (FAC), glicose, perfil lipidico, ganho de peso e percentuais de proteina e

gordura dos animais tratados com a droga 1,2 dimetilhidrazina.

Coefic. decorrelagéo Associagdo com NT total
(rours) Negativa(-)  Positiva (+)

% Prot. C., | <30| 9(36,0) 4(16,0)
% Gord. C., GP | 30- 60| 7(280) 1(4.0)
% GIA eGlicose | >60| 4(16,0) 0(0,0)
Total 20 (80,0) 5(20,0)

CT, HDL, | <30] 6 (24,0) 13 (52,0)
LDL, VLDL | 30-60]| 3(12,0) 3(12,0)
eTAG | >60 | 0(0,0) 0(0.0
Total 9(36,0) 16 (64,0)

| <30] 8(18,2) 12 (27,3)

FCA*? |30- 60| 1(2,3) 20 (45,4)
| >60| 0(0,0) 3(6,8)

Total 9(20,5) 35 (79,5)

() entre parénteses = percentual referente ao total de associagtes; Correlacdo (r) de Pearson, para dados
paramétricos, ou Spearman (rs), para dados ndo paramétricos;

"= as associagdes envolvendo FCA foram independente do tamanho, regido do intestino ou grupo
experimental. NT total = nimero total de tumores; GP = ganho de peso; % GIA = percentua de gordura
intra-abdominal; % Prot. C. = percentua de proteina da carcaga; % Gord. C. = percentual de gordura da
carcaca. CT = colesterol total; HDL = lipoproteina de ata densidade; LDL = lipoproteina de baixa
densidade; VLDL = lipoproteina de muito baixa densidade; TAG = triacilglicerideos.
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5. DISCUSSAO

A discussdo dos resultados foi subdividida em trés topicos. 1) Ganho de peso,
consumo alimentar, conversao alimentar e composi¢éo corporal; 2) Parametros sanguineos,

3) Focos de criptas aberrantes e tumores do intestino grosso.

5.1 Ganho de peso, consumo alimentar, conver sdo alimentar e composi¢ao cor poral.

No presente estudo, o ganho de peso corpora (Figura 6) foi significativamente
superior no grupo CD, comparado aos demais grupos (CE, ED1, ED2 e ED3). O exercicio,
nas diferentes intensidades, ndo foi capaz de interferir no ganho de peso. O percentua de
gordura da carcaga também foi estatisticamente superior no grupo CD, em comparagdo aos
demais grupos, e o percentua de gordura intra-abdominal foi estatisticamente maior para
no grupo CD em comparacdo aos grupos ED1 e ED3. Um menor percentua de &gua da
carcaga foi observado para o grupo CD, em comparagéo aos demais grupos. Os grupos
submetidos as diferentes intensidades de exercicio ndo apresentaram diferenca estatistica
em relacdo aos pardmetros da composicdo corporal (Tabela 3). Os resultados referentes a
conversdo alimentar (Tabela 2) mostraram que os grupos submetidos a droga apresentaram

menor eficiénciaem converter o alimento em ganho de peso, comparados ao grupo CD.

Estes resultados sugerem que animais submetidos a droga adquirem menor ganho
de peso e menor percentual de gordura (carcaga e intra-abdominal). O maior volume
hidrico nos animais submetidos a droga, por sua vez, deve-se possivelmente a0 menor
percentual de gordura, uma vez que o volume hidrico e gordura corporal séo parametros
inversamente associados (Tabela 4). A possivel explicagdo para os menores ganho de peso
e percentual de gordura nos animais submetidos a droga € a “Sindrome da Caquexia-

Anorexiado Cancer”.

A caquexia do cancer leva & perda excessiva de peso, principamente perda de
tecido gorduroso e musculo esquel ético (Inui, 2002; Rubin 2003). Essas perdas teciduais se
tornam mais nocivas devido a anorexia, ou sga, a auséncia da ingestdo aimentar
compensatéria (Rubin 2003). No presente estudo, apesar da conversdo alimentar (Tabela 2)
ter apresentado menor eficiéncia nos grupos submetidos a droga, ndo houve diferenca
estatistica entre nenhum dos cinco grupos experimentais para a ingestéo alimentar (Figura
5), sugerindo que os animais submetidos a droga nd foram capazes de realizar uma

ingestdo alimentar compensatéria. Em individuos normais a perda de peso gera sinais que
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promovem o aumento da ingestdo alimentar, entretanto, em animais ou humanos com

cancer este mecanismo ndo funciona normalmente (Inui, 2002).

Testes de correlacdo (Tabela 18 e 19) mostraram que as associacdes do nimero de
tumores com o ganho de peso, percentuais de proteina da carcaca e de gordura (carcaca e
intra-abdominal) foram, em sua maioria, negativas ou inversas (Tabela 19), sugerindo um
efeito dos tumores nos menores ganhos de peso e gordura observados dos animais
submetidos a droga. Associagdes semelhantes foram encontradas para FCA (Tabelas 12 e
13), entretanto, os resultados das associagdes para FCA devem ser interpretados com
cautela, uma vez que podem ter sido confundidos pelo nimero de tumores. Quando se
realizou teste de correlagdo dos FCA com os percentuais de proteina da carcaca e gordura
(carcaga e intra-abdominal), com o ganho de peso e com glicose, apenas nos animais Nao
incidentes de tumores, verificou-se que a maioria das associagOes foi positiva (92,8%; 26

associagoes) (Tabela 14).

As associagdes negativas do nimero de tumores com os percentuais de gordura da
carcaca e intra-abdomina (Tabelas 19 e 20) foram inesperadas, uma vez que estudos
epidemiolégicos tém sugerido que a gordura corporal e gordura abdominal estdo
positivamente associadas a0 CC (Martinez et al., 1997; Slattery et a., 2002; Mctiernan,
2003; Hou et a., 2004; The Cancer Council Australia, 2004), possivelmente por promover
hiperinsulinemia e resisténcia insulinica (Colditz et a., 1997; Friedenreich, 2001;
Westerlind, 2003; Hauret et a., 2004).

Dessa forma, associagdes entre gordura corpora e tumores colorretais devem ser
interpretadas com cautela em modelo experimental de carcinogénese. E possivel que a
adiposidade estgja envolvida em fases iniciais da carcinogénese, porém, ndo parece ter
envolvimento na progressdo e promogdo da carcinogénese. No presente estudo, as
associacOes positivas encontradas entre FCA e os percentuais de gordura da carcaga e
intra-abdominal (Tabela 14) nos animais que ndo apresentavam tumores, ndo descarta a
possibilidade de uma associagcdo causal dos niveis elevados de gordura corporal sobre
leses pré-neopl ésicas. Entretanto, a auséncia de associacies estatisticamente significativas

ndo permite fazer afirmagoes.

Em relacdo a0 exercicio fisico, as diferentes intensidades estudadas ndo
interferiram no ganho de peso, conversio alimentar e composi¢do corpora (gordura,
proteina e &gua) de animais submetidos a droga, sugerindo que o exercicio ndo prejudica
pardmetros relacionados a composi¢do corporal em animais com incidéncia de tumores.

Esses resultados diferem dos encontrados em animais e humanos saudaveis. Em humanos
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saudaveis submetidos a treinamento aerdbico observa-se frequentemente reducéo do peso
corporal (Jakicic et al., 2003) e da massa de gordura corporal (Couillard et al., 2001).
Animais respondem ao exercicio aerobico de forma similar (Wilcox, 1985; Christopherson
et a., 1999; Cunhaet al., 2005; Burneiko et a., 2006). O ganho de massa muscular, que é
fortemente influenciado pela incorporacdo protéica, € mais comumente observado em
animais (Tamaki et a., 1992) e humanos (Banz et a., 2003) submetidos a treinamento de

forga.

5.2 Par @metros sanguineos

No presente estudo, apesar da glicemia de jgum ter sido menor nos grupos
submetidos a droga, ndo houve diferenca estatistica comparados ao grupo CD, e ndo houve
diferenca entre os grupos exercitados (Tabela 5). Sabe-se que a glicemia sanguinea de
animais e humanos € influenciada pelo efeito agudo do exercicio (Farrel et al., 1991; Oakes
et a., 1997; Hernandez et al., 2000; Tomas et a., 2002; Araljo, 2003). Quanto ao efeito
cronico do exercicio, entretanto, frequentemente ndo se observa reducdo da glicose
sanguinea em animais (Cunha et a., 2005) ou em humanos (Banz et al., 2002). Os
resultados do presente estudo sugerem que a glicemia de jejum de animais com

carcinogénese colorretal também ndo é influenciada pela resposta cronica do exercicio.

Com relagdo ao perfil lipidico (CT, LDL, VLDL, HDL e TAG), de maneirageral, o
grupo n&o submetido & droga, grupo CD, apresentou maiores niveis comparado aos grupos
submetidos & droga, grupos CE, ED1, ED2 e ED3. N&o se observou qualquer diferenca

estatistica entre os grupos submetidos as diferentes intensidades de exercicio (Tabela5).

A literatura cientifica tem mostrado que o exercicio fisico, geramente, reduz os
niveis de CT, LDL, VLDL e TAG (Terao et d., 1989; Burneiko et al., 2006) e eleva os
nivels de HDL de ratos (Yu et a., 1999; Fletcher et al., 2005) ou humanos (Banz et al.,
2002). As possivels explicagOes para os menores niveis do perfil lipidico observados nos
animais submetidos a droga, em comparagdo ao grupo CD, € o menor ganho de peso e de
gordura corporal, a menos para o CT, LDL, VLDL e TAG que sd0 parametros
positivamente associados a0 peso e gordura corporais (Zamboni et al., 1994; Hu et al.,
2000; Couillard et a., 2001; Francischi et al., 2001; Fletcher et al., 2005), ou possiveis
efeitos dos tumores no metabolismo do perfil lipidico (Bayerdorffer et al., 1993; Iribarren
etal., 1995).



Estudos observacionais tém mostrado associagOes da glicose, CT, LDL, VLDL,

TAG, HDL com o risco de cancer.

No estudo aqui apresentado, associacdes negativas foram encontradas entre glicose
e 0 numero total de tumores (CE e Total; Tabela 18). Em outros estudos, os maiores niveis
de glicose de jejum (Schoen et al., 1999) e atolerancia a glicose prejudicada (Marugame et
al., 2002) foram positivamente associados com o risco aumentado de CC, possivelmente
refletindo os efeitos da hiperinsulinemia (Modan et a., 1985; Schoen et al., 1999;
Marugame et al., 2002). Entretanto, no estudo prospectivo de Tsushima et a. (2005) niveis
de glicose séricos ndo foram associados com CC, e apenas se observou um aumento
modesto no risco de carcinoma colorretal no estudo caso controle realizado por Y amada et
al. (1998). As associagOes negativas encontradas entre glicose e tumores, no presente
estudo, devem ser interpretadas com cautela, uma vez que o substrato glicose € necess&rio
para 0 desenvolvimento do tumor. O turnover e a taxa de oxidacdo da glicose séo
aumentados em fung¢do do nimero de tumores. Em tumores do trato gastrointestinal, os
menores niveis de glicose sdo causados, geramente, pelo excessivo consumo de glicose
pelas células tumorais e inibi¢do da gliconeogénese hepética (Montagnini e Perini, 2003).
Percebe-se, neste caso, uma possivel inversdo darelacdo causa-efeito, ou sgja, 0 nimero de

tumores pode ter sido o agente causal dos menores niveis de glicose.

Associagdes de FCA com glicose apenas nos animais submetidos a DMH que nédo
desenvolveram tumores, mostraram associagdes, em sua maioria, positivas (Tabela 14).
Embora as associagdes ndo tenham sido estatisticamente significativas, estes resultados
ndo permitem descartar a possibilidade de associagOes positivas entre glicose e 0 risco
aumentado de CC, sugerido por alguns estudos epidemiolégicos (Schoen et al., 1999;
Marugame et al., 2002).

No presente estudo, de maneira geral, o CT se mostrou positivamente associado
com FCA (Tabelas 12 e 15). AssociagOes positivas do CT com 0 nimero de tumores
também foram observadas, entretanto, os resultados ndo permitem acreditar numa relagdo
de causa-efeito (Tabela 18). Os resultados também ndo permitem afirmar se as associagdes
entre CT vs FCA e tumores tenham sido influenciadas pelo fator exercicio. Tem sido
sugerida a existéncia de associagOes inversas do CT com o risco de véarios tipos de
canceres (Jacobs et al., 1992), entre os quais o0 CC (Eichholzer et a., 1999). Discute-se,
entretanto, que as associagdes negativas entre CT e cancer possam ser atribuidas a efeitos
metabdlicos do cancer, ou sgja, 0 cancer seria a causa dos menores valores de CT e ndo o

inverso (Bayerdorffer et al., 1993). A existéncia de associagdo positiva do CT com lesdes
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que precedem o cancer metastético (ex: adenomas colorretais e carcinomas colorretais in
situ), por outro lado, tém sido observadas (Bayerdorffer et al., 1993; Yamadaet a., 1998).

No presente estudo, de maneira geral, LDL se mostrou positivamente associada
com FCA (Tabelas 12 e 15) e com tumores colorretais (Tabela 18). As associagdes de LDL
com numero de tumores, entretanto, ndo apresentaram qualquer associacdo que permitisse
acreditar numa relacéo de causa-efeito (Tabela 18). O exercicio ndo parece ter influéncia
sobre estas associagOes. Niveis aumentados de LDL tém sido positivamente associados
com amaior freqiiéncia de adenomas colorretais (Bayerdorffer et al., 1993), possivelmente
devido a formagdo de LDLs oxidadas (Suzuki et al., 2004), as quais podem agir como
agentes oxidantes (Fyrnys et al., 1997).

No presente estudo, de maneira gera, os niveis de HDL se mostraram
positivamente associados com FCA (Tabelas 12 e 15) e com tumores colorretais (Tabela
18). O teste de correlagdo de HDL com o nimero de tumores ndo apresentou associ agao
que permitisse acreditar numa relagdo de causa-efeito (Tabela 18). Também néo é possivel
afirmar que essas associagdes sejam influenciadas pelo exercicio. Associagdes inversas dos
nivels de HDL com a freqiéncia de adenomas colorretais (Bayerdorffer et a., 1993) e
associagOes positivas (Moorman, et al., 1998) e negativas (Furberg et a., 2004) dos niveis
de HDL com o cancer de mama tém sido observadas.

De maneira geral, no presente estudo, os niveis séricos de TAG se mostraram
positivamente associados com FCA (Tabelas 12 e 15) e com os tumores colorretais (Tabela
18). As associagOes entre TAG e tumores, entretanto, ndo permitem acreditar numa relagéo
de causa-efeito (Tabela 18), e os resultados ndo permitem afirmar se essas associagdes sao
influenciadas pelo exercicio. Os resultados das associagdes entre TAG e CC por outros
estudos sd0 controversos. Em estudo de caso-controle foi observada associagdo positiva
entre o0s niveis séricos de TAG e o risco de carcinoma colorretal in situ (Yamada et a.,
1998), enquanto que em estudo prospectivo com casos incidentes de CC néo foi verificado
qualquer associacdo com os nivels de TAG séricos (Tsushima et a., 2005). A
hiperinsulinemia, conhecida de longa data por estar positivamente associada com a
hipertrigliceridemia (Topping e Mayes, 1972), é o possivel mecanismo de explicacdo para
a sugerida associacdo positivaentre TAG e CC.

No presente estudo, os niveis séricos de VLDL se mostraram, geramente,
positivamente associados com FCA (Tabelas 12 e 15) e com os tumores colorretais (Tabela
18), entretanto, as associagbes com 0S tumores ndo parece ter relagdo causal. Pelos

resultados encontrados, ndo foi possivel afirmar se as associagfes de VLDL com FCA e
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nimero de tumores sejam influenciadas pelo fator exercicio. Maiores niveis de VLDL
foram associados com a maior frequéncia de adenomas colorretais (Bayerdorffer et a.,
1993). Além disso, foi encontrado recentemente dois subtipos de receptores de VLDL
(VLDLR-I e VLDLR-II) em adenocarcinomas do tecido gastro-entérico (10 carcinomas
géstricos e 21 carcinomas do intestino grosso). O VLDLR-II foi expresso
predominantemente em carcinomas gastro-entéricos com pobre ou moderada
diferenciacdo, enquanto o VLDR-I foi detectado predominantemente nos carcinomas
intestinais bem diferenciados, sugerindo que a VLDL possa contribuir para o
desenvolvimento do tumor oferecendo, por exemplo, substratos para a cdula tumoral
(Chen et d., 2005).

Resumidamente, apesar da maioria das associagdes entre 0 nimero de tumores com
o pefil lipidico ter sido positiva (Tabela 18 e 19), as associacbes ndo foram fortes
suficientes para se acreditar numa relacéo de causa-efeito entre tumores colorretais com
CT, LDL, HDL, VLDL e TAG. As associag0es positivas entre perfil lipidico e FCA, por
outro lado, apresentaram associacOes mais significativas para alguns parametros (ex: FCA
total vs CT; FCA >3 vs CT, LDL, HDL e VLDL), ndo permitindo descartar uma possivel
rlacdo causa entre perfil lipidico e lesdes pré-neoplasicas. Entretanto, é preciso
considerar que estas associagbes entre FCA com o perfil lipidico podem ter sido
influenciadas por alteragdes metabdlicas provocadas pelos tumores. Infelizmente, no
presente estudo, ndo foi possivel associar o perfil lipidico com FCA nos animais sem
tumores, devido a0 pequeno nimero de animais ndo incidentes, somado as perdas
amostrais de soro. Desta forma, estudos que utilizem apenas animais com lesdes pré-
neoplésicas podem ser necessarios para avaliar a real associacdo entre o perfil lipidico e
carcinogénese.

No presente estudo, ndo houve diferenca entre os grupos experimentais submetidos
a DMH quanto aos niveis séricos de PCR, sugerindo que o exercicio, nas intensidades
estabelecidas, ndo seja capaz de alterar o nivel sérico de PCR (Tabela 6). A auséncia do
grupo CD (devido erro nas andlises clinicas) e auséncia de um grupo “exercicio sem
droga” (ndo realizado) ndo permitiram avaliar o efeito dos fatores droga e exercicio, ou a
interacdo droga x exercicio. A associagdo da fregiéncia de animais incidentes com a
freqliéncia de resposta positiva ou negativa para PCR, foi realizada como aternativa para
mensurar a magnitude de correlacéo entre tumores e PCR. Embora o percentua de animais

incidentes com PCR positivo tenha sido maior que o percentual de animais incidentes com
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PCR negativo (Tabela 7), ndo é possivel afirmar que animais com incidéncia de tumores
apresentam positividade para PCR em maior freqiéncia.

Diferentemente dos resultados agui apresentados, tem sido observado maiores
niveis séricos e plasmaticos de PCR em individuos com adenomeas e carcinomas colorretais
(Stamatiadis et al., 1990; Gunter et a., 2006; Otani et a., 2006), embora nem sempre se
observe associagdo entre PCR com o risco aumentado de CC (Zhang et a., 2005). E tem
sido observada reducdo dos niveis de PCR em individuos submetidos ao treinamento com
exercicio (Lakkaet al, 2005) e em mulheres fisicamente ativas (Zhang et al., 2005).

Algumas limitacBes metodol 6gicas em relacdo a andlise de PCR, entretanto, devem
ser consideradas. As determinagdes de PCR no presente estudo foram realizadas por soro-
aglutinacdo em particulas de latex, que expressa o resultado de forma semiquantitativa, e a
interpretacdo € subjetiva. Esse método tem sido criticado por oferecer sensibilidade
reduzida para detecgc@o de baixos niveis de inflamag&o. Concentracfes séricas a partir de
0,072 mg/dL j& conferem risco aumentado para eventos cardiovasculares em humanos
(Santos et al., 2003). Segundo Woodhouse (2002), para se detectar niveis de PCR abaixo
de 0,3 mg/dL sdo necessarios métodos de alta sensibilidade, como ensaios que utilizam
anticorpos para o epitopo da PCR. Este tipo de ensaio pode detectar até 0,01 mg/dL de
PCR. No méodo usado no presente estudo, a aglutinagdo apenas era visivel em amostras
com concentragdo de PCR igual ou superior a 0,6 mg/dL (6 mg/L). No estudo de Gunter et
al. (2006), onde niveis significativamente maiores de PCR nos casos de CC (25%) foram
observados, a mediana de PCR para os casos de CC foi 0,34 mg/dL (3,4 mg/L), e para 0s
controles foi de 0,26 mg/dL (2,6 mg/L). Ou sga, estes niveis de PCR ndo seriam
detectados no presente estudo, sugerindo que a analise por soro-aglutinacdo pode néo ser

indicada para estudos envolvendo PCR e carcinogénese colorretal .

5.3 Focos de criptas aberrantes e tumor es do intestino grosso

Neste estudo, o menor nimero de FCA foi encontrado na regido proximal,
comparado com as regides média e distal (Figura 8). A avaliagdo intra-grupo, mostrou que
0 numero de FCA foi sempre menor na regido proximal, quando comparado com a regido
distal para todos os grupos experimentais submetidos a DMH (CE, ED1, ED2 e ED3) e
quando comparado com a regido média, exceto para o grupo CE (Tabela 9). Para a
multiplicidade de tumores (tumor/animal), semelhantemente, a regido proximal apresentou

menor valor estatistico que a regido distal (Figura 10). A avaiacdo intra-grupo, mostrou
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que o numero de tumores também foi menor na regi@o proximal, embora sem diferenca
estatistica, comparado com as regifes distal e média para todos 0s grupos experimentais
(Tabela 16).

Estudos anteriores mostraram que FCA se localizam mais freqUentemente nas
regides média e distal e, menos frequentemente, na regido proximal do colon (Yuan et al.,
2001; Rodrigues et d., 2002; Cheng e Lai, 2003), sgja em animais tratados apenas com
carcinégeno quimico (ex: DMH) (Bird 1995; Rodrigues et al., 2002) ou submetidos a
carcindgeno e exercicio fisico, concomitantemente (Demarzo e Garcia, 2004). A maior
frequéncia de CC, iguamente, tem sido encontrada na regido distal do célon quando

comparada a regido proximal (Rodrigues et al., 2002; Cheng e Lai, 2003).

A explicacdo das diferencas do nimero de FCA e tumores, entre as regifes do
intestino, ndo esta clara. Uma possivel explicacdo deve-se ao fato da regido distal do
intestino grosso ter funcéo prioritdria no armazenamento do bolo fecal, enquanto o colon
proximal tem fungéo absortiva (Guyton e Hall, 1997). Desta forma, a mucosa intestina na
regido distal fica mais exposta a substéncias cancerigenas e a agressdes fisicas provocadas

pelo enrijecimento fecal, 0 que n&o ocorre naregido proximal.

No presente estudo, 0 maior nimero de FCA foi, geralmente, para os menores
tamanhos (pegueno > médio > grande > extra grande) (Tabela 10). Estes resultados foram
semelhantes aos observados por Magnuson et a. (2000) em ratos Sprague Dawley com
carcinogénese induzida por AOM, por Jia e Han (2000) e Rodrigues et a. (2002) em ratos
Wistar com carcinogénese colorretal induzida por DMH, que verificaram que os menores

tamanhos de FCA ocorreram com maior frequiéncia.

A multiplicidade de criptas (FCA >3), que tem sido utilizada para avaliagéo da
progressdo de criptas aberrantes (Corpet e Pierre, 2003) ndo apresentou diferenca
estatistica com FCA <3 (tamanho pegueno) em nenhum grupo experimental (Tabela 10),
sugerindo ata progresséo dos FCA. Apesar dos grupos submetidos ao exercicio
apresentarem menores valores para a multiplicidade de criptas (ED2 < ED1 < ED3) em
relacdo ao grupo ndo exercitado (CE), ndo houve diferenca estatistica entre nenhum dos
grupos experimentais, sugerindo progresséo dos FCA de forma similar para os grupos

experimentais (Tabela 10).

No presente estudo, embora tenha se constatado que, de maneira geral, o grupo néo
exercitado (CE) apresentou maior média de tumores nas diferentes regides do intestino,
comparado aos exercitados (ED1, ED2 e ED3) (Tabela 16), e 0 mesmo tenha ocorrido em

relacdo a multiplicidade de tumores, independente da regido avaiada (Figura 9), a
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diferenca encontrada ndo foi suficiente para confirmar um efeito protetor de tumores

colorretais pelo exercicio.

Muitos estudos epidemioldgicos tém mostrado uma relacdo inversa da AF e CC
(Simon, 1992; Colditz et al., 1997; Martinez et a., 1997; Friedenreich, 2001; Friedenreich
e Orenstein, 2002; Slattery et al., 2002; Hauret et al., 2004; Hou et a., 2004), com reducéo
meédia do risco de CC entre 40 a 50% (Colditz et al., 1997 Friedenreich, 2001; Friedenreich
e Orenstein, 2002). Estudos experimentais envolvendo exercicio e CC sdo realizados com
muito menos freqliéncia e tém apresentado resultados controversos. Em um dos estudos
experimentais, verificou-se que ratos com carcinogénese induzida por AOM (15 mg/kg) e
submetidos ao exercicio voluntério por 38 semanas, apresentaram inibicdo significativa na
multiplicidade de adenocarcinomas no colon (Reddy et al., 1988). O exercicio forcado em
esteira (2 km/dia; 5 vezes/sem; intensidade ndo relatada) por 38 semanas, contadas a partir
da ultima aplicacdo de AOM (15 mg/kg), também promoveu reducdo significativa no

numero de adenocarcinomas no colon de ratos (Thorling et a., 1994).

Outros estudos experimentais, no entanto, ndo foram capazes de mostrar efeito
significativo do exercicio na protecéo de tumores colorretais. Por exemplo, em ratos com
carcinogénese de colon induzida por DMH (20 mg/kg) submetidos ao exercicio voluntério
por 26 semanas, apenas se observou uma tendéncia para o menor nimero de tumores
coldnicos e total (intestino grosso + delgado) (Andrianopoulos et a., 1987). Outros dois
estudos em que camundongos APC™" foram submetidos ao exercicio forcado em esteira
(Colbert et a., 2000) e ao exercicio voluntério (roda livre) seguido de exercicio forcado
(Colbert et al., 2003), ndo se verificou efeito do treinamento sobre o numero de podlipos
intestinais. No primeiro estudo, em que 0s animais exercitaram progressivamente (10-21
m/min, 15-60 min/dia, 5 dias/sem, 5% inclinac&o) por 7 semanas, observou-se apenas uma
tendéncia para um menor nimero de pdlipos no colon e total (intestino delgado + colon).
No segundo estudo, em que 0s animais exercitaram voluntariamente por 3 semanas e em
esteira por mais 5 semanas (20 m/min; 45 min/dia; 5 dias/sem; 5% inclinagdo), os autores
ndo verificaram qualquer efeito do exercicio na reducdo do nimero de pdlipos. Mehl et al.
(2005) verificaram reducdo significativa do nimero total de pdlipos intestinais (29%) em
camundongos APC™" submetidos a0 exercicio moderado em esteira (18 m/min; 60

min/dia; 6 dia/lsem) por 9 semanas, porém, no colon ndo se observou diferenca estatistica.

Além dos estudos ndo serem consensuais quanto ao efeito do exercicio sobre a
carcinogénese colorretal, outros fatores como a baixa freqiiéncia de tumores, a ata

variabilidade e 0 baixo poder estatistico dos testes realizados podem ter influenciado a
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auséncia de diferenca estatistica entre os grupos submetidos ao exercicio comparados com

0 grupo ndo exercitado no presente estudo.

No estudo aqui apresentado, o exercicio moderado (grupo ED2) apresentou, de
maneira geral, menor média de tumores nas diferentes regifes do intestino (Tabela 16) e
menor multiplicidade de tumores que 0s grupos de exercicio leve e intenso, no entanto as
diferencas ndo foram significativas (Figura9).

Estudos observacionais tém sugerido que a protecdo do CC pela AF é
positivamente associada a intensidade da atividade (Simon, 1992; Friedenreich, 2001;
Friedenreich e Orenstein, 2002; Hou et al., 2004; The Cancer Council Austrdlia, 2004),
entretanto, a maioria dos estudos epidemioldgicos avalia a AF de lazer, que sdo realizados

voluntariamente e, geramente, séo de baixa intensidade.

Por outro lado, discute-se que o0 exercicio de ata intensidade poderia contribuir
para a maior incidéncia de CC por causar imunodepressdo e aumento de radicais livres.
Apos sessdes de exercicio intenso tém se observado leucocitose, linfocitose, reducdo da
proliferacéo de células T, reducéo da resposta e proliferagdo de linfdcitos, redugdo da
producdo de interleucina2 (IL-2) e seus receptores, supressdo de células T-helper,
supressdo de Mo/Mg, atrofia do baco e timo (Mazzeo, 1994; Woods e Davis, 1994). O
exercicio de intensidade moderada e longa duragdo (endurance), por sua vez, promove
liberagdo de citocinas derivadas de macréfagos, as quais tém propriedades antitumorais,
aumenta a citotoxidade antitumoral de macrofagos, a atividade e/ou nimero de Mo/Mg, a
proliferacdo e resposta de linfécitos, 0 nimero e atividade de células NK, a producdo de
IL-2 e a atividade de LAK (Hoffman-Goetz, 1994; Mazzeo, 1994; Woods e Davis, 1994;
Westerlind, 2003). A producdo de radicais livres pelo exercicio fisico intenso pode ser
superior a capacidade de combate desses agentes pelo organismo (Schneider e Oliveira,
2004), enquanto que o exercicio moderado promove melhoria do sistema enzimético de
defesa antioxidante (ex: superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) (Powers et
al., 1998; Navarro et a., 2004).

Estudos com modelo anima que tenham avaliado o efeito de diferentes
intensidades de exercicio sobre CC induzido por carcinbgeno quimico, ndo foram
encontrados. Um estudo, entretanto, que submeteu ratos com carcinogénese de colon
induzida por DMH (20 mg/kg) ao exercicio voluntario (26 semanas), encontrou uma
tendéncia para associagdo positiva entre o volume de exercicio e o nimero de tumores no
colon esguerdo (regido proximal) (Andrianopoulos et al., 1987). Um ndmero

significativamente maior de FCA (de aproximadamente 3 vezes) foi encontrado em ratos
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Wistar machos 15 dias apds uma sessdo exaustiva de natagdo e aplicagdo de DMH
(Demarzo e Garcia, 2004). Embora este ultimo estudo ndo tenha avaliado os possivels
mecanismos que poderiam explicar esse resultado, os autores acreditam que o maior
numero de FCA possa ter sido ocasionado por imunossupressdo e aumento dos radicais
livres em funcdo do exercicio exaustivo. Em outro estudo, em que camundongos APC™"
foram submetidos ap exercicio moderado em esteira (18 m/min; 60 min/dia; 6 dia/sem) e
ao exercicio voluntario (roda livre) por 9 semanas, observou-se reducéo significativa do
nimero total de pdlipos intestinais (29%) apenas nos animais submetidos ao exercicio
forcado, sugerindo efeitos distintos para exercicios com intensidades diferentes. Além
disso, o estudo verificou que apenas os animais submetidos ao exercicio em esteira
apresentaram valores inferiores para marcadores inflamatérios (ex: reducdo da
interleucina-6 e do peso do bago), o que poderia explicar a menor frequiéncia de pdlipos no
exercicio moderado (Mehl et al., 2005).

Novamente, a baixa freqiéncia de tumores, a alta variabilidade e o baixo poder
estatistico dos testes realizados, sdo possiveis explicacdes para inexisténcia de resultados
significativos no presente estudo. Além disso, os intervalos de intensidades utilizadas no
estudo (leve, moderada e intensa) foram muito proximos, o que também pode ter
contribuido para a auséncia de resultados com diferenca significativa. Somado aisso, sabe-
se que 0 exercicio de natagdo produz menor estresse que o exercicio forcado em esteira

(American Physiological Society, 2006), o que poderiainterferir nos resultados.

Para os FCA, os grupos exercitados (ED1, ED2 e ED3) apresentaram menor média
de FCA (Figura 7) e, geramente, menor quantidade de FCA nas diferentes regites do
intestino (Tabela 9), comparados com o grupo ndo exercitado (CE). Entretanto, apenas o
grupo de exercicio moderado (ED2) apresentou valor estaticamente inferior de FCA nas
regiGes proximal e distal (Tabela 9), para a média de FCA (Figura 7) e para os FCA 1-3
(tamanho pequeno) (Tabela 10) quando comparado ao grupo ndo exercitado (CE). Em
estudo anterior, a corrida em esteira com intensidade moderada (20 m/min; 15 min/dia; 5
dias/sem; 1% de inclinagdo) por 19 semanas, também promoveu reducéo do nimero de
FCA em animais com carcinogénese colorretal induzida por DMH (40 mg/kg) (Oliveira e
Chaves-Dias, 2003).

O mecanismo de protecdo de lesbes pré-neoplasicas pelo exercicio de intensidade
moderada ainda ndo esta claro. As possiveis explicacfes sd0 os efeitos positivos do

exercicio de intensidade moderada sobre parametros imunol 6gicos (Hoffman-Goetz, 1994;
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Mazzeo, 1994; Woods e Davis, 1994; Friedenreich, 2001; Westerlind, 2003) e sobre o
sistema enzimético de defesa antioxidante (Powers et al., 1998; Navarro et al., 2004).

Acredita-se, também, que a protecdo contra a carcinogénese colorreta pelo
exercicio ocorra devido a reducdo do tecido adiposo, em particular a massa de gordura
intra-abdominal (Friedenreich, 2001; Friedenreich e Orenstein, 2002). Os menores valores
de FCA para o grupo ED2 em comparacdo ao grupo CE, no estudo aqui apresentado, ndo
parecem ser explicados por este mecanismo, uma vez que ambos 0S grupos nao
apresentaram diferenca para 0 ganho de peso (Figura 6) e percentuais de gordura da
carcaga e intra-abdominal (Tabela 3). Estes resultados concordam com a sugestdo de que o
efeito do exercicio na protegdo do CC ocorra por mecanismos independentes do controle
de peso corporal (Batty e Thune, 2000; Westerlind, 2003; The Cancer Council Australia,
2004). Por exemplo, em estudo com ratos submetidos ao exercicio voluntario por 38
semanas, com carcinogénese induzida por AOM, observou-se inibicdo significativa na
incidéncia e multiplicidade de adenocarcinomas do intestino e, apesar desse resultado, ndo
se verificou diferenca do peso corporal entre 0s grupos exercicio e sedentario, e ndo se
verificou associagdo entre 0 peso corporal com a incidéncia e multiplicidade de
adenocarcinomas (Reddy et a., 1988). Assim, os resultados de Reddy et al. (1988),
somado aos resultados do presente estudo, sugerem que o efeito protetor de
adenocarcinomas e lesbes pré-neoplésicas do intestino grosso pelo exercicio,

respectivamente, ndo sejam explicados pelo controle do peso corporal.

Entre as diferentes intensidades, o grupo de exercicio moderado (ED2) apresentou,
geralmente, menor nimero de FCA nas diferentes regides do intestino (Tabela 9) e menor
meédia de FCA (Figura 7). Semelhantemente, para FCA com tamanhos pequeno, médio,
grande e multiplicidade de criptas, 0 grupo de exercicio moderado sempre apresentou
menor nimero de FCA que o exercicio leve (ED1) e intenso (ED3) (Tabela 10). Apesar da
consisténcia fisiologica de resultados em favor ao exercicio moderado, estatisticamente os

resultados nao foram diferentes dos observados nas intensidades leve e intensa

As possivels explicacfes para auséncia de resultados significativos entre os grupos
ED1, ED2 e ED3 para o nimero de FCA sdo a alta variabilidade dos dados, o baixo poder

estatistico e 0s pequenos interval os de intensidades.

E possivel que intensidades maiores de exercicio possam contribuir para o maior
numero de lesdes pré-neoplésicas. Por exemplo, ratos Wistar, 15 dias apds terem realizado
uma Unica sessdo exaustiva de natacdo seguido da aplicagdo de DMH, apresentaram

numero significativamente maior de FCA comparado ao grupo ndo exercitado (Demarzo e
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Garcia, 2004), sugerindo que a intensidade do exercicio sgja importante na modulacéo da
carcinogénese colorretal. Além disso, as diferencas significativas para FCA encontradas
apenas no grupo de exercicio moderado (ED2) comparado a0 grupo ndo exercitado, no
presente estudo, sugerem a existéncia de um nivel 6timo de intensidade de exercicio para
protecao de lesdes pré-neoplasicas no intestino grosso.

Por outro lado, o fato de nenhum grupo exercitado ter apresentado numero
significativamente menor para a multiplicidade de criptas (FCA >3) e para os tamanhos de
FCA maiores (FCA 4-6, FCA 7-9 e FCA > 10), sugere que 0 exercicio possater influéncia
apenas em FCA de tamanho pegueno, ou sgja, possa afetar apenas 0 processo inicia da
carcinogénese colorretal. Uma vez que a multiplicidade das criptas é um indicativo de
lesBes pré-neoplésicas avancadas (Bird, 1995; Bird e Good, 2000), é possivel que com o
aumento do tamanho e multiplicidade os FCA adquiram alteragbes que ndo possam ser

revertidas pelo exercicio.

Pela avaliacdo descritiva, sugerida por Corpet e Pierre (2003), 0s grupos
exercitados apresentaram melhores indices para Poténcia, Risco Relativo, Percentual de
Reducéo de FCA e Poténcia de Reducdo do Tamanho de FCA. Para a Poténcia de Reducéo
do Numero de Criptas por Foco (PRN), entretanto, apenas o grupo ED1 apresentou melhor
indice que o CE. Entre os grupos exercitados, os melhores indices para Poténcia, Risco
Relativo, Percentual de Redugdo de FCA e Poténcia de Reducdo do Tamanho de FCA
(Tabela 11) foram para o exercicio moderado, seguido pelo exercicio leve e, por Ultimo, o
exercicio intenso. No estudo de Oliveira e Chaves-Dias (2003), os animais submetidos ao
exercicio moderado por 19 semanas também apresentaram melhores indices para Poténcia
(1,90), Risco Relativo (0,53) e Percentual de Reducéo de FCA (47,37%). Estes resultados
semel hantes indicam um efeito protetor do exercicio forcado, em esteira ou natacéo, para
lesBes pré-neoplasicas.

Por outro lado, a auséncia de um melhor indice para a Poténcia de Redugdo do
Numero de Criptas por Foco dos animais exercitados, tanto no estudo de Oliveira e
Chaves-Dias (2003) quanto no presente estudo (exce¢do ao grupo ED1), reforca a sugestéo

de que o exercicio possater influéncia apenas em FCA de tamanho pequeno.

Em relacdo a incidéncia de tumores, o presente estudo encontrou fregiiéncia de
83,3% de tumores, considerando todos os animais tratados com DMH (Tabela 17).
Incidéncia de tumores semel hante (80%) foi observada em ratos wistar com carcinogénese

induzida por DMH, utilizando-se concentragdo de droga (40 mg/kg), nimero e freqiiéncia



de aplicagdo da droga iguais a do presente estudo, além de duracdo experimental similar
(32 semanas) (Rodrigues et al., 2002).

No estudo aqui apresentado, entretanto, a incidéncia de tumores ndo foi diferente
entre os grupos experimentais submetidos &8 DMH (Tabela 17). Este resultado diverge de
estudos anteriores, onde ratos com carcinogénese do colon induzida por DMH (20 mg/kg)
submetidos ao exercicio voluntério por 26 semanas apresentaram reducéo daincidéncia de
tumores no célon (Andrianopoulos et al., 1987), e de ratos com carcinogénese induzida por
AOM (15 mg/kg) submetidos ao exercicio voluntério por 38 semanas, onde se verificou
inibicdo significativa na incidéncia de adenocarcinomas no célon, embora 0 mesmo néo
tenha ocorrido para incidéncia de adenomas (Reddy et al., 1988). Os estudos de
Andrianopoulos et a. (1987) e Reddy et a. (1988) foram realizados com exercicio
voluntario, que é menos estressante que o0 exercicio for¢cado (natagcdo ou esteira). Acredita-
Se que o estresse provocado pelo exercicio forgado possa confundir respostas fisiol6gicas
do exercicio fisico (Hoffman-Goetz, 2003), 0 que poderia explicar os resultados diferentes

do estudo aqui apresentado.

O tamanho dos tumores, no estudo agqui apresentado, ndo diferiu entre as regioes
estudadas (Figura 12), e ndo diferiu entre os grupos experimentais (Figura 11). Em animais
com carcinogénese do célon induzida por DMH, Andrianopoulos et al. (1987) também néo
verificaram diferenca para o tamanho dos tumores entre o grupo exercitado comparado ao
sedentério. Nove semanas de exercicio aerébico de intensidade moderada em esteira, foi
capaz de reduzir o tamanho de p6lipos nos intestinos (delgado + grosso) de camundongos
APC™" entretanto, quando se isolou as andlises apenas para o cdlon, ndo foi verificado
efeito do exercicio sobre o tamanho dos tumores (Mehl et a., 2005). Estes resultados
sugerem que o tamanho do tumor no intestino grosso ndo seja afetado pelo exercicio fisico.
MutagBes genéticas essenciais para 0 desenvolvimento do tumor sdo vistas mais
frequentemente em adenomas de maior tamanho (Cotti et al., 2000). Por exemplo,
mutagOes de ambos os alelos do gene DCC sdo encontradas em mais de 70% dos canceres
colorretais e em grandes adenomas colonicos (Cotti et al., 2000; Cotran et al., 1996),
mutacdes no gene k-ras sdo encontradas mais frequentemente nos adenomas superiores a 1
cm (Tomlinson et al., 1997). Dessa forma, € provavel que o exercicio ndo possa reverter

alteracOes moleculares de tumores em estégio avancado.

A maioria das associagdes entre FCA e nimero de tumores foi positiva (Tabelas 18
e 19) neste estudo. O numero total de tumores se associou mais fortemente com a regido

distal (ex: grupo ED1 e Total). O nimero de tumores das regifes média e distal também foi
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mais fortemente associado com o nuimero de FCA das regifes média e dista,
respectivamente (Tabela 18). Estes resultados concordam com os de outros estudos, 0s
guais tém mostrado que tumores (Yuan et al., 2001; Rodrigues et al., 2002) e FCA (Cheng
e Lai, 2003) sdo localizados mais freqlentemente na parte distal do colon. Geralmente,
adenomas sdo encontrados juntos a FCA, sugerindo um crescimento acelerado de uma ou

mai's criptas presentes no foco (Bird, 1995).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, dentro das condicbes metodoldgicas

estabel ecidas, permitem fazer as seguintes suposi¢oes:

a) O efeito protetor do exercicio moderado para FCA, comparado a0 grupo
sedent&rio, e a auséncia de efeito protetor das intensidades leve e intensa, indicam a
existéncia de um nivel de intensidade 6tima de exercicio para protecdo contra lesdes pré-
neoplésicas. Os resultados favoraveis ao exercicio moderado ndo parecem ser explicados
por modificagdes do tecido adiposo, e sugerem uma influéncia mais efetiva em lesdes pré-
neoplésicas iniciais. O treinamento em natagdo, nas diferentes intensidades estudadas, néo
oferece protegdo contra tumores colorretais em animais com carcinogénese induzida por
DMH.

b) Associagdes dos FCA com tumores indicam que FCA sdo precursores de

tumores colorretais;

¢) Um maior nimero de FCA e tumores se localizam nas regifes média e distal e,
menos frequentemente, na regido proximal do intestino grosso. E os menores tamanhos de
FCA ocorrem com maior freqiiéncia nos animais com carcinogénese induzida por DMH;

d) treinamento em natagdo, nas diferentes intensidades estudadas, ndo afeta a

incidéncia e tamanho dos tumores de animais com carcinogénese induzida por DMH,;

€) treinamento em natacdo, nas intensidades estudadas, ndo interfere na ingestéo
alimentar, no peso corporal, nos percentuais de gordura da carcaca e intra-abdomina e nos
percentuais de proteina e agua da carcaga, de animais com carcinogénese colorretal
induzida por DMH;

f) Os percentuais de gordura da carcaca e intra-abdominal ndo demonstram
associacdo causal com a incidéncia tumores na regido colorretal de animais com

carcinogénese induzida por DMH.

g) O treinamento em natacdo, nas diferentes intensidades, ndo interfere nos nivels
séricos de glicose, CT, TAG, LDL, VLDL e HDL de animais com carcinogénese induzida
por DMH. Sugere associacdo negativa do nimero de tumores com a glicose sérica, e
auséncia de associagdes do numero de tumores com CT, TAG, LDL, VLDL e HDL
sericos, e sugere associacdes positivas dos FCA com glicose, CT, TAG, LDL, VLDL e
HDL séricos. Ressalta-se que os menores valores para o perfil lipidico, glicose, ganho de

peso e gordura em animais com carcinogénese colorretal, somado a possivels influéncias
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dos tumores no metabolismo destes parametros, pode ter prejudicado os resultados das
associ agOes supracitadas. Estes resultados, portanto, devem ser interpretados com cautela e

essas limitagdes devem ser corrigidas em futuros estudos.

h) Os nivels de PCR ndo sdo afetados por qualquer nivel de intensidade de
exercicio avaliado, e ndo sdo modificados em funcéo daincidéncia de tumores, em animais

com carcinogénese colorretal induzida por DMH.
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ANEXO 1

Anexo 1. llustracdo fotogréfica do posicionamento torécico para a sobrecarga.
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ANEXO 2

Anexo 2. llustracéo fotogréfica do modelo de natagao.
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ANEXO 3

Anexo 3. llustragdo fotogréfica dos tumores no intestino grosso dos animais tratados com a

droga 1,2 dimetilhidrazina.
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