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RESUMO

A pratica de atividade fisica tem sido estimulada com o objetivo de beneficiar a
saude de seus adeptos. Entretanto, exercicios de alta intensidade induzem ao
aumento dos processos oxidativos que ocorrem nas mitocéndrias, resultando, em
consequéncia, na liberagdo de espécimes reativos de oxigénio, reconhecidamente
capazes de induzir danos ao DNA. Este estudo objetiva identificar os danos
cromossOmicos em jogadores de futebol durante os jogos e no programa de
treinamento fisico-técnico através do Teste de Micronucleo em linfocitos de acordo
com protocolo sugerido por Fenech (2000). A amostra analisada incluiu trés grupos
de estudo: Grupo |, constituido por 15 jogadores de futebol, submetidos a regime
intenso de treinamento; Grupo Il, formado por 18 individuos que regularmente
desenvolvem atividade fisica e Grupo |l composto por 19 individuos com estilo de
vida sedentario. A analise estatistica dos resultados considerando o numero de
micronucleos observado no total de células analisadas nao revelou diferenga
significante quer quando considerado o numero absoluto de células com
micronucleos, quer considerando o] numero médio: ¥*=0,3603;
G.L.=2; p> 0,70 e F, 49 = 0,1185; p= 0,8887, respectivamente. Os resultados obtidos
nestas condigcbes experimentais ndo evidenciam o potencial da analise de
micronucleos para o biomonitoramento de individuos submetidos a exercicios
intensos e ressaltam a necessidade de estudos adicionais antes que este endpoint
citogenético venha a ser utilizado como biomarcador de risco.

Palavras-chave: Radicais livres. Microntcleos. Danos ao DNA. Futebol.
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ABSTRACT

Although physical training has been encouraged as a health-promoting activity, high
intensity exercises lead to increased oxidative processes taking place in the
mitochondria, thus generating reactive oxygen species, known for inducing DNA
damage. This study is aimed at identifying the chromosomal damage in soccer
players both during the games and in their physical and technical training programs
by means of the Micronucleus Test for lymphocytes following the protocol proposed
by Fenech (2000). The sample consisted of three groups: Group |, comprising fifteen
soccer players under an intense physical training schedule; Group Il, composed of 18
subjects performing physical activities on a regular basis; and Group Il with 19
sedentary subjects. The statistical analysis of the number of micronuclei found in the
total amount of cells under investigation did not present any significant differences
either in the absolute number of cells with micronuclei or in their mean number:
x2=0.3603; G.L.=2; p> 0.70 and F; 49 = 0.1185; p= 0.8887, respectively. Results in
this experiment conditions do not show the potential for micronucleus analysis to
biomonitor subjects under intense physical training and point out the need for further
studies before this cytogenetic endpoint becomes a risk biomarker.

Keywords: Free radicals. Micronuclei. DNA damage. Soccer.
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1 INTRODUGAO

A revolucgdo industrial introduziu expressiva mudanca no estilo de vida dos
integrantes das sociedades ocidentais, mudancgas essas que foram se acentuando
no decorrer do tempo até os dias atuais. As atividades associadas ao esforgo fisico
requerido para a realizacao de trabalhos caracteristicos das economias rurais, foram
paulatinamente substituidas nas populacdes urbanas por atividades em que o
esforgo fisico perdeu sua preponderancia e o sedentarismo passou a ser a tonica. A
falta de atividade fisica, associada a competitividade das modernas sociedades,
provavelmente contribuiu para a construcado de populagdes em que a ansiedade e o
estresse comprometem a qualidade de vida (POLLOCK ; WILMORE, 1993; FOSS et
al., 2000; WILMORE ; COSTILL, 2001; MCARDLE et al., 2003; CONTI et al., 2007)

A relacao entre pratica de atividade fisica e promocado da saude tem amplo
registro na literatura e remonta a estudos epidemioldgicos desenvolvidos ainda na
década de quarenta, quando foi estabelecida a associagdo entre doengas cronicas
degenerativas e estilo de vida. Nas ultimas trés décadas do século XX diversos
estudos mostraram que altos niveis de atividade fisica, com consequente aumento
da aptidao fisica, estdo associados a diminuicdo no risco de desenvolvimento de
doenca arterial coronariana, diabetes, hipertensdo, obesidade e osteoporose
(PAFFENBARGER, 2001; PITANGA, 2002; CONTI et al., 2007). Apesar do grande
numero de estudos que apontam para a redugao nos riscos de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e enddcrinas, Mctiernan (2003) chama atencéo para a
escassez de estudos que evidenciem uma relacdo entre cancer e pratica de
exercicio fisico.

Segundo Jennen; Ulenbruck (2004), os treinamentos fisicos moderados,
particularmente os exercicios de endurance, tém efeito preventivo ndo apenas nas
doencgas cardiovasculares, mas, também, sobre o cancer além de desempenharem
importante papel na reabilitacdo dos individuos acometidos por estas doencas.

Alguns estudos epidemioldgicos revelam que o aumento da pratica da atividade
fisica esta associado com risco diminuido para cancer de mama e cancer de colon
(MCTIERNAN, 2003; DALLAL, 2007; SPRAQUE, 2007) e em estudo realizado por
Irwin e outros. (2004) foi observada associagdo entre obesidade, baixos niveis de

atividade fisica e risco elevado de cancer.



Em outros estudos, entretanto, foi mostrado que a pratica de exercicio fisico,
principalmente quando feito em alta intensidade, induz a ocorréncia de danos
genéticos os quais, por sua vez, associam-se ao processo de transformagéao maligna
(HARTMANN et al., 1994; SCHIFFL; ZIERES; ZANKL, 1997; WIERZBA, et al.,
2006).

Segundo Mctiernan (2003), dados precisos sobre a influéncia do tempo gasto
no desenvolvimento de atividade fisica, bem como sobre o tipo e intensidade do
exercicio necessario para prevencao do cancer ainda nao estao disponiveis, uma
vez que os dados da literatura séo conflitantes. Westerlind (2003) chama a atencéao
para a necessidade crescente de realizacdo de estudos que avaliem o potencial do
exercicio fisico em inibir ou favorecer o desenvolvimento do cancer. O que este autor
questiona é: “Quais seriam as sobrecargas (volume e intensidade do exercicio)
efetivas em exercer um efeito protetor e em que niveis a pratica do exercicio fisico
propiciaria o desenvolvimento do cancer?”.

Esses questionamentos tém fundamento no fato de que o exercicio promove
estresse oxidativo com consequente aumento dos radicais livres (WESTERLIND,
2003; BRIVIBA, et al., 2005; NIKOLAILDIS, et al., 2007 ).

Segundo Inal e outros (2001) os radicais livres sdo essenciais para muitos
processos bioldgicos normais, mas, podem levar a efeitos indesejaveis se sua
produgéo nao for controlada. O numero elevado de espécimes reativos de oxigénio
que sao gerados pode potencialmente resultar em danos para lipidios, proteinas e
DNA (WESTERLIND, 2003; BRIVIBA, et al., 2005; DAVISON, et al., 2005 ).

Espécimes reativos de oxigénio causam lesdes e quebras no DNA e foram
identificados em associagdo com muitas doengcas em humanos (YU ; ANDERSON,
1997; APOR ; RADI, 2006; WIERZBA, et al., 2006). O potencial mutagénico dos
radicais livres de oxigénio e sua relagdo com o desenvolvimento de cancer foram
evidenciados por Dreher ; Junod (1996).

O corpo humano tem reservas antioxidantes adequadas para enfrentar a
producdo de radicais de oxigénio sob condi¢des fisioldgicas, todavia, quando a
producao é excessiva, estas reservas nao sao suficientemente efetivas podendo
assim ser gerados danos celulares e teciduais (WESTERLIND, 2003; FLORA, 2007).

O acumulo de danos ao DNA, consequente ao “esgotamento” das reservas
antioxidantes ou a falhas em seus mecanismos de reparo, pode culminar na

ocorréncia de mutagbes génicas ou de alteragbes cromossOmicas que
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comprometam o funcionamento de genes envolvidos com o reparo do DNA ou com o
controle da proliferagao e diferenciagao celular, podendo levar ao desenvolvimento
de cancer. Danos genéticos resultantes do estresse oxidativo tém sido também
associados ao envelhecimento e a anormalidades do sistema nervoso (FENECH,
2000; CLAYCOMBE ; MEYDANI, 2001; PERRY et al., 2007).

Uma vez que a relagdo entre danos genéticos e cancer esta bem estabelecida,
0 biomonitoramento de populacdes sob risco de maior ocorréncia destes danos € um
passo importante na prevencdo dessa doenca (STOPPER ; MULLER, 1997,
FENECH, 2007). Entre os testes citogenéticos que tém sido utilizados para o
biomonitoramento de populagdes humanas, destaca-se o Teste de Micronucleo,
realizado em linfécitos ou em células epiteliais esfoliadas (STICH; CURTIS; PARIDA,
1982; FENECH, 2000; FENECH et al., 2003; FENECH, 2007).

Micronucleos sao estruturas delimitadas por membrana, de constituicio similar
a do nucleo e dele distintamente separadas. Eles sdo formados por exclusao de
cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossémicos que, durante a divisdo
celular, falham em sua ligagdo ao fuso e, assim nao sao incluidos no nucleo das
células filhas, permanecendo no citoplasma das células interfasicas (FENECH et al.,
1997; STOPPER ; MULLER, 1997; ZALACAIN; SIERRASESUMAGA ; PATINO,
2005; MATEUCA et al., 2006 ).

Além de micronucleos, em preparacoes para o seu estudo é possivel observar
alteragdes nucleares outras que sdo também indicativas de genotoxicidade, a
exemplo de pontes nucleoplasmaticas (indicadoras da presenga de cromossomos
dicéntricos), condensacdo da cromatina e cariorréxis (relacionadas a apoptose). A
presenca de células exibindo citoplasma palido, com numerosos vacuolos e danos
nas membranas citoplasmatica e nuclear (indicativos de necrose), sugere
citotoxicidade (FENECH, 2000).

A ocorréncia de micronucleos em linfécitos circulantes, relacionada a pratica de
exercicio fisico foi avaliada por Schiffl; Zieres e Zankl (1997). Estes autores
mostraram que os exercicios fisicos exaustivos aumentam a frequéncia de
micronucleos, evidenciando, assim, os efeitos genotdxicos do estresse oxidativo
induzido pelo excesso da atividade fisica. Estes resultados corroboram aqueles
obtidos por Hartmann e outros (1994), que evidenciaram a ocorréncia de danos ao

DNA em consequéncia do exercicio fisico utilizando o Teste Cometa.
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A pratica intensa de exercicios fisicos € desempenhada por atletas de diversas
modalidades esportivas, destacando-se entre elas o futebol. Em atletas de elite do
futebol, a duracdo do exercicio em alta intensidade no decorrer dos 90 minutos de
uma partida é estimada em sete minutos, o que corresponde a 8% do tempo total de
jogo, incluindo cerca de 19 corridas intensas com duragdo média, cada uma, de dois
segundos (BANGSBO, 1994). Apesar da dificuldade em mensurar a contribui¢cdo das
vias aerdbias durante uma partida de futebol é estimado que a contribuicao desta via
seja em média de trés litros de oxigénio consumidos por minuto (KAWAKAMI et al.,
1992; HELGERUD et al., 2001; HOFF et al., 2002; IMPELLIZZERI; RAMPININI;
MARCORA, 2005).

Tendo em vista a pratica intensa de exercicio fisico necessaria ao desempenho
dos atletas de futebol, e levando em conta o potencial do estresse oxidativo em lesar
o DNA, foi avaliado, no presente estudo,a possibilidade de ocorréncia de danos

cromossdmicos em atletas do futebol baiano, devido a producao de radicais livres.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRATICA REGULAR DE ATIVIDADE FiSICA E SAUDE HUMANA

2.1.1 Consideragoes Gerais

A histéria da evolugdo humana estad obviamente atrelada a mudancgas
profundas nos habitos de vida, que se fizeram sentir desde a pré-histéria até a atual
era, com reflexo também nos padrbes de atividade fisica (POLLOCK ; WILMORE,
1993; FOSS et al., 2000; WILMORE ; COSTILL, 2001; PAFFENBARGER, 2001;
MCARDLE et al., 2003; CONTI et al, 2007)

De acordo com o American College Sport of Medicine (ACSM) (2003), o termo
atividade fisica se refere a “Qualquer movimento corporal produzido pelos musculos
esqueléticos que resulta em dispéndio de energia”, incluindo tanto atividades
ocupacionais quanto aquelas de lazer. O termo exercicio é definido como “O
movimento corporal planejado, estruturado e repetitivo executado com a finalidade
de melhorar ou manter um ou mais componentes de aptidao fisica”

A importancia da atividade fisica para a saude e longevidade vem sendo
discutida desde tempos que se perdem na memoéria. Tanto Hipocrates (460-377 aC)
quanto Galeno (129-199 dC) consideravam que a falta ou a pratica excessiva de
atividade fisica era danosa a saude (BERRYMAN, 1989; CONTI et al., 2007). A este
respeito, Paracelso (1493-1541) também supunha que substancias e habitos
excessivos (incluindo ingestao de alimentos, uso de remédios, bebidas alcdolicas e
exercicios fisicos), poderiam atuar como veneno (apud PAFFENBARGER, 2001).

A Revolucédo Industrial, acontecida no século XIX, se fez acompanhar de
marcante mudanca no estilo de vida das populagdes em que seus efeitos se fizeram
sentir. E a partir dai que os efeitos da atividade fisica comecam a ser avaliados mais
objetivamente, sendo adotado para tal a quantificagdo numérica (PARK, 1997;
CONTI et al., 2007). Segundo Park (1997) foi em meados daquele século que a

ciéncia do exercicio teve origem.
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2.1.2 Atividade Fisica e Doengas Cardiovasculares

Segundo Lee; Sesso e Paffenbarger (2000); Conti e outros (2007); Lanas e
outros. (2007) séo consistentes e inegaveis os beneficios que a pratica de atividade
fisica exerce sobre o sistema cardiovascular.

Provavelmente o primeiro relato dos efeitos do exercicio fisico sobre a doenca
coronariana foi feito por William Heberden em 1772 (apud PAFFENBARGER, 2001).

No século XX, mais precisamente apos a segunda Guerra Mundial, tiveram
inicio investigacbes buscando estabelecer a relagdo entre a pratica de atividade
fisica e doenca cardiovascular, destacando-se entre elas diversos estudos
conduzidos por Morris, em Londres. Foi ainda em 1953 que Morris e outros.
aventaram a hipétese de que individuos cuja profissao estava associada a trabalho
fisicamente ativo eram menos susceptiveis a doenga coronariana do que aqueles
ocupacionalmente sedentarios. Em um outro estudo, Morris e outros. (1966)
avaliaram a incidéncia e a gravidade de doenga coronariana entre cobradores e
motoristas de énibus de dois andares da cidade de Londres e os resultados obtidos
sugeriram efeito protetor da movimentagao associada ao trabalho dos cobradores.
Resultado semelhante foi obtido por esses autores quando feita a mesma avaliagao
em carteiros, telefonistas e funcionarios publicos com atividade sedentaria,
reforcando a hipétese de que o trabalho ativo exerce efeito protetor sobre a doenca
coronariana. Adicionalmente, foi também observado que nos cobradores e carteiros
com histéria de doenca coronariana, esta teve inicio mais tardiamente e seu
desenvolvimento foi menos severo.

Muitos outros estudos evidenciaram a contribuicdo da atividade fisica na
reducao dos riscos de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (SLATERRY et
al., 1989; WANNAMETHEE; SHAPER ; WALKER, 2000; LEE et al., 2003; IWASAKI
et al., 2003; ROBERT ; BARNARD, 2005; CONTI et al., 2007; LANAS et al., 2007 ).

De acordo com Slaterry e outros (1989) pessoas que sao fisicamente inativas
apresentam maiores niveis de hipertensdo arterial, excesso de peso corporal e
menores niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL), enquanto que as pessoas
que sao fisicamente ativas sdo menos propensas a depressao, ansiedade e estresse
quando comparadas com pessoas sedentarias.

No desenvolvimento do Stanford Coronary Risk Intervention Project foram

avaliados os efeitos tanto da dieta quanto do exercicio fisico na reducado de
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lipoproteinas associadas ao desenvolvimento da doenga coronariana. No desenho
deste projeto os portadores de doencga coronariana foram submetidos a uma dieta
com baixo teor de gorduras, incluindo o colesterol (reduzido a 75mg diarios). Além
da dieta, os individuos foram submetidos a atividade fisica diaria. Os resultados
mostraram um aumento nos niveis de HDL, uma reducdo de 20% nos niveis de
triglicérides, de 4% no peso corporal e houve também um aumento superior a 20%
na capacidade de se exercitar (HASKELL et al., 1994).

A identificacao de fatores, a exemplo do exercicio fisico, que exercam efeito
protetor no desenvolvimento da doenga coronariana é de grande importancia para
sua prevengcdo (RODRIGUES et al, 1994; CONTI et al., 2007; KALKA;
SOBIESZCZANSKA; MARCINIAK, 2007; LANAS et al., 2007). Neste inicio do
século XXI, em sociedades ocidentais, as doengas cardiovasculares; a diabetes tipo
II; as sindromes metabdlicas e o cancer s&o as principais causas de morte e estdo
progressivamente aumentando em frequéncia nos paises em desenvolvimento
(ROBERTS ; BARNADS, 2005; DE FLORA et al., 2005).

Dentre as doencas cardiovasculares, a aterosclerose figura como a principal
causa de morte nos paises desenvolvidos desde o comecgo do século XX, tendo sido
responsavel por um numero superior a 700.000 mortes nos Estados Unidos em
1996, e em 2001 por 931.108 mortes, constituindo aproximadamente 39% de todas
as mortes que ocorreram neste pais (SESSO; PAFFENBARGER; LEE , 2000;
ROBERTS ; BARNARD, 2005; DE FLORA et al., 2005).

A hipertensao afeta duas em cada 10 pessoas, principalmente aquelas que se
encontram na meia idade (LIDEN, 2000). O aumento dos niveis da presséao arterial
constitui-se em importante fator de risco para as doencas cardiovasculares,
aumentando em 2 a 3 vezes o risco de infarto do miocardio e em 4 vezes a
ocorréncia de insuficiéncia cardiaca (PORTO, 1998; BALAQUER, 2004; SKRTIC et
al., 2006). Aliado a estes riscos existe a alta prevaléncia dessa doenga que
encontra-se em proporgcoes epidémicas. Assim sendo, a hipertensao é mais um
fator que contribui para o quadro de que quase metade das mortes que ocorrem nos
paises desenvolvidos deve-se as doengas cardiovasculares (ANTIC et al., 2003;
BALAQUER, 2004; MIERES, 2006).

Estudos epidemiolégicos indicam que a hipertensdo pode desencadear, além
das doencas cardiovasculares, derrames cerebrais, doengas renais, disturbios
oculares e edema pulmonar (WHELTON et al., 2002; ROBERT ; BARNARD, 2005;
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GANDJOUR ; STOCK, 2007; ISRAILI; HERNANDEZ-HERNANDEZ; VALASCO,
2007).

Segundo Antic e outros (2003) a hipertensdo pode ser considerada uma
doenca do mundo moderno, pois nas denominadas populag¢des primitivas nao
existem relatos de qualquer prevaléncia desta enfermidade nem de aumento na
pressao arterial relacionado com a idade.

Uma possivel explicagdo para relacionar o estilo de vida e a hipertensao
fundamenta-se nas possiveis praticas regulares de atividade fisica que faziam parte
do cotidiano das populagdes primitivas além de uma dieta pobre em sddio e de baixa
quantidade de gordura. A adogdo de um estilo de vida sedentaria, comum nas
civilizagbes ocidentais modernas, contribuiu sem dudvida para o aumento na
prevaléncia desta doenga (PAVAN et al.,, 1999; GASPERIN, 2006; ISRAILI;
HERNANDEZ-HERNANDEZ; VALASCO, 2007).

De acordo com Antic e outros. (2003), disturbios metabdlicos tais como altos
niveis de leptina, de acidos graxos livres e insulina podem estimular o sistema
nervoso simpatico levando a vasoconstricgdo. Além disto, disfuncdo endotelial e
resisténcia a insulina induzidas por obesidade podem potencializar a resposta
vasoconstrictora e, finalmente, pode haver um aumento da reabsorcao tubular renal
de sédio em conseqUéncia do aumento na atividade do nervo simpatico renal,
também pelo efeito direto da insulina e/ou hiper-atividade do sistema renina

angiotensina.

2.1.3 Atividade Fisica e Doengas Metabdlicas

Varias sao as condicdes metabdlicas que podem ser beneficiadas com a
adogéao do exercicio fisico, a exemplo da obesidade e da diabetes tipo Il (ANTIC et
al., 2003; HOUMARD, 2004; BASSUK ; MANSON, 2005; HIIL ; WYATT, 2005; La
MONT et al., 2005; PARK et al., 2007; SATO, 2007).

Obesidade é definida como excesso de gordura acumulada no tecido adiposo,
localizado ou generalizado, causado por uma série de fatores associados aos
aspectos ambientais e/ou endocrinos-metabdlicos (GUEDES ; GUEDES, 1998;
POLLOCK ; WILMORE, 1993; FOSS et al., 2000; WILMORE ; COSTILL, 2001;
MCARDLE et al.,, 2003). A obesidade é precedida pela condicdo de sobrepeso,

definida como a proporgéo relativa de peso maior que o desejavel para a altura, sem
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que tenham ocorrido alteragées significativas na composi¢ao corporal (CLAO, 1998;
POLLOCK ; WILMORE, 1993; FOSS et al., 2000; WILMORE ; COSTILL, 2001;
MCARDLE et al., 2003).

Obesidade e sobrepeso sao inferidos através do indice de massa corporal
(IMC), obtido pela divisdo do peso em Kg pelo quadrado da altura (P/H?). Os
individuos que apresentam valores de IMC entre 18,5 e 25,0 kg/m2 sao considerados
de peso normal, aqueles com IMC maior que 25,0 e menor do que 30,0 kg/m2 sao
considerados como tendo sobrepeso e aqueles cujo IMC é igual ou maior que 30,0
kg/m? sdo classificados como obesos (ANTIC et al., 2003; HILL ; WYATT, 2005).

Segundo Hill ; Wyatt (2005), atualmente, o quadro de obesidade nos Estados
Unidos é epidémico abrangendo cerca de 25% da populagao, cujo percentual de
sobrepeso é de 35%. De acordo com Kopelman, (2000) a prevaléncia de obesidade
nao é um fato exclusivo dos paises desenvolvidos, havendo uma tendéncia em seu
crescimento também nos paises em desenvolvimento (SICHIERI; NASCIMENTO;
COUTINHO, 2007)

O ganho de peso que resulta em sobrepeso ou obesidade pode ser
consequéncia de um desequilibrio entre a ingesta calérica e o gasto energético
diario, ou seja, os individuos ingerem uma quantidade maior de calorias, através de
sua alimentacdo, do que a quantidade que consomem diariamente.
Consequentemente, estes individuos podem aumentar em 450g a 900g o seu peso
corporal em um ano (HILL ; WYATT, 2005)

A obesidade, per se, é fator de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, exercendo efeito adicional sobre os niveis de pressdo arterial
como ja comentado. Individuos obesos sao afetados com maior freqtiéncia por
disturbios metabdlicos (dislipidepidemias e diabetes), que se constituem em fatores
de risco para doengas cardiovasculares (ANTIC et al., 2003; BIANCHI et al., 2007;
KASHYAP ; DEFRONZO, 2007).

Sem nenhuma duvida, a pratica de atividade fisica € uma das medidas mais
efetivas na prevengao e controle da obesidade (AGGOUN, 2007; BIANCHI et al.,
2007; PARK et al.,, 2007; SATO, 2007) . Os beneficios dessa pratica tém sido
destacados em muitos estudos epidemiolégicos apontando para o fato de que
individuos que sao fisicamente ativos ganhardo menos peso do que aqueles que
ndo o sdo (WILLIAMSON et al., 1993; HAAPANEN et al., 1997; AGGOUN, 2007;
BIANCHI et al., 2007; PARK et al., 2007; SATO, 2007 ).
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Williamson e outros (1993) mostraram que o aumento de peso entre individuos
com pouca atividade fisica foi da ordem de 3 a 4 vezes superior ao observado entre
aqueles que eram fisicamente ativos.

Haapanen e outros (1997) realizaram no periodo de 10 anos estudo em que
foram acompanhados 2564 homens e 2695 mulheres, classificados em trés
categorias: fisicamente ativos e de forma regular; ativos (porém nao de forma
regular) e inativos. Os resultados obtidos mostraram que os individuos inativos e os
pouco ativos ganharam peso, entretanto, o grupo ativo de forma regular manteve ou
até mesmo perdeu peso.

Outra doenga metabdlica cuja prevaléncia vem aumentando significativamente
em quase todos os paises € a diabetes. O numero de casos em 1995 era de
aproximadamente 135 milhdes, e é calculado que em 2025 este numero alcance
cerca de 300 milhdes de casos em todo o mundo (KING et al., 1998).

Nos Estados Unidos, durante o biénio 1999 - 2000 aproximadamente 16,7
milhdes de individuos eram portadores de diabetes (COWIE et al., 2003) e foi
estimado que aproximadamente 95% dos casos da doenga neste pais sao devidos
ao diabetes do Tipo Il (HARRIS, 1995; BASSUK ; MANSON, 2005 ).

A diabetes tem destacada importancia na relacdo de morbidade e mortalidade
decorrentes das doencgas cardiovasculares, uma vez que pode aumentar o risco de
desenvolvimento de doencgas coronarianas em trés a sete vezes entre as mulheres e
de duas a trés vezes entre os homens (BASSUK ; MANSON, 2005; BARTELS;
DAVIDSON; GONG, 2007).

Sua etiologia fundamenta-se em processos multifatoriais complexos, que
incluem determinantes de ordem genética e fatores relacionados ao estilo de vida,
apresentando como caracteristica comum aos portadores a hiperglicemia, resultante
de disturbios na secreg¢ao de insulina pelas células das ilhotas de Langerhans ou da
incapacidade de absorgcao deste hormoénio pelas células alvo (LAMONTE; BLAIR;
CHURCH., 2005).

De acordo com Morrato e outros. (2007) a atividade fisica pode retardar o inicio
e a progressao da diabete tipo |l e as possiveis sequelas cardiovasculares devido
aos efeitos favoraveis sobre o peso corporal, sensibilidade a insulina, controle
glicémico, pressao arterial e perfil lipidico.

A partir deste pressuposto é considerado que o estilo de vida sedentario deve

ser visto como um fator de risco modificavel para diabetes tipo Il, uma vez que a
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atividade fisica propicia beneficios aos portadores da doenga ao contribuir para
reduzir os riscos cardiovasculares e as alteragbes metabdlicas naqueles que adotam
regularmente essa pratica (BASSUK ; MANSON, 2005; JACOBS et al., 2007;
MORRATO et al., 2007 ).

Ha registro na literatura de que nos individuos com baixos niveis de aptidao
fisica os riscos de ocorréncia de diabetes estdo aumentados e que o aumento nas
praticas regulares de atividade fisica € efetivo na prevencao da diabetes ndo-insulino
dependente (HELMRICH; RAGLAND; PAFFENBARGER, 1994; BASSUK ;
MANSON, 2005; JACOBS et al.,, 2007; MORRATO et al., 2007; TOLEDO et al.,
2007).

2.1.4 Atividade Fisica e Cancer

Estudos epidemiolégicos apontam o cancer como a segunda causa de
mortalidade no mundo, com uma estimativa de mais de seis milhdes de mortes a
cada ano, ficando atras apenas das doencgas cardiovasculares (PARKIN et al., 2001;
GALLO et al., 2005; PARKIN et al., 2005).

A prevaléncia do cancer tem aumentado significativamente em todo o mundo,
particularmente nos paises desenvolvidos. A estimativa da incidéncia, prevaléncia e
mortalidade de cancer em todo o mundo no ano de 2002 mostrou um total de 10,9
milhdes de novos casos; 6,7 milhdes de mortes e 24,6 milhdes de individuos com a
doenca ( PARKIN, 2001; PARKIN et al., 2005 ).

No Brasil, o cancer constitui a segunda causa de morte por doenga. Em 1930,
representava menos de 3% dos 6bitos; em 1989, passou a representar 12%, sendo
estimado que no ano de 2020 pelo menos 15 milhdes de individuos estardo sob alto
risco para o desenvolvimento desta doenca (BRASIL, 1996; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003). Estimativas sobre a incidéncia por cancer nesse pais,
publicadas em 2005 pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA) do Ministério da
Saude, previam para 2006 o acometimento de 472.050 pessoas (234.570 homens e
237.480 mulheres), sendo previstos 74.770 casos novos para a regidao nordeste
(BRASIL, 2005).

Diversos sao os fatores que tém contribuido para o aumento na incidéncia de
cancer incluindo-se entre eles a urbanizacdo; a industrializacdo; a exposicao

freqlente a uma gama de agentes com potencial mutagénico e/ou carcinogénico,
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além do aumento nas taxas de sobrevida observado em muitas popula¢des (BELKIC
; NEDIC, 2007; SMITH, 2007).

Associacao entre o aumento do risco de cancer e estilo de vida tem sido
observada principalmente durante as duas ultimas décadas (DARGA et al., 2007;
SOLERA et al., 2007). O estilo de vida sedentario, como ja comentado, esta
intimamente relacionado ao desenvolvimento da obesidade e do sobrepeso,
condicdes estas que, por sua vez, estdo associadas com risco elevado de canceres
de célon, mama, endométrio, esdfago, pancreas e rim (MCTIERNAN, 2003; DARGA
et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos mostram a relacdo dos possiveis beneficios
promovidos pela atividade fisica em relagao ao risco diminuido de cancer de mama e
cancer de colon (BYERS et al., 2002; LEE et al., 2003; KRUK, 2007).

Apesar das evidéncias sugerindo que a atividade fisica regular promove um
declinio no risco de alguns cénceres, a exemplo dos tumores malignos de mama
como ja citado, os mecanismos envolvidos no efeito protetor e na inibigdo de seu
desenvolvimento relacionados com a pratica regular de atividade fisica ainda nao
sao inteiramente conhecidos (MCTIERNAN, 2003; WESTERLIND, 2003; RUNDLE,
2005; KRUK, 2007).

Um dos possiveis efeitos da atividade fisica na redugdo dos riscos de
desenvolvimento de cancer esta relacionado com a diminuicdo dos niveis de
esterdides sexuais circulantes, horménios esses associados com o desenvolvimento
de canceres reprodutivos em homens e mulheres o que provavelmente se deve aos
seus potentes efeitos mitogénicos, estimulando a proliferagdo celular
(WESTERLIND, 2003; CAMPBELL et al., 2007; TWOROGER et al., 2007). Segundo
Pike e outros (1993) e Muti e outros (2006) estrégeno e progesterona sao fortes
estimuladores de atividade mitogénica na mama e consequentemente sua redugéo
na circulagao esta associada com atividade proliferativa diminuida.

Associacao entre niveis reduzidos de progesterona e estrégeno relacionados a
pratica de exercicios fisicos em mulheres adultas antes da menopausa foi relatada
por Bullen e outros (1985) e Tworoger e outros (2007)

Nos homens que sao submetidos ao exercicio, foi mostrado que pode haver
diminuicao nos niveis circulantes de androégenos, alteracao esta denominada “efeito
depressivo do exercicio” (HACKNEY; PREMO; MCMURRAY, 1995; HACKNEY,
1996; HACKNEY; SZCZEPANOWSKA; VIRU, 2003).
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Na busca por medidas preventivas efetivas, € recomendada a pratica do
exercicio fisico em tempo precoce, adotando-se para criangas e adolescentes uma
carga de exercicio com intensidade moderada ou mais intensa pelo menos durante
30 minutos por dia, na frequéncia de cinco dias por semana. Para os adultos &
recomendado o exercicio moderado ou de maior intensidade durante 60 minutos,
cinco dias por semana com o objetivo de manter o indice de massa corporal abaixo
de 25 kg/m2, buscando uma relacdo de protecdo contra varios canceres
(MCTIERNAN, 2003).

Segundo Baldwin; Snow e Febbraio (2000), respostas hormonais,
cardiovasculares e metabdlicas ao exercicio diferem entre individuos treinados e
destreinados durante um exercicio de mesma intensidade. Desta maneira, o tipo; o
volume e a intensidade de atividade fisica necessarios para o alcance de possiveis
beneficios no que diz respeito ao cancer sao dificeis de estabelecer (MCTIERNAN,
2003).

Apesar das muitas evidéncias que apontam para os beneficios da atividade
fisica na redugdo dos riscos de alguns tipos de cancer, em alguns estudos foi
relatada maior ocorréncia de lesbes no DNA em decorréncia da atividade fisica
exacerbada o que certamente esta relacionado com a liberacdo de espécimes
reativos de oxigénio consequentes a maior atividade metabodlica mitocondrial
(MASTALOUDS et al., 2001; DROGE, 2002; BRIVIBA, et al., 2005; WIERZBA et al.,
2006).

E sabido que o consumo de oxigénio durante os exercicios fisicos intensos
aumenta em até 20 vezes os valores registrados no repouso (PETERSEN et al.,
2001; FATOUROS et al., 2004; WIERZBA et al., 2006).

A elevacao no consumo de oxigénio aumentara a transferéncia de elétrons na
cadeia respiratéria, com consequente aumento na produgao de radicais livres: entre
1% e 3% do total de oxigénio consumido s&o transformados nestas moléculas
(HALLIWEL, 1994: McARDLE et al., 2005).

Adicionalmente, em exercicios continuos com duracdo acima de 60 minutos e
acima de 60% do consumo maximo de oxigénio, & detectado aumento na produgéao
de espécimes reativas de oxigénio pelos neutréfilos (SMITH et al., 1990; SUZUKI et
al., 1999; PEAKE ; SUZUKI, 2004; PEAKE et al., 2005).

As redugdes incompletas de oxigénio que produzem os radicais livres na

cadeia respiratéria de muitas células causam lesdes nao apenas no DNA, seus
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efeitos se fazem sentir nas proteinas, carboidratos e membranas celulares (CHANG
etal., 2001; PETERSEN et al., 2001; FATOUROS et al., 2004; REN, 2007).

2.2 O EXERCICIO FiSICO E O ESTRESSE OXIDATIVO

2.2.1 Consideragdes Gerais

A despeito de todos os beneficios que inegavelmente relacionam a pratica
regular de atividade fisica a diminuicao nos riscos de desenvolvimento de diversas
doencgas, existem evidéncias consistentes de que a pratica excessiva do exercicio
fisico implica em estresse oxidativo, definido como o desequilibrio entre a produgao
de radicais livres e os mecanismos de defesa antioxidante (ALESSIO et al., 2000;
INAL et al., 2000; MASTALOUDIS; LEONARD; TRABER, 2001; MOLLER et al.,
2001; PETERSEN et al., 2001; TSAI et al., 2001; FATOUROS et al., 2004; BRIVIBA,
et al., 2005; McARDLE et al., 2005; WATSON et al., 2005; NIESS ; SIMON, 2007;
NIKOLAILDIS et al., 2007).

Os efeitos adversos do estresse oxidativo se devem a geragcao de moléculas
altamente reativas_ os radicais livres_ efetivas em lesar o DNA e alterar, através de
reacdes de oxidacdo, moléculas que sdo componentes importantes de estruturas
celulares a exemplo de carboidratos, proteinas e lipidios (ALESSIO et al., 2000; LIU
et al., 2005; FINAUD; LAC; FINAIRE, 2006; TOYOKUNI ; AKATSUKA, 2007).

A liberagéo de radicais livres esta intimamente associada as diferengas no
consumo de oxigénio durante o repouso e em condigdes que exigem atividade
muscular. Durante a pratica de exercicios o consumo do oxigénio molecular nas
mitocondrias pode aumentar até dez vezes em relagdo aos niveis observados no
repouso e o musculo ativo pode aumentar entre 100 e 200 vezes o consumo de
oxigénio (ALESSIO et al., 2000; INAL et al., 2000; MASTALOUDIS; LEONARD;
TRABER, 2001; LIU et al., 2005; McARDLE et al., 2005; LEKHI; GUPTA; SINGH,
2007). Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio cada célula
mobiliza cerca de 10" moléculas de O, por dia e cerca de 1% destas geram
especimes reativos a exemplo do superoxido, peréxido de hidrogénio, radicais
hidroxila e oxigénio singlet (BYCZKOWSKI ; GESSNER, 1988, YU, 1994;
FERREIRA ; MATSUBARA, 1997; NOHMI et al., 2005; FLORA, 2007).
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2.2.2 Geracgao de Radicais Livres Conseqiientes ao Estresse Oxidativo

O termo “radicais livres” foi introduzido por Denham Harman em 1956 para
designar moléculas altamente reativas, originadas durante a respiracéo aerdbia, com
potencial para causar danos oxidativos cumulativos que resultam em danos
celulares e mutagdes que podem levar ao cancer e aos processos degenerativos do
envelhecimento bilégico (DROGE, 2002).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam um numero impar de
elétrons em pelo menos um de seus orbitais. O ndo-emparelhamento de elétrons
nesta camada faz com que estes atomos ou moléculas tornem-se altamente
reativos. Ao interagir com outros atomos ou moléculas, um radical livre pode receber
um novo elétron (Reagdo de Redugéo) ou doar o seu elétron ndo-pareado (Reagéo
de Oxidagao) estabilizando assim a sua molécula, mas em ambas as situagdes
gerando novos radicais (BYCZKOWSKI ; GESSNER, 1988; HALLIWELL, 1990; YU,
1994; FERREIRA ; MATSUBARA, 1997; BEKMAN ; AMES,1998).

O anion superoxido (O, ) é formado quando ocorre a redugao do oxigénio
molecular (O) resultando no ganho de um elétron por parte desta molécula. O
superoxido € considerado instavel devido ao numero impar de elétrons em sua
ultima camada eletrénica (BYCZKOWSKI ; GESSNER, 1988; YU, 1994; FERREIRA ;
MATSUBARA, 1997; BEKMAN ; AMES, 1998; DROGE, 2002, PERVAIZ ;
CLEMENT, 2007).

O peroxido de hidrogénio (H2O2) ndo apresenta elétrons desemparelhados em
sua ultima camada, entretanto, € um metabdlito do oxigénio que faz parte da reagao
que da origem ao radical hidroxil ("OH), razao pela qual é classificado como espécie
de oxigénio reativo (BYCZKOWSKI ; GESSNER, 1988; HALLIWELL, 1990; YU, 1994
FERREIRA ; MATSUBARA, 1997).

Radicais hidroxil ("OH) s&o as moléculas mais predominantes e as mais
reativas dentre os espécimes formados no metabolismo do oxigénio. Estes radicais
promovem alteragbes em quase todas as moléculas encontradas nas células
(BYCZKOWSKI ; GESSNER, 1988; HALLIWELL, 1990; YU, 1994, YU ;
ANDERSON, 1997; NOHMI et al., 2005; FRISARD ; RAVUSSIN, 2006).

O oxigénio singlet nao possui elétrons desemparelhados, porém é uma forma
excitada de oxigénio molecular que tem importancia em alguns eventos bioldgicos,

nao existindo, entretanto, relagdo significativa entre sua presenga e alteragbes
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celulares significativas (BYCZKOWSKI ; GESSNER, 1988; FERREIRA ;
MATSUBARA, 1997).

2.2.3 Mecanismos de Defesa Antioxidante

Segundo Yu (1994), Ferreira ; Matsubara (1997) e Schneider ; Oliveira, (2004)
todas as células possuem mecanismos que atuam na defesa das agressdes
provocadas por espécimes de oxigénio, moléculas reativas que sdo continuamente
formadas em pequenas quantidades durante os processos normais do metabolismo.

As defesas antioxidantes funcionam com base em reagdes enzimaticas e nao-
enzimaticas (YU, 1994; JI, 1999; SCHENEIDER ; OLIVEIRA, 2004). As reacgdes
enzimaticas incluem as que sao catalisadas pelas enzimas superdoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase (YU, 1994; JI, 1999; SCHENEIDER ; OLIVEIRA,
2004; FLORA, 2007). Os sistemas nao-enzimaticos estado relacionados a acao
protetora de micronutrientes presentes nos alimentos ou de proteinas e horménios
endogenamente sintetizados como o acido ascoérbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (precursor de vitamina A), flavondides, bilirrubina,
ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina e coenzima Q (SCHENEIDER ;
OLIVEIRA, 2004; FLORA; 2007).

A protecado celular contra os efeitos deletérios dos espécimes reativos de
oxigénio inclui dois mecanismos principais. O primeiro atua como via detoxificadora
do agente oxidante e é acionado antes que ocorra a lesdo. Nesse mecanismo estao
envolvidas as enzimas superéxido-dismutase (SOD), catalase e glutatinona-
peroxidase (GSH-Px), além da Vitamina E e da glutatinona reduzida (GSH). O
segundo mecanismo atua reparando a lesdo que ocorreu e nele atuam as enzimas
glutationa-redutase (GSH-Rd) e glutatinona-peroxidase (GSH-Px) (YU, 1994;
FERREIRA ; MATSUBARA, 1997; JI, 1999).

A descoberta da enzima superéxido dismutase em 1969 forneceu a primeira
evidéncia convincente da geragdo do anion superdxido O, in vivo, constituindo o
primeiro passo para elucidacdo dos mecanismos de defesa antioxidante
(HALLIWELL, 1990; BEKMAN ; AMES,1998; DROGE, 2002). A enzima superoxido
dismutase catalisa a reagcdo em que o radical superoxido (O27), em presenca de dois
protons H*, gera peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O.). A catalase ¢ uma

hemeproteina citoplasmatica encontrada no sangue, figado, medula éssea, rim e
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mucosas, € tem o papel de catalisar a metabolizagdo do perdoxido de hidrogénio
(H20) a agua e oxigénio livre (YU, 1994; FERREIRA ; MATSUBARA, 1997; JI, 1999;
SCHNEIDER ; OLIVEIRA, 2004).

A glutationa reduzida quando exposta ao agente oxidante € convertida a
glutationa oxidada (GSSG) e a enzima glutatinona-redutase (GSH-Rd) promove sua
recuperagao. A glutatinona peroxidase (GSH-Px) catalisa a redugédo do peréxido de
hidrogénio (H20.) e perdxidos orgénicos para seus correspondentes alcoois através
da conversao de GSH em GSSG ( YU , 1994; FERREIRA ; MATSUBARA, 1997; JI,
1999).

2.2.4 Estresse Oxidativo e a Pratica do Futebol Profissional

A pratica de futebol em niveis profissionais implica em atividades intermitentes
de alta intensidade durante um longo periodo de tempo (REILLY, 1997; DRUST;
REILLY; CABLE, 2000; KINGSLEY et al., 2005; CASTAGNA; ABT; D'OTTAVIO,
2007).

Alguns estudos mostram que durante uma partida oficial, os jogadores
profissionais percorrem em média uma distdncia aproximada de 9km a 12km
(BANGSBO, 1994; REILLY, 1997; MOHR et al, 2005; CASTAGNA; ABT;
D'OTTAVIO, 2007).

De acordo com Morh e outros (2005) e Bangsbo; Mohr; Krustrup (2006) os
exercicios intermitentes, que constituem a principal atividade realizada no futebol,
implicam em mudancas de ritmo a cada 4-6 segundos. Esses autores destacam que
em um jogo de nivel internacional um atleta pode realizar aproximadamente de 150
a 250 pequenas corridas em alta intensidade.

Alteragdes fisiologicas ocorrem como resposta a esses padrbées de movimento
e incluem elevagao da frequéncia cardiaca e aumento na concentragdo sanguinea
de lactato, em conseqiéncia do metabolismo anaerdbio que é acionado em adicéo a
respiragcdo aerdbia para atender a demanda maior de oxigénio exigida nesses
exercicios (KRUSTRUP; MOHR; BANGSBO, 2002; BROWN et al., 2007).

Na busca da vitéria sobre o adversario, os jogadores que tém melhor
treinamento aerdbio sdo mais capazes de manter seu alto desempenho ao final da

partida, quando comparados com aqueles que tém menor capacidade aerdbia
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(REILLY, 1997; HOFF; HELGERUD, 2004; METAXAS et al.,, 2006; CASTAGNA;
ABT; D'OTTAVIO, 2007).

Os treinamentos desse esporte fundamentam-se, assim, em prescrigdes de
exercicios baseados na poténcia aerdbia, uma valéncia fisica que € dependente do
consumo maximo de Oy, (HOFF et al., 2002; GLAISTER, 2005; CASTAGNA; ABT;
D'OTTAVIO, 2007).

Movimentos aerébios predominam em 90% de uma partida de futebol, sendo
consumido pelos jogadores profissionais, em média, cerca de 2,8 I/min de O,
(DRUST; REILLY; CABLE, 2000; BANGSBO; MOHR; KRUSTRUP, 2006)

A elevagédo no consumo de oxigénio molecular e as rapidas mudangas no fluxo
de oxigénio na mitocdndria, como consequéncia desse tipo de atividade, s&o os
responsaveis pelas lesdes oxidativas que afetam moléculas orgénicas o que ocorre
quando falham os mecanismos de defesa antioxidante (KINGSLEY et al., 2005;
WIERZBA et al., 2006).

2.3 DANOS GENETICOS CONSEQUENTES AO ESTRESSE OXIDATIVO

Como ja comentado, o estresse oxidativo gera radicais livres que tém o
potencial de lesar a molécula do DNA contribuindo para o aumento da taxa de
mutacdes espontdneas e, consequentemente, para o envelhecimento precoce e
desenvolvimento de cancer (LOFT ; POULSEN, 1996; TSAI et al., 2001; TRUEBA;
SANCHEZ ; GIULIANI, 2004; WIERZBA et al., 2006)

Durante a respiragcao aerébica, o oxigénio pode sofrer transferéncia de um
unico elétron gerando radicais superéxido (O27) que normalmente sdo convertidos
em peroxido de hidrogénio (H,O2) pela enzima superoxido desmutase (YU, 1994;
FERREIRA ; MATSUBARA, 1997; JI, 1999; SCHNEIDER ; OLIVEIRA, 2004).

Logo apds a conversao, as moléculas de peroxido de hidrogénio podem
atravessar a membrana nuclear e reagir com ions metalicos resultando em radicais
hidroxil ("OH) que tém potencial de oxidar o DNA induzindo alteragbes que afetam
bases nitrogenadas e a desoxirribose, ou que resultam em quebras nas cadeias
nucleotidicas (ESTEBAUER et al.,, 1991; HUANG; HELZLSOUER; APPEL, 2000;
KAWANISH ; MURATA, 2006).

Dentre as modificagdbes que ocorrem nas bases nitrogenadas do DNA

provenientes do estresse oxidativo, uma das mais freqlientes é a modificacdo da
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guanina, em seu carbono 8, pelos radicais 'OH com formagédo de 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (LOFT ; POULSEM, 1996; KAWANISH ; MURATA, 2006). Desta
alteracao, pode resultar a substituicdo de um par GC por um par TA, dando origem a
uma mutacdo de sentido equivoco com consequente alteracdo na cadeia
polipeptidica.

Radicais livres sdo também efetivos em induzir danos cromossémicos. A
ocorréncia desses danos, traduzidos como micronucleos, em consequéncia do
estresse oxidativo gerado pela pratica exaustiva do exercicio fisico foi avaliada por
Schiffl, Zieres e Zankl (1997) em linfécitos circulantes de seis voluntarios. A
avaliacao da ocorréncia dessas estruturas nas células que foram cultivadas 24
horas apds a atividade fisica, revelou aumento significativo em 5 dos 6 voluntarios

quando feita comparagao com a freqiiéncia detectada antes da atividade.

2.4 DANOS GENETICOS E CANCER

O cancer é considerado hoje doenga genética. Resulta de alteragbes em genes
comprometidos com os mecanismos de reparo do DNA ou que estdo envolvidos no
controle da proliferagdo e da diferenciagao celular_ os protooncogenes e os genes
supressores de tumor. Em consequéncia, protooncogenes sao ativados a
oncogenes e genes supressores de tumor e de reparo do DNA tém sua atividade
silenciada (CERQUEIRA, 2000).

De acordo com Volders, Fenech (2001) a taxa elevada de danos na molécula
do DNA e nos cromossomos sao importantes fatores de risco relacionados ao
cancer e outras doencas degenerativas. Por outro lado, diversos estudos apontam
para a associagdo do cancer com varios fatores ambientais e, mais recentemente,
fatores genéticos individuais e produtos de refugo do metabolismo, a exemplo dos
espécimes reativos de oxigénio, tém também sido apontados como em associagéo
com seu desenvolvimento (TSAI et al., 2001; BONASSI ; AU, 2002; NAKACHI et al.,
2004; ISIK; CEYLAN; ISIK, 2007; LOPEZ et al., 2007).

Dentre os fatores ambientais que tém sido mais consistentemente apontados
em associacdo com o cancer destaca-se o habito de fumar, relacionado ao
desenvolvimento dos canceres de pulmao, bexiga, cavidade oral e es6fago dentre
outros 6rgdos. Quando em associagdo com o habito de ingerir bebidas alcodlicas,

incrementa em muitas vezes o risco de desenvolvimento dos canceres da cavidade
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oral e do esb6fago (ZAVRAS et al., 2001; LLEWELLYN et al, 2003;
WARNAKULASURIYA; SUTHERLAND; SCULLY, 2005; ISIK et al, 2007). A
exposi¢cao ocupacional a diversos agentes de natureza quimica tem também sido
freqlentemente apontada como associada ao desenvolvimento de varios tipos de
neoplasias malignas (HARDELL ; ERIKSSON, 1999; ZHENG et al., 2001; LOPEZ et
al., 2007).

A associagdo entre cancer e fatores ambientais se deve ao potencial
mutagénico e/ou carcinogénico destes fatores, que sao efetivos em lesar o DNA
levando a ocorréncia de mutagdes em genes que estdo relacionados com os
mecanismos de reparo do DNA e com o controle da proliferagédo e diferenciagao
celular (ITO; HIRAKU; KAWANISHI, 2007; BADISA et al., 2007).

A América Latina é considerada uma area particularmente interessante para
monitorar e controlar as tendéncias na incidéncia e mortalidade por cancer, bem
como para estudar as variagdes geograficas associadas aos diversos tipos desta
doencga. Parkin e outros (1997; 2001) e Parkin (2006), mostraram que devido as
disparidades econdmicas e sociais desta regido o mapa de distribuicdo de cancer
apresenta uma superposicdo de canceres que sao frequentes em paises
industrializados e em paises em desenvolvimento. Segundo estes autores, nos
paises industrializados os canceres de mama, pulmao, prostata e célon incidem em
maior freqUéncia, o que provavelmente esta relacionado ao estilo de vida, ou seja,
habito de fumar, sedentarismo e ma qualidade da dieta. Em paises em
desenvolvimento, entretanto, os canceres de colo de utero, es6fago, da cavidade
oral, bexiga e figado sao os mais frequentes, o que poderia estar relacionado a ma
nutricdo, exposicao ambiental especifica da regido e algumas infecgdes virais.

De acordo com Bonassi; Au (2002), a abordagem tradicional da pesquisa
epidemioldgica do cancer tem limitagdes, pois os resultados destas investigagdes
sdo aplicados em populagdes inteiras, objetivando a implantacdo de medidas
preventivas. Todavia, neste tipo de abordagem nao sao levadas em conta variagdes
inter individuais na resposta a exposi¢cao dos sujeitos.

Gallo e outros (2005) expbéem as dificuldades existentes no processo de
desenvolvimento de politicas de saude global objetivando prevenir, detectar e
monitorar o cancer, destacando o uso de biomarcadores moleculares como

ferramenta importante no estudo dessa doenca e de sua relagdo com fatores de
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risco tais como: as variagdes genéticas individuais, o estilo de vida e outros fatores
bioldgicos e ambientais.

A utilizacdo de marcadores citogenéticos no biomonitoramento de individuos
expostos a fatores de risco para o desenvolvimento de diferentes tipos de céancer,
bem como para o monitoramento de lesdes pré-malignas é considerada valiosa
ferramenta na prevencado desta doenga (CERQUEIRA, 1998; CASARTELLI et al.,
2000; ZAVRAS et al.,, 2001; LLEWELLYN et al., 2003; WARNAKULASURIYA;
SUTHERLAND; SCULLY, 2005; BOFFETTA et al., 2007). De acordo com Rundle
(2005), estudos a partir de biomarcadores serdo muito uteis no estabelecimento dos
possiveis efeitos da atividade fisica na prevencédo do cancer. O autor considera que
a inclusdo de biomarcadores em estudos epidemiolégicos contribuira
significativamente para elucidagdo dos mecanismos através dos quais a atividade

fisica exerce seus efeitos.

2.5 MARCADORES DE DANOS CITOGENETICOS: O TESTE DE MICRONUCLEO
EM LINFOCITOS PELO METODO DO BLOQUEIO DA
CITOCINESE(CYTOKINESIS-BLOCK MICRONUCLEUS ASSAY — CBMN)

O uso de marcadores genéticos para o biomonitoramento de populagdes sob
maior risco de desenvolvimento de cancer, como acima comentado, constitui-se em
importante estratégia para a prevengdo dessa doenga. Para alguns tipos de
canceres, alguns marcadores moleculares ja estdo bem definidos a exemplo de
algumas mutagdes nos genes BRCA1 e BRCAZ2, indicativas de maior risco de
desenvolvimento do cancer de mama (EYFJORD ; BODVARSDOTTIR, 2005).

Por outro lado, a analise citogenética classica, a técnica de hibridizagéo in situ
com sondas especificas e o Teste de Micronucleo em células esfoliadas, ou em
linfécitos, tém sido largamente empregados para avaliagdo da ocorréncia de
alteragdes cromossdmicas quando do biomonitoramento de individuos, ou de
populagdes expostas a mutagenos e/ou carcindgenos (AGOSTINI; OTTO;
WAJUNTAL, 1996; BURGAZ et al., 1998; KARAHALIL et al., 1999; ZNAOR et al,,
2003; BOFFETTA et al., 2007; KNUDSEN ; HANSEN, 2007).

Segundo Bonassi ; Au (2002) ja existe registro suficiente na literatura
evidenciando micronucleos como marcadores tanto de exposigédo (revelando danos

genéticos) quanto de efeito (indicador de risco de cancer).
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Micronucleos sao estruturas que resultam de fragmentos cromossémicos ou de
cromossomos inteiros que se perdem na divisao celular e, assim, ndo sao incluidos
nos nucleos das células filhas permanecendo no citoplasma das células interfasicas
onde sdo observados como estruturas arredondadas, apresentando em relagdo ao
nucleo principal cerca de 1/3 a 1/5 de seu tamanho e distribuicdo cromatinica similar
(EVANS, 1997; STOPPER ; MULLER, 1997; FENECH, 2000; FENECH, 2007).

Os ensaios de micronucleo foram utilizados pela primeira vez in vitro através
de experimentos com raizes de Vicia Faba e pela primeira vez in vivo em estudos de
células de medula 6ssea no inicio dos anos 70 (MAJER et al., 2001). O Teste de
Micronucleo em células de medula 6ssea de roedores constitui-se atualmente em
um dos testes mais utilizados na avaliagao dos efeitos aneugénicos e clastogénicos
de substancias quimicas (FENECH, 1997; MAJER et al, 2001).

Apdés a Segunda Guerra Mundial, diversos estudos foram conduzidos
objetivando a avaliagcdo, através da analise cromossémica classica, dos efeitos
genotéxicos da radiagdo emitida pela explosdo das bombas atdbmicas sobre as
cidades de Hiroshima e Nagasaki (EVANS, 1997; MALUF, 2004).

A analise de micronucleos em cultura de linfocitos para avaliagdo da freqliéncia
de danos cromoss6micos em humanos foi feita pela primeira vez por Countryman e
Heddle em 1976. A técnica apresentava, contudo, limitagdes devido a
impossibilidade de identificar células quiescentes de células que haviam passado
por um ciclo de divisdo. A introdugéo por Fenech e Morley da citocalasina-B no meio
de cultura permitiu ultrapassar essa limitagdo, uma vez que esta substancia tem o
potencial de bloquear a citocinese, de modo que os dois novos nucleos ficam retidos
em um so citoplasma permitindo, assim, a identificacao (e computo exclusivo) das
células que se dividiram (FENECH ; MORLEY, 1985). Surgia assim o Teste de
Micronucleo pelo método do bloqueio da citocinese (Cytokinesis-block micronucleus
assay — CBMN), metodologia que passou a ser amplamente empregada (FENECH,
1998).

Em 1999, um amplo programa internacional _ o HUman MicroNucleus Project _
HUMN foi conduzido por Michael Fenech e Stefano Bonassi e envolveu laboratérios
de diferentes partes do mundo. O desenvolvimento desse programa validou
definitivamente o Teste de Micronucleos em linfécitos pelo método do bloqueio da
citocinese como efetiva ferramenta para identificacdo de danos cromossdémicos e

como marcador de maior risco de desenvolvimento de cancer (FENECH et al.,
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1999). A este trabalho inicial, outros se seguiram de autoria de participantes do
programa objetivando a otimizagdo do protocolo para o teste (FENECH, 2000;
BONASSI et al., 2001; FENECH et al., 2003a; 2003b).

Além de linfocitos circulantes, a ocorréncia de micronucleos tem sido analisada
em células epiteliais, conforme sugerido na década de 80 por Stich, Curtis e Parida
(1982). Estes autores propuseram a utilizagdo do Teste de Micronucleo em células
esfoliadas da mucosa oral para o biomomitoramento de populagbes humanas
expostas a genotoxicos. Apds este estudo pioneiro, muitos outros foram conduzidos
avaliando a frequéncia de micronucleos em diversos outros epitélios: cervical
(CERQUEIRA et al., 1998); nasal (SURUDA, 1993), da orofaringe (BOFFETA et al.,
1992), dos bronquios (LIPPMAN et al, 1990, LOOMIS, 1990), vesical (RIBEIRO et
al., 1990; ROSIN ; ANWAR, 1992) e do trato gastrointestinal (DIETZ et al., 2000).

O Teste de Micronucleo, aplicado em células esfoliadas ou em linfocitos,
apresenta a vantagem de detectar tanto a agdo aneugénica quanto a agéao
clastogénica de um dado agente. Em tempos mais recentes, o Teste de Micronucleo
em linfécitos tem sido utilizado através de protocolo diferenciado no qual, além de
micronucleos, sao também computadas pontes nucleoplasmaticas (indicadoras de
rearranjos cromossémicos), células em necrose e em processo de apoptose
(indicadores da viabilidade celular) e estabelecidos indices de divisdo celular,
fornecendo informagdes adicionais sobre lesbes de DNA e efeitos
citostaticos/citotoxicos (FENECH et al., 1999, KIRSCH-VOLDERS; FENECH, 2001;
FENECH, 2007).

Nos estudos em que micronucleos sédo avaliados é importante levar em
consideracéao fatores que tém sido apontados como efetivos em alterar a freqtiéncia
destas estruturas, a exemplo da idade, habitos de fumar e de ingerir bebidas
alcodlicas. Mais recentemente, a interferéncia da variabilidade individual relativa a
diferengas genotipicas na ocorréncia de micronucleos tém sido investigada
(ISHIKAWA, 2006).
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3. OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a ocorréncia de danos cromossdmicos, traduzidos como
micronucleos, em individuos com estilo de vida sedentario e individuos
submetidos a exercicios com diferentes intensidades,utilizando o Teste de
Micronucleo em Linfocitos pelo Método do Bloqueio da Citocinese no
biomonitoramento de individuos submetidos a exercicios de alta

intensidade.

ESPECIFICO

Comparar a ocorréncia de micronucleos entre individuos com estilo de vida
sedentaria e individuos submetidos a exercicios com diferentes

intensidades.
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4 METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra analisada incluiu exclusivamente individuos do sexo masculino,
distribuidos em trés grupos: Grupo |, formado por atletas de futebol, integrantes de
um mesmo clube, submetidos a pratica intensa de exercicios fisicos; Grupo I,
constituido por alunos da Universidade Estadual de Feira de Santana matriculados
no Programa de Exercicio Fisico do Laboratério de Atividade Fisica e, Grupo lll,
formado por individuos de habitos sedentarios.

A caracterizacdo da amostra foi feita através de questionario contendo
indagacdes a respeito de idade, habito de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas,

exposicao a outros genotoxicos e pratica de atividade fisica (Anexo 1).

4.2 COLETA DO MATERIAL E CULTURA DE LINFOCITOS

O preparo do material foi feito em consonédncia com o método proposto por
Fenech, (2000), com algumas modificagdes. Tal seja:

De cada individuo que integrou a amostra, foram coletados 10ml de sangue
periférico por pungédo venosa, utilizando seringa descartavel e estéril. O sangue
assim coletado foi imediatamente vertido em tubo falcon contendo EDTA (1 gota
para cada 5ml de sangue) e em seguida o material foi vertido em outro tubo falcon
de 15 ml, contendo 3 ml de histopaque (Sigma), o que foi feito evitando
homogenizacdo. Os linfécitos mononucleados foram devidamente fracionados em
gradiente de densidade Histopaque (centrifugagao feita em velocidade de 1500rpm
durante 40 minutos). Ap6s a centrifugagdo os linfocitos foram pipetados e
adicionados (10° células/ml) a tubo falcon contendo 5ml de meio de cultura RPMI
1640 (Gibco). Em seguida foi feita nova centrifugacdo em velocidade de 1500rpm
durante 10 minutos, apés o que o sobrenadante foi descartado e ao pellet
adicionado 1ml de RPMI 1640. O pellet foi ressupenso e transferido (200 pL) para
placa de cultura cada uma delas com cinco pogos contendo um mix de 1 ml
constituido por 10% (v/v) de soro bovino fetal (Gibco), 1% de L-glutamina (Gibco),

1% de antibidticos (penicilina, 100 U/mL, estreptomicina, 100 pg/mL e anfotericina B,
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25ug/mL; Gibco) e 2% (v/v) de fitohemaglutinina A (Gibco), complementado com
RPMI 1640 (Gibco).

ApOs estes procedimentos a cultura foi mantida a 37°C em estufa de CO, (5%)
(BIOSYSTEMS). Apdés 44 horas, 6 pg/mL de citocalasina B (Sigma) foram
adicionadas a cultura.

Ao fim do periodo de cultivo (72 horas) as células foram novamente pipetadas
dos cinco pogos e colocadas em um tubo falcon, devidamente identificado, para
centrifugacao a 800rpm por 10 minutos e a temperatura ambiente.

Apds esta centrifugacdo o sobrenadante foi novamente descartado sendo
mantido 1ml do meio para que as células fossem ressuspensas. Logo em seguida
foram cuidadosamente adicionadas em 4ml da solugéo fixadora (metanol a 70% e
acido acético na proporgédo de 3:1) e o tubo foi levado para geladeira onde
permaneceu durante 20 minutos. Findo este tempo foram realizadas duas
centrifugacdes em velocidade de 800rpm durante 10 minutos. Apés cada uma delas
o sobrenadante foi descartado e ao pellet adicionado 5 ml de solugao fixadora sendo
o pellet mais uma vez ressuspenso.

Apods o ultimo descarte do sobrenadante foram adicionados 700 microlitros de
solucdo fixadora e o pellet novamente ressuspenso, apés o0 que a suspensao foi
gotejada em quatro laminas (com identificacdo codificada e correspondente a do
tubo) deixadas para secar ao ar e entdo coradas por 15 minutos com a solugéo de
Giemsa (4%; Gibco) em tampao fosfato salino de Dulbecco (pH 7,1; Gibco).

4.3 ANALISE CITOGENETICA

A analise citogenética foi realizada em teste cego, sob microscopia 6ptica, com
aumento de 1000X. A observacao da ocorréncia de micronucleos foi feita, para cada
individuo, em 1000 células binucleadas (Figura 1). Foram computadas apenas as
células binucleadas em que os nucleos apresentassem tamanho e coloragao similar,
com limites nucleares e citoplasmaticos bem definidos. Os critérios adotados para
identificacdo de micronucleos foram aqueles descritos por Fenech et al. (2003).
Foram considerados micronucleos as estruturas arredondadas ou ovaladas,

distintamente separadas dos nucleos, vistas no mesmo plano que estes, medindo de
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um sexto até um tergo do tamanho deles e com coloragao e distribuicdo cromatinica

similar (Figura 2).

Figura 1. Linfocito binucleado (1000 X)

&

Figura 2. Micronucleo em Linfocito binucleado (1000 X)
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

A avaliagao das diferencgas entre os Grupos, relativa a idade foi feita com o uso
da Analise de Variancia com um critério de classificagdo. Para analise das tabelas
de associagao, levando em conta parametros considerados no questionario (habito
de beber) foi utilizado o teste de Qui-quadrado (x?). A analise relativa & ocorréncia
de micronucleos foi feita de dois modos: 1) Empregando a analise de variancia,
desde que possivel a pressuposicdo de normalidade; 2) com o uso do teste
condicional para comparacdo de proporcbes em situagdes de eventos raros
(BRAGANCA-PEREIRA, 1991). Este é um teste de significancia alternativo ao de
qui-quadrado, na linha do teste exato de Fisher e adequado a avaliagao de eventos
citogenéticos quando uma grande amostra de células é necessaria para detecgao da
ocorréncia de uma determinada aberragdo cromossémica. Em todas as analises o

nivel de significancia adotado foi de 5%.
4.5 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa, feita em consonancia com a Resolugédo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Feira de Santana (Protocolo 058/2006 e CAAE 0054.0.059.000-06). A participagao
foi voluntaria e todos, apds leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

procederam a sua assinatura.
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5 RESULTADOS

5.1 AMOSTRA ANALISADA

Foi coletado material de sessenta individuos, oito dos quais foram excluidos da
amostra porque o numero de células nao foi suficiente para analise.

A amostra total foi, portanto, constituida por 52 individuos do sexo masculino,
na faixa etaria de 18 a 38 anos, distribuidos em trés grupos: Grupo |, formado por 15
atletas de futebol, integrantes de um mesmo clube, submetidos a pratica intensa de
exercicios fisicos; Grupo Il, constituido por 18 alunos da Universidade Estadual de
Feira de Santana matriculados no Programa de Exercicio Fisico do Laboratério de

Atividade Fisica e, Grupo lll, formado por 19 individuos de habitos sedentarios.

5.2 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

5.2.1 Idade

A média calculada de idade da amostra total (Xip) foi 22,4423 + 4,0362 e as
obtidas para os Grupos |, Il e lll foram respectivamente 21,200 + 4,4593; 22,7222 +
3,1212 e 23,1579 * 4,4255;. A analise das diferencas entre as médias observadas
nos trés grupos, feita com o uso da analise de varidncia, com um critério de
classificagdo, nao revelou diferenga significante: F;, 49 = 1,055, p= 0,3561 (Dados
apresentados na Tabela 1).

Tabela 1 - Dados referentes as médias de idade (Xip * D.P)

Grupo Xpx D.P F2,4g
| 21,2000 + 4,4593
I 22,7222 + 3,1212 1,0550
" 23,1579 + 4,4255 p= 0,3561

[+ 11+ 1 22,4423 + 4,0362




37

5.2.2 Pratica de Exercicio Fisico

Todos os individuos do Grupo | eram submetidos a treinamento de futebol
profissional diariamente. Os individuos do grupo Il informaram em sua maioria
pratica variada de exercicios. Individuos dos Grupos | e |l sdo apresentados na
Tabela 2I.

Tabela 2 - Dados relativos a pratica de atividade fisica (Grupo Il)

Atividade Fisica Grupo | (N) Grupo Il (N)
Tipo

Futebol 15 2
Ginastica

Musculacéo 5
Natacao 1
Corrida

Mais de um tipo 5
Outros 5
Tempo (meses)

01a04 1
05-08 2
09a12 3
>12

>24 15 12
Freqiiéncia (semanal)

01a02 1
03a04 11
05a 06 06
> 06 15

Duragao (minutos)

<30

=30

> 30 1
=60 7
> 60 15 10
Intensidade

Leve

Moderada 07
Intensa 13 11

Extenuante 02
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5.2.3 Habito de Fumar

Foram considerados fumantes os individuos que fumavam regularmente e
tragando a fumaca, trés ou mais cigarros por dia em média e o faziam ha um tempo
igual ou superior a um ano. Como nao-fumantes foram classificados os individuos
que deixaram de fumar ha pelo menos cinco anos, além daqueles, é logico, que
nunca fizeram uso do cigarro. Os individuos que n&o se enquadraram nestes
critérios foram excluidos da amostra (TREVATHAN et al., 1983; La VWECCHIA et
al., 1986).

Em toda a amostra apenas um individuo do Grupo | informou uso de cigarro
industrializado. Este individuo referiu ser fumante ha aproximadamente um ano e

consumir em torno de cinco cigarros por dia.

5.2.4 Habito de Ingerir Bebidas Alcodlicas

Foram considerados bebedores os individuos que referiram uso de bebidas
alcodlicas de qualquer tipo ha mais de seis meses, com freqiiéncia de pelo menos
duas vezes por semana (KEHDY, 2005 ).

Nenhum individuo do Grupo | informou uso de bebida alcodlica em freqliéncia
maior do que uma vez por semana. Dois deles informaram uso quinzenal e cinco
bebiam esporadicamente. Seis pessoas do Grupo Il faziam uso de bebidas
alcodlicas duas vezes por semana e oito o faziam esporadicamente. No Grupo IlI
apenas duas pessas foram classificados como bebedores, informando uso de
bebidas duas vezes por semana. Neste Grupo, oito individuos bebiam uma vez por
semana e trés esporadicamente. Os dados referentes ao habito de ingerir bebidas

alcodlicas sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados relativos ao habito de ingerir bebidas alcodlicas

Grupo I n=15 Grupo Il n=18  Grupo lll n=19
HABITO DE BEBER
Bebe 00 06 02
Nao bebe 15 12 17

QTADE. Copo/DIA
1a2 00 02 0
3a4 00 04 02
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>5 00 00 00
FREQ.BEB/SEMANA

1 vez 02 00 08

2 vezes 00 06 02

Esporadicamente 05 08 03

5.3 ANALISE CITOGENETICA

5.3.1 Ocorréncia de Micronucleos na Amostra Total e Distintos Grupos

Um total de 52.000 células foi analisado. As preparagées do Grupo |
totalizaram 15.000 células binucleadas sendo observados 30 micronucleos. No
Grupo Il foram observados 35 micronucleos em um total de 18.000 células e, nas
19.000 células do Grupo Ill foram observados 33 micronucleos.

A analise das diferencas entre as médias de micronucleos calculadas, feita
com o uso da andlise de variancia, com um critério de classificagdo, nao revelou

diferenca significante: F;49= 0,1185; p= 0,8887. Dados apresentados na Tabela 4.

Tabela IV - Dados referentes as médias de microntucleos observadas nos

Grupos
Grupo Total de MN (obs) Xunt D.P F2 49
células
I 15.000 30 2,0000 +
1,8516 0,1185
Il 18.000 35 1,9444 + p=0,8887
1,6968
Il 19.000 33 1,7368 +
1,5579
[+I1+11 52.000 98 1,8846 +
1,6648

As diferencas observadas nas freqléncias de micronucleos foram também

avaliadas com o uso do Teste condicional para comparacdo de proporcdes em
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situacdes de eventos raros. Os resultados obtidos também n&o revelam significancia
estatistica (Tabela 5).

Tabela V — Frequiéncias de micronucleos com o uso do Teste condicional para
comparacgao de proporgoes em situagoes de eventos raros.

Grupo Total de MN (obs) MN (esp) x°
células

I 15.000 30 28,2692 0,3603

Il 18.000 35 33,9231 G.L.=2

Il 19.000 33 35,8077 p> 0,70

[+11+I11 52.0000 98 98

A avaliagdo da ocorréncia de micronucleos em funcéo da pratica de atividade
fisica entre os individuos do Grupo Il n&o foi feita em funcdo da diversidade de

pratica informada levando em consideragéo o numero de individuos desse grupo.

5.3.2 Ocorréncia de Micronticleos em Fungao da Idade

A andlise da distribuicdo de micronucleos em relacdo a idade dos individuos na
amostra total e nos Grupos |, Il e lll, isoladamente, feita pelo teste condicional de
proporcdo para eventos raros, com os valores de idade distrbuidos em duas
categorias pelo valor da mediana (M=21) ndao mostrou diferenga significante. Dados
apresentados na Tabela 6.

Tabela - 6 Analise da distrbuiciao de micronucleos em relagao a idade

Grupo N (£21) N (221) #decél #de cél MN MN MN (obs) MN (esp) x°; G.L.=1
<21 221 (obs) (esp) 221 221
<21 <21
I 11 04 11000 4000 24 22,0000 06 08,0000 0,6818,
p> 0,30
Il 08 10 8000 10000 15 15,6556 20 19,4444  0,0357,
p> 0,70
1 09 10 9000 10000 12 15,6316 21 17,3684  1,6030,
p> 0,10
[+11+111 28 24 28000 24000 51 52,7692 47 45,2308  0,1285,

p> 0,70
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6 DISCUSSAO

6.1 CONSIDERAGOES GERAIS

Apesar da analise de micronucleos em linfocitos ter sido proposta ainda na
década de 70 (COUNTRYMAN ; HEDDLE, 1976) foi somente em 1985, com a
introdugédo por Fenech e Morley da citocalasina no meio de cultura, que esta
metodologia foi reconhecida como ferramenta eficaz na deteccdo de danos
citogenéticos. Surgia, assim, o Teste de Micronucleo pelo Bloqueio da Citocinese
(Cytokinesis-block micronucleus assay — CBMN), método que passou a ser
amplamente empregado principalmente a partir de 1999, com o desenvolvimento
HUman MicroNucleus Project (HUMN), conduzido por Michael Fenech e Stefano
Bonassi e que envolveu laboratérios de diferentes partes do mundo. A partir de
entao este teste foi definitivamente validado como ferramenta eficaz na deteccao de
danos cromossémicos e vem sendo largamente utilizado para avaliagdo: 1) dos
efeitos citogenéticos da exposigdo a mutagenos; 2) da associagao entre frequéncia
de micronucleo, sexo e idade; 3) dos efeitos protetores de antioxidantes; 4) da
eficacia de quimioterapicos e de diferentes formas de radiagdo no tratamento do
cancer e, 5) da associagcao entre danos genéticos e doengas de natureza diversa
(AU et al., 1991; MIGLIORE et al., 1991; TOMANIN et al., 1991; XUE et al., 1992;
SEVERIN, 1995; DUFFAUD, 1997; HANDO et al., 1997; STROM, 1997; BARALE et
al., 1998; KUBIAK et al., 1999; LUCERO et al., 2000; BUKVIC et al., 2001; JAGETIA
et al., 2001; SCHNEIDER et al., 2001; BOLOGNESI, PERRONE e LANDINI, 2002;
MAFFEI et al., 2002; PORCIELLO, 2003). O registro na literatura referente ao uso do
CBMN para avaliagdo da ocorréncia de danos cromossdmicos induzidos por
especimes reativos de oxigénio, em consequéncia da atividade mitocondrial
exacerbada frente ao exercicio fisico, €, contudo, escasso e os dados relatados sao
controversos (SCHIFFL; ZIERES; ZANKL, 1997; HARTMANN et al., 1998;
UMEGAKI et al., 1998; PITTALUGA, 2006).

Resultados de estudos realizados com o uso de outras metodologias sugerindo
associacdo entre atividade fisica e efeitos adversos sobre o DNA sdo, também,

controversos, sendo evidenciados, ou n&o, na dependéncia do teste utilizado,
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embora a maioria sugira tais efeitos (HARTMANN et al., 1994; 1998; TSAI, et al,,
2001; ORHAN et al., 2004).

O presente estudo representa, assim, uma contribuicao para a real avaliagao
dos efeitos que podem resultar da pratica excessiva, ou nao, do exercicio fisico. Os
resultados aqui apresentados baseados nas condi¢cdes experimentais em que foi
realizado ndo demonstrou os efeitos da pratica intensiva de exercicios fisicos na

indugao de danos cromossémicos expressados como micronucleos.

6.2 OCORRENCIA DE MICRONUCLEOS EM FUNGAO DA ATIVIDADE FiSICA

O registro na literatura da ocorréncia de micronucleos em fungao da atividade
fisica é escasso e teve inicio com o estudo de Schiffl; Zieres e Zankl em 1997. Neste
estudo os autores avaliaram a ocorréncia de micronlicleos em apenas seis
individuos, computando a ocorréncia destas estruturas em 3000 linfocitos
binucleados, cultivados 24h e 48h apds duas seqliéncias de exercicios intensos. O
numero médio de micronucleos aumentou significativamente nos dois periodos,
tendo os autores concluido “que estes resultados indicam que o exercicio fisico
causa severas mutagdes ao nivel cromossémico nos linfécitos sangtiineos”.

Hartmann e outros (1998) analisaram as freqiéncias de micronucleos em 1000
linfécitos binucleados coletados de seis individuos (trés homens e trés mulheres),
que em um periodo de um a sete anos estiveram engajados em treinamento para
competicédo de triatlon. A analise de micronucleos foi feita 24h e 96h apds os atletas
terem nadado 1,5km, pedalado 40km e corrido 10km respectivamente. A
comparacgao entre as freqliéncias de micronucleos observadas nesses periodos € a
freqUéncia observada antes das atividades nao mostrou diferencga significativa.

Resultados semelhantes aos obtidos por Hartmann e outros (1998) foram
relatados por Umegaki e outros (1998). Estes autores avaliaram a ocorréncia de
micronucleos em linfécitos coletados de individuos treinados e nao-treinados em
corrida de esteira. O sangte foi coletado antes que os individuos realizassem uma
corrida com duracdo de 30 minutos, ao término da corrida e 30 minutos apés o
término. As frequéncias de micronucleos nédo foram alteradas em fungdo do

exercicio.
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Um questionamento a ser feito seria se o momento em que foram realizados
tais testes seria um tempo suficiente para o surgimento de células com
micronucleos.

Resguardadas as diferencas entre o presente estudo e os de Hartmann e
outros (1998) e Umegaki e outros (1998), particularmente no que tange ao tipo de
atividade fisica praticada, os resultados aqui obtidos corroboram aqueles descritos
por esses autores sugerindo que os efeitos de espécimes de radicais livres liberados
em consequéncia da atividade fisica intensa ndo demonstraram danos genéticos
traduzidos como micronucleos.

Um possivel questionamento a ser feito no que se refere aos resultados
apresentados nestes estudos baseia-se no numero de amostras analisadas e no
tempo para a coleta do sangue apos a atividade

Na interpretacdo desses resultados, € preciso ter em mente que micronucleos
sdo expressdes de eventos clastogénicos e aneugénicos néo se esgotando com sua
analise a possibilidade de que outros danos ao DNA ocorram em consequéncia do
exercicio fisico exacerbado.

Hartmann e outros (1994), fazendo uso de Ensaio Cometa em condicbes
alcalinas, metodologia considerada sensivel na deteccédo de quebras nas cadeias de
DNA, e da analise de Trocas Entre Cromatides Irmas, avaliaram em diferentes
tempos os efeitos da atividade fisica intensa em linfocitos cultivados de trés
individuos (dois homens e uma mulher). Dos dois homens que se submeteram ao
teste, um praticava esportes diversificados e o outro era sedentario, e a mulher
desenvolvia atividades esportivas ocasionalmente. Nenhum deles era fumante.
Amostras de sangue foram coletadas antes e em diferentes tempos apds duas
seqUéncias de corrida de esteira. Na primeira sequéncia, os individuos correram em
velocidade crescente até a exaustdo e na segunda correram durante 45 minutos em
velocidade suficiente para assegurar o metabolismo aerdbico. Aumento da migragao
do DNA no Teste Cometa foi observado 6h apés a primeira seqiiéncia de exercicio e
alcangou valor maximo apds 24h, nédo tendo sido observada diferenca significante
apo6s 72h quando feita comparagao com o nivel de migragdo adotado como controle.
Nenhum efeito foi observado nas analises feitas em seguida a segunda seqléncia
de exercicios. Efeitos sobre a freqliéncia de Trocas entre Cromatides Irmas também
nao foram descritos. Esses resultados sugerem que a atividade fisica desenvolvida

acima do limiar anaerébico induzem alteracbes nos leucdcitos que podem ser
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detectadas pela anadlise da migracdo do DNA no Teste Cometa. Segundo os
autores, estes resultados podem ter implicacbes para o uso deste teste no
biomonitoramento de individuos que desenvolvem atividade fisica exaustiva e
apontam para a necessidade de avaliacdo cuidadosa do estado fisiologico dos
individuos sob estudo.

Niess e outros (1996) também descreveram aumento nos danos ao DNA,
avaliados pelo Teste Cometa, em consequéncia do exercicio fisico. Neste estudo,
seis homens treinados em corrida de esteira e cinco n&o-treinados correram até a
exaustdo. Aumento significante na migracdo do DNA foi detectado 24h apds o
término da corrida tanto nos individuos treinados quanto nos nao-treinados. A
comparacgao da migracao do DNA entre individuos treinados e n&o-treinados revelou
niveis significativamente maiores nos individuos nao-treinados, o que segundo os
autores sugere que a adaptagcédo ao treinamento parece ser capaz de reduzir os
efeitos dos radicais livres sobre o DNA.

No estudo de Hartmann e outros (1998) em que foi analisada a ocorréncia de
micronucleos, foi também investigada a ocorréncia de danos genéticos com o uso do
Teste Cometa em condi¢des alcalinas. Migracdo aumentada de DNA foi observada
nos leucdcitos dos seis individuos que compuseram a amostra 24h e 72h apés o
exercicio, mas néo 48h apds, revelando segundo os autores um padao bifasico.
Adicionalmente foi empregado protocolo modificado do Teste Cometa efetivo para a
deteccado de bases do DNA oxidadas e nao foi detectada diferenga nos resultados
obtidos antes e depois do exercicio. Os autores também mediram, durante cinco
dias subsequentes ao exercicio, a excregao urinaria de 8-hidroxiguanosina que se
manteve estavel em todo este periodo. Levando em conta estes resultados e os
obtidos na analise de micronucleos os autores consideram que os efeitos do
exercicio fisico sobre os leucocitos, detectados no Teste Cometa, sdo secundarios,

nao tendo origem em bases oxidizadas e ndo resultando em danos cromossémicos.
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6.3 Consideragdes Finais

Da analise da literatura e considerando os resultados obtidos neste estudo, é
possivel supor que a indugcdo de danos genéticos em consequéncia da pratica
intensiva do exercicio fisico esta na dependéncia da quebra do equilibrio fisioldgico
entre o metabolismo aerdbico/anaerdbico, e que tais danos podem ser traduzidos
em diferentes endpoints citolégicos os quais ainda ndo estdo suficientemente
consubstanciados com dados da literatura para que possam ser, no presente

momento, utilizados como biomarcadores de risco.



46

7 CONCLUSOES

Efeitos clastogénicos e aneugénicos consequentes a agao de radicais livres
liberados em consequiéncia do exercicio fisico, tal como avaliados neste estudo, nao

puderam ser observados em linfocitos;

Estudos adicionais se fazem necessarios para a real avaliacdo do uso de
micronucleos como biomarcadores de risco em funcdo da pratica exacerbada do

exercicio fisico.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

PROJETO: PRATICA REGULAR DO FUTEBOL: O ALTO RENDIMENTO DESTE
ESPORTE ESTA ASSOCIADO A DANOS GENETICOS?

Eu, Marcelo Trotte Motta, sou Professor do curso de Educacado Fisica na
Universidade Estadual de Feira de Santana e pretendo desenvolver uma pesquisa
para investigar se a pratica regular e intensa do exercicio fisico esta relacionada com
danos no material genético de um tipo de célula que esta presente no sangue (o
linfocito).

Para realizar esta pesquisa é necessario coletar uma quantidade pequena de
sangue (10ml) da veia do braco, o que sera feito utilizando seringa descartavel e
esterilizada. Este procedimento podera trazer algum desconforto, devido a
introducéo da agulha na veia, mas nao oferece risco a sua saude. Preciso, também,
fazer algumas perguntas relacionadas a pratica de atividade fisica, aos habitos de
fumar e de beber e sobre a ocorréncia de diabetes, pressao alta, uso de medicacao,
tratamento com radiacéo e qual o tipo de atividade profissional que exerce.

Este procedimento sera realizado pela enfermeira Sueli Souza Pereira,
quando a coleta de material for realizada em Salvador e também pela bidloga
Joelande Esquivel Correia (Laboratério de Analises Clinicas UEFS) em coletas
realizadas em Feira de Santana.

Dou garantia de que todas as informagdes sobre vocé serdo mantidas em
sigilo e que a divulgacado dos resultados sera feita com preservacdo da identidade
dos participantes.

Desta pesquisa, poderao ser geradas informagdes a respeito da intensidade
com que 0s exercicios passam a nao exercer efeitos benéficos para o individuo
sugerindo limites para sua realizagéo.

Caso vocé concorde em participar deste estudo, gostaria que assinasse este
termo, elaborado em duas vias, ficando com uma delas. Esclareco que a qualquer
momento vocé podera se desvincular do estudo, se assim o desejar, sem que isto
cause qualquer constrangimento.

Estarei a disposicdo, assim como a minha orientadora, para qualquer
esclarecimento a mais que vocé julgar necessario e me comprometo a informar
diretamente, para todos os participantes do estudo, os resultados que obtiver.

Marcelo Trotte Motta Eneida de Moraes Marcilio Cerqueira
Pesquisador Responsavel Pesquisadora Orientadora

Laboratério de Genética Toxicoldgica Laboratério de Genética Toxicoldgica
Departamento de Ciéncias Bioldgicas Departamento de Ciéncias Biolbgicas

Universidade Estadual de Feira de Universidade Estadual de Feira de
Santana Santana
Telefone: 75 3224-8019/ 8285 Telefone: 75 3224-8019/ 8285

Sujeito da Pesquisa
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QUESTIONARIG

Codigo de identificagao Idade Data
Contato : '
Profizsao
Peso Altura

’ Antecedentes Patologicos
Alguém em sua familia tem ou ja teve?
() Presszo alta ( ) Diabete ( ) Anemia ( ) Bronquite
( ) Pressio baixa ° ( ) Colesterol alto ( ) Asma ( ) Problemas de coluna
( ) Infarto : ( ) Derrame ( ) Obesidade ( ) Céncer
Vocé tem ou ja teve? _
( ) Pressdo alta ( ) Diabete ( ) Anemia ( )Tonturas
( ) Press@o baixa ( ) Colesterol alto () Asma ( ) Problemas de coluna
( ) Infarto . ( ) Derrame ( ) Problemas Hormonais

i
Voré ja praticou atividade fisica ou esportes de forma regular?
( )Nio
( ) Sim. Que tipo e por quanto tempo?

!

Quantas vezes por semana? A
(,)1a2vezes ( )3 a4 vezes ( )5a6 vezes

Qual a duragdo de cada periodo de atividade?
( ) 10 a 20 minutos ( ) 21 a 30 minutos
( ) 41 a 50 minutos ( ) 51 a 60 minutos

Vocé considerava intensidade da atividade?
( )Leve : ( ) Moderada ( ) Intensa

Vocé ja fumou?
( ) Nao
( ) Sim. Durante quanto tempo?

( ) Mais de 6 vezes

( )31 a 40 minutos
( ) Mais de 60 minutos

( ) Extenuante




Quantos cigarros vocé fumava por dia?
()las ()11a1s
()6alo ()l6a20

Atualmente vocé tem o habito de fumar?
( ) Nio
( ) Sim. Ha quanto tempo vocé fuma?

72

( ) Mais de 20

!

Quantos cigarros vocé fuma por dia?

{)las ' ()1l1als
()6alo ()16a20

!

"Vocé faz uso de bebida alcodlica?
( ) Nio

o . . o . A
( ) Sim. Quais seriam os tipos de bebida que vocé faz uso?

( ) Mais de 20

Com que freqiiéncia semanal vocé costuma consumir bebida alcodlica?
()la2 ()3a4 ()5a6

Qual seria a quantidade em média do consumo?
( ) 1az2copos ( )3 a4 copos ( )5 a6 copos

Vocé faz uso de medicamentos regularmente?
( )Nao

( ) Sim

Quais seriam estes medicamentos?

( ) mais de 6

( ) Mais de 6 copos

Vocé fez Raio-X recentemente?
() Nao
() Sim. Ha quanto tempo?

Descreva sucintamente do que vocé se alimenta nas refeigoes que realiza?

Café da manha

Lanche

Almogo

Lanche

Yantar
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UNIVERSIDADE ESDADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Departamento de Ciéncias Biolégicas

Laboratério de Genética Toxicologica

Feira de Santana, 16 de maio de 2006

Oficio S/N

DE: Marcelo Trotte Mota

Pesquisador Responséavel
PARA: Dra. Eliane Elisa de Souza e Azevedo

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade estadual de Feira de Santana

Senhora Coordenadora,
Encaminhamos a Vossa Senhoria o Projeto de Pesquisa “Pratica Regular

no Futebol: o Alto Rendimento deste Esporte estad Associado a Danos
Genéticos?” para que seja avaliado por este Comité.

A /MM -/%pf;.

Marcelo Trofte Mota

Atenciosamente,

Pesquisador Responséavel



UNIVERSIDADE ESDADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Departamento de Ciéncias Biolégicas

Laboratério de Genética Toxicologica

DECLARACAQO

Eu, Marcelo Trotte Mota, declaro para os devidos fins que a coleta dos
dados do Projeto de Pesquisa “Pratica Regular no Futebol: o Alto Rendimento
deste Esporte estd Associado a Danos Genéticos?”, n&o foi iniciada, estando
aguardando a apreciagéo do Comité de Etica em Pesquisa.

Feira de Santana, 16 de maio de 2006

/ S
P /’/f’lofﬂ/ é /ﬂa’?»% //// ot

4 Marcelo Tfotte Mota
Pesquisador Responsavel
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UNIVERSIDADE ESDADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Departamento de Ciéncias BiolGgicas

Laboratério de Genética Toxicol6gica

DECLARACAQ

Eu, Marcelo Trotte Mota, declaro para os devidos fins que comprometo-me
a observar a Resolugdo n°® 196/96 em todas as fases do desenvolvimento do
Projeto de Pesquisa “Pratica Regular no Futebol: o Alto Rendimento deste
Esporte estd Associado a Danos Genéticos?”, incluindo o envio de relatérios
parcial e final.

Feira de Santana, 16 de maio de 2006

i

Marcelo Trotte Mota

2t

Pesquisador Responsavel
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