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RESUMO

Alteracdes do ritmo circadiano estéo relacionadas ao desenvolvimento e crescimento
do cancer e os mecanismos moleculares subjacentes a este efeito ainda precisam ser
mais estudados. No entanto, sabe-se que o exercicio fisico pode sincronizar o ritmo
circadiano, atuando na modulacdo do sistema psiconeuroimunoenddécrino. O
desenvolvimento do tumor, por sua vez, promove alteragcdes no equilibrio desse
sistema resultando em perturbacdo do ritmo circadiano. Um programa regular de
exercicio fisico pode ser uma intervencao util e de baixo custo como estratégia para
melhorar a qualidade de vida de pacientes e sobreviventes do cancer. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar se 0s mecanismos envolvidos na inibicdo do
crescimento tumoral pelo treinamento fisico podem estar associados com o papel
cronomarcador do exercicio fisico. Métodos: Foram utilizados camundongos da
linhagem C57BL/6J divididos em 4 grupos: controle (CTL); Tumor (LLC); Tumor +
Treino no mesmo horario do dia (LLC+T(ZT2)); Tumor + Treino em horarios alternados
(LLC+T(ZTAIt)). Os animais foram submetidos ao treinamento aerobio no terceiro dia
apos a inoculacéo do tumor. Foram realizadas 14 sessfes de treino, compreendendo
5 sessfes na primeira e 5 sessdes na segunda semana e 4 sess0Oes na terceira
semana (60 minutos a 60% da velocidade maxima). Os animais foram eutanasiados
com 21 dias apo6s inocular o tumor, a cada 4 horas do dia, até completar 24 horas
(ZTO, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16 e ZT20). No musculo esquelético gastrocnémio foram
feitas as analises da expressao génica dos clock genes (Clock, Bmall, Perl, Per2,
Per3 Cryl, Cry2, REV ERBa, Rora e Rorf), Ampk, Atrogina-1, Murfl e GAPDH. A
determinacao das concentracdes de TNF-a, IL-1B8, MCP-1, IFN-y, VEGF, IL-10 e IL-4
foram realizadas no musculo gastrocnémio e no tumor. Resultados: O treino reduziu
0 peso total quando comparado com o grupo LCC. Apenas o grupo LLC+T(ZTAIt) teve
reducao no peso quando comparado com o grupo CTL. O peso do tumor foi menor no
grupo LLC+T(ZTAIt) quando comparado com o grupo LLC. Os musculos EDL e séleo
apresentaram maior peso no grupo LLC+T(ZT2) quando comparado com o grupo LLC.
O exercicio em diferentes horarios reduziu a concentracdo de glicose quando
comparado com o grupo LLC (ZT8). O treinamento fisico praticado em horérios
alternados foi capaz de aumentar a expressao no gene Perl(ZT4) quando comparado
com os grupos sedentarios. O grupo LLC+T(ZT2) teve aumento da expressao de Per2
guando comparado com o grupo CTL no ZTO e ZT4, ja o grupo LLC+T(ZTAIt)
apresentou aumento do Per2 quando comparado com o grupo CTL e LLC apenas no
ZT4. Na analise feita no gene Per3, o grupo LLC+T(ZTAIt) apresentou maior
expressao no ZT4 quando comparado com os grupos CTL e LLC. A expressao génica
da AMPK foi aumentada no periodo claro e a Atrogina-1 reduzida, ambos no grupo
LLC+T(ZT2). Atrogina-1 estava aumentada no grupo LLC+T(ZTAIt) no ZT20 quando
comparado com o grupo CTL. Ainda no musculo gastrocnémio, a concentracao
proteica do TNF-a foi maior no grupo LLC(ZT16) quando comparado com 0S grupos
CTL e LLC+T(ZTAIt). Ja o VEGF estava aumentado no grupo LLC quando comparado
com o grupo LLC+T(ZTAIt). A IL-10 (ZT16) estava aumentada no grupo LCC quando
comparado com os grupos CTL e LLC+T(ZT2 e ZTAIlt). No mesmo ZT o grupo
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LLC+T(ZTAIt) apresentou menor concentracdo da IL-10 quando comparado com o
grupo CTL e LLC+T(ZT2). A IL-4 apresentou aumento da concentracédo no ZT16 no
grupo LLC+T(ZT2) quando comparado com os grupos CTL e LLC+T(ZTAIt). No tumor,
TNF-a mostrou efeito do exercicio fisico em horarios alternados, com aumento no
grupo LCC+T(ZTAIt) no ZT16 quando comparado com o grupo LLC+T(ZT2). A IL-10
e IL-4 também foram mais expressas no grupo LLC+T(ZTAIt)(ZT4). Concluséo: O
exercicio fisico mostrou ser um grande modulador do reldgio circadiano no musculo
esquelético, promovendo efeitos protetores ao musculo, além de atenuar o
crescimento tumoral.

Palavras chave: Ritmo Circadiano, Céancer, Clock Genes, Musculo Esquelético,
Inflamacéo, Exercicio Fisico.
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ABSTRACT

Background: Changes in circadian rhythm are related to cancer development and
growth, however the molecular mechanisms underlying this effect need to be further
studied. It is known that physical exercise can synchronize the circadian rhythm, since
it acts in the modulation of the psychoneuroimmunoendocrine system. The
development of the tumor, in turn, promotes changes in the balance of this system
resulting in a disturbance of the circadian rhythm. Thus a regular exercise program can
be a useful and a low-cost intervention as a strategy to improve the quality of life of
cancer patients and survivors. Therefore, our objective was to evaluate whether the
mechanisms involved in the inhibition of tumor growth by physical training can be
correlated with the chronological role of physical exercise. Methods: C57BL / 6J mice
were used, divided into 4 groups: control (CTL); Tumor (LLC); Tumor + Training at the
same time of day (LLC + TZT2); Tumor + Training at alternate times (LLC + TZTAIt).
The animals were submitted to aerobic training on the third day after tumor inoculation.
14 training sessions were carried out comprising 5 sessions / week (40 to 60 minutes
at 60% of maximum speed). The animals were euthanized 21 days after inoculating
the tumor, every 4 hours of the day, until completing 24 hours (ZTO, ZT4, ZT8, ZT12,
ZT16 and ZT20). In the gastrocnemius muscle, analyzes of the gene expression of the
clock genes were performed (Clock, Bmall, Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, REV-ERBQq,
Rora and RorB), Ampk, Atrogin-1, Murfl and GAPDH. The determination of the
concentration of TNF-aq, IL-13, MCP-1, IFN-y, VEGF, IL-10 and IL-4 were performed in
the gastrocnemius muscle and in the tumor. Results: The training reduced the total
weight when compared with the LCC group, and only the LLC + T(ZTAIlt) had a
reduction in weight when compared with the CTL group. The tumor weight was lower
in the LLC+T(ZTAIt) group when compared to the LLC group. The EDL and soleus
muscles presented greater weight in the ZT2 group when compared to the LLC group.
Exercise at different times also reduced glucose concentration when compared to the
LLC group (ZT8). The physical training practiced at alternated times was able to
increase the expression in the Perl gene (ZT4) when compared with sedentary
groups. The group that trained in ZT2 had an increase in Per2 expression when
compared with the CTL group in ZTO and ZT4, whereas the group with alternate
training showed an increase in Per2 when compared with the CTL and LLC group only
in ZT4. On the Per3 gene, the LLC+T (ZTAIt) group showed a higher expression in
ZT4 when compared with the CTL and LLC groups. The gene expression of AMPK
was increased in the light period and Atrogin-1 reduced, both in the LLC+T(ZT2) group.
Atrogin-1 was increased in the LLC+T(ZTAIt) group in the ZT20 when compared to the
CTL group. Also in the gastrocnemius muscle, the protein expression of TNF-a was
higher in the LLC group (ZT16) when compared with the CTL and LLC+T(ZTAlt). VEGF
was increased in the LLC group when compared to the LLC+T(ZTAIt). IL-10(ZT16) was
increased in the LCC group when compared to the CTL and LLC+T groups (ZT2 and
Alt). In the same ZT, the LLC+T(ZTAIt) group showed a lower expression of IL-10 when
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compared to the CTL and LLC + T(ZT2) group. IL-4 showed an increase in ZT16
expression in the LLC +T(ZT2) group when compared with the CTL and LLC+T(ZTAIt)
groups. In the tumor, TNF-a was affected by exercise, being increased in the group
that trained at alternate times (ZT16) when compared with the LLC+T(ZT2). And IL-10
and IL-4 were also more expressed in alternate exercise (ZT4). Conclusion: Physical
exercise proved to be a major modulator of the circadian clock in skeletal muscle,
promoting protective effects to the muscle, in addition to attenuating tumor growth.

Keywords: Circadian Rhythm, Cancer, Clock Genes, Skeletal Muscle, Inflammation,
Physical Exercise.
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1 INTRODUCAO

A sociedade atual apresenta peculiaridades que s&o responsaveis pelas
mudancas no reldgio bioldgico que os seres humanos apresentavam até o fim do
século XIX. Neste sentido, vale ressaltar que apesar do aumento da longevidade
observado durante o século XX, periodo este em que praticamente dobrou a
expectativa de vida dos seres humanos, a reducéo do numero de pessoas residentes
na zona rural, e o rapido aumento dos grandes centros urbanos promoveu mudancas
no ritmo bioldgico da nossa espécie(1-3).

E fato que este problema vem se acentuando no século XXI, com o crescente
avanco da tecnologia, ocorre a utilizacdo constante de aparelhos eletrdnicos,
aumentando a exposicao a luz proveniente destes, assim como, 0 aumento no nivel
de ruidos e barulhos, além da possibilidade de receber e enviar informagfes 24 horas
por dia tem causado perturbacdes no ritmo circadiano (1-3). Atualmente, estamos
passando por um momento complicado devido a pandemia do COVID-19, com isso
muitas pessoas estao trabalhando de suas préprias casas, 0s horarios para o inicio e
o fim das tarefas foram alterados, o tempo na frente dos computadores aumentou,
levando a uma jornada maior de trabalho diario, e como consequéncias, frequentes
mudancas nos habitos e horarios alimentares, assim como o0 aumento da inatividade
fisica, contribuindo para uma alteracdo ou perturbacg&o no ritmo circadiano.

A crbnica exposi¢do a luminosidade dos grandes centros urbanos é capaz de
reduzir a producdo de melatonina. Na presenca de luz, essa informagdo é
transportada da retina pelas células ganglionares da retina intrinsecamente
fotossensiveis através do trato retino-hipotalamico até o nucleo supraquiasmatico no
hipotalamo, esse sinal de presenca de luz é conduzido até a glandula pineal, por meio
da qual a producédo e secrecdo ritmica de melatonina sdo reduzidas, levando ao
prejuizo da resposta circadiana, sendo esse um dos principais mecanismos de
regulacdo do nosso ciclo sono-vigilia(4).

N&o obstante, observa-se que para a manutencdo das atividades da nossa
sociedade houve um aumento consideravel no nimero de trabalhadores que tem que
realizar seu trabalho no turno invertido, ou seja, no periodo noturno para nés humanos,
causando privagao de sono constante. Neste caso, esses trabalhadores apresentam
grande aumento no numero de dias afastados do trabalho, seja por morbidades ou

acidentes de trabalhos. Dentre as morbidades, pode ser destacado o aumento no
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namero de doengas associadas a inflamagéo cronica de baixo grau, como doencas
cardiovasculares, obesidade, diabetes e cancer(5).

A perturbacéo circadiana constante € sem dudvida nenhuma um fator de risco
para o desenvolvimento do céancer(6). Novamente, os estudos envolvendo
trabalhadores por turno mostram o alto risco desses sujeitos desenvolverem varios
tipos de tumores(7-9). Tem sido mostrado na literatura que durante a progressao do
cancer ha uma perturbacédo circadiana, ocorrendo mudancas em muitas tarefas
controladas pelo reldégio central (ndcleo supraquiasmatico) ou periférico (tecidos e
células) e orquestradas pelos clock genes(10).

Existem padrbes de comportamentos que sdo capazes de reajustar a nossa
ritmicidade biologica, como por exemplo habitos alimentares, atividade fisica e rotinas
de trabalho. Hoje discute-se os beneficios de se ter uma rotina rigorosa, com 0 mesmo
horario para as refei¢cfes, por exemplo, ja que a ingestao de nutrientes € um marcador
do ritmo circadiano, e que em nossa sociedade moderna também vem sendo alterado,
ja que muitas pessoas ndo sao capazes de manter rotina e um padréo alimentar(11).

O treinamento fisico € um fator sincronizador do ritmo circadiano, apesar do
mecanismo molecular ndo estar claro, ja h4 o consenso de que as células musculares
apresentam padrdo de expressao ritmica de suas proteinas, assim da sua
atividade(12). Assim, o treinamento fisico aerdbio pode ser uma ferramenta néo-
farmacologica capaz de reduzir os danos causados pela perturbacdo do ritmo
circadiano e de muitos processos biol6gicos, sendo considerado 0s possiveis
mecanismos pelos quais o treinamento fisico € capaz de reduzir o surgimento de
diversos tipos de tumores, e também uma reducdo na capacidade proliferativa dos

mesmos(13).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ritmo Circadiano

A cronobiologia é um campo da biologia que examina a geracdo de ritmos
biolégicos em diferentes espécies e em muitas partes do corpo, e sua adaptagédo aos
fenbmenos periddicos relacionados ao ciclo claro e escuro ou ao sol e lua(14). Esse
ritmo diario previsivel e robusto na disponibilidade de alimentos e fatores ambientais

levou a evolucdo de um mecanismo de tempo interno de aproximadamente 24 horas,
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denominado de ritmo circadiano, permitindo que 0s organismos antecipem as
mudancas diarias e aperfeicoem o condicionamento fisico(15).

O ritmo circadiano € controlado por reldgios circadianos que estdo presentes
em quase todos os tecidos dos mamiferos. O reldgio principal ou central esta
localizado no nucleo supraquiasmatico(SCN), no hipotalamo, uma pequena regiao do
cérebro contendo 10.000-15.000 neurdnios(16,17). Desta forma, o relégio central com
a colaboracéo de outros reldgios periféricos (tecidos e células) permite a manutencéo
do ritmo circadiano, e que pode ser alterada, por fatores externos como luz, atividades
sociais, alimentacdo(16,18) e atividade contratil (exercicio fisico)(19-21). O relogio
circadiano é controlado através da interacdo entre um ciclo de retroalimentacéo
(feedback loop) dos genes circadianos no nucleo de todas as células do corpo(17).

O funcionamento do relégio circadiano envolve mecanismos de
retroalimentacdo negativa (the negative feedback loop). Os genes Clock (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput) e Bmall (Brain And Muscle Arnt-Like Protein 1)
formam um heterodimero, funcionando como fator de transcricdo para a expressao
dos genes Period(Perl, 2 e 3), Cryptochrome(Cry 1 e 2), Rev-Erb(a e ) e Ror(a, B e
v)(22). Per e Cry ap0s a traducdo, formam oligbmeros que séo transportados do
citoplasma para o nucleo, onde bloqueiam a sua propria transcri¢do ao inibir a agéo
do Clock/Bmall. Outro mecanismo regulatério € induzido pelo complexo
heterodimeérico Clock/Bmall que ativam a transcricdo de receptores nucleares 6rfaos
(Rev-Erb e Ror) (23-25). Rev-Erb (a e ) e Ror (a, B e ¥) subsequentemente competem
pelo ROREs (Retinoic Acid-Related Orphan Receptor Response Elements), presentes
no promotor de Bmall. Ror ativa a transcricdo de Bmall1(25-27), enquanto Rev-Erb
reprime o processo de transcricdo(23,27). Assim, a oscilacdo circadiana de Bmall é
tanto positivamente quanto negativamente regulada por Rors e Rev-Erbs(9). Em
humanos, um ciclo circadiano tem inicio geralmente nas primeiras horas da manha
com a ativagéo da transcricdo de Per e Cry por Clock/Bmall. Os niveis de transcricao
atingem seu apice por volta de meio dia e os niveis de proteina citoplasmatica atingem

seu apogeu cerca de duas horas depois(17,22) (Figura 1).
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Figura 1. Os heterodimeros dos fatores de transcricdo BMAL1 e CLOCK aumentam a expresséo
de muitos genes alvo. Destes, os produtos proteicos dos genes Periodo (Per) e Cryptochrome
(Cry) fornecem um mecanismo de retroalimentacdo para inibir a atividade transcricional do
Clock-Bmall. A atividade dos dimeros Per-Cry é regulada no nivel pés-transcricional por
fosforilagdo pela caseina quinase 1¢ (CKI). Outros alvos genéticos de Clock-Bmall incluem os
receptores 6rfados Ror e Rev-Erb que, respectivamente, promovem e inibem a transcricdo de
Bmall. Além desses componentes principais do relégio genético, o Clock-Bmall regula a
expressao de varios alvos a downstream que sao chamados de genes controlados do reldgio
(CCGs). Adaptado de (22).

2.2 Ritmo Circadiano e Cancer

O relégio circadiano constitui uma maquinaria molecular evolutiva que dita a
regulacdo temporal da fisiologia para manter a homeostase. Oscilacdes diarias
comportamentais e fisiolégicas sdo acionadas por um reldgio circadiano endogeno,
gue por muitas vezes pode sofrer influencias externa (do meio ambiente). Nas
sociedades modernas, as mudancas no estilo de vida, levam a interrupgéo frequente
da homeostase circadiana endogena(28). Essa interrupcdo do ritmo circadiano
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e crescimento tumoral. Por
outro lado, os processos oncogénicos enfraguecem diretamente os ritmo circadiano
(6)

Em humanos, a interrupc¢ao circadiana encontrada em trabalhadores por turnos
0s coloca em risco aumentado de cancer de mama(8) e prostata(9). Além disso,
camundongos com uma ablacdo do relégio central localizado dentro do nucleo
supraquiasmatico (SCN) exibem aumento do crescimento de xenoenxertos tumorais

em comparagao com camundongos com ritmo circadiano intacto(29). No geral, existe
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uma ligacdo entre o cancer e a perturbagéo do ritmo circadiano, embora sua extensao
e mecanismos moleculares ndo sejam totalmente elucidados(30)

Sabe-se que as causas para a formacdo da massa tumoral podem ser por
determinante genético, no entanto, o estilo de vida parece ser o principal contribuinte
para isso, sendo que fatores de risco comportamentais e nutricionais S&o
responsaveis por cerca de um ter¢co das mortes por cancer(31). Além disso, diversos
trabalhos tém mostrado forte ligacdo entre o desenvolvimento do cancer e o ritmo
circadiano(32-34). Um grande conjunto de evidéncias conectou 0S genes que
controlam o ritmo circadiano a varios outros fatores reguladores importantes para a
transformacéo celular. Dado o papel pleiotropico do reldgio circadiano na fisiologia,
nao surpreende que varios hallmarks do cancer estejam sob controle do reldgio

circadiano (Figura 2)(6).
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Figura 2. Durante o inicio do cancer, o ritmo circadiano é interrompido pelos oncogenes; isso
sugere que o afrouxamento da funcado do relégio circadiano pode facilitar a instauracdo dos
hallmarks do cancer e desempenhar um papel fundamental na tumorigénese(6).



30

Portanto, muitas proteinas do reldgio circadiano também interagem fisicamente
com proteinas que participam de vias relevantes para o desenvolvimento do cancer.
Assim, a modulacéo da funcdo ou da concentracdo das proteinas que controlam o
relogio circadiano pode proteger ou promover o cancer. Primeiramente, as proteinas
do reldgio circadiano e suas proteinas interativas reconhecem o ambiente celular. Por
exemplo, alteracdo no estado redox da célula pode afetar a afinidade do Clock/Bmall
para o DNA(35). Consequentemente, alteracdes no estado redox, co-fatores e
modificacdes pds-traducionais causadas por programas oncogénicos podem alterar a
estabilidade, localizacao ou funcéo das proteinas do relégio(6,36).

Além disso, ha outros mecanismos que podem estar relacionados com o0s
componentes do reldgio circadiano envolvidos na iniciagcdo ou progressao do cancer.
Por exemplo, os componentes do reldgio circadiano regulam direta ou indiretamente
a expressdo de centenas ou milhares de genes em diferentes tipos de células, o que
leva a ritmos diarios em muitos processos celulares, incluindo metabolismo de
nutrientes(36) regulacao redox(37), autofagia(38,39), reparo de danos ao DNA(33) e
secrecao celular(40,41). O ritmo diario desses processos celulares é parte integrante
de sua homeostase. A interrupcédo do ritmo circadiano interrompe esses processos
celulares e cria um ambiente celular propicio a tumorigénese (isto é, reprogramagao
metabdlica, desequilibrio redox, inflamacao crénica, etc.)(6).

O reldgio circadiano também pode regular a expressdo de diversos fatores
secretados, que exercem funcdes paracrina ou enddcrina. Esses fatores secretados
incluem citocinas, hormonios e neurotransmissores, que por sua vez, podem sinalizar
através de seus receptores cognatos e vias de sinalizacdo downstream para afetar a
funcdo do reldgio, arrastando ou sincronizando os relogios em diferentes tecidos.
Esses fatores endocrinos podem ser biomarcadores da funcdo circadiana em
diferentes tecidos. No entanto, alguns tumores podem produzir quantidades
excessivas desses hormonios ou citocinas relevantes para o reldgio circadiano, o que
também pode atrapalhar os reldgios circadianos em 6rgaos distantes(6)

Estudos com seres humanos apontam alteragcbes no ritmo circadiano e
aumento da susceptibilidade para o desenvolvimento de cancer e mau prognastico.
Por exemplo, a expressao de todos os trés genes Per estdo desregulados em células
de cancer de mama(42). Expresséo Perl é regulada negativamente na maioria dos
pacientes, possivelmente devido & metilagdo do seu promotor. E importante ressaltar

gue diversos estudos utilizando modelos animais mostraram relagcdes entre alguns
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genes controladores do reldgio e tumorigénese(42—46). Especificamente, Perl e Per2
parecem funcionar como supressores do tumor em camundongos(43). Auséncia de
Per2 leva ao desenvolvimento de linfomas malignos(44), enquanto que a sua
expressdo em linhagem de células cancerigenas resulta na inibicdo do crescimento
celular, parada do ciclo celular, apoptose e perda da capacidade clonogénica(44). E
interessante notar que os niveis de mMRNA de Per2 séo regulados negativamente em
varias linhagens celulares de linfoma humano e em células tumorais de pacientes com
leucemia mieloide aguda(44). A superexpressao de Perl também pode suprimir o
crescimento de linhagem celular de cancer humano(43). Ndo obstante, os niveis de
MRNA de Perl séo regulados negativamente em cancer de pulmédo em comparacao
com os tecidos normais correspondentes(43). Estes resultados apontam diretamente
para uma ligacao entre desordem do ritmo circadiano e cancer(45,46).

As alteracbes na expressdo génica circadiana sdo caracteristicas
compartilhadas de diferentes tipos de tumores. Tais alteragdes na expressao do gene
do reldgio nos tumores podem ter relevancia funcional. Alguns estudos encontraram
alteracOes na expresséo de Rev-Erb e Cry em amostras de tumor que influenciam a
sobrevivéncia de pacientes com glioblastoma, céncer colorretal e gastrico(47-50).
Por exemplo, um estudo mostra que a maior expressdo de Cryl correlacionou-se
positivamente com o fendtipo agressivo do cancer colorretal, prevendo resultados
ruins para os pacientes, além disso, esse estudo mostra que a superexpressao de
Cryl em linhagem de células de cancer colorretal promoveu a proliferacdo e migracédo
celular(50). J& a expressdo de Rev-Erba estava diminuida em tecidos de cancer
gastrico humano e o tempo de sobrevivéncia dos pacientes foram significativamente
associado a expressao do Rev-Erba, sugerindo que o Rev-Erba pode ser um fator de
prognadstico no cancer gastrico(49).

A interrupcao da expressdo génica circadiana pode ser causada néo apenas
por eventos genéticos. Por exemplo, a acidificagdo do microambiente do tumor leva a
alteracbes do relogio circadiano(51), e a autofagia, que € altamente regulada em
varios tipos de tumor, pode desencadear a degradagcédo do Cry1(38). Em resumo, as
analises genéticas e gendmicas dos tumores indicaram que as mudancas na
expressao dos genes do reldégio sdo mais difundidas do que as mutacdes nos genes
do reldgio. Isso levou a hipétese de que programas oncogénicos podem interromper
a regulacéo circadiana, o que, por sua vez, alimenta ainda mais o crescimento do

tumor(6).
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Os processos oncogénicos podem suprimir o equilibrio homeostéatico imposto
pelo reldgio circadiano para facilitar a instauracdo dos hallmarks do cancer. Em
contrapartida, outras linhas de evidéncia mostram que a disfuncao do ritmo circadiano
afeta a tumorigénese e que os genes do relégio regulam vérias caracteristicas do
cancer. A manipulacéo farmacoldgica dos componentes do relégio circadiano pode
revelar novas oportunidades para o tratamento do cancer, sendo essa estratégia
denominada de cronoterapia do cancer, sendo o tratamento em horarios especificos,
acompanhando o ritmo circadiano, e buscando otimizar os efeitos antitumorais e
diminuir a toxicidade do tratamento(47). Entretanto uma tentativa de manipulagéo n&o
farmacologica dos componentes do relogio circadiano também pode ser uma

estratégia para prevenir ou mesmo atenuar o desenvolvimento do cancer.

2.3 Exercicio Fisico e Ritmo Circadiano

Os humanos séo seres que teoricamente deveriam ser ativos durante o dia e
descansar durante a noite(28). Estas oscilagcbes diarias comportamentais e
fisiolégicas sdo acionadas por um reldgio circadiano enddgeno. Este reldgio
circadiano endégeno muitas vezes pode sofrer influencias externas(52), levando a
uma interrupcao frequente da homeostase circadiana, proporcionando aumento no
risco de varias doencas, incluindo cancer(28). Alguns ciclos ambientais ajustam o
oscilador que gera o ritmo circadiano, levando-o a oscilar com o mesmo periodo do
ciclo. Esse processo € conhecido como arrastamento e o ciclo ambiental que arrasta
o relégio é chamado de Zeitgeber (Zeitgebers — do alemao: Zeit=tempo,
Geber=doador). Esses fatores externos servem ainda como indicadores de tempo, e
podemos considerar varios Zeitgebers, sendo a luz o mais importante, que reinicia
diariamente o reldgio central. Na auséncia dos Zeitgebers, os ritmos circadianos estao
em curso livre e tém um periodo com duragéo diferente de 24 horas(53).

O exercicio fisico € um robusto Zeitgeber nos musculos esqueléticos, podendo
redefinir o reldgio circadiano molecular(54). O reldgio circadiano tem sido bem
documentado no musculo esquelético. McCarthy et al. 2007 foram os primeiros a
verificar perfis da expressao ritmica de genes no muasculo esquelético, uma
abordagem util para medir genes circadianos, e concluiram que mais de 200 genes

exibiram um padréo de expressao ritmica(55). Estes genes foram observados para
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abranger uma ampla variedade de processos fisiolégicos, incluindo a transcri¢do, a
sinalizacéo celular e 0 metabolismo de proteinas(55).

Estudos também sugerem que o exercicio fisico pode alterar o ritmo circadiano,
comportamentos e expressdo dos clock genes(20) e, além disso, o exercicio fisico
afeta todos os tecidos e sistemas do corpo humano, interagindo em um sistema de
modulacdo psiconeuroimunoenddcrino. As alteragdes no equilibrio desse sistema,
observadas em doencas crbnicas, tais como o cancer, promovem perturbacdo do

ritmo circadiano(56).

2.4 Exercicio Fisico e Cancer

Antigamente, era recomendado aos pacientes apés o diagnéstico de cancer o
repouso e que atividades extenuantes fossem evitadas, porém nas duas Ultimas
décadas esse dogma foi mudando drasticamente, a medida que estudos de
intervencdo com exercicios e atividades fisicas ganharam ampla aceitacéo,
popularidade, e principalmente efeitos benéficos a saude(57).

Embora as recomendacdes sobre atividade fisica para pacientes com cancer
tenham comecado a mudar nos ultimos anos, a no¢gdo de que o exercicio voluntario
poderia inibir o crescimento de tumores em modelos experimentais de roedores foi
demonstrado na década de 1940(57,58). Apos esse estudo, o foco na relevancia do
comportamento do exercicio fisico estava exclusivamente ligado a prevencdo do
cancer, e os estudos que examinavam a aplicacdo do exercicio fisico em populactes
com diagnéstico de cancer comecou a aparecer no final da década de 80, no qual
pacientes com cancer de mama foram submetidos ao treinamento fisico como
estratégia de ajudar no tratamento quimioterapico(59,60).

Outro fator importante demonstrado nesses ultimos anos € que o nivel de
atividade fisica esta relacionado com a redugdo do risco de pelo menos 13 tipos
diferentes de cancer(61), além de fornecer evidéncias de que o exercicio fisico esta
diretamente relacionado com a reducéo da recidiva para o cancer de prostata, colon
e mama(62—-64).

Para auxiliar no tratamento do cancer, frequentemente sdo prescritos para
pacientes medicamentos para ajudar a minimizar os efeitos secundéarios da
guimioterapia e tratamento relacionados ao préoprio cancer, mas a terapia com drogas

€ vista como solucdo de curto prazo que resolve apenas temporariamente efeitos
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secundarios debilitantes(65). Alguns dos sintomas fisicos associados ao tratamento
sdo a fadiga, a anemia, a perda de massa muscular e a diminuicdo do equilibrio e
coordenacao(66). Estes sintomas fisicos podem trazer diminuicdo da energia e
desempenho fisico, reduzindo assim, o estado de humor geral e qualidade de
vida(66,67). O aumento dos niveis de atividade fisica pode melhorar a capacidade
fisica e aspectos psicossociais em pacientes sobreviventes de cancer(68,69). Alguns
estudos sugerem que exercicio fisico de baixa a moderada intensidade € uma opcao
viadvel e segura para mediar os efeitos do tratamento médico(65,66,70). Treinamento
aerdbio tem a capacidade de atenuar a perda no desempenho fisico tipicamente
associado com o tratamento do cancer(71,72). Para tanto, um programa regular de
exercicios pode ser uma intervencao util e de baixo custo como estratégia para
melhorar a qualidade de vida de pacientes e sobreviventes do cancer(56).

O exercicio fisico tem um papel importante no processo de reabilitagdo em
pacientes com cancer(73). Uma revisdo de dados quantitativos de 82 ensaios
controlados com intervencdes de atividade fisica para sobreviventes de cancer
mostrou que o exercicio fisico foi bem tolerado durante e apds o tratamento (sem
eventos adversos)(74). Esses fatos reforcam que o treinamento fisico € seguro
durante e apds o tratamento do cancer e pode resultar em um aumento da capacidade
funcional, qualidade de vida e reducdo da fadiga relacionada ao cancer em varios
grupos de sobreviventes do cancer(75,76). Nao obstante, Lira et al. (2008) mostraram
gue o treinamento aerdébio promove efeito protetor, reduzindo em até 10 vezes o
tamanho do tumor(77).

A atividade fisica regular de intensidade moderada (por exemplo, caminhada
rapida) diminui o risco de muitos canceres, bem como de mortalidade por cancer. Em
estudos com animais, o exercicio regular inibe o inicio e a progressao do tumor em
ampla gama de modelos de tumor e localizagbes anatbmicas. Uma abundancia de
evidéncias apoia uma associacdo entre atividade fisica e diminuicdo do risco de
cancer, assim como a mortalidade por cancer(13,78,79). Claramente esta € uma
guestdo importante dada a crescente incidéncia mundial de cancer e
sedentarismo(13). E, portanto, importante elucidar os mecanismos biolégicos que
explicam os potenciais efeitos antitumorigénicos do exercicio fisico que podem levar
a prevencao do cancer ou pelo menos a uma taxa atenuada de crescimento tumoral.

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

para que ele seja classificado como tal, alguns marcadores (hallmarks of cancer)
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devem apresentar caracteristicas especificas, dentre elas: alta e continua atividade
proliferativa, ativacdo do processo de invasdo e/ou metastases, resisténcia a morte
celular, evaséo de processos que regulam o crescimento, angiogénese, alteracéo do
metabolismo celular, inflamacédo, instabilidade genOmica e escape do sistema
imunitario(34).

Acredita-se que o exercicio pode agir em alguns marcadores do cancer, por
exemplo, o exercicio fisico pode ajudar a prevenir o cancer em modelos animais,
induzindo reducdo na concentracdo do IGF-1(80,81), sendo esse um fator que
desencadeia a proliferacéo celular(82,83). Além disso, 0 exercicio diminuiu 0s niveis
séricos de IGF-1 em homens saudaveis com 60 anos de idade(84). O exercicio pode
ser um supressor do crescimento tumoral, por aumentar a ativacdo da p53, resultando
em expressao aumentada da p21, IGFBP-3 e PTEN, que por sua vez pode induzir
regulagéo negativa da via de IGF-1 e, assim, contribuir para a prevencdo do cancer
de pele(85,86). O exercicio também pode reduzir a proliferacao de células tumorais
por meio da estimulacéo da fosforilacdo de AMPK e seu substrato raptor, o que reduz
a atividade da mTOR(87).

Resisténcia a morte celular € um fator comum na iniciacdo e progressao
tumoral, o exercicio fisico mostrou ter um efeito na morte celular e supressédo do
crescimento do tumor de pancreas e prostata em um modelo de xenoenxerto de
camundongo(88).

O exercicio também esta relacionado em melhora da perfusédo/vascularizacéo
intratumoral em cancer de mama(89,90) e de prostata(91,92), promovendo ativacao
do HIF-1a pelo exercicio e subsequentemente uma regulacdo positiva de VEGF,
associando assim a uma vasculariza¢do produtiva do tumor com mudanca em direcao
a reducdo do processo de metastase em um modelo ortotépico de cancer de
prostata(91), esses achados levaram a hipbéteses de que o exercicio resulta em
perfusdo tumoral aumentada e assim pode melhorar a administracdo de drogas e
células imunoldgicas para dentro do tumor(92).

As células inflamatérias dentro do microambiente tumoral tém efeito de
promocdo ao desenvolvimento do tumor(34), o exercicio fisico jA € bem conhecido
pelos seus efeitos antiinflamatérios(93—-95). Além do mais, o musculo esquelético é
bem conhecido por ser um oOrgdo endocrino capaz de liberar moléculas
(principalmente proteinas e pequenos peptideos, mas também &cidos nucléicos,

lipidios e metabdlitos) na corrente sanguinea (seja em livre circulagdo ou dentro de
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exossomos e/ou microvesiculas) conhecidas como miocinas, atuando sistemicamente
e com efeitos antiinflamatérios(96). Algumas miocinas também podem induzir
apoptose em tumores especificos, através das miocinas oncostatina M no cancer de
mama(97) e osteonectina (proteina secretada acida e rica em cisteina) no cancer de
c6lon(98).

Ademais, outra miocina bem descrita e com efeitos imunomodulatorios é a IL-
6(99), que por sua vez também apresenta efeitos antitumorigénicos(78). Isso ocorre
através da mobilizacdo induzida pelo exercicio de células NK e a subsequente
infiltracdo dessas células em tumores mediadas pelo efeito acoplado de liberagédo na
corrente sanguinea da IL-6 dos musculos esqueléticos e a atividade da adrenalina,
liberado das glandulas supra-renais(78). Entretanto, esse efeito da IL-6 parece ser
exclusivo do exercicio fisico, pois uma vez que a injecao da IL-6 ndo conseguiu simular
a infiltracdo de células NK ou a reduc¢éo do crescimento tumoral e a IL-6 derivada do
tumor promove efeitos a favor do crescimento tumoral(100).

Embora os mecanismos pelo qual o exercicio fisico possa controlar os
marcadores do cancer ainda ndo estdo bem elucidados, nota-se que o estilo de vida
saudavel e a préatica regular de exercicio fisico tém potenciais efeitos

antitumorigénicos.

2.5 Exercicio Fisico, Ritmo Circadiano e Cancer

Como descrito, o exercicio fisico praticado regularmente é um robusto
Zeitgeber do relégio circadiano nos muasculos esqueléticos(54) e pode ser uma
estratégia ndo farmacologica para prevenir ou atenuar o desenvolvimento do cancer
(94), porém pouco se sabe sobre a relacdo dos mecanismos envolvidos na pratica do
exercicio fisico sobre o cancer e o relégio circadiano.

Alteracbes no ritmo circadiano estao relacionadas com diversas morbidades,
entre elas, alteracbes no padrdo de sono, causando piora na qualidade do sono,
distarbios psiquiatricos, como depressédo e ansiedade, aterosclerose, hipertensao,
cancer, entre outros(42,101-104).

Estudos em humanos e roedores demonstraram que variaveis como forca do
musculo esquelético e a capacidade oxidativa apresentam diferencas significativas ao
longo do dia(105—-108). Por exemplo, estudos tém demonstrado consistentemente um

aumento da forca no final da tarde em relacdo a manha (105), enquanto a capacidade
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oxidativa atinge o pico no final da noite(108). Além disso, as concentracdes basais de
hormoénios e metabdlitos sistémicos oscilam ao longo de um periodo de 24 horas,
embora o impacto dessas oscilagcdes no exercicio ndo seja claro(106—109), portanto,
o horario da pratica do exercicio fisico pode ser um fator fundamental em uma terapia
anticancer.

Além disso, o exercicio fisico realizado de maneira voluntaria pode afetar a
rapidez com que um animal sincroniza a fase de um novo ciclo claro/escuro(110,111),
promovendo assim mudancas no reldgio circadiano no masculo esquelético(20), e o
treinamento aerobio foi capaz de melhorar o metabolismo e 0 desempenho através
dos mecanismos do reldgio circadiano que tinham sido afetados em camundongos
mutantes para Clock(112).

Também nota-se a estreita relacao dos genes que controlam o ritmo circadiano
a varios outros fatores reguladores importantes para a transformacdo celular,
conectando evidéncias de que varios hallmarks do cancer estejam sob controle do
relégio circadiano(6), e que o exercicio fisico pode interferir nesses hallmarks
atenuando o crescimento tumoral(13).

Posto isso, 0 nosso objetivo foi avaliar se os mecanismos envolvidos na inibigao
do crescimento tumoral pelo treinamento fisico podem estar correlacionados com o

papel cronomarcador do exercicio fisico.
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8 CONCLUSAO

Neste trabalho, o exercicio fisico em horarios alternados foi mais eficiente em
reduzir a massa tumoral, porém o exercicio fisico praticado no mesmo horario do dia
promoveu maior efeito protetor para o masculo esquelético, assim como preveniu a
perda de massa muscular. Além disso, o exercicio em horarios fixos apresentou efeito
cronomodularor, aumentando a expressao génica de AMPK e reduzindo a expressao
de Atrogina-1 no periodo claro quando comparado ao periodo escuro

Ainda no mdusculo gastrocnémio, o exercicio fisico foi responsavel pela
oscilacédo dos clock genes dentre os horarios analisados, elevando a expresséo de
Clock, Perl, Per2 e Per3, principalmente no periodo claro. Ja no periodo escuro, 0
grupo que treinou no mesmo horario do dia apresentou aumento das citocinas anti-
inflamatérias. No tecido tumoral, este efeito anti-inflamatério foi observado no grupo
gue treinou em horarios alternados e durante o periodo claro. De modo geral, o
exercicio fisico se mostrou um grande modulador do reldgio circadiano no musculo
esquelético, além de promover efeitos protetores ao musculo e mitigar o crescimento

tumoral.
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