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RESUMO

E consensual que a pratica regular de exercicio fisico constitui um fator imprescindivel na
manutencdo de um estilo de vida saudavel pois além de reduzir o risco de diversas doencas,
promove o bem-estar psicoldgico.

No entanto, a pratica de exercicio fisico intensivo induz o incremento de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que por sua vez pode levar a alteragcdes no metabolismo humano. De facto, existem
diversos estudos que defendem que o exercicio fisico praticado acima de um determinado nivel de
duracdo e intensidade pode levar ao aumento de ROS e por sua vez aumentar os niveis de stress
oxidativo.

Este estudo teve como objetivo analisar o impacto do exercicio fisico intensivo afeto a préatica de
bailado no dano do ADN, neste caso, em bailarinos profissionais da Companhia Nacional de
Bailado (CNB) portuguesa.

A amostra do estudo consistiu num total de 28 participantes composta por 14 bailarinos e 14
individuos do grupo controlo, com idades compreendidas entre os 22 e 57 anos de idade.
Informacdo individual considerada relevante foi avaliada através de questionarios
autoadministrados.

Para quantificar o dano no ADN em bailarinos, colheitas de sangue foram realizadas antes e apds
a época de bailado (Setembro a Julho). A técnica utilizada foi a versao alcalina do teste do cometa
para avaliar o dano primario no ADN e a versdo enzimatica com a enzima de restricdo
formamidopirimidina ADN-glicolase (FPG) que deteta purinas oxidadas sendo possivel assim
quantificar o dano oxidativo no ADN.

Os resultados obtidos revelaram um aumento estatisticamente significativo (p <0.001) do dano
oxidativo em bailarinos apds a época de bailado (1.06 + 0.16 para 4.67 £0.68) comparativamente
ao dano oxidativo presente antes da época. No entanto, os niveis de dano oxidativo no ADN antes
da época ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa relativamente ao grupo controlo.
Verificou-se ainda que no grupo de bailarinos o dano primario diminui com a idade através de uma
correlagdo (r=-0.553) significativa (p <0.05) e que os bailarinos fumadores tém um aumento
significativo (p <0.05) do dano oxidativo no ADN ap0s a época.

Os bailarinos profissionais sofrem um aumento do dano oxidativo no ADN ap0s época, facto que
deve ser tido em atencdo através da implementacdo de medidas de controlo como a
biomonitorizacdo periddica. No entanto, verifica-se uma diminui¢do do dano primario no ADN
com o0 aumento da idade bem como a diminuicdo do dano oxidativo no ADN apds dois meses de
descanso o que pode pela adaptacdo do sistema antioxidante face a pratica de exercicio fisico
regular. Estudos devem ser feitos a fim de prescrever as recomendac0es ideais para a pratica segura
de exercicio fisico.

Palavras-chave: Dano no ADN; Stress Oxidativo; Exercicio fisico; Bailado; Satude Ocupacional
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ABSTRACT

It is consensual that regular physical activity is crucial to maintain a healthy lifestyle because it
reduces the risk of numerous health disorders and it is determinant to achieve a psychological well-
being.

Nevertheless, the practice of physical activity also seems to be related with the increase of Reactive
Oxygen Species (ROS) that could induce alterations in the human metabolism. In fact, there is
consistent evidence supporting that above a certain level of intensity and duration, exercise may
induce an increase in the generation of ROS and consequently increase oxidative stress levels.

The aim of this study was to analyze the impact of intensive physical exercise related with dancing
on DNA damage, in this case, in professional dancers from the Portuguese National Company of
Dance.

The study population consisted on 14 professional dancers and 14 subjects from the control group,
totaling 28 subjects, with ages between 22 and 57 years old. Relevant individual information was
also assessed using self-administrated questionnaires.

To quantify the DNA damage among professional dancers, blood samples were taken before and
after the season (from September to July). The technique used in the present study were the alkaline
version, to investigate the primary DNA damage, and the enzymatic version, through the
incubation of a restriction enzyme (formamidopyrimidine DNA-glycosylase) that is able to detect
oxidized purines, serving as an indicator of oxidative DNA damage.

The obtained results showed a statistically significant increase (p<0.001) of the oxidative DNA
damage after the season (1.06 + 0.16 to 4.67 £0.68) comparing with the oxidative DNA damage
before the season. However, DNA damage levels among dancers, before the season did not show
any statistically significant difference from the control group. It was also observed that in the
dancers group, primary DNA damage decreased with age through a significant (p<0.05)
correlation (r= -0.553) and that the oxidative DNA damage was significantly (p<0.05) higher
among smokers after the season.

There is a sharp increase on oxidative DNA damage after the season among professional dancers,
situation that needs to be considered through implementation of various measures like periodic
biomonitoring. However, a decrease of primary DNA damage with age as well a decrease of
oxidative DNA damage after a rest period was observed, which could be explained due the regular
practice of physical exercise. Overall, deeper research should be conducted to prescript the ideal
recommendations for safe practice of exercise.

Keywords: DNA damage; Oxidative Stress; Physical Activity; Dance; Occupational Health
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1 INTRODUCAO

A salde ocupacional tem um papel fundamental no seio de qualquer empresa, uma vez que atua
na prevengdo dos riscos profissionais, na protecdo e promoc¢do da saude dos trabalhadores e
consequentemente diminui os encargos financeiros resultantes de acidentes e doengas relacionadas
com o trabalho na sociedade (DGS, 2013).

Os riscos ocupacionais variam de acordo com a natureza da atividade, podendo ser bioldgicos,
fisicos, quimicos, psicossociais e outros relacionados com o trabalho ou a atividade (ARS, 2010).

Ao encontro destes Gltimos destaca-se uma atividade enquadrada na CAE? 90010, que diz respeito
a Atividades das Artes do Espetaculo, mais especificamente a Danca. Esta atividade é
extremamente exigente tanto a nivel fisico como psicoldgico (Azevedo et al., 2007).

No que respeita a esta atividade, na literatura cientifica encontram-se fundamentalmente estudos
que abordam a perspetiva ergondémica, nomeadamente o risco de lesées musculo-esqueléticas. Um
estudo realizado em Portugal no ano de 2007 mostrou que, durante um ano, quase sete em cada
dez bailarinos profissionais de companhias de danca teve uma lesdo, tratando-se de uma
prevaléncia? de 68% (Azevedo et al., 2007).

No entanto, apesar de este parecer ser o risco mais ébvio, ndo se pode descurar outros associados
a pratica de exercicio fisico intensivo.

Atualmente, o stress oxidativo € um termo bastante conhecido principalmente no mundo dos
desportistas. Este é nada mais, nada menos do que a condi¢do em que a producdo de radicais livres
excede a capacidade fisiologica do sistema antioxidante conseguir tornar estas espécies reativas
inativas (Bloomer & Goldfarb, 2004). O dano celular resultante do stress oxidativo é representado
por alteracdes em diversas macromoléculas e encontra-se associado a algumas doencas graves,
como doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e cancro (Valko et al., 2007).

Estudos indicam, que o dano celular ocorre em resultado de exercicios de alta intensidade e de
moderada a longa duracdo (Silva et al., 2013; Sjodin et al., 1990) como é o exemplo da danca
profissional.

A danca é uma atividade de carater severo e 0s profissionais vivem diariamente tentando alcancar
a perfeicdo (Berardi, 2005), dai ser compreensivel o nimero restrito de profissionais afetos a esta
atividade. De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2014 apenas existiam 48
diplomados em Dancga. No entanto, em Portugal esta atividade continua a contribuir para a
economia do pais, sendo que as atividades das artes e espetaculo perfazem cerca de 29% das
empresas inseridas nas atividades culturais e recreativas (INE, 2014).

! Classificacdo Atividade Econémica de acordo com o Decreto-Lei n.° 381/2007, de 14 de Novembro.
2 Proporcéo de individuos acometidos por um problema de salide durante um determinado periodo de tempo (Wagner
1998).
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Os lucros para esta atividade apenas advém do nimero de bilhetes vendidos por espetaculo, o que
indiretamente contribui para uma maior dedicacdo e esforco por parte dos profissionais que fazem
desta a sua ocupacao.

Estes vivem diariamente sob pressdo em busca de mais e melhor e o facto de n&o valorizarem os
sinais e sintomas anormais no seu corpo resulta num agravamento das suas lesées (Camargo &
Ghirotto, 2003). Prova disto é um estudo realizado em bailarinos, em que estes inclusive ignoraram
quase metade das lesdes (44,5%) sem sequer interromperem por um dia a sua atividade profissional
(Azevedo et al., 2007).

Mediante o exposto, se por um lado, a conduta entre bailarinos apela a urgéncia de estudos
ocupacionais para o conhecimento dos riscos inerentes a atividade, também o facto de ser uma
ocupacao com elevada exigéncia a nivel fisico requer particular atencdo, uma vez que apesar do
stress oxidativo e o exercicio fisico serem alvo de muita pesquisa cientifica, na area do bailado
esta ainda é uma area a explorar.

Assim, é de todo pertinente, um sistema de monitorizacdo de doengas com suspeita de origem
profissional, de forma a contribuir para a detecdo precoce e consecutiva sensibilizacdo e
implementacdo de medidas preventivas.

4 Introducdo
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Caraterizacao da atividade

A danga é uma profissdo que ao longo da histéria tem vindo a ser reconhecida como uma atividade
que favorece ndo s6 o aspetos socioafetivos e psicologicos como também os fatores estéticos,
fisicos e fisioldgicos (Trevisan & Schwartz, 2012). Esta modalidade € um emprego de dedicagéo
integral. Os bailarinos passam, cerca de 17 a 29 horas por semana em ensaios e 8 a 20 horas por
semana em aulas técnicas, além das apresentacdes que tém ao longo do ano (Batson, 2007).

A tipica rotina de trabalho de um bailarino consiste principalmente em: aulas, ensaios e as
apresentacgdes. O ballet por exemplo é um tipo de danca caraterizado por trés fases, nomeadamente
0s exercicios de barra, o exercicio no centro de intensidade moderada e os exercicios de centro de
elevada intensidade (Schantz & Astrand, 1984). Os exercicios incluem saltos, giros, elevacdes,
flexdes, extensdes entre outros no que refere ao uso dos membros superiores e inferiores de acordo
com o que é exigido (Trevisan & Schwartz, 2012). No entanto, para que este tipo de danca atinja
um nivel técnico satisfatorio, torna-se necessario um longo e arduo treino (Cigarro et al., 2006).

De facto, a danca vai ao encontro de exigentes componentes nomeadamente a adequada
composicédo corporal, cardiorrespiratéria e musculosquelética assim como a forca, flexibilidade e
resisténcia muscular (Prati & Prati, 2006).

Os esforgos exigidos por esta pratica fazem com que os muasculos trabalhem na sua capacidade
méaxima (Trevisan & Schwartz, 2012), em algumas sequéncias de treino inclusive as frequéncias
cardiacas podem ser proximas das maximas (P. Burckhardt et al., 2011) solicitando o metabolismo
aerdbio e anaerobio (Russell, 2013).

O ballet cléssico, apesar de ser uma arte graciosa, é considerado uma das atividades mais exigentes
a nivel do sistema musculosquelético (Albisetti et al., 2010). Por isso, estes sao considerados além
de artistas, atletas (Gamboa et al., 2008) com rotinas artisticas extremamente complexas que
requerem um elevado nivel de habilidade assim como exigéncias fisicas para as realizar (Solomon
etal., 1999).

A danca possui exigéncias fisicas equiparadas a outros desportos, o ballet classico, por exemplo
esta considerado um desporto predominantemente intermitente, similar a desportos como o futebol
ou ténis, nos quais existem periodos de exercicio extremamente intensivo (Schantz & Astrand,
1984). Um bailado requer uma elevada dimensdo artistica com exigéncias a nivel fisico idénticas
as de desportistas de elite (Amorim, 2014).

Os bailarinos estd@o sujeitos a uma elevada pressao devido as exigéncias da profissao e por isso
estes tém carreiras relativamente curtas (Shah, 2008). Ostwald et al. (1994) sustentam que tal
ocorre devido ao declinio de forca e as lesdes cumulativas ou até incapacitantes.

Esteves, Filipa 5
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e Prevaléncia e incidéncia de lesoes

As lesdes sdo muito comuns em profissionais de danca, tendo em conta ndo sé as exigéncias fisicas
mas também a pressao psicoldgica com que diariamente estes profissionais tém de lidar. Dados,
sugerem que muitos, quando se lesionam se mantém a trabalhar pois existe o risco de perderem o
lugar, o que para eles se traduz numa perda de identidade profissional, pois a danca € um mundo
em que perseveranca, dor e lesdes sdo parte da sua cultura laboral (Mainwaring et al., 2001).

Estudos referem que o treino intensivo € um fator de lesdes cronicas e agudas em bailarinos
(Strassel et al., 2011) sendo que o tipo de lesbes mais comuns nesta atividade sdo as
musculosqueléticas (Hincapie et al., 2008).

Em Inglaterra, Bowling (1989) concluiu que, durante seis meses, quase metade (42%) de uma
amostra de 142 bailarinos sofreram pelo menos uma lesdo. Em Portugal, um estudo
epidemioldgico, constatou que, durante o periodo de um ano, sete em dez bailarinos profissionais
de companhias de danga portuguesas se lesionou, tratando-se de uma prevaléncia de 68%
(Azevedo et al., 2007).

No Reino Unido, as estatisticas de um inquérito nacional sobre salde e lesbes em bailarinos relatou
que 85% destes profissionais apontam para pelo menos uma lesdo no periodo de um ano (Laws et
al., 2006) sendo 50% destas lesdes musculares, 50% englobando as articulagdes, mais de 20%
serem relacionadas com tenddes, 15% relacionadas com a estrutura 6ssea e 5% categorizadas como
“outras”.

Num outro estudo realizado na Australia, Negus et al., (2005) ao investigarem o historico de lesGes
numa amostra de 29 bailarinos de danca cléssica (cinco do sexo masculino e 24 do sexo feminino)
concluiram que todos reportaram ter tido pelo menos uma lesdo na sua carreira nos dois ultimos
anos.

Como se pode verificar através da literatura, estes profissionais sdo acometidos por uma grande
incidéncia® e prevaléncia de lesdes (Hincapie et al., 2008) sendo os membros inferiores os mais
afetados (Bronner et al., 2003). Estudos referem que a maioria das lesdes ocorre no inicio da
temporada e sobretudo nos ensaios (Solomon et al., 1999) razdo esta que pode ser explicada pela
maior repeticdo em busca da perfeicdo técnica e pela fadiga (Scialom et al., 2006; Bronner et al.,
2003).

Estas lesbes tém consequéncias bastante negativas para a satde dos bailarinos, pois prejudicam o
seu desempenho, o que é uma preocupagdo omnipresente para estes profissionais. No entanto,
apesar da elevada prevaléncia das lesdes estar bem documentada, os estudos que analisam o
impacto dos riscos nesta atividade a nivel metabolico séo escassos.

3 Risco de um ou mais individuos saudaveis desenvolverem uma doenga num determinado momento (Wagner, 1998).

6 Estado da arte
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2.2 Exercicio fisico e stress oxidativo

2.2.1 Exercicio fisico

O exercicio fisico pode ser definido como qualquer atividade estruturada e planeada que leva ao
aumento da frequéncia cardiaca e ao gasto de energia (Gomes, Silva, & de Oliveira, 2012).

Existem diferentes tipos de exercicio que dependem da intensidade (anaerdbios e aerdbios), da
contracdo muscular e da frequéncia (aguda ou crénica) (Gomes et al., 2012). A principal diferenca
fisioldgica entre o exercicio aerébio e anaerdbio € a fonte de energia, sendo que, 0 metabolismo
aerdbio primeiramente produz energia através das gorduras e do oxigénio, sem muita acumulagéo
de acido lactico no sangue, enquanto que o exercicio anaerdbio é caraterizado por curtos periodos
de elevados esfor¢os em que a energia é fornecida pelo sistema anaerébio, ou seja, sem recurso a
oxigeénio, resultando numa grande acumulacdo de acido lactico no sangue (Gomes et al., 2012).

A prética regular de exercicio, constitui um dos estilos de vida mais importantes no que diz respeito
a melhoria do desempenho funcional, na diminui¢do da morbilidade e também das causas de morte
prematura (Soares et al., 2015). Estudos confirmam que h& evidéncias irrefutaveis do efeito da
atividade fisica regular na prevencao ndo s6 da morte prematura, como também na prevencédo
primaria e secundaria de muitas doencas crénicas como doencas cardiovasculares (o que tem sido
alvo de bastante pesquisa cientifica), diabetes do tipo 1, cancro (em particular o cancro da mama
e do cdlon), hipertensdo, obesidade, depressdo e até mesmo da osteoporose, uma vez que a pratica
de exercicio fisico promove a manutencgdo da estrutura 6ssea (Warburton et al., 2006).

Além destes beneficios, a salde cognitiva também é privilegiada no que respeita a préatica de
exercicio fisico regular (Hillman et al., 2008). Avancos recentes nas técnicas de neuroimagem
mostram que o exercicio fisico afeta a estrutura e fungéo do cérebro (Heinonen et al., 2014). Assim,
0 desporto esta diretamente relacionado ndo s6 com a prevencao das doencas como também na
manutencdo cognitiva e neuroldgica, 0 que por acrescento resulta numa diminuicdo de encargos
econdmicos para a sociedade (Hillman et al., 2008). A préatica de exercicio fisico reduz ainda os
sintomas de depressao, stress, ansiedade e aumenta os niveis de autoconfianga e autoestima
(Morgan et al., 2012).

A salde, no que respeita a aptiddo fisica, estd relacionada com um conjunto de fatores,
nomeadamente o estado de saude, a aptiddo cardiovascular, o perfil musculosquelético, a
composi¢do corporal e o metabolismo (Warburton et al., 2006). Por esta razdo, existem Vvarios
mecanismos biologicos que podem ser responsaveis pela redugdo das doencas cronicas e pela
morte prematura associada com a rotina de exercicio fisico (Warburton et al., 2006). No entanto,
frisa-se que, todas estas variaveis poderéo ser influenciadas por outros fatores, como por exemplo
os fatores ambientais e até mesmo genéticos (Blair et al., 2001).

Para colmatar a incidéncia de doencas relacionadas com o sedentarismo e incentivar a pratica de
exercicio fisico, existem diretrizes mundiais e europeias com base em evidéncias empiricas que
definem comportamentos minimos para manter a satde para diferentes grupos etarios (Hills et al.,
2015). Neste sentido, de acordo com as recomendacGes da Organizacdo Mundial de Saude (2010),
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para os adultos, com idades compreendias entre os 18-64 anos, a atividade fisica inclui a que é
realizada através de atividades de lazer, de transporte (caminhar ou andar de bicicleta), as
atividades de foro ocupacional, tarefas domésticas, desportos, exercicios planeados no contexto
diario ou de familia e atividades comunitarias (WHO, 2010). Ainda mediante as mesmas
orientacdes, os adultos (18-65 anos) devem praticar, no minimo, 150 minutos de atividade fisica
moderada durante a semana, ou se preferivel, 75 minutos de atividade fisica intensiva para o
mesmo periodo. A atividade fisica pode ainda ser combinada entre exercicios intensos e
moderados (WHO, 2010).

Um relatério sobre o desporto e a atividade fisica na Europa, publicado em Margo (Comissdo
Europeia, 2014) constatou que, 59% dos europeus, nunca ou raramente fazem exercicio fisico.
Através das mesmas estatisticas observa-se que esse comportamento tem aumentado, pelo que as
estatisticas de 2009 apontavam para uma porcdo de 39% de populacdo que nunca praticou
exercicio ou algum desporto e as de 2013 para 42% (Figura 1).

= -

B Regularmente

Legenda: B Com alguma regularidade
Grafico interior: 2009 £ Raramente
Grafico exterior: 2013 TINunca

Figura 1 - Regularidade com que os Europeus praticam desporto
(Comissdo Europeia, 2014).

Os cidadaos do Norte da Europa séo os que praticam mais exercicio fisico (Comissao Europeia,
2014). A proporgéo que pratica exercicio fisico ou algum tipo de desporto pelo menos uma vez
por semana é de 70% na Suécia, 68% na Dinamarca, 66% na Finlandia, 58% nos Paises Baixos e
54% no Luxemburgo (Comisséo Europeia, 2014).

Pelo contrario, os cidaddos do Sul da Europa sdo 0s que menos atividade fisica praticam (Figura
2), pelo que a proporgdo que nunca pratica exercicio ou algum tipo de desporto encontra-se em
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Portugal (64%), Italia (60%), Malta (75%), Roménia (60%) e Bulgaria (78%) (Comissao Europeia,
2014).
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Figura 2 - Frequéncia com que os Europeus praticam desporto? Resposta: Nunca
(Comisséo Europeia, 2014).

No entanto, apesar de todos os beneficios associados a pratica de exercicio fisico, este, quando
praticado mediante condi¢es desfavoraveis para a manutencdo do estado de homeostasia, esta
associado a um estado de stress oxidativo, este que pode resultar em diversas alteragcoes
metabdlicas (Heinonen et al., 2014).
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Enquanto o treino fisico regular acarreta beneficios para a satide, o exercicio agudo* e extenuante
tanto aerdbio como anaerdbio pode induzir a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e consequentemente elevar os niveis de stress oxidativo (Pingitore et al., 2015). Este por
sua vez tem impactos negativos na salde, inclusive pode induzir danos em diversas
macromoléculas e promover o desenvolvimento de doengas cronicas como diabetes,
arteriosclerose e cancro (Wu et al., 2004).

e Resposta fisica ao exercicio fisico

Sempre que o corpo humano é desafiado a exercer atividades fisicas, este responde através de
varios, sendo de todos os sistemas fisioldgicos. Por exemplo, 0 movimento requer ativacao e
controlo por parte do sistema musculosquelético enquanto que os sistemas cardiovascular e
respiratorio sdo 0s responsaveis por suportar esta exigéncia durante longos periodos de tempo
(Heinonen et al., 2014).

O sistema respiratorio responde de acordo com as necessidades fisiologicas e o tipo de exercicio
praticado, traduzindo-se basicamente através da ventilagdo pulmonar e respiratéria. Durante o
exercicio intensivo ou prolongado, uma consequéncia do aumento da ventilacdo pulmonar é o
aumento da producdo de dioxido de carbono, ides de hidrogénio e da temperatura corporal
(Heinonen et al., 2014).

A resposta do sistema cardiovascular é diretamente proporcional as exigéncias do musculo
esquelético no que respeita as necessidades de oxigénio, sendo que o mesmo aumenta linearmente
com as exigéncias do exercicio (Heinonen et al., 2014).

A nivel celular varias alteraces podem ocorrer, nomeadamente a superproducdo de ROS que por
sua vez interferem com a integridade das proteinas, lipidos e acidos nucleicos (Valko et al., 2007).

2.2.2 Stress oxidativo

Em 1982, Davies e 0s seus colaboradores foram os primeiros a estabelecer uma relacao de causa-
efeito entre a producdo de ROS e a pratica de exercicio fisico, mais concretamente apds uma
experiéncia de laborat6rio em que submeteram um grupo de roedores a um treino intensivo (Davies
etal., 1982). No sistema bioldgico os radicais livres podem ser derivados da molécula de oxigénio,
azoto e enxofre. Essas moléculas sdo partes ou grupos de moléculas denominadas espécies reativas
de oxigénio (ROS), espécies reativas de azoto (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS)
(Rahman, 2007).

Como referido anteriormente, a superproducdo destas espécies estd associada a varias doencas
entre as quais 0 cancro, a arteriosclerose, doencas cardiovasculares, neurologicas, doencgas renais
e hepaticas, hipertensdo, a artrite reumatoide, doencas autoimunes, inflamacéo, diabetes, autismo,

4 Caraterizado pelo exercicio que produz respostas metabdlicas e fisiologicas com duracdo de alguns minutos até
varias horas e pode ser realizado de forma aer6bia ou anaerébia (Gomes et al., 2012).
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doenca de Alzheimer, Parkinson, lapus, ulceras gastricas entre outras (Lerman et al., 1991; L et
al., 2010; Rahman, 2007; Shahar et al., 2011).

Um radical livre é definido como a molécula ou o aomo que tem na sua estrutura eletrGes
desemparelhados e por isso se torna altamente instavel e reativo com outras moléculas (Clarkson
& Thompson, 2000; Horenstein et al., 2000).

Para adquirir a estabilidade quimica, o radical livre interage com outras moléculas na sua
proximidade, através da captacdo ou da cedéncia de eletrbes e/ou de atomos de hidrogénio
(Fridovich, 1995; Shan et al., 1990; Yu, 1994). Além deste, existem outros compostos celulares
que apesar de ndo possuirem qualquer eletrdo desemparelhado na sua estrutura quimica, séo
extremamente reativos e facilmente geram radicais livres (Ascenséo et al., 2003). Desta forma,
utiliza-se a denominacdo mais abrangente de espécies reativas, para englobar ndo s6 os radicais
livres mas também os compostos nao radicais seus percursores (Ascensdo et al., 2003).

O exercicio fisico € um fator que favorece o incremento de ROS que resultam do consumo de
oxigénio (O2) (Ascensao et al., 2003). Isto porque, de acordo com a configuracao eletrénica desta
molécula, o O2 pode ser considerado um bi-radical uma vez que possui na sua orbital externa dois
eletrdes desemparelhados com spins paralelos e por isso € considerada uma molécula
potencialmente oxidativa pela sua tendéncia em captar eletrées (Morel & Barouki, 1999) (Figura
3).

radical
superéxido - ~

:O. N W il

o0 | © —'/ 2H 20
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peréxido de 2H

L O ® hidrogénio

o0 radical

hidroxilo
Oxigénio molecular
(2 electrbes desemparelhados
com spins paralelos na ultima orbita|)

Figura 3 - Distribuicdo dos eletrdes na orbital externa da molécula de oxigénio e redugdo da molécula a 4gua, com o
conjunto de reagdes intermédias ndo enzimaticas que justificam a formagdo de ROS na cadeia de transporte de eletrfes
(Ferreira et al., 2007).

Estas espécies formadas durante o metabolismo celular e durante outras atividades funcionais tém
um importante papel na sinalizacdo celular, apoptose, expressdo genica e transporte ionico
(Carocho & Ferreira, 2013), no entanto quando em elevadas concentragdes, podem traduzir-se em
alteracfes na estrutura de moléculas fundamentais para a manutencdo da homeostasia celular
(Evans, 2000; Lee et al., 2004; Mota et al., 2004). Estas moléculas incluem proteinas, lipidos e
bases pdricas e pirimidicas, considerando que sdo excessivamente pequenas e altamente reativas
(Carocho & Ferreira, 2013).
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De todos os radicais livres de oxigénio, aqueles que apresentam uma maior relevancia biologica,
ndo sé devido a sua toxicidade como também por serem o0s mais prevalentes, sdo o radical
superoxido (O2'-) e o radical hidréxilo (HO") (Halliwell, 1991; Pryor, 1986). Quanto aos restantes
compostos ndo radicais, potenciais geradores de radicais livres, encontram-se por exemplo o
peroxido de hidrogénio (H202) e o &cido hipocloroso (FREI, 1999; Halliwell, 1991; Lee et al.,
2004; Pryor, 1986).

O Oy"- dificilmente consegue atravessar as membranas celulares (Evans, 2000) no entanto
desencadeia uma série de reacdes quimicas com os &cidos gordos dos fosfolipidos e dessa forma
compromete o normal funcionamento da célula (Evans, 2000; Ji, 1999; Pryor, 1986).

J& 0 H20> pelo contrério, possui capacidade de atravessar facilmente as membranas celulares, mas
no entanto esta é uma espécie menos reativa pois a sua estabilidade esta dependente de outros
fatores como a presenca de iGes metalicos livres nas suas proximidades (Halliwell, 1991; Lee et
al., 2004; Pryor, 1986).

O HO" tem uma elevada reatividade com as biomoléculas proximas, pelo que € uma das espécies
reativas de oxigénio que mais alteracfes provocam nos sistemas biolégico (Lee et al., 2004; Pryor,
1986; Shan et al., 1990). Na tabela 1 encontram-se as espécies reativas de oxigénio radicais e ndo
radicais.

Tabela 1 - Espécies reativas de oxigénio, radicais e ndo radicais

Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais: Né&o-Radicais:
O2*- Superdxido H202 Perdxido de hidrogénio
HO* Hidroxilo HOCI- Acido hipocloroso
ROz’ Peroxilo Os Ozono
RO’ Alcoxilo 102 Singleto de oxigénio
HO? Hidroperoxilo ONOO- Peroxinitrito

(Ferreira, Ferreira, & Duarte, 2007).

Estas especies sdo produzidas em diferentes locais da célula, nomeadamente nas mitocondrias, no
reticulo endoplasmatico, nos lisossomas, nas membranas celulares, nos peroxissomas e no citosol
(Ames et al., 1993; Beckman & Ames, 1998; Lee et al., 2004; MOREL & BAROUKI, 1999).
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De acordo com a literatura, a mitocondria constitui a principal fonte de espécies reativas de
oxigénio no musculo esquelético, tanto em esfor¢o agudo como em repouso (Ames et al., 1993;
Beckman & Ames, 1998; Di Meo & Venditti, 2001; Tonkonogi & Sahlin, 2002).

Uma vez que a formac&o de espécies reativas de oxigénio é proporcional a quantidade de oxigénio
consumido, com o0 aumento do exercicio muscular e com o consequente aumento do consumo de
oxigeénio, a sintese de espécies reativas de oxigénio aumenta (Ji, 2002; Vollaard et al., Cooper,
2005).

Aquando a pratica de exercicio fisico a produgdo de ROS ocorre fundamentalmente em resultado
da contragdo muscular, no entanto existem outros mecanismos que também tém um determinado
peso na producdo de ROS como a cadeia transportadora de eletrbes e a reperfusdo isquémica
(Gomes et al., 2012).

O equilibrio entre a producdo e a neutralizacdo das ROS por agentes antioxidantes, é muito
delicado e se esse balanco tende a uma superproducdo de ROS, as células consequentemente
sofrem as consequéncias do stress oxidativo (Wiernsperger, 2003).

O stress oxidativo € portanto, nada mais, nada menos do que um desequilibrio entre a acdo dos
agentes oxidantes e dos antioxidantes (Morel & Barouki, 1999; Pryor, 1986; Shan et al., 1990;
Vollaard et al., 2005), o qual podemos ver esquematizado na figura 4.
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Figura 4 - Conceito de stress oxidativo baseado no desequilibrio entre as a¢fes pré-oxidante e antioxidantes teciduais

(Ferreira et al., 2007).

Com o objetivo de prevenir ou reduzir o dano oxidativo causado pelas ROS, o organismo humano
e outros seres vivos, desenvolveram um sistema de defesa antioxidante.

2.2.3 Sistema antioxidante

O elevado potencial de toxicidade do oxigénio exige aos organismos aerébios a existéncia de um
sistema de protecdo munido de antioxidantes a fim de proteger as suas células e efeitos das ROS
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(Ferreira et al., 2007). Isto porque, quando os niveis de stress oxidativo ultrapassam a capacidade
do sistema de defesa, situacdo que geralmente acontece em atividades que requerem exercicio
fisico intensivo (Kyparos et al., 2009) as estruturas celulares sdo afetadas, situacdo que promove
0 desenvolvimento de doencas (Wu et al., 2004).

Um antioxidante é qualquer substancia capaz de reduzir o dano causado pelo radical livre ou capaz
de tornar o préprio radical menos ativo (Knez et al.,). Estas substancias sao capazes de fornecem
eletrbes/atomos de hidrogénio as ROS sem se tornarem moléculas instaveis (Ferreira et al., 2007).

Como se pode verificar na tabela 2, o sistema antioxidante é constituido por sistemas enzimaticos
e ndo enzimaticos (Goldfarb, 1999), estes que podem ser classificados em fungdo do seu
mecanismo de acdo (antioxidantes de prevencdo, de intercecdo e reparagdo), da sua localizagédo
(intracelulares ou extracelulares) e da sua proveniéncia (através da dieta, antioxidantes exdgenos
e da sintese enddgena, antioxidantes enddgenos) (Ferreira et al., 2007).

Tabela 2 - Origem, localiza¢do e mecanismos de a¢do dos principais antioxidantes organicos

Antioxidantes Ex6genos Antioxidantes Endégenos
Extracelulares Intracelulares
Prevencéo Prevencéo Prevencéo
Zinco Albumina Glutationa Peroxidase
Selénio Bilirrubina Superdxido Dismutase
Ceruloplasmina Catalase
Ferritina Glutationa Redutase
Mioglobina
_ Intercecéo Metalotioneina Intercecdo
Acido Ascoérbico Metalotioneina Glutationa
Alfa-tocoferol Haptoglobina Acido Urico
Carotenoides Coenzima Q
Reparacéao

Metaloenzimas

(Ferreira et al., 2007).

Os antioxidantes de prevencdo tém a capacidade de criar condi¢Ges favoraveis a fim de evitar a
formacdo de ROS, os de intercecdo reagem com as ROS transformando-as em substancias menos
reativas ou nao reativas o que evita o ataque as estruturas celulares. Os antioxidantes de reparacao,
por sua vez, favorecem a remocao dos danos moleculares causados pelas ROS e a reconstituicdo
da estrutura e da homeostasia celular (Drége, 2002; Gassen et al., 2003).

Assim, durante o exercicio intensivo, a medida que os picos de producdo de ROS véo sucedendo
é de esperar que a taxa de sintese dos antioxidantes também aumente, garantindo as células uma
maior capacidade de defesa a fim de manter a homeostasia no organismo (Giimiistas, 2003;
Smolka et al., 2000).

A aparente contradicédo entre o stress oxidativo causado pelo exercicio agudo e os beneficios na
salude associados a préatica regular de exercicio, podem ser explicados pelas adaptacGes
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metabolicas induzidas pelo stress oxidativo quando este € praticado regularmente (Radak, Chung,
& Goto, 2008).

De facto, o exercicio fisico regular ndo s6 desenvolve a resisténcia fisica como também promove
adaptacdes no sistema de antioxidante, reforgando-o e consecutivamente reduzindo a producao de
oxidantes (Radak et al., 2008; Radak et al., 2001) permitindo uma protecdo adicional contra o
stress oxidativo (Knez et al., 2006).

Além das adaptacOes e aumento das defesas do sistema antioxidante, existe uma resposta de
adaptacdo as ROS ap0s exercicio fisico na expressao génica e na regulacéo de proteinas (Alessio
et al., 2000; Ji,2002; S. Reichhold et al., 2009). Existem cada vez mais evidéncias de que 0s
radicais livres mediam a regulacdo das enzimas de reparagdo de ADN (Alessio et al., 2000; Ji,
2002; S. Reichhold et al., 2009).

No entanto, os inimeros beneficios do exercicio fisico regular contrastam com o exercicio
exaustivo em tecidos ndo adaptados, o que pode levar a perigosas consequéncias na salde como
doengas como a arteriosclerose, doencas cardiacas, cancro, entre outras (Valko et al., 2007). A
tabela 3 apresenta as alteracdes no organismo perante um caso esporadico de exercicio e exercicio
fisico regular.

Tabela 3 - Alteragdes no sistema antioxidante

Treino esporadico Exercicio fisico regular

ROS

Dano oxidativo

Atividade de enzimas antioxidantes

Resisténcia ao stress oxidativo

N

Reparagdo de dano oxidativo t =)

X

-

Funcéo fisioldgica

(Radak et al., 2008).

2.2.4 Stress oxidativo e exercicio fisico intensivo (revisdo sistematica)

Varios estudos tém-se debrucado sobre a tematica do exercicio fisico e do stress oxidativo, e de
facto existem fortes evidéncias de que existe producdo de ROS ap0s uma sessdo de exercicios
aerobios, anaerdbios e mistos (Finaud et al., 2006; Fisher-Wellman & Bloomer, 2009; Mastaloudis
et al., 2004).
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Para verificar a relacdo entre o stress oxidativo e a pratica de exercicio fisico intensivo, realizou-
se uma revisdo sistematica detalhada do tema que teve por base a metodologia de reviséo
sistematica referenciada no modelo PRISMA (Prefered Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) no decorrer do ano letivo de 2014-2015. A pesquisa dos artigos cientificos
foi efetuada com o auxilio da ferramenta de interface de pesquisa do sistema de metapesquisa da
Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto (FEUP) em 34 revistas cientificas (ACM
Digital Library, ACS Journals, AHA Journals, AIP Journals, AMA Journals, Annual Reviews,
ASME Digital Library, Biomed Central, Cambridge Journals Online, CE Database, Directory of
Open Acess Journals, Emerald Fulltext, Geological Society of America, Highwire Press, IEEE
Xplore, Informaworld, Ingenta, IOP Journals, MetaPress, nature.com, Oxford Journals, Political
Science: A SAGE Full-Text Collection, Royal Society of Chemistry, SAGE Journals Online,
SciELO, Science Magazine, ScienceDirect, Scitation, SFX A-Z, SIAM, Sociology: A SAGE Full-
Test Collection, SpringerLink, The Chronicle of Higher Education, Wiley Online Library) e 24
bases de dados (Academic Search Complete, AGRICOLA Articles, AGRICOLA Books, Beilstein
via SCIRUS, Business Source Complete, CiteSeerX, Compendex, Criminal Justice Periodicals,
Current Contents, Energy Citations, ERIC, Inspec, Library, Information Science & Technology
Abstracts, MEDLINE, PsycArticles, PsycCRITIQUES, PubMed, Science & Technology
Proceedings, ScienceDirect, SCOPUS, Social Sciences & Humanities Proceedings, SourceOECD,
TRIS Online, Web of Science, Zentralblatt MATH) pré-definidas. Foi definido um conjunto de
palavras-chave para proceder a primeira pesquisa, sendo que a cada par de pesquisa foi procurado
por titulo e/ou assunto com o elo de ligagdo “AND”. As palavras-chave utilizadas na primeira
pesquisa foram “physical activity” e “oxidative stress”.

Apds a primeira pesquisa de artigos cientificos, foram aplicados diferentes critérios de exclusao e
inclusdo através de filtros num formulario criado no software MSExcel. A importancia deste passo
foi assegurar que os estudos fossem ao encontro do objetivo da revisdo. Assim por razbes de
qualidade e relevancia cientifica, excluiram-se os artigos anteriores ao ano de 2012, artigos com
titulo ndo relevante, artigos redigidos em linguas que ndo o inglés, artigos sem revisdo por pares e
artigos sem autor e/ou data. Com o intuito de excluir possiveis fatores de confundimento ao estudo
excluiram-se ainda artigos que envolvessem individuos ndo saudaveis, ndo atletas, estudos em
animais e estudos com dietas a base de suplementos antioxidantes. Foram também excluidos todos
0s artigos repetidos.

Apos a filtragem de artigos em funcdo dos critérios de exclusdo, foram aplicados diferentes
critérios de inclusdo, nomeadamente, artigos com consentimento informado, comissédo etica,
inquéritos validados (caso aplicavel), questionarios assistidos (caso aplicavel) e atividade fisica
regular. Foram ainda incluidos todos os artigos relevantes que constassem nas referéncias
bibliograficas. Apds a aplicagdo dos critérios de inclusdo, foi novamente realizada uma nova
pesquisa através de novas palavras-chave pertinentes que constassem nos artigos filtrados, tendo
sido estas “sports” e “atlethes”. De referir que ambas foram combinadas com a palavra-chave
definida na primeira pesquisa mais especificamente “oxidative stress”. Por fim, os artigos
resultantes da segunda pesquisa sofreram 0s passos supramencionados.

16 Estado da arte



Avaliagdo da Exposicéo Ocupacional ao Stress Oxidativo em Bailarinos: Efeito Genotdxico

Como pode ser observado na figura 5, foram identificados 332 artigos, dos quais 102 foram
excluidos por serem repetidos e 213 foram excluidos apds aplicados os restantes critérios de
exclusdo. Assim, dos 17 artigos restantes e ap0s a aplicacdo dos critérios de inclusdo, obteve-se
uma amostra de 11 estudos (n=11). De referir que o recurso de pesquisa que apresentou mais

resultados mostrou ser a base de dados Pubmed.
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Figura 5 - Diagrama PRISMA da revisdo sistemética efetuada sobre stress oxidativo.
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As carateristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica e os principais resultados no que
respeita a resposta oxidativa sdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 - Caraterizagdo dos estudos da revisdo sistematica.

Referéncia Amostra Média  Exposigdo Meio Parémetros Técnica Breves
de ao exercicio  biolégico analisados resultados
idades fisico
(Ascensdoetal., 16 Atletas 21.3 Uma partida  Sangue Malondialdeido  HPLC + (primeiros
2008) de futebol de futebol 30 minutos)
Capacidade Espectrofotometria + (primeiras
Antioxidante 72 horas)
Total (CAT)
(Kyparos et al., 19 Atletas 22 Simulagéo Sangue Glutationa Espectrofotometria +
2009) de remo de corrida de oxidada
remo de
2000 metros Proteinas Espectrofotometria +
carboniladas
Catalase Espectrofotometria +
CAT Espectrofotometria +
(Chatzinikolaou 20 Atletas 23.2 Partida de Sangue Malondialdeido  HPLC + (primeiras
etal., 2014) de basquetebol 24h)
basquetebol
Proteinas Espectrofotometria + (primeiras
carboniladas 24 horas)
CAT Espectrofotometria + (primeiras
24 horas)
Glutationa Espectrofotometria + (primeiras
Oxidada 24 horas)
Catalase Espectrofotometria + (primeiras
24 horas)
Glutationa Espectrofotometria + (primeiras
Peroxidase 24 horas)
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(Continuacéo da Tabela 4)

Referéncia Amostra Média  Exposigdo Meio Parémetros Técnica Breves
de ao exercicio  biolégico analisados resultados
idades fisico
(Marin et al, 10 Atletas 25 Epoca de Sangue Atividade  de  Espectrofotometria +
2013) de andebol andebol enzimas
oxidativas
(Rowlands et 16 Atletas 37 Corrida de Sangue e Isoprostano ELISA +
al., 2012) do Sexo varios dias urina
masculino e
quatro  do
feminino
CAT Espectrofotometria +
(Orhan et al., 18 Atletas 24.6 Uma hora Urina Peroxidacéao HPLC +
2004) de exercicio lipidica
Oxidacéo Espectrofotometria +
proteica
Danos no ADN ELISA +
(Silva et al, 14 Atletas 25.7 Epoca de Sangue Superéxido Espectrofotometria ~ + (durante a
2013) de futebol futebol dismutase época)

Malondialdeido HPLC + (durante a
época)
Glutationa Espectrofotometria + (fim da
redutase
Proteina no Espectrofotometria +
Plasma
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(Continuacao da Tabela 4)

Referéncia Amostra Média  Exposigdo Meio Parémetros Técnica Breves
de ao exercicio  biolégico analisados resultados
idades fisico

(Marin et al., 14 Atletas --- Uma partida Sangue CAT +

2011) de andebol de andebol

Glutationa Espectofotometria +
Proteinas +
Carboniladas

(Hadzovic- 12 Atletas 221 Luta livre, Sangue Malondialdeido HPLC + (nos

Dzuvo et al., de luta livre, futebol e jogadores

2014) 13 de basquetebol basquetebol)

futebol e 14
de
basquetebol
Produtos de Espectrofotometria +
oxidacéo
proteica
CAT Espectrofotometria +
(Shadab etal., 60 Atletas 225 Um treino Sangue Malondiadeido HPLC +
2014) de futebol, da
hoquei e modalidade
corrida
(Palazzetti et Nove 31.9 Um treino Sangue Glutationa Espectrofotometria +
al., 2003) Triatletas de triatlo
Superoxido Espectrofotometria ~
dismutase
Glutationa Espectrofotometria +
oxidada
CAT Espectrofotometria -

Legenda: + aumenta; ~ mantém; - diminui; CAT (Capacidade Antioxidante Total)
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Os estudos que integram esta revisdo sistematica suportam nao sé uma resposta oxidativa positiva
face a prética de exercicio fisico intensivo, como também uma resposta adaptativa por parte do
sistema antioxidante.

No que respeita a resposta oxidativa positiva, Orhan et al., (2004), realizaram um estudo a fim de
avaliar os biomarcadores de stress oxidativo em 18 atletas ap6s uma hora de bicicleta. No dia
seguinte ao exercicio, observaram um aumento da concentracdo dos produtos de carbonilacédo
proteica (p <0.025), de peroxidacao lipidica (p <0.025) e de oxidacdo do ADN (p <0.05). Também
Palazzetti et al., (2003), Shadab et al., (2014) e Hadzovic et al., (2014) obtiveram 0s mesmos
resultados no que refere ao aumento significativo (p <0.05, p <0.05 e p <0.003 respetivamente)
dos produtos de peroxidacdo lipidica apds submeterem um grupo de atletas a um periodo de
exercicio fisico intensivo.

Ao contrario do que acontece nos estudos referidos, outros verificam além de uma resposta
oxidativa, um aumento da capacidade antioxidante total como é o caso de um estudo realizado no
Canada por Rowlands et al., (2012). Estes apesar de terem verificado um aumento dos produtos
de peroxidacdo lipidica, nomeadamente do isoprostano (84.9 para 112.6 umol/creatina), ap6s um
periodo de corrida de 894 km faseado em varias etapas e com a duracao de 95 horas verificaram
um aumento da capacidade antioxidante total. Estes resultados vém ao encontro de um estudo
realizado por Marin et al., (2013) que ao verificar o comportamento dos biomarcadores de stress
oxidativo em 10 atletas de andebol durante uma época de seis meses, observaram que apesar de
haver um aumento significativo (p <0.05) destes aquando periodos de treino intensivo, estes
acabam por diminuir e a atividade das enzimas antioxidantes por aumentar (p <0.05) o que sugere
uma adaptacdao do sistema antioxidante.

De facto, sdo varios os estudos que apesar de verificarem uma resposta oxidativa positiva apos o
periodo de atividade fisica, referem também uma adaptacédo a essas alteracdes metabolicas. Silva
et al., (2013) analisaram diferentes biomarcadores num grupo de jogadores de futebol. A anélise
foi realizada em quatro diferentes momentos da época, nomeadamente, na pré-época, a meio da
época, no fim da época e no periodo de recuperacdo. Os biomarcadores de stress oxidativo
mostraram ser superiores (p <0.05) a meio e no fim da época. No entanto, no periodo de
recuperamento os valores dos produtos de oxidacdo diminuiram significativamente (p <0.05)
assim como houve um aumento significativo (p <0.05) de antioxidantes como a glutationa
redutase.

Marin et al., (2011) verificaram o comportamento dos biomarcadores de stress oxidativo e a
resposta do sistema antioxidante em 14 atletas de andebol apds uma partida. Os biomarcadores de
stress oxidativo aumentaram imediatamente apds e 24 horas depois da partida, nomeadamente os
subprodutos de oxidacdo lipidica (p <0.05) e proteica (p <0.05). No entanto também se verificou
um aumento da capacidade antioxidante total e das enzimas antioxidantes sendo que os valores
dos biomarcadores de stress oxidativo normalizaram logo ap6s as 24horas posteriores a partida.
Ascensdao et al., (2008) tambem verificaram que apesar de um aumento (p <0.05) dos
biomarcadores de stress oxidativo logo ap6s uma partida de futebol, estes diminuem logo apds 48
horas assim como também ha um aumento (p <0.05) da capacidade antioxidante total.
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Outros estudos como o de Kyparos et al., (2009) e o de Chatzinikolaou et al., (2014) também
verificaram que ap6s um treino fisico intensivo, existe um aumento dos produtos de oxidacao (p
<0.05), no entanto também verificaram um aumento (p <0.05) da capacidade antioxidante total.

Existe uma relacdo clara entre a préatica de exercicio fisico intensivo e os biomarcadores de stress
oxidativo que pode ser observada através dos resultados desta reviséo, pois existem alteracfes
metabolicas induzidas pelo stress oxidativo em todos os estudos. Apesar de se verificarem
alteracdes tanto a nivel lipidico, proteico e no ADN, verifica-se em contrapartida um aumento da
atividade do sistema antioxidante. Além deste fendmeno, verifica-se que em parte dos estudos 0s
biomarcadores de stress oxidativo sdo mais altos num periodo préximo ao término da atividade
fisica independentemente do tipo de exercicio que é desempenhado, pelo que posteriormente 0s
valores tendem a voltar ao normal.

Esta evidéncia aponta para uma adaptacdo do organismo perante o stress oxidativo que pode estar
relacionada com o aumento das defesas do sistema antioxidante (uma vez que os individuos sdo
atletas e por isso fazem atividade fisica de forma regular) e com o aumento da capacidade de
reparacao de dano.

2.2.5 Genotoxicidade do stress oxidativo

A genotoxicidade é um termo abrangente que se refere a capacidade de um agente danificar o ADN
e/ou os componentes celulares que regulam a integridade do genoma, incluindo os efeitos adversos
que este pode ter sobre o material genético (Eastmond et al., 2009).

O dano genético pode ser causado por inimeros fatores, estes que podem ser exdgenos (fatores
relacionados com estilos de vida como por exemplo o tabagismo) e fatores endégenos (Holland et
al., 2008). O dano quando ndo devidamente reparado pode dar origem a alteracdes genéticas que
podem mesmo desencadear neoplasias (Rueff et al., 2002).

Alguns fatores ocupacionais e ambientais podem danificar o ADN de diversas maneiras, levando
a uma série de lesdes no ADN tais como danos de oxidacdo, de alquilacdo, danos em bases de
ADN (purinas e pirimidinas) entre outras (Ersson, 2011).

Os danos oxidativos no ADN sdo um dos tipos mais comuns no que respeita a lesées genéticas em
seres humanos (Azqueta et al., 2009) sendo que a principal causa € a presenca de ROS (Djordjevié,
2004). Varios estudos identificaram mais de uma centena de modificacdes no ADN relacionados
com ROS como modificagOes em purinas, pirimidinas, quebras de ADN de cadeira simples e dupla
(Kryston et al., 2011). Algumas das reacGes causadas por ROS que contribuem para o dano no
ADN sdo a metilacdo, a depurinacdo e depirimidinacéo e oxidacao (Kryston et al, 2011).

Os locais onde ocorrem mais danos oxidativos sdo sobretudo no ADN nuclear e mitocondrial de
tecidos e linfocitos (Cooke et al., 2002) e ocorrem principalmente na base azotada, guanina. Neste
caso, uma vez acontecendo a oxidagdo, um grupo hidroxilo é adicionado a 82 posicao da estrutura
molecular da guanina. O 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) é um dos principais produtos de
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oxidacdo no ADN induzidos pelos radicais livres (Kushwaha et al., 2011; Wallace, 2002). O ADN
oxidado sob a forma de 8-OHdG (Figura 6) pode ser quantificado em tecidos ou linfocitos para
indicar a extensdo do dano no ADN (Wu et al., 2004).
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Figura 6 - 8-ODdG
(Hattori et al., 1997).

2.3 Avaliacéo da exposicdo

A avaliagdo da exposi¢do ocupacional consiste numa rotina de monitorizagdo de parametros
ambientais e/ou biol6gicos que visam detetar possiveis riscos para a saude, antes que a saude e
bem-estar do individuo exposto fiqguem comprometidos (Amorim, 2003).

Alguns autores entendem por monitorizagdo “a observacdo, medicdo e avaliagdo continua e
repetida da satde ou de fatores de risco profissionais, com objetivos pré-definidos em programas
especificos, usando métodos comparéveis de deteg¢do e quantificagdo de dados” (Prista & Uva,
2006).

A monitorizagdo humana é uma abordagem frequentemente utilizada na detecdo precoce de
potenciais perigos resultantes de uma exposicao excessiva a substancias toxicas ou na previsao de
potenciais riscos para a saude (Teixeira et al., 2004). A exposicdo essa, pode ser avaliada pela
medicdo da concentracdo do agente quimico através de amostras ambientais (monitorizacdo
ambiental) ou através da medicdo de pardmetros biologicos (monitorizagdo bioldgica)
denominados biomarcadores ou indicadores biologicos (Prista & Uva, 2006). As informacdes
provenientes destes dois tipos de monitorizacdo complementam-se e favorecem a definicéo e
implementacdo de medidas de prevencdo e controlo apropriadas (Prista & Uva, 2006). Na figura
7 encontram-se esquematizados os dois tipos de monitorizacao.
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Monitorizagao Ambiental Monitorizagao Biologica
Exposicao externa Dose interna Dose bioldgica efetiva Efeitos biologicos
Concentracéo do agente Xenobioticos Aductos de proteinas Parametros
quimico no ar e/ou metabolitos e aductos de ADN citogeneticos,
danos geneticos e
actividade
enzimatica

Figura 7 - Monitorizagdo ambiental e monitorizag&o bioldgica
(Timbrell, 1998).

2.4 Monitorizacéao biologica

A monitorizacdo bioldgica visa avaliar o risco ocupacional resultante da exposi¢do a um fator de
risco, ndo pela sua presenca no meio ambiente mas pela quantidade que efetivamente penetrou o
organismo (Prista & Uva, 2006). Uma das vantagens da monitorizacdo biol6gica em relagdo a
monitorizacdo ambiental € que a bioldgica permite avaliar a exposicao global ao agente toxico no
organismo, pois é capaz de prever variagdes individuais no que respeita a absorcdo, metabolismo,
excrecdo e distribuicdo do composto toxico (IEH, 1996).

A monitorizacdo bioldgica, realizada sobre o individuo exposto, consiste na quantificacdo e
avaliacdo, sistematica ou repetitiva, de substancias ou dos seus metabolitos medidos em meios
biol6gicos como tecidos, secrecdes, excrecdes, sangue e urina, a fim de avaliar a exposicdo e o
risco para a satde de acordo com referéncias apropriadas (Amorim, 2003; Hoet & Haufroid, 1997).
Esta quantificacdo e avaliacdo sdo realizadas através de indicadores biol6gicos ou biomarcadores
que permitem conhecer a exposicao do individuo ao agente toxico (Timbrell, 1998). Estes sdo nada
mais nada menos que “toda a substancia, estrutura ou processo que pode ser quantificado no
organismo ou nos seus meios bioldgicos, que influéncia ou prediz a incidéncia de um
acontecimento ou de uma doenga” (Prista & Uva, 2006).

Por si s, ndo sdo indicadores de uma situacdo de doenca mas sim indicam a exposicdo do
organismo, constituindo uma ferramenta fundamental em programas de vigilancia de salde
(Amorim, 2003).
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Os biomarcadores sdo convencionalmente classificados em trés tipos, nomeadamente em
biomarcadores de exposicao, efeito e suscetibilidade. Na figura 8 encontram-se representados 0s
trés tipos de biomarcadores e o percurso entre a exposicao e manifestacdo clinica no organismo.
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Figura 8 - Representagdo das trés categorias de biomarcadores
(Costa et al., 2008).

2.4.1 Biomarcadores de exposicao

Os biomarcadores de exposicao sdo qualquer substancia exdgena, 0s seus metabolitos ou produtos
da sua associagdo com moléculas alvo, como proteinas ou ADN, que € passivel de ser quantificada
no organismo (Ahlborg & Hanberg, 1994). Estes podem ser subdivididos em bioindicadores de
dose interna ou de dose bioldgica efetiva. Um biomarcador de dose interna quantifica um composto
ou o0s seus metabolitos em tecidos ou fluidos biolégicos (urina, sangue entre outros) (Coggon &
Friesen, 1997) sendo que estes sdo especialmente Uteis quando fornecem informacGes sobre a
exposicao cancerigena a longo prazo (Coggon & Friesen, 1997).

Uma desvantagem deste tipo de indicador biolégico é que este ndo revela até que ponto o agente
metabolizado afetou os tecidos ou as células alvo (Amorim, 2003).

Os biomarcadores de dose bioldgica efetiva fornecem informacédo sobre a extensdo da exposicao
ao xenobidtico no local alvo. Tal é obtido através da quantificacdo das espécies quimicas reativas
que interagem com esses locais, tecidos, células, organelos ou macromoleculas (ex. ADN e
proteinas) (Costa et al., 2008).

2.4.2 Biomarcadores de suscetibilidade

A suscetibilidade refere-se a forma de como as variagdes genéticas influenciam, aumentando ou
diminuindo, a suscetibilidade individual face a fatores nocivos, como compostos quimicos,
radiacéo e determinados estilos de vida (Amorim, 2003).
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Os biomarcadores de suscetibilidade incluem polimorfismos em genes que codificam as enzimas
do metabolismo dos xenobi6ticos, em genes que codificam as enzimas de reparacdo do ADN e em
genes que codificam proteinas que regulam o crescimento celular (Teixeira et al., 2004).

A suscetibilidade genética é um fator preponderante, no entanto existem outros fatores com igual
importancia, como por exemplo o consume de medicacdo e a exposicéo a agentes ambientais (IEH,
1996). Patologias como a diabetes, hipertensdo e cancro, sdo exemplos de doencas multifatoriais
que podem ser resultado da interacdo de fatores ambientais e genéticos (Rueff et al., 2002).

2.4.3 Biomarcadores de efeito

Um biomarcador de efeito é capaz de refletir alteracGes, reversiveis ou ndo, que precede danos
estruturais ou funcionais progressivos a nivel molecular, celular e tecidular, face a exposic¢do do
individuo a um determinado agente de risco (Prista & Uva, 2006). Dependendo da magnitude pode
ser reconhecido como estando associado a uma deficiéncia na saide ou como fator preditor de
uma possivel doenca (WHO, 1989). Este tipo de indicadores bioldgicos permite a detecéo precoce
de doencas, permitindo a intervengdo atempada em situagdes de risco (WHO, 1989).

As alteracdes citogenéticas encontram-se entre os biomarcadores de efeito mais utilizados em
estudos de biomonitorizacdo humana (Au, 2007). Uma técnica inovadora que permite detetar o
dano genético a nivel do ADN celular é o teste do cometa.

2.5 Teste do cometa

Nos ultimos 30 anos, o teste do cometa tornou-se um dos métodos mais usados para avaliar 0s
danos no ADN (Andrew R Collins, 2004). Devido a sua simplicidade, sensibilidade, versatilidade,
rapidez e custo econdémico, o teste do cometa é utilizado em diversas areas de investigacdo que
vao desde pesquisas de biomonitorizagdo humana (danos no ADN) a pesquisas de epidemiologia
molecular e ecogenotoxicidade (Azqueta & Collins, 2013; Andrew R Collins, 2004).

O teste do cometa é uma ferramenta valiosa na quantificacdo do dano do ADN em populacbes
expostas a diferentes tipos e doses de agentes genotdxicos ocupacionais e ambientais (Collins et
al., 2014).

Os primeiros a quantificar o dano no ADN, em células individuais, foram Rydbeg e Johanson
(1978), embebendo-as em agarose e solucdo de lise sob condicBes alcalinas o que permite o
desenrolamento parcial do ADN. Alguns anos mais tarde, em 1984, Johanson e Ostling (1984) a
fim de melhorar a sensibilidade de detecdo dos danos no ADN em células individuais,
desenvolveram uma técnica elefroforética de microgel, a que hoje chamamaos teste do cometa.

Mais tarde, o procedimento de Ostling e Johanson foi adaptado em condigdes alcalinas por Singh
et al. (pH> 13) (1988), tornando possivel desta forma detetar quebras de fita no ADN, bem como
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locais abésicos, ligacdes cruzadas e locais de reparacdo de ADN incompletos (Costa & Teixeira,
2014).

No entanto, embora algumas alteragcdes tenham sido introduzidas, as principais etapas do processo
foram mantidas. O procedimento é relativamente simples, as células sdo suspendidas em LMA
(agarose de baixo ponto de fusdo) e colocadas sobre uma lamina previamente revestida com
agarose de alto ponto de fusdo (Andrew R Collins, 2015; Liao et al., 2009). De seguida, as laminas
sdo tratadas numa solucdo de lise (solucdo basica detergente) para remover membranas,
constituintes celulares e nucleares e a maior parte das histonas. O nucleoide formado é preenchido
apenas por ADN (Andrew R Collins, 2015; Liao et al., 2009). As laminas sdo depois sujeitas a
tratamento com uma solugdo alcalina, o que permite o desenrolamento da cadeia de ADN e
expressao do dano. As laminas sdo colocadas num tanque de eletroforese e 0 ADN é submetido a
uma corrente elétrica sob condicdes alcalinas (Andrew R Collins, 2015; Liao et al., 2009). Se o
ADN (carregado negativamente) possuir qualquer quebra, os fragmentos que contém a quebra (de
menores dimensdes e mais leves) vdo migrar mais rapidamente para o anodo (carregado
positivamente) formando desta forma o cometa, em que a “cabega” ¢ constituida pelo ADN intacto
e a “cauda” pelo ADN danificado (Andrew R Collins, 2015; Liao et al., 2009) (Figura 9).

Figura 9 - Cometas obtidos a partir do teste do cometa
(Azqueta & Collins, 2014).

Apos coloragdo com um corante especifico para ADN (ex. Brometo de etidio, acridina laranja,
SYBR®Gold) o cometa resultante pode ser visualizado com recurso a um microscépio de
fluorescéncia (Andrew R Collins, 2015; Liao et al., 2009; Bajpayee et al., 2002). O tamanho e a
forma do cometa, bem como a distribuicdo do ADN esté relacionada com a quantidade de dano
presente na célula individual (Andrew R Collins, 2015; Costa & Teixeira, 2014).
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2.5.1 Tratamento enzimatico

Com o objetivo de tornar o teste do cometa mais especifico, Collins et al. (1996), desenvolveram
a versdo enzimatica do teste do cometa, onde basicamente sdo incluidas enzimas (endonucleases
de reparagdo) para a detecdo de danos no ADN especificos, como é o exemplo do dano oxidativo.
Das mais conhecidas encontra-se a FPG (Dusinska & Collins, 1996) que € capaz de reconhecer
purinas oxidadas, a endonuclease I11 (Endolll) que deteta pirimidinas oxidadas (Andrew R Collins
etal., 1993) e a 8-hidroxiguanina ADN glicosilase (hOOG1) que reconhece produtos como 8-0xo-
7,8-dihidroguanina (8oxo-G) (Dusinska & Collins, 1996). A enzima mais comumente utilizada é
a FPG que reconhece produtos como a 8-oxoguanina (principais produtos de oxidacdo do ADN)
assim como outras les6es (Azqueta et al.,2009). A versao alcalina e enzimatica do teste do cometa

encontra-se representada na figura 10.
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Figura 10 - Procedimento da verséo alcalina e enzimética do teste do cometa

(Ersson, 2011).
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25.2 Procedimento de leitura

Véarios métodos podem ser utilizados para a medicdo quantitativa dos cometas. Existem,
principalmente duas formas: contagem visual (Garcia et al., 2004) e analise de imagem (Bocker et
al., 1997). Através da contagem visual os cometas podem ser classificados de acordo com cinco
categorias: 0 representa células sem qualquer dano e de 1 a 4 representam diferentes niveis de
dano, sendo 0 4 o mais danoso. A analise da imagem € realizada através da conexao de uma camara
do microscépio de fluorescéncia ao computador, utilizando um software especifico que permite,
ap6s uma contagem manual dos cometas no programa, a memorizacdo de determinados
parametros relativos aos mesmos (ex. percentagem de dano na cauda, comprimento da cauda, entre
outros) (A. R. Collins et al., 2008). Existem diversos softwares disponiveis para a leitura dos
cometas sendo que um dos mais utilizados é o Comet Assay IV ™ (Perceptive Instruments,
Suffolk, UK).

2.5.3 Sistema de 12 géis

O formato tradicional do teste do cometa € realizado apenas com um ou dois géis, limitando o
numero de amostras que pode ser analisado de cada vez. Nos Gltimos 15 anos, varias abordagens
tentaram adaptar este método para a capacidade de analisar um maior nimero de amostras na
mesma experiéncia (Shaposhnikov et al., 2010). O sistema de 12 géis permite ndo s6 analisar mais
amostras na mesma experiéncia como também fazer tratamentos individuais a cada um
(Shaposhnikov et al., 2010) (Figura 11).

Figura 11 - Camara com sistema de 12 géis
(Azqueta & Collins, 2014).
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2.5.4 Teste do cometa com sangue total

A atratividade deste teste deve-se sobretudo ao facto de qualquer célula eucariética em suspensao
poder ser utilizada, sdo exemplo células isoladas a partir de sangue, de bidpsias, de culturas, células
bucais e sangue total (Costa & Teixeira, 2014). Na maioria dos ensaios de genotoxicidade
humanos, os linfocitos sdo as células preferenciais, uma vez que sdo células sentinela que
informam sobre os eventos que ocorrem em tecidos-alvo e desta forma fornecem sinais de
possiveis afecbes na saude (Costa & Teixeira, 2014). No entanto, o isolamento de linfocitos
envolve um conjunto de técnicas laboratoriais e consequentemente mais tempo e recursos (Al-
Salmani et al., 2011).

Assim, muito estudos sugerem que o sangue total pode ser diretamente usado no teste do cometa,
pois é um indicador geral do estado de salde do individuo, excluindo a necessidade de isolar as
células e tornando este método rapido, simples e eficaz. A utilizacdo do sangue total no teste do
cometa permite evita ainda qualquer dano adicional no ADN ou até a perda de células, aquando o
isolamento dos linfocitos (A. Collins et al., 2014).

30 Estado da arte



Avaliagdo da Exposicdo Ocupacional ao Stress Oxidativo em Bailarinos: Efeito Genotoxico

3 OBJETIVOS, MATERIAIS E METODOS

3.1 Objetivos da Dissertacao

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar o risco ocupacional, no que respeita a
genotoxicidade, em bailarinos da Companhia Nacional de Bailado portuguesa.

Com objetivos especificos, pretendeu-se:

e Avaliar o efeito do exercicio fisico inerente a atividade de bailado no dano primario e
oxidativo no ADN;

e Verificar arelacdo de variaveis independentes como sexo, IMC, habitos tabagicos, anos de
prética e idade com o dano oxidativo e priméario no ADN;

e Relacionar os resultados do presente estudo com a revisdo sistemética realizada no ambito
do mesmo tema;

¢ Mediante os resultados obtidos propor sugestdes para trabalhos futuros.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Caraterizacao da populacéo
A populacdo em estudo (Tabela 5) foi constituida por um total de 28 individuos, 14 bailarinos

profissionais da Companhia Nacional de Bailado (CNB) e 14 individuos saudaveis pertencentes
ao grupo controlo.

Tabela 5 - Caraterizaco geral da populacio de estudo.

N Controlo N Bailarinos
Sexo 14 14
Feminino 11 (78.6%) 11 (78.6%)
Masculino 3(21.4%) 3(21.4%)
Idade (anos) @ 14 39.36 + 8.58 (24 — 57) 14 32.50+6.38 (22 -42)
indice de Massa Corporal? 25.23 +4.37 (19 -33) 19.30 £ 2.84 (15.20 - 25.80)*
- 5(35.7%
Baixo peso ( ‘)
Peso Normal 9 (64.3%) 8 (57.1%)
Excesso peso 3(21.4%) 1(7.1%)
Obeso 2 (14.3%) -
Habitos tabagicos 14 14
Fumadores - 4 (28.6%)
N&o fumadores 14 (100%) 10 (71.4%)
Anos de pratica? - 21.21+8.21(2-33)
@ Média * desvio padrdo (Min. — Max.)
*p<0.001

Esteves, Filipa 31



Mestrado em Engenharia de Seguranca e Higiene Ocupacionais

O tipo de danga destes profissionais recai sobre danca classica e contemporanea. O horario dos
bailarinos consiste em cinco dias por semana com oito horas de treino diario, sendo por vezes
manipulado de forma a aumentar as horas de treino. Os espetaculos sdo apresentados durante o
fim-de-semana e a temporada desportiva comeca em Setembro e termina em Julho. Todos os
participantes foram devidamente informados sobre o objetivo deste estudo através de um
consentimento informado. O estudo foi submetido & Comiss&o de Etica do Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge e desenvolvido de acordo com a Declaracdo de Helsinquia de 1975,
revista em 1989.

Todos os individuos que aceitaram participar neste estudo foram informados dos objetivos do
trabalho em curso e, uma vez manifestado o seu consentimento por escrito, responderam a um
questionario, visando a avaliacdo de fatores demograficos e sociais bem como outros possiveis
riscos que possam afetar o ADN (Anexo).

Este foi o primeiro estudo no &mbito da avaliacdo da genotoxicidade, nomeadamente na avaliacdo
do dano primario e oxidativo no ADN, em bailarinos profissionais. Este trabalho constitui uma
parte importante de um estudo maior que envolve outras instituicdes, nomeadamente a Faculdade
de Desporto da Universidade do Porto.

3.2.2 Metodologia

e Recolha de amostras bioldgicas

Foram obtidas amostras de sangue através de puncdo venosa com sistema de tubos anticoagulantes
com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) antes da época de bailado e um més ap6s o término
da mesma. O sangue foi imediatamente transportado para laboratério nas devidas condicdes de
refrigeracdo (4°C) e tratado para efeitos de criopreservacdo com uma solucdo de Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) a 80% a um pH de 7.2 e dimetilsulfoxido (DMSO) a 20%. Depois
disso, as amostras de sangue foram congeladas em microtubos (contendo 200yl cada) a -80°C para
posterior analise.

e Teste do cometa

A fim de avaliar os danos no ADN foi utilizado o teste do cometa verséo alcalina com o sistema
de 12 géis por lamina (cada lamina com duas réplicas por individuo). Esta versao foi utilizada e
descrita por Singh et al. (1988) com algumas alteracdes (Costa et al., 2008). O teste foi realizado
com a introdugdo de um passo, a incubagdo de uma enzima de restricdo FPG (Azqueta & Collins,
2014).

No dia da anélise, as amostras foram descongeladas em gelo e posteriormente centrifugadas a 1500
rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos numa solugdo de Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium com 2% de soro fetal bovino a fim de remover o DMSO. O pellet de células foi
ressuspendido em 600pl de agarose com baixo ponto de fusdo a 0.6% e foi feita a pipetagem de 5
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pl para cada um dos doze minigéis numa lamina pré tratada com 1% de agarose com ponto de
fuséo normal.

As laminas foram colocadas no frigorifico durante 10 minutos para permitir a solidificacdo dos
minigeéis de agarose. Seguidamente as laminas foram imersas numa solugdo de lise fria (2.5 M
NaCl, 100mM NaEDTA, 10mM Tris-base, 0.25 M NaOH, a um pH 10; 1% Triton X100) durante
uma hora a 4°C no escuro. Apos a lise, as laminas foram tratadas com Buffer F (40mM HEPES,
0.1 M KCI, 0.5mM EDTA, 0.2 mg/mL de albumina de sérum bovino, a um pH de 8.0) e a enzima
FPG foram lavadas trés vezes (a 4°C) com Buffer F durante cinco minutos cada. Depois da
lavagem, as laminas foram transferidas para o sistema de 12 géis (Severn Biotech Ltd.) e as
camaras devidamente montadas para proceder & incubacdo do Buffer e da FPG e posteriormente
seguirem para incubagao a 37°C durante 30 minutos.

Apds a incubacdo, as laminas foram colocadas horizontalmente num tanque de eletroforese em
banho gelado com uma solucdo de eletroforese alcalina (ImM Na;EDTA, 300mM NaOH, a um
pH de 13) durante 20 minutos e em condi¢des de pouca luminosidade para permitir o
desenrolamento do ADN.

Posteriormente a eletroforese foi realizada a 30 volts e 300 miliamperes durante 20 minutos. Apds
a eletroforese, as laminas foram imersas durante 10 minutos em PBS (tampdo fosfato salino a um
p.H de 7.2) e lavadas durante 10 minutos com agua fria desionizada, foram ainda desidratadas, a
temperatura ambiente, com etanol a 70% durante 15 minutos e 15 minutos com etanol a 96%.

As laminas secas foram coradas com SYBR®Gold na diluicdo recomendada pelo distribuidor.
Ap06s 30 minutos de submersdo na solucdo de coloragdo, as laminas foram lavadas duas vezes com
agua desionizada e deixadas a secar a temperatura ambiente. No dia da na anélise, foi colocada
uma gota de agua em cada lamina e uma lamela para facilitar a leitura dos cometas. Foi utilizado
o sistema de analise de imagem semi-automatica, Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK)
e foi feita a contagem de 150 cometas por minigel. A analise microscopica foi realizada por um
microscopio de fuorescéncia modelo Nikon Eclipse E400. A percentagem de ADN na cauda foi o
parametro utilizado para interpretar o cometa.

3.2.3 Tratamento estatistico

As variaveis independentes consideradas para o estudo foram o sexo, idade, habitos tabagicos,
IMC e duracdo da exposicao, neste caso anos de pratica. O IMC foi dividido em diferentes grupos
de acordo com as recomendacdes da OMS, sendo que inferior a 18.5 kg/m? corresponde a um
baixo peso corporal, entre 18.5 kg/m? e 24.9 kg/m? corresponde ao peso de um individuo normal,
de 25.5 kg/m? a 29.9 kg/m? o individuo é considerado com excesso de peso e de 30.0 kg/m? a 34.9
kg/m? é considerado obesidade (Classe 1). Foram consideradas como variaveis dependentes, 0
dano primario e o dano oxidativo.

A descricdo geral da populacdo do estudo foi realizada através de analise univariada. A anélise dos
fatores sociodemograficos e estilos de vida entre os grupos de estudo foi avaliada através do teste
t-Student para variaveis continuas e através do teste do Qui-quadrado para varidveis categoricas.
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O pressuposto da normalidade foi testado através do teste de Shapiro-Wilk tendo em conta a
dimensdo da amostra (n=28). A diferenca entre médias, em varidveis normais, foi verificada
através do teste t-Student para amostras independentes e emparelhadas. Nas variaveis ndo normais,
a diferenca entre médias foi verificada através dos testes ndo parametricos de Man-whitney
(amostras independentes) e de Wilcoxon (amostras emparelhadas).

Para verificar as diferencas entre as variancias de variaveis com trés ou mais grupos foi utilizado
a ANOVA (varidveis normais) e o Kruskal-Wallis (variaveis ndo normais).

Para verificar a associacdo entre varidveis independentes e dependentes foi utilizada a correlagdo
de Pearson para variaveis normais e a de Spearman para variaveis ndo normais.

Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas com um intervalo de confianca de
95% (p <0,05). O programa estatistico utilizado foi o IBM SPSS Statistics 22 software®.
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4 RESULTADOS

A tabela 5 apresenta as carateristicas do grupo de estudo, o qual é composto por 28 individuos, 14
bailarinos profissionais e 14 individuos do grupo controlo. Cada grupo € constituido por 11
individuos do sexo feminino (78.6%) e por apenas trés do sexo masculino (21.4%). A média de
indice de massa corporal dos bailarinos é de 19.30 + 2.84 kg/m? sendo que esta tem uma diferenca
estatisticamente significativa (p <0.001) da média do grupo controlo 25.23+4.37 kg/m?.

A média dos valores relativos aos biomarcadores de dano primario e oxidativo em ambos 0s grupos
de estudo encontram-se apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - Dano primério/oxidativo por grupo de estudo.

N Controlo N Bailarinos
(médiazEP) (médiazEP)
Total 14 5.1610.34 14 6.10+0.52
Sexo
Feminino 11 5.2610.44 11 5.9910.56
Dano primario Masculino 3 4.80+0.33 3 6.53+1.53
(% ADN na Idade
cauda) <35 4 5.58+0.44 8 6.2740.75
>35 10 4,99 +0.46 6 5.88 +0.76
Habitos tabagicos
Fumador 0 - 4 5.55+0.58
Ndo fumador 14 - 10 7.49+0.82
IMC
Baixo peso - 5 6.19+1.16
Peso normal 9 4.74+0.43 8 6.12+0.63
Excesso peso 3 6.47+0.53 1 5.57
Obeso 2 5.07+0.70 - -
Total 14 2.21 +£0.50 14 1.06+0.16
Sexo
Feminino 11 2.4310.58 11 1.19+0.17
Dano oxidativo Masculino 3 1.40+0.91 3 0.61+0.27
(% ADN na Idade
cauda) <35 4 1.17+0.31 8 1.18+0.20
>35 10 2.6110.64 6 0.9010.26
Habitos tabagicos
Fumador 0 - 4 0.57+0.23
Ndo fumador 14 - 10 1.26+0.17
IMC
Baixo peso - - 5 1.10+0.25
Peso normal 9 2.44+0.57 8 1.1240.22
Excesso peso 3 2.08+1.72 1 0.45
Obeso 2 1.32+0.52 - -

EP-Erro Padréo

* p<0.05, diferenca estatisticamente significativa entre grupos.

** n<0.001.

A tabela 7 apresenta os valores relativos ao dano primério e oxidativo no grupo de bailarinos antes
da época (fase de repouso) e imediatamente ap0s a epoca. Verifica-se que existe uma diferenca
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estatisticamente significativa (p <0.001) do dano oxidativo entre o antes e apds a temporada de
bailado (1.06 + 0.16 e 4.67 + 0.68 respetivamente). Tal ja ndo acontece com o dano primario, uma
vez que o aumento deste apds época ndo € estatisticamente significativo em relagdo ao dano
primario antes da época (p=0.551).

Tabela 7 - Dano primario/oxidativo no ADN em bailarinos.

N Antes de época Ap0s época
(média * EP) (média * EP)
Total 14 6.10£0.52 6.5540.64
Sexo
Feminino 11 5.99+0.56 6.36+0.47
Masculino 3 6.53+1.53 7.24 +2.87
Dano primério (% ADN Idade
na cauda) <35 8 6.271+0.75 6.54+0.56
>35 6 5.88 +0.76 5.57+1.39
Habitos tabagicos
Fumador 4 5.551+0.58 7.90+1.82
N&o fumador 10 7.490.82 6.02£0.53
IMC
Baixo peso 5 6.19+1.16 7.02+0.88
Peso normal 8 6.121+0.63 6.3211.02
Excesso peso 1 5.57 6.03
Obeso
Total 14 1.06+0.16 4.67+0.68%*
Sexo
Feminino 11 1.19+0.17 4.85+0.58
Masculino 3 0.61£0.27 4.02+1.58
Dano oxidativo (% ADN Idade
na cauda) <35 8 1.18+0.20 5.61+0.86
>35 6 0.90+0.26 3.4240.94
Habitos tabagicos
Fumador 4 0.57+0.23 2.76%1.24*
Nao fumador 10 1.26+0.17 5.43+0.71
IMC
Baixo peso 5 1.10+0.25 5.00+0.84*
Peso normal 8 1.12+0.22 3.78+0.75
Excesso peso 1 0.45 10.19
Obeso

EP-Erro Padréao

* p<0.05, diferenga estatisticamente significativa em relagdo a pré-epoca.
** p<0.001.

Verifica-se ainda que, existe uma diferenca estatisticamente significativa (p=0.034) entre a média
do dano oxidativo no ADN dos fumadores antes de época em relacéo ao término da mesma. Existe
uma diferenca estatisticamente significativa (p=0.039) entre as medias do dano oxidativo das
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varias categorias de IMC ap0s época, sendo que o individuo acime do peso apresenta mais dano
(10.19) do que os individuos com baixo peso (5.00 + 0.84) e com peso normal (3.78 £ 0.75). No
entanto, restes resultados devem ser cuidadosamente interpretados tendo em conta a pequena
dimensdo da amostra de estudo.

Através da analise da tabela 8, verifica-se que ndo existe qualquer correlacao significativa entre as
variaveis referentes ao dano primario e oxidativo biomonitorizadas tanto antes da época como no
fim da mesma.

Tabela 8 - CorrelacgBes entre os biomarcadores avaliados no grupo de bailarinos.

Variaveis Dano primario Dano primario Dano oxidativo
(DE) (AE) (BE)
Dano oxidativo (AE) r -0.248 -0.332 0.345
p-value 0.392 0.246 0.227
Dano primario (DE) r - - 0.055 -0.349
p-value - 0.852 0.221
Dano primario (AE) r - - -0.191
p-value - - 0.513
Legenda:

r — Grau de correlagdo linear
DE - Depois da época
AE — Antes da época

No entanto, através da tabela 9 verifica-se que algumas variaveis de estudo se encontram
relacionadas. Apds a época de bailado verifica-se que a idade tem uma correlacdo negativa (-0.553)
estatisticamente significativa (p <0.05) com o dano primario, o que significa que ha medida que a
idade aumenta o dano primario tende a diminuir.
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Tabela 9 - Correlagdes entre as variaveis de estudo no grupo de bailarinos.

Variaveis Idade IMC Fumador ~ Anosde  Dano primario Dano Dano Dano primario
pratica (AE) oxidativo oxidativo (DE)
(AE) (DE)

Género r -0524 -0.305 -0.055 0.146 -0.119 0.357 0.139 0.151
Idade r - 0.310 0.231 0.371 0.175 -0.297 -0.257 -0.553*
IMC r - - -0.265 0.305 0.202 -0.152 0.341 -0.270

Fumador r - - - 0.343 0.455 -0.192 -0.493 0.353

Anos de r - - - - 0.473 -0.192 -0.385 -0.157
pratica
Legenda:

r — Grau de correlagdo linear
* p<0.05, correlacdo estatisticamente significativa.
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5 DISCUSSAO

A prética regular de exercicio € um fator que contribui significativamente para a manutencao do
bem-estar do ser humano, permitindo um conjunto de beneficios fisioldgicos e psicossociais (Blair
etal., 2001; Haskell et al., 2007; Hills et al., 2015; Powers & Jackson, 2008). No entanto, a pratica
de exercicio fisico intensivo esta associada a um aumento da producéo de radicais livres, os quais
podem ser indutores de dano celular caso o sistema antioxidante ndo seja capaz de manter o estado
de homeostasia do organismo. S&o inimeros os estudos que avaliam o dano no ADN ap6s um
treino ou uma temporada em diferentes desportos com diferentes intensidades e duragdes, sendo
que a maior parte dos dados indicam que o exercicio fisico intensivo aumenta os niveis de stress
oxidativo (Clarkson & Thompson, 2000; Fisher-Wellman & Bloomer, 2009; Knez et al., 2006;
Vollaard et al., 2005).

A danca é caraterizada por um reportério de atributos desde o controlo motor, prontiddo
psicoldgica, coordenacéo, agilidade, velocidade, exercicios aerobios e anaerdbios até ao limiar de
exigéncias musculares (Russell, 2013). Os bailarinos sao considerados tanto artistas como atletas,
pois fazem frequentemente atuacOes artisticas complexas que exigem um elevado nivel de
habilidades atléticas (Allen et al., 2012).

A fim de avaliar o impacto do exercicio fisico no dano do ADN, foi realizada a versdo alcalina do
teste do cometa para quantificar os danos primarios no ADN. Foi ainda realizada a versao
enzimatica, com o uso da enzima FPG, a fim de reconhecer especificamente dano oxidativo
purinico (Azqueta et al., 2009).

Os resultados obtidos a partir da versdo enzimatica através do teste do cometa sugerem um
aumento significativo do dano oxidativo imediatamente ap6s a temporada de bailado (1.06 + 0.16
para 4.67 £ 0.68), sendo que este aumento exponencial se aplica quase a totalidade do grupo de
bailarinos (86%). Estes resultados véao a encontro da revisdo sistematica realizada no ambito deste
estudo. Os estudos verificam que existe um aumento dos biomarcadores de stress oxidativo,
nomeadamente produtos de peroxidacdo lipidica, proteica ou danos no ADN, ap6s um treino fisico
intensivo de curta ou longa duracdo (Ascenséo et al., 2008; Chatzinikolaou et al., 2014; Marin et
al., 2011; Orhan et al., 2004; Palazzetti et al., 2003; Rowlands et al., 2012; Silva et al., 2013).

No entanto, estes estudos parecem apontar para um equilibrio redox, pois os niveis dos
biomarcadores de stress oxidativo sdo mais elevados nas horas/dias proximas ao término do
periodo de exercicio mas acabam por normalizar. Tal também se verificou neste estudo, pois 0s
niveis do dano oxidativo (1.06 +0.166) e dano primario (6.10+0.52) no ADN dos bailarinos no
periodo de repouso ndo tém diferencas estatisticamente significativas do grupo controlo que nao
pratica qualquer desporto (2.21 £ 0.50 e 5.16 + 0.34 respetivamente).

Ao encontro desta tendéncia de equilibrio redox, estudos registaram um aumento da atividade do
sistema antioxidante apds periodos de exercicio fisico (Kyparos et al., 2009; Marin et al., 2013;
Marin et al., 2011) assim como também hé evidéncias de que o exercicio fisico continuo, em atletas
por exemplo, estimula a reparacdo do ADN através de sistemas de reparacao (Cash et al., 2014).
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Ap0s época de bailado, existe uma correlacdo negativa (r= -0.553), estatisticamente significativa
(p <0.05) entre a idade e dano primério no ADN o que significa que a medida que a idade e
consecutivamente os anos de pratica do bailarino aumentam, o dano priméario diminui e tal facto
pode estar relacionado com o aumento das defesas do sistema antioxidante, o aumento da
capacidade de reparacao do ADN e da capacidade de expressao génica necessaria ao metabolismo
celular. Pode também traduzir-se na reducéo da intensidade de treino a partir de uma certa idade.

Muitos estudos tém-se debrucado sobre o aumento da idade e o dano celular. Dados publicados
sobre danos no ADN relacionados com a idade encontram-se em conflito (Alija et al., 2016;
Mgller, 2006). O dano no ADN tem sido inclusive relacionado com o processo de envelhecimento.
A acumulacéo de dano no ADN associado com a idade esta relacionada com o aumento de ROS e
o0 declinio da capacidade de reparacdo do ADN por parte do sistema antioxidante (Chen et al.,
2007).

No entanto estudos a longo prazo mostram que o treino intensivo pode aumentam a capacidade de
defesa do sistema antioxidante, este que atua na prevencao e reparagdo do dano oxidativo (Knez
et al., 2006; Vollaard et al., 2005; Wagner et al., 2011).

O stress oxidativo em atletas de alta competicdo, tendem a ser superiores imediatamente apos
periodos de treino, no entanto normalmente estes niveis tendem a voltar ao normal horas, ou dias
depois (Aguild et al., 2005; Cases et al., 2006; Ji, 2002; Kabasakalis et al., 2011; Margaritis et al.,
1997; Stefanie Reichhold et al., 2008; Stefanie Reichhold et al., 2009; Serrano et al., 2010; Shing
et al., 2007; Wagner et al., 2010).

Os resultados deste estudo sugerem que o exercicio fisico regular, apesar de intensivo, induz
efeitos protetores contra 0 dano no ADN facto possivelmente relacionado com o aumento da
capacidade do sistema antioxidante (Soares et al., 2015). Este resultado é positivo no que respeita
a reducao de risco de doencas (Boccatonda et al., 2016).

No presente estudo a média do IMC verificada no grupo controlo foi de 25.23 +4.37 kg/m? e nos
bailarinos foi de 19.30 + 2.84 kg/m?. A diferenca observada entre as médias de ambos 0s grupos
de estudo ¢ significativa (p <0.001), sendo que mais de um terco dos bailarinos profissionais se
encontra abaixo do peso de acordo com as recomendacdes da OMS.

De acordo com a mesma, a média global do IMC em 2014 foi de 24.4 kg/m?, o sexo feminino com
uma média de 24.6 kg/m? e o sexo masculino de 24.3 kg/m?2. Na Europa, a média do IMC foi de
26.4 kg/m?, pelo que o sexo masculino apresentou uma média de 26.7 kg/m?e o feminino 21.1
kg/m2. Em particular em Portugal, a média do IMC foi de 26.2 kg/m? (WHO, 2010). Um outro
estudo com uma amostra representativa da populagdo portuguesa adulta verificou uma média de
IMC de 25.7 + 4.2 kg/m? (Sardinha et al., 2012).

Este facto pode ser justificado pelo tipo de exigéncias fisicas que sdo requisitadas num bailarino,
sendo que estes tendem a procurar diminuir o seu peso corporal, por vezes de formas menos
adequadas para conseguir executar determinados movimentos (Amorim, 2014).

Quanto mais pesado o corpo de um bailarino, maiores serdo as forcas de impacto no solo, pelo que
muitas lesbes resultam disso mesmo (Amorim, 2014). Este é um fator preocupante pois uma
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alimentacéo fraca e inadequada juntamente com fatores de stress psicoldgicos, contribuem para a
incidéncia de desordens alimentares e deficiéncias nutricionais neste tipo de populagéo (Gonen et
al., 2001).

O grupo controlo pelo contrario, tem uma média de IMC dentro dos valores normais ao que este
aumenta neste grupo com a idade atraves de uma correlacdo positiva (0.631) estatisticamente
significativa (p <0.05).

A tendéncia a ganhar peso corporal ao longo da idade tem vindo a ser estudada e suportada por
alguns estudos. Um estudo realizado na Noruega verificou a alteracdo no IMC numa amostra de
1169 individuos passados 11 anos com um aumento de 23.7 kg/m? para 25.4 kg/m?, equivalente
para os dois sexos em 68% da populacéo (Reas et al., 2007).

O género ndo mostrou ter impacto na percentagem de dano primario e oxidativo no ADN. Estudos
mostram que esta relacdo tem sido alvo de controvérsia (Giovannelli et al., 2002; Kasai et al.,
2001) pois diferentes estudos reportam resultados contraditérios.

Um outro importante resultado deste estudo é o facto do grupo de bailarinos fumadores
apresentarem maior dano oxidativo ap6s a época de bailado (0.57+0.23 para 2.76+1.24), sendo
que essa diferenca € estatisticamente significativa (p=0.034).

O tabagismo € um dos habitos mais comuns dos tempos modernos. Sabe-se que o habito de fumar
constitui um grave risco para a salde e para a vida humana. O fumo de um cigarro induz a formacao
de ROS que podem causar danos no ADN (Kulikowska-Karpinska & Czerw, 2015).

Tal como este estudo, sdo muitos outros que mostram que o fumo de tabaco causa um decréscimo
da capacidade antioxidante e diminuem a capacidade de reparacdo do ADN, levando a um aumento
do stress oxidativo (Cao et al., 2016).

Os testes citogenéticos sao de extrema importancia uma vez que predizem o efeito genotoxico face
a exposicao a um determinado fator de risco. Existem diferentes métodos citogenéticos, no entanto
estes sdo mais complexos e morosos que o teste do cometa que consiste num método que permite
avaliar o dano no ADN de forma rapida, simples e econémica.

A acdo dos ROS tem sido amplamente estudada no meio dos desportistas, no entanto nesta
atividade profissional sdo os escassos 0s estudos que avaliam os efeitos genotdxicos face a
exposicao ao exercicio fisico intensivo. Este estudo € pioneiro no que refere a avaliacdo dos danos
primarios e oxidativos no ADN, sendo que apesar das limitacdes é fundamental para a percecédo
dos riscos que estes profissionais.

S&0o necessarios mais estudos no que refere a esta tematica para que sejam implementadas medidas
a fim de salvaguardar a saude dos bailarinos, medidas estas que incluem ac¢Ges de biomonitorizacao
periddicas, acdes de vigilancia médica, acdes de sensibilizacdo e definicdo de determinados
protocolos e politicas.
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6 CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

6.1 Conclusdes

A atividade fisica € um fator imprescindivel a manutencdo de um estilo de vida saudavel. No
entanto, o exercicio fisico intensivo, comum a pratica do bailado e a outras atividades desportivas,
constitui um potencial fator na producdo de ROS que por sua vez estdo associados a diversas
doencas pela interacdo que estas tém no organismo.

Os estudos que se tém debrucado sobre os testes citogenéticos em humanos, sdo uma mais-valia
pois permitem verificar o efeito de um determinado fator de risco. A analise de biomarcadores
continua a ser uma fundamental ferramenta na epidemiologia sendo que o teste utilizado (teste do
cometa) mostrou ser uma mais-valia por ser relativamente simples, rapido e acarretar poucos
custos. Apesar de existirem varios estudos sobre esta tematica, a area do bailado profissional ainda
ndo se encontra bem explorada, pelo que este estudo é pioneiro no que refere a analise do dano
primario e oxidativo no ADN.

Os bailarinos profissionais sdo considerados atletas e artistas com elevadas exigéncias fisicas e por
iss0 estdo expostos diariamente a uma carga fisica que pode induzir um incremento dos niveis de
stress oxidativo e de facto, através deste estudo verificou-se que existe um aumento significativo
dos niveis de dano oxidativo no ADN ap06s a época de bailado. Esta situacdo sugere um potencial
fator de risco para a saude desta populacéo, no entanto, existem mecanismos para contornar esta
situacao.

Sabe-se que, o principal mecanismo de protecdo contra o stress oxidativo recai sobre a agdo do
sistema antioxidante que atua em prol de um estado de equilibrio redox. Através deste estudo,
verificamos que o dano primério e oxidativo no ADN antes da época ndo tem diferenca
estatisticamente significativa do grupo controlo, o que significa que os niveis de stress oxidativo
tendem a diminuir apds o pico verificado logo apds o periodo de bailado. Assim, é de todo
fundamental controlar esses niveis de biomarcadores de stress oxidativo e tentar perceber durante
quanto tempo se prolongam para que seja criado um conjunto de recomendacdes que possa ajudar
a prescricdo bem-sucedida de exercicio e a devida orientacdo profissional a fim de manter o estilo
de vida saudavel.

Os dados revelaram um efeito benéfico do exercicio fisico regular, pois verificou-se uma
associacao entre a idade e o dano primério em bailarinos, em que o dano primério analisado ap6s
a temporada de bailado tende a diminuir com a idade. Entre outras hipoteses como 0s mecanismos
de reparacdo do ADN ou a expressdo genica, tal facto pode dever-se a uma adaptacéo do sistema
antioxidante ao exercicio, diminuindo os danos originados pelos ROS, o que se observa na maioria
dos estudos nesta area.

O aumento de ROS esté relacionado com o tabagismo, pelo que é importante alertar e insistir nas
consequéncias deste estilo de vida no meio destes atletas. Assim como é importante também haver
um controlo periodico através de consultas de nutricdo para que se evitem problemas nutricionais
devido ao défice de peso nestes profissionais.

Esteves, Filipa 45



Mestrado em Engenharia de Seguranca e Higiene Ocupacionais

Este estudo aponta para a necessidade de mais pesquisas acerca do impacto da atividade fisica
intensiva no organismo assim como a capacidade do sistema antioxidante ap6s um periodo de
bailado, para que possam ser prescritas medidas a fim de evitar possiveis danos celulares. Estas
medidas, podem passar por atividades de monitorizacdo regulares, como controlo médico,
campanhas de boas praticas, programas de treino e implementacéo de determinados procedimentos
e politicas.

Apesar dos resultados deste estudo, devem ser tidas em consideracdo algumas limitagdes. Uma
das principais limitagdes diz respeito ao tamanho da amostra (n=28), facto que contribuiu para
uma diminuicéo da precisdo na aplicacdo dos testes estatisticos. Além desta tambem o facto da
amostra ser constituida maioritariamente por individuos do sexo feminino pode ser um viés, sendo
que seria importante estudar o comportamento dos biomarcadores de stress oxidativo em ambos
0s sexos. Uma outra limitacdo do estudo vai ao encontro da falta de informacdes relevantes no
grupo de bailarinos, nomeadamente o conhecimento da dieta dos mesmos e a possivel toma de
suplementos alimentares. No entanto, apesar de todas as limitacbes encontradas neste estudo, é
importante referir que foi estudada cerca de 30% da populacéo de bailarinos profissionais da CNB.

Este estudo pode ser interpretado com pioneiro no que respeita ao impacto do exercicio fisico
intensivo no dano do ADN em bailarinos profissionais.

6.2 Perspetivas Futuras

No seguimento do trabalho desenvolvido no presente estudo e como perspetiva futura sugere-se
ainda o seguinte:

e Aumentar o tamanho da amostra de estudo para que possa ser mais representativa;

e Aplicar questionarios com outras variaveis pertinentes como a dieta;

e Realizar outros testes de genotoxicidade para entender os mecanismos de adaptacdo do
sistema antioxidante face a pratica de exercicio fisico regular;

e Analisar além de biomarcadores de dano no ADN, biomarcadores de peroxidacdao lipidica
e proteica;

e Realizar colheitas de sangue em diferentes momentos para analisar o dano primario e
oxidativo apds o término do periodo de danca e desta forma perceber durante quanto tempo
0s niveis de stress oxidativo se mantém elevados;

e Realizar medicGes do volume de oxigénio maximo durante a atividade fisica assim como
verificar o batimento cardiaco do individuo e desta forma perceber o esforco que é
realizado;

e Abranger diferentes atividades fisicas com diferentes intensidades e tipologias para tentar
perceber qual o tipo de desporto ideal e a partir disso prescrever determinadas orientacdes;

e Realizar estudos que ao invés de estudar os efeitos na satide em periodos curtos de exercicio
fisico intensivo, estudem o efeito face & exposi¢do ao stress oxidativo a longo prazo.
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8 ANEXOS

8.1 Questionario aplicado ao grupo controlo

QUESTIONARIO
A) CARATERIZACAO SOCIODEMOGRAFICA

1. Ano de nascimento: / /

2. Sexo: Feminino D Masculino D

3. Peso: Altura:

B) CARATERIZACAO DO ESTILO DE VIDA E SAUDE

4. Fumador: | |SIM . | NAO | Ocasionalmente

5. Consome alcool? D SIM D NAO D Ocasionalmente

6. A suaalimentacdo ¢ a base de uma dieta saudavel?

_|siv - |NAO

7. Faz alguma medicacao?

 Jsim | NAO

8. Sofre algum problema de saude?

D SIM D NAO

8.1. Se sim qual?

9. Regularidade com que pratica exercicio:
| Nunca .| Raramente
OBRIGADA PELA SUA COLABORAQAO!

Filipa Esteves
Aluna do Mestrado em Engenharia de Higiene e Segurancga Ocupacionais







8.2 Questionario aplicado aos bailarinos®

QUESTIONARIO
C) CARATERIZACAO SOCIODEMOGRAFICA

10. Ano de nascimento: / /

11. Sexo: Feminino D Masculino D

12. Peso: Altura:
D) CARATERIZACAO DO ESTILO DE VIDA E SAUDE
13. Fumador: | |SIM . |NAO " | ocasionalmente

14. A sua alimentacdo € a base de uma dieta saudavel?

_|siv " |NAO

15. Faz alguma medicacao?

_Isim | NAO

16. Sofre algum problema de saude?

D SIM D NAO

16.1. Se sim qual?

17. H& quantos anos pratica bailado?

OBRIGADA PELA SUA COLABORACAO!

5O questionario aplicado ao grupo dos bailarinos foi administrado por outra parte envolvida neste projeto (FADEUP).
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