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_O treino intensivo pode levar ao aumento de dano oxidativo no ADN em bailarinos

profissionais?

Can intensive physical exercise increase DNA oxidative damage among professional dancers?
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_Resumo

A pratica de exercicio fisico é imprescindivel para a manutengéao de um
estilo de vida saudavel. No entanto, quando praticado acima de uma
determinada intensidade e duragao, este pode levar a produgéo exces-
siva de espécies reativas de oxigénio e consequentemente a indugao
de stress oxidativo; este, por sua vez, pode desencadear alteragdes
em diversas estruturas biologicas. O objetivo deste estudo foi avaliar o
dano oxidativo no ADN em bailarinos da Companhia Nacional de Bailado
antes e depois da temporada de bailado (setembro a julho). A populagédo
de estudo consistiu num total de 28 participantes: 14 bailarinos profis-
sionais e 14 individuos da populacéo geral (grupo controlo). O dano pri-
mario e o dano oxidativo no ADN foram avaliados em amostras de san-
gue total através do teste do cometa. Os resultados obtidos revelam um
aumento significativo do dano oxidativo no ADN apos a temporada de
bailado (p<0.001; 1.1 £ 0.2 para 4.7 + 0.7). Os niveis de dano oxidati-
vo no ADN avaliados antes do inicio da temporada de bailado ndo mos-
traram diferencas significativas em relagao ao grupo controlo (p>0.05;
1.1 +£0.2vs 2.2 + 0.5, respetivamente). Os resultados deste estudo refor-
¢am a necessidade da implementacdo de medidas por forma a mitigar o
risco ocupacional afeto a pratica de exercicio fisico intensivo nestes pro-
fissionais.

_Abstract

Despite the numerous health benefits of physical activity, some stud-
ies reported that increased intensity and duration may induce oxidative
stress in several cellular components. The aim of this study was to eval-
uate the DNA oxidative damage among a group of professional dancers
from the National Ballet Company of Portugal, before and after a ballet
season (September to July). The study population consisted of a total of
28 subjects: 14 professional dancers and 14 control subjects from the
general population. To quantify the DNA damage among ballet danc-
ers, blood samples were taken before and after the dancing season.
The technique used in the present study to investigate the primary DNA
damage and the oxidative DNA damage was the comet assay. The levels
of oxidative DNA damage in dancers were significantly increased after
the ballet season (p<0.001; 1.1 + 0.2 to 4.7 + 0.7). Pre-season levels of
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oxidative DNA damage did not significantly differ from obtained in the
general population (p>0.05; 1.1 + 0.2 vs 2.2 + 0.5, respectively). Results
of the present biomonitoring study indicate the need for more effective
measures to protect ballet dancers from potential occupational health
risks related to regular intensive physical exercise.

_Introdugao

E consensual que a pratica de exercicio fisico acarreta mul-
tiplos beneficios para a saude. Porém, o exercicio fisico —
acima de uma determinada intensidade e duracdo - favo-
rece a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que, ao ndo serem neutralizadas pelo sistema antioxidan-
te, resultam em stress oxidativo (). Este, por sua vez, pode
induzir danos em diversas macromoléculas tais como pro-
teinas, lipidos e ADN (2). Estudos referem que o stress oxi-
dativo esta associado a varias patologias como a diabetes,
doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e cancro (2).
Neste sentido, varios trabalhos tém avaliado indicadores de
stress oxidativo em atletas de diversas modalidades (ex.,
atletismo, andebol, futebol, basquetebol) (3-5), avaliando o
impacto de um treino (2-6) ou até mesmo de uma tempora-
da desportiva (6.

Os bailarinos profissionais, além de artistas, séo conside-
rados atletas (7) devido ao elevado grau de exigéncia fisica
da sua atividade (8:9). No contexto de satde ocupacional,
encontram-se, fundamentalmente, estudos que relacionam
esta atividade com o risco de les6es musculo-esqueléti-
cas (%), mas poucos analisaram o impacto do stress oxida-
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tivo associado a pratica de ballet (19) ¢ até & data nenhum
avaliou o efeito de uma temporada de bailado nos niveis de
dano primario e oxidativo do ADN.

_Objetivo

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar os
efeitos do stress oxidativo — associado a préatica de bai-
lado - no ADN de bailarinos profissionais da Companhia
Nacional de Bailado de Portugal. Para tal, analisou-se o
dano no ADN, primario e oxidativo, antes e apés uma tem-
porada de bailado, comparando 0s niveis de dano com um
grupo controlo.

_Métodos

A populagé@o de estudo consistiu num total de 28 indivi-
duos composta por bailarinos profissionais da Compa-
nhia Nacional de Bailado (CNB) (n=14) e uma populacédo
controlo (n=14), constituida por individuos saudaveis com
caracteristicas sociodemogréaficas semelhantes ao grupo
em estudo, trabalhadores do sector terciario (tabela 1). As
categorias referentes ao indice de Massa Corporal (IMC)
apresentam-se de acordo com as classes definidas pela
Organizagdo Mundial de Saude (11).
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A avaliacao decorreu na temporada de bailado 2014/2015
que teve a duracao de 10 meses, com treinos de 5 dias/
semana e 8 horas/dia e espetaculos durante o fim-de-
-semana. O tipo de danca destes profissionais recai sobre
danca classica e contemporénea.

Todos os individuos que aceitaram participar neste estudo
foram informados dos objetivos do mesmo. Ap6s manifes-
tado o seu consentimento informado por escrito, responde-
ram a um questionario autoadministrado visando a avalia-
cao de fatores demograficos e estilos de vida. O estudo foi
submetido & Comisséo de Ftica e desenvolvido de acordo
com a Declaracao de Helsinquia e a Convencgao de Oviedo.

No que respeita aos hébitos tabagicos, 24 participantes
reportaram ser nao fumadores; os restantes (n=4, perten-
centes ao grupo dos bailarinos) referiram ter cessado héa
mais de trés anos e foram considerados ex-fumadores
(resultados nao apresentados). Nos bailarinos, as colhei-
tas de sangue foram realizadas antes (setembro 2014) e
imediatamente ap6s o término da temporada de bailado
(julho 2015); as amostras de sangue dos individuos con-
trolo foram colhidas ao longo da temporada de bailado.
Apos colheita, as amostras de sangue foram imediata-
mente transportadas até ao laboratério (30 min — 1h) nas

Tabela 1: [ Caracterizacdo geral da populacdo de estudo.
Controlo (n=14) Bailarinos (n=14)
Sexo
Feminino 11 (78,6%) 11 (78,6%)
Masculino 3 (21,4%) 3 (21,4%)
Idade (anos)? 39.4 8.6 (24.0 - 57.0) 32.5 + 6.34 (22.0 - 42.0)
IMC (kg/m?)?2 25.2 + 4.4 (19.0 - 33.0) 19.3 + 2.8 (15.0 - 26.0)"

Baixo peso (>18.5 kg/m?) - 5 (35,7%)

Peso normal (18.5 - 24.9 kg/m?) 9 (64,3%) 8 (57,1%)

Excesso peso (25.5 - 29.9 kg/m?) 3 (21,4%) 1 (7,1%)

Obeso (>30.0 kg/m?) 2 (14,3%) -

Anos de pratica?® = 21.2 + 8.2 (2.0 - 33.0)

3 média + desvio padrao (min. - max.); IMC - indice de Massa Corporal.
* p<0.05, Teste t-Student.
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devidas condigoes de refrigeragao (4°C). Para efeitos de
criopreservagcdo do sangue, adicionou-se uma solucao
de Roswell Park Memorial Institute (RPMI) a 80% (pH 7.2)
e dimetilsulféxido (DMSO) a 20%. As amostras de sangue
total com solucédo de criopreservacao foram armazena-
das a - 80°C para posterior anélise.

O dano genético, primario e oxidativo, foi avaliado atra-
vés do teste do cometa realizado de acordo com Singh,
et al. 12) com algumas alteragdes (12). Os niveis de dano
oxidativo no ADN foram obtidos via incubacéo com a endo-
nuclease formamidopirimidina-ADN glicosilase (FPG) para a
detecao de purinas oxidadas (14). A quantificacdo do dano
foi efetuada através do programa Comet Assay IV — Instem;
0 paréametro usado foi a percentagem de ADN na cauda
(% TDNA). A descrigéo geral da populagao do estudo foi
realizada através de analise univariada. As variaveis depen-
dentes (dano primario e dano oxidativo no ADN) nao segui-
ram uma distribuigdo normal e por isso utilizaram-se tes-
tes ndo paramétricos, nomeadamente o teste de Wilcoxon
(amostras emparelhadas; antes vs ap6s temporada de bai-
lado) e Man-Whitney (amostras independentes; grupo con-
trolo vs bailarinos).

Para verificar a associacao entre os biomarcadores e as
outras variaveis continuas foi utilizada a correlagao de
Spearman. Na analise estatistica dos resultados foi uti-
lizado o IBM SPSS Statistics 22 software® e estipulado
um nivel de significancia de 0.05.

_Resultados

Pela analise dos resultados (tabela 2) é possivel observar
que, no que concerne ao dano primario no ADN, n&ao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre
os individuos do grupo controlo e os bailarinos, quer antes
ou apds a temporada. O mesmo resultado foi observado no
grupo dos bailarinos, quando comparados 0s valores obti-
dos antes e apds a temporada de bailado.

No entanto, foi observado um aumento significativo nos
niveis de dano oxidativo entre o grupo controlo e os valo-
res obtidos nos bailarinos apds temporada.

Os niveis de dano oxidativo ap6s temporada de bailado
também se revelaram superiores aos niveis avaliados no
periodo antes da temporada. Em contrapartida, néo se
verificou qualquer diferenca entre os niveis de dano oxi-
dativo avaliados antes da temporada (periodo de pausa)
e 0 grupo controlo.

Nos bailarinos, embora nao se tenha verificado qualquer
correlagao entre o nimero de anos de pratica de ballet e
0 dano no ADN (tanto primario como oxidativo), observou-
-se uma correlacdo negativa (r= -0.6) estatisticamente
significativa (p=0.04) entre a idade e o dano primario no
ADN avaliado apds o término da temporada (resultados ndo
apresentados). Nao foi observado efeito do sexo e habitos
tabagicos (bailarinos nao fumadores vs bailarinos ex-fuma-
dores) nos niveis dos de dano genético determinados.

Valores médios (+ erro padrao) dos niveis de dano primario e oxidativo no ADN,

encontrados no grupo controlo e bailarinos (antes e apds a temporada).

Tabela 2:
Controlo
N Média + EP
Dano primario (% TDNA) 14 5.2+0.3
Dano oxidativo (% TDNA) 14 2.2 +0.59

Bailarinos

Antes Temporada Ap6s Temporada

N Média + EP Média + EP
14 61+0.5 6.5+ 0.6
14 11 +0.2b 4.7 +0.73b

EP = Erro Padrao; @ Significativamente diferente dos valores médios do grupo controlo; teste Man-Whitney.

b Significativamente diferente dos valores médios antes da temporada; teste de Wilcoxon. #
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_Discusséo

Os dados deste estudo revelam que os bailarinos profis-
sionais da CNB apresentaram um aumento do dano oxi-
dativo no ADN apdés a temporada de bailado 2014/2015.
Estes resultados estdo em linha com outros estudos que
avaliaram o impacto de uma temporada desportiva nos
niveis de stress oxidativo de atletas (4-5). Silva, et al. (5),
por exemplo, observou um aumento significativo nos niveis
urinarios de malondialdeido (MDA), indicador de stress oxi-
dativo, num grupo de jogadores de futebol durante e ime-
diatamente apds a temporada. Os mesmos autores verifi-
caram ainda que estes valores diminuiram no periodo de
férias (antes do inicio da nova temporada). Esta tendéncia
para um equilibrio redox ap6s um periodo de pausa tam-
bém se verificou no presente estudo, uma vez que os niveis
de dano oxidativo avaliados antes da temporada de bai-
lado n&o diferiram significativamente do grupo controlo.
Além destes resultados, verificou-se ainda uma associacao
negativa entre o dano primario no ADN (ap6s a temporada
de bailado) dos bailarinos e a idade, no entanto a influéncia
da idade nos indicadores do teste do cometa ainda ndo ¢
consensual. Apesar de alguns autores terem observado um
aumento do dano priméario no ADN com a idade (15), outros
n&o verificaram qualquer influéncia deste parametro (16,

A diferenga do IMC observada entre bailarinos vs grupo
controlo (p<0.05) pode ser explicada pela pratica de exer-
cicio fisico regular (7). De acordo com Santos, et al. (18) os
bailarinos tendem a procurar diminuir 0 seu peso corporal
de forma a facilitar determinados movimentos de danca.

Este estudo teve algumas limitacdes, nomeadamente no
numero limitado de participantes e a falta de outras infor-
macoes, como a dieta. De referir, no entanto, que foi estu-
dada cerca de 30% da populacdo de bailarinos profissio-
nais da CNB e que este estudo é pioneiro no que refere a
avaliacao de uma temporada de bailado nos niveis de dano
priméario e oxidativo no ADN.
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_Conclusao

Os bailarinos profissionais sao considerados atletas e artis-
tas com elevadas exigéncias fisicas. No presente estudo
verificou-se um aumento significativo dos niveis de dano
oxidativo no ADN em bailarinos profissionais apds a tempo-
rada de bailado comparativamente aos niveis de dano ava-
liados antes da mesma.

Sabe-se que, o principal mecanismo de protecdo contra
0 Stress oxidativo recai sobre a acdo do sistema antio-
xidante que atua em prol de um estado de homeostasia.
Através deste trabalho, constatou-se que os niveis de dano
oxidativo no ADN antes da época de bailado nao diferiram
significativamente dos niveis avaliados no grupo-controlo
(populacéo geral), apontando para um declinio dos niveis
de dano oxidativo ap6s o periodo de descanso destes
profissionais (~2 meses).

Os resultados aqui obtidos reforcam a necessidade de estu-
dos futuros e da implementagao de medidas preventivas que
visem mitigar os impactos negativos afetos a pratica desta
atividade.
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