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Resumo

O exercicio fisico esta associado a um metabolismo aerobio aumentado, o que pode resultar
também no aumento da formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS podem
reagir com varias macromoléculas, nomeadamente com o 4cido desoxirribonucleico (DNA),
causando quebras nas cadeias (DNA SBs) e uma variedade de bases modificadas. No entanto,
o exercicio fisico regular esta associado ao possivel aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e de reparacdo, levando a uma maior resisténcia ao stresse oxidativo. O gene
humano 8-oxoguanina DNA glicosilase 1 (hOGG1I) codifica uma enzima (OGG1) responsavel
por excisar o produto mais comum de danos oxidativos no DNA, a 8-oxoguanina (8-0x0Q),
através da via de reparacdo por excisdo de bases. O polimorfismo no gene 2/OGGI no codao
326 resulta na substituicdo de um aminodcido serina (Ser) (wild-type) por uma cisteina (Cys)
(mutante) (Ser326Cys), tendo sigo sugerido que os portadores do alelo mutante possuem uma
atividade de excisdo da 8-0xoG inferior a dos individuos wild-type. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi analisar a possivel influéncia do polimorfismo 2OGG1 Ser326Cys nos danos
e na capacidade de reparacdo do DNA em resposta a 16 semanas de exercicio fisico combinado
em 56 individuos caucasianos (29 do sexo masculino e 27 do sexo feminino). O ensaio do
cometa foi realizado em linfocitos e permitiu a avaliagdo dos danos do DNA, nomeadamente
das DNA SBs e dos FPG-sensitive sites, e também da capacidade de reparacdo do DNA,
avaliada através da atividade da OGGl. Os genotipos foram determinados através da
metodologia Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP). Os individuos Ser/Ser constituiram o grupo wild-type (n=35), enquanto que os restantes
individuos Ser/Cys e Cys/Cys foram analisados em conjunto, constituindo o grupo mutante
(n=21). Relativamente as diferencas existentes antes e apds o exercicio fisico, no grupo wild-
type os resultados mostraram uma diminuicao significativa das DNA SBs e também dos FPG-
sensitive sites (p<0,001), enquanto no grupo mutante os resultados apresentaram uma
diminuicdo significativa apenas das DNA SBs (p=0,027). Nao foram observadas alteragdes
significativas na capacidade de reparacdo do DNA em ambos os grupos. Este estudo piloto
sugere que o polimorfismo Ser326Cys no gene hOGGI pode influenciar os danos e a

capacidade de reparagdo do DNA em resposta ao exercicio fisico regular.

Palavras-Chave: danos no DNA; exercicio fisico; polimorfismo AOGGI Ser326Cys;

reparagdo do DNA; stresse oxidativo.
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Abstract

Exercise is associated with an enhanced aerobic metabolism, which can also result in an
increased formation of reactive oxygen species (ROS). ROS can react with several organic
structures, namely with deoxyribonucleic acid (DNA), causing DNA strand breaks (DNA SBs)
and a variety of modified bases in DNA. However, regular physical exercise has been
associated with the possible increase in antioxidant and repair enzymes, leading to an enhanced
resistance to oxidative stress. The human 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 gene (hOGGI)
encodes an enzyme (OGG1) responsible for removing the most common product of oxidative
damage in DNA, 8-oxoguanine (8-0x0(G), through the base excision repair pathway. The
genetic polymorphism of ZOGG1 at codon 326 results in a serine (Ser) (wild-type) to cysteine
(Cys) (mutant) amino acid substitution (Ser326Cys), and it has been suggested that the carriers
of the mutant allele exhibit lower 8-0x0G excision activity than the wild-type. Therefore, the
aim of this study was to analyse the possible influence of h/OGGI Ser326Cys polymorphism
on DNA damage and repair activity in response to 16 weeks of combined physical exercise
training in 56 healthy Caucasian individuals (29 males and 27 females). Comet assay was
performed in lymphocytes and enabled the evaluation of DNA damage, both DNA SBs and
FPG-sensitive sites, and also DNA repair, evaluated by OGG1 activity. The genotypes were
determined by Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) method. The individuals with Ser/Ser genotype were considered as wild-type group
(n=35), while Ser/Cys and Cys/Cys genotypes were analyzed together as mutant group (n=21).
Regarding differences between pre and post-training in the wild-type group, the results showed
a significant decrease in DNA SBs and also in FPG-sensitive sites (p<0.001), while in the
mutant group, the results only presented a significant decrease in DNA SBs (p=0.027). No
significant changes in DNA repair activity were observed in both genotype groups. This pilot
study suggests that 7OGGI Ser326Cys polymorphism can influence DNA damage and repair

activity in response to regular exercise training.

Keywords: DNA damage; DNA repair; hOGGI Ser326Cys polymorphism; oxidative stress;

physical exercise.
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Capitulo 1 — Introducao

1. Introducio

A atividade fisica diaria foi uma componente importante da vida durante a evolugdo do
Homo sapiens, devido a necessidade de viajar, cagar e lutar, sendo que para a sobrevivéncia da
espécie foi essencial um alto nivel de aptidao fisica (Radak et al., 2013). Desde a segunda
metade do século 20, que a aptidao fisica se tornou uma componente menos critica da vida
diaria dos seres humanos, gracas aos avangos tecnologicos (Mattson et al., 2014). Como
resultado desta diminui¢do exponencial, a inatividade fisica tornou-se parte do quotidiano,
surgindo como um fator de risco para um niimero consideravel de doencgas, o que resulta em
elevados prejuizos para os sistemas de satide (Ding et al., 2016).

O exercicio fisico constitui uma componente essencial de qualquer estratégia de prevengao
de doenca e promocdo da satde. As caracteristicas individuais da populacdo devem ser
consideradas, a fim de permitir a criacdo de um conjunto de recomendacdes para a prescri¢ao

de exercicio fisico, de forma objetiva e adequada.

1.1. Exercicio Fisico

A atividade fisica compreende qualquer movimento corporal produzido pela contracido
muscular que resulte num gasto energético acima do nivel de repouso. Embora relacionado com
a atividade fisica, o exercicio fisico ¢ um conceito menos abrangente e ¢ definido por
movimentos corporais planeados, organizados e repetidos com o objetivo de manter ou
melhorar uma ou mais componentes da aptidao fisica (Caspersen et al., 1985). Esta constitui o
conjunto de atributos, adquiridos ou desenvolvidos, que habilitam para a realizac¢ao da atividade
fisica, nomeadamente o estado de saude, a aptidao cardiovascular, o perfil musculo-esquelético,
a composicdo corporal e o metabolismo (Warburton et al., 2006).

As investigagdes epidemiologicas sistematicas iniciadas ha cerca de 60 anos por Jeremy
Morris (Morris et al., 1953; Morris e Crawford, 1958) e outros estudos que se seguiram vieram
confirmar a importancia do exercicio fisico regular na melhoria da satde e da longevidade, e
evidenciar a necessidade de um dispéndio energético semanal de pelo menos 1000 kcal
(Paffenbarger et al., 1986). No seguimento dos diferentes estudos efetuados surge, em 1995, a
primeira recomendac¢do relativa ao exercicio fisico e saude publica, publicada nos Estados

Unidos pelo Centro de Controlo e Prevengdo de Doencas e pelo Colégio Americano de
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Medicina Desportiva, que preconiza a realizagdo de pelo menos 30 minutos de exercicio fisico
de intensidade moderada por dia, preferencialmente todos os dias da semana (Pate et al., 1995).

Atualmente, de acordo com as recomendagdes da Organizagdo Mundial de Saude, os
individuos com idades compreendidas entre os 18 e os 64 anos devem acumular pelo menos
150 minutos por semana de exercicio fisico de intensidade moderada (30 minutos por dia, 5
dias por semana), ou 60 a 75 minutos por semana de exercicio aerobio de intensidade vigorosa
(20 a 25 minutos por dia, 3 dias por semana), ou alguma combinagdo equivalente de exercicio
aerobio de intensidade moderada e vigorosa. De notar que os individuos adultos devem ainda
praticar exercicios de forca de intensidade moderada a elevada que envolvam grandes grupos
musculares, 2 a 3 vezes por semana. A acumulacao de pelo menos 150 minutos por semana de
exercicio fisico de intensidade moderada também se aplica aos individuos com idade igual ou
superior a 65 anos, sendo que na impossibilidade de concretizagdo deste objetivo, se sugere que
estes sejam o mais possivel fisicamente ativos, dentro das suas limitagdes (WHO, 2010).

A pratica regular de exercicio fisico reduz o risco de doengas associadas ao estilo de vida,
aumenta a esperan¢a média de vida e aumenta significativamente a qualidade de vida, sobretudo
nos idosos. De facto, segundos os resultados obtidos em varios estudos, o exercicio fisico
regular reduz a pressdo arterial, melhora o nivel das lipoproteinas de alta densidade e da glicose
no sangue, preserva ou potencia a mineralizacdo 6ssea, e reduz o risco de cancro do colon e da
mama nas mulheres (Yan et al., 2011; Bassil e Gougeon, 2013; Lacza e Radak, 2013; Mellett
e Bousquet, 2013; Strasser, 2013). Por outro lado, contribui para a preservagdo da fungdo
cognitiva e diminui o risco de depressdo e de deméncia, diminui o stresse e melhora a qualidade
do sono, aumentando o bem-estar ¢ o otimismo (Hillman et al., 2008; Radak et al., 2014). Em
idosos, estd igualmente associado a uma redugdo do risco de queda e a uma diminuic¢ao das
limitacdes funcionais (Brovold et al., 2013; Frazzitta et al., 2013).

Nao obstante as recomendagdes atualmente existentes, bem como as evidéncias que
associam a pratica regular de exercicio fisico com uma vasta lista de efeitos benéficos para a
saude, milhdes de pessoas optam por um estilo de vida sedentario. Um relatorio sobre o
desporto e a atividade fisica na Europa, publicado pela Comissdo Europeia (2014), constatou
que 42% dos europeus nunca praticam exercicio fisico, e que os cidadaos do Norte da Europa
sdo 0s que praticam mais exercicio fisico, ao contrario dos cidaddos que vivem no Sul. Portugal
encontra-se entre 0s paises que menos exercicio pratica, sendo que 64% dos portugueses nunca

praticam exercicio fisico (Figura 1).
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Figura 1 - Frequéncia com que os europeus nunca praticam exercicio fisico (Adaptado de Special
Eurobarometer 412 “Sport and physical activity”, Comissdo Europeia, 2014).

O exercicio fisico encontra-se associado a um metabolismo aerobio aumentado. No entanto,
quando praticado regularmente estd também associado com o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e de reparacdo do DNA, com baixos niveis de danos oxidativos e com niveis
aumentados de resisténcia ao stresse oxidativo (Alessio e Goldfarb, 1988; Radak et al., 2000;
Radak et al., 2002). Assim, pode considerar-se que os efeitos do exercicio fisico sdo sistémicos
e complexos (Radak et al., 2008a), sendo que dependem do nivel de treino dos individuos, das
caracteristicas do exercicio, como tipo, intensidade, durag¢do, volume e frequéncia (Kemi et al.,
2005; Matsuo et al., 2014), e do eventual aumento dos niveis de stresse oxidativo (Radak et al.,

2001).



Capitulo 1 — Introducao

1.2. Stresse Oxidativo

Em organismos aerobios, os radicais livres sdo constantemente produzidos durante o normal
funcionamento da célula, na maior parte sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Uma grande quantidade de ROS ¢ removida da célula através dos mecanismos de defesa
antioxidante, sendo que o equilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes ¢
essencial para o normal funcionamento do organismo (Valko et al., 2007).

O stresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entra a produgdo de ROS e as
defesas antioxidantes da célula, devido a um aumento da taxa de producao de ROS, ou a uma
reducdo nas defesas antioxidantes, ou ainda a conjugacdo destes dois fatores (Sies, 2015).
Nestas situacgdes, as ROS em excesso podem oxidar e danificar os lipidos celulares, as proteinas
e o DNA (Valko et al., 2007), resultando numa possivel perda de funcionalidade ou até mesmo
na perda de viabilidade da célula (Lee ef al., 2004). De facto, a produgdo excessiva de ROS
encontra-se associada como causa, ou como estando relacionada com véarias doengas,
nomeadamente com varios tipos de cancro, diabetes, doencas cardiovasculares e neuroldgicas,
entre outras (Giustarini et al., 2009). Encontra-se inclusivamente relacionada com o processo
de envelhecimento (Mota ef al., 2004). Por outro lado, em concentragdes baixas ou moderadas,
as ROS estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos, nomeadamente na sinalizagdo
celular, na regulacdo da expressdo de determinados genes e na resposta inflamatdria (Droge,
2002).

Os radicais livres constituem um grupo de substancias quimicas que se caracterizam por
possuirem um ou mais eletrdes desemparelhados numa das suas orbitais externas,
particularidade que lhes confere a reatividade e a instabilidade quimica que os caracterizam, ao
reagir com outras moléculas na sua proximidade, comportando-se como oxidantes ou como
redutores, através da captacdo ou da cedéncia de eletrdes e/ou d&tomos de hidrogénio. Contudo,
existem outras moléculas altamente reativas e potencialmente tdxicas para o organismo, mas
que ndo contém qualquer eletrdo desemparelhado nas suas orbitais. Como tal, em detrimento
da designacao de radicais livres passou a utilizar-se genericamente a designagdo de espécies
reativas de oxigénio, para englobar os radicais livres associados aos atomos de oxigénio e
também as moléculas que ndo possuem atomos com eletroes desemparelhados, potencialmente
geradores desses radicais (Halliwell, 1991). O radical superoxido (O2*") e o radical hidroxilo

(HO®) sdo as ROS que possuem uma maior relevancia biologica, devido a sua elevada
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toxicidade e ao facto de serem os mais prevalentes nos organismos aerdbios (Halliwell, 1991;
Gutteridge e Halliwell, 2000).

O metabolismo celular a0 consumir oxigénio, mesmo em situagdes basais, promove a
formacao continua de ROS, através da redu¢do da molécula de oxigénio (Droge, 2002; Mota et
al., 2004). O oxigénio molecular ¢ considerado uma molécula potencialmente oxidante dada a
sua tendéncia para captar eletrdes, uma vez que possui na sua orbital externa dois eletrdes
desemparelhados com spins paralelos. Assim, através da reducdo do oxigénio molecular pode
formar-se o radical O>*", o peréxido de hidrogénio (H20>) ou o radical HO® (Fridovich, 1999).
De notar que, as ROS podem ser produzidas nas mitocondrias, no reticulo endoplasmatico, nos
lisossomas, nas membranas celulares, nos peroxissomas e no citosol (Ferreira et al., 2007).

O radical O2*" ¢ a forma reduzida do oxigénio molecular, formado através da captagdo de
um eletrdo (Droge, 2002; Lee et al., 2004). Este radical ndo consegue atravessar facilmente as
membranas celulares, ficando normalmente confinada ao local onde ¢ produzida, podendo
desencadear um conjunto de reagdes quimicas com os acidos gordos dos fosfolipidos e
consequentemente comprometer o normal funcionamento da célula (Evans, 2000). O O>*~ pode
sofrer dismutacdo, espontaneamente ou por agdo enzimatica, formando H>O,. O H2O: possui a
capacidade de atravessar facilmente as membranas celulares, e é considerada a ROS menos
reativa. A sua estabilidade depende, entre outros fatores, da presen¢a de ides metalicos livres
na sua proximidade, sendo que se pode comportar como um intermediario para a sintese de
ROS mais reativas, nomeadamente do radical HO®, a partir da oxidagdo de metais de transi¢ao
que se encontram na sua forma livre (Fridovich, 1995). O principal metal de transigdo
responsavel pela transformagdo do H2O> em HO® é o Fe?*, através da reagdo de Fenton, na qual
o Fe?* reage com o H20», formando HO®. O radical HO® possui uma elevada reatividade para
com as biomoléculas adjacentes, sendo inclusivamente a ROS que mais danos causa no DNA,
bem como a responsavel por iniciar o processo de peroxidagao lipidica, ao retirar um atomo de
hidrogénio de uma cadeia polinsaturada de um lipido presente nas membranas celulares (Droge,

2002; Lee et al., 2004).

1.3. Mecanismos de Defesa Antioxidante

O elevado potencial de toxicidade do oxigénio e a sua grande utilizagdo por parte dos

organismos aerobios, levou a que estes desenvolvessem uma diversidade de mecanismos de
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defesa antioxidante com o objetivo de proteger as suas células dos efeitos nocivos das ROS
(Banerjee et al., 2003; Lee et al., 2004).

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que atrasa significativamente,
ou inibe, a oxidagdo dos potenciais substratos pelas ROS (Halliwell, 1991). Os antioxidantes
possuem a capacidade de fornecer eletrdes e/ou atomos de hidrogénio as ROS, sem se
transformarem em moléculas instaveis (Powers et al., 1999).

Os mecanismos de defesa antioxidante, existentes nos diferentes tecidos, compreendem
mecanismo enzimaticos € nao enzimaticos, e podem ser classificados em func¢do do seu
mecanismo de acdo (antioxidantes de prevencdo, de intercecdo e de reparagdo) (Ferreira et al.,
2007), da sua localizagdo organica (antioxidantes intracelulares e extracelulares) e da sua
proveniéncia (através da dieta, antioxidantes exdgenos ou através da sintese enddgena,
antioxidantes endogenos) (Ferreira e Abreu, 2007).

Os antioxidantes de prevencao sdo aqueles que criam condigdes favoraveis para evitar a
formacao de ROS, como as proteinas que se ligam aos ides metalicos de transi¢ao, prevenindo
a sua presenca na forma livre, ou as enzimas responsaveis pela manutenc¢ao do equilibrio redox
da célula e pela reducdo de antioxidantes de intercecdo previamente oxidados. Enquanto os
antioxidantes de interce¢do sdo aqueles que reagem diretamente com as ROS e as transformam
em substancias menos reativas ou ndo reativas, impedindo que reajam com as estruturas
celulares. Os antioxidantes de reparagdo, por sua vez, favorecem a remocdao dos danos
moleculares causados pelas ROS e a reconstitui¢ao da estrutura e homeostasia celular (Ferreira
et al., 2007).

A capacidade antioxidante de um organismo depende ndo s6 da agdo especifica de cada
mecanismo de defesa antioxidante, mas também da cooperagdo entre os mesmos. A taxa de
produ¢do de ROS e a quantidade de danos oxidativos induzidos pelas mesmas estdo

dependentes da capacidade de defesa dos diferentes agentes antioxidantes (Sen, 2001).

1.3.1. Mecanismos enzimaticos

No que respeita aos mecanismos enzimaticos, as principais enzimas antioxidantes que
podem ser encontradas no organismo sdo a glutationa peroxidase (GPx), a superdxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (Powers et al., 2004).

A GPx encontra-se na mitocondria e no citosol, e tem um papel determinante nos

mamiferos, no que diz respeito ao processo de neutralizacdo das ROS (Mota et al., 2004), pois
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apresenta um papel muito ativo na remog¢ao celular do H2O2 ou de outros hidroperoxidos
organicos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como dador de eletrdes/hidrogénios,

formando a glutationa oxidada (GSSG) e dgua (Powers et al., 1999).

GPx
H>0; + 2GSH = 2H,0 + GSSG

Uma vez que a GSH ¢ oxidada pela GPx, convertendo-se em GSSG, existe a necessidade
de as células regenerarem a GSH. Esta reagdo ¢ catalisada pela enzima glutationa redutase
(GR), que utiliza a Nicotinamida Adenina-dinucleétido Fosfato (NADPH) como cofator,
transformando a GSSG novamente em GSH (Powers et al., 1999).

GR
GSSG + NADPH + H* === 2GSH + NADP*

Relativamente a SOD, ¢ de salientar a existéncia, nos mamiferos, de trés isoenzimas: a
citosolica (Cu,Zn-SOD ou SODI1), a mitocondrial (Mn-SOD ou SOD2) e uma forma
extracelular da Cu,Zn-SOD (SOD3) (Fridovich, 1995). A SOD constitui a primeira defesa
contra os radicais O»*", atuando como enzima catalisadora da dismutagdo do radical Oz*~ em

H>0: e oxigénio (Powers et al., 1999).

SOD
2 02 +2H" === H;0,+ O3

A CAT ¢ uma enzima presente na maioria dos organismos aerdbios, estando a maior parte
da sua atividade localizada nos peroxissomas (Halliwell, 1991). Esta enzima ¢ responsavel pela

conversao do H>O; intracelular em agua e oxigénio (Powers et al., 1999).
CAT
2H,0; = 2H,0 + O
1.3.2. Mecanismos nio enzimaticos
Relativamente aos mecanismos ndo enzimaticos, as principais substancias antioxidantes

que podem ser encontradas no organismo sdo a GSH, a Vitamina E, a Vitamina C, os

carotenoides e os flavonoides (Powers et al., 2004).
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A GSH ¢ um tripéptido de baixo peso molecular composto por glutamato, cisteina e glicina,
que atua como um quelante de radicais livres, quer reagindo diretamente com estes, quer
indiretamente como cofator de enzimas antioxidantes (Ferreira e Abreu, 2007).

A vitamina E ¢ uma vitamina lipossoluvel que, por se encontrar nas membranas, previne
mais facilmente a peroxidag¢ao lipidica, e pode ser encontrada sob varias formas, das quais a o.-
tocoferol ¢ a forma mais ativa em humanos. A vitamina E reage com as ROS, formando radicais
menos reativos (Fang et al., 2002; Hensley et al., 2004).

A vitamina C ¢ uma vitamina hidrossoltivel que se encontra no citosol, e que funciona como
um forte agente redutor de ROS. Contudo, em elevadas concentracdes, pode exercer efeitos
pré-oxidantes na presenga de metais de transicdo, formando ROS (Rietjens et al., 2002).

Os carotendides e os flavondides sdo compostos bioativos provenientes de diferentes partes
das plantas que, quando ingeridos através da dieta, apresentam efeitos antioxidantes (Ferreira e

Abreu, 2007).

1.4. Danos Oxidativoes no DNA

As ROS podem reagir com varias macromoléculas, nomeadamente com o DNA,
desencadeando a formagdo de danos (Cadet e Wagner, 2013), os quais tém sido alvo de varios
estudos nos ultimos 30 anos.

Os danos no DNA induzidos pelas ROS incluem as modificagdes das bases, nomeadamente
a sua oxidagdo, a formagdo de sitios apurinicos/apirimidinicos (AP), de quebras simples e
duplas nas cadeias, e ainda de ligagdes cruzadas (Friedberg et al., 2000).

A oxidagdo das bases induz a formacao de danos oxidativos no DNA celular, e representa
a maior causa de danos no DNA (Krokan e Bjoras, 2013). De facto, estima-se que ocorra a
formacgao de 10000 bases oxidadas por dia em cada célula, sendo que existem diferentes tipos
de bases oxidadas, com uma frequéncia de ocorréncia e um potencial mutagénico distintos
(Wilson e Bohr, 2007).

A guanina ¢ particularmente suscetivel a oxida¢do mediada pelas ROS. O principal produto
de oxida¢do da guanina (G) ¢ a 8-oxoguanina (8-0xoG) (Figura 2) (David et al., 2007). A 8-
oxoG ¢ muito abundante e como tal, a sua presenca ¢ frequentemente utilizada como

biomarcador de danos oxidativos no DNA celular (Klaunig e Kamendulis, 2004).
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Figura 2 - Conversio da Guanina em 8-oxoguanina apds oxidagdo
mediada pelas ROS (Adaptado de Lanier e Williams, 2017).

A 8-0x0G pode parear com a citosina (C), na conformacdo anti. Por outro lado, na
conformac¢do syn tem a capacidade de mimetizar funcionalmente uma timina (T), podendo
parear erroneamente com a adenina (A). Se este dano ndo for corretamente reparado, pode
ocorrer uma mutacao pontual do tipo transversdo, na qual ocorre a troca de G:C para T:A (David
et al., 2007).

Os danos oxidativos no DNA celular desempenham um papel importante nos processos de
mutagénese e carcinogénese, sendo que o seu potencial efeito mutagénico e citotéxico depende
determinantemente da eficicia dos mecanismos de reparacdo do DNA existentes na célula

(Marnett, 2000; Bjelland e Seeberg, 2003; Klaunig e Kamendulis, 2004).

1.5. Mecanismos de Reparaciao do DNA

Os mecanismos de defesa antioxidante desempenham um papel de extrema importancia ao
neutralizar os potenciais agentes mutagénicos formados em situagdes de stresse oxidativo, antes
mesmo que estes induzam a formagao de danos no DNA. No entanto, os danos no DNA podem
acabar mesmo por se formar, sendo necessaria a ativacdo de mecanismos de reparacdo, para
que os danos no DNA nio persistam (David et al., 2007; Wilson e Bohr, 2007; Krokan e Bjoras,
2013; Wallace, 2014).

Existem diferentes vias envolvidas na reparacdo de danos oxidativos no DNA celular,
nomeadamente a reparacdo por reversdo direta, a reparacdo por excisdo de bases (BER), a
reparacdo por excisdo de nucleotidos (NER), a reparag@o por excisdo apds reconhecimento de
erros de emparelhamento (mismatch), e a reparacdo de quebras de cadeia dupla, por

recombinagdo homdloga (HR) ou por juncao de extremidades ndo homologas (NHEJ) (Wood

11
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et al., 2001; Gros et al., 2003; Friedberg et al., 2006; Almeida e Sobol, 2007; David et al.,
2007).

1.5.1. Via de reparacio por excisao de bases (BER)

A via de reparacdo por excisdo de bases (BER) desempenha um papel essencial ao estar
envolvida na reparagcdo de uma grande parte dos danos induzidos pelas ROS no DNA celular,
que de outra forma resultariam na formacdo de muta¢des e/ou num bloqueio da replicagdo e
consequente morte celular. Esta via estd envolvida na reparagdo de bases modificadas, de sitios
AP, e de quebras simples nas cadeias de DNA (Friedberg et al., 2006; Almeida e Sobol, 2007;
David et al., 2007).

A reparagdo de danos oxidativos através da via BER consiste em trés etapas principais,
nomeadamente o reconhecimento/excisdo do dano, a formagdo de uma quebra de cadeia
simples no DNA, e a sintese/ligacdo do DNA (Almeida e Sobol, 2007). Contudo, os complexos
de proteinas intervenientes no processo variam, dependendo do tipo de dano inicial, bem como
da composi¢do quimica dos intermediarios de reparagdo, que surgem apos a excisao do dano
do DNA, mediada por uma glicosilase (Svilar et al., 2011). Desta forma, Svilar e seus
colaboradores (2011) propuseram a existéncia de trés mecanismos de reparacao através da via
de BER, nomeadamente um dos mecanismos através do qual a base modificada pode ser
excisada por uma DNA glicosilase monofuncional, e outros dois mecanismos através do quais
a base ¢ excisada por uma DNA glicosilase bifuncional, isto ¢, uma glicosilase com atividade
B-liase associada, podendo ocorrer neste caso, P-elimina¢do, quando mediada pela 8-
oxoguanina DNA glicosilase 1 (OGG1) ou B,8-eliminag@o, quando mediada pela nei like DNA
glicosilase 1 (NEIL1).

O mecanismo mais predominante na reparacdo de danos oxidativos ocorre por [-
eliminagdo, e ¢ iniciado pela enzima OGG1. Esta reconhece e catalisa a excisdo da 8-o0xoG,
formando um sitio AP, e subsequentemente também hidrolisa a liga¢do fosfodiéster do sitio
AP, resultando na formacao de uma quebra de cadeia simples no DNA. Esta quebra na cadeia
¢ caracterizada pela existéncia de uma extremidade 3’ ligada a um aldeido insaturado, que
necessita de ser processada, para se formar uma extremidade 3’OH convencional e permitir a
posterior sintese de DNA. Desta forma, a OGGI recruta a proteina X-ray repair cross-
complementing 1 (XRCCI), que funciona como um esqueleto molecular, ao coordenar os

multiplos componentes enzimaticos do processo de reparagdo. O complexo XRCCI1-OGGl1-
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DNA ¢ reconhecido pela endonuclease AP 1 (APE1), que ao se ligar, promove a libertacdo da
OGGl1, e remove a extremidade 3’ ndo convencional. Posteriormente, a quebra simples na
cadeia de DNA ¢ reconhecida pelo complexo de proteinas XRCC1-APE1-DNA Ligase III
(LiglIl) e pelo complexo de poli (ADP-ribose) polimerase 1 e 2 e poli (ADP-ribose)
glicohidrolase (PARP1-PARP2-PARG), promovendo o recrutamento da polimerase 3 (Polf),
que ¢ responsavel pela incorporagdo de nucleotidos de DNA, concluindo o processo de

reparacdo (Figura 3) (Svilar et al., 2011).

a)

b)

©)

d)

e)

5 — A— [T T LT T11

Figura 3 - Via de reparagdo por excisdo de bases (BER). Etapas do processo
de reparacdo (esquerda): a) base modificada no DNA; b) reconhecimento e
excisdo da base modificada; ¢) formagdo de uma quebra de cadeia simples no
DNA; d) sintese de DNA e) ligagdo dos locais de corte. Proteinas
intermediarias do processo de reparacao (direita) (Adaptado de Svilar ef al.,
2011).
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De notar que ap6s a remocgao da extremidade 3’ ndo convencional, a via de BER pode seguir
uma de duas subvias diferentes, a short-patch, na qual ocorre apenas a substituicdo de um
nucledtido, ou a long-patch, onde sdo substituidos dois a treze nucleodtidos, sendo que a primeira
¢ mais comum (Krokan e Bjoras, 2013).

A OGGl1, considerada uma enzima fundamental na prevengao dos danos oxidativos (David
et al., 2007), é codificada pelo gene humano 8-oxoguanina DNA glicosilase 1 (1OGG1), que
se localiza no brago curto do cromossoma 3, na regido 3p25.3. Existem varios polimorfismos
identificados neste gene, mas o mais analisado ¢ um SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
na posi¢do 1245 no exdo 7, que resulta na substitui¢do de um aminoacido serina (Ser) por um
aminoacido cisteina (Cys), no residuo 326 (Ser326Cys) (Boiteux e Radicella, 2000). Alguns
estudos epidemiologicos sugerem que os individuos portadores do alelo mutante (Cys) estdo
associados a uma atividade enzimatica da OGG1 reduzida, o que significa que possuem uma
menor capacidade de excisdao da 8-o0xoG e consequentemente uma menor capacidade de
reparacdo do DNA (Bravard et al., 2009; Kershaw e Hodges, 2012; Simonelli et al., 2013; Kaur
et al., 2014).

1.6. Biomonitorizacio Humana

A biomonitorizagdo humana ¢ uma atividade sistematica, continua ou repetitiva, que visa a
colheita de amostras biologicas para andlise de concentracdes de poluentes, metabolitos ou
parametros especificos de efeito bioldgico ndo adverso, com o objetivo de avaliar a exposigao
e o risco para a saude em individuos expostos, comparando os dados observados com os niveis
de referéncia e, se necessario, levar a ag¢des corretivas (Angerer et al., 2006). Esta avaliagdo
requer a colheita de uma matriz bioldgica adequada, de facil acesso, em quantidade suficiente
para procedimentos de rotina, e preferencialmente com um impacto minimo para o individuo.
O sangue e a urina sdo as matrizes mais utilizadas (Angerer et al., 2007).

Um biomarcador pode ser definido como uma caracteristica biologica que pode ser medida
de forma objetiva e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais, de processos
patogénicos ou de respostas farmacologicas a uma intervencdo terapéutica. Na pratica, os

biomarcadores podem ser medidos através de varias metodologias (Strimbu e Tavel, 2010).
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1.6.1. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa, também designado por Single Cell Gel Electrophoresis, ¢ um método
simples, versatil e sensivel, que permite detetar quebras no DNA, em células eucarioticas
(McKelvey-Martin et al., 1993).

O ensaio divide-se em varias etapas. Inicialmente as células sdo incorporadas em agarose,
sobre uma lamina de microscopio previamente revestida de agarose, seguindo-se a etapa de lise
celular, a qual promove a dissolu¢do das membranas celulares e nucleares, formando
nucleodides, compostos por loops de DNA superenrolado ligados a uma matriz nuclear. Na etapa
de desnaturacdo, a existéncia de quebras na cadeia do DNA vai provocar o relaxamento dos
loops de DNA, permitindo que estes migrem no sentido do anodo, quando expostos a um campo
elétrico (eletroforese), assumindo uma aparéncia semelhante a cauda de um cometa. Os cometas
sdo visualizados ao microscopio de fluorescéncia apods a coloracdo com um corante adequado
(Collins et al., 1997). Assim, ¢ possivel quantificar os danos no DNA, uma vez que quanto
maior o numero de quebras nas cadeias do DNA, maior ¢ a quantidade de DNA na cauda do
cometa (Collins et al., 2008).

Ao longo dos anos, foram feitas diversas alteragdes ao protocolo original (Ostling e
Johanson, 1987). A altera¢do do pH da solu¢do de desnaturagdo do DNA (Singh et al., 1988)
permitiu aumentar a sensibilidade do ensaio do cometa que, sob condi¢gdes alcalinas (pH>13),
deteta quebras simples e duplas nas cadeias do DNA, locais de reparagdo incompletos e sitios
alcali-labeis (Burlinson et al., 2007). Entre outras alteracdes, destacam-se também as que
permitiram a dete¢do de danos especificos no DNA, ou a possibilidade de estimar a capacidade
de reparagdo do DNA (Collins, 2004).

A oxidagdo de bases no DNA pode ocorrer a uma frequéncia similar a das quebras nas
cadeias do DNA (Collins et al., 2008), pelo que apos a etapa de lise celular, se podem utilizar
enzimas de reparacdo que detetam danos especificos no DNA, nomeadamente a
formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG) que deteta purinas oxidadas como a 8-0x0G.
(Azqueta et al., 2013).

O ensaio de reparagdo do DNA in vitro, baseado no ensaio do cometa, estima a atividade
enzimatica de um extrato celular incubado na presenca de um substrato que contém danos
induzidos no DNA, especificos para a via de reparagdo em estudo. As enzimas de reparacao
contidas no extrato reconhecem os danos, originando quebras nas cadeias do DNA, detetadas

através do ensaio do cometa (Gaivao et al., 2009; Azqueta et al., 2014).
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O ensaio do cometa tem sido muito utilizado em testes de genotoxicidade, estudos de
biomonitorizagdo humana e de ecogenotoxicologia, tanto em investigagdo basica como em
investigacdo aplicada (Azqueta e Collins, 2014), sendo que a elevada sensibilidade na detecao
de baixos niveis de danos no DNA, o facto de requerer um baixo numero de células por
amostras, a extensa aplicabilidade e os baixos custos implicados constituem as principais
vantagens da utilizacdo deste método (Tice ef al., 2000). Uma limitagdo pratica deste ensaio ¢
o numero de amostras que podem ser analisadas em simultineo, uma vez que o formato
convencional ¢ realizado com dois géis por lamina. Assim, desenvolveram-se outros formatos
que permitem a analise de um maior nimero de amostras em simultaneo (Shaposhnikov ef al.,
2010; Gutzkow et al., 2013).

Os linfocitos isolados a partir de sangue total sdo muito utilizados no ensaio do cometa,
uma vez que podem ser obtidos em grande niimero, ndo requerem cultura celular, sdo diploides
e se encontram quase todos na mesma fase do ciclo celular (G0) (Collins et al., 2008). Os danos
genéticos observados em linfocitos refletem danos semelhantes as células dos tecidos alvo, uma
vez que estes circulam por todo o corpo (Dusinska e Collins, 2008). Além dos linfocitos, o
ensaio pode ser realizado em sangue total, em células epiteliais bucais, em espermatozoides,

entre outras células (Costa e Teixeira, 2014).

1.6.2. Marcadores genéticos

Um marcador genético ¢ definido como qualquer /ocus referente a um fenotipo, a uma
proteina ou a um fragmento de DNA, cuja presenca num conjunto de gendtipos se manifesta
como polimorfica, sendo suscetivel de ser utilizado, em combinagdo com outros marcadores,
como caracteristico de um determinado genotipo (O’Brien, 1990).

Os marcadores genéticos podem classificar-se em trés grupos: morfologicos,
cromossomicos e moleculares. Os marcadores moleculares podem ainda dividir-se em

marcadores bioquimicos e marcadores de DNA (Matos, 2006).

1.6.2.1. Marcadores de DNA

Os marcadores de DNA pretendem detetar diferengas nucleotidicas ao nivel da sequéncia
de DNA e podem ser obtidos mediante hibridacdo de DNA, como os Restriction Fragment

Length Polymorphisms (RFLPs), ou a partir da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR), como os Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs), os Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLPS), os Simple Sequence Repeats (SSRs), entre outros (Matos,
20006).

Os avancos na biologia molecular levaram ao desenvolvimento de novas técnicas, as quais
permitiram desenvolver um grande numero de marcadores de DNA, e estudar, de formas muito

diversas, os polimorfismos ao nivel do DNA (Matos, 2006).

1.6.2.1.1. PCR-RFLP

A técnica de PCR tem como base a propriedade do DNA poder ser desnaturado quando se
encontra numa solu¢do liquida, a uma temperatura elevada, e replicado na presenga de uma
polimerase termoestavel e de primers adequados, permitindo a amplificacdo in vitro de um
fragmento ou sequéncia compreendida entre dois primers, sempre que estes se localizem em
posicdes antiparalelas (Mullis et al., 1986). O aumento exponencial do nimero de copias de
DNA ¢ realizado em termocicladores, mediante um programa ciclico de: desnaturagdo do DNA
molde (92-95 °C), etapa na qual as liga¢des de hidrogénio entre as duas cadeias complementares
de DNA se rompem e a dupla cadeia ¢ aberta para permitir que atue a polimerase; de hibridacao
dos primers (25-65 °C), na qual estes se ligam as suas sequéncias complementares; e de
extensdo (72 °C), etapa na qual os primers usam a cadeia com a qual hibridaram como molde,
ocorrendo sintese de DNA, mediada pela polimerase. Esta técnica revelou-se essencial em
muitas areas da biologia, na medida em que permitiu desenvolver uma série de métodos para a
obten¢do de marcadores moleculares baseados na variabilidade existente nas sequéncias de
DNA (Powledge, 2004).

Os RFLPs constituem marcadores moleculares cuja detecdo depende da existéncia de
variagoes nucleotidicas, em locais de restricdo reconhecidos por endonucleases especificas
(Griffiths et al., 2000). A variagdo ¢ detetada em funcdo dos diferentes tamanhos dos
fragmentos de DNA digeridos, que hibridam com a sonda, sendo que os fragmentos de
diferentes dimensdes se devem a alteragdes na sequéncia alvo reconhecidas pelas
endonucleases de restricdo ou a uma insercao ou delecdo que afeta a zona de reconhecimento
da sonda, detetando-se, assim, polimorfismos entre os genotipos estudados. A natureza
codominante e a quantidade de DNA requerida constituem as principais vantagens da utilizagao
de RFLPs. Em contrapartida, o investimento econdémico e de tempo limitam a sua utilizagdo

(Matos, 2006).
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A andlise genética baseada nas técnicas de PCR-RFLP combina a metodologia utilizada na
técnica de PCR com a metodologia utilizada na técnica de marcadores RFLPs e ¢ amplamente
utilizada em estudos que t€ém como objetivo a genotipagem de SNPs (Rasmussen, 2012). O
primeiro passo na analise por PCR-RFLP ¢ a amplificacdo do fragmento de DNA que contém
o polimorfismo. Em seguida efetua-se a restrigdo do fragmento amplificado por uma
endonuclease de restricdo adequada, sendo que a presenca ou auséncia do local de restricdo
reconhecido pela enzima resulta na formagao de fragmentos de DNA de diferentes tamanhos.
A identificacdo do polimorfismo ¢ depois feita por resolugcdo dos fragmentos de restricdo em
gel de agarose. A metodologia de PCR-RFLP ¢ sensivel e ndo requer equipamentos avangados
nem de elevado custo, no entanto a analise genética ¢ relativamente demorada, uma vez que

implica a realizag¢do de varias etapas (Ota et al., 2007).
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo estudar a possivel influéncia de um polimorfismo
genético no gene hOGGI (Ser326Cys), no dano e na capacidade de reparagdo do DNA em

humanos, em resposta a 16 semanas de exercicio fisico combinado. Para tal, pretendeu-se:

e Avaliar o efeito do exercicio fisico nos danos basais do DNA, nomeadamente nas
quebras nas cadeias do DNA (DNA SBs), e nos danos oxidativos (FPG-sensitive
sites), bem como na capacidade de reparagdo por excisdo de bases do DNA, através
da atividade da enzima OGGI, utilizando o ensaio do cometa, realizado em

linf6citos humanos;

e Determinar o polimorfismo Ser326Cys no gene #OGGI através da metodologia

PCR-RFLP, extraindo DNA a partir de sangue total;

e Relacionar o efeito do exercicio fisico nos danos e na capacidade de reparacdo do

DNA com o polimorfismo #OGG1 Ser326Cys.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Amostra

O estudo realizado foi efetuado em humanos voluntarios no projeto “O papel do exercicio
fisico na reducdo dos danos de DNA em linfocitos humanos: possivel influéncia do stress
oxidativo e da capacidade de reparacdo do DNA”, realizado no Departamento de Ciéncias do
Desporto, Exercicio e Saude da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. A amostra foi
constituida por 56 individuos caucasianos, 29 do sexo masculino e 27 do sexo feminino,
saudaveis e com idades entre os 40 e os 75 anos. Todos os participantes foram submetidos a 16
semanas de exercicio fisico combinado.

Antes da inclusao no estudo, os individuos foram cuidadosamente avaliados através de um
questionario médico, e sujeitos a uma entrevista individual, na qual foram administrados
questionarios (Anexo 1). Os critérios de inclusdo compreenderam individuos com idade igual
ou superior a 40 anos, e sem qualquer condi¢do de saude que pudesse interferir com o
desempenho na prova de exercicio cardiorrespiratdria. Relativamente aos critérios de exclusao,
estes compreenderam implantes de proteses metalicas, pacemakers artificias, individuos que
necessitem de ajuda para se movimentarem, e doencas metabolicas ou enddcrinas que afetem
o sistema musculo-esquelético.

Os procedimentos experimentais foram aprovados na sequéncia da Declaracdo de
Helsinquia da Associagdo Médica Mundial, e foram realizados com a aprovacao do Comité de
Etica do Centro de Investigacio em Desporto, Saude e Desenvolvimento Humano, da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (referéncia n°® 052012). Foi obtido o
consentimento informado, por escrito, de cada participante, permitindo a utilizagdo dos dados
obtidos neste projeto.

Os participantes foram submetidos a uma avaliagdo antropométrica e a colheita de amostras

de sangue, antes e apds as 16 semanas de exercicio fisico.

3.1.1. Avaliac¢do antropométrica

A altura (cm) e o peso corporal total (kg) dos individuos foram avaliados de acordo com as
normas internacionais de avaliagdo antropométrica. A altura foi aferida através de um

estadiometro (Cabral, modelo 14) com uma escala de 0,10 cm, e o peso foi aferido utilizando
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uma balanca digital (Philips, HF 351/00) com aproximagdo de 0,1 kg. Enquanto as medigdes
foram efetuadas, os individuos removeram os sapatos e as meias, usando apenas calcdes e z-
shirt.

Posteriormente calculou-se o indice de massa corporal (IMC) de cada individuo, através da

divisdo do peso, em quilogramas, pelo quadrado da altura, em metros (kg/m?) (WHO, 2000).

3.1.2. Colheita de amostras de sangue

A cada individuo colheu-se, por venipuntura, uma amostra de aproximadamente 10 mL de
sangue venoso. As amostras foram colhidas em condi¢des de jejum, entre as 08:30 e as 10:00
horas, para tubos de ensaio com 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Vacutainer®). Para
evitar a possivel influéncia da atividade fisica nas varidveis analisadas, os individuos foram
informados para ndo praticarem atividade fisica moderada ou intensa nas 24 horas precedentes
a colheita.

O processamento das amostras foi realizado cerca de 1 hora e 30 minutos apds a colheita.
A um tubo de ensaio com sangue total retiraram-se cerca de 300 pL e transferiram-se para um
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, o qual foi armazenado a -80 °C, e utilizado para posterior
extragdo de DNA gendmico. O restante volume da amostra foi utilizado para realizar o

1solamento de linfdcitos.

3.1.2.1. Isolamento de linfocitos

Adicionaram-se 9 mL de tampao fosfato-salino (PBS) (Gibco™, Life Technologies) (a 4
°C), a9 mL da amostra de sangue, previamente obtida, e homogeneizou-se. Adicionaram-se 18
mL de Lymphoprep™ a um tubo de centrifuga de 50 mL de fundo cénico, no qual
posteriormente se resvalou a amostra. Centrifugou-se durante 20 minutos a 700 xg, obtendo-se
diferentes fases de separacdo. Removeu-se o anel de linfécitos com uma pipeta de Pasteur e
transferiu-se para um tubo de centrifuga de 15 mL contendo 10 mL de PBS (a 4 °C).
Homogeneizou-se, e centrifugou-se durante 10 minutos a 2000 xg. Desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 10 mL de PBS (a 4 °C).

A solucgdo de linfocitos foi dividida em dois tubos, assim transferiram-se 125 pL para um

tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, para posterior utilizagdo no ensaio do cometa in vivo, € o
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restante volume para um tubo de centrifuga de 15 mL, para posterior utilizacdo no ensaio de

reparagdo por excisao de bases do DNA in vitro. As amostras foram armazenadas a -80 °C.

3.1.3. Exercicio fisico

Os individuos realizaram um programa de exercicio fisico combinado (exercicio de forca
combinado com exercicio aerobio) ao longo de 16 semanas, com 3 sessdes por semana, cada
sessao com a duracdo de 60 a 75 minutos, em dias ndo consecutivos. Cada sessao foi dividida
em trés componentes: 25 a 30 minutos de exercicio aerdbio, 30 a 35 minutos de exercicio de
forca, e 5 a 10 minutos de alongamentos e retorno a calma. O exercicio aerdbio consistiu em
exercicios tais como: caminhada, corrida, bicicleta, remo e eliptica, a uma intensidade
progressiva entre 55 e 75% da frequéncia cardiaca de reserva. Os exercicios de forca
consistiram em: supino, prensa de pernas, extensdo e flexao de pernas, latissimus, abdominais
e flexdo de bragos, a uma intensidade entre 65 a 75% de uma repeti¢do méaxima. Os individuos
realizaram 2 séries de 10 a 15 repetigdes nas primeiras quatro semanas, e 3 séries de 10 a 15
repeticdes nas semanas seguintes. No final de cada sessdo realizaram-se alongamentos.

Para assegurar os efeitos do programa de exercicio, foi obrigatéria uma assiduidade superior

a 75%.

3.2. Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa in vivo permitiu avaliar qual o efeito do exercicio fisico nos danos
basais do DNA, nomeadamente nas quebras nas cadeias do DNA (DNA SBs), e nos danos
oxidativos (FPG-sensitive sites) através da atividade da enzima FPG. Enquanto que o ensaio
de reparagdo por excisdo de bases do DNA in vitro, baseado no ensaio do cometa, permitiu
avaliar o efeito do exercicio fisico na capacidade de reparagdo do DNA, através da atividade da
enzima OGG1. Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos descritos por Collins
e Dusinska (2002), e por Gaivao e seus colaboradores (2009), respetivamente, com pequenas
modificacdes introduzidas.

As laminas utilizadas ao longo do ensaio foram preparadas com 24 horas de antecedéncia.
Estas foram submersas, na vertical, numa solucdo de agarose normal melting point (NMP)

(Gibco™, Life Technologies) a 1% (p/v), preparada com agua destilada, e mantida a uma
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temperatura de 40 °C. Limpou-se uma das faces e deixou-se secar a temperatura ambiente, na

posicao horizontal. Identificaram-se as laminas.

3.2.1. Ensaio do cometa in vivo

3.2.1.1. Incorporacio das células em agarose

Adicionaram-se 100 uL da solugdo de linfécitos a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
e centrifugou-se a 200 xg, durante 3 minutos, a 4 °C. Removeu-se o sobrenadante, e
ressuspendeu-se o pellet em 280 uL de solucdo de agarose low melting point (LMP) (Gibco™,
Life Technologies) a 1% (p/v), preparada com PBS, a 37 °C. Retiraram-se 140 uL, e em cada
lamina pré-revestida anteriormente, repartiu-se o volume por duas gotas de 70 pL cada. Cobriu-
se cada gota com uma lamela 18 x 18 mm, e incubou-se durante 5 minutos, a 4 °C. Removeram-
se as lamelas cuidadosamente, apos a solidificagdo dos géis.

O ntimero recomendado de células num gel é de cerca de 2 x 10* (Collins, 2004). Uma vez
que o protocolo descrito se encontra estandardizado para o nimero recomendado de células
num gel, ndo foi efetuada contagem de células.

De notar que foram necessarias duas laminas por amostra, uma para avaliar os danos basais
do DNA e outra para incubacdo com a enzima FPG, para avaliar os danos oxidativos. Cada

lamina contém dois géis.

3.2.1.2. Lise

As 1aminas foram colocadas, na vertical, em tinas de coloragio, com 1 mL de Triton™ X-
100 (Sigma-Aldrich) e 100 mL de solugdo de lise (2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris base,
ajustado a pH 10 com 10 M NaOH, a 4°C), e mantidas no escuro durante pelo menos 1 hora, a
4 °C.

3.2.1.3. Tratamento enzimatico

Nesta etapa, uma das duas ldminas correspondentes a cada amostra sofre agdo enzimatica

pela enzima FPG (fornecida por A. R. Collins).
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Retiraram-se as laminas do tampao de lise, e efetuaram-se trés lavagens sucessivas de 5
minutos cada, com tampao F (40 mM HEPES, 0,1 M KCI, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL BSA,
ajustado a pH 8 com 6 M KOH, a 4°C), a uma temperatura de 4 °C.

Efetuou-se a dilui¢do da enzima FPG em tampao F (10 uL de solu¢dao de enzima em 300
pL de tampao F), e adicionaram-se 50 pL de solugdo enzimatica, ou de tampao F no caso das
laminas relativas ao controlo, a cada gel. Cobriram-se os géis com lamelas 22 x 22 mm.
Colocaram-se as laminas em camara humida, e incubou-se durante 30 minutos, a 37 °C. De
seguida, retiraram-se as laminas da estufa, e cuidadosamente, removeram-se as lamelas dos

géis.

3.2.1.4. Tratamento alcalino

Colocaram-se as laminas numa tina de eletroforese horizontal, que continha solu¢do de
eletroforese (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, dissolvidos em agua destilada, pH>13), durante 40

minutos, a uma temperatura de 4 °C, no escuro.

3.2.1.5. Eletroforese

Ligou-se a tina de eletroforese a um conversor configurado a uma voltagem constante de

25V e 300 mA (0,8 V/cm), durante 30 minutos, a 4 °C.

3.2.1.6. Neutralizaciao

Retiraram-se as laminas da tina de eletroforese, ¢ colocaram-se em tinas de coloragao.
Procedeu-se a lavagem das ldminas com PBS, durante 10 minutos, a uma temperatura de 4 °C.
De seguida, repetiu-se o processo de lavagem com agua destilada, a 4 °C, durante 10 minutos.

Retiraram-se as laminas, e deixaram-se secar a temperatura ambiente.

3.2.1.7. Coloracao

Adicionaram-se 20 pL de brometo de etidio (BrEt) (20 pg/mL) (Sigma Chemical Co.) a
cada gel, e cobriu-se com uma lamela 22 x 22 mm, imediatamente antes da visualizacdo ao

microscopio.
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3.2.1.8. Visualiza¢do ao microscopio de fluorescéncia e Analise

Visualizaram-se as laminas ao microscopio de epifluorescéncia Nikon Eclipse E400,
equipado com um filtro G-2A (Nikon), adequado para o brometo de etidio. Utilizou-se a
objetiva de 40x.

Analisaram-se, aleatoriamente, 50 cometas por gel, através do software Comet Assay [V
(Perceptive Instruments) (Figura 4). Dentro dos diferentes parametros calculados pelo software,
o parametro escolhido para andlise foi a percentagem de DNA na cauda do cometa, ou fail
intensity (% TI), uma vez que existe uma relagdo linear com a frequéncia de quebras no DNA,
e utiliza uma medida quantitativa de 0 a 100% (Collins, 2004).

Os danos basais (DNA SBs) correspondem ao calculo da média de todos os valores de %
TI obtidos pelo software para cada amostra. Enquanto que os danos oxidativos (FPG-sensitive
sites) sao calculados através da subtracdo do valor obtido para os danos basais ao calculo da
média de todos os valores de % TI obtidos pelo software relativos ao tratamento enzimatico

com FPG para cada amostra (Collins et al., 2008).

IV Comet Assay IV ]
File System Setup ImageBank Results Help
x
Delete
v
Add Comment
Frozen
< m >
No. HeadLlength Taillength Head%Int. Tal X% Int Tail Migration Tail Moment ‘Width TotalArea  TotalInt. MGL Comment -
24 32.08 36.67 77.86 2214 2063 282 31.58 1045.18 135534 3364
25 26.99 35.65 7398 26.02 2216 293 28.52 799.51 80703 26.19 =
2 3005 3153 7100 2800, 1655 338 3463 113078 67332 3838 g
26 cells scored

Figura 4 - Imagem representativa do funcionamento do sofiware Comet Assay IV™M (Perceptive
Instruments).
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3.2.2. Ensaio de reparacio por excisao de bases do DNA in vitro

3.2.2.1. Preparacio do extrato

A capacidade de reparacdo do DNA foi estudada em extratos enziméaticos obtidos a partir
dos linfécitos de cada individuo, através da atividade da enzima OGGI1, que ¢ a principal
enzima responsavel pela excisdo da 8-0x0G, na via de reparagao por excisdo de bases.

Ressuspendeu-se a solucdo obtida apos o isolamento de linfocitos, e centrifugou-se a 700
xg, durante 10 minutos, a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet em 10
mL de tampao A (45 mM HEPES, 0,4 M KCIl, 1 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 10% glicerol (v/v),
ajustado a pH 7,8 com 6 M KOH), diluido 3 vezes, e efetuou-se a contagem do niimero de
células. Centrifugou-se a 700 xg, durante 5 minutos, a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante,
ressuspendeu-se o pellet em 20 uL de tampdo A por cada 10° de células, e dividiu-se a
suspensdo celular em aliquotas de 50 puL. Congelaram-se as aliquotas em nitrogénio liquido, e
armazenaram-se a -80 °C.

No dia em que se realizou o ensaio os extratos foram descongelados, e adicionaram-se 12
uL de solugdo de tampdo A com 1% de Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich), por cada 50 pL de
amostra. Incubou-se no gelo, durante 5 minutos. Centrifugou-se a 14000 xg, durante 5 minutos,
a 4 °C. Adicionaram-se 50 pl. de sobrenadante a 4 volumes (200 uL) de tampdo F.
Ressuspendeu-se e manteve-se no gelo até a etapa de reagdo.

De notar que foi preparada uma solugdo de controlo negativo, semelhante ao extrato, mas
sem células, com 50 uL de tampido A, 12 pL de solugdo de tampdo A com 1% de Triton™ X-

100 (Sigma-Aldrich), e 200 pL. de tampao F.

3.2.2.2. Preparacio do substrato

Utilizou-se uma linha celular aderente de adenocarcinoma de colon humano, Caco-2 (CLS,
AG, Eppelheim, Alemanha), mantida em meio de cultura (DMEM, suplementado com 2 mM
de L-glutamina, 10% (v/v) de soro fetal bovino, 200 U/mL de penicilina e 200 pg/mL de
estreptomicina), a 37 °C e 5% de COs. As células foram manipuladas numa camara de fluxo
laminar de classe II (Faster, BH-EN 2004).

As células Caco-2 foram semeadas em placas para cultura de células com 12 pogos a uma

densidade de 10° células/mL. Apds atingirem uma confluéncia de cerca de 80 a 90%, descartou-
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se 0 meio, e lavaram-se as células com PBS. De forma a induzir danos oxidativos no DNA, as
células subconfluentes foram submetidas a um tratamento com paraquato (8 uM) (Sigma
Chemical Co.), durante 24 horas, a 37 °C. A concentragdo de paraquato foi escolhida apos terem
sido realizados varios ensaios utilizando diferentes concentra¢des, tendo por base o estudo
efetuado por Dusinska e seus colaboradores (1998).

Decorrido o tempo de exposi¢ao ao paraquato, este foi removido, e efetuou-se a lavagem
das células com PBS e posterior desagregagdo das células com 1 mL de solugdo de tripsina-
EDTA a 0,05% (v/v), durante cerca de 5 minutos, a 37 °C. De seguida, adicionou-se 1 mL de
meio de cultura com soro, com o objetivo de inativar a tripsina. Transferiram-se as células para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

De notar a que a par do substrato exposto ao paraquato, foi também preparado um substrato

ndo exposto ao paraquato, para ser utilizado como controlo.

3.2.2.3. Incorporacio das células em agarose e Lise do substrato

As células obtidas na preparagdo do substrato foram centrifugadas durante 5 minutos, a 200
xg. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de PBS. Centrifugou-se
novamente a 200 xg, durante 5 minutos. Removeu-se o sobrenadante, e ressuspendeu-se o pellet
em 280 pL de solugdo de agarose LMP (Gibco™, Life Technologies) a 1% (p/v), preparada
com PBS, a 37 °C. A restante metodologia utilizada foi igual a descrita na seccao 3.2.1.1. e
3.2.1.2..

De notar que foram realizadas réplicas, o que implicou a utilizagdo de duas laminas por

amostra.

3.2.2.4. Reacao

Retiraram-se as laminas do tampao de lise, e efetuaram-se trés lavagens sucessivas de 5
minutos cada, com tampao F, a uma temperatura de 4 °C.

A etapa de reacdo corresponde a incubagao do extrato enzimatico na presenga do substrato.
Assim, adicionaram-se 50 pL de extrato enzimatico de OGG1, ou de solugdo controlo no caso
das laminas relativas ao controlo, a cada gel. A restante metodologia utilizada foi igual a

descrita na secc¢ao 3.2.1.3..
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A metodologia utilizada nas restantes etapas corresponde a metodologia descrita
anteriormente, da sec¢ao 3.2.1.4. até a seccao 3.2.1.8..

A capacidade de reparagdo do DNA foi calculada de acordo com Soares e seus
colaboradores (2015a), representada pela formula:

Atividade OGG1 = (Extrato — Controlo 1) — (Controlo 2 — Controlo 1),

na qual a atividade da enzima OGG1 ¢ expressa em % TI. Os valores obtidos correspondem ao
calculo da média de todos os valores de % TI obtidos pelo software para cada amostra, ou
controlo. Assim o extrato representa o extrato enzimatico de OGG1 incubado com o substrato
exposto ao paraquato (paraquato/extrato), o controlo 1 representa a solugdo controlo incubada
com o substrato ndo exposto ao paraquato (sem paraquato/tampao), e o controlo 2 representa a

solucdo controlo incubada com o substrato exposto ao paraquato (paraquato/tampao).

3.3. Marcadores Moleculares

3.3.1. Extracido de DNA genémico

A extracdo de DNA gendmico a partir de sangue total foi efetuada utilizando o kit NZY
Blood gDNA Isolation (NZYTech), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante, com
pequenas modificagdes introduzidas de forma a otimizar a extragao.

3.3.1.1. Lise celular

Pipetaram-se 200 pL de sangue total para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
previamente identificado. Adicionaram-se 25 pL da solugdo de Proteinase K.
De seguida, adicionaram-se 200 uL de tampao NBL e agitou-se vigorosamente no vortex.

Incubou-se a 70 °C, durante 20 minutos.

3.3.1.2. Remoc¢io do RNA

Adicionaram-se 20 pL da solu¢do de RNase A (20 mg/ml). Ressuspendeu-se e incubou-se

durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
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3.3.1.3. Adic¢ao de etanol

Adicionaram-se 210 uL de etanol absoluto e misturou-se de imediato, por inversao, para se

obter uma solucdo homogénea.

3.3.1.4. Ligacao do DNA

Pipetaram-se 650 puL da mistura obtida anteriormente e aplicou-se a coluna (NZY Spin
Blood Column), colocada num tubo coletor de 2 mL. Centrifugou-se durante 1 minuto a

velocidade maxima. Descartou-se e transferiu-se a coluna para um novo tubo coletor.

3.3.1.5. Lavagem da membrana de silica

Adicionaram-se 500 pL de tampdo NW1 a coluna. Centrifugou-se durante 1 minuto a
velocidade maxima. Descartou-se e transferiu-se a coluna para um novo tubo coletor.

Adicionaram-se 600 pL de tampao NW2 a coluna, e incubou-se durante 2 minutos, a
temperatura ambiente. Centrifugou-se durante 1 minuto a velocidade maxima. Descartou-se a

fase liquida contida no tubo coletor.

3.3.1.6. Secagem da membrana de silica

Reinseriu-se a coluna no tubo coletor vazio e centrifugou-se durante 3 minutos a velocidade

maxima

3.3.1.7. Eluicao do DNA

Inseriu-se a coluna seca num tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, previamente identificado,
e adicionaram-se 100 pL de tampao NE, previamente aquecido a 70 °C, diretamente na
membrana da coluna. Incubou-se durante 2 minutos a temperatura ambiente e de seguida,
centrifugou-se durante 2 minutos a velocidade méxima.

Descartou-se a coluna e armazenou-se 0 DNA gendmico em solucdo a 4 °C.
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3.3.2. Analise quantitativa e qualitativa do DNA extraido

A quantidade e a pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometria no
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000, utilizando 1 pL de amostra. Determinou-se a
absorvancia a um comprimento de onda de 260 nm (Az60) € 280 nm (A2s0), em cada uma das
amostras. A determinacdo da absorvancia a 260 nm permitiu a quantificagdo do DNA, efetuada
seguindo a formula I(A260 )=50 pg/mL. A razdo Aseso/A2g0 permitiu estimar a pureza do DNA,
sendo que valores entre 1,8 e 2,0 sdo indicadores de pureza, e valores inferiores ou superiores
indicam que ocorreu contaminacao.

Paralelamente, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), com o objetivo
de comprovar a integridade e a qualidade do DNA.

Foram feitas diluicdes das amostras de DNA a 5 ng/ul, em aliquotas de 200 uL.

Armazenaram-se as amostras a -20 °C.

3.3.3. PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism)

O polimorfismo genético no gene hOGGI (Ser326Cys) foi determinado através da
metodologia PCR-RFLP, tendo por base o protocolo descrito por Shen e colaboradores (2007),
com pequenas modificagdes introduzidas.

Num volume final de 25 pL por reacdo, misturaram-se 5 pL. de DNA gendmico (5 ng/pL),
1 uL de cada primer (10 uM) (OGG1_F 5’- ACTGTCACTAGTCTCACCAG -3’ ¢ OGG1_R
5’- TGAATTCGGAAGGTCCTTGGGGAT -3°), 12,5 uL. de DFS-Taq Master Mix (Frilabo) e
5,5 uL de 4gua destilada ultrapura (Qiagen).

A reagdo de amplificagdo realizou-se num termociclador Veriti™ 96-Well (Applied
Biosystems), seguindo o programa:

e Ciclo inicial de desnaturagdo de 2 minutos, a 94 °C;

e 40 ciclos constituidos por trés fases distintas:

o Desnaturagdo a 94 °C, durante 15 segundos;
o Hibridagdo a 60 °C, durante 30 segundos;
o Extensdo a 72 °C, durante 35 segundos;

e C(Ciclo terminal de extensdo de 10 minutos, a 72 °C.
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Apos a reagdo de amplificagdo, confirmou-se através de eletroforese em gel de agarose a
1,5% (p/v), a presenga de um fragmento com 200 pb. O produto de amplificacdo foi conservado
a -20 °C até a sua digestdo com a enzima de restri¢do adequada.

Na restricdo enzimadtica, misturaram-se 5 puL. do produto de amplificagdo, 23 pL de 4dgua
destilada ultrapura (Qiagen), 2 uL de tampao G e 1,5 pL (15 U) de enzima de restricdo Frnu4HI
(Thermo Scientific). Agitou-se no vortex e fez-se um spin down durante alguns segundos.

Incubou-se a 37 °C, durante 24 horas.

3.3.3.1. Resolucio dos produtos de restricio em géis de agarose

A separacdo dos fragmentos de DNA resultantes da restricdo enzimadtica foi efetuada
mediante eletroforese em gel de agarose a 3% (p/v), com uma voltagem constante de 80 V,
durante 2 horas. O tampao de eletroforese utilizado foi o TBE (0,089 M Tris base, 0,089 M
Acido bérico a pH 8,3, 2 mM EDTA). Utilizou-se um tampao para a deposicdo das amostras
constituido por glicerol, azul de bromofenol e TBE 10x.

Para visualizacdo dos fragmentos separados na eletroforese, os géis foram corados numa
solugcdo de brometo de etidio (Sigma Chemical Co.) (500 mL dH,0/40 pL de BrEt), que se
intercala entre as cadeias de DNA, emitindo fluorescéncia quando exposto a raios UV,
permitindo a visualizagdo das bandas no gel. Realizou-se a captacdo da imagem com o
Molecular Imager® Gel DOC™ XR+, através do software Image Lab™ (Bio-Rad).

O tamanho dos fragmentos de DNA foi calculado em fun¢do da sua migracdo, quando
comparada com a migragdo dos fragmentos do marcador de peso molecular GeneRuler™ 100
bp Plus DNA Ladder (Fermentas), cujo tamanho dos fragmentos ¢ conhecido (3000, 2000,
1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 e 100 pb).

3.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa IBM® SPSS Statistics®, versdo 24.0.

A caraterizagdo geral da amostra foi realizada através de analise univariada.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade das variaveis numéricas,
nomeadamente do IMC, DNA SBs, FPG-sensitive sites ¢ Reparacdo, tendo em conta a
dimensao da amostra (n=56). A diferenga entre as médias, em variaveis normais, foi verificada

através do teste T para amostras emparelhadas. Enquanto que em varidveis ndo normais, a
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diferenca entre as médias foi verificada através dos testes ndo paramétricos de Wilcoxon e dos
Sinais.

A distribuicao dos fatores sociodemograficos entre os grupos de polimorfismos genéticos
no gene hOGGI1 (Ser326Cys) foi avaliada através do teste do qui-quadrado de Pearson para
variaveis categoricas.

Utilizaram-se os testes ndo paramétricos de Wilcoxon e dos Sinais para comparar os valores
obtidos para as varidveis numéricas antes e ap6s as 16 semanas de exercicio fisico, em cada um
dos grupos de polimorfismos, uma vez que as varidveis em analise ndo cumpriram os requisitos
da normalidade.

Com o objetivo de comparar as variaveis numéricas entre os grupos de polimorfismos, antes
e apos as 16 semanas de exercicio fisico, utilizou-se o teste T para duas amostras independentes,
sempre que a variavel em andlise cumpriu os requisitos da normalidade. Caso contrario,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

A correlacdo de Spearman foi utilizada para verificar a associacdo entre as variaveis
numeéricas, em cada um dos grupos de polimorfismos, antes e apos as 16 semanas de exercicio
fisico.

Todos os testes de inferéncia estatistica foram realizados para um nivel de significancia de

0,05 (Pestana e Gageiro, 2014).
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4. Resultados e Analise de Resultados

A caracterizagdo da amostra, realizada através de analise univariada, encontra-se na Tabela
1. A amostra foi constituida por 56 individuos caucasianos, 27 do sexo feminino (48,2%) e 29
do sexo masculino (51,8%), cuja média de idades era de 55,9 e respetivo desvio padrdo (DP)
10,3. A amostra foi dividida em duas faixas etdrias, uma constituida por 44 individuos com
idade inferior a 65 anos (78,6%), e outra constituida por 12 individuos com idade igual ou

superior a 65 anos (21,4%).

Tabela 1 - Caracterizacdo da amostra.

n (%) média =+ DP
Total 56 -
Sexo
Feminino 27 (48.,2%) -
Masculino 29 (51,8%) -
Idade
- 559 +10.3
Faixa Etaria
<65 44 (78,6%) -
=65 12 (21,4%) -

Os participantes foram submetidos a 16 semanas de exercicio fisico combinado, tendo sido
efetuada uma avaliagdo antropométrica e colheita de amostras de sangue, antes e apoOs esta

intervengao.
O ensaio do cometa in vivo possibilitou avaliar qual o efeito do exercicio fisico nos danos

basais do DNA, particularmente nas quebras nas cadeias do DNA (DNA SBs), e nos danos

oxidativos (FPG-sensitive sites). O ensaio de reparagdo por excisdo de bases do DNA in vitro,
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baseado no ensaio do cometa, possibilitou avaliar o efeito do exercicio fisico na capacidade de
reparagdo do DNA.

Os ensaios foram realizados em linfocitos isolados a partir de amostras de sangue. Na Figura
5 podem observar-se imagens de cometas representativos de diferentes niveis de danos no

DNA, obtidas através do software Comet Assay [V™™ (Perceptive Instruments).

Figura 6 - Imagens de cometas obtidos através do ensaio do cometa, realizado em linfocitos
humanos: a) baixos niveis de danos no DNA; b) elevados niveis de danos no DNA.

A normalidade das variaveis numéricas, nomeadamente do IMC, DNA SBs, FPG-sensitive

sites e Reparacdo, foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.

O IMC expresso em kg/m? relativo & amostra total era inicialmente de 28,3 + 4,16. Apds
as 16 semanas de exercicio fisico o IMC aumentou para 28,4 + 4,10, sendo que este aumento
ndo foi significativo (p=0,320). A diferenca entre as médias foi verificada através do teste T

para amostras emparelhadas.

Na Tabela 2 ¢ possivel analisar os valores obtidos para as variaveis DNA SBs, FPG-
sensitive sites ¢ Reparacdo, antes e apos as 16 semanas de exercicio fisico. Os valores obtidos
através da realizacdo do ensaio do cometa, expressos em % TI, sdo relativos a amostra total e
estdo apresentados sobre a forma de média e respetivo DP.

Verifica-se que apds as 16 semanas de exercicio fisico houve uma diminui¢ao significativa
(p<0,001) dos danos basais do DNA (DNA SBs) e dos danos oxidativos (FPG-sensitive sites).

Relativamente a capacidade de reparagdo do DNA houve igualmente uma diminuicdo, ainda
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que ndo significativa (p=1). De notar que a diferenca entre as médias para as varidveis DNA
SBs e Reparagdo foi verificada através do teste ndo paramétrico dos Sinais, enquanto que para

a variavel FPG-sensitive sites se utilizou o teste ndo paramétrico de Wilcoxon.

Tabela 2 - Efeito do exercicio fisico nas varidveis obtidas através da realizagdo do ensaio do cometa na amostra
total.

Antes Apos p
(média + DP) (média + DP)
D(I;JATSII)‘S 439 + 403 221+1,63 <0,001
FPG-s(fgs?;;e sites 3034232 173 +1,53 <0,001
R‘(’l}%‘;“%‘i)f'o 476 +6.67 381 +329 1

O polimorfismo genético no gene hOGGI (Ser326Cys) foi determinado através da
metodologia PCR-RFLP.

A enzima de restricdo Fnu4HI clivou o DNA na sequéncia 5’- GCNGC -3°. O tamanho dos
fragmentos de DNA obtidos foi calculado em fun¢do da sua migragdo, quando comparada com
a migracdo dos fragmentos do marcador de peso molecular, cujo tamanho ¢ conhecido. Os
individuos homozigéticos Ser/Ser apresentavam uma banda intacta com 200 pb, enquanto que
os individuos homozigéticos Cys/Cys apresentavam uma banda com 100 pb. Os individuos
heterozigdticos Ser/Cys apresentavam ambas as bandas (200 pb e 100 pb). Na Figura 6 pode

observar-se o resultado representativo da anélise por PCR-RFLP.
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Figura 6 - Resultado representativo da analise por PCR-RFLP do polimorfismo genético
no gene hOGGI (Ser326Cys): 1) Homozigoético Ser/Ser; 2) Heterozigotico Ser/Cys;
3) Homozigético Cys/Cys; M) Marcador de peso molecular.

Na Tabela 3 ¢ possivel verificar a distribui¢do dos gendtipos e a frequéncia dos alelos em
estudo na amostra. O niimero de individuos homozigoticos Ser/Ser foi de 35 (62,5%), enquanto
que o nimero de individuos heterozigdticos Ser/Cys foi de 18 (32,1%), e de individuos
homozigoticos Cys/Cys foi de 3 (5,40%). A frequéncia do alelo Ser foi 78,6% (n=88), enquanto
que a frequéncia do alelo Cys foi 21,4% (n=24).

Tabela 3 - Distribuicdo dos gendtipos e frequéncia dos alelos de acordo com o polimorfismo #OGG1 Ser326Cys
na amostra.

Polimorfismo

hOGGI Ser326Cys n (%)
Ser/Ser 35 (62,5%)
Genétipos Ser/Cys 18 (32,1%)
Cys/Cys 3 (5,40%)
Ser 88 (78,6%)
Alelos
Cys 24 (21,4%)
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Os individuos homozigdticos Ser/Ser constituiram o grupo wild-type, enquanto que os
restantes individuos, os heterozigoticos Ser/Cys e os homozigoticos Cys/Cys, constituiram o

grupo mutante.

A distribui¢do de fatores sociodemograficos, como o sexo e a faixa etaria, entre os grupos
wild-type e mutante, foi avaliada através do teste do qui-quadrado de Pearson para variaveis
categoricas.

O grupo wild-type era constituido por 60% de individuos do sexo masculino e 40% do sexo
feminino. Enquanto que o grupo mutante era constituido por 38,1% de individuos do sexo
masculino e 61,9% do sexo feminino (p=0,112).

Relativamente a faixa etdria, o grupo wild-type era constituido por 77,1% de individuos
com idade inferior a 65 anos e 22,9% de individuos com idade igual ou superior a 65 anos.
Enquanto que o grupo mutante era constituido por 81% de individuos com idade inferior a 65
anos e 19% de individuos com idade igual ou superior a 65 anos (p=0,737).

Uma vez que os valores de p foram superiores a 0,05, foi possivel concluir que a distribuicao

dos fatores sociodemograficos entre os grupos wild-type e mutante era homogénea.
Na Figura 7 pode observar-se o efeito das 16 semanas de exercicio fisico nas variaveis DNA

SBs, FPG-sensitive sites € Reparacdao, nos grupos wild-type e mutante. Os valores destas

varidveis sao expressos em % TI, e estdo apresentados sobre a forma de média = DP.
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Figura 7 - Efeito do exercicio fisico nas variaveis obtidas através da realizagdo do ensaio do
cometa (média + DP) nos grupos wild-type (homozigdticos Ser/Ser) e mutante
(heterozigoticos Ser/Cys e homozigoéticos Cys/Cys): a) DNA SBs expressa em % T1; b) FPG-
sensitive sites expressa em % T1; ¢) Reparag@o expressa em % TI. * Diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) antes e apds as 16 semanas de exercicio fisico em cada grupo,
analisadas através do teste dos Sinais e do teste de Wilcoxon. ® Diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos, antes e apos as 16 semanas de exercicio fisico,
analisadas através do teste T para 2 amostras independentes e do teste de Mann-Whitney.
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E possivel observar que ocorreu uma diminuigdo significativa dos danos basais do DNA
(DNA SBs), apds as 16 semanas de exercicio fisico, em ambos os grupos. No grupo wild-type
inicialmente o valor era de 4,29 + 4,28, e posteriormente diminui para 1,93 + 1,34 (p<0,001).
Enquanto que no grupo mutante o valor inicial era de 4,56 + 3,67 e diminui para 2,67 + 1,97
(p=0,027).

Relativamente aos danos oxidativos (FPG-sensitive sites) ¢ também possivel observar que
ocorreu uma diminui¢do em ambos os grupos, apos as 16 semanas de exercicio fisico, sendo
que as diferencas sdo estatisticamente significativas apenas no grupo wild-type (p<0,001).
Inicialmente o valor era de 3,59 + 2,63, e posteriormente diminui para 1,66 + 1,39.

No que diz respeito a capacidade de reparagdo do DNA verificou-se uma diminui¢do no
grupo wild-type, ap6s a pratica de exercicio fisico. Enquanto que no grupo mutante se verificou
0 oposto, ou seja, apds as 16 semanas de exercicio fisico a capacidade de reparacdo do DNA
aumentou. Contudo ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas em ambos os
grupos.

De notar que se realizou ainda a comparagdo entre os grupos wild-tfype e mutante nas
variaveis em estudo, antes e apds as 16 semanas de exercicio fisico, e que se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos no que diz respeito a variavel de dano

oxidativo (FPG-sensitive sites) (p=0,006), antes das 16 semanas de exercicio fisico.

Nas Tabelas 4 e 5 € possivel verificar a associacdo entre as variaveis em estudo nos grupos
wild-type e mutante, antes e ap6s as 16 semanas de exercicio fisico, respetivamente. Esta
associagdo foi verificada através da correlagdo de Spearman.

Apoés as 16 semanas de exercicio fisico verifica-se que no grupo wild-type existe uma
correlacdo negativa (r=-0,399) estatisticamente significativa (p=0,020) entre os danos basais do
DNA (DNA SBs) e a Reparagdo, o que significa que a medida que a capacidade de reparagdo
do DNA diminui, os danos basais do DNA tendem a aumentar. De notar que a correlagdo entre
estas duas variaveis ¢ fraca, uma vez que o valor de r foi -0,399.

Relativamente as restantes variaveis em estudo, ndo se verificam outras associagdes

estatisticamente significativas.
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Tabela 4 - Correlagdes entre as variaveis em estudo nos grupos wild-type e mutante, antes das 16 semanas de
exercicio fisico.

DNA SBs FPG-sensitive sites Reparacao

(% TI) (% TI) (% TI)
D(I;JATSII;S r ; 0,054 0230
Wild-type T G's(‘j;zs;f’iv)" sites 0,054 ; 0,151
Reparacao
% T r 0230 0,151 ;
D(I;JATSII;S r ; 0358 20121
Mutante F PG-S(Z;s*l[‘nll;e sites v 0358 i 0.146
Reparacao 146
% Th r 20121 0, ]

Tabela 5 - Correlagdes entre as varidveis em estudo nos grupos wild-type e mutante, apds as 16 semanas de
exercicio fisico.

DNA SBs FPG-sensitive sites Reparacao

(% TI) (% TI) (% TI)
D(l:l/oA Tsll);s . _ 0,158 -0,399"
Wild-type FPG-S(Z;sfl?I;e e 0138 _ b
Reparacao * 15
(% T r -0,399 0.1 -
])(1sz TSII)BS r - 0,212 -0,229
Mutante FPG-s(Z;srtlz:tI;e sites r -0,212 - -0,229
Reparacao
(% TI) r -0,229 -0,229 B

*p<0,05

48



Capitulo 5 — Discussio







Capitulo 5 — Discussio

5. Discussao

A pratica regular de exercicio fisico reduz o risco de doengas associadas ao estilo de vida
(Yan et al., 2011; Bassil e Gougeon, 2013; Lacza e Radak, 2013; Mellett e Bousquet, 2013;
Strasser, 2013), aumenta a esperanca média de vida (Carter et al, 2007) e aumenta
significativamente a qualidade de vida, sobretudo nos idosos (Brovold et al., 2013; Frazzitta et
al., 2013). Por outro lado, a inatividade fisica encontra-se associada ao aparecimento de varias
doengas, que acarretam elevados prejuizos para os sistemas de satde de diversos paises (Ding
et al., 2016).

Os efeitos do exercicio fisico sdo sistémicos e complexos (Radak et al., 2008a), sendo que
dependem do nivel de treino dos individuos, das caracteristicas do exercicio, como tipo,
intensidade, duracdo, volume e frequéncia (Kemi et al., 2005; Matsuo et al., 2014), e da
eventual formacao de ROS, associada a niveis elevados de 8-0xoG no DNA, peroxidagdo
lipidica e carbonila¢do em residuos de aminoéacidos (Radak et al., 2001).

Nos ultimos 25 anos, o ensaio do cometa tornou-se um método de exceléncia no que diz
respeito a avaliagdo do efeito do exercicio fisico nos danos do DNA (Davison, 2016).

O ensaio do cometa, sob condi¢des alcalinas (pH>13), deteta quebras simples e duplas nas
cadeias do DNA, locais de reparacdo incompletos e sitios alcali-labeis em células eucaridticas
(Burlinson et al., 2007). A oxidag¢ao de bases no DNA pode ocorrer a uma frequéncia similar a
das quebras nas cadeias do DNA (Collins ef al., 2008), pelo que a utilizacdo de enzimas de
reparagdo que detetam danos especificos no DNA, nomeadamente a FPG que deteta purinas
oxidadas como a 8-0x0G, permitiu aumentar a sensibilidade do ensaio (Azqueta et al., 2013).

A maioria dos estudos realizados através da realizagdo do ensaio do cometa, tem-se
centrado nos efeitos agudos do exercicio fisico nos danos basais (Hartmann et al., 1994; Niess
et al., 1996; Hartmann et al., 1998; Mars et al., 1998; Niess et al., 1998; Palazzetti et al., 2003;
Mastaloudis et al., 2004; Zhang et al., 2004; Davison et al., 2005; Peters et al., 2006; Wierzba
et al., 2006; Reichhold et al., 2009; Fogarty et al., 2011; Fogarty et al., 2013a; Fogarty et al.,
2013b; Gray et al., 2014) e também nos danos oxidativos do DNA (Hartmann et al., 1998;
Moller et al., 2001; Tsai et al., 2001; Briviba et al., 2005; Tanimura et al., 2008; Tanimura et
al., 2010; Wagner et al., 2010), concluindo que os exercicios de alta intensidade, de curta ou
longa duragdo, causam um aumento dos danos no DNA.

A existéncia de danos no DNA ¢ o primeiro passo para a ocorréncia de mutagdes, cuja

persisténcia depende determinantemente dos mecanismos de reparagdo do DNA. A 8-0x0G ¢ o

51



Capitulo 5 — Discussio

biomarcador de dano oxidativo no DNA mais frequentemente utilizado, sendo que esta base
oxidada pode ser excisada do DNA pela OGGI, através da via de reparagdo por excisdo de
bases (Wilson et al., 2003).

O ensaio de reparagdo do DNA in vitro, baseado no ensaio do cometa, estima a atividade
enzimatica de um extrato celular incubado na presenca de um substrato que contém danos
induzidos no DNA, especificos para a via de repara¢do em estudo. As enzimas de reparacao
contidas no extrato reconhecem e eliminam os danos, originando quebras nas cadeias do DNA,
detetadas através do ensaio do cometa (Gaivao et al., 2009; Azqueta et al., 2014).

No presente estudo, o efeito das 16 semanas de exercicio fisico combinado nos danos e na
capacidade de reparagdo do DNA foi avaliado nos linfocitos dos individuos em estudo, através
da realizacdo do ensaio do cometa. O ensaio do cometa in vivo permitiu avaliar o efeito do
exercicio fisico nos danos basais do DNA, nomeadamente nas quebras nas cadeias do DNA
(DNA SBs), e nos danos oxidativos (FPG-sensitive sites) através da atividade da enzima FPG.
Enquanto que o ensaio de reparag@o por excisdo de bases do DNA in vitro, baseado no ensaio
do cometa, permitiu avaliar qual o efeito do exercicio fisico na capacidade de reparagdo do
DNA, através da atividade da enzima OGG1. O protocolo de exercicios utilizado seguiu as
diretrizes recomendadas pelo Colégio Americano de Medicina Desportiva (Chodzko-Zajko et
al., 2009; Garber et al., 2011).

Com base nos resultados obtidos, apds a realizacdo do ensaio do cometa, ¢ possivel verificar
na Tabela 2 que houve uma diminuicdo significativa (p<0,001) dos danos basais e dos danos
oxidativos no DNA, em resposta ao exercicio fisico regular. A capacidade de reparagdo do
DNA também diminuiu, ainda que ndo significativamente (p=1).

Os niveis moderados de ROS produzidos durante a pratica de exercicio fisico regular podem
ser responsaveis por alteragdes sistémicas que levam o organismo a adaptar-se (Radak et al.,
2008a). Esta adaptacdo proporciona niveis de protecdo elevados, resultando num aumento da
atividade de enzimas antioxidantes e de reparagdo do DNA, em baixos niveis de danos
oxidativos e em niveis aumentados de resisténcia ao stresse oxidativo (Alessio e Goldfarb,
1988; Radak et al., 2000; Radak et al., 2002).

Existem véarios estudos acerca das alteragdes subjacentes a pratica de exercicio fisico
regular. Os resultados obtidos em estudos relativos aos efeitos cronicos do exercicio fisico nos
danos e na capacidade de reparacdo do DNA em ratos reunem uma maior consensualidade. Um
estudo levado a cabo por Nakamoto e seus colaboradores (2007) em ratos idosos com 21 meses

de idade concluiu que apds 2 meses de corrida regular numa passadeira ocorreu uma redugo
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significativa dos niveis de 8-0xoG no DNA nuclear e mitocondrial do figado, acompanhada por
uma sobrerregulagdo da OGGI no nticleo. Enquanto que Radak e seus colaboradores (2007),
num estudo semelhante, constataram que ocorreu um aumento da atividade da OGG1 no nucleo
das fibras musculares vermelhas, € uma diminui¢@o no nucleo das fibras musculares brancas e
na mitocondria de ambas as fibras musculares, indicando que a regulacdo da OGG1 no nucleo
€ na mitocondria, bem como em diferentes tecidos, pode ocorrer de forma diferenciada como
resultado da pratica de exercicio fisico regular. Siu e a sua equipa realizaram um estudo em
ratos com 2 meses de idade e apds a pratica de exercicio fisico regular durante 8 e 20 semanas
concluiram que ocorreu um aumento da resisténcia a danos induzidos no DNA dos linfécitos.
Os resultados obtidos as 8 semanas foram atribuidos a uma expressao elevada de enzimas
antioxidantes, enquanto que a resisténcia conferida pela pratica de exercicio fisico regular
durante periodos mais longos foi atribuida a expressdo elevada e conjunta de enzimas
antioxidantes e de reparacdo (Siu et al., 2011).

Por outro lado, os estudos realizados em humanos sdo pouco consensuais. Huang e seus
colaboradores (2014) realizaram um estudo em mulheres jovens sedentdrias e comprovaram
que 12 semanas de pratica regular de Tai-Chi resultaram num aumento dos niveis de OGG1,
sem alteracdo dos niveis de 8-0xoG no plasma. Uma investigacdo semelhante a efetuada no
presente estudo numa amostra constituida por 31 individuos saudéveis do sexo masculino, com
idades entre os 40 e os 74 anos, submetida a 16 semanas de exercicio fisico combinado
constatou que a par dos resultados obtidos no presente estudo, ocorreu uma diminui¢do
significativa dos danos basais e dos danos oxidativos no DNA, bem como uma diminui¢ao nao
significativa da capacidade de reparacdo do DNA. De notar que também foi verificado um
aumento da capacidade antioxidante e uma diminuicdo dos niveis de peroxidagdo lipidica
(Soares et al., 2015b). Enquanto que um estudo realizado em idosos institucionalizados, com
idades entre os 65 e os 98 anos, submetidos a 6 meses de exercicio fisico de for¢a concluiu que
ainda que tenha ocorrido um aumento significativo dos danos no DNA, ocorreu um aumento
da resisténcia a danos induzidos no DNA, confirmado pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (Franzke et al., 2015).

A diminuicdo significativa dos danos no DNA, em resposta as 16 semanas de exercicio
fisico combinado, no presente estudo, pode dever-se ao aumento da resisténcia ao stresse
oxidativo e/ou aumento da atividade de enzimas antioxidantes, fundamentado(s) pelos baixos
niveis de ROS produzidos durante a pratica de exercicio fisico regular, na medida em que a

capacidade de reparagdo do DNA, estimada através da atividade da enzima OGG1, diminuiu.
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O gene hOGGI ¢ responsavel por codificar a enzima OGGI e tem sido alvo de varios
estudos que comprovam que a presenca de polimorfismos genéticos pode aumentar a
suscetibilidade a danos no DNA. O polimorfismo Ser326Cys encontra-se entre os mais
analisados e, embora os resultados sejam inconsistentes, os individuos portadores do alelo
mutante (Cys) estdo associados a uma atividade enzimdtica da OGGl1 reduzida (Bravard ef al.,
2009; Kershaw e Hodges, 2012; Simonelli ef al., 2013; Kaur et al., 2014).

A andlise genética baseada na técnica de PCR-RFLP combina a metodologia utilizada na
técnica de PCR com a metodologia utilizada na técnica de marcadores RFLP e ¢ amplamente
utilizada em estudos que tém como objetivo a genotipagem de SNPs (Rasmussen, 2012).

Dada a ndo existéncia de estudos relativamente aos efeitos cronicos do exercicio fisico
regular no DNA, considerando as caracteristicas individuais da popula¢do, nomeadamente
polimorfismos que possam afetar estes efeitos, determinou-se o polimorfismo genético no gene
hOGG1 (Ser326Cys) através da metodologia PCR-RFLP. A distribui¢do dos genotipos e a
frequéncia dos alelos em estudo na amostra (Tabela 3) encontra-se em concordancia com a
frequéncia verificada noutros estudos realizados em individuos caucasianos (Bagryantseva et
al.,2010; Jensen et al., 2012; Majsterek et al., 2012). Assim, com o objetivo de estudar qual o
efeito das 16 semanas de exercicio fisico combinado nos danos e na capacidade de reparagdo
do DNA em humanos considerando o polimorfismo genético no gene hOGGI (Ser326Cys),
dividiu-se a amostra em 2 grupos, o grupo wild-type (n=35), constituido pelos individuos
homozigoticos Ser/Ser e o grupo mutante (n=21), constituido pelos restantes individuos, os
heterozigdticos Ser/Cys e os homozigoticos Cys/Cys.

Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel verificar na Figura 7 que no grupo wild-type,
apos as 16 semanas de exercicio fisico combinado, ocorreu uma diminui¢do significativa
(p<0,001) dos danos basais e dos danos oxidativos no DNA, bem como uma diminui¢ao, ainda
que nao significativa, da capacidade de reparacdo do DNA. Enquanto que no grupo mutante
ocorreu uma diminui¢do significativa (p=0,027) dos danos basais no DNA, uma diminui¢do
dos danos oxidativos e um aumento da capacidade de reparacdo do DNA, ambos nao
significativos. Relativamente & comparagdo entre os grupos wild-type e mutante, verificaram-
se diferencas estatisticamente significativas (p=0,006) para a varidvel de dano oxidativo, antes
das 16 semanas de exercicio fisico. Verificou-se ainda existir uma correlacdo negativa fraca
(r=-0,399), estatisticamente significativa (p=0,020), entre os danos basais no DNA e a
capacidade de reparacdo do DNA no grupo wild-type, ap6s as 16 semanas de exercicio fisico

combinado (Tabela 5).
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A redugdo da atividade enzimatica da OGGI, codificada pelos individuos portadores do
alelo mutante (Cys), sob condi¢cdes de elevado stresse oxidativo, resulta no aumento da
suscetibilidade a danos no DNA e na diminuicao da capacidade de reparacdo do DNA (Kershaw
e Hodges, 2012). Existem evidéncias de que as modificagdes pds-traducionais como a
nitrosilacdo (Tang et al., 2012), a fosforilagdo (Hu et al., 2005), a acetilagdo (Bhakat ef al.,
2006), a ubiquitinagdo (Fantini et al., 2013) e as modifica¢des redox (Bravard et al., 2009) sao
responsaveis por modular a atividade catalitica da enzima OGGl.

O exercicio fisico, segundo estudos realizados, aumenta a atividade da enzima OGG1
(Radak et al., 2002; Radak et al., 2003; Sato et al., 2003; Nakamoto et al., 2007; Radak et al.,
2007; Radak et al., 2009). A atividade enziméatica da OGG1, essencialmente regulada através
da acetilagdo mediada pelo complexo p300/CBP, predominantemente nas lisinas 338 e 341
(Bhakat et al., 2006), tem sido alvo de alguns estudos relacionados com os efeitos inerentes a
pratica de exercicio fisico regular, na medida em que a atividade de excisdo da enzima OGG1
acetilada ¢ superior comparativamente a atividade da OGG1 desacetilada (Szczesny et al.,
2004). Koltai e seus colaboradores (2011) realizaram um estudo em ratos com diferentes idades
e concluiram que o exercicio fisico aumenta os niveis de acetilagdo da OGGI, sendo que a
acetilacdo diminui drasticamente com o envelhecimento, razdo pela qual existe um aumento
dos niveis de 8-0xoG no hipocampo de ratos idosos. Enquanto que Radak e a sua equipa
concluiram que o exercicio fisico aumenta os niveis de acetilagdo da OGG1, levando a uma
diminui¢do dos niveis de 8-0xoG no musculo esquelético de individuos fisicamente ativos
(Radak et al., 2011). A reparagdo do DNA, através do aumento da atividade da OGG1, parece
ser uma ferramenta importante pela qual o exercicio fisico regular mantém a integridade do
DNA, reduzindo a incidéncia de doengas associadas ao stresse oxidativo (Rogers et al., 2008).

A média de idades da amostra em estudo ¢ de 55,9 anos, sendo que a amostra foi dividida
em duas faixas etarias de acordo com a classificacdo estabelecida pelas Nag¢des Unidas (1982),
uma faixa etaria constituida por 44 individuos com idade inferior a 65 anos e outra por 12
individuos com idade igual ou superior a 65 anos.

O aumento dos danos oxidativos, especialmente no ultimo quarto de vida, deve-se
provavelmente a uma combinagdo entre o aumento dos niveis de produgdo de ROS (Jackson,
2011; Csiszar et al., 2012) e a diminui¢do da capacidade de reparagdo do DNA (Koltai et al.,
2011; Gregg et al, 2012). No entanto, o aumento dos danos no DNA associados ao
envelhecimento pode ser atenuado pela pratica de exercicio fisico regular (Radak ef al., 2008b).

Cash e a sua equipa concluiram que a capacidade de reparagdo do DNA estava positivamente

55



Capitulo 5 — Discussio

associada com a atividade fisica, em adultos com idades entre os 50 ¢ os 76 anos (Cash et al.,
2014). Enquanto que Mota e seus colaboradores(2010), reportaram uma menor produgdo de
ROS e uma diminui¢do dos danos no DNA em individuos com elevada atividade fisica,
concluindo que esta parece desempenhar um papel fundamental na atenuacdo do processo de
envelhecimento biologico.

A 8-0x0G parece desempenhar um papel fisiologico importante (Radak e Boldogh, 2010).
Um estudo realizado em ratos concluiu que a inflamagdo induzida através de
lipopolissacarideos foi mais tolerada pelos ratos knockout para a enzima OGG1, do que pelos
ratos wild-type. A auséncia da enzima OGGl, resultou em niveis aumentados de 8-0xoG, ao
reduzir a excisdo da mesma do DNA, o que proporcionou uma maior resisténcia a inflamagao.
Assim, a correlagdo inversa entre a atividade da OGG1 neste modelo de inflamagao sugere que
baixas quantidades de 8-0xoG podem ter um efeito benéfico (Mabley et al., 2005). A oxidacao
da guanina pode também ser importante na transformag¢@o da heterocromatina em eucromatina
(Radak e Boldogh, 2010), sendo que a 8-0x0G pode formar um complexo com a OGGI
ativando pequenas GTPases e consequentemente a sinalizagao celular a jusante (Boldogh et al.,
2012; Ba et al., 2014; Luo et al., 2014; Aguilera-Aguirre et al., 2015). Os possiveis efeitos do
exercicio fisico na formacdo do complexo 8-0x0G-OGG1 e na sinalizagdo celular associada
encontram-se ainda sob investigacao.

Os resultados obtidos através de estudos do efeito do exercicio fisico regular sugerem que
um nivel moderado de stresse oxidativo pode aumentar ligeiramente os niveis de certos
marcadores de danos oxidativos sem comprometer a funcdo celular, sendo este aumento
inclusivamente necessario para iniciar uma resposta adaptativa baseada num conjunto de
alteracdes sistémicas que ocorrem no organismo. No presente estudo, o efeito das 16 semanas
de exercicio fisico combinado na capacidade de reparacdo do DNA foi diferente nos grupos
wild-type e mutante. A diminuicao da capacidade de repara¢do do DNA, apos o exercicio fisico
regular, no grupo wild-type, pode dever-se ao facto deste grupo ser constituido por um maior
nimero de individuos com idade igual ou superior a 65 anos, sendo que inclusivamente os
danos oxidativos eram anteriormente mais elevados que no grupo mutante. Enquanto que o
aumento da capacidade de reparagdo, apds o exercicio fisico regular, no grupo mutante, pode
dever-se ao facto da enzima OGG] ter sofrido modificagdes pds-traducionais, induzidas pelo
exercicio fisico e responsaveis pelo aumento da atividade da enzima. De notar que a associagao
que existe entre os individuos portadores do alelo mutante (Cys) e uma menor atividade de

excisdo da 8-0xoG pela OGG1 so6 foi verificada sob condi¢des de elevado stresse oxidativo,
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assim os resultados obtidos apds as 16 semanas de exercicio fisico corroboram a teoria de que
o exercicio fisico regular ¢ responsavel por produzir niveis moderados de ROS.

Relativamente ao IMC, a média da amostra total era inicialmente de 28,3 + 4,16 kg/m?, e
apOs as 16 semanas de exercicio fisico aumentou para 28,4 + 4,10 kg/m?, sendo que a diferenga
observada ndo foi significativa (p=0,320). De acordo com a classificacdo estabelecida pela
OMS (2000) para adultos maiores de 18 anos, a amostra em estudo encontrava-se com excesso
de peso, uma vez que a média do IMC era superior a 25,0 kg/m?, em ambos os momentos. Um
estudo realizado em Portugal, com cerca de 9500 participantes com mais de 18 anos, verificou
que a média do IMC era de 26,4 + 3,7 kg/m?, sendo que os individuos com idade igual ou
superior a 65 anos tinham uma maior prevaléncia de excesso de peso comparativamente aos
individuos com idades entre os 18 e os 64 anos (Sardinha et al., 2012), concluindo que a
prevaléncia de excesso de peso aumenta com a idade (McGee, 2005; Pasco et al., 2012).

Este estudo ¢ pioneiro no que diz respeito aos efeitos do exercicio fisico regular nos danos
e na capacidade de reparacdo do DNA em humanos, considerando o polimorfismo genético no
gene hOGG1 (Ser326Cys). Os resultados obtidos sugerem que o polimorfismo Ser326Cys no
gene hOGGI pode ter influéncia ao nivel dos danos e da capacidade de reparacdo do DNA em
resposta a um programa de 16 semanas de exercicio fisico regular. Contudo, deve ser tido em
considerag¢@o o tamanho da amostra (n=56), o que contribui para uma diminui¢ao da precisdo
na aplicacdo dos testes estatisticos, e o facto de ndo terem sido utilizadas varidveis relacionadas
com os habitos de cada individuo, nomeadamente os habitos tabagicos e alimentares, uma vez
que o consumo de tabaco constitui um grave risco para a saude, na medida em que induz a
formacao de danos oxidativos no DNA, e diminuiu gradualmente a capacidade antioxidante e
a capacidade de repara¢do do DNA (Besaratinia et al., 2001; Kulikowska-Karpinska e Czerw,
2015; Cao et al., 2016), enquanto que uma dieta rica em frutas e vegetais reduz a formagao de
danos oxidativos no DNA, e aumenta a capacidade antioxidante e de reparacdo do DNA
(Guarnieri et al., 2008; Brevik et al., 2011a; Brevik et al., 2011b). Assim, o facto de os
individuos que compdem a amostra serem ou ndo fumadores, e a quantidade de antioxidantes
e vitaminas que ingerem diariamente, pode estar relacionada com uma resposta diferente ao

programa de exercicio fisico regular.
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6. Conclusao

No presente estudo, o efeito do exercicio fisico nos danos e na capacidade de reparacao do
DNA em humanos com o polimorfismo Ser326Cys no gene #OGG! foi avaliado através da
realizacdo do ensaio do cometa e subsequente determinac¢ao do polimorfismo através da técnica
de PCR-RFLP. As metodologias utilizadas mostraram ser as adequadas, na medida em que a
analise dos biomarcadores obtidos possibilitou alcangar os objetivos do estudo. Ainda que
existam varios estudos acerca dos efeitos do exercicio fisico nos danos do DNA, este estudo ¢
pioneiro no que diz respeito aos efeitos de um programa de exercicio fisico regular na
capacidade de reparagdo do DNA considerando o polimorfismo ZOGGI (Ser326Cys).
Verificou-se que apods as 16 semanas de exercicio fisico regular ocorreu uma diminui¢do dos
danos no DNA e uma alteragdo da capacidade de reparacdo do DNA, em ambos os grupos de
individuos. Com base nos resultados obtidos, pode-se colocar a hipdtese de que o exercicio
fisico regular, considerado uma componente chave de um estilo de vida saudavel, tem efeitos
benéficos ao nivel do DNA.

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos seria importante determinar os
polimorfismos de outros genes codificantes de proteinas intervenientes na via de reparagao por
excisdo de bases do DNA, nomeadamente dos genes APEI e XRCC1, como também de genes
que codificam proteinas intervenientes noutras vias de reparagdo do DNA, ou que estdo
envolvidos no metabolismo. Seria também importante avaliar a alteracdo da expressao destes
genes e a sua contextualizagdo com resultados ao nivel bioquimico, morfologico e funcional,
pois desta forma poder-se-ia verificar se da alteracao da expressdo génica resulta uma alteracao
ao nivel proteico, se a esta variacao estdo associadas alteragdes consistentes com as fungdes
dos genes em estudo e se ocorreu a perda de fungdo das proteinas devido a alteracdo da
expressdo das subunidades que as compdem. De notar que a determinacdo da atividade
antioxidante, a analise de biomarcadores de peroxidagdo lipidica, a realizacdo do ensaio de
reparagdo por excisdo de nucledtidos do DNA in vitro ou da hibridagdo in situ fluorescente
seriam, igualmente, um complemento valioso ao presente estudo.

Concluindo, os resultados deste estudo sugerem que o polimorfismo Ser326Cys no gene
hOGGI pode ter influéncia ao nivel dos danos e da capacidade de reparagdo do DNA em
resposta a um programa de exercicio fisico regular, constituindo esta uma primeira abordagem

que requer confirmacao, a fim de permitir a criagdo de um conjunto de recomendagdes para a
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prescricdo de exercicio fisico tendo em consideracdo as caracteristicas individuais da

populagao.
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Anexo 1 — Questionario administrado a amostra em estudo.

Data Codigo

Questionario Demogréfico

NOME:

Morada:

Telefone: Telemovel

Email

Data de nascimento: /) / Sexo (F/M)

Estado Civil:

Solteiro(a) | 3 Casado(a) ou em Unido de facto | ‘
Vidvo(a) | | Divorciado(a) ou Separado(a) } |

Habilitacoes literarias:

|
|

92 ano (antigo 52 ano) 122 Ano | i

42 Classe [
Ensino Superior



Data Codigo

Questionario de Informacdo Médica

| NOME Idade

|

;‘ Peso Altura Perimetro da Cintura

1

| FC em repouso - : Pressdo Arterial :

e

Habitos tabagicos

Fuma? Quantos cigarros por dia?
Se ndo, ja alguma vez fumou? Quantos cigarros fumava por dia?

Durante quantos anos? Ha quanto tempo parou?

S e

Consumo de bebidas alcodlicas

Consome bebidas alcodlicas?

e

| Quantas bebidas consome por semana? <7 D 7ia 14D >14 [:’

Medicacdo actual

Influéncia da medicacdo | Designacdo da medicacio

Pressdo arterial |

Frequéncia Cardiaca |

Metabolismo Lipidico i

| Metabolismo Osseo |
! Qutro |

Cirurgias Anteriores/internamentos hospitalares

Como considera a sua satde actual?

0 ma

1 fraca

2 razoavel
3 boa

4 muito boa



Data

Comparando-se com as pessoas da sua idade, como acha a sua satde?

0 n3o sabe
1 pior

2 idéntica
3 melhor

Que queixas de saude teve nos Ultimos 6 meses?

Cadigo

Gerais e inespecificas

Aparelho respiratério

Aparelho digestivo

Cardiologia:
Dor no peito

Atague cardiaco

Angina de Peito

Hipertensdo

Freguéncia Cardiaca elevada

Electrocardiograma anormal
Tornozelos inchados

Historia familiar de doenca coronéria

Problemas Hormonais
Diabetes

Doenca da Tirdide

Ortopedia e reumatologia
Dores nas costas

Dores articulares

Cidtica
Lesbes musculares

Artrite reumatdide
Artroses

Fracturas

Neurologia
Doencas neuroldgica

Cefaleias frequentes

Perda de consciéncia

: | ConvulsGes ou atagues
1 » ~ 3
| | Paralisia ou fragueza muscular
1 = 3 E
‘ | Tremores ou movimentos anormais
Dificuldades de coordenac3o

Dificuldades de meméria

I [

Dificuldades na marcha

Tonturas
Dificuldades na fala

Visdo dupla ou falta de memdri

81



Data

Cédigo

Aptiddo para a actividade fisica

[ sim |

NAO

. Alguma vez algum médico lhe disse que tinha uma limitac3o cardiaca e

recomendou apenas actividades supervisionadas por médicos?

._Quando faz actividade fisica di-lhe o peito?

3. Teve alguma dor no peito no ultimo més?

. Alguma vez (1 ou mais) perdeu a consciéncia ou caiu como resultado de

tonturas ou vertigens?

. Tem problemas 6sseos ou articulares que possam ser agravados pela

actividade fisica?

. Alguma vez o médico receitou-lhe medicacio para a press3o arterial ou

coracao?

Estd consciente de qualquer outra razio que o poderia impedir de fazer
exercicio sem supervisdo médica?
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