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RESUMO

SENA, Marcio Antonio de Barros. Anélise dos Biomarcadores Bioquimicos em
Militares Submetidos a Treinamento Fisico Vigoroso e Prolongado. Rio de
Janeiro, 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O exercicio fisico moderado esta associado com inumeros beneficios para a
saude. Entretanto, se vigoroso e prolongado, pode levar a ocorréncia de lesdes e ao
aumento da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). Se a producao das
EROs superar o sistema antioxidante do organismo, instala-se um quadro de
estresse oxidativo. Nesta situacdo, o individuo fica susceptivel a uma série de
maleficios, como danos na membrana celular, proteinas e DNA. Em geral, estes
eventos estdo relacionados com a fadiga muscular, queda no desempenho e
desisténcias nos treinamentos fisicos. Portanto, este trabalho objetivou avaliar o
comportamento de biomarcadores sanguineos de estresse oxidativo, leséo celular e
hematolégicas em militares submetidos a treinamento fisico vigoroso e prolongado
(TFVP) durante o curso basico paraquedista do Exército Brasileiro. Foi realizada
uma pesquisa observacional analitica transversal em um grupo de 22 militares do
Exército Brasileiro, do sexo masculino (21 a 38 anos), voluntarios a realizacdo do
curso basico paraquedista. Foi realizada coleta de sangue para investigacdo dos
marcadores bioquimicos: 1) dano oxidativo: carbonilacdo de proteina (CP),
malondialdeido (MDA) e glutationa oxidada (GSSG); Il) sistema antioxidante:
grupamento sulfidrila (GS) totais, acido urico (AU), enzimas superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), bem como, a atividade antioxidante total (AAT); IlI)
parametros minerais: calcio (Ca?*) e magnésio (Mg) e; IV) dano muscular: creatina
guinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH); V) dano hepatico: aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase
(GGT); VI) parametros hematoldgicos: leucdcitos totais (LT), hemacias, hemoblogina
(Hb) e hematdcrito (Hct). As coletas de sangue ocorreram: antes do inicio da
realizacdo do curso (TO) com os voluntarios em jejum, apos a 12 semana (T1), 22
semana (T2) e 32 semana (T3) de TFVP e trés dias apds o término do treinamento,
caracterizado pela recuperacdo (T4). Observou-se que as trés semanas de TFVP

induziu um aumento significativo nos biomarcadores CP, MDA, GS totais, SOD,
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AAT, Ca?*, CK, LDH, AST, ALT e LT nos periodos T1, T2, T3 e/ou T4 versus TO,
sendo mais pronunciado em T1. A maioria dos biomarcadores apresentou uma
reducdo gradual versus T1, exceto Ca?" e ALT. Foi observado uma reducgédo
significativa na GSSG e no Mg em T1 versus TO. A CAT mostrou um aumento
significativo em T3 e T4 versus TO e T1. O AU apresentou uma reducédo significativa
em T4 versus T1, T2 e T3. A maioria dos biomarcadores demonstrou valores
préximos ou inferiores em T4 versus TO (P<0,05). Nosso estudo € pioneiro na
apresentacao da relacdo de um conjunto de biomarcadores bioquimicos de estresse
oxidativo afetando a capacidade antioxidante de militares e provocando leséo
celular. E possivel que as descobertas deste estudo ampliem a compreensio
fisiologica e possam servir de base para que o comando do Exército Brasileiro e
confederacdes esportivas adotem medidas preventivas visando preservar a saude

dos individuos submetidos a estes tipos de estresses fisicos.

Palavras-chave: Exercicio. Espécies reativas de oxigénio. Estresse oxidativo.

Militares.
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ABSTRACT

SENA, Marcio Antonio de Barros. Analise dos Biomarcadores Bioquimicos em
Militares Submetidos a Treinamento Fisico Vigoroso e Prolongado. Rio de
Janeiro, 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Moderate physical exercise is associated with several health benefits.
However, if vigorous and prolonged, it can lead to injury and increased production of
reactive oxygen species (ROS). If the production of ROS exceeds the body’s
antioxidant system, oxidative stress is developed in the organism. In this situation,
the individual is susceptible to a series of harms, such as damage to the cell
membrane, proteins, and DNA. Generally, these events are related to muscle fatigue,
drop in performance, and burnout. Therefore, this work aimed to evaluate the
behavior of blood biomarkers of oxidative stress, cell, and hematological injuries in
military personnel submitted to vigorous and prolonged physical training (VPPT)
during the basic parachutist course of the Brazilian Army. A cross-sectional analytical
observational research was conducted in a group of 22 Brazilian Army male soldiers
(21 to 38 years) of the basic parachutist course. Blood collection was performed to
investigate the biochemical markers: 1) oxidative damage: protein carbonylation (PC),
malondialdehyde (MDA), and oxidized glutathione (GSSG); Il) antioxidant system:
total sulfhydryl group (SG), uric acid (UA), superoxide dismutase (SOD), and
catalase (CAT) enzymes, as well as total antioxidant activity (TAA); IlI) mineral
parameters: magnesium (Mg) and calcium (Ca?"); IV) muscle damage: creatine
kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH); V) liver damage: aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and gamma-glutamyl
transferase (GGT); VI) hematological parameters: total leukocytes (TL), erythrocytes,
hemoglobin (Hb), and hematocrit (Hct). Blood collections occurred: before the course
(TO) with the fasting volunteers, at the end of the 15t week (T1), 2" week (T2), and 3™
week (T3) of VPPT, and three days after the training period, characterized by
recovery (T4). We observed that the three weeks of VPPT induced a significant
increase in the biomarkers PC, MDA, total SG, SOD, TAA, Ca?", CK, LDH, AST,
ALT, and TL in periods T1, T2, T3, and/or T4 versus TO, being more pronounced in
T1. Most biomarkers showed a gradual reduction versus T1, except for Ca?* and
ALT. A significant reduction in GSSG and Mg was observed at T1 versus TO. CAT
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showed a significant increase in T3 and T4 versus TO and T1. The UA showed a
significant reduction in T4 versus T1, T2, and T3. Most biomarkers showed values
close to or below T4 versus TO (P<0.05). Our study is pioneering in presenting the
relationship of a set of biochemical markers of oxidative stress affecting the
antioxidant capacity of military personnel and causing cell damage. Thus, it is
possible that the findings of this study expand physiological understandings and may
serve as a basis for the Brazilian Army command and sports confederations to adopt
preventive measures aimed at preserving the health of individuals submitted to these
types of physical stresses.

Keywords: Exercise. Reactive oxygen species. Oxidative stress. Military.
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1 INTRODUCAO
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1.1 Exercicio fisico e saude

O exercicio fisico (EF) e a atividade fisica (AF) sédo dois termos distintos, que
ndo devem ser usados de forma intercambidveis, pois a sua correta definicdo
permitird aos profissionais de salde uma orientacdo mais adequada aos praticantes
sobre como atingir os beneficios que ambos trazem para a saude (DASSO, 2018;
SIEDLER et al., 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o EF é uma subcategoria
da AF, constituido por uma sequéncia sistematizada de movimentos, executados
de forma planejada, estruturada, repetitiva e propositalmente focada na melhoria ou
manutencdo de um ou mais componentes da aptidao fisica; enquanto a AF
caracteriza-se por qualquer movimento corporal produzido pelos muasculos
esqueléticos que requer gasto de energia acima do que teriamos em repouso, sendo
alcancado pela realizacao das atividades cotidianas (ACSM’s, 2018; OMS, 2020).

Tanto a pratica do EF quanto a da AF promovem o aumento da qualidade de
vida e reduzem o risco do desenvolvimento de muitas doencas, tais como diabetes,
hipertensdo, doenca cardiovascular (DCV), acidente vascular cerebral (AVC),
osteoporose, depressao e alguns tipos de cancer. Todas estas patologias oneram o0s
cofres publicos e, em muitos casos, podem levar ao obito (BOOTH et al., 2017;
CATTADORI et al., 2018; LUO et al., 2019). De fato, os estudos apontam uma
associacao entre doencas crbnicas e a inatividade fisica, tendo como principais
consequéncias 0 comprometimento nos sistemas cardiorrespiratorio e
musculoesquelético (MURPHY, SHEANE e CUNNANE, 2011; BOOTH et al., 2017;
CAPODAGLIO, 2018). As recomendacdes sugeridas para atenuar estes possiveis
males sdo mudancas do estilo de vida, associado a uma dieta equilibrada (OBERT
et al., 2017; GARCIA-HERMOSO et al., 2018; MATHEW et al., 2018; PATEL et al.,
2018).

Os “guidelines” de AF recomendam, em suas diretrizes, para que sejam
obtidos ganhos para a saude, a realizacdo minima de 150 minutos por semana de
AF aerébia moderada ou 75 minutos de AF vigorosa. A fim de se obter ganhos
adicionais, este tempo deve ser de 300 minutos por semana, entretanto, para evitar
o risco de lesBes musculares, estas atividades devem ser acompanhadas por um
profissional de educacdo fisica (GONZALEZ, FUENTES e MARQUEZ, 2017;
ACSM’s, 2018).
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Aproveitando a expertise destes profissionais e 0s avangos na area da ciéncia
do esporte, atletas e militares sado estimulados a realizacdo do treinamento fisico
(TF), visando a melhoria no desempenho (BISHOP, 2008; KHODAEE et al., 2016;
KYROLAINEN et al., 2018). De fato, para os militares, é primordial possuirem um
condicionamento fisico adequado e um bom estado de salde, pois a qualquer
momento podem ser empregados em combate (BRASIL, 2015; PIRES, DELEVATTI
e SILVA, 2018; WOOD e SWAIN, 2019).

O TF pode ser compreendido como um processo organizado e sistematico de
aperfeicoamento fisico, nos seus aspectos morfolégicos e funcionais, impactando
diretamente sobre a capacidade de execucdo de tarefas que envolvam demandas
motoras, sejam elas esportivas ou ndo (ROSCHEL, TRICOLI e UGRINOWITSCH,
2011; MUJIKA, 2017; JONES, GRIFFITHS e MELLALIEU, 2017).

Os beneficios a saude alcancados devem-se a adaptacao ao TF, favorecido
pela premissa da imposicdo de uma carga metabolica maior do que a habitual ao
organismo, ocorrendo uma quebra na homeostase celular, que proporcionara as
respostas agudas, alterando varios parametros bioquimicos, fisiolégicos e
biomecéanicos (EGAN e ZIERATH, 2013; ABREU, LEAL-CARDOSO e CECCATTO,
2017; HAWLEY et al., 2018).

Os exercicios quando repetidos ao longo dos meses e anos ampliardo a
adaptacdo ao treinamento, trazendo consigo as respostas cronicas desejadas e
diversos efeitos fisiolégicos benéficos ao organismo em relagdo ao sistema
antioxidante, biogénese mitocondrial, sensibilidade a insulina, citoprotecdo e
capacidade aerobia. Os estimulos sofridos pelo organismo em um processo de
adaptacdo proporcionam ao corpo humano a habilidade de realizar as mesmas
atividades de maneira mais eficaz (EGAN e ZIERATH, 2013; STEINBACHER e
ECKL, 2015; ABREU, LEAL-CARDOS e CECCATTO, 2017; HAWLEY et al., 2018).

Torna digno de destague que os efeitos fisiolégicos que o EF ocasiona no
organismo classificam-se como agudos imediatos, agudos tardios e crbénicos. Os
efeitos agudos ocorrem em associacdo direta com a sessdo de exercicio, sendo
subdivididos em imediatos, quando ocorrem imediatamente apds a sessdo, ou
tardios, quando ocorrem nas 24 a 72 horas ap0s o exercicio. Ja os efeitos crénicos,
ou adaptacdes, sao os resultantes da exposicao frequente e regular as sessdes de
exercicio (MONTEIRO e SOBRAL FILHO, 2004; FERREIRA, BRESSAN e MARINS,
2009).
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A aplicacdo de técnicas moleculares a biologia do exercicio forneceu uma
maior compreensdo da multiplicidade e complexidade das redes de sinalizacéo
intracelulares envolvidas nas respostas agudas e crdnicas ao exercicio. Desta
forma, foi observado um crescimento dos conhecimentos referentes as bases
moleculares do desempenho esportivo, permitindo que as estratégias de
treinamento existentes sofram reformulacbes e sejam mais bem compreendidas
(EGAN e ZIERATH, 2013; ABREU, LEAL-CARDOSO e CECCATTO, 2017,
HAWLEY et al., 2018).

Os fatores determinantes para as respostas moleculares sdo a intensidade, a
duracao, frequéncia e a modalidade de exercicio praticado. Esses fatores variam
durante os treinamentos de acordo com a finalidade pretendida pelo individuo,
sendo a especificidade, um principio basico utilizado para desenvolver as valéncias
fisicas que serdo exigidas durante a realizacado de competicdes esportivas ou cursos
operacionais nas forcas armadas (EGAN e ZIERATH, 2013; ACSM’s, 2018;
SCUDAMORE et al., 2020).

Neste cenario, Swift et al. (2014) afirmam que um volume total de exercicios
acima dos niveis minimos recomendados parece possuir resultados mais
satisfatorios para a saude. Nao obstante, um estudo de meta-analise realizado por
Keating et al. (2017) verificou resultados efetivos em parametros antropomeétricos
associados a diferentes tipos de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT),
com menores duragdes.

Em linhas gerais, a literatura descreve diversos beneficios para a saude
trazidos pelo TF, EF e AF. Neste sentido, Swift et al. (2018) apontaram a associagao
da AF e do TF como sendo relevantes para a reducao do risco de DCV, fatores de
risco cardiometabdlicos e a perda de peso corporal. Myers, Kokkinos e Nyelin (2019)
afirmaram que o aumento na pratica de EF e AF traz beneficios favoraveis na
reducdo dos marcadores da sindrome metabdlica. Estes dados corroboram o estudo
realizado por Lavie et al. (2019), onde os autores afirmaram que a AF e o TF levam
a melhores niveis de aptiddo cardiorrespiratoria, trazendo consigo a prevencao de
doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTSs), incluindo as DCV, bem como um
melhor progndstico em um amplo espectro de doencas metabdlicas.

Segundo Maia e Navarro (2017), a pratica de exercicios fisicos aerdbios
contribui para o aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), para a

diminuic&o dos triglicerideos e da lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol),
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contribuindo assim para aumentar a sensibilidade a insulina, e também diminuir a
pressdo arterial em individuos hipertensos. Muitos outros estudos descrevem
resultados positivos do exercicio aerdbio sobre o sistema cardiorrespiratério ao
melhorar a captagdo, o transporte e a utilizagdo do oxigénio (O2) (SHARMAN, LA
GERCHE e COOMBES, 2015; HAN et al., 2017; RAMEZ et al., 2020).

De maneira idéntica, o treinamento resistido (TR), o qual proporciona o
desenvolvimento da forca muscular (treinamento com a utlizagdo de pesos)
contribui com diversos beneficios para a saude do individuo, dentre eles pode-se
destacar o aumento de massa magra, da taxa metabdlica em repouso e reducéo da
massa gorda. Dez semanas de TR podem aumentar massa a magra em 1,4 kg,
aumentar a taxa metabdlica de repouso em 7% e reduzir massa gorda em 1,8 Kg
(WESTCOTT, 2012). Estudos de intervencdo demonstraram que o TR melhora o
risco cardiovascular e a condicdo fisica em jovens e adultos saudaveis (DUBNOV-
RAZ, 2019). Em relacdo as DCNTs age como auxiliar na prevencao e no tratamento
(WESTCOTT, 2012; HSIEH et al., 2018; ACOSTA-MANZANO et al., 2020).

Neste mesmo cenario, Marcos-Pardo et al. (2020) submeteram 27 mulheres e
18 homens (65 a 75 anos) a 12 semanas de TR em circuito, variando a intensidade
de moderada a alta. Os autores verificaram em ambos 0s sexos, aumento na massa
magra, melhorias na capacidade funcional e aumento significativo na forca muscular;
sugerindo que este modelo de treinamento pelos beneficios alcancados deve ser
promovido em idosos. Werner et al. (2019) realizaram um estudo com 30 individuos
(18 a 30 anos) submetidos a dois protocolos de TR, sendo um de alto volume
(duracdo prolongada) e o outro de alta intensidade (cargas elevadas de
treinamento). O objetivo da pesquisa foi verificar o indice de rigidez arterial, um
indicador e preditor de eventos cardiovasculares, pois alguns relatos indicam que o
TR aumenta este indice. Apés a intervencéo, ambos 0s grupos obtiveram beneficios
na forca maxima, sem alteracdes nos indices de rigidez arterial. Os autores
concluiram que o TR cronico nao parece influenciar na rigidez arterial central,
independentemente do volume e da carga do treinamento. Numa meta-analise
realizada por Evans et al. (2018), em individuos com risco de DCV, as evidéncias
apresentadas sugerem que o TR ndo aumenta a rigidez arterial em pacientes que
tém ou estdo em risco de DCV.

Ademais, cabe ressaltar que a associacdo entre o TR e o0 treinamento

aerébio, chamado de treinamento concorrente, tem sido uma intervencao
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promissora, que vem ganhando destaque entre os profissionais de EF pelos
beneficios sinérgicos que ambos podem trazer a saude (KIM et al.,, 2016a;
SKRYPNIK et al., 2016; HSU et al., 2019; OFTEDAL et al., 2019; SAEIDIFARD et
al., 2019).

1.2 Relacé&o entre exercicio fisico e o estresse oxidativo

Em particular, a relagédo entre EF e estresse oxidativo (EO) é extremamente
complexa, pois varia de acordo com o tipo de exercicio executado, a sua intensidade
e a duracdo. Conforme previamente descrito, a pratica de EF moderado proporciona
uma série de beneficios para a saude (PINGITORE et al., 2015; THEOFILIDIS et al.,
2018; JAKOVLJEVIC et al., 2019). Por outro lado, quando este exercicio é realizado
de forma vigorosa e prolongada, leva ao aumento no consumo de oxigénio e, como
consequéncia, uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs), que neste caso especifico podem ser
danosas para o organismo por induzir a instalacdo de um quadro de EO
(BRANCACCIO, LIPPI e MAFFULLI, 2010; DANESE et al., 2017; DI MEO,
NAPOLITANO e VENDITTI, 2019).

O EO é caracterizado quando existe um desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidantes e antioxidantes, de forma que os primeiros predominem, levando ao
comprometimento na sinalizacdo celular, controle redox e do reparo ao dano
molecular (SIES, 2018). E assumido que ocorra em todos 0s seres vivos, mesmo em
situacdes de funcionalidade basal, isto €, quando o corpo esta em repouso (figura 1)
(FERREIRA, FERREIRA e DUARTE, 2007).
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Figura 1. Conceito de estresse oxidativo baseado no desequilibrio entre pré-oxidante e antioxidante
teciduais (Fonte: Adaptado de FERREIRA, FERREIRA e DUARTE, 2007). (A) observamos a
auséncia do estresse oxidativo (ndo existe em situacdes fisiolégicas); (B) observamos a presenca do
estresse oxidativo (corpo em repouso); “C” — observamos a presenca de forma mais proeminente do
estresse oxidativo (corpo submetido a uma condicao de estresse).

A descoberta de que o EF promove o EO em humanos foi relatada pela
primeira vez no final dos anos 70 por Dillard et al. (1978), que observaram o
aumento da peroxidacéo lipidica (PL) em individuos apés pedalarem por 60 minutos,
com intensidades relativas variando entre 25 e 75% de VO2max (consumo maximo de
oxigénio). Posteriormente, Davies et al. (1982) demonstraram que o EF aumenta a
producédo das EROs em modelo animal (musculo esquelético e figado) submetidos
ao EF intenso até a exaustdo. Desde entdo, um grande namero de estudos passou a
investigar os efeitos do EF, dando suporte a hipotese da alteracdo na relacao entre a
producdo de EROsS/ERNs e a capacidade do sistema antioxidante em neutralizar
estes oxidantes.

Como exemplos, Park e Kwak (2016) analisaram em individuos atletas e
sedentarios o impacto do treinamento aerébio e anaerdbio sobre os biomarcadores
malondialdeido (MDA), carbonilacédo de proteinas (CP) e atividade antioxidante total
(AAT). Os resultados demonstraram que os atletas apresentaram uma melhor acéo
do sistema antioxidante e, consequentemente, sofreram um menor dano oxidativo.
Souza-Silva et al. (2016) observaram em individuos fisicamente ativos submetidos a
guatro semanas de TF de alta intensidade num protocolo com variacdo de
temperatura (ambiente e quente), aumento na CP em temperatura ambiente e no
MDA em temperatura quente. Os autores sugeriram protecdo sinérgica exercida
pelas proteinas de choque térmico (HSPs) reduzindo a CP na temperatura quente.
Poblete-Aro et al. (2018) sugerem que o treinamento intervalado de alta intensidade

(HIIT) e o treinamento continuo de moderada intensidade séo protocolos efetivos na
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reducdo de biomarcadores de EO em individuos portadores de diabetes mellitus tipo
2 (DMT2), podendo ser prescritos na prevencao e tratamento de outras doencas
cronicas. Os autores atestaram que os beneficios alcancados foram causados pela
capacidade do EF induzir alteracdes de adaptacdo que conduzem a manutencéo do
equilibrio redox no interior do organismo.

Alguns estudos utilizam estratégias nutricionais visando otimizar a acao do
sistema antioxidante, como Paschalis et al. (2018) que com o objetivo de reduzir o
EO durante o EF suplementaram individuos submetidos a protocolos de EF com N-
acetilcisteina (NAC) (durante 30 dias), um suplemento antioxidante doador de tiis.
Os autores verificaram que apenas 0 grupo com baixos niveis de glutationa (GSH)
verificado antes da suplementacdo obtiveram os beneficios da suplementacédo,
tendo reducdo no EO. Por outro lado, nos grupos com os niveis de GSH altos nao
foram observados efeitos benéficos pelo uso da suplementacéo, demonstrando, com
iISs0, que este tipo de antioxidante deve ser administrado apenas em individuos com
niveis reduzidos de GSH. AOI et al. (2004) investigaram a relacdo de danos
musculares com o aumento da producdo de EROs induzido pelo EF. O estudo
utilizou modelo animal suplementado com vitamina E (durante trés semanas), e
concluiu que o dano foi parcialmente associado a acdo das EROs produzidas pelos
fagdcitos durante o processo inflamatorio, onde o antioxidante atenuou este efeito e,
consequentemente, o dano muscular. Neste contexto, outros estudos recomendam a
associacao de dietas antioxidantes (particularmente contendo as vitaminas A, E e C,
bem como o mineral selénio) em situacbes em que individuos sdo expostos a um
alto grau de EO, como no caso de exercicio fisico vigoroso e prolongado (EFVP),
pois tem se mostrado promissor em reduzir o EO e aumentar o desempenho fisico
(PINGITORE et al., 2015; SENA et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2018; PEREZ-
LOPEZ et al., 2019).

Convém destacar que grande parte dos treinamentos militares causa reducao
de peso e um alto gasto de energia, eventos que contribuem para 0 aumento na
producdo das EROs; e para a reducdo de nutrientes advindos da dieta que sao
essenciais para o bom funcionamento do sistema antioxidante no combate a
instalacdo de um quadro de EO no organismo (MARGOLIS et al., 2013;
BARRINGER et al., 2018). De fato, parece haver uma preocupacao por parte dos
militares submetidos a treinamentos vigorosos em atenuar 0s possiveis danos a sua

saude por falta de nutrientes, o que comprova um estudo realizado por Casey et al.
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(2014), que observaram uma ampla gama de suplementos dietéticos utilizados por
militares britdnicos durante treinamento e ocupacédo, tais como: barras proteicas,
bebidas isotbnicas, creatina, multivitaminicos e vitamina C. J& Knapik et al. (2014),
em um estudo de revisdo sistematica, verificaram um consumo mais elevado de
suplementos dietéticos nos militares pertencentes ao grupo de elite. Ao mesmo
tempo, Charlot, Faure e Antoine-Jonville (2017) sugerem que tanto atletas como os
militares submetidos a EF em ambientes hostis devem fazer parte de um programa
de intervencéao alimentar.

Diante de todos esses fatos, vem crescendo exponencialmente a busca por
conhecimentos acerca dos possiveis mecanismos regulatorios envolvendo o sistema
antioxidante evidenciados durante a pratica de EF, bem como a contribuicdo das
diferentes fontes das EROs no aumento do EO (MASON et al., 2016; REID, 2016;
NEVES, CUNHA e PAULA, 2018). Além disso, frente aos diversos beneficios
trazidos para a saude, a homeostase redox, ou seja, o equilibrio entre geracdo e
eliminacdo das EROs evitando a instalacdo de um quadro de EO, é algo desejado
para os sistemas bioldgicos; porém, para isso ser alcancado o individuo tem que
possuir um sistema antioxidante eficiente e eficaz, podendo isto ser alcancado
através do TF (MARENGO et al., 2016; RADAK et al., 2017; SIES, 2018).

Neste cenario, convém destacar as principais moléculas envolvidas no
metabolismo redox, tais como: os radicais livres (RL) que recebem esta
nomenclatura por conterem um numero impar de elétrons na sua ultima camada
eletrbnica. Este ndo emparelhamento de elétrons confere uma alta reatividade a
estas moléculas, onde buscando estabilizar-se tendem a reagir com qualquer
biomolécula em sua proximidade, comportando-se como receptores (oxidantes) ou
doadores (redutores) de elétrons e/ou de atomos de hidrogénio (KEHRER e KLOTZ,
2015; DAVIES, 2016).

O organismo humano sofre acdo constante dos RL de oxigénio e de
nitrogénio, entretanto, durante o EF, embora ambas as espécies sejam bastante
estudadas, os RL oriundos do metabolismo do O2 sdo 0s que possuem maior
relevancia biologica, ndo s6 devido a sua alta reatividade, mas também por serem
0S mais prevalentes nos organismos vivos que utilizam o Oz como combustivel para
a geracao de energia (AMORIM e TIRAPEGUI, 2008; PISOSCHI e POP, 2015; SUN
et al.,, 2018). Sendo assim, as principais moléculas e de maior relevancia no

organismo inseridas no metabolismo de O: sdo os radicais hidroxila ("OH) e
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superoxido (O2") e, no metabolismo de nitrogénio sdo os RL 6xido nitrico (NO") e o
anion peroxinitrito (ONOO"), que € considerado tdo potente quanto o °‘OH
(JACKSON, 2011; POWER, TALBERT e ADHIHETTY, 2011a; PISOSCHI e POP,
2015).

Ao mesmo tempo, € sabido que existem algumas moléculas que sao
altamente reativas e tdxicas para o organismo, entretanto, ndo possuem um elétron
desemparelhado na sua ultima camada de valéncia, logo ndo se enquadram dentro
da nomenclatura de RL; porém sdo geradoras destes, com iSso suas repercussdes
organicas, fisioldgicas ou téxicas devem ser igualmente consideradas (JACKSON,
2011; PISOSCHI e POP, 2015; SIES, BERNDT e JONES, 2017). Destacam-se neste
cenério o peroxido de hidrogénio (H202), o acido hipocloroso (HOCI) e o oxigénio
singlete (102) (JACKSON, 2011; PISOSCHI e POP, 2015; SIES, BERNDT e JONES,
2017). Os autores habitualmente utilizam a expressdo EROs para designar estas
moléculas, expresséo esta que utilizaremos neste estudo.

Torna-se digno de destaque, que o NO' € produzido no organismo pela acéo
da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) e pela atividade dos fagocitos humanos,
através do estimulo do interferon gama (IFN-y), que é uma citocina produzida por
células T CD4+ ou CD8+ (JACKSON, 2011; PISOSCHI e POP, 2015; ABBAS,
ANDREW e LICHTMAN, 2018). O NO® é um potente vasodilatador e tem a sua
principal acdo no endotélio dos vasos sanguineos, onde diante de um quadro de EO,
reage com o O2" e forma o ONOO" Este evento induz danos no endotélio,
predispondo a formacdo da placa de ateroma e o desenvolvimento das doencas
cardiacas e renal cronica, pois a funcao protetora realizada pelo NO® em manter o
vaso sanguineo em um estado constante de vasodilatacdo estara ausente, visto que
0 mesmo ao reagir com o Oz ndo permanece mais disponivel (CASINO et al., 1993;
KATTOOR et al., 2017; VERA et al., 2018; ZAMORA-GINEZ et al., 2019). O EFVP
além de provocar um quadro de EO, também é responsavel pela elevacdo da
pressao arterial, que pode lesionar o endotélio (FARINATTI, et al., 2011; KATTOOR
et al., 2017; MENG et al., 2018).

Dentre as diversas estruturas que podem ser alvos das EROs destacam-se as
proteinas, os lipidios e o &cido desoxirribonucléico (ADN ou DNA do inglés
desoxiribonucleic acid), que podem sofrer alteracdes severas em sua estrutura,
resultando em perda de funcionalidade (MARENGO et al., 2016; DANESE et al.,

2017; SIES, 2017). As EROs néo estdo associadas apenas com situacoes
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prejudiciais ao organismo, uma vez que quando presentes em niveis baixos a
moderados desempenham relevantes funcdes na regulacdo de fungdes biologicas,
tais como a sinalizagéo celular, regulacdo da expressao de alguns genes e defesa
contra antigenos sendo utilizados por células do sistema imunolégico (THOMAS et
al., 2017; VINA et al.,, 2020). Em especial, a identificacdo de que as EROs estéo
envolvidas na ativacdo e/ou inibicAo de processos de sinalizacdo celular e
expressdo génica foi um avanco significativo no campo da bioquimica redox
(PACKER, CADENAS e DAVIES, 2008; POWER, NELSON e HUDSON, 2011b;
LIOCHEV, 2013).

As EROs sao geradas naturalmente em nosso organismo sendo as trés
principais fontes endoégenas, as mitocondrias, a enzima NADPH oxidase (NOX) e o
reticulo endoplasmatico (MARENGO et al., 2016; THOMAS et al., 2017; SIES,
2018). Neste contexto, algumas enzimas, tais como xantina oxidase (XO), NOS,
enzimas do complexo citocromo P450, lipo- e ciclooxigenases também possuem
grande relevancia como fontes geradoras das EROs (MARENGO et al., 2016;
POWER, RADAK, e JI, 2016; SIES, 2017). Os lisossomas, as membranas celulares,
0S peroxissomas e 0 acido araquidénico também destacam-se como fontes
produtoras das EROs, assim como a auto-oxidacao das catecolaminas, mioglobinas
(Mb) e hemoglobinas (Hb) (WALLACE et al., 1982; SPOLITAK, HOLLENBERG e
BALLOU, 2016; KRUK, KOTARSKA e ABOUL-ENEIN, 2020). Adicionalmente, &
conhecido que algumas fontes geradoras das EROs podem ser ativadas em
condicdes basais com déficit de Og, isto é observado no mecanismo de isquemia e
reperfusdo tecidual, favorecido pela alteracdo de funcdo da enzima xantina
desidrogenase (XD) para XO; e no processo inflamatoério, principalmente pelos
neutrofilos (GRANGER e KVIETYS, 2015; THOMAS et al.,, 2017; ISENBERG e
ROBERTS, 2019).

As mitocondrias tém sido citadas como a principal fonte produtora das EROs
durante o EF nas células musculares (POWER, NELSON e HUDSON, 2011b;
BERNARDO et al., 2016; DI MEO, NAPOLITANO e VENDITTI, 2019). O complexo I,
ou NADH-ubiquinona redutase e o complexo lll, ou citocromo c¢ redutase, séo
considerados os principais sitios de formacdo de O>" nesta organela (MULLER, LIU
e VAN REMMEN, 2004; GRIMM e ECKERT, 2017; GUPTA et al., 2018). Evidéncias
sugerem que, sob condigbes normais, aproximadamente 95-98% do O: que

respiramos sdo metabolizados na cadeia transportadora de elétrons (CTE),
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enquanto 2-5% sao reduzidos de forma univalente, formando O™ (FRIDOVICH,
2013; CHISTIAKOV et al., 2018).

No entanto, existem alguns estudos que sdo contrarios a correlacdo do
aumento do consumo de Oz com a producédo das EROs, apresentando evidéncias no
sentido de que a taxa de producdo das EROs na mitocOndria, fruto do O2 consumido,
seja menor do que 0,15%, isto é, menos de 10% da estimativa original; logo, a
producéao das EROs néo estaria associada com o aumento no consumo de Oz mas
sim, a outros fatores, tais como pressao parcial de Oz e o gradiente de pH entre a
matriz mitocondrial e o espacgo intermembranas (St-PIERRE et al., 2002; POWER,
NELSON e HUDSON 2011b; BROWN e BORUTAITE, 2012). O aumento da
temperatura e da concentracdo de célcio Il (Ca?") intracelular constitui outros
mecanismos, que durante o EF contribui para o aumento da producdo mitocondrial
de O (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A Mb e a Hb, quando oxidadas, contribuem para a liberacdo do ion ferro
(Fe?*), que pode reagir com o H,O, formando a ERO mais deletéria nos sistemas
biologicos, o "OH altamente reativo. A esta reacdo quimica da-se o nome de reacao
de Fenton. Porém, quando o ferro (Fe3*) ou cobre (Cu?*) reagem quimicamente com
H20, e O.", induzindo a formacdo do ‘OH, a esta reacdo quimica denomina-se
Haber-Weiss (FERREIRA, FERREIRA e DUARTE, 2007; PISOSCHI e POP, 2015;
VALKO et al., 2016).

Cabe ressaltar que a acidose metabdlica induzida durante a realizacdo do
EFVP contribui para liberacdo do ferro da Hb e/ou Mb, tornando-o disponivel para
participar da reacdo de Fenton, formando mais radicais "‘OH (WELCH et al., 2002;
LIPPI e SANCHIS-GOMAR, 2019). A formacdo das EROs durante o EF variara de
acordo com o 6rgdo ou tecido submetido ao estresse, bem como o tipo de
metabolismo envolvido (FINAUD, LAC e FILAIRE, 2006; POWER, NELSON e
HUDSON 2011b; CADEGIANI e KATER, 2019). A figura 2 mostra as principais

fontes das EROs desencadeadas durante a realizacéo de EF.
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Figura 2. Desenho esquematico das fontes geradoras das EROs durante o exercicio fisico. ATP,
adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; AMP, adenosina monofosfato; XO, xantina oxidase;
SOD, superéxido dismutase; Mn, manganés; Cu, cobre; Zn, zinco; Fe, ferro; GPX, glutationa
peroxidase; CAT, catalase; GSH, glutationa; A: adrenalina; NA, noradrenalina; DA, dopamina; EROs,
espécies reativas de oxigénio; NADPH/NADP*, formas reduzida e oxidada da Nicotinamida Adenina-
dinucledtido fosfato; MPO, mieloperoxidase (Fonte: Adaptado de STEINBACHER e ECKL, 2015).

A fadiga muscular € uma das complicagbes fisiologicas mais severas
envolvendo atletas e individuos submetidos a EFVP. Ela pode ser definida como
uma diminuicdo da forca maxima, ou producdo de energia, em resposta a atividade
contratil da musculatura. Os acometimentos deste quadro podem ser a nivel central
(sistema nervoso central) ou periférico (sistema neuromuscular) (NELSON e
CHURILLA, 2016; WAN et al., 2017; SUNDBERG e FITTS, 2019). Cabe destacar,
gue os mecanismos de fadiga muscular dependem da intensidade e duracdo do
exercicio, corroborando para que ocorram variacoes desde a deplecdo de
substratos, acidose metabdlica, inibicdo da glicolise e da atividade da enzima
adenosinatrifosfatase (ATPase) (ROBERGS, GHIASVAND e PARKER, 2004,
THEOFILIDIS et al., 2018; SUNDBERG e FITTS, 2019). Neste cenario, torna-se
digno de destaque o overtraining (excesso de treinamento), uma situacao na qual os
individuos submetidos a sessfes de EFVP associados a periodos de recuperacao

insuficientes  estdo  suscetiveis, caracterizada por complicacbes graves
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neuroenddcrinas e/ou psicoldgicas, que levam a queda no desempenho fisico e ao
abandono dos treinamentos (FINAUD, LAC e FILAIRE, 2006; CARFAGNO e
HENDRIX 2014; TOMAZINI et al., 2014; CADEGIANI e KATER, 2019).

Existe consenso na literatura de que as EROs, em reduzida concentragéo na
musculatura esquelética, sdo necessérias para que haja uma forca Otima,
favorecendo a contragcdo muscular; contudo, diante de um quadro de EO com o
aumento dessas EROs esta forca é reduzida, potencializando a fadiga muscular e o
comprometimento no desempenho fisico (REID, 200l1a,b; POWER, NELSON e
HUDSON 2011b; DI MEO, NAPOLITANO e VENDITTI, 2019).

1.3 Biomarcadores

Os biomarcadores sao considerados ferramentas bastante Uteis para avaliar e
monitorar o estado de saude de um individuo, nivel do treinamento e o desempenho
fisico (PALACIOS et al., 2015; LEE et al., 2017a). Neste cenario, dada a relevancia
do EO, recomenda-se a utilizacdo de uma combinacdo de biomarcadores, pois
permite uma compreensdo mais ampla dos impactos do EF sobre diferentes
biomoléculas encontradas nas células, tecidos e orgaos (ZWART et al., 1999;
COBLEY et al.,, 2017). De fato, o atague das EROs as biomoléculas induz o
comprometimento na homeostase celular produzindo a formacdo de diversos
biomarcadores que permitem estimar a extensédo do quadro de EO (FRIJHOFF et al.,
2015; MARROCCO, ALTIERI e PELUSO, 2017).

Torna-se digno de destagque que as EROs possuem concentracfes muito
baixas nos sistemas biolégicos e alta velocidade de reacdo, o que muitas vezes
dificulta a deteccdo em tempo real (COTINGUIBA et al., 2013; GHEZZI et al., 2018).
Sendo assim, as medidas indiretas como analises de biomarcadores em amostras
biologicas tornam-se uma estratégia promissora para avaliar os niveis de EO (BANFI
et al., 2012; SHIH et al., 2019; CASOS, COSTA e GALINANES, 2020). Neste
cenario, convém destacar que o0s biomarcadores de EO frequentemente mais
utilizados para avaliar as alteracdes induzidas no equilibrio redox sdo aqueles
relacionados a oxidacéo de lipidios, proteinas e DNA (GHEZZI, 2020).

Os biomarcadores mais estudados na area do esporte sdo aqueles aplicados
a fadiga muscular, pois permitem identificar sujeitos com risco elevado de ma
adaptacéo ao treinamento (PALACIOS et al., 2015; LEE et al., 2017a). Atualmente, o

cortisol, o lactato e a interleucina 6 (IL-6) vém ganhando cada vez mais destaque e
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relevancia juntamente com a amonia, os leucocitos e os parametros de EO (BANFI
et al., 2012; CASUSO et al., 2018). A literatura descreve um biomarcador como um
produto ou substancias que podem ser mensuraveis e/ou usadas como indicadoras
de processos biolégicos normais, incidéncia ou desfecho de uma patologia, bem
como uma resposta farmacolégica a uma intervencao terapéutica (FRIJHOFF et al.,
2015; GHEZZI et al., 2018).

Cabe ressaltar que um biomarcador para ser clinicamente relevante deve
atender a alguns critérios: (i) mostrar alta especificidade para o efeito de interesse
(ex. diagndstico de uma doenca); (ii) possuir valor prognéstico; e (iii) correlacionar-se
com o agente responsavel pelo dano ao organismo, refletindo o efeito desde o inicio
dos sinais e sintomas (FRIJHOFF et al., 2015). Outras caracteristicas também séo
Uteis para poderem ser utilizados na clinica, tais como estabilidade razoavel,
presente na matriz bioldégica escolhida, facil andlise, baixo custo e técnica né&o
invasiva (FRIJHOFF et al., 2015).

Os biomarcadores clinicos, por sua vez, fazem parte da rotina dos exames
laboratoriais, sendo ferramentas Gteis que atendem a varias finalidades, dentre as
guais se destacam: i) confirmar, estabelecer e complementar o diagnéstico clinico; ii)
definir tratamentos personalizados; e iii) evitar a necessidade de procedimentos
complementares mais complexos e invasivos, isto quando bem indicados e os
resultados corretamente interpretados (ANDRIOLO e FERREIRA, 2008;
SZWARCWALD et al., 2019). A literatura biomédica cita que 70% das decisbes
meédicas baseiam-se em resultados de exames laboratoriais, procedimentos
considerados minimamente invasivos, que podem ser considerados uma excelente
ferramenta para se obter informacfes sobre o estado de saude do paciente por um
custo mais barato (FORSMAN, 1996; ANDRIOLO e FERREIRA, 2008).

Neste contexto destaca-se o sangue humano, como uma excelente fonte de
biomarcadores in vivo mais usado nos exames laboratoriais de rotina, principalmente
porque é neste tecido que estes biomarcadores sédo transportados e redistribuidos
pelo organismo (HOFFBRAND e STEENSMA, 2020; VASCONCELOS et al., 2007).
Além disso, o0 sangue é considerado uma amostra bioldgica individual, que pode
descrever o estado de saude de um individuo no momento da coleta (HOFFBRAND
e STEENSMA, 2020; VASCONCELOS et al., 2007).

Apesar da existéncia de varios biomarcadores utilizados na clinica, convém

salientar que nado existem, ainda, valores (intervalos) de referéncia universalmente
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aceitos/adotados, especialmente para individuos fisicamente ativos como militares e
atletas (PALACIOS et al., 2015). Os valores dos resultados obtidos na amostra
destes individuos, quando sdo comparados com a populacdo comum, sinalizam para
0s médicos um possivel quadro patolégico (VASCONCELOS et al., 2007;
PALACIOS et al., 2015). Portanto, € importante 0 monitoramento dos resultados de
forma individual, a fim de que militares e atletas tenham estabelecido o seu préprio
valor (intervalo) de referéncia (PALACIOS et al., 2015; LEE et al., 2017a,b).

1.3.1 Danos oxidativos

Os componentes celulares de forma geral sdo suscetiveis a acdo das EROs;
todavia, a membrana celular € um dos mais atingidos em decorréncia da oxidacao
da cadeia de &cidos graxos dos fosfolipideos, processo denominado de
lipoperoxidacdo ou peroxidagao lipidica (PL) (VALKO et al., 2016; GASCHLER e
STOCKWELL, 2017). Os fosfolipideos sdo o0s principais componentes das
membranas celulares e desempenham um papel indispensavel na manutencédo da
integridade estrutural das células, de forma que a oxidacdo excessiva nos lipidios de
membrana altera as propriedades fisico-quimicas das membranas celulares; além de
poder modificar covalentemente as proteinas inseridas ou associadas a membrana
(VALKO et al., 2016; GASCHLER e STOCKWELL, 2017). Em geral, as alteracoes
descritas induzem a permeabilidade das membranas celulares com a consequente
liberacdo do conteudo intracelular ou das organelas, com perda da homeostase
intracelular por alteracao do equilibrio osmaético levando a morte celular (VALKO et
al., 2016; GASCHLER e STOCKWELL, 2017).

A PL é uma das principais consequéncias do EO nos sistemas bioldgicos,
podendo ocorrer pela acdo enzimatica, destacando-se neste cendario as
ciclooxigenases e lipoxigenases, e por acdo ndo enzimatica tendo a participacéo de
metais de transicdo (Fe?* e Cu?'), EROs e ERNs (GASCHLER e STOCKWELL,
2017). As reacBes que compde o processo de PL ocorrem em cadeia, sendo
divididas em trés etapas: i) iniciacdo, ii) propagacdao e iii) terminacdo. A iniciacdo se
da quando o radical alcoxila (LO") ou *OH abstrai um atomo de hidrogénio do acido
graxo poli-insaturado da membrana celular (LH), deixando um elétron
desemparelhado no carbono envolvido na insaturacdo da molécula gerando um
radical de carbono lipidico (L°), que sera estabilizado por um rearranjo molecular

formando consecutivamente um dieno conjugado (radical alquila); onde em meio
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aerdbio reage com o Oz formando o radical peroxila (LOO"). Na fase de propagacédo
o LOO® abstrai um atomo de hidrogénio de &cidos graxos de fosfolipideos
adjacentes, formando outros L° esta reacdo d& origem a um hidroperéxido lipidico
(LOOH). Nesta etapa ocorre a reacdo do LOO® com uma dupla ligacdo da mesma
cadeia do LH formando peréxidos ciclicos. Paralelamente, o Fe?* e o Cu?* também
podem participar desta etapa formando LO", LOO" e "OH a partir de LOOH. Na etapa
de terminacéo ocorre a reagao entre os radicais LO® e LOO" formando produtos néo-
radicalares, finalizando o processo de PL (MILIC e FEDOROVA, 2015; GASCHLER
e STOCKWELL, 2017).

Cabe ressaltar que os radicais como LO® e LOO" podem sofrer clivagem ou
dismutacao formando aldeidos ainda reativos, tais como o MDA, 4-hidréxinonenal e
F2-isoprostanos (subprodutos da PL). Estes produtos da PL podem ser detectados
em amostras bioldgicas e usados como biomarcadores para o EO (KURUTAS, 2016;
SHIH et al., 2019). Esses mesmos radicais (LO" e LOO") podem fazer ligacOes
covalentes com residuos de aminoaciodos ou sofrer um rearranjo que acarreta a
constituicdo de produtos secundarios (derivados de hidroxi-, ceto-, dentre outros).
Com relacéo aos produtos da PL, O MDA faz parte de uma das muitas substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), sendo este biomarcador o mais utilizado
para avaliar a PL em amostras biolégicas (SHIH et al., 2019; CASOS, COSTA e
GALINANES, 2020). Entretanto, a analise do MDA é considerada inespecifica, pois
outros aldeidos podem participar desta reacdo. Sendo assim, segundo Grotto et al.,
(2009) alguns cuidados devem ser tomados no momento da realizacdo das analises
e interpretacdo dos resultados, tais como o tipo de metodologia a ser utilizada,
tempo de analise e acondicionamento correto das amostras biolégicas.

As proteinas também séo bastante suscetiveis ao ataque das EROs. Isto se
deve a sua elevada abundancia nos sistemas biolégicos, constituindo cerca de 70%
da composicdo celular, e rapida reacdo com muitos oxidantes (DAVIES, 2016;
HAWKINS e DAVIES, 2019). A oxidacdo de proteinas pode ser acompanhada por
um aumento dos grupos carbonilas na estrutura de varios aminoacidos oxidados das
proteinas, sendo indicadores gerais de dano oxidativo. Particularmente, a
carbonilacao proteica ocorre na cadeia lateral de aminoacidos suscetiveis, tais como
glutamato, prolina, aspartato, arginina, lisina e treonina (DAVIES, 2016; HAWKINS e
DAVIES, 2019). Estes eventos sao acompanhados de comprometimentos na

integridade celular, com modificagbes estruturais, que pode gerar reducao de funcao
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ou desnaturacao proteica, contribuindo para o desenvolvimento de uma variedade
de patologias (DAVIES, 2016; HAWKINS e DAVIES, 2019).

Adicionalmente, cabe destacar que na presenca de O formam-se altas
concentracbes de radicais e peréxidos (peroxidacdo de proteinas), sendo o0s
peréxidos os responsaveis por até 70% do processo de oxidacao inicial (DAVIES,
2016). Ao contrario do H2O2, que é rapidamente removido por enzimas protetoras,
0os peréxidos das proteinas sédo removidos lentamente, tornando estas proteinas
suscetiveis ao processo de catabolismo (DAVIES, 2016; HASANI et al., 2019). Por
outro lado, a determinacdo dos grupos carbonilas em proteinas oxidadas apresenta
como vantagem, quando comparada aos outros produtos de oxidagdo, uma boa
estabilidade, pois sdo mais resistentes a protedlise; o que facilita serem estocados e
dosados (FRIJHOFF et al., 2015; MARROCCO, ALTIERI e PELUSO, 2017).

O DNA é uma molécula que também pode sofrer o ataque das EROs tanto
nas bases nitrogenadas quanto na desoxirribose. A oxidacdo pode gerar mutacdes
ou dele¢bes tanto no DNA nuclear quanto no mitocondrial. O mecanismo pelo qual
se desenvolve o dano caracteriza-se pela abstracdo de um atomo de hidrogénio pelo
‘OH que, na maioria das vezes, desencadeara a ruptura da cadeia do DNA, gerando
varios produtos mensuraveis nos meios biolégicos; sendo o 8-Oxo-2'-
deoxyguanosine (8-oxo-dG), 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo) e 8-
oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua) considerados os principais (SHIH et al., 2019;
GHEZZI, 2020). O EF vigoroso configura-se como uma das causas que pode induzir
danos na molécula de DNA (DANESE et al., 2017; ORTIZ-FRANCO et al., 2017).

1.3.2 Sistema antioxidante

As EROs possuem uma enorme faixa de reatividade com diferentes alvos, e
por isso 0s organismos se aproveitaram do processo de evolucdo celular para
desenvolver fatores antioxidantes para neutralizar as acdes e evitar os seus efeitos
deletérios (HALLIWELL, 2012; KURUTAS, 2016; BABA e ARUNI BHATNAGAR,
2018). Os fatores antioxidantes constituem dois grandes sistemas: enzimatico e ndo
enzimatico. O sistema enzimético € composto por enzimas, tais como as superéxido
dismutases (SOD), glutationa peroxidases (GPx), catalases (CAT), glutationa
redutase (GR) e tiorredoxina redutase (TrxR), dentre outras (KOZAKOWSKA et al.,
2015; POBLETE-ARO et al., 2018; VINA et al., 2020). O sistema ndo enzimatico

inclui um conjunto de pequenas moléculas, na sua maioria advindas da dieta, que
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agem diretamente na neutralizacdo das EROs e/ou participando, indiretamente, de
sistemas enzimaticos como co-fatores. Os antioxidantes que constituem este grupo
sdo divididos em endbgenos, representados pela GSH, tiorredoxina (TrxR),
peroxirredoxina, bilirrubina, ceruloplasmina, ferritina, coenzima Q10 e &acido Urico
(AU); e exdgenos, representados pelo &cido a-lipdico, p-caroteno (precursor de
vitamina A), vitamina C, vitamina E, selénio (Se), cobre (Cu), zinco (Zn), magnésio
(Mg), compostos fendlicos e flavonoides (PISOSCHI e POP, 2015; McLEAY et al.,
2017; POBLETE-ARO et al., 2018).

De forma geral, os antioxidantes sdo definidos classicamente como qualquer
substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do
substrato oxidavel, retarda ou inibe as lesdes causadas pelas EROs. A sua
classificacdo sera de acordo com o mecanismo de acdo exercido no organismo,
recebendo as seguintes nomenclaturas: prevencao, interceptacdo e reparo
(CONTIGUIBA, et al., 2013; SIES, BERNDT e JONES, 2017).

Torna-se digno de destaque evidenciar que o0s antioxidantes enzimaticos
parecem ser 0s mais eficazes no combate as EROs, destacando-se neste cenario a
enzima SOD, considerada a primeira linha de defesa contra as EROs por catalisar a
dismutacédo do O2" em H>O2 e O2. Nos mamiferos existem trés isoformas distintas de
SOD, que diferem pela localizagdo na célula e no tipo de cofator metabdlico ligado
ao sitio ativo. Sao elas: a isoforma Cu,Zn-SOD (SOD1), localizada no citosol € um
homodimero (duas subunidades), a isoforma Mn-SOD (SOD2) localizada na
mitocondria, e a Cu,Zn-SOD extracelular (SOD3) é um homotetramero (quatro
subunidades) (FUKAI e USHIO-FUKAI, 2011; MACHADO et al., 2016; NGUYEN,
TRAN e NGUYEN, 2020).

A SOD3 (Ec-SOD) é a unica isoforma que tem a sua ag¢édo predominante nos
fluidos extracelulares, como linfa, liquido sinovial e plasma (MARKLUND, 1982;
ZELKO, MARIANI e FOLZ, 2002). Segundo Nguyen et al. (2020), a SOD3 além de
acao antioxidante possui também atividade anti-inflamatoria, sendo hoje considerada
um promissor candidato biofarmacéutico. De fato, diversos estudos evidenciam a
importancia funcional da SOD3 em humanos, sendo observada a sua reducdo em
uma variedade de doencas crbnicas (SCHNEIDER et al., 2010; SOUSA et al., 2017;
SUDHAHAR et al., 2018). Além disso, os estudos farmacocinéticos demonstraram
gue a SOD3 tem um tempo de meia vida mais longo na circulacdo sanguinea do que

as outras isoformas, sendo de aproximadamente 20h; enquanto a SOD2 é de 5 a 6h;
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e a SOD1 é mais curto, sendo de 6 a 10 minutos. Neste sentido, evidencia-se que a
SOD3 é superior a SOD1 no tratamento de doencas crénicas, bem como configura-
se como um excelente biomarcador (GORECKI et al., 1991; KARLSSON et al.,
1993).

A CAT é uma enzima essencial para neutralizar o H>O2, atuando na sua
dismutacdo em O, e agua (H20), encontrando-se presente principalmente nos
peroxissomos das células de mamiferos, sendo expressa particularmente no figado
e nas hemacias (SCIBIOR e CZECZOT, 2006; SHIN et al., 2018; MORABITO et al.,
2020). Cabe ressaltar que a reducéo na atividade ou expressao da CAT favorece o
aumento da concentracdo de H>O2, que migra para o citosol e outras organelas,
podendo participar da reacdo de Fenton, resultando em grave EO (SHIN et al.,
2018).

A GPx catalisa a reducéo de H>0O> ou hidroperéxido organico (ROOH) em H>O
e alcool (ROH). Esta enzima esta presente na mitocondria e no citosol, e se
encontra na natureza sob duas formas, dependente ou independente de selénio. A
funcdo da GPx é otimizada pela presenca deste mineral (SUNDE et al., 2018;
HASANI et al.; 2019). Embora os mecanismos da CAT e GPx sejam semelhantes
dentro da célula, parece que a GPx possui uma afinidade pelo H20, dez vezes maior
gue a CAT, sendo responsavel pelo controle intracelular deste oxidante em baixas
concentragfes. Por outro lado, em concentracdes mais elevadas a CAT passa a ser
a responsavel pela funcdo de catalisar a reducdo do H>O, (POWERS, JI e
LEEUWENBURGH, 1999; SILVA, 2014).

Convém destacar a relevancia do sistema Trx, composto de NADPH, TrxR e
Trx, que € essencial na defesa contra o EO por meio de sua atividade dissulfeto
redutase, regulando o equilibrio redox (ditiol/dissulfeto) celular. O sistema Trx
fornece elétrons para peroxidases dependentes de tiol (Prx) para remover as EROs
e ERNs com uma taxa de reacéao rapida. Nas células de mamiferos os sistemas Trx
e glutationa-glutaredoxina (Grx) (NADPH, GR, GSH e Grx) controlam o ambiente
redox celular (LU e HOLMGREN, 2014; HAFFO et al., 2018).

Neste cenario, a molécula de GSH configura-se como o tiol mais abundante
encontrado nas células (COUTO, WOOD e BARBER, 2016; BERNDT e LILLIG,
2017). Este tripeptideo é sintetizado intracelularmente pelas enzimas y-glutamil-
cisteina-sintetase e glutationa-sintetase, responsaveis por promover a ligacdo dos

aminoacidos glutamina e cisteina, e posteriormente o dipeptidio a glicina,
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respectivamente. Atua como cofator da GPx, doando um par de elétrons do ion
hidrogénio para a atividade desta enzima. Seu reciclo depende da enzima GR e do
NADPH, este ultimo é responsavel pela transferéncia de elétrons e, com isso,
fornece poder redutor para que a glutationa oxidada (GSSG) retorne a sua forma
reduzida GSH (GSSG < 2 GSH) (COUTO, WOOD e BARBER, 2016; NAZIROGLU,
OZ e YILDIZHAN, 2020). A GSH ¢ encontrada em altas concentragdes nos
organismos aerobios, possuindo dentre outros um papel central na manutencao do
balanco redox da célula, protegendo-a contra o ataque das EROs (HUBER e
ALMEIDA, 2008; COUTO, WOOD e BARBER, 2016). A quantificacdo da GSH e
GSSG sao formas eficientes para avaliar o EO, uma vez que a relacdo GSH/GSSG é
bastante utilizada com esta finalidade (FINAUD, LAC e FILAIRE, 2006; McLEAY et
al., 2017; NARAYANANKUTTY, JOB e NARAYANANKUTTY, 2019).

Cabe ressaltar o papel fundamental desempenhado pelas proteinas
transferrina, ferritina e ceruloplasmina no sistema antioxidante, pois transportam,
estocam e permitem o uso dos ions ferro e cobre ligados a elas, impedindo que
estes minerais circulem livres no organismo e sejam usados para promover a reacao
de Fenton e a producédo de EROs (VASCONCELOS et al., 2007; GAETKE, CHOW-
JOHNSON e CHOW, 2014; YUI et al., 2020). Nesse cenario, também recebem
grande relevancia o selénio, bem como as vitaminas A, E e C bastante utilizados
como estratégia nutricional no combate as EROs produzidas durante a realizacdo de
EFVP (SCHNEIDER et al., 2018; HASANI et al., 2019; MARTINEZ-FERRAN et al.,
2020).

A analise da AAT é uma estratégia que visa saber a interacdo sinérgica de
todos os antioxidantes (exdégenos e enddgenos), estimando assim, a acao integrada
dos mesmos em uma amostra bioldgica, tais como plasma, soro, saliva e urina.
Convém salientar que a AAT também pode ser realizada em plantas e alimentos
(VASCONCELOS et al., 2007; WANG et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2018). A
interpretacdo da AAT é complexa e necessita de atencao para ser discutida uma vez
gue o seu decréscimo pode nao significar, necessariamente, que o dano oxidativo foi
causado; a reducdo da AAT pode significar, simplesmente, que 0s sistemas
antioxidantes cumpriram sua fung¢do de controlar o aumento da concentracdo das
EROs (VASCONCELOS et al., 2007; CONTIGUIBA et al., 2013). A figura 3 mostra a
acdo em conjunto de alguns fatores antioxidantes na manutencdo do equilibrio do

estado redox na célula.
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Figura 3. Agdo integrada dos diferentes sistemas antioxidantes, enzimaticos e ndo enzimaticos que
atuam no organismo (Fonte: Adaptado de FERREIRA, FERREIRA e DUARTE 2007).

1.3.3 Calcio e 0 magnésio

O célcio (Ca) e o magnésio sado elementos fundamentais ao organismo que
devem ser considerados e ingeridos em quantidades adequadas visando impedir um
quadro patologico (DAI et al., 2013; HEFFERNAN, et al., 2019). O equilibrio entre
esses dois micronutrientes se faz indispensavel na manutencdo dos processos
biologicos, pois 0 magnésio é um bloqueador natural dos canais de calcio, ou seja,
na deplecdo de magnésio, o célcio intracelular eleva-se, resultando em
hiperexcitabilidade, que pode causar caimbras, fadiga, hipertensdo, vasoespasmos
coronarianos e cerebrais (VOLPE, 2015; FENG et al., 2019). Estes efeitos devem-se
ao relevante papel exercido pelo calcio na contragdo da musculatura lisa e
esquelética (KUO e EHRLICHKUO, 2015; RALL, 2019). Cabe ressaltar que o calcio
e 0 magnésio formam complexos estaveis com os fosfolipidios das membranas
celulares, tornando-as integra e estavel. Sendo assim, um comprometimento na
homeostase desses minerais pode desencadear um processo de PL (SPASOV,
ZHELTOVA e KHARITONOV, 2012; SEVERO et al., 2015; MORAIS et al., 2017).

O calcio é um mineral essencial para o corpo humano, sua maior
concentracdo é encontrada nos 0ssos e dentes (BETO, 2015; VICTORIA, 2016). A
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forma ionizada do célcio (Ca?*) representa a porcéo fisiologicamente ativa, presente
nos musculos, liquidos intercelulares, linfa e no sangue (plasma e soro), onde auxilia
no processo de coagulacdo (COSTA et al.,, 2008; YU et al., 2018). Evidéncias
sugerem que este ion esta relacionado com um dos fatores desencadeantes da
lesdo muscular induzida pelo EF, particularmente, os excéntricos, onde grandes
forcas mecéanicas sdo exercidas e juntamente com isso uma maior producdo das
EROs (CORDOVA e NAVAS, 2000; GISSEL, 2005). Este somatdrio de eventos
provoca alteracdes em proteinas estruturais, tanto nos musculos quanto na fascia
que o reveste (CORDOVA e NAVAS, 2000; NETO e VILARTA, 2012; SILVA et al.,
2013).

O dano na estrutura do sarcolema e a exposi¢cao das bombas de célcio a altos
niveis de EROs contribuem para que o Ca?* se eleve no interior da fibra muscular, o
gue pode ter como consequéncias a ativacdo de proteases, ATPases e
endonucleases, todas envolvidas na eliminacdo de componentes importantes da
célula (proteinas, ATP, acidos nucléicos, membranas) podendo levar a morte celular
(GISSEL, 2005; LAMBOLEY et al., 2016; CHENG, PLACE e WESTERBLAD, 2018).
Cabe ressaltar que a elevacdo de Ca?* sarcoplasmatico faz com que este se
acumule nas mitocondrias, reduzindo a capacidade de regeneracdo do ATP e a
excrecdo do excesso de Ca?* do meio intracelular (CHENG, PLACE e
WESTERBLAD, 2018; MOHSIN et al., 2020). A falta de energia produz falha das
bombas de sddio e potassio na membrana celular, e com isto ha entrada de sddio e
agua e saida de potassio, produzindo edema intracelular (ARNAIZ e ORDIERES,
2014).

O magnésio é considerado o quarto mineral e 0 segundo cation divalente
intracelular mais abundante no corpo humano, sendo a forma ionizada Mg?*
biologicamente ativa e encontrada livre no sangue (soro ou plasma). Este mineral
atua como cofator em mais de trezentas reacdes metabdlicas, dentre elas destacam
as reacfes do metabolismo energético e proteico. Além disso, pode-se destacar
ainda a sua relevancia na manutencdo do tonus vasomotor e como regulador
fisiologico da funcdo hormonal e imunolégica (GROBER, SCHMIDT e KISTERS,
2015; SEVERO et al., 2015; FENG et al., 2019).

As evidéncias sugerem que a deficiéncia de magnésio € mais comum do que
0 seu aumento, estando relacionada com algumas desordens patologicas, dentre

elas, as hepaticas e renais; bem como processos inflamatérios, aumento na
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producao das EROs e a instalagdo de um quadro de EO (LIU, YANG e MAO, 2019;
NAMAZI, NOZARI e JAFARI, 2019). De fato, alguns estudos destacam a relevancia
do magnésio para o sistema antioxidante, particularmente na sintese de GSH (EL-
TANBOULY et al., 2015; ZHELTOVA et al., 2016; MORAIS et al., 2017).

Convém destacar que 0s processos biolégicos dos quais o Ca?* e o Mg?*
estdo envolvidos sdo relevantes para que os individuos alcancem um bom
desempenho fisico (MAIMOUN e SULTAN, 2009; KERKSICK et al., 2018;
HEFFERNAN et al., 2019). Por outro lado, perturbacbes na homeostase destes
minerais podem ser induzidas pela préatica frequente de EF, tendo como maiores
agravos os periodos de treinamento intenso e prolongado (AMORIM e TIRAPEGUI,
2008; ZHANG et al., 2017; KOHRT et al., 2018).

1.3.4 Danos musculares

O dano muscular induzido pelo EF em humanos ocorre quando o individuo
realiza qualquer EF que nao faz parte da sua rotina ou quando 0 mesmo é vigoroso
e prolongado (POWER, NELSON e HUDSON, 20lla; KOCH, PEREIRA e
MACHADO, 2014; OWENS et al., 2019). Neste contexto, 0s exercicios que exijam
acOes predominantemente excéntricas figuram como 0S responsaveis por gerar 0S
maiores danos as fibras musculares (FERNANDEZ-LAZARO et al., 2020). Os danos
ocorridos resultam em diversas complicacbes que provoquem a desestruturacédo de
relevantes componentes, tais como a linha z, lamina basal, sarcolema, tecido
conjuntivo de suporte, elementos contrateis (actina e miosina) e citoesqueleto
(KOCH, PEREIRA e MACHADO, 2014; MCELHANON e BHATTACHARYA, 2018;).

As enzimas creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) sé&o
amplamente utilizadas como biomarcadores indiretos de danos musculares. Os
niveis elevados dessas enzimas no sangue (soro ou plasma) indicam o aumento na
permeabilidade da membrana celular, e, tratando-se de individuos saudaveis
submetidos a TF, este aumento estad relacionado a intensidade do exercicio
(BRANCACCIO, MAFFULLI e LIMONGELLI, 2007; KRISTJANSSON et al., 2016;
CALLEGARI et al.,, 2017). Em relacdo ao pico maximo na corrente sanguinea,
estudos apontam que CK e LDH aumentam imediatamente ap6s EFVP, perdurando
este pico entre 24 e 72 horas. Em alguns casos, dependendo da situacéo clinica
e/ou condicionamento fisico do individuo, os valores retornam aos niveis basais em
até 72 horas (ISPIRLIDIS et al., 2008; KHAN et al., 2016; BARRANCO et al., 2018).
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Em relacdo a CK, apesar de sofrer muitas criticas quanto a sua grande
variabilidade entre individuos, tem sido frequentemente descrita como o melhor
biomarcador indireto de dano ao tecido muscular, especialmente apds exercicios de
alta intensidade (BRANCACCIO et al., 2007; KOCH et al., 2014; CALLEGARI et al.,
2017). Neste cenario, figura a rabdomidlise como uma patologia, que pode acometer
individuos submetidos a EFVP como atletas e militares (KIM et al., 2016b; SCALCO
et al., 2016; ATIAS-VARON et al., 2017). Neste caso, € bem marcante 0 aumento de
CK por lise das fibras da musculatura esquelética juntamente com um quadro de
desidratagdo levando a insuficiéncia renal aguda (IRA) que apresenta como
complicacdes, a insuficiéncia cardiaca por retencdo de liquidos, confusdao mental,
convuls@es e, em algumas situacdes, pode levar ao 6bito (PETEJOVA e MARTINEK,
2014; KIM et al., 2016b; SCALCO et al., 2016).

O quadro clinico da rabdomidlise caracteriza-se por dores musculares e
fraqgueza, acompanhado de urina com a coloracdo escura, que se deve a
mioglobindria, sendo entdo a mioglobina o biomarcador mais fidedigno para
diagnosticar esta patologia (ZIMMERMAN e SHEN, 2013; SCALCO et al., 2016;
BACKER et al., 2019). O Exército Brasileiro (EB), diante da incidéncia de casos de
rabdomidlise entre os militares, aprovou duas diretrizes de prevencéo e controle da
rabdomidlise induzida por esforco fisico e pelo calor através das portarias de n° 129,
de 11 de marco de 2010 e n°® 092-Departamento Geral de Pessoal (DGP), de 02 de
julho de 2012 (EB30N-20.001) (BRASIL, 2010, 2012).

1.3.5 Danos hepéticos

O monitoramento das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) permite estimar
possiveis danos ao figado, e durante o TF séo fortes aliadas para determinar se a
recuperacdo muscular esta sendo adequada (PETTERSSON et al., 2008; HAZAR et
al., 2015; DELICATA, DELICATA e DELICATA, 2018). O prolongamento dos altos
niveis desses biomarcadores pode significar que a carga de treinamento esta
elevada, aumentando o risco de overtraining (SAVIOLI et al., 2018; CADEGIANI e
KATER, 2019).

Cabe ressaltar que, embora estas enzimas sejam encontradas
majoritariamente no figado, elas também podem estar localizadas em outros tecidos.

A GGT é bem especifica, entretanto a ALT e AST encontram-se em quantidades
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significativas na musculatura esquelética, o que requer cautela no momento da
interpretacdo dos resultados (ROSALES et al.,, 2008; HENRY, 2012; DELICATA,
DELICATA e DELICATA, 2018). Neste contexto, a fim de dirimir esta davida, a
interpretacdo dos niveis séricos das aminotransferases em individuos submetidos a
EFVP deve considerar a liberagdo de AST advinda do musculo (observando o
comportamento da CK) e a ALT do figado, pois esta enzima € mais especifica e
prevalente neste 6rgdo (DANFI et al., 2012; KWO, COHEN e LIM, 2017). A GGT néo
€ encontrada no musculo, estando presente principalmente no figado e nos ductos
biliares, entretanto também é encontrada nas células dos rins, intestinos, pancreas e
baco (ROSALES et al., 2008; BEEK et al., 2014; MALAKOUTI et al., 2017). A GGT
possui uma grande relevancia dentro do metabolismo redox, sendo essencial na
manutencdo dos niveis de cisteina no organismo (IKEDA e TANIGUCHI, 2005;
HANIGAN, 2014).

O tempo da AST e ALT no soro ou plasma em individuos submetidos a EFVP
pode variar de 24h a 168h, podendo alcancar duas vezes ou mais o limite superior
considerado normal (KIM, LEE e KIM, 2007; SJOGREN, 2007; PETTERSSON et al.,
2008;). Segundo Reaver (2020), a analise em conjunto da ALT, AST e CK é uma
ferramenta muito Gtil para saber a localizacdo e a extensdo da lesdo, permitindo

assim, um diagndéstico mais preciso.

1.3.6 Hematologicos

Os biomarcadores hematolégicos encontram-se inseridos dentro do
hemograma completo, um dos exames de sangue mais solicitados em laboratoério
clinico. A andlise do material biolégico neste exame permite avaliar trés tipos de
linhagens celulares, a saber: heméacias (eritrécitos), leucocitos e plaquetas. O
conjunto de informacdes obtido serve para diagnosticar diversas patologias, tais
como anemia, infecgbes e inflamacdes, leucemias e alguns disturbios da coagulacao
(FAILACE, 2015; ABBAS, ANDREW e LICHTMAN, 2018; HOFFBRAND e
STEENSMA, 2020). O monitoramento dos parametros hematoldgicos antes durante
e apos a pratica de EFVP possuem grande relevancia, pois as evidéncias descritas
na literatura sugerem que podem ocorrer modificagcdes nas concentracdes e
estrutura destas células, as quais contribuem para fadiga, queda no desempenho e
abandono nos treinamentos (FUJITSUKA et al., 2005; COATES, MOUNTJOY e
BURR, 2017; TSAl et al., 2019).
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Neste contexto encontram-se as hemacias, série vermelha do hemograma,
gue desempenham um papel de grande relevancia no organismo por serem
responsaveis em transportar o O> do sistema respiratorio, e em seguida, remover o
diéxido de carbono (CO2) de volta para os pulmdes (MAIRBAURL, 2013; LUCKER et
al., 2017). Destaca-se neste evento a hemeproteina hemoglobina (Hb), que se
encontra no interior das hemacias, que se liga ao O contribuindo para sua
distribuicdo nos tecidos. Nos musculos, este papel € realizado pela hemeproteina
mioglobina (GROS, WITTENBERG e JUE, 2010; MAIRBAURL e WEBER, 2012;
MAIRBAURL, 2013).

As hemacias, devido a sua grande quantidade no organismo (milhdes) e ao
papel fisiolégico desempenhado no organismo, tornam-se bastante suscetiveis aos
danos provocados pelo EF, sendo eles o estresse mecanico (lise intravascular ou
extravascular) e/ou estresse metabdlico. Este dltimo pode ter como uma das
consequéncias o EO, onde o ataque das EROs na membrana dessas células
desencadeia o processo de PL (MAIRBAURL, 2013; AL BALUSHI et al., 2019;
GOODCHILD e DURANT, 2020). A hemolise (destruicdo das hemacias)
desencadeia no organismo um quadro de anemia hemolitica e prejuizo no transporte
de O: para as células, bem como o comprometimento nas func¢des de plaquetas e
fagdcitos, contribuindo para fenbmenos tromboembdlicos e infec¢cdes bacterianas
recorrentes (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008; RIFKIND, MOHANTY e
NAGABABU, 2015; LIPPI e SANCHIS-GOMAR, 2019).

Além do comprometimento no aporte de O: provocado pela anemia, a
desestabilizacdo da membrana das heméacias danificadas leva a senescéncia, sendo
as hemacias opsonizadas e fagocitadas por macréfagos no baco, figado e na
medula éssea, reduzindo a sua concentracdo na circulacdo (KUMAR e RIZVI, 2014;
MOHANTY, NAGABABU e RIFKIND, 2014; GASCHLER e STOCKWELL, 2017).
Neste cenario, quando ocorre a lise das hemacias o seu conteudo intracelular (Hb e
o Fe?*) é liberado na circulagdo sanguinea. Cabe ressaltar que o Fe?* pode ser
catalisador da reacdo de Fenton, gerando mais EROs e agravando o quadro de EO
(WOUTHUYZEN-BAKKER e VAN ASSEN, 2015; COATES, MOUNTJOY e BURR,
2017; GASCHLER e STOCKWELL, 2017).

O percentual de hematdcrito (Hct) € um dos parametros do hemograma que
pode identificar um quadro de desidratacdo no individuo, isto pode ser observado

através da variagdo do volume plasmatico, pois se a concentracdo de hemacias ndo
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acompanhar este volume, o sangue torna-se viscoso, fendmeno conhecido como
hemoconcentragio, onde ¢ evidenciado um Hct elevado (SANCHEZ-GONZALEZ et
al., 2005; SAIDI et al.,, 2019; HOFFBRAND e STEENSMA, 2020). O aumento da
viscosidade do sangue reduz a circulagdo sanguinea e o aporte de O: para as
células e tecidos do corpo. A hipdxia periférica e os sintomas de desidratacdo no
nivel neuronal figuram como algo grave neste cenario, bem como a possibilidade de
um choque hipovolémico (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2005; SAIDI et al., 2019).

Por outro lado, uma reducdo no Hct caracteriza-se por um volume plasmatico
elevado, reducédo da viscosidade sanguinea e facilidade no transporte dos nutrientes
para os tecidos. Este fendbmeno é denominado hemodiluicdo, entretanto, este quadro
se traduz em uma reducdo na concentracdo de hemacias e, consequentemente,
menos O, para as células e tecidos do corpo (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2005;
SAIDI et al., 2019; HOFFBRAND e STEENSMA, 2020). Cabe ressaltar que os
atletas podem apresentar um Hct reduzido, pois possuem uma concentracdo de Hb
levemente inferior, sendo diagnosticada na clinica como pseudoanemia dilucional,
anemia do desportista ou falsa anemia (MAIRBAURL, 2013; COATES, MOUNTJOY
e BURR, 2017).

Este cenario é favorecido por EF aerdbicos, onde ocorre um aumento no
volume plasmatico, resultando em diluicdo das hemacias e redugcéao na concentracao
de Hb, sendo compensado pela elevacdo do volume sistolico cardiaco, que é
induzido pela elevacdo do volume sanguineo (MAIRBAURL, 2013; COATES,
MOUNTJOY e BURR, 2017). Além do Hct é possivel observar um quadro de
desidratacdo através da densidade urinaria. O uso para este fim é feito com o
instrumento 6ptico chamado refratdmetro, sendo este procedimento muito usado
durante os treinamentos militares (MINTON, O'NEAL e TORRES-McGEHEE, 2015;
HEILESON e JAYNE, 2019).

A andlise do Hct torna-se relevante, pois existem evidéncias na literatura de
gue o EF favorece um processo de desidratacdo, modificando muitas variaveis
fisiologicas, sendo recomendado para evitar estes males um nivel de hidratacéo
antes, durante e apoés a préatica de EF (MARCOS et al., 2014; MORA-RODRIGUES
et al., 2016; EVANS et al., 2017; BRAUN et al.,, 2019). Cabe destacar que a
desidratacdo consiste na emergéncia mais comum que acomete atletas em
competicdes de endurance e ultraendurance, que sdo modalidades de impactos

fisiologicos semelhantes aos treinamentos militares (KYROLAINEM et al., 2018;
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NIKOLAIDIS et al., 2018; TILLER et al., 2019). De fato, um estudo realizado com
atletas militares de 1989 a 1999 demonstrou que quatro faleceram devido a
hiponatremia, e cento e noventa foram hospitalizados (GARRIGAN e RISTEDT,
1999). Os sintomas mais comuns sao caimbras, respiracao irregular, letargia e, em
alguns casos, o coma e o 6bito (GLACE, MURPHY e MCHUGH, 2002; KNECHTLE
et al., 2019).

A série branca do hemograma fornece a contagem global dos leucécitos
circulantes (leucometria), diferencial e relativa das subpopulac¢des (FAILACE, 2015).
As células destas subpopulacdes sao divididas em granulécitos polimorfonucleares
(basdfilos, eosindfilos e neutrofilos) e em mononucleares (linfocitos e mondcitos). Os
neutréfilos sdo subdivididos em mielécitos, metamieldcitos, bastdes e segmentados
(FAILACE, 2015; ABBAS, ANDREW e LICHTMAN, 2018). Essas células compdem o
sistema imunoldgico, e sua funcéo principal € a defesa do organismo contra a acéo
de microrganismos patdgenos e/ou outras substancias estranhas que podem se
instalar em nosso corpo, tais como virus, bactérias, parasitas ou proteinas diferentes
daquelas do nosso corpo (ABBAS, ANDREW e LICHTMAN, 2018).

O EF induz uma imunomodulacédo, que parece ser multifatorial e provocam
alteracdes circulatérias (hemodinamicas), hormonais (liberacdo de cortisol e
catecolaminas) e mecanicas (RODRIGUES et al., 2013; LANCASTER e FEBBRAIO,
2014; KRUGER, MOOREN e PILAT, 2016). Entretanto, quando realizado de forma
vigorosa e prolongado prejudica a funcdo imunoldgica, particularmente os linfécitos,
induzindo uma imunossupressao transitoria e uma maior vulnerabilidade a infeccdes
(RODRIGUES et al., 2013; CERQUEIRA et al., 2020).

Neste mesmo sentido, evidéncias sugerem que o EFPV é capaz de induzir
uma robusta resposta inflamatéria, caracterizada principalmente pela mobilizacdo de
leucdcitos (neutrofilia) e pelo aumento de citocinas liberadas na circulacdo, tais
como o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-6, IL-10 e IL-8 (PEAKE. et al.,
2015; SUZUKI, 2018). As citocinas sao bastante estudadas para compreender 0s
mecanismos subjacentes relacionados ao dano muscular induzido pelo EFVP
(PEAKE et al. 2015; SUZUKI, 2018). De fato, os leucécitos (secretam citocinas),
particularmente os neutréfilos, desempenham um papel importante no
remodelamento do tecido danificado apds o dano muscular, entretanto, para que isto

ocorra estas células produzem uma grande quantidade de EROs, que danificam o
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tecido adjacente integro, corroborando para a ampliacdo do dano muscular e do EO
(PEAKE et al., 2017; CERQUEIRA et al., 2020).

1.4 Formagédo do paraquedista militar brasileiro — um exemplo de treinamento
militar
A criacdo das primeiras unidades de paraquedistas militares, unidades

aerotransportadas, uma forca de elite do Exército Brasileiro, ocorreu na década de
30. O treinamento militar de seus componentes sempre foi considerado especial,
baseando-se no total desgaste fisico, visando a realizacdo das operacdes ou
manobras que envolvem altos riscos (BAPTISTA et al., 2007; SILVA, 2014; VIANA,
2016). O elevado condicionamento fisico exigido do paraquedista militar se deve em
virtude da sua atividade aeroterrestre, onde sdo conduzidos ao campo de batalha
através de aeronaves e lancados atras das linhas inimigas a fim de conquistar
objetivos importantes na manobra tatica e estratégica dos escaldes superiores do
Ministério da Defesa (UALBER, TUBINO, JOSE, 2005; SILVA, 2014; SOARES,
2020).

Em determinadas missfes € necessario realizar longas marchas, carregando
equipamentos e suprimentos em suas mochilas para cumprir as tarefas designadas.
Ao retornarem a zona neutra ou aliada, geralmente refazem a pé todo o percurso
feito de avido na ida para a missdao (MACHADO, 2016; SOARES, 2020). Aléem de
todas as peculiaridades relativas ao cumprimento de missdes em diversos
ambientes hostis, o proprio salto de aeronave militar em voo, com equipamentos que
podem chegar até 60 kg, reforca a necessidade de um bom condicionamento fisico
por parte desses militares (NEVES et al., 2010; SILVA, 2014; SOARES, 2020).

No Brasil, o treinamento militar para os voluntarios que desejam se tornar
paraquedistas é realizado na area de estagios paraquedista do centro de instrucéo
paraquedista general Penha Brasil (Cl Pqdt GPB); onde anualmente mais de 800
(oitocentos) oficiais e sargentos das forcas armadas brasileiras sdo inscritos no
curso, que recebe a denominacédo de curso basico paraquedista (CBP) (NEVES et
al., 2010; MACHADO, 2016; VIANA, 2016). Este curso é de especializacdo da linha
de ensino militar bélico do Exército Brasileiro, destinado a oficiais, subtenentes e
sargentos da Marinha do Brasil, Exército Brasileiro e da Forca Aérea Brasileira; bem
como aos cadetes do terceiro ano da academia militar das agulhas negras (AMAN) e
militares oriundos de nagdes amigas (BRASIL, 2020a). Tem por finalidade habilitar

recursos humanos para ocupar cargos e exercer funcdes na Brigada de Infantaria
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Paraquedista (Bda Inf Pqdt), no Comando de Operacdes Especiais e em
organizacbes militares da Marinha do Brasil e da Forca Aérea Brasileira (SILVA
2014; BRASIL, 2020a).

O primeiro CBP no Brasil foi realizado em 1949, e teve como instrutores os
militares que realizaram o curso no Fort Benning nos Estados Unidos da América
com o Exército Norte-Americano durante os anos de 1945 a 1948 (VIANA, 2016;
SOARES, 2020). Atualmente, tem a duracdo de seis semanas e desenvolve-se em
duas fases: a primeira com trés semanas de duracao (fase do estudo), nas quais
sdo desenvolvidos os atributos da area afetiva inerentes ao paraquedista militar
(VIANA, 2016; BRASIL, 2020a; SOARES, 2020). Esta fase é a mais dificil para os
alunos, uma vez que os militares apresentam o0 maior indice de lesdo e
desligamentos, quando os militares s&do submetidos a cargas de treino
extremamente elevadas; muitas vezes superando o0s limites da capacidade
individual, sendo extremamente exaustivo a nivel fisico e psicolégico. Neste ultimo
caso, 0 curso impde aos alunos condicbes de estresse emocional consideravel
(relatados por concludentes do curso) (SOUTO MAIOR et al., 2006; BAPTISTA et
al., 2007; NEVES et al., 2010).

Cabe ressaltar que esta intensidade fisica exigida visa capacitar os alunos,
através do treinamento fisico militar (TFM), em valéncias fisicas necessarias a
atividade do paraquedista militar. Desta forma, parece que estes individuos
desenvolvem um espirito de disponibilidade total para o sacrificio, incrementado por
coragem e disciplina elevados; o que parece ser favorecido pelos tipos de exercicios
realizados (UALBER, TUBINO, JOSE, 2005; NEVES et al., 2010; BRASIL, 2013). O
objetivo dos exercicios visa fortalecer a estrutura muscular global do individuo, com
énfase nos membros inferiores e abdébmen, para suportar a carga transportada
durante o salto (o armamento, a mochila e o proprio paraquedas) e o impacto ao
solo por ocasido da aterragem (NEVES et al., 2010; BRASIL, 2013, 2015).

Adicionalmente um programa de condicionamento fisico é feito, sendo
dividido em trabalhos aerdbicos visando a melhora cardiovascular do individuo e
trabalhos neuromusculares, com o objetivo de desenvolver a forca muscular
(NEVES et al., 2010; BRASIL, 2013, 2015). De fato, o incentivo para se desenvolver
um alto nivel de aptiddo fisica (resisténcia aerObica, anaerObica e resisténcia
muscular) é recomendado em alguns estudos como estratégias que visam a

prevencao de lesbes em militares submetidos a TF vigoroso, sendo considerado
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relevantes para o éxito no desempenho das tarefas operacionais de combate
(KAUFMAN, BRODINE e SHAFFER, 2000; BULLOCK et al.,, 2010; WARDLE e
GREEVES, 2017).

Ao final da primeira fase, os militares considerados aptos a prosseguir no
curso sao selecionados por intermédio do teste de verificacao final (TVF). Este teste
consiste na realizacdo de exercicios de carater eliminatorio, onde o aluno tem um
determinado indice a atingir em cada um, onde aqueles aprovados ingressam na
segunda fase, que tem a duracdo de trés semanas; sendo duas semanas de
instrucbes em regime integral, onde além da continuidade do TFM, para que sejam
mantidos os padrées alcancados, o aluno aprende a técnica individual basica
paraquedista, por meio de instru¢des de procedimentos aeroterrestres, técnicas de
saida de aeronave militar em voo e técnicas de aterragem e reorganiza¢ao (BRASIL,
2020a). Ao final da segunda semana da segunda fase o aluno estara apto a
embarcar em uma aeronave militar para a realizacdo de cincos saltos semi-
automaticos, os quais serao realizados na semana seguinte, visando seu emprego
operacional (BRASIL, 2020a).

A literatura descreve alguns estudos abordando a incidéncia e prevaléncia de
lesdes em militares, tanto durante a realizacdo do CBP (NEVES et al., 2010), quanto
no transcorrer das atividades como paraquedista militar, particularmente envolvendo
os saltos de paraquedas (BAPTISTA et al., 2007; NEVES, SOUZA e ALMEIDA,
2009; GOMIDE, PENIDO, PINHO, 2010). Destacam-se também alguns estudos com
paraquedistas militares, cuja abordagem visa medidas preventivas para evitar danos
durante saltos de para-quedas (KNAPIK e STEELMAN, 2016; FOGLE et al., 2018).
Por outro lado, s@o escassos o0s dados na literatura sobre biomarcadores
bioquimicos de lesdo celular e dano oxidativo, tanto em alunos do CBP quanto nos
paraquedistas militares durante o transcorrer de suas atividades laborais.
Supostamente, um monitoramento desses biomarcadores pode contribuir para a
reducdo desses danos, que muitas vezes estao associados a fadiga muscular.

Neste contexto, convém ressaltar que o conjunto elevado de exercicios e
atividades impostas tanto na realizacdo do CBP, quanto no cumprimento de missdes
como paraquedista militar causam impactos variados no organismo do ponto de
vista metabdlico, cardiorrespiratério, hormonal, mecéanico, estrutural, funcional, entre

outros. Estas condigbes sdo de potencial importancia na resposta fisiologica e
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bioquimica, refletindo na variagdo dos parametros hematologicos, danos celulares e
oxidativos.

Torna-se digno de destaque que o TFM, particularmente os realizados nos
corpos de tropas dos quartéis, consiste principalmente em atividades fisicas
prolongadas e de baixas intensidades, visando desenvolver forga muscular, poténcia
e capacidade aerdbica (BRASIL, 2015; KYROLAINEN et al., 2018). Por outro lado,
guando este treinamento ocorre em cursos operacionais nas forcas armadas, o0s
exercicios sdo mais vigorosos e contemplam as diversas tarefas que serao
desenvolvidas pelos concludentes apdés a sua formacdo, sendo o estresse fisico
acompanhado pelo estresse psicoldgico, privacdo do sono, escassez de alimentos e
agua (DOMINGUES, 2008; SILVA, 2014; LECHNER et al., 2015; TASSONE, 2017).

Em linhas gerais, os exercicios fisicos realizados pelos militares envolvem
uma grande demanda fisica, pois procuram preparar estes individuos para executar
as tarefas especificas de um combate. Este cenario especifico de treinamento
favorece o comprometimento da saude e da integridade fisica desses profissionais.
Os danos mais comuns sao as lesdes musculoesqueléticas, desidratacéo,
desequilibrios eletroliticos, suscetibilidade de infeccbes, reducdo da capacidade
cognitiva e perda de peso corporal (NINDL et al., 2006; COLOMBO, 2011;
MARGOLIS et al., 2013; ANDRADE GOMES e PINFILDI, 2018; MULLER-
SCHILLING et al.,, 2019). A instalacdo desses quadros clinicos no organismo
contribui para a deplecdo de nutrientes que sdo essenciais ao bom funcionamento
do sistema antioxidante e imunoldgico, promovendo um impacto negativo no
metabolismo redox dos militares (KRUGER, MOOREN e PILAT, 2016; OJANEN,
JALANKO e KYROLAINEN, 2018; MAYNAR et al.,, 2019; GOMBART, PIERRE e
MAGGINI, 2020).

Em conformidade com estas informacdes, um estudo realizado por Schranner
et al. (2020) evidenciou ap6s o EF alteracbes nas concentracdes de muitos
metabdlitos, tais como lactato, piruvato, intermediarios do ciclo de Krebs, acidos
graxos, acilcarnitinas e corpos cetbnicos. Segundo 0s autores, o conjunto de dados
obtidos € um recurso Util para aqueles que desejam estudar a relacdo entre
metabolismo humano e EF. Neste cenario, Karl et al. (2017) observaram que o TF
militar constitui um excelente modelo de estudo, pois € capaz de fornecer
informacdes Unicas sobre a resposta metabodlica ao estresse fisiologico extremo,

bem como os impactos da nutricdo nestas respostas. Além disso, o estilo de vida
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dos militares torna esta populacdo atrativa para a realizagcdo de estudos, pois
contribui na eliminacdo de vieses que podem comprometer os resultados de uma
pesquisa (AVILA et al., 2013). De fato, Fisher-Wellman e Bloomer (2009) afirmam
gue existe mais consisténcia nos resultados em estudos envolvendo animais do que
humanos, elencando como um dos motivos principais a facilidade de controle dos

pontos criticos que comprometem os resultados do estudo.
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2 OBJETIVO
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2.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil de biomarcadores sanguineos de estresse oxidativo, lesdo
celular e hematol6gicos em militares submetidos a um protocolo de trés semanas de

exercicio fisico vigoroso e prolongado (EFVP).

2.2 Objetivo especifico
Investigar a adaptacao/recuperacdo ao estresse, através da avaliagdo dos
biomarcadores bioquimicos apds a primeira semana de término do treinamento

fisico vigoroso e prolongado.
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3 JUSTIFICATIVA



Tese de Doutorado - Marcio Antonio de Barros Sena 58

O Exército Brasileiro ao longo da carreira militar realiza diversos cursos com
0S seus integrantes visando a sua qualificacdo. A instrucdo militar € voltada para o
desempenho individual, e busca dentre outras coisas a formacdo de lideres que
sejam capazes de bem cumprir as missfes inerentes a sua funcdo. Neste cenario,
destaca-se o paraquedista militar como um profissional altamente qualificado, pois
as missoes as quais estes profissionais sdo submetidos ao longo da carreira exigem
um grande preparo fisico e psicologico, por exemplo, garantia da lei e da ordem
(GLO) em qualquer parte do territério nacional e a participacdo em operacdes de paz
em outros paises.

Nesse sentido, a fim de permitir que o paraquedista militar desempenhe todas
essas fungdes com éxito, o TF realizado durante o CBP é composto por uma alta
exigéncia fisica e psicologica, tornando-se um importante modelo para se
compreender o comportamento de biomarcadores sanguineos nem sempre
contemplados de maneira semelhante nos protocolos de EF vigoroso mostrados na
literatura. A interpretacdo correta destes biomarcadores permite estimar as
modifica¢des bioquimicas e fisiologicas sofridas pelo organismo.

Os relatos das equipes de saude que apOiam as atividades desenvolvidas
durante o referido curso sinalizam que as desisténcias estdo associadas diretamente
com a incidéncia de lesdes, que estdo diretamente relacionadas com o nivel de
exigéncia fisica imposta durante os treinamentos, podendo dentre outros males,
desenvolver um quadro de rabdomiélise que pode evoluir para ébito.

O investimento financeiro realizado pelo Exército Brasileiro na formacao de
militares que se voluntariam a fazer um curso operacional € muito grande. Estes
custos, em geral, estdo relacionados com pagamentos de passagens, uniformes,
diarias, representacfes e compensacao organica, que € uma parcela remuneratéria
devida ao militar mensalmente para a compensacao do desgaste organico resultante
do desempenho continuado de algumas atividades, dentre elas, voo em aeronave
militar e salto em paraguedas. Desta forma, os desligamentos ou desisténcias
oneram os cofres publicos.

Os dados observados neste estudo serdo de extrema importancia para as
autoridades militares que planejam as acdes operacionais da forca terrestre e de
confederacdes esportivas, os quais favorecerdo a tomada de decisdes no sentido de
minimizar os riscos e danos a saude durante a realizagdo de praticas desta

natureza.
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4 METODOLOGIA
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Esta investigagdo trata-se de um estudo observacional analitico transversal
uma vez que néo foi realizada qualquer medida de intervencao durante a realizacéo

do exercicio fisico vigoroso e prolongado.

4.1 Aspectos éticos

Antes do inicio deste estudo, o projeto de pesquisa foi submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) envolvendo seres humanos do Centro Universitario
Augusto Motta/Unisuam, com o numero de CAAE: 55793916.9.0000.5235. Apos a
apreciacao ética, o projeto foi aprovado segundo o parecer 1.824.291. Todos 0s
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
conforme Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS)/Ministério da Saude
(MS) n° 466, de 12 de dezembro de 2012, e foram informados sobre os objetivos, a
metodologia, os riscos e beneficios do estudo.

Devido a natureza deste estudo, a restricdo de suplementacéo antioxidante e
vitaminas € muito importante, pois esses suplementos afetam a AAT plasmatica.
Dessa forma, os participantes foram orientados a ndo fazerem usos de suplementos
vitaminicos uma semana antes do inicio da realizagdo do curso e durante a
realizacdo do mesmo, bem como se abster do consumo de alimentos e/ou bebidas
gue contenham alto teor de antioxidantes. Os individuos foram instruidos a seguir
sua dieta normal, mantendo um diario de ingestdo de alimentos. As orientacfes a
respeito desses assuntos foram repassadas durante o periodo de preenchimento do

guestionario de anamnese clinica sobre patologias existentes (Anexo A).

4.2 Delineamento do estudo

Os critérios de exclusdo para a participacdo no estudo foram os seguintes:
militares com lesBes osteoarticulares, musculo-esqueléticas ou outras doencas que
poderiam interferir na realizacdo do curso, auséncia a uma das etapas da coleta de
dados e outros quadros clinicos que viessem a impedir as avaliagdes, de acordo
com o preenchimento do questionario PAR-Q (Anexo B). Diante da adocdo dos
critérios de selecédo estabelecidos, o presente estudo foi constituido por 30 militares
voluntarios do sexo masculino (29,23 + 0,98 anos), oriundos de diversas
Organizacoes Militares (OM) das forcas armadas brasileira, voluntarios a realizacéo
do CBP.
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A coleta de todos os dados ocorreu na area de estagio paraquedista do
Exército Brasileiro, no Rio de Janeiro, local do TF. As coletas de sangue ocorreram
trés dias antes do inicio da realizacao do curso (T0), e nos finais da primeira semana
de TF (T1), segunda semana (T2) e terceira semana (T3), respectivamente. Apos
trés dias do término do TF (aproximadamente 65h) ocorreu a ultima coleta de

sangue, caracterizado como recuperacdo (T4). A figura 4 sintetiza o desenho

experimental.

Inicio Final da 12 semana de Final da 22 semana de Final da 32 semana de Término
dos treinamento vigoroso treinamento vigoroso e treinamento vigoroso e dos
trabalhos e prolongado prolongado prolongado trabalhos
7 dias 7 dias 7 dias 3 dias
2 dias 5 dias 2 dias 5 dias 2 dias 5 dias Recuperacdo
end Fim de mx Fim de -} g
(X X semana: semana: >
Medidas treinamento treinamento
administrativas
di di i Fi A
12 coleta de sangue 22coleta de 32coleta de 4acoleta de 52coleta de
Avaliacdo antropométrica sangue sangue sangue sangue

Figura 4. Desenho experimental referente aos periodos de treinamento e coletas de sangue durante
o estudo (Fonte: préprio autor).

4.3 Avaliacdo antropométrica

Para determinar a composi¢ao corporal, foi utilizada uma balanca digital da
marca Filizola® calibrada, com precisdo de 0,1 Kg, e um estadibmetro da marca
Sanny® com precisdo de 0,001 m. Posteriormente, foi calculado o indice de massa
corporal (IMC) dividindo a massa corporal total pela estatura elevada ao quadrado
(Kg/m?). Para tal, foi utilizado o protocolo da Sociedade Internacional para o avango
da Cineantropometria (MARFELL-JONES et al., 2006). A mensura¢do das dobras
cutaneas (DC) do peito, abdominal e da coxa foi realizada com compasso Lange e,
para o calculo do percentual de gordura foi utilizado o protocolo de 3DC de Pollock e
Wilmore (1993).
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4.4 Protocolo do exercicio fisico do curso basico paraquedista

O protocolo de EFVP foi realizado durante trés semanas de 22 a 62 feiras no
periodo da manha, das 7h e 15min as 11h e 30min. A carga horaria semanal
especifica incluindo as sessdes de EF do curso foi de 15h, sendo o periodo da tarde
destinado a recuperacdo fisica. O regime de trabalho no curso foi dividido da
seguinte forma: i) trés tempos de instrugcdo na parte da manha, sendo o ultimo
destinado ao treinamento para o teste de verificagdo final (TVF); ii) antes do primeiro
e apos o terceiro tempo de instrugdo, quinze minutos sédo destinados ao cerimonial
de entrada e saida da area de estagio, respectivamente; iii) as sessodes de instrucéo
tem a duracdo de uma hora, com intervalo de 10 minutos entre o primeiro e segundo
tempo, e de vinte minutos entre o segundo e o terceiro tempo, respectivamente
(BRASIL, 2020b). O presente estudo néo alterou a rotina de treinamentos, e todos
os militares foram submetidos diariamente as mesmas sessdes de EF. Como pratica
comum, os militares foram orientados a manter a hidratacado durante todo o periodo

de treinamento.

4.4.1 Exercicios realizados durante o curso basico paraquedista

Os exercicios fisicos realizados pelos alunos fazem parte da grade curricular
do CBP e estdo contidos no caderno de instrucdo de treinamento e técnica basica
do paraquedista militar EB70-CI-11.001 (BRASIL, 2013). A corrida continua em
forma (juntos) foi realizada num percurso de 5 Km (25 minutos). Os individuos se
deslocam num mesmo ritmo e os grupos foram divididos de acordo com as faixas
etarias.

A pista de treinamento em circuito (PTC) é composta de sete exercicios, onde
a AF realizada visa desenvolver o sistema neuromuscular por meio da execuc¢ao de
exercicios intercalados com periodos de repouso ativo. Os militares sédo divididos em
duplas, enquanto um executa 0 exercicio, 0 outro realiza outra atividade, por
exemplo, pular corda. A quantidade de passagens pela PTC e o tempo de duracéo
de cada EF varia de acordo com o plano de treinamento a ser executado. Os
exercicios que fazem parte desta pista sdo o0s seguintes: i) flexdo na barra fixa; ii)
escada - o militar com as maos nos quadris e pés unidos sobe uma escada de
guatro degraus, de modo que a impulsdo seja dada nos dois pés. Ao atingir o ultimo
degrau, desce-se rapidamente a escada, reiniciando a subida novamente; iii) pular

corda -exercicio foi realizado com os pés unidos; iv) rosca direta - o halter foi
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conduzido até a altura do peito com os cotovelos colados ao corpo; V) tesoura - €
uma espécie de abdominal onde as pernas realizam um movimento cruzado
semelhante a uma tesoura, ficando numa inclinagéo de 45 graus em relacao ao solo,
as maos neste momento envolvem as barras laterais de uma prancha; vi) tira-prosa -
o individuo mantém os bracos estendidos e paralelos ao solo, tendo que desenrolar
um bastdo sem deixar que o0 mesmo gire por acdo exclusiva da gravidade. Ao final
do movimento, gira-se o bastdo enrolando-o; vii) abdominal ama-seca - o militar em
decubito dorsal com os pés presos no apoio da parte superior da prancha inclinada
com as pernas flexionadas. Os dedos entrelagados ficam sob a nuca; e, com os
cotovelos projetados a retaguarda, flexiona-se a coluna lombar levando o cotovelo
esquerdo ao joelho direito, retornando a posicao inicial. A sequencia do movimento é
repetida alternando o joelho e o cotovelo que sdo tocados. A figura 5 mostra

algumas posicdes dos exercicios realizados na PTC.
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EREASSC o _ S
Flexdo na barra fixa

Tira-prosa

Abdominal ama-seca ' Pista de treinamento em circuito (PTC)

Figura 5. Exercicios fisicos realizados na pista de treinamento em circuito (PTC) (Fonte: adaptado de
BRASIL, 2013).

A ginastica basica paraquedista consiste num total de onze exercicios, sendo
uma AF calisténica (exercicios fisicos usando o peso do proprio corpo) que trabalha
a resisténcia muscular do militar por meio de exercicios localizados e de efeito geral.
O objetivo visa desenvolver as qualidades fisicas de coordenacdo e resisténcia
muscular localizada. Os exercicios realizados sdo 0s seguintes: i) tesoura - com 0s
bracos estendidos a frente do corpo, o militar executa movimentos alternando a
posicdo dos bracos, sendo semelhante a uma tesoura,; ii) flexdo de bracos ao solo;
iii) meio-sugado - o militar inicia o exercicio com os pés unidos, os bracos estendidos
ao lado do corpo e as palmas das maos junto a coxa. No momento da execugéao, as

pernas séo flexionadas com os joelhos unidos e as méos apoiadas no solo (posicao
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de flexdo de brago ao solo), as pernas sdo estendidas a retaguarda, e em seguida,
retorna a colocar as pernas flexionadas com os joelhos unidos e as méos apoiadas
no solo, encerrando 0 movimento com o retorno a posicao de inicio do exercicio; iv)
abdominal supra - o militar realiza o exercicio em decubito dorsal com as pernas
flexionadas, bragcos cruzados sobre o peito e as maos nos ombros opostos. Na
execucao, o tronco é flexionado até que as escapulas sejam retiradas do solo e,
depois, retorna-se a posicao do inicio do exercicio; v) abdominal infra - o militar
realiza o exercicio deitado em decubito dorsal, com a cabeca apoiada no solo, as
pernas flexionadas e dobradas sobre o quadril e os bragcos estendidos ao lado do
corpo. Na execug¢ao do movimento, flexiona-se a coluna lombar, levando os joelhos
de encontro ao peito, retirando apenas os quadris do solo, retornando a posicéo
inicial; vi) sugado - o militar inicia o exercicio com 0s pés juntos, os bracos
estendidos ao lado do corpo e as palmas das mé&os junto a coxa, € em seguida, as
pernas sdo flexionadas com os joelhos unidos e as maos apoiadas no solo, na
sequencia, as pernas séo estendidas a retaguarda, ficando o corpo na posicao de
flexdo de bracos ao solo; neste momento executa-se duas flexdes, retornando a
flexionar as pernas com joelhos unidos e maos apoiadas no solo, encerrando o
movimento com o retorno a posicdo de inicio do exercicio; vii) canguru (EF
tradicional bastante realizado no CBP) - o militar executa saltos alternados com as
maos entrelacadas sobre a cabeca e com os cotovelos projetados a retaguarda. A
perna é flexionada até encostar a nadega no respectivo calcanhar, por exemplo,
perna direita no calcanhar direito; viii) abdominal cruzado - o exercicio é realizado
com o militar em decubito dorsal com as pernas flexionadas, sendo a esquerda
cruzada sobre a direita. O braco esquerdo é estendido lateralmente e o direito
flexionado com a méo sob a nuca. O movimento é alternado, onde hora leva-se o
cotovelo direito em direcdo ao joelho esquerdo flexionando o tronco até retirar a
escapula do chao, e depois inverte-se o0 movimento trocando o joelho; ix) Al4-1a-6 - o
militar inicia 0 exercicio com 0s pés juntos, as maos na cintura e os cotovelos
projetados, e em seguida flexiona o tronco e o individuo encosta a ponta dos dedos
das maos na ponta do calcado, mantendo as pernas estendidas. Em seguida, 0s
bracos sdo elevados e estendidos para cima com a cabeca sendo inclinada
levemente para tras, apos isto retorna-se com as maos na cintura e repete-se o ciclo
de movimentos; x) Ala - o exercicio € realizado com as pernas afastadas

lateralmente e os bracos esticados e elevados acima da cabeca com as palmas das
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maos voltadas para o interior. A sequencia do movimento consiste na flexao das
pernas de forma simultdnea até a posicao de cocoras com 0s bracos esticados a
frente e por entre as pernas, apds completa-se um ciclo do movimento retornando a
mesma posi¢do do inicio; xi) polichinelo. A figura 6 mostra algumas posi¢cées dos

exercicios realizados na ginastica basica paraquedista.

Flexdo de brago no solo Meio sugado

Abdominal supra ’ Abdominal infra Sugado

Canguru Abdominal cruzado Ald-la-6

Ala Polichinelo

Figura 6. Exercicios fisicos realizados durante a préatica da ginastica basica paraguedista (Fonte:
retirado de BRASIL, 2013).

A outra modalidade de exercicios utilizada no CBP é a ginastica com toros,
composta por seis exercicios. E uma AF que utiliza toros como carga adicional. Tem

como finalidade desenvolver a forca e a resisténcia dos musculos dos membros, e
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também a capacidade de resistir a esforcos fisicos prolongados. Os toros possuem
um diametro de 0,15 a 0,20 metros, comprimento de 3 a 4 metros para quatro
homens e um peso de 10 a 12 kg por homem, sdo confeccionados de madeira,
canos de ferro, tubos de policloreto de vinila (PVC) ou outro material. Os exercicios
realizados sdo os seguintes: i) Desenvolvimento - o inicio do exercicio se da na
posicao de pé com o toro sobre o ombro, o exercicio ocorre em quatro tempos. No
tempo “um” os militares elevam o0 toro acima da cabeca com os bracos
completamente estendidos. No tempo “dois” coloca-se o toro sobre 0 ombro oposto.
No tempo “trés” eleva-se novamente o toro como no tempo “um”. No tempo “quatro”
retorna-se a posicao inicial; ii) Canguru - o exercicio inicia-se com os militares na
posicao de pé com o toro sobre o ombro e pés unidos. No tempo “um” os militares
levam a perna esquerda a frente. No tempo “dois” abaixam-se mantendo a postura
ereta, pés e joelhos apontados para frente, sentando no calcanhar da perna direita.
No tempo “trés” eles levantam. No tempo “quatro” a perna esquerda é recuada para
junto do pé direito. Passa a repetir o movimento com o pé direito a frente; iii)
Abdominal - os militares, na posi¢cdo de pé com o toro sobre o ombro, deitam com o0s
joelhos flexionados e os pés ao solo. Apos isto, eles levantam as costas do solo até
encostar o toro no joelho, e completam o exercicio retornando a deitar encostando
0s ombros e cabeca ao solo; iv) Rosca direta - 0 exercicio inicia-se com os militares
na posicdo de pé com um espacamento lateral entre os pés de aproximadamente a
largura dos ombros. Os cotovelos devem estar colados na lateral do corpo e os
bracos formando um &angulo de 90 graus com o toro. ApOs isto, os militares
flexionam os bracgos até tocarem o peitoral com o toro, retornando com o bracgo para
o0 angulo de 90 graus completando o ciclo do movimento; v) Supino - 0 exercicio
inicia-se com os militares deitando-se ao solo, mantendo o toro apoiado sobre a
palma das méaos e sobre o peito em linha com as axilas. ApOs isto, os militares
elevam o toro estendendo completamente os bracos formando um angulo de 90
graus com a linha dos ombros. Apos isto, os bracos sédo flexionados até o toro
chegar proximo a linha dos ombros, terminando o ciclo de movimentos os bracos
sdo erguidos novamente até formar o angulo de 90 graus com a linha dos ombros;
vi) Polichinelo - os militares iniciam o exercicio de pé com os pés unidos, saltando e
realizando a abertura das pernas até a largura dos ombros e logo depois fechando
as pernas por salto, até unir os pés. A figura 7 mostra um grupo de militares

realizando o exercicio de canguru com toros.
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Figura 7. Militares realizando o exercicio de canguru com toros (Fonte: retirado de BRASIL, 2013).

A pista de cordas consiste em outra AF realizada pelos militares no CBP, tem
um total de sete obstaculos e a finalidade de imitar um cenario de combate, onde
acidentes naturais e artificiais sdo transpostos com cordas de diversas dimensodes.
Fazem parte dessa pista 0s seguintes obstaculos com cordas: i) Corda vertical -
neste exercicio, o militar sobe na corda até alcancar o limite estabelecido; ii) Rede
de abordagem - o militar salta na rede de abordagem com a posi¢cdo do seu corpo
no formato da letra “X”, e ao atingir o topo do obstaculo executa-se um rolamento,
descendo de costas para o obstaculo, e ao chegar no final realiza-se um salto para o
solo; iii) Passeio do Tarzan - o exercicio inicia-se com o militar saltando para segurar
a corda; e, utilizando a mesma, ele transpde o obstaculo sem poder tocar no solo
antes de ultrapassar toda a sequencia de cordas laterais; iv) Falsa baiana - o militar
neste exercicio transpde o obstaculo alternando bracos abertos e pernas fechadas.
As maos seguram a corda, sendo uma em supinagdo e a outra em pronacgao; V)
Preguica - neste exercicio o obstaculo é transposto empunhando a corda com 0s
pés e as maos, onde as costas ficam voltadas para o solo. O deslocamento é

realizado com as maos sendo alternadas até o militar atingir a outra extremidade do
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obstaculo; vi) Rede de abordagem com corda vertical - o militar inicia o exercicio
saltando na rede de abordagem com seu corpo no formato da letra “X”, ao atingir o
topo do equipamento executa-se um rolamento até a outra extremidade do
obstaculo. Em seguida, o militar desce do obstaculo utilizando-se de uma corda com
o auxilio dos membros inferiores; vii) Jacaré - para ultrapassagem desse obstaculo o
militar deve correr e saltar para segurar a corda e, com o impulso, atingir o outro lado
do tanque. A figura 8 mostra militares ultrapassando obstaculos na pista de cordas
do CBP.

. r ‘ g’ :l P
Rede de abordagem com
corda vertical

Falsa baiana

Jacaré

Figura 8. Obstaculos da pista de cordas do CBP (Fonte: retirado de BRASIL, 2013)

Os alunos realizam dois tipos dessas modalidades durante um dia de TF (por

exemplo, PTC e ginastica basica), o que corresponde a duas sessfes de
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treinamento; sendo a Ultima sess@o destinada ao treinamento para o TVF cujos
exercicios realizados sao: flexdo na barra fixa, flexdo de bragos sobre o solo, corrida
continua, canguru e abdominal ama-seca. Os alunos durante a realizacdo das
sessbes de treinamentos podem ser submetidos a exercicios suplementares, por
exemplo o canguru. Cabe ressaltar que esses exercicios fazem parte da grade
curricular do CBP. Durante o treinamento foram utilizados os uniformes de
caracteristicas militares. A intensidade dos exercicios foi baseada na Estimativa do
Equivalente Metabdlico (MET), sendo considerado para as atividades realizadas um
total de doze METs (AINSWORTH et al., 2011).

4.5 Coleta de sangue e preparo das amostras

As amostras de sangue foram coletadas de cada militar por pun¢do venosa
periférica na regido antecubital utilizando sistema a vacuo, seguindo os protocolos
clinicos convencionas. Para dosagens dos biomarcadores clinicos foi coletado um
tubo de 8 mL sem anticoagulante contendo gel separador. Para avaliar o nivel de
EO foi coletado um tubo de 4 mL com anticoagulante heparina. As analises dos
parametros hematologicos foram realizadas em sangue total, num tubo de 4 mL com
anticoagulante EDTA (acido etilenodiaminotetracético). Imediatamente apds a coleta
o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rotagdes por minuto (rpm) para
separacao do plasma e do soro, ap0s este procedimento o plasma foi armazenado a
-80 °C para posterior analise dos biomarcadores de EO no laboratério de
Citototoxicidade e Genotoxicidade de Drogas. As analises dos parametros
bioquimicos no soro e hematoldgicos em sangue total foram realizadas no mesmo
dia da coleta no laboratério de Andlises Clinicas do Instituto de Pesquisa da
Capacitacdo Fisica do Exército (IPCFEX). Os procedimentos das fases pré-analitica,
analitica e pds-analitica seguiram as orientacdes do manual de coleta da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial (SBPC/ML, 2009) e, das RDC
20/2014 e 306/2004 (BRASIL, 2020c,d), ambas da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

4.6 Ensaios bioquimicos
4.6.1 Biomarcadores de dano oxidativo

4.6.1.1 Carbonilacdo de proteinas
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O ensaio para deteccdo dos niveis de carbonilagdo de proteinas foi adaptado
a partir do método descrito por DALLE-DONNE et al., 2003; este método envolve a
derivatizagdo do grupo carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que leva a
formacdo de um produto 2,4-dinitrofenil (DNP) hidrazona estavel. Foi utilizado 0,1
mL de plasma para a determinacdo da concentracdo de proteinas pelo método de
Stickland (STICKLAND, 1951).

Apos este procedimento, 12,8 mg de proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Umida com PBS (tampéo fosfato salino livre de Ca*? e
Mg*?), utilizando-se o sistema aplicador Slot Blot e uma bomba a vacuo. Em
seguida, para derivatizacdo das proteinas carboniladas, a membrana foi incubada
com 0,1 mg de DNPH/mL em HCI 2 N por 5 minutos, e lavada com HCI 2 N (3 ciclos
de incubacdo por 5 min) para a remocdo do DNPH livre que nao reagiu.
Posteriormente a membrana foi incubada com uma solu¢do bloqueadora composta
de leite em po desnatado 5% (p/v) e 0,2 mL de Tween 20, dissolvidos em 100 mL de
PBS por 24h (DALLE-DONNE et al., 2003).

A proxima etapa consiste na ligacdo de um anticorpo primario anti-DNP
(desenvolvido em coelho/Sigma-Aldrich) com os grupos carbonilas derivatizados
(Proteina-DNP). A membrana foi incubada com 2 mL de solugcédo bloqueadora recém
preparada acrescida de 4 uL de anti-DNP por 2h a temperatura ambiente com
agitacdo suave. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes durante cinco
minutos com PBS, e depois mais dez minutos com tampéao Tris-HCI 50 mM pH 7,5
contendo NaCl 15 mM, em temperatura ambiente. Apds as lavagens, a membrana
foi transferida para um recipiente contendo solucédo bloqueadora livre de fosfato e
azida onde se adicionou o anticorpo secundario anti-IgG (desenvolvido em coelho
conjugado a peroxidase/Sigma-Aldrich), por 1h a temperatura ambiente com
agitacdo suave.

Para revelacdo a membrana foi tratada com um substrato cromogénico
composto de 6,0 mg de diaminobenzidina dissolvidos em 9,0 mL de tampéao Tris.HCI
0,01M, pH 7,6. A essa solucao foram adicionados 1,0 mL de uma solucdo aquosa de
CoCl> 0,3% e 10 pL de H202 30%. A reacao enziméatica foi desenvolvida no escuro e
a temperatura ambiente. Apds o0 aparecimento das bandas, a reacao foi interrompida
pela lavagem da membrana com agua destilada e transferida para tampao PBS
(figura 9). A captacdo da imagem foi feita através do equipamento EC3 Imaging

System (UVP-Bioagency), sendo a analise das bandas (densitometria) realizada
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pelo programa Vision Works LS software (UVP-Bioagency). Os resultados foram
expressos como uma relacdo (razdo) das densidades do imunoblotting referentes
aos niveis de carbonilacdo de proteinas dos voluntarios que tiveram o seu sangue
coletado em condi¢Bes basais (T0), e posteriormente ao estresse fisico (T1, T2 e T3)
e a recuperagcdo (T4). As razbes T1/TO, T2/TO, T3/TO e T4/TO correspondem

respectivamente aos periodos T1, T2, T3 e T4 do estudo.

Bandas expressam os niveis

rr—— . ~ -
‘ de carbonilagdo de proteinas

Suporte de membrana
de nitrocelulose Membrana de

nitrocelulose

Fligtu brlat9. Modelo esquematico da obtencdo dos niveis de carbonilagdo de proteinas, usando sistema
SIo ot.
4.6.1.2 Peroxidacdo lipidica

Para a dosagem do nivel de PL foi realizada uma desproteinizacao prévia
adicionado num eppendorf 1,0 mL de TCA 10% (acido tricloroacético) e 0,5 mL de
plasma, sendo posteriormente essa mistura centrifugada a 4000 rpm por 6 min para
recolhimento do sobrenadante que foi utilizado para as analises de PL. Esta analise
foi realizada pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). O
ensaio foi feito com 100 pL de plasma desproteinizado, 300 yL de TCA 10%, 100 pyL
de EDTA 0,1 M e 600 pL de acido tiobarbiturico (TBA) 1% em NaOH 0,05 M. A
mistura reacional foi incubada a 100°C por 15 minutos e apoOs resfriamento a
absorvancia, relativa ao composto formado a partir da reacdo do MDA presente no
plasma com o &cido tiobarbitarico (TBA), foi lido a 532 nm (figura 10). Os valores de
absorvancia foram transformados em nmoles MDA/mL de plasma a partir do fator
obtido de um padrdo de MDA (Adaptado de LAPENNA et al., 2001).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lapenna+D&cauthor_id=11461770
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Figura 10. Reacéo utilizada para a quantificagcdo de malondialdeido (MDA) em plasma humano. Ao
plasma foi adicionado acido tiobarbittrico (TBA), que reage com MDA e forma uma substancia
cromogénica que absorve a 532 nm.
4.6.1.3 Glutationa oxidada

Para avaliar as concentracdes de GSSG 20 uL de KPE (tampéao fosfato de
potassio 100 mM + EDTA 5 mM) foi adicionado a 20 yL da amostra previamente
tratada com acido sulfossalicilico e incubadas com 2-vinilpiridina. Adicionou-se 12 pL
da solucéo de trietanolamina (KOH 20%) e monitorou-se o pH da amostra, que
deveria estar entre 6,0 e 7,0. Apos este procedimento foi adicionado 120 pL de
DTNB (acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico, 1,68 mM) e 120 pL de glutationa redutase
(0,2 V). Esta nova mistura entdo foi incubada por 30 segundos e, em seguida, 120
puL de NADPH (0,8 mM) foi adicionado a amostra que foi lida imediatamente a 412
nm durante 120 segundos, anotando-se os valores a cada 30 segundos. Para
verificar os valores de GSSG foi feita uma curva padrdo com diferentes
concentragcbes de GSSG, nas mesmas condicdbes do experimento, sendo o0s
resultados obtidos expressos em nM de GSSG/mg de proteinas (RAHMAN, KODE e
BISWAS, 2006).

4.6.2 Biomarcadores do sistema antioxidante
4.6.2.1 Grupamentos sulfidrilas totais

Os niveis plasméticos dos grupamentos sulfidrilas (GS) totais foram
analisados conforme o método proposto por Faure e Lafond (1995). O método é
baseado na velocidade de reducdo de acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB -

Sigma Aldrich, D-8130), com leitura espectrofotométrica a 412 nm, comprimento de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kode%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17406579
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onda relativo a absorcdo de luz do produto reduzido, o acido 5-tio-2-nitrobenzdico
(TNB) (figura 11). A gquantificacdo da concentracdo plasmatica de GS totais
procedeu-se adicionando a uma aliquota de 50 pL do plasma 1 mL de tampdao Tris-
EDTA (1mM - Merck), onde foi feita uma primeira leitura em espectrofotbmetro a 412
nm (leitura A1). Apos essa leitura, foram adicionados 20 yL de DTNB 10 mM a esta
mistura, que foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Ao final deste
periodo foi feita nova leitura (leitura A2). O branco (B) continha somente DTNB e
tampdo Tris-EDTA. Os GS totais foram calculados usando-se o coeficiente de
absortividade molar = 13,600 cmt.M* do TNB e a equacao: (A2 - Al - B) x 1,57 mM.

o _NO; NO, NO,
N 1 N | | .
SH " S OM - o~ | ] O + 1 | OM
R HO S 0 R s s ' I HS ]
O,;N ' o o o
DTNB TNB

Figura 11. Reacdo de 5,5 ditiobis acido 2-nitrobenzdico (DTNB) com um tiol (R-SH), tendo como
produto da sua reducdo o acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) (Adaptado de ELLMAN, 1959).

4.6.2.2 Determinacdo da capacidade antioxidante total (CAOT) in vitro pelo
meétodo fotométrico do DPPH

A AAT foi determinada pelo método de captura do 2,2-difenil-1-hidrazila
(DPPH) por antioxidantes (BRAND-WILIAMS et al., 1995). A AAT do plasma foi
avaliada através da reacao de 20 uL de plasma com a mistura de 380 uL de tampéo
fosfato (PBS) 10 mM, pH 7,4 e 400 uL de solugdo de DPPH 0,1 mM (Merck)
dissolvido em metanol. A mistura reacional foi agitada rapidamente e incubada por
30 minutos em temperatura ambiente (escuro). Em seguida a absorbancia foi lida a
520 nm. Como branco da reacgao foi utilizado 20 uL de H>O destilada em lugar dos
20 uyL de plasma (figura 12). Os resultados foram expressos em percentual de

DPPH varridos (1 — absorbancia da amostra/ absorbancia do padréao) x 100.
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Figura 12. Reducdo e estabilizacdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) por um
antioxidante, gerando DPPH-H, sua hidrazina correspondente (Adaptado de RUFINO et al., 2007).

4.6.2.3 Andlise da atividade da enzima superdxido dismutase

O método se baseia na oxidacédo da epinefrina em meio alcalino, uma vez que
neste meio a epinefrina é convertida em adenocromo. Para isso utilizou-se um meio
de reacdo com um volume final de 1 mL, contendo 975 pL de tampé&o glicina (50
mM, pH 10,2) e 25 pL de epinefrina 60 mM (em HCI 0,1 M, pH 2,0) em uma cubeta
de quartzo. Posteriormente, foram adicionados na cubeta os volumes de 5, 10 e 15
pL de plasma, sendo este volume subtraido do tampédo. Mediu-se a reacdo de
oxidacao da epinefrina a 480 nm. A atividade enzimatica foi expressa em unidades
da enzima necesséarias para inibir a velocidade da formacdo de adenocromo
(Adaptado de MISRA e FRIDOVICH, 1972).

4.6.2.4 Analise da atividade da enzima catalase

A dosagem da atividade CAT foi feita por cinética enzimatica, acompanhando
a curva de progresso do consumo de H202 em espectrofotdmetro a 240 nm. O
branco foi composto por 2,9 mL de tampao fosfato mM, pH 7,0 e 72 uL de H20, 10
mM. A reacao foi disparada pela adi¢cdo de 3 pL de uma mistura obtida de 500 uL de
H20 e 500 pL de sangue total congelado. A curva foi acompanhada por um minuto,
sendo as leituras feitas de 15 em 15 segundos (Adaptado de AEBI, 1984). O calculo
da atividade enzimatica foi feito pela seguinte equacgdo: (2,3/At).(a/b).(logA1/A2),
onde a € o volume de hemolisado na cubeta e b € o volume total da cubeta; A1 é 0
valor da absorvancia emt = 0 e Az € o valor da absorbancia no tempo final, que em
Nnosso caso optamos em usar 0s 15 segundos apOs o inicio da reacdo. A
concentracdo de Hb para realizacdo do calculo da atividade de CAT foi obtida

através da realizagdo do hemograma completo no aparelho semi-automético de
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hematologia ABX Micros 60® (HORIBA Medical, Quioto, Japdo). Os resultados da
atividade enzimética foram expressos em Kg/gHb/s.

4.6.3 Par@metros séricos

As determinacdes das concentracbes séricas dos biomarcadores soroldgicos
foram realizadas imediatamente apds a fase pré-analitica. O aparelho utilizado para
isto foi o analisador automatizado de quimica liquida BT3000 (Wiener Lab, Rosario,
Argentina). Todas as andlises realizadas ocorreram a 37°C e seguiram as
recomendacdes do Kit comercial especifico (Wiener Lab, Rosario, Argentina). O
aparelho foi calibrado diariamente por um profissional do laboratério de analises
clinicas do IPCFEx, conforme protocolo do fabricante. A tabela 1 demonstra os
valores (intervalos) de referéncia dos parametros séricos utilizados neste estudo
estabelecidos para homens.

A dosagem de acido urico foi realizada utilizando kit comercial (Ref. 1840107,
lote: 1907326590) e a metodologia foi enzimatica. A enzima uricase catalisa a
reacdo de acido urico com duas moléculas de H202 e Oz, gerando como produto
alantoina, H202e COa. As concentragdes do ensaio foram otimizadas de acordo com
a Federacao Internacional de Quimica Clinica (FIQC). A dosagem da atividade de
creatina quinase foi realizada utilizando kit comercial (Ref. 1271360, Ilote:
1903301630) e a metodologia usada foi ultravioleta (UV) otimizado. A creatina
guinase catalisa a reacao de creatina fosfato e ADP, gerando como produto creatina
e ATP. As concentracfes do ensaio foram otimizadas de acordo com a FIQC. A
dosagem da atividade de lactato desidrogenase foi realizada utilizando kit comercial
(Ref. 1521304, lote: 200336420) e a metodologia usada foi UV otimizado. A lactato
desidrogenase catalisa a reacdo de piruvato e NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo/forma reduzida), gerando como produto lactato e NAD* (nicotinamida
adenina dinucleotideo/forma oxidada). As concentracdes do ensaio foram otimizadas
de acordo com a Sociedade Francesa de Biologia Clinica (SFBC). A dosagem da
atividade de aspartato aminotransferase foi realizada utilizando kit comercial (Ref.
1752360, lote: 1907328300) e a metodologia empregada foi UV otimizado. A
aspartato aminotransferase catalisa a reacdo de aspartato e oxaglutarato, gerando
como produto oxalacetato e glutamato. As concentracdes do ensaio foram
otimizadas de acordo com a FIQC. A dosagem da atividade de alanina

aminotransferase foi realizada utilizando kit comercial (Ref. 1762360, Iote:
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1908333910) e a metodologia empregada foi UV otimizado. A alanina
aminotransferase catalisa a reacdo de alanina e oxaglutarato, gerando como produto
piruvato e glutamato. As concentragcdes do ensaio foram otimizadas de acordo com
a FIQC. A dosagem da atividade de gama glutamil transferase foi realizada
utilizando kit comercial (Ref. 1421404, lote: 1908332390) e a metodologia
empregada foi Szasz modificado. A gama glutamil transferase catalisa a reacéo de
glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida e glicilglicina, gerando como produto glutamilglicina
e 5-amino-2-nitrobenzoato. As concentragcdes do ensaio foram otimizadas de acordo
com a FIQC. O magnésio em meio alcalino reage com azul de xylidyl (metodologia
empregada) formando um complexo de cor purpura sendo que sua intensidade é
proporcional a concentracdo de magnésio presente na amostra.

A andlise de Ca?* foi realizada no equipamento semi-automatico analisador de
eletrélitos AVL 9180 (Roche, Basileia, Suica). A metodologia empregada foi de ion
seletivo, pois neste método o Ca? ndo sofre interferéncia do potencial
hidrogeniénico (pH), proteinemia (particularmente a albumina) ou temperatura

ambiente.

Tabela 1. Valores de referéncia dos parametros bioquimicos analisados durante as
trés semanas de treinamento do CBP, conforme recomendado pelo Kit comercial
especifico (Wiener Lab, Rosario, Argentina).

Variavel Unidade de medida Valor minimo Valor maximo

AU mg/dL 2,5 6,0

CK* U/L - 195,0
LDH uU/L 230,0 460,0
AST U/L - 38,0
ALT U/L - 41,0
GGT U/L 11 50,0

Mg mg/dL 1,7 2,5

Ca® mmol/L 1,0 1,3

Legenda: mg = miligrama. dL = decilitro. mmol = milimol. U = unidade. L = litro.

4.6.4 Parametros hematoldgicos

A contagem dos parametros hematoldgicos foi realizada em sangue total
através do analisador hematolégico semi-automatico ABX Micros 60® (HORIBA
Medical, Quioto, Japdo). O sangue de controle comercial ABX Minotrol 16 (HORIBA
Medical) foi passado todos os dias antes da realizacdo das analises por um
profissional do laboratério de analises clinicas do IPCFEXx, conforme protocolo do
fabricante (controle baixo - Ref. 2042001, Lote: MX419L; controle normal - Ref.
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2042002, Lote: MX419N; controle alto - Ref. 2042003, Lote: MX419H). A tabela 2
demonstra os valores (intervalos) de referéncia dos parametros hematolégicos

utilizados neste estudo, conforme descrito por Failace, 2015.

Tabela 2. Valores de referéncia dos parametros hematoldgicos analisados durante
as trés semanas de treinamento do CBP.

Variavel Unidade de medida Valor minimo Valor maximo
LT 103/mm3 45 10,0
Hemécias 10%/mm3 4,5 6,1
Hb g/dL 14,0 18,0
Hct % 40,0 50,0

Legenda: mm?=milimetro clbico. g = grama. dL = decilitro.

4.7 Anadlise estatistica

O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para analisar a normalidade dos dados
antropomeétricos e dos biomarcadores bioquimicos. Confirmada a normalidade dos
dados antropométricos, foram utilizadas as medidas de localizacdo (Média), de
dispersédo (Desvio Padrdo) e valores maximos e minimos. Em relacdo a estatistica
inferencial, os biomarcadores bioquimicos PC, MDA, SOD, ALT, AST, Mg e Ca?*
apresentaram uma distribuicdo ndo normal. Sendo assim, a analise estatistica foi
realizada através do teste ndo paramétrico de Friedman, com post hoc de
Bonferroni. J& os outros biomarcadores do estudo apresentaram distribuicdo normal,
assim, foi utilizada uma ANOVA ONE WAY, com post hoc de Bonferroni.

Considerou-se nas analises o0s niveis de significancia p<0,05. O
processamento e analise estatistica dos dados foram realizados através do software
estatistico STATISTICA, versao 12.0.
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5 RESULTADOS
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5.1 Descri¢ao da amostra

O presente estudo teve seu inicio com trinta voluntérios, onde cinco (16,67%)
foram desligados na primeira semana do curso (T1), dois (6,67%) na segunda
semana e um (3,33%) na terceira semana. Estes dados corroboram nossa hipotese
de que a primeira semana do curso (T1) é a mais desafiadora e dificil para os alunos
do CBP do Exército Brasileiro, tendo em vista que foi observado o maior nimero de
desligamentos quando comparado com T2 e T3.

A tabela 3 mostra as principais caracteristicas antropométricas e de
composi¢do corporal dos voluntarios participantes do estudo. N&o foi observada
diferenca nas varidveis de composicdo corporal, estando os valores médios
encontrados dentro do ponto de corte considerado normal estabelecido na literatura,
sendo 15% para o percentual de gordura corporal (%GC) (PETROSKI, 2003) e de
25 kg. M?para o indice de massa corporal (IMC), segundo Jacobina et al. (2007).

Tabela 3. Caracteristicas antropométricas e de composi¢cdo corporal dos 22
participantes do estudo.

Variavel x + EP Maximo | Minimo
Idade (anos) 29,23 + 0,98 38,0 21,0
Massa corporal (Kg) 75,35+ 1,40 86,9 64,4
Estatura (m) 1,75+0,01 1,85 1,67
IMC (Kg/m?) 24,57 £ 0,32 27,1 21,4
Gordura corporal (%) 13,76 £ 0,88 22,2 7,3

x: média; EP: erro-padréo; IMC: indice de massa corporal.

5.2 Biomarcadores de danos oxidativos

Durante as trés semanas de EFVP do CBP foram avaliados os biomarcadores
plasmaticos de danos oxidativos a saber, CP, MDA e GSSG. As amostras foram
coletadas trés dias antes do inicio do curso (T0), ao final da primeira (T1), segunda
(T2) e terceira semanas do curso (T3). No inicio da quarta semana, apos trés dias do
final da terceira semana do curso (T3), foi coletada a fase de recuperacdo poés-

exercicio (T4).
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Na figura 13 podemos observar as alteragbes induzidas pelo EFVP nos
niveis plasmaticos de CP, que tiveram 0s seguintes percentuais de aumentos entre
as razdes: T1/T0: 60,0% (ap6s a primeira semana do curso), T3/T0: 40% (apols a
terceira semana do curso) e T4/T0: 30% (fase da recuperacéo). A razdo T2/TO (apos

a segunda semana do curso) nao apresentou aumento no percentual de CP.
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Figura 13. Efeito do EFVP sobre os niveis plasméatico de CP. Cada circulo fechado significa o valor
obtido de cada individuo do estudo.
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A figura 14 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
plasmatica de MDA, onde foi observado um aumento significativo apos a primeira
(T1 - A%= 142,5; p= 0,001) e a segunda semanas do curso (T2 - A%= 60; p= 0,001),
bem como na fase de recuperacédo (T4 - A%= 45,0; p= 0,002) quando comparados
com a concentracdo basal obtida antes do inicio do curso (TO). Interessante notar
que apos a segunda (T2 - A%= -34; p= 0,023) e a terceira semanas do curso (T3 -
A%= -44,3; p=0,001), bem como na fase de recuperacgéo (T4 - A%= -40,2; p= 0,006),
a concentracdo de MDA reduziu significativamente quando comparada com a
concentracao obtida apés a primeira semana do curso (T1) (p < 0,05).
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Figura 14. Efeito do EFVP sobre a concentracdo plasmatica de MDA. Os dados sdo expressos como
média * erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (?)
Quando estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1.
P < 0,05.



Tese de Doutorado - Marcio Antonio de Barros Sena 83

A figura 15 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragao
plasmética de GSSG, onde foi observado uma reducéo significativa apés a primeira
(T1 - A%= -21,1%; p= 0,024), a segunda (T2 - A%= -32,4; p=0,001) e a terceira
semanas do curso (T3 - A%= -36,6; p= 0,001), bem como na fase de recuperacéo
(T4 - A%= -39,4; p= 0,001) quando comparados com os valores basais de GSSG
obtidos antes do inicio do curso (TO) (p < 0,05).
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Figura 15. Efeito do EFVP sobre a concentracdo plasmatica de GSSG. Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo.
(® Quando estatisticamente significativo versus TO. P < 0,05.

5.3 Biomarcadores do sistema antioxidante

Durante as trés semanas de EFVP do CBP foram avaliados os biomarcadores
plasmaticos de GS totais, AU, enzimas SOD e CAT, assim como a AAT, todos
representantes do sistema antioxidante. As amostras foram coletadas trés dias antes
do inicio do curso (T0), ao final da primeira (T1), segunda (T2) e terceira semanas do
curso (T3). No inicio da quarta semana, apos trés dias do final da terceira semana

do curso (T3), foi coletada a fase de recuperacéo pés-exercicio (T4).
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A figura 16 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragao
plasmética de GS totais, onde foi observado um aumento significativo apds a
primeira (T1 - A%= 151,6; p= 0,001), segunda (T2 - A%= 150,4; p= 0,001) e terceira
semanas do curso (T3 - A%= 137,2; p= 0,001) quando comparado com os valores
basais obtidos antes do inicio do curso (TO). Interessante notar que ndo foi
observada diferenca estatistica na concentracdo dos GS totais na fase de
recuperacdo (T4) quando comparado com os valores basais obtidos antes do inicio
do curso (TO) (p < 0,05).
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Figura 16. Efeito do EFVP sobre a concentracdo plasmatica de GS totais. Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo.
(® Quando estatisticamente significativo versus TO. P < 0,05.
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A figura 17 demonstra as alteragcdes induzidas pelo EFVP na concentracao
sérica de AU, que apresentou uma reducgédo significativa no periodo de recuperacéo
(T4) quando comparado ao final da primeira semana (T1 - A%= -26,4; p= 0,001),
segunda semana (T2 - A%=-22,0; p= 0,002) e terceira semana do curso (T3 - A%= -
27,8; p= 0,002). Curiosamente, ndo foi observada diferenca estatistica na
concentracdo de AU em nenhum periodo quando comparado com os valores basais
obtidos antes do inicio do curso (TO) (p < 0,05).
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Figura 17. Efeito do EFVP sobre a concentragéo sérica de AU. Os dados sédo expressos como média
+ erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (°) Quando
estatisticamente significativo versus T1; (°) Quando estatisticamente significativo versus T2; (%)
Quando estatisticamente significativo versus T3. P < 0,05.
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A figura 18 demonstra as altera¢gOes induzidas pelo EFVP na atividade da
enzima SOD, que apresentou um aumento significativo apds a primeira semana do
curso (T1 - A%= 38,1; p= 0,031) quando comparado com os valores basais obtidos
antes do inicio do curso (T0). Entretanto, a atividade da SOD dos voluntarios na fase
de recuperacao (T4) apresentou uma reducédo significativa quando comparado com
os valores obtidos dos voluntarios apds a primeira (T1 - A%= -24,0; p= 0,008) e a
terceira semanas do curso (T3 - A%= -8,6; p= 0,023). Nao foi observada diferenca
significativa da atividade da SOD apds a segunda semana do curso (T2) com
nenhuma coleta realizada num outro periodo (p < 0,05).
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Figura 18. Efeito do EFVP sobre a atividade da enzima SOD. Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (¥)) Quando
estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1; (%)
Quando estatisticamente significativo versus T3. P < 0,05.
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A figura 19 demonstra as altera¢gOes induzidas pelo EFVP na atividade da
enzima CAT, que mostrou um comportamento diferente daquele visto na atividade
da enzima SOD. Observou-se um aumento significativo na fase de recuperacao (T4)
guando comparado com o0s valores basais obtidos antes do inicio do curso (TO -
A%= 81,8; p= 0,001), apos a primeira (T1 - A%= 122,2; p= 0,001), segunda (T2 -
A%= 66,7; p= 0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= 33,3; p= 0,044).
Neste mesmo sentido, o final da terceira semana (T3) apresentou um aumento
significativo na atividade de CAT quando comparado com os valores obtidos no final
da primeira semana do curso (Tl - A%= 66,7; p= 0,004). Cabe ressaltar, que
semelhante ao AU, a atividade de CAT nédo apresentou diferenca significativa apos a
primeira semana do curso (T1) quando comparado com os valores basais obtidos
antes do inicio (TO) (p < 0,05).
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Figura 19. Efeito do EFVP sobre a atividade da enzima CAT. Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (¥)) Quando
estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1; (¢)
Quando estatisticamente significativo versus T2; (%) Quando estatisticamente significativo versus T3.
P < 0,05.
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A figura 20 demonstra as alteracbes induzidas pelo EFVP na AAT
plasmaética, onde foi observado um aumento significativo nos valores obtidos apos a
primeira semana do curso (T1 - A%= 8,5; p= 0,001) quando comparados com 0s
valores basais obtidos antes do inicio do curso (T0). De forma interessante, apds a
segunda semana (T2 - A%= - 8,4; p= 0,001) e a terceira semanas do curso (T3 -
A%= - 7,0; p= 0,001), bem como na fase de recuperacao (T4 - A%= - 9,0; p= 0,001),
houve uma reducédo significativa na AAT dos voluntarios quando comparados com
os valores obtidos apds a primeira semana de treinamento (T1) (p < 0,05).
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Figura 20. Efeito do EFVP sobre a AAT plasmética. Os dados sdo expressos como média * erro
padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (¥) Quando
estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1. P < 0,05.

5.4 Calcio e magnésio

Durante as trés semanas de EFVP do CBP foram avaliados os biomarcadores
séricos Ca?* e Mg, ambos pertencentem ao grupo de minerais do organismo. As
amostras foram coletadas trés dias antes do inicio do curso (TO0), ao final da primeira
(T1), segunda (T2) e terceira semanas do curso (T3). No inicio da quarta semana,
apos trés dias do final da terceira semana do curso (T3) foi coletada a fase de

recuperacao pés-exercicio (T4).
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A figura 21 demonstra as alteragcdes induzidas pelo EFVP na concentragao
sérica de Ca?*, sendo observado um aumento significativo apdés a primeira semana
(T1 - A%= 5,8; p= 0,031), segunda semana (T2 - A%= 8,3; p= 0,001) e a terceira
semanas do curso (T3 - A%= 9,9; p= 0,001) quando comparados com os valores
basais obtidos antes do inicio do curso (T0). Este aumento também foi observado
apos a segunda semana (T2 - A%= 2,3; p= 0,036) e a terceira semanas do curso (T3
- A%= 3,9; p= 0,007) quando comparados com o0s valores obtidos apés a primeira
semana do curso (T1). Por outro lado, a fase de recuperacao (T4) apresentou uma
reducdo significativa na concentracéo de Ca?* apdés a segunda semana (T2 - A%= -
3,1; p=0,003) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= -4,5; p= 0,001) (p < 0,05).
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Figura 21. Efeito do EFVP sobre a concentracdo sérica de Ca?". Os dados sdo expressos como
média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (?)
Quando estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1;
() Quando estatisticamente significativo versus T2; (%) Quando estatisticamente significativo versus
T3. P <0,05.
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A figura 22 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
sérica de magnésio, onde foi observada uma reducdo significativa apdés a primeira
semana (T1 - A%=-41,6; p= 0,001), segunda semana (T2 - A%=-29,0; p=0,001) e a
terceira semanas do curso (T3 - A%= -26,7; p= 0,001) quando comparados com 0s
valores basais obtidos antes do inicio do curso (T0). De forma interessante, as
concentracfes de magnésio apresentaram um aumento significativo apds a segunda
semana (T2 - A%= 21,6; p= 0,019) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= 25,5; p=
0,001), bem como na fase de recuperagdo (T4 - A%= 39,9; p= 0,001) quando
comparados com os valores obtidos apds a primeira semana do curso (T1). A fase
de recuperacdo apresentou um aumento significativo na concentracdo de magnésio
(T4 - A%= 15,1; p= 0,042) quando comparado com os valores obtidos apos a
segunda semana do curso (T2) (p < 0,05).
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Figura 22. Efeito do EFVP sobre a concentracdo sérica de magnésio. Os dados sdo expressos como
média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. ()
Quando estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1;
() Quando estatisticamente significativo versus T2. P < 0,05.

5.5 Biomarcadores de danos musculares

Durante as trés semanas de EFVP do CBP foram avaliados os biomarcadores
séricos de dano muscular, a saber, a atividade das enzimas CK e LDH. As amostras
foram coletadas trés dias antes do inicio do curso (T0), ao final da primeira (T1),

segunda (T2) e terceira semanas do curso (T3). No inicio da quarta semana, apos
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trés dias do final da terceira semana do curso (T3), foi coletada a fase de
recuperacao pos-exercicio (T4).

A figura 23 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentracéo
sérica da atividade da enzima CK, onde foi observado que os voluntarios
apresentaram um aumento significativo bastante acentuado apds a primeira semana
do curso (T1 - A%= 647,8; p= 0,001) quando comparado com os valores basais
obtidos antes do inicio do curso (TO). Em seguida, observamos uma reducao
significativa apés a segunda semana (T2 - A%= -64,3; p=0,001) e a terceira
semanas do curso (T3 - A%= -80,3; p=0,001), bem como na fase de recuperacéo
(T4 - A%= -96,2; p=0,001) quando comparados com o0s valores obtidos apos a
primeira semana do curso (T1) (p < 0,05).
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Figura 23. Efeito do EFVP sobre a concentragéo sérica de CK. Os dados sdo expressos como média
+ erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (¥) Quando
estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1. P < 0,05.
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A figura 24 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
sérica da atividade da enzima LDH, sendo observado um aumento significativo apos
a primeira semana (T1 - A%= 154,4; p= 0,001), segunda semana (T2 - A%= 115,4;
p=0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= 100,8; p= 0,001) quando
comparados com os valores basais obtidos antes do inicio do curso (T0). Ao mesmo
tempo, foi observado na concentracdo de LDH uma reducédo significativa apos a
terceira semana do curso (T3 - A%= -21,1; p= 0,007), bem como na fase de
recuperacao (T4 - A%= -44,2; p=0,001) quando comparados com os valores obtidos
apos a primeira semana do curso (T1). Além disso, a fase de recuperacéo (T4)
apresentou uma reducgao significativa na concentracédo de LDH quando comparada
com os valores obtidos ap6s a segunda semana (T2 - A%= -34,1; p=0,001) e a
terceira semanas do curso (T3 - A%=-29,3; p=0,002) (p < 0,05).
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Figura 24. Efeito do EFVP sobre a concentragcdo sérica de LDH. Os dados s@o expressos como
média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (%)
Quando estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1;
() Quando estatisticamente significativo versus T2; (%) Quando estatisticamente significativo versus
T3. P <0,05.

5.6 Biomarcadores de danos hepaticos

Durante as trés semanas de EFVP do CBP foram avaliados os biomarcadores
séricos de dano hepatico, a saber, a atividade das enzimas AST, ALT e GGT. As
amostras foram coletadas trés dias antes do inicio do curso (T0), ao final da primeira

(T1), segunda (T2) e terceira semanas do curso (T3). No inicio da quarta semana,
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apos trés dias do final da terceira semana do curso (T3), foi coletada a fase de
recuperacao pos-exercicio (T4).

A figura 25 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentracéo
sérica da atividade da enzima AST, sendo observado um aumento significativo apés
a primeira semana (T1 - A%= 218,3; p= 0,001), segunda semana (T2 - A%= 149,0;
p= 0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= 89,2; p= 0,001) quando
comparados com os valores basais obtidos antes do inicio do curso (T0). Por outro
lado, ap6s a terceira semana do curso (T3 - A%= -40,6; p= 0,036) e a fase de
recuperacao (T4 - A%=-62,7; p= 0,001) houve uma reducéo significativa nos niveis
de AST quando comparados com os valores obtidos apdés a primeira semana do
curso (T1). A fase de recuperacdo (T4) apresentou uma reducao significativa nos
niveis de AST quando comparado com os valores obtidos ap0s a segunda semana
(T2 - A%=-52,3; p=0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= -37,3; p=0,006)
(p < 0,05).
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Figura 25. Efeito do EFVP sobre a concentragdo sérica de AST. Os dados s&o expressos como
média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. ()
Quando estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente significativo versus T1;
() Quando estatisticamente significativo versus T2; (%) Quando estatisticamente significativo versus
T3. P <0,05.
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A figura 26 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
sérica da atividade da enzima ALT, sendo observado um aumento significativo apos
a primeira semana (T1 - A%= 164,3; p=0,001), segunda semana (T2 - A%= 142,9;
p= 0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= 164,3; p= 0,001), bem como na
fase de recuperacdo (T4 - A%= 126,3; p= 0,042) quando comparados com 0sS
valores basais obtidos antes do inicio do curso (T0). Na fase de recuperacao (T4),
houve uma reducgéo significativa na ALT quando comparado com os valores obtidos
apos a segunda semana (T2 - A%= -6,8; p= 0,008) e a terceira semanas do curso
(T3 - A%= -14,4; p= 0,027). Cabe destacar, que a ALT teve um comportamento de
aumento semelhante ao da AST, diferindo apenas pelo aumento observado na fase
de recuperacao (T4) quando comparado aos valores obtidos antes do inicio do curso
(TO) (p < 0,05).
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Figura 26. Efeito do EFVP sobre a concentracdo sérica de ALT. Os dados s&o expressos como
média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. (%)
Quando estatisticamente significativo versus TO; () Quando estatisticamente significativo versus T2;
(%) Quando estatisticamente significativo versus T3. P < 0,05.
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A figura 27 demonstra o comportamento da atividade da enzima GGT no soro
dos voluntarios do CBP. Foi observado que o EFVP nao induziu alteracdes

significativas na concentragéo dessa enzima no decorrer do curso (p < 0,05).
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Figura 27. Efeito do EFVP sobre a concentracdo sérica de GGT. Os dados sd0 expressos como
média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo do estudo. P <
0,05.

5.7 Biomarcadores de parametros hematoldgicos

Durante as trés semanas de EFVP do CBP foram avaliados alguns
biomarcadores dos parametros hematolégicos, a saber, LT, heméacias, Hb e Hct. As
amostras foram coletadas trés dias antes do inicio do curso (T0), ao final da primeira
(T1), segunda (T2) e terceira semanas do curso (T3). No inicio da quarta semana,
apos trés dias do final da terceira semana do curso (T3), foi coletada a fase de

recuperacao pés-exercicio (T4).
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A figura 28 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
em sangue periférico dos LT. Foi observado um aumento significativo apés a
primeira semana (Tl - A%= 52,9; p= 0,001), segunda semana (T2- A%= 60,3;
p=0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= 38,2; p= 0,001) quando
comparados com o0s valores basais obtidos antes do inicio do curso (TO).
Curiosamente, foi observada uma reducéo significativa na fase de recuperacéo (T4)
guando comparado aos valores basais obtidos antes do inicio do curso (TO - A%= -
22,1; p= 0,016), ap6s a primeira semana (T1 - A%= - 49,0; p= 0,001), segunda
semana (T2 - A%= - 51,4; p=0,001) e a terceira semanas do curso (T3 - A%= - 43,6;
p= 0,001). Ao mesmo tempo, os valores obtidos apés a terceira semana do curso
(T3 - A%= - 13,8; p= 0,018) apresentaram uma reducdo significativa quando
comparados com os valores obtidos apds a segunda semana do curso (T2) (p <
0,05).
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Figura 28. Efeito do EFVP sobre a concentragdo em sangue periférico de LT. Os dados séo
expressos como média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo
do estudo. (3 Quando estatisticamente significativo versus TO; (°) Quando estatisticamente
significativo versus T1; (%) Quando estatisticamente significativo versus T2; (%) Quando
estatisticamente significativo versus T3. P < 0,05.
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A figura 29 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
de heméacias em sangue periférico dos voluntarios do CBP. Foi observado que o
EFVP ndo induziu alteracBes significativas na concentracdo dessas células no
decorrer do curso (p < 0,05).
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Figura 29. Efeito do EFVP sobre a concentracdo em sangue periférico de hemacias. Os dados sao

expressos como média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo
do estudo. P < 0,05.
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A figura 30 demonstra as alteracdes induzidas pelo EFVP na concentragéo
de Hb em sangue periférico dos voluntérios do CBP. Foi observado que o EFVP nédo
induziu altera¢des significativas na concentragdo desse parametro no decorrer do

curso (p < 0,05).

SR e

c L) L) L) L) L)
TO T1 T2 T3 T4

Figura 30. Efeito do EFVP sobre a concentracdo em sangue periférico de Hb. Os dados séo
expressos como média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo

do estudo. P < 0,05.
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A figura 31 demonstra as alteracbes induzidas pelo EFVP no percentual de
Hct em sangue periférico dos voluntarios do CBP. Foi observado que o EFVP nao

induziu altera¢des significativas neste parametro no decorrer do curso (p < 0,05).
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Figura 31. Efeito do EFVP sobre a concentracdo em sangue periférico de Hct. Os dados séo
expressos como média + erro padrdo. Cada circulo fechado significa o valor obtido de cada individuo
do estudo. P < 0,05.
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6 DISCUSSAO



Tese de Doutorado - Marcio Antonio de Barros Sena 101

Os individuos deste estudo apresentaram composicdo corporal compativel
com as exigéncias fisicas impostas pelo CBP, ndo sendo observada diferenca entre
os valores médios dos parametros analisados com aqueles descritos na literatura
como ponto de corte considerado normal (PETROSKI, 2003; JACOBINA et al.,
2007). No inicio do estudo todos apresentavam bom estado de saude e
condicionamento fisico, exigéncia para a matricula no referido curso, conforme
determinado pela Portaria n°® 12 - DECEx (Departamento de Educacao e Cultura do
Exército).

Este trabalho investigou o efeito de trés semanas de EFVP sobre
biomarcadores de dano oxidativo (ex. CP, MDA e GSSG), sistema antioxidante (ex.
GS totais, AU, SOD, CAT e AAT), parametros minerais (ex. Ca®* e Mg), lesdes
teciduais (ex. CK, LDH, AST, ALT e GGT) e parametros hematologicos (ex. LT,
hemacias, Hb e Hct) em militares voluntarios durante a realizagdo do CBP do
Exército Brasileiro.

Ao observar os resultados foi possivel identificar que o programa de exercicio
militar causou um comprometimento em praticamente todos os biomarcadores
avaliados, exceto GGT, hemacias, Hb e Hct. Ao final da primeira semana do curso
(T1) foi possivel observar o maior niumero de desligamentos e abandonos. Este fato
pode estar relacionado a alta exigéncia fisica das atividades propostas aos militares,
e também ao impacto que o EF causou nos marcadores de EO e lesdo muscular.
Cabe ressaltar que o presente estudo é pioneiro na analise de um conjunto de
biomarcadores bioquimicos de EO afetando a capacidade antioxidante de militares
em um CBP, ndo sendo encontrados dados previamente publicados na literatura
relativos as variacdes dos parametros avaliados neste contexto particular.

De fato, segundo Lee et al. (2017) existem dificuldades no emprego de
biomarcadores que permitem efetivamente rastrear alteracées em individuos durante
a pratica de AF e programas de TF, particularmente, em atletas e militares. Por outro
lado, estudos envolvendo militares apontam o TF como a causa primaria e um fator
de risco para o desenvolvimento de les@es, principalmente as musculoesqueléticas,
gue ameacam a prontiddo militar e imp8em uma despesa financeira significativa
(BULLOCK et al., 2010; WARDLE e GREEVES, 2017; SCUDAMORE et al., 2020).

Neste cenério, o TF é considerado a principal causa de visitas hospitalares e
0 mais grave problema de saude no Exército Americano (BULLOCK, et al., 2010).

Diante deste quadro, segundo Wardle e Greeves (2017) existe a necessidade de
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uma avaliacdo mais aprofundada, para estabelecer estratégias mais eficazes de
prevencao de lesdes em militares durante a realizacdo do TF. Haddock et al. (2016)
recomendam um programa de treinamento funcional de alta intensidade para
militares apresentando como beneficios o tempo reduzido na realizacdo dos
exercicios, menor potencial de causar lesdes em comparacdo ao treinamento de
duracao prolongada e melhora do condicionamento fisico e mental. As vantagens
proporcionadas por esta modalidade de TF s&o de grande relevancia para que os
militares possam ser empregados em cendrio de combate com éxito.

Alguns estudos envolvendo modalidades diferentes de esportes tem
reportado a ocorréncia de EO em individuos submetidos a exercicios de alta
intensidade e longa duracdo (McLEAY et al., 2017; LEON-LOPEZ et al., 2018).
Neste contexto, € possivel estimar que os militares ao serem expostos a
treinamentos vigorosos e prolongados também podem estar suscetiveis a
desenvolverem um quadro de EO, principalmente pelas privacbes, tais como,
restricdo de sono, alimentacéo e estresse psicoldgico que estes profissionais sofrem
durante os treinamentos, e que muitas vezes ndo sao impostas aos atletas
(OJANEN et al., 2018a,b; SALONEN et al., 2019).

Convém destacar que o estudo de individuos submetidos a TF permite
analisar através do monitoramento de biomarcadores especificos a resposta do
organismo frente a uma situacdo de estresse, seja este de ordem fisica ou
psicologica e, desta forma, distinguir qual destes estresses e/ou qual compartimento
do corpo pode estar sendo mais acometido (MCALLISTER et al., 2019;
CONTREPOIS et al., 2020; SCHRANNER et al., 2020).

Além disso, alguns estudos mencionam a dificuldade da pesquisa na area de
bioquimica redox do exercicio, principalmente devido a questbes metodoldgicas e
técnicas (SOUZA JUNIOR, OLIVEIRA e PEREIRA, 2005; COBLEY et al., 2917).
Nessa conjuntura, procurando atenuar estes problemas alguns autores,
recomendam estratégias para avaliar o EO em humanos, as quais este estudo
procurou seguir, tais como: i) medir tanto a abundancia, quanto a atividade de
proteinas antioxidantes; ii) quantificar produtos derivados da oxidacéo; e iii) analisar
o balanco redox, procurando aferir a relacdo oxidante-antioxidante. Os autores
afirmam que grande parte dos biomarcadores envolvidos no metabolismo redox é

detectada em amostras sanguineas, muito embora também possa ser encontrada
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em outras matrizes bioldgicas (ex. saliva e urina) (FRIJHOFF et al., 2015; MANON,
GARRIDO e NUNEZ, 2016).

Da mesma forma, alguns estudos enfatizam a relevancia da realizacao de
exames laboratoriais como forma de diagnostico de distlrbios bioquimicos
silenciosos em atletas e militares durante periodos de treinamentos e competicdes
(SIQUEIRA et al., 2009; BANFI et al., 2012; LEE, et al., 2017). Ao mesmo tempo, é
sabido que o EF induz mdaltiplas alteragcbes nos parametros fisiolégicos e
bioquimicos que contribuem para a diminuicdo do estado redox celular e tecidual,
favorecendo, dentre outros males, o dano muscular (POWER, NELSON e HUDSON,
2011a; LEWIS et al., 2015; POPOVIC et al., 2015; OWENS et al., 2019).

Biomarcadores de danos oxidativo

O EFVP induz o aumento na producdo das EROs que oxidam as proteinas e
a membrana celular, levando ao aumento dos produtos da oxidagdo destas
biomoléculas, tais como a CP e o MDA, respectivamente (LEON-LOPEZ et al., 2018;
MRAKIC-SPOSTA et al, 2020). Ambos tem sido biomarcadores classicos
frequentemente usados para estimar o EO (MARRACO, ALTIERI e PELUSO, 2017).

A CP é uma modificacdo oxidativa causada pelo ataque das EROs em
aminoacidos especificos presentes na estrutura proteica (GORINI et al., 2018;
HAWKINS e DAVIES, 2019). Devido ao processo de carbonilacdo, essas proteinas
tornam-se danificadas, e podendo ter a sua fungcdo comprometida, resultando em
inibicdo direta das suas atividades sendo degradadas de forma seletiva pelo
proteassoma e eliminadas do sistema biologico (WONG, et al., 2012). A0 mesmo
tempo, alguns estudos verificaram um nivel elevado de CP no plasma apés EFVP
em individuos fisicamente ativos (KLISZCZEWICZ et al., 2015; LEON-LOPEZ et al.,
2018).

Em nosso estudo, ao avaliar a concentracdo de CP observamos que, exceto
em T2, todas os demais periodos analisados mostraram um aumento da CP.
Sugerimos que o fato de néo ter ocorrido aumento de CP em T2 deva-se ao tipo de
EF realizado nesta semana, pois a CP ¢ afetada por varios fatores, dentre eles o tipo
de EF realizado e o nivel de treinamento (GORINI et al., 2018). Além disso, sabe-se
gue a remocéo de proteinas oxidadas do sangue é um processo demorado e a sua

concentracdo permanece elevada por um periodo prolongado apés o EF. Este fato
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pode explicar em parte o percentual de aumento observado em T4 (recuperacéo)
(MICHAILIDIS et al., 2007; GORINI et al., 2018).

Alguns estudos ao utilizar um protocolo de exercicio fisico excéntrico, similar
ao que foi realizado durante o CBP, observaram um aumento significativo nos niveis
plasméticos de CP imediatamente apds a realizacdo do exercicio, e um segundo
pico 24 ou 48h da fase de recuperacgéo (LEE et al., 2002; SILVA et al., 2010). Sendo
assim, o percentual de aumento observado neste biomarcador em T4 pode ter
ocorrido por um pico tardio, evidenciando outro motivo para o resultado encontrado.

Apesar de ndo termos analisado o nivel plasmatico das proteinas de choque
térmico (HSPs), acreditamos que provavelmente, a reducdo gradativa observada
nos niveis de CP nos periodos de TF podem ter sido fruto da acdo dessas proteinas,
gue tem a funcdo no organismo de promover a renaturacdo de proteinas
desnaturadas, impedindo danos mais expressivos nestas moléculas (MASHAGHI et
al., 2014; ZININGA, RAMATSUI e SHONHAI, 2018). De fato, Lappalainen et al.
(2018) e Henstridge, Febbraio e Hargreaves (2016) observaram que o TF regulou
positivamente o sistema antioxidante endogeno e a expressao de HSPs.

Recentemente, um estudo realizado por Kriger et al. (2019) descreveram que
apo6s um periodo de EF agudo foi observado aumento de HSP70 e HSP90 no
plasma, segundo os autores esses dois subtipos de HSPs desempenham um papel
importante na regulacdo imune e protecdo celular durante a realizacdo de EF,
atuando nos processos de regeneracao e reparacao celular.

A PL na membrana celular € outro exemplo de leséo biologica que pode ser
promovida pelas altas concentracdes das EROs induzidas pelo EFVP e isso pode
resultar em danos que levam a perda de fungbes de células e tecidos, corroborando
para fraqueza e fadiga muscular (GRIM et al., 2015; NOCELLA et al., 2019). Neste
cenario, Yang et al. (2011) observaram em militares um aumento significativo na
concentracao sérica de MDA apds a realizacdo de EFVP, outros estudos envolvendo
atletas também verificaram apés o EF, aumentos significativos nos niveis
plasmaticos de PL (VEZZOLI et al., 2016; NIEMAN et al., 2019; MRAKIC-SPOSTA,
et al., 2020). Foi observado um aumento acentuado na concentracdo de MDA em T1
e T2 versus TO, um comportamento semelhante a CP, demonstrando que o TF
induziu danos oxidativos na membrana celular, ao que tudo indica, pelo aumento na
producédo das EROs. Curiosamente, o periodo T3 ndo demonstrou diferenca versus

TO, sendo 0 aumento observado em T4.
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Segundo Michailidis et al. (2007) um aumento na producdo das EROs ap0s a
interrupcéo do EF pode contribuir para a ocorréncia de danos oxidativos; portanto é
possivel entdo que isto pode ter favorecido o aumento de MDA em T4. Em relacéo
ao periodo T3, semelhante a CP em T2, sugerimos que os tipos de EF realizados
nesta fase nao foram intensos o suficiente para induzir maiores danos nas
membranas celulares, contribuindo para que nao fosse observada diferenca versus
TO.

No entanto, destacamos que a média de T3 ficou bem préxima de T4, fato
semelhante foi observado no percentual de CP, desta forma, sugerimos que o tempo
de recuperacéo pode nao ter sido suficiente para o retorno aos niveis basais desses
biomarcadores. Este entendimento encontra respaldo num estudo realizado por
Fatouros et al. (2010), que investigou em jogadores de futebol o tempo ideal para
gue os biomarcadores de EO retornassem aos niveis basais. Os autores
evidenciaram que o efeito do EO nos marcadores analisados permaneceu por 48h
ou mais, sendo evidenciado pela concentracao elevada de AU, MDA, CP, AAT, GPx
e GSSG, bem como pela reducédo da GSH e da razdo GSH/GSSG.

Interessante destacar que embora a PL tenha se mostrado aumentada ao
longo do curso, observamos uma reducao significativa na concentracao plasmatica
de MDA em T2, T3 e T4 quando comparados com T1. De fato, alguns estudos
evidenciam que individuos fisicamente ativos desenvolvem adaptacdes fisiologicas
protetoras relevantes que podem atenuar os danos oxidativos, o que justifica a
reducdo ocorrida ao longo dos periodos de treinamento (GOMEZ-CABRERA et al.,
2015; RADAK et al., 2017; SPANIDIS et al., 2018).

Por outro lado, os nossos resultados ndo corroborarm os dados encontrados
num estudo realizado por Jamurtas et al. (2018) que n&o observaram diferenca
significativa nos niveis de PL em dois protocolos distintos de EF, a saber,
treinamento intervalado de alta intensidade e baixo volume e o outro constituido de
exercicio aerébico continuo. Nesse sentido, um estudo realizado por DzZuvo et al.
(2014) observou resultados contrarios de MDA em atletas de diferentes
modalidades, evidenciando que o tipo de populacdo estudada proporciona
resultados alternados neste biomarcador. Nosso protocolo de treinamento €
composto de EFVP, as diferencas entre o tipo de amostra, intensidade e duracédo do

exercicio explicam as diferencas entre os resultados observados nos estudos.
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A andlise da homeostase tiol/dissulfeto (GSH/GSSG) € um biomarcador
relevante para avaliar o nivel de EO (ALTIPARMAK et al., 2016; BABA e
BHATNAGAR, 2018). Em nosso estudo, a concentragdo de GSSG foi reduzida em
todos os periodos quando comparadas com TO, sinalizando que o TF ndo induziu
danos severos nas proteinas do sistema antioxidante que possuem tiol na sua
estrutura. Nesse sentido, Elokda e Nielsen (2007) em estudo abrangendo um
protocolo de TF visando a reabilitacdo cardiaca e pulmonar observaram uma
reducdo mais pronunciada nos niveis de GSSG com o aumento de GSH nos
individuos submetidos a exercicios aerébios e de forga (treinamento concorrente,
realizado durante o CBP). Os nossos resultados corroboram os dados encontrados
neste estudo, onde acreditamos que a modalidade de exercicio de treinamento
concorrente contribuiu para que nao ocorressem resultados mais expressivos nas
concentragdes plasmaticas de GSSG ao longo dos periodos de estudo.

Neste cenario, sugerimos que os danos oxidativos nesta amostra ndo foram
mais proeminentes, devido a estes individuos serem fisicamente ativos, o que
contribuiu para que nao fossem observadas diferencas na concentracdo de GSSG
em nenhum periodo quando comparado com T1. Por outro lado, estudos evidenciam
uma reducdo na concentracdo de GSH apos a realizacdo de EF, sinalizando uma
mudanca transitéria para um ambiente mais oxidante (SEIFI-SKISHAHR et al., 2016;
MCALLISTER et al., 2019).

Apesar dos resultados aqui expostos evidenciarem que os militares sofreram
danos oxidativos, Rézanski, Jowko e Tomczak (2020) ndo observaram EO e dano
muscular em militares apés 48h de treinamento de sobrevivéncia; onde acreditamos
gue a diferenca de metodologia entre os estudos, bem como o nivel de exigéncia
fisica tenham sido o motivo para tais discrepancias. Cabe ressaltar que as pesquisas
envolvendo militares submetidos a TF vigoroso mostram alteracdes metabdlicas, tais
como aumento de catecolaminas, cortisol e catabolismo de aminoacidos, que podem
contribuir para o aumento da CP (VAARA et al., 2015; KARL et al., 2017; SZIVAK et
al., 2018).

Biomarcadores do sistema antioxidante
A analise de GS totais no plasma é um parametro bastante utilizado para
verificar o comportamento do sistema antioxidante no combate a agdo das EROs.

Dentre as moléculas desta classe, a GSH é a molécula mais prevalente e abundante
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nas células dos mamiferos (COUTO, WOOD e BARBER, 2016). Os GS constituem
os alvos preferenciais de ataque das EROs, e a sua diminuicdo pode indicar um
maior dano oxidativo sofrido por estas proteinas, levando ao comprometimento de
suas funcdes (ALTIPARMAK et al., 2016; BABA e BHATNAGAR, 2018).

Em paralelo a reducdo de GSSG, as concentracdes de GS totais aumentaram
ao longo da duragéo do curso, sinalizando uma maior sintese e mobilizagdo destas
moléculas para combater as EROs e, consequentemente, uma maior protecao
antioxidante (KAYACAN et al., 2018; POWERS et al., 2020). Convém destacar que
uma outra razdo para 0 aumento observado nos GS totais deste estudo deve-se a
tentativa de protecdo pela GSH dos GS das proteinas da acdo das EROs por
glutationilacdo (MIEYAL e CHOCK, 2012; CHA et al., 2017; KRAMER et al., 2018).

Em T4 ndo observamos diferencas quando comparado com TO, e por iSso
sugerimos que o retorno aos niveis de TO pode ter contribuido para a manutencéo
dos niveis elevados dos biomarcadores CP e MDA neste periodo. Um outro dado
interessante e semelhante ao que observamos com a GSSG € o fato de ter sido
observado a reducédo de GS totais em T2, T3 e T4 quando comparado com T1. Este
evento sinaliza uma menor sintese e necessidade de emprego dessas moléculas
frente ao estresse fisico. De fato, alguns estudos reportam uma maior recuperacao
de GSH em individuos treinados apos a realizacdo de EF, bem como sustentam a
hipotese de que individuos fisicamente ativos apresentam niveis mais elevados na
relacdo GSH/GSSG (MARGARITELIS et al., 2018; GOL et al., 2019).

Os nossos resultados contrariam um estudo realizado por Tanskanen et al.
(2011) com militares submetidos a oito semanas de TF, que observou um aumento
na razdo GSSG/GS totais e a reducao da capacidade antioxidante durante as quatro
primeiras semanas do TF. As divergéncias entre os dados estdo relacionadas ao
protocolo de exercicio utilizado, bem como ao tipo de populacdo estudada, pois
neste caso trata-se de jovens recrutas, enquanto os alunos do nosso estudo foram
sargentos e oficiais. Neste contexto, alguns estudos envolvendo atletas néo
observaram diferencas na concentracdo de GS totais, sendo sugerido pelos autores
gue o treinamento prévio dos atletas pode ter contribuido para o resultado
encontrado (ZOPPI et al., 2003; ANTUNES-NETO et al., 2013).

O AU é reconhecido como um potente antioxidante encontrado no plasma, e
por isso tem sido considerado uma molécula bastante relevante para a eliminacéo
das EROs no organismo (MIKAMI e SORIMACHI, 2017; SUN et al.,, 2018). Este
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biomarcador tem sido reconhecido por inibir a reagdo de Fenton, prevenir danos
mitocondriais e a PL (MIKAMI, YOSHINO e ITO, 2000; MURAOKA e MIURA, 2003).
Cabe ressaltar que o AU € um produto final do catabolismo de nucleotideos de
purina, e o seu aumento também esta relacionado a intensidade do EF, bem como a
formacdo das EROs (GOMEZ-CABRERA et al.,, 2010; MAIUOLO et al.,, 2016;
ZIELINSKI et al., 2019).

Em relagéo aos periodos T1, T2 e T3 ndo apresentarem aumentos versus TO,
sugerimos duas possibilidades. A primeira estaria relacionado a uma maior excre¢ao
do AU por via urinaria ou pelo suor (SIQUEIRA et al., 2009; HUANG et al., 2010;
WOLYNIEC et al., 2018). A segunda refere-se a um menor catabolismo de ATP com
a enzima ATPase renovando quase toda molécula produzida, contribuindo com uma
reducdo na sintese de AU via XO (GREEN e FRASER, 1988; KAYA et al., 2006;
SUNDBERG e FITTS, 2019). Ao que tudo indica, a reducéo do catabolismo de ATP
deve-se ao fato da amostra ser composta de individuos fisicamente ativos e
possuirem um sistema antioxidante mais eficaz (AGUILO et al., 2007; THEOFILIDIS
et al., 2018; ZIELINSKI et al., 2019).

Em linhas gerais, estudos evidenciam aumento na concentracéo sérica de AU
apos a realizacédo de EF (ARAKAWA et al., 2016; DIABA-NUHOHO et al., 2018). Ao
analisar os niveis de AU em nosso estudo, foi observada uma reducéao significativa
em T4 versus T1, T2 e T3. Diante disso, estudos sugerem que o AU possui uma
resposta antioxidante (scavenger), porém mais tardia, sendo utilizado pelo
organismo apo0s a escassez de outros antioxidantes, tais como vitamina C, tiois e
bilirrubina, sendo a sua acao mais evidenciada em periodos de recuperacao pos EF.
Este evento corrobora a hipotese de uma menor protecdo antioxidante neste
periodo, justificando a elevacdo de CP e MDA (FREI, ENGLAND e AMES, 1989;
SOUZA-JUNIOR et al., 2014; WIECEK et al., 2015).

Os nossos resultados contrariam um estudo realizado por Neto et al. (2018),
gue nao observou diferencas nos niveis de AU em militares submetidos a diferentes
protocolos de EF. Segundo os autores, a carga de treinamento imposta nao foi
suficiente para gerar alteracdes que pudessem induzir maiores danos ao organismo,
0 que pode ser comprovado pela auséncia de diferencas dos biomarcadores LDH,
CP e TBARS. De fato, Bosco et al. (1970) creditaram que as alteracfes nos niveis
de AU observado em seu estudo ocorreu devido ao protocolo de EF ter sido

Vigoroso.
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A maioria dos efeitos do TF no sistema antioxidante reside intracelularmente,
e inclui beneficios sobre as enzimas antioxidantes, destacando-se neste cenario a
enzima SOD, considerada a primeira linha de defesa contra as EROs. A SOD é uma
enzima que catalisa a dismutag¢do do O™~ em H>O- e moléculas de oxigénio (HITOMI
et al., 2008; YAN e SPAULDING, 2020; NGUYEN, TRAN e NGUYEN, 2020). Neste
contexto, alguns estudos demonstraram que a atividade da SOD aumenta apds o TF
(ZEMBRON-LACNY et al., 2008; JEMILI et al., 2017; WADLEY et al., 2019); e que,
além de estar relacionada com uma protecdo antioxidante, também tem sido
associada com um papel anti-inflamatorio (NGUYEN, TRAN e NGUYEN, 2020).

Esses dados estdo em harmonia com os resultados do presente estudo, onde
foi observado um aumento significativo na concentragcéo plasméatica de SOD em T1
guando comparado com TO. Cabe destacar que um estudo realizado por Souissi et
al. (2020) com atletas de resisténcia observou reducédo de SOD com aumento de
MDA em um dos protocolos de exercicio aplicado. Neste cenario, acreditamos que
os danos oxidativos em T1 ndo foram mais proeminentes devido ao aumento da
atividade de SOD observada neste periodo.

Ao mesmo tempo, foi observado uma reducéo da SOD em T4 versus T1 e T3,
estimamos configurar-se um processo de adaptacéo ao estresse fisico e uma menor
solicitacdo do sistema antioxidante. Nesse sentido, Pesic et al. (2012) ndo observou
alteracdes nos niveis de SOD ap0s trés meses de TF realizado com atletas de elite
da modalidade esportiva de Karaté. O resultado sinaliza que o efeito crénico do
treinamento induziu adaptacdes positivas no sistema antioxidante.

Entre as EROs geradas, o H20- é produzido principalmente nos peroxissomos
e decomposto enzimaticamente pela CAT em moléculas de agua e oxigénio. No
entanto, quando a concentragdo de H2O: eleva-se, devido a uma reducdo na
expressdo ou atividade da CAT, ele migra para o citosol e/ou outras organelas
podendo participar da reacdo de Fenton que resulta na producdo de radicais
hidroxila (SHIN et al., 2018). Portanto, a manutencdo dos niveis de H20O, é
fundamental para que as estruturas celulares sejam preservadas e mantenham as
suas func¢des normais.

Curiosamente, a atividade da CAT mostrou um comportamento inverso ao da
SOD, aumentando em T4 quando comparado com TO, T1, T2 e T3. Além disso,
também foi observado aumento em T3 versus T1. Nossos dados mostram que a

medida que o curso finaliza, o que teoricamente significa que os individuos estao
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mais adaptados a intensidade do EF, a atividade da CAT aumenta, sinalizando uma
resposta antioxidante tardia semelhante ao AU.

Neste cenario, sugerimos que uma das possibilidades para o aumento
observado na concentracdo da CAT apenas em T3 e T4 pode ser o emprego da
enzima GPx que também é responsavel pela eliminacdo de perdxidos, e esta
vastamente distribuida nos tecidos (SUNDE et al., 2018; HASANI et al., 2019). De
fato, a GPx tem a sua atividade aumentada em situacdes mais estressantes, com
altas concentracdes de H>O2, por exemplo ao longo dos periodos Tl e T2 deste
estudo, sendo o papel da CAT restrito a situacdes que tenham niveis de H.O2> mais
baixos (HO et al.,, 2013). Corroborando essa hip6tese, um estudo realizado por
Liberali, Filho e Petroski (2016) com jogadores de futebol submetidos a dois
protocolos de EF observou ap0s o TF uma reducdo na concentracdo de SOD,
glutationa redutase (GR), GSH e GS totais; por outro lado, a atividade da GPx
aumentou, enquanto a atividade da CAT permaneceu inalterada. Tavares (2008)
verificou ap0s um programa de exercicios severos realizado por militares, durante
trés dias e trés noites, reducdo na AAT, GS totais e aumento na atividade da GPx.
Os estudos citados reforcam a ideia do emprego da GPx em situacbes de maior
producéo das EROs.

Convém destacar alguns estudos que observaram aumento na atividade de
CAT apo6s TF (CHATZINIKOLAOU et al., 2014; PINHO et al., 2010; JEMILI et al.,
2017). Um olhar cuidadoso nesses resultados nos permitiu inferir que fato
semelhante ocorreria em nosso estudo, caso nao tivéssemos os periodos T1 e T2,
reforcando a hipdtese de que provavelmente o emprego desta enzima esta
relacionado a uma situacdo em que haja uma adaptacdo ao estresse fisico. Cabe
ressaltar que as coletas de sangue sempre ocorreram no Ultimo dia da semana,
imediatamente ap6s o término do treinamento (T1, T2 e T3), que neste caso
especifico era na sexta-feira, todavia, a coleta de sangue do periodo T4 ocorreu na
segunda-feira pela manha (recuperacéo), talvez por isso ndo foi observado este
comportamento da CAT e do AU nas semanas anteriores, bem como a CP e o MDA
elevados.

A analise da AAT plasmatica aborda a integracdo de todos os antioxidantes
nos fluidos e tecidos, e 0o seu aumento tem sido associado a uma dieta rica em
antioxidantes (WANG et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2018). Por outro lado, o
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exercicio pode induzir a reducdo em muitos nutrientes essenciais relevantes ao bom
funcionamento das enzimas antioxidantes (MAYNAR et al., 2019).

Alguns estudos envolvendo militares submetidos a EFVP evidenciaram a
perda de massa corporal que pode ocasionar a redugdo nas concentracdes de sais
minerais e vitaminas essénciais adquiridos na dieta e relevantes para o sistema
antioxidante, tais como selénio, manganés, e zinco (MARGOLIS et al., 2013; CASEY
et al., 2014; BARRINGER et al., 2018). De fato, Charlot, Faure e Antoine-Jonville
(2017) recomendam que tanto atletas como os militares submetidos a préatica de EF
em ambientes hostis, tais como calor e frio, devem fazer parte de um programa de
intervencédo alimentar, a fim de suprir a deficiéncia de algum nutriente essencial.

Corroborando alguns estudos que observaram aumento na capacidade
antioxidante apos a realizacdo de TF, nossos resultados mostram um aumento na
AAT em T1 versus TO (BERZOSA et al.,, 2011; KLISZCZEWICZ et al., 2015;
CIPRYAN et al., 2017; FRANZONI et al., 2017; SPANIDIS et al., 2018). De forma
interessante, em T2, T3 e T4 houve uma reducao versus T1, ndo sendo observado
diferenca de nenhum periodo versus TO.

Os dados citados estdo de acordo com a hipotese de que as enzimas
antioxidantes sao reguladas pelo equilibrio redox e ndo pelo préprio exercicio, sendo
assim o EFVP realizado pelos alunos do CBP contribuiu para o desequilibrio redox
evidenciado pelo aumento significativo na AAT observado em T1. Assim, o0 estresse
fisico imposto foi suficiente para ativar as vias de sinalizacdo celular que
contribuiram para iniciar a regulacdo positiva, particularmente, do sistema
antioxidante endégeno (GOMEZ-CABRERA, DOMENECH e VINA, 2008; ABREU,
LEAL-CARDOSO e CECCATTO, 2017; DI MEO, SNAPOLITANO e VENDITTI,
2019). A reducédo observada em T2, T3 e T4 versus T1l demonstra uma adaptacao
ao TF, que curiosamente foi acompanhada com um menor dano oxidativo nas
moléculas estudadas. Além disso, o0s voluntarios apresentaram uma rapida
recuperacdo na AAT, o que justifica o fato de T2, T3 e T4 ndo apresentarem
diferenca significativa versus TO, estando os seus valores médios muito proximos ao
valor basal (T0).

Acreditamos que o aumento observado na AAT observada em T1 em nosso
estudo deve-se em parte, aos biomarcadores GS totais e SOD, contribuindo para
atenuar os danos oxidativos nesta fase tao critica do curso para os militares do CBP
(BERNDT, LILLIG e FLOHE, 2014; FISHER-WELLMAN e BLOOMER, 2009; BESSA
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et al., 2016). Convém destacar que o magnésio e o AU também contribuiram com o
aumento observado na AAT em T1, pois ambos também possuem atividade
antioxidante (MIKAMI e RIMACHI, 2017; ZHELTOVA et al., 2016).

Os nossos resultados contrariam um estudo realizado por Bessa et al. (2016)
com atletas de basquetebol submetidos a um protocolo de TF intenso, que nao
observou mudancas no comportamento da SOD, CAT, AAT, MDA e GS totais.
Segundo os autores, o protocolo de exercicio utilizado ndo induziu um quadro de
EO. Neste contexto, sustentamos a hipotese de que as diferencas encontradas entre
os resultados se devem a diferengcas na metodologia, tipo de protocolo de EF,
duracéo e intensidade do periodo de estresse, bem como ao condicionamento fisico
dos individuos que fizeram parte deste estudo.

Biomarcadores minerais e eletrolitos

A deficiéncia de micronutrientes pode afetar negativamente o desempenho
fisico, uma vez que estdo envolvidos em diversos mecanismos fisioloégicos e
bioquimicos relevantes no processo de obtencao de energia e defesa antioxidante
(HEFFERNAN et al., 2019; GOMBART, PIERRE e MAGGINI, 2020). Adicionalmente,
Marifio et al. (2020) observaram uma correlacdo inversa entre o TF e as
concentracbes de ferro, magnésio e fosforo em individuos submetidos a um
protocolo de TF.

Ao analisar as concentracfes de magnésio neste estudo foi observada uma
reducdo significativa em T1, T2 e T3 versus TO, demonstrando que o EFVP
realizado durante o CBP comprometeu a homeostase deste mineral, sendo a
reducdo mais acentuada no periodo T1. E conhecido que o EF regula a distribuic&io
e utilizacdo de magnésio com o intuito da sua participacdo no processo do
metabolismo energético e auxilio na manutencdo da contracdo e relaxamento
muscular (NIELSEN e LUKASKI, 2006; ZHANG et al., 2017). Diante do exposto,
sugerimos que a reducdo observada ao longo dos periodos deste estudo na
concentracdo de magnésio deva-se as diversas fun¢des fisiologicas desempenhada
por este mineral.

De forma interessante, as concentracdes de magnésio aumentaram em T2,
T3 e T4 versus T1. Este cenario nos permitiu sugerir que os individuos do curso
apos a primeira semana (T1) comecaram a se adaptar ao TF, fazendo com que o

musculo precisasse recrutar menos magnésio, contribuindo para o seu aumento na
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corrente sanguinea. De fato, foi observado um aumento mais acentuado em T4
versus T1 (ZHANG et al., 2017; HEFFERNAN et al., 2019). Convém destacar que 0
aumento observado em T4 atingiu concentracbes menores do que em TO, logo néo
foram recuperadas totalmente as concentracdes de magnésio aos niveis basais,
porém todos os valores ao longo das semanas de TF oscilaram dentro do valor de
normalidade utilizado na clinica.

A caréncia de magnésio contribui para deixar os individuos mais suscetiveis a
desenvolver um quadro de fadiga, pois induz o EO, comprometimento do sistema
antioxidante nas células do endotélio e reacao inflamatéria (SPASOV, ZHELTOVA e
KHARITONOV, 2012; ZHELTOVA et al., 2016; FENG et al., 2019). Além disso, esta
caréncia altera a fluidez das membranas celulares, promovendo perturbacdes na
homeostase do Ca?*, o que contribuiu de forma sinérgica para o processo de PL
observado neste estudo, pois estes dois minerais formam complexos estaveis com
os fosfolipidios (CRUZAT et al., 2007; AMORIM e TIRAPEGUI, 2008; MORAIS et al.,
2017). Convém salientar que o magnésio € antagonista dos canais de Ca?* e
promove a sua absorcao, sendo assim a sua deplecéo prejudica a homeostase e as
funcdes fisiolégicas do Ca?*, contribuindo para a sua elevacgéo intracelular (VOLPE,
2015; FENG et al., 2019).

De fato, na andlise das concentracbes de Ca?" observamos um
comportamento inverso ao do magnésio, com um aumento nos periodos T1, T2 e T3
versus TO e, T2 e T3 versus T1. Ao mesmo tempo, a concentracdo de Ca?* reduziu
em T4 versus T2 e T3. Os dados aqui apresentados permitiram considerar que o
estresse fisico ao qual os alunos do CBP foram expostos contribuiu para o aumento
significativo observado na concentracdo de Ca?* ao longo dos periodos, e
posteriormente com a adaptacdo ao TF a homeostase foi sendo recuperada, sendo
evidenciada pela reducdo observada em T4. Particularmente, embora nédo tenha
sido realizado a andlise destes biomarcadores, especulamos que o aumento de
acido latico sanguineo, algo comum durante a realizacdo de EFVP, contribuiu para
que ocorresse 0s aumentos na concentracdo de Ca?*, e o paratormonio figura como
um modulador que ndo permitiu que este aumento fosse mais proeminente (SHERK
et al., 2017; KOHRT et al., 2018; KOHRT et al., 2019).

Neste cenario, alguns estudos relatam que a distribuicdo do Ca?* no soro
pode ser modificada de acordo com a concentracdo de albumina (40% do Ca?*

encontra-se ligado nesta proteina), anomalias proteicas e distlrbios do equilibrio


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28846654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spasov%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23074840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheltova%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23074840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheltova%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23074840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kharitonov%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23074840
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheltova%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27854048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31713111
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sherk+VD&cauthor_id=28248693
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kohrt+WM&cauthor_id=31009423
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kohrt+WM&cauthor_id=31009423

Tese de Doutorado - Marcio Antonio de Barros Sena 114

acido-basico (ANDRIOLO et al., 2004; DUTRA et al.,, 2012; ALEXANDER et al.,
2016). Algumas destas situagBes metabodlicas podem ser observadas em individuos
guando sdo submetidos a estresse fisico severo, como por exemplo a oxidacdo da
albumina e o aumento do lactato sanguineo (SPANIDIS, et al., 2017; SCHAFER,
HAYES e DEKERLE, 2019; KRUK, KOTARSKA e ABOUL-ENEIN, 2020).

Dentro das evidéncias expostas, sugerimos que as alteracdes observadas na
concentracédo sérica de Ca?* em nosso estudo ndo foram maiores devido a amostra
estudada ser composta por individuos fisicamente ativos. Neste contexto, segundo
Maimoun e Sultan (2009) as mudancas nos niveis da homeostase de Ca?* sdo
moduladas pela duracéo e intensidade do EF e das caracteristicas individuais como
idade, sexo e o condicionamento fisico.

Convém ressaltar que a funcao contratil do musculo esquelético € reduzida
durante a realizacdo de EFVP pelo aumento na producdo das EROs, que
comprometem a liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. Este evento resulta
em reducédo da forca e das reservas de glicogénio muscular apos o exercicio, tendo
como resultado a fadiga muscular (HOSTRUP e BANGSBO, 2017; CHENG, PLACE
e WESTERBLAD, 2018; MOHSIN et al., 2020).

A compreensdo do metabolismo de Ca?* e o0 seu monitoramento
especialmente durante a realizacdo de EFVP torna-se relevante, pois ele é
responsavel por diversas fungcbes essenciais no organismo, tais como segundo
mensageiro regulando a contracdo muscular, geracdo do potencial de acdo das
membranas celulares e a transmissdo de impulsos nervosos (GORLACH et al.,
2015; CHENG, PLACE e WESTERBLAD, 2018; RALL, 2019).

Biomarcadores de danos musculares

A CK e a LDH sédo biomarcadores amplamente utilizados como indicadores de
dano muscular, como sédo enzimas intracelulares e ndo possuem a capacidade de
atravessar a membrana sarcoplasmatica, o aumento dessas moléculas é usado para
diagnosticar danos a membrana da fibra muscular e outras estruturas teciduais
(BRANCACCIO, LIPPI e MAFFULLI, 2010; KRISTJANSSON et al., 2016; KUMAR,
NAGARAJAN e UCHIL, 2018).

Dentre essas moléculas a CK é frequentemente utilizada como biomarcador
indireto de danos ao tecido muscular, principalmente apos a realizacdo de exercicios

de resisténcia ou de outros que requerem acfes predominantemente excéntricas,
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principalmente por estes exercicios estarem associados com quadros de
rabdomidlise (CLARKSON et al., 2006; KOCH, PEREIRA e MACHADO, 2014;
PETEJOVA e MARTINEK, 2014).

A andlise de nosso resultado em relagdo a concentracdo sérica da CK
evidenciou um aumento significativo bem acentuado em T1 versus TO, com o0s
valores médios neste periodo em torno de 20 vezes o limite superior utilizado na
clinica. Esse dado sinaliza que os alunos do CBP sofreram danos musculares mais
severos neste periodo do estudo induzidos pelas sessdes de EFVP, e permite
estimar também o quanto esta enzima é responsiva frente a uma grande exigéncia
fisica (TOTSUKA et al., 2002).

Este entendimento estd em harmonia com a reducao observada em T2, T3 e
T4 versus T1, periodos em que os alunos estdo mais adaptados ao estresse fisico
imposto. De fato, o valor médio em T4 foi menor do que em TO (basal), e encontra-
se inserido dentro do valor de referéncia utilizado na clinica (195,0 U/L), reforgando
a hipotese da responsividade desta enzima somente diante de grande exigéncia
fisica (HORTOBAGY! e DENAHAN, 1989; BRANCACCIO et al., 2008). Em relacio
aos militares, outros estudos evidenciam aumentos de CK apos o TF (LANDAU et
al., 2012; PEREIRA et al., 2019; BACKER et al., 2020). Os valores acima de 50
vezes do limite superior utilizados na clinica devem ser considerados normais para
esta populacdo (KENNEY et al., 2012).

Convém salientar que o valor médio encontrado em TO na concentracdo de
CK foi em torno de 2,7 vezes maior quando comparado ao limite superior do valor de
referéncia utilizado na clinica. Este dado reforca a hipotese de que individuos
fisicamente ativos possuem niveis mais elevados desta enzima em repouso quando
comparados com individuos sedentarios (HORTOBAGY|I e DENAHAN, 1989;
CHEVION et al., 2003; BRANCACCIO et al., 2008).

Em relacdo a LDH foi observado um comportamento semelhante ao da CK,
com um aumento em T1, T2 e T3 versus TO, caracterizando a ocorréncia do dano
muscular; porém, ao contrario da CK, a LDH apresentou em T1 um aumento bem
menor, em torno de 2,5 vezes maior quando comparado a TO, demonstrando ser
menos responsiva a uma grande exigéncia fisica quando comparada a CK
(BEZERRA et al., 2014). Além disso, de forma curiosa, T4 ndo reduziu versus TO e
T2 néo reduziu versus T1, somente em T3 e T4. De fato, é sabido que a LDH tem

um comportamento mais crénico no organismo, esta peculiaridade contribuiu para a
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sua permanéncia por mais tempo na corrente sanguinea, o que faz com que este
biomarcador seja bastante utilizado em monitoramento de processos agudos-
cronicos (KOBAYASHI et al., 2005; BRANCACCIO et al., 2008; KHAN et al., 2020).

Além disso, um estudo realizado por Bernat-Adell et al. (2019) com
maratonistas evidenciou um aumento na concentracdo sérica de CK e LDH apés o
exercicio, porém a CK normalizou apoés seis dias, enquanto a LDH apéds oito dias;
demonstrando um comportamento diferente entre estes dois biomarcadores em
relac@o ao retorno aos niveis basais. Este resultado explica em parte a diferenca na
reducéo significativa observada em T2 na CK versus T1, e ndo observada na LDH,
gue ocorreu somente em T3 e T4 versus T1; bem como os valores observados em
T4 na LDH, onde mesmo havendo uma reducéo versus T2 e T3 nao retornou aos
valores basais como ocorreu com a CK. A redugédo na concentracdo de CK e LDH
no periodo T4 denota que o tempo de recuperacédo foi suficiente para sanar o dano
muscular induzido pelo estresse fisico (BRANCACCIO et al., 2008).

Convém destacar que o dano muscular provocado pelo EFVP induz um
guadro inflamatério no organismo, que amplifica o0 EO e contribui para o aumento de
CK e LDH (BARTOLOMEI et al., 2017; OWENS et al., 2019; CERQUEIRA et al.,
2020). Neste contexto, destacamos que o0 aumento nos niveis de PL,
particularmente em T1, demonstrou uma associacdo com as elevacbes dessas
enzimas, corroborando a hipétese de que o dano na membrana celular provocada
pelos fatores metabdlicos e mecanicos favorece o extravasamento dessas
moléculas para o meio extracelular (BRANCACCIO, LIPPlI e MAFFULLI, 2010;
OWENS et al., 2019).

Biomarcadores de danos hepéticos

As enzimas hepaticas sdo amplamente usadas na pratica clinica com o
objetivo de se diagnosticar alguma patologia que esteja prejudicando o bom
funcionamento do figado. Destacam-se neste cenario a ALT (hepatdcito), AST
(mitocébndria) e GGT (vias biliares) (KWO, COHEN e LIM, 2017; OH et al., 2017;
WANG et al., 2018). Adicionalmente, alguns estudos envolvendo militares verificou
aumento de ALT e AST apos a realizacdo de TF (KOURY et al., 2016; LI et al.,
2019), sendo este mesmo comportamento evidenciado em outras pesquisas com
individuos submetidos a EF vigoroso (BESSA et al., 2008; WASKIEWICZ et al.,
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2012; SHIN et al., 2016; TIRABASSI, OLEWINSKI e KHODAEE, 2018; TIMOM et al.,
2019).

Os nossos resultados estdo em linha com estes estudos, onde observamos
aumentos na concentracdo de AST em T1, T2 e T3 versus TO, assim como uma
reducdo em T3 e T4 versus Tl e T4 versus T2 e T3. A ALT demonstrou um
comportamento semelhante ao da AST, porém o aumento foi em todos os periodos
versus TO, e T4 reduziu versus T1, T2 e T3. Os dados demonstram que 0s aumentos
observados na concentracdo das transaminases ao longo dos periodos estédo
relacionados ao dano muscular, sendo o comportamento semelhante ao da CK e
LDH.

Corroborando com esta hipétese, alguns estudos sugerem um aumento na
concentracdo das transaminases induzido por EFVP, sem o0 aumento na
concentragdo de GGT, como sendo uma consequéncia de danos musculares. Esta
interpretacéo deve-se ao fato de a GGT ser uma enzima mais especifica do figado,
expressando com mais fidelidade os danos neste 6rgdo. Por outro lado, a AST e a
ALT podem ser encontradas em outros orgaos, como nos musculos, onde
juntamente com outros biomarcadores como a CK e LDH contribuem para se fechar
um diagnostico mais exato (KARSTOFT et al., 2013; BIRD, LINDEN e HAWLEY,
2014; ARAKAWA et al., 2016; CHINEDU et al., 2018; RUBIO-ARIAS et al., 2019). De
fato, em nosso estudo nao foi observado diferencas na concentracdo de GGT ao
longo do curso.

Em relacdo a ALT, torna-se digno de destaque que nao foi observado
diferencas em T2, T3 e T4 versus T1; sendo os valores médios de T1 a T4 proximos
entre si. Acreditamos que este evento pode estar relacionado ao tempo de declinio
no sangue, pois a AST reduz rapidamente tendo um tempo de meia vida menor do
que a ALT (DUFOUR et al., 2000; GIANNINI, TESTA e SAVARINO, 2005; LIU et al.,
2014; RUBIO-ARIAS et al., 2019). Este entendimento nos permite compreender por
gue a ALT nao atingiu valores proximos de TO em T4, conforme observado na AST,
sendo este comportamento semelhante ao da LDH.

Convém salientar um estudo realizado por Ramos et al. (2013), que utilizou
modelo animal submetido a dois protocolos de EF de natacdo, sendo um de baixa e
0 outro de alta intensidade. Além das analises no sangue, também foi realizado
biopsia no musculo e figado ap6s o EF. Os resultados demonstraram que o EF de

alta intensidade induziu aumento significativo na concentracdo plasmatica de AST e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shin+KA&cauthor_id=27196469
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tirabassi+JN&cauthor_id=29558239
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Olewinski+L&cauthor_id=29558239
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khodaee+M&cauthor_id=29558239
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Karstoft+K&cauthor_id=23442274
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bird+SR&cauthor_id=24000373
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Linden+M&cauthor_id=24000373
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hawley+JA&cauthor_id=24000373
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Arakawa+K&cauthor_id=27186145
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rubio-Arias+J%C3%81&cauthor_id=30291850
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dufour+DR&cauthor_id=11106349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giannini%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15684121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Testa%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15684121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Savarino%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15684121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25013373
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rubio-Arias+J%C3%81&cauthor_id=30291850
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ramos+D&cauthor_id=23668757

Tese de Doutorado - Marcio Antonio de Barros Sena 118

ALT, com ambos os protocolos tendo aumento na GGT e LDH. Os niveis
plasméticos de CP e MDA foram maiores no grupo que se exercitou intensamente,
porém a AAT nao demonstrou diferenca significativa e o grupo que se exercitou a
baixa intensidade teve um aumento modesto no MDA. Ao observar as alteragdes no
muasculo ndo houve alteracdo significativa na AAT, CP e MDA, independente da
intensidade do exercicio; entretanto, no figado, a AAT e o MDA aumentaram
significativamente em ambos o0s grupos. Os autores concluiram que o0s
biomarcadores de EO analisados no plasma apés o EF foram gerados
principalmente no figado e ndo no musculo.

Os protocolos de exercicio utilizado por Ramos et al. (2013) demonstraram
aumento de GGT, juntamente com biomarcadores de dano muscular. Neste sentido,
de posse de um corpo de evidéncias observada em nossos resultados,
particularmente os de dano muscular e hepatico, sugerimos que o dano oxidativo
observado no plasma dos voluntarios do CBP foi de origem muscular.

Neste contexto, segundo Brouwers et al. (2016) existe um amplo corpo de
literaturas descrevendo as consequéncias benéficas do TF sobre o metabolismo do
musculo esquelético, entretanto, quando se trata da investigacdo do efeito do TF no
metabolismo hepatico, os dados ainda séo limitados. Além disso, é sabido que o
aumento das EROs produzidas pelo EF deixa o figado suscetivel a danos oxidativos
(GOMEZ-CABRERA et al., 2015; GANESH e RUSTGI, 2016; HOENE et al., 2018).
Sendo assim, torna-se claro a relevancia do monitoramento das enzimas hepaticas
realizadas neste estudo, particularmente por se tratar de um protocolo de EF que

difere de praticamente tudo que se tem disponivel na literatura.

Biomarcadores de parametros hematoldgicos

Os exercicios moderados sdo geralmente conhecidos como benéficos para a
saude do individuo, pois melhoram as funcdes do sistema imunolégico e, portanto,
reduzem o risco de infeccdo. Ao mesmo tempo, € sabido que o EFVP provoca uma
série de mudancas na resposta imunoldgica, que resultam em alteracdes na
gualidade e quantidade dos leucdcitos, reduzindo a capacidade do organismo de
resistir as infeccées comuns (NEVES et al., 2015; FATOUROS e JAMURTAS, 2016).
Neste sentido, ha fortes evidéncias de que individuos submetidos a EF vigoroso

estdo mais suscetiveis a desenvolverem um quadro infeccioso, especialmente do
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trato respiratério superior (GLEESON e WALSH, 2012; SHAW et al., 2018; JONES e
DAVISON, 2019).

Alguns estudos mostram um aumento na concentracdo de LT no sangue
periférico ap06s a realizacdo de exercicios vigorosos, sinalizando uma maior
mobilizacdo dessas células para reparar o dano muscular e/ou combater algum
microrganismo que possa vir a aumentar a possibilidade de uma infecgéo
oportunista (NIEMAN et al., 2007; NEVES et al., 2015; JAMURTAS et al., 2018).

Por outro lado, embora n&o tenha sido analisado neste estudo, sabe-se que o
aumento na concentracdo de LT induzida principalmente pela realizacdo de EFVP é
acompanhado pela producao de citocinas, tais como IL-6, IL-8, IL-10 e IL-1ra, que
permanecem elevadas conforme a duracdo do exercicio; contribuindo para manter a
homeostase do organismo frente ao estresse fisico, pois desempenham funcdes
relevantes tais como inibicdo de uma resposta inflamatéria grave (IL-1ra e IL-10),
mobilizac&o e ativacéo de neutrofilos (IL-6) e potente quimiotatico de neutrdfilo (I1L-8)
(NIEMAN et al., 2007; NIEMAN et al, 2012; REIHMANE et al., 2013;
MUNDERMANN et al., 2017).

No presente estudo, foi observado um aumento na concentracdo de LT em
T1, T2 e T3 versus T0, evidenciando uma mobilizacdo intensa dessas células no
organismo. Curiosamente, os valores das médias permaneceram elevadas e
préximas ao longo dos periodos de treinamento, demonstrando a relevancia dessas
células no processo de reparacdo do dano muscular (PEAKE et al.,, 2017,
CERQUEIRA et al., 2020).

Neste cenario, acreditamos que um dos motivos pelos quais o numero de LT
no sangue periférico possa ter se elevado (leucocitose) deva-se ao aumento dos
niveis de catecolaminas induzido pelo TF (AHLBORG e AHLBORG, 1970; SZIVAK
et al., 2018). Cabe ressaltar que a elevacdo das catecolaminas também induz a
deplecdo de magnésio, comprometendo a sua atividade antioxidante (estimulo da
sintese de GSH); que neste evento é de grande relevancia no combate as EROs
produzidas pelos leucocitos (AKERSTROM e LJUNGHALL, 1985; ZHELTOVA et al.,
2016). Lechner et al. (2015) observaram leucocitose ap6s TF militar rigoroso, sendo
este resultado associado ao esforco fisico excessivo e as desisténcias do
treinamento. De fato, de maneira semelhante ao nosso estudo, Lechner et al.
observaram um aumento na concentracdo sérica de CK, AST e ALT apoOs o

exercicio; poréem a GGT ndo mostrou diferenca, sinalizando que o TF militar induziu
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danos musculares. Particularmente n&o podemos atribuir as desisténcias
exclusivamente & leucocitose, pois ndo realizamos coleta de sangue dos militares
gue desistiram do curso, sendo uma das limitagbes deste estudo.

Em nosso estudo foi observado uma redugcdo nos LT em T4 versus TO, T1, T2
e T3, assim como em T3 versus T2. Cabe ressaltar que semelhante a CK, o valor
médio observado em T4 foi menor do que aquele observado em TO (basal);
confirmando que os alunos do CBP com o tempo de recuperagédo realizado (em
torno de trés dias) tiveram os danos musculares sanados pelo organismo, o que
evidencia a analise de LT como sendo um bom biomarcador para diagnosticar
patologias que cursem com danos musculares (KAYASHIMA et al.,1995).

Em linhas gerais, os estudos demonstram que os biomarcadores inflamatérios
elevam-se durante a realizacdo de TF militares (McCLUNG et al., 2013; MARGOLIS
et al., 2014; PASIAKOS et al., 2016; HOFFMAN et al., 2019). Por outro lado, outros
estudos envolvendo este tipo de treinamento ndo observaram aumentos
significativos nas concentragbes da citocina IL-6, importante biomarcador da
resposta inflamatodria sintetizada pelos leucocitos (NINDL et al., 2012; CHESTER et
al., 2013; OJANEN, JALANKO e KYROLAINEN, 2018c).

Apés uma andlise cuidadosa sobre o tipo de TF militar realizado naqueles
estudos, que ndo observaram alteracdes no biomarcador inflamatorio, percebeu-se
gue as tarefas executadas eram mais de cunho técnico, sem exigir um grande
estresse fisico que fosse suficiente para evocar uma resposta inflamatoria
significativa no organismo. Esta situacao contribuiu para que nao ocorressem danos
musculares severos que viessem a desencadear uma alta resposta inflamatéria e o
aumento significativo na concentracao de LT no sangue periférico.

Convém ressaltar um estudo realizado por Hoppel et al. (2019) com
individuos (ndo considerados atletas profissionais) submetidos a uma corrida de
ultramaratona de 67 Km. Os resultados demonstraram valores médios de LT e Ca?*
mais elevados do que aqueles observados em nosso estudo. Neste sentido, mesmo
a amostra e a modalidade de EF sendo diferentes, sugerimos que os valores médios
dos biomarcadores em nosso estudo ndo atingiram picos mais elevados devido ao
fato dos individuos serem fisicamente ativos e treinados para suportar o estresse
fisico imposto no CBP.

As informacbes epidemiolégicas atestam ser comum um certo grau de

hemdlise durante a realizacdo de EF, sendo este evento (hemdlise)
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convencionalmente definido como a ruptura e destruicdo das hemacias, podendo ser
desencadeada pelo estresse mecéanico (hemodlise intravascular) e/ou metabdlico
(LUCKER et al., 2017; LIPPI e SANCHIS-GOMAR, 2019).

Em geral, o diagnéstico clinico é de um quadro de anemia hemolitica, sendo
evidenciado pelo aumento na concentracdo plasmatica ou sérica de Hb livre e
reducdo na concentracdo de heméacias no sangue periférico (ROBACH et al., 2014;
FAILACE, 2015; COATES, MOUNTJOY e BURR, 2017). Convém ressaltar que a
vida util das hemacias em individuos fisicamente ativos, particularmente atletas que
realizam atividades de corrida intensa e prolongada, € menor do que de individuos
sedentarios (WEIGHT, BYRNE e JACOBS, 1991; SENTURK et al., 2005;
MAIRBAURL, 2013).

Ao analisar os nossos resultados ndo foi observado em nosso estudo
diferenca na concentracdo de hemacias, Hb e percentual de Hct no sangue
periférico ao longo dos periodos do curso. Os nossos resultados contrariam um
estudo realizado por Tsai et al.,, 2019, que observou em militares alteracdes nos
niveis de hemacias, Hb e no percentual de Hct, causando nestes individuos uma
anemia leve e, como consequéncia, uma menor aptiddo cardiorrespiratoria apos
uma corrida de 3.000 metros. Neste contexto, outros estudos com militares relataram
comprometimentos no metabolismo eritrocitario induzido pelo exercicio, com
potenciais danos a saude destes individuos (ZAITSEVA et al., 2013; MYHRE et al.,
2016; EPSTEIN et al., 2018).

Acreditamos que os exercicios realizados no CBP, particularmente a corrida
em solo resistente, ndo foram intensas o suficiente para causar hemolise
intravascular e, consequentemente, alterar a concentracdo desses biomarcadores.
Na verdade, as corridas oscilam em torno de 5 Km, sendo feitas ao menos duas
vezes por semana. Alguns estudos reportam a ideia de que, para ocorrer uma
hemolise mais proeminente, as corridas precisam ser intensas e prolongadas com
percursos em quilometragens semelhantes aqueles percorridos nas maratonas e
ultramaratonas (O'TOOLE et al., 1988; YUSOF et al.,, 2007; CHIU et al., 2015.,
SANCHIS-GOMAR et al., 2016; NIKOLAIDIS et al., 2018).

Em relacdo ao estresse metabdlico, particularmente o ataque das EROs na
membrana das hemacias, sugerimos que houve uma protecao exercida pelo sistema
antioxidante, que contribuiu para preservar a integridade dessas células.

Corroborando com este entendimento, um estudo realizado por Pospieszna et al.
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(2019) verificou adaptagcBes positivas no metabolismo energético das hemacias de
atletas, sendo associado a realizacdo de um treinamento periodico.

Os nossos resultados corroboram um estudo realizado por Lippi et al. (2012)
com atletas submetidos a uma ultramaratona de 60 Km, que ndo observaram
alteracdes significativas nas concentracdes de hemacias, Hb e no percentual de Hct
apos o exercicio, sendo externado um grau de hemdlise bem modesto e
clinicamente insignificante. Ao mesmo tempo, Nishiie-Yano et al. (2019) estudando
atletas de judé submetidos a um periodo de TF observaram apd0s 0s exercicios um
guadro de hemdlise, com reducdo no sangue periférico da concentracdo de
hemécias, Hb e no percentual de Hct. Cabe ressaltar outros estudos envolvendo
outras modalidades esportivas (além de corrida prolongada) que observaram
alteracoes nos parametros hematologicos apés a realizacdo de exercicios (SELBY e
EICHNER, 1986; BENEKE et al., 2005; BANFI et al., 2011; BACHERO-MENA et al.,
2017; SAIDI et al., 2019).

Embora o TF realizado no CBP né&o inclua um contato fisico de grande
magnitude como o observado no judd, outros cursos operacionais das forcas
armadas realizam atividades de lutas com seus alunos, sendo também esta
modalidade esportiva uma disciplina ensinada nos cursos de aperfeicoamento de
militares. Sendo assim, cresce a relevancia do monitoramento dos parametros
hematoldgicos nesses profissionais durante a realizacdo de TF que curse com a
possibilidade de induzir um quadro de hemodlise, pois este evento, além de prevenir
a fadiga, contribui para manutencdo da salde e a qualidade de vida do militar
(BACHERO-MENA et al., 2017; BRASIL, 2017; MARINO et al., 2020).

De fato, os niveis reduzidos dos parametros hematoldgicos estdo diretamente
relacionados a um menor aporte de oxigénio para o musculo esquelético e, desta
forma, causa prejuizos no desempenho fisico e induz um quadro de fadiga. Convém
destacar que a anemia esportiva pode ser tratada como um primeiro sinal de
overtraining, situacdo que causa diversos problemas a saude do atleta (PEELING et
al., 2008; HINTON et al., 2014).

N&o obstante a tudo que foi discutido, cabe ressaltar que o percentual de Hct
encontrado ao longo dos periodos neste estudo nos permitiu estimar que a
estratégia de hidratacdo adotada durante a realizacdo do CBP foi satisfatéria, e
atendeu aos critérios preconizados no programa de prevencdo e controle da
rabdomidlise induzida por esforco fisico e pelo calor (BRASIL, 2010; VARAMENTI et
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al., 2018; KNECHTLE et al.,, 2019). Além disso, alguns estudos denotam a
necessidade de um bom nivel de hidratagdo no organismo para que O sistema
antioxidante funcione de maneira eficiente (CELIK et al., 2012; CARRARO et al.,
2018).

No6s reconhecemos algumas limitagdes no presente estudo: i) tamanho do
grupo amostral, que pode ter contribuido para uma maior interferéncia do fator
individualidade biol6gica em relacdo as respostas dos biomarcadores; ii)
impossibilidade de monitorar a ingestao alimentar dos militares, visto que eles foram
liberados para as suas residéncias apdés o treinamento; iii) impossibilidade de
realizar mais coletas de sangue com os militares em repouso, para observacédo da
curva de decaimento dos biomarcadores que permaneceram elevados apés 65
horas de recuperacéo; iv) coleta de sangue dos militares que foram desligados
durante o treinamento, para verificar o comportamento dos biomarcadores e uma
possivel associacdo com estresse fisico e fadiga muscular; e v) falta de analise de
alguns biomarcadores que poderiam contribuir de maneira mais ampla no
entendimento dos fendmenos biolégicos ocorridos com os militares durante o
periodo de treinamento vigoroso, tais como as catecolaminas e as enzimas

glutationa peroxidase e glutationa redutase.
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7 CONCLUSAO
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Nosso estudo € pioneiro, pois apresenta pela primeira vez a relacdo de um
conjunto de biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo afetando a capacidade
antioxidante de vinte e dois militares voluntérios, provocando lesdo celular. Assim, é
possivel que as descobertas deste estudo, ampliem nossa compreensao sobre a
fisiologia do militar, e assim possam servir de base para que o comando do Exército
e confederagBes esportivas adotem medidas preventivas visando preservar a saude

dos individuos sujeitos a estes tipos de estresses fisicos vigorosos.
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ANEXO A. ANAMNESE CLINICA SOBRE PATOLOGIAS EXISTENTES

ANAMNESE CLINICA SOBRE PATOLOGIAS EXISTENTES

NUMERO:

NOME: SEXO ( )
FONE: IDADE: DATA DE NASCIMENTO
PROFISSAO: GRAU DE ESCOLARIDADE:

~FUMA?SIM( )NAO( )

-BEBE?SIM ( )NAO( )

- FAZ USO DE MEDICAMENTO? QUAL?

- FAZ USO DE SUPLEMENTO ALIMENTAR (BCAA, Creatina, etc)? QUAL?

- REALIZOU CIRURGIAS NOS ULTIMOS 6 MESES?

- SOFREU ALGUM TIPO DE LESAO NOS BRACOS OU NAS PERNAS NOS ULTIMOS 6
MESES?

- POSSUI DOENCA GRAVE PRE-EXISTENTE (militar ou familiar. Ex: diabetes, cancer,
etc)?
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ANEXO B. QUESTIONARIO DE PRONTIDAO PREVENTIVO PARA REALIZAR
EXERCICIO FiSICO (QPREV) - PAR-Q

QUESTIONARIO DE PRONTIDAO PREVENTIVO PARA REALIZAR EXERCICIO Fisico
(QPREV) PAR-Q TESTE

Nome:
Data: / /

1. Algum médico ja disse que vocé tem problemas de
coragao e gue so deveria fazer atividades fisicas com [ ]sim [ 1néo
orientacdo meédica?
2. Vocé sente dores no peito quando pratica atividade . ~
fisica? [ 1sim [ 1ndo
3. No ultimo més, vocé teve dores no peito sem que [ 1sim [ ]ndo
estivesse fazendo atividade fisica?
4. Vocé perde o equilibrio quando sente tonturas ou [ ]sim [ ]ndo
alguma vez perdeu os sentidos (desmaiou)?
5. Vocé tem algum problema nas articulagdes ou nos
0s5s0s que poderia piorar se praticar mais atividades [ ]sim [ 1néo
fisicas?
6. Vocé toma algum remédio para pressao alta ou [ ]sim [ ]ndo
problemas cardiacos?
7. Existe gualquer raz&o pela qual vocé deveria evitar [ 1sim [ ]ndo
atividades fisicas?
8. Vocé tem mais de 65 anos e nunca se exercitou? [ ]sim [ ]1néo

QUESTC:)ES 1;3; 6 E 8 SIM F’RONTIDJ}O COMPROMETIDA;
QUESTOES 2; 4; 5 E 7 SIM PRONTIDAO LIMITADA;
QUESTOES DE 1 A 8 NAO PRONTIDAO PARA O EXERCICIO IMEDIATA



