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relagcdo com o dano muscular, DOMS, performance e estresse oxidativo em atletas
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Educacao Fisica UEM/UEL) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Tanto marcadores bioquimicos, quanto estratégias de recuperagcéo acelerada apods a
promog¢ao de dano muscular, DOMS e performance apds treinos e competigdes, séo
estudados em atletas, assim como a relacado destes fatores com o estresse oxidativo, e
principalmente com a performance esportiva. Entre as diferentes estratégias utilizadas
para este fim, a suplementagdo nutricional ganha destaque, sendo que, a
suplementagdo com antioxidantes, apesar de utilizada ha algum tempo, ainda nao
apresenta consenso em relacédo a sua eficacia sobre estas variaveis. Desta forma, este
trabalho foi dividido em quatro estudos, realizados em quatro momentos diferentes de
coleta: (1) No estudo 1, verificou-se o efeito da familiarizacdo sobre testes motores
aplicados a jogadores de futebol. Os resultados demonstraram que tarefas de menor
complexidade e que demandam menor organizagdo motora, necessitam de menos
sessoes de familiarizacdo. O teste de salto vertical parece ndo ser afetado pela
familiarizagao, entretanto o teste de poténcia de corrida (RAST) apresentou necessidade
de ao menos uma sessdo e o teste de agilidade T, ao menos duas sessdes de
familiarizagdo. (2) No estudo 2, objetivou-se avaliar o efeito de uma sessao de treino
constituida de séries de agachamento e treino de futebol, sobre os niveis de marcadores
de peroxidagao lipidica e dano muscular, DOMS e performance em testes motores.
Observou-se que a sessao de treino foi capaz de elevar DOMS e CK, entretanto nao foi
suficiente para promover aumento nos niveis de marcadores de estresse oxidativo, nem
reduzir a performance dos jogadores nos testes motores durante a semana de
recuperacgao. (3) No estudo 3, o objetivo foi investigar o efeito da suplementagéo
antioxidante (vitamina C e E) sobre marcadores de estresse oxidativo e de dano
muscular, DOMS e performance em atletas de futebol submetidos a um protocolo de
dano muscular. Os resultados demonstraram que apesar de inibir o estresse oxidativo,
induzido pelo protocolo do estudo, a suplementacdo antioxidante ndo foi capaz de
melhorar a performance e que também nao reduziu o dano muscular avaliado por CK e
DOMS, quando comparado ao grupo placebo. (4) Por fim, o estudo 4 objetivou comparar
os niveis circulantes de CK obtidos por puncdo venosa com amostras capilares,
coletadas do I6bulo da orelha, apds elevagdo desta substancia induzida por um jogo
simulado de futebol. Os dados demonstram que amostras de sangue retiradas do Iébulo
da orelha, podem ser consideradas uma alternativa confiavel em substituicdo a puncgao
venosa na determinagdo de mudangas nos niveis de CK plasmatica resultantes de um
jogo simulado de futebol. De forma geral, conclui-se que a correta administragdo de
testes motores em jogadores de futebol, bem como o monitoramento de diferentes
indicadores de recuperagdo muscular (como por exemplo niveis de marcadores
bioquimicos e DOMS) apo6s jogos e treinos, podem ser determinantes no controle da
recuperacao nestes atletas. Entretanto, a suplementagcdo antioxidante parece nao ter
efeito na reducgao do tempo de recuperagao de jogadores com danos musculares.

Palavras-chave: Creatina quinase. Vitamina C. Vitamina E. Desempenho esportivo.
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with muscle damage, DOMS, performance and oxidative stress. 2017. 126 p.
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ABSTRACT

Biochemical markers and accelerated recovery strategies after promoting muscle
damage, DOMS and performance after training and competitions, has been studied
in athletes, as well as the relationship of these factors with oxidative stress and
especially with sports performance. Among the different strategies used for this
purpose, nutritional supplementation is highlighted, and antioxidant supplementation,
although used for some time, still does not present a consensus regarding its efficacy
on these variables. In this way, this work was divided in four studies, performed at
four different times of collection: (1) In study 1, the effect of familiarization on motor
tests applied to football players was verified. The results showed that tasks of less
complexity and requiring less motor organization require fewer familiarization
sessions. The vertical jump test does not seem to be affected by familiarization;
However, the running power test (RAST) showed need for at least one session, and
the T agility test at least two familiarization sessions. (2) In study 2, the aims of this
study were to evaluate the effect of a training session, consisting of squatting series
followed a soccer training, on the levels of lipid peroxidation markers and muscle
damage, DOMS and performance in motor tests. It was observed that a training
session could raise DOMS and CK, however it was not enough to promote increase
in the levels of oxidative stress markers, nor to reduce the performance of the players
in the motor tests during the recovery week. (3) In study 3, the aim was to investigate
the effect of antioxidant supplementation (vitamin C and E) on markers of oxidative
stress and muscle damage, DOMS and performance in football athletes submitted to
a muscle damage protocol. The results demonstrated that despite inhibiting the
oxidative stress induced by the muscle damage protocol, antioxidant
supplementation was not able to improve performance, nor did it reduce the muscle
damage evaluated by CK and DOMS when compared to the placebo group. (4)
Finally, study 4 aimed to compare the circulating levels of CK obtained by
venipuncture with blood samples collected from the earlobe after elevation of this
substance induced by a simulated football game. The data demonstrate that blood
samples taken from the earlobe can be considered a reliable alternative to
venipuncture in determining changes in plasma CK levels resulting from a simulated
football game. In general, it is concluded that the correct administration of motor tests
in football players, as well as the monitoring of different indicative of muscle recovery
(such as levels of biochemical markers and DOMS) after games and training, may be
determinant in the control recovery and improvement of physical fitness in these
athletes. However, antioxidant supplementation seems to have no effect in reducing
the recovery time of these players due to muscle damage.

Key words: Creatine kinase. Vitamin C. Vitamin E. Sports performance.
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1. INTRODUCAO

As agbes durante o jogo de futebol apresentam fortes componentes
excéntricos (NEDELEC et al., 2013), promovendo fadiga muscular e estresse
fisiolégico (MOHR et al., 2016). Essas caracteristicas estdo associadas ao dano
muscular (LASKOWSKI et al., 2011), que possivelmente tem estreita relagdo com
dor muscular tardia, queda de performance e elevagao de espécies reativas de
oxigénio (EROS) (ASCENSAO et al., 2008) nos dias subsequentes a treinos
intensos ou competicdbes (MOHR et al., 2016). Desta forma, visto que, jogadores de
futebol tém uma rotina intensa de jogos e treinamentos, os parametros fisioldgicos e
bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo e dano muscular, sdo normalmente
alterados ao longo da temporada e nos periodos de recuperagao por até 72 horas
ap6s jogos ou treinos intensos (ASCENSAO et al., 2008; MAGALHAES et al., 2010).
Além disso, jogadores de futebol participam em média de 50 a 80 jogos por
temporada e tém de trés a quatro dias de recuperacdo entre uma partida e outra
(EKSTRAND; WALDE; HAGGLUND, 2004; MOHR et al., 2016). Este parece ser um
tempo relativamente curto para recuperacdao completa dos jogadores (FATOUROS
et al., 2010) e por consequéncia, ha queda de rendimento nos treinamentos e jogos
subsequentes, sendo que este tempo curto de recuperagcdo esta associado ao
aumento no numero de lesbes musculares que acometem estes jogadores
(ASCENSAO et al, 2008; DUPONT et al., 2010).

Por esse motivo, a utilizagdo de marcadores bioquimicos que indicam dano
muscular e estresse oxidativo, assim como a determinagcdo dos niveis de dor
muscular de inicio tardio (DOMS do inglés Delayed Onset Muscle Soreness), tem
sido foco de diversos estudos na area do esporte de rendimento, em especial no
futebol (ASCENSAO et al., 2008; MOHR et al., 2016; NEDELEC et al., 2012,
ROWLANDS et al.,, 2012). Entre os marcadores sanguineos mais utilizados a
creatina quinase (CK) e a lactato desidrogenase (LDH) (BRANCACCIO;
GIUSEPPEL IPPIAND; MAFFULLI, 2010), ttém ganhado destaque nos ultimos anos
por estarem relacionados a dor muscular (MOHR et al., 2016) e a redugao da forga
muscular e do rendimento esportivo (MOHR et al., 2016; DELI et al., 2017). Assim
sendo, um melhor entendimento do comportamento destas variaveis no processo de
recuperagao apos jogos e treinos, bem como a busca por estratégias de avaliagao

que sejam mais fidedignas, adequadas, menos invasivas e com melhor custo-
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beneficio, parecem relevantes a fim de se criar intervengcbes para prevengao e
reducao do tempo de recuperagcédo do dano muscular em jogadores de futebol.

Além dos classicos e estudados marcadores CK e LDH, a utilizacdo de
marcadores de estresse oxidativo na area esportiva tem ganho atenc&o nos ultimos
anos (FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 2009). O estresse oxidativo representa um
desequilibrio entre a producéo e remocao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
a capacidade do organismo em remover agentes estressores. Pode representar
também a capacidade de reparar os danos causados por este aumento na produgao
de EROs (PINGITORE et al., 2015; VALKO et al., 2007). De acordo com Cruzat et
al. (2007), o exercicio intenso que promova dano muscular pode estar fortemente
associado a elevacdo em marcadores de estresse oxidativo. Tal elevagdo esta
relacionada ao aumento de catecolaminas, mediadores inflamatdrios, aumentando
as xantinas-oxidases e EROs, quadro este que pode estar associado ao maior dano
muscular (PETRY et al., 2013).

A medida que o esporte se torna mais competitivo, a recuperacdo mais rapida
ap6s o dano muscular no futebol tem se tornando importante, (NEDELEC et al.,
2012). A alta intensidade nas competicbes estd frequentemente associada ao
aparecimento de DOMS, processo inflamatério e microlesdes. Também esta
relacionada a consequente diminuicdo no desempenho esportivo nos dias
subsequentes ao esforgo (CHEVION et al., 2003; FATOUROS et al., 2010). Assim
sendo, tanto marcadores de estresse oxidativo, quanto de DOMS, estdo envolvidos
nos niveis de fadiga e de recuperacao tecidual apds um treinamento intenso ou
competicao (CHEVION et al.,, 2003; DJORDEVIC et al., 2012; DEMINICE et al.,
2009, 2013).

Para uma boa recuperacao do tecido muscular podem ser necessarias até 96
horas apds o exercicio, devido as microlesdes, elevacdo da protedlise e da
instalagdo do processo inflamatoério, quadro em que se observa aumento de agentes
estressores (CRUZAT et al., 2007). A literatura tem apresentado que a elevagéo do
estresse oxidativo tem sido associada a uma recuperagao prejudicada pds-exercicio
e que pode aumentar o tempo de recuperagado entre as sessdes de treino ou jogos
(PEAKE; SUZUKI; COOMBES, 2007). Com base nestas informacdes, atletas tém
utilizado suplementacdo antioxidante como uma das estratégias a fim de viabilizar a
recuperagao muscular (SOUSA; TEIXEIRA; SOARES, 2014).
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O acido ascérbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E) s&o importantes
agentes antioxidantes exdégenos e de facil manipulacdo, sendo encontrados na
alimentagéo natural (RODRIGUES; GUIMARAES, 2013). Estudos tém apresentado
atenuacdo em marcadores de estresse oxidativo (GARLIPP-PICCHI et al., 2013;) de
peroxidacao lipidica e DOMS (ROENGRIT et al., 2014; SILVA et al., 2010), apés
suplementagado com tais compostos em algumas modalidades.

Em face do exposto, cabe ressaltar que ainda existem diversas lacunas na
literatura a respeito da adequacdo dos testes de performance que englobem a
analise da recuperacao muscular apés exercicios que acarretam dano muscular, o
efeito de uma sessdo de treino de futebol sobre indicadores de dano muscular, o
estresse oxidativo e reducdo da performance, bem como, o efeito de suplementos
antioxidantes (vitamina C e E) sobre o balango redox e na recuperagdo em

jogadores de futebol.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a relacao entre indicadores de dano muscular, DOMS, balango redox

e performance no periodo de recuperagao apos os esforgos simulados de jogo e

treinamento de futebol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

Verificar se o processo de familiarizagdo em testes utilizados em
jogadores de futebol pode interferir efetivamente na estabilizagédo do
desempenho dos atletas.

Determinar a relagdo entre as alteragcbes nos marcadores de estresse
oxidativo, dano muscular e DOMS em resposta a uma sessdo de
treinamento de futebol, e associacdo com possiveis mudangcas na
recuperagao em uma semana no desempenho de jovens jogadores.
Investigar o efeito da suplementacao de vitamina C e E sobre os niveis de
marcadores de estresse oxidativo, dano muscular, DOMS e performance
em atletas submetidos a um protocolo de dano muscular.

Determinar se a amostragem de sangue capilar proporciona medidas
representativas da atividade da creatina quinase (CK) em comparacéao
com a pungao venosa em resposta a niveis sanguineos elevados de CK

induzidos por jogo simulado de futebol.
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3. HIPOTESES

A hipotese do presente estudo foi determinada de acordo com os objetivos

propostos. Assim as hipoteses deste trabalho sao:

1) O processo de familiarizagdo pode influenciar na analise da performance
em testes motores em jogadores de futebol,

2) Uma sesséo de treino de futebol pode elevar indicadores de dano muscular
e estresse oxidativo, bem como pode reduzir a performance motora nos
dias subsequentes;

3) A suplementacéo de antioxidantes (vitaminas C e E) reduz marcadores de
estresse oxidativo, indicadores de dano muscular, DOMS e melhora a
performance de jogadores de futebol apés um protocolo de dano muscular;

4) A atividade da CK determinada por meio da coleta de sangue do I6bulo da
orelha pode ser utilizada para avaliar recuperacéo apos um jogo de futebol
quando comparada a atividade da CK, a qual é determinada por meio de

coleta da veia antecubital.
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4. ESTUDOS.

4.1 EsTupo 1. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; GONCALVES, Hélcio Rossi;
DENARDI, Renata Alvares; OLIVEIRA, Vitor Hugo Fernandes; DEMINICE, Rafael.
Efeito da familiarizacao na estabilizagao da performance em testes especificos
para jogadores de futebol. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

4.1.1 Resumo

INTRODUGAO: Alguns estudos tém observado a importancia do procedimento de
familiarizagcao na estabilizacdo da performance em testes motores em atletas, de
forma que este processo deve ser adequado a cada teste, a fim de se evitar erros na
avaliagcao e, em consequéncia, na organizagao e planejamento de um programa de
treinamento. A analise deste parametro é importante também no futebol, visto que
diversas equipes utilizam os dados na selegcao e preparacgao fisica de jogadores.
OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi verificar se o processo de familiarizagdo em
testes utilizados em jogadores de futebol pode interferir efetivamente na
estabilizagdo do desempenho dos atletas. METODOS: 25 jogadores (16,9 + 0,3
anos; 70,2 £ 9,4 kg; 176,0 £ 7,0 cm e 11,8 £ 2,2% de gordura corporal) em fase
competitiva do campeonato paranaense sub-19 foram avaliados em quatro dias
consecutivos (Sessdes |, Il, 11l e 1V), nos quais foi aplicada uma bateria de testes de
performance (Salto Vertical utilizando plataforma de salto Smartspeed®, teste T de
agilidade e teste de poténcia RAST, utilizando foto célula Hidrofit®). RESULTADOS:
Pbde-se observar que o teste de salto vertical ndo apresentou diferenga significativa
entre 0s momentos, entretanto, para o teste de RAST a estabilizagao
da performance ocorreu a partir da segunda sess&o, sem diferenciagao para o indice
de fadiga. Na andlise do teste de T agilidade, observou-se estabilizacdo
da performance apenas na terceira sessdo de testes. CONCLUSAO: Sugere-se que
para uma avaliagdo adequada dos testes supracitados em jogadores de futebol,
parece necessario a realizagao de ao menos duas sessdes prévias de familiarizacao
da tarefa para o teste T de agilidade, e pelo menos uma sessao prévia para avaliar a
poténcia com a utilizacdo do RAST. Por outro lado, para o teste de salto vertical, ndo
foi observado efeito da familiarizacdo da tarefa sobre a performance.

Palavras-chave: Familiarizacao, Avaliacao fisica, Testes motores, Desempenho
esportivo
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4.1 STUuDY1.OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; GONCALVES, Hélcio Rossi;
DENARDI, Renata Alvares; OLIVEIRA, Vitor Hugo Fernandes; DEMINICE, Rafael.
Effect of Familiarization on the stabilization of performance in specific tests for
soccer players. State University of Londrina, Londrina, 2017.

4.1.2 Abstract

INTRODUCTION: Some studies have observed the importance of the familiarization
procedure to the performance evaluation tests in athletes, so that this process must
be adequate for each test, in order to avoid errors in the evaluation and,
consequently, in the organization and planning of a program training. The analysis of
this parameter is important also in soccer, since several teams use the data in the
selection and physical preparation of players. OBJECTIVE: The aims of this study
was to verify if the process of familiarization in tests used in soccer players, can
interfere effectively in the performance analysis of the athletes. METHODS: 25
players (16.9 £ 0.3 years, 70.2 £ 9.4 kg, 176.0 £ 7.0 cm and 11.8 + 2.2% body fat) in
the competitive phase of the sub-19, were evaluated on four consecutive days
(Sessions [, Il, 1l and 1V), in which a battery of performance tests was applied
(Vertical Jump using Smartspeed® jump platform, Agility T test and RAST power
test, using Photo cell Hidrofit®). RESULTS: It was observed that the vertical jump
test did not show significant difference between the moments, however for the RAST
test, the performance stabilization occurred from the second session, with no
difference for the fatigue index. In the analysis of the T agility tests performance was
observed only in the third test session. CONCLUSION: It is suggested that for an
adequate evaluation of the above tests in soccer players, at least two previous
sessions of task familiarization for the agility T tests and at least one previous
session for the power evaluation using RAST. On the other hand, for the vertical
jump test, no effect of task familiarization on performance was observed.

Key words: Familiarization, Physical evaluation, Motor tests, Sports performance.
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4.1.3 Introdugéao

Tanto profissionais quanto pesquisadores da area de Educacido Fisica e
Esporte, com frequéncia aplicam testes de laboratério ou de campo para medir os
niveis de desempenho motor e de aptidéo fisica (MORROW et al., 2015). A selegao
de testes adequados € essencial, pois, os resultados obtidos podem n&o ser
fidedignos, a menos que se tenha niveis adequados de reprodutibilidade e
confiabilidade, e os procedimentos para as avaliagdes sejam aplicados corretamente
(HOPKINS; SCHABORT; HAWLEY, 2001; TOMAC; HRASKI, 2016; TSIGILIS;
THEODOSIOU, 2008).

No futebol, sdo realizadas avaliacbes dos componentes aerdbio e anaerdbio
no inicio e durante a temporada, com o intuito de explicitar as condigdes dos atletas
e servir como parametros de treinamento (IMPELLIZZERI; RAMPININI; MARCORA,
2005). Entretanto, em muitos casos esses testes sdo realizados sem a devida
preocupacao com o processo de familiarizagdo com a tarefa realizada, o que pode
gerar um fator de confusado nas analises (BAUMGARTNER, 1969; CAVAZZOTTO et
al., 2014). Isto porque durante o periodo de familiarizagdo, os individuos podem
ajustar-se a tarefa e mudar o resultado da avaliagéo.

Considerando este processo de familiarizacao, a complexidade da tarefa pode
ser uma variavel interveniente na estabilizacdo do desempenho de testes motores,
conforme apontam Silva-Batista e colaboradores (2011). Quando discutem a
importancia da familiarizacdo, estes autores, atribuem a complexidade da tarefa a
discrepancia de resultados entre as sessdes de avaliagdao, indicando que a
quantidade de sessdes de familiarizagdo para que ocorra a estabilizagdo do
desempenho em testes de forca maxima € um ponto relevante.

Para diferenciar a quantidade de sessdes de familiarizacdo necessarias o
pesquisador deve considerar a complexidade da mesma, que se refere ao numero
de partes ou componentes que formam determinada tarefa, assim como a
organizagao da tarefa que se refere a forma como as partes ou componentes desta
tarefa se interagem e ao nivel de processamento de informagéo exigido durante o
seu desempenho (NAYLOR; BRIGGS, 1963). Neste sentido, quanto mais
componentes a tarefa tiver, maior sera sua complexidade e quanto maior a interagcao
destes componentes, maior a organizacdo exigida (UGRINOWITSCH; BENDA,
2011).
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Compreende-se que a combinagcdo das agdes se torna mais complexa
quando se incorporam duas ou mais unidades de agdo motora, ou seja, quando se
pensa em combinacido de acbes motoras saltar, correr, mudar de dire¢cdo, sao
necessarios novos caminhos e/ou respostas motoras (MOREIRA, 2010; SCHMIDT;
LEE, 2014). Neste contexto, percebe-se que com relagao aos testes motores, que
alguns podem ser considerados mais complexos do que outros e isso poderia
influenciar no processo de familiarizagéo.

Baumgartner (1969) ja observava que a avaliagao realizada sem um periodo
de familiarizacdo pode gerar diferenga no resultado de um teste ou variavel
analisada. Em atividades como o treinamento de forga, por exemplo, ja € consenso a
necessidade da realizacdo de duas a quatro sessdes prévias de familiarizacdo para
definigdo dos niveis maximos de performance (RITTI-DIAS et al., 2005, 2011;
SILVA-BATISTA et al., 2011).

Deste modo, parece importante considerar o efeito da familiarizagao a tarefa
no desempenho motor dos testes, estabelecendo-se um numero adequado de
sessdes de familiarizacdo para que ocorra a estabilizagdo do desempenho. Para
determinar a quantidade ideal de sessbes deve-se considerar a experiéncia dos
individuos, a complexidade e a organizacao da tarefa, e o tipo de teste utilizado.
Parece nao haver evidéncias cientificas em relagcdo a quantidade ideal de tentativas
de pratica para a realizagdo do processo de familiarizagdo em jogadores de futebol.

Considerando-se a importancia da avaliacdo desses parametros para os
jogadores e o fato que a forma como os profissionais e pesquisadores sistematizam
a aplicagao dos testes ndo esta suficientemente clara na literatura, o objetivo deste
estudo foi verificar se o processo de familiarizacdo da tarefa em testes utilizados em
jogadores de futebol, pode interferir efetivamente na analise de desempenho dos

atletas.
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4 .1.4 Métodos

Participantes do estudo

Participaram voluntariamente deste estudo 25 jogadores de futebol do sexo
masculino, saudaveis e treinados de uma equipe da categoria sub-19 da cidade de
Londrina-PR, Brasil. Todos os jogadores pertenciam a equipe de futebol Junior
Team, a qual disputava o campeonato paranaense de categorias de base. A idade
média dos jogadores era de 16,9+0,3 anos, massa corporal de 70,219,0 kg, estatura
de 176,0£7,0 cm e gordura corporal de 11,8+2,2%. Os participantes treinavam
aproximadamente duas horas, de cinco a seis dias na semana no campo, além do
treinamento resistido (musculagao), realizado trés vezes na semana com duragéo
aproximada de uma hora, sendo que na semana dos testes nao houve nenhum jogo
que pudesse fadiga muscular aos jogadores. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina sob parecer nimero
1.428.377 e cumpriu com a declaragado de Helsinki (2008) (Folha de Aprovagdo no
Anexo A). Todos os voluntarios assinaram um termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A) previamente ao inicio das avaliagbes. Nenhum dos
participantes era fumante ou ingeria qualquer tipo de medicamento ou

suplementacao alimentar ha pelo menos dois meses prévios ao inicio do estudo.

Avaliacdo antropométrica e composigao corporal

As avaliagbes antropométricas, massa corporal e estatura foram realizadas
por meio de balanga acoplada a um estadibmetro, com precisdo de 100g e 1 mm
(Filizola®, Sao Paulo, Brasil). A avaliagdo da composi¢cao corporal se deu pelo
método conhecido como espessura de dobras cutaneas, as quais foram mensuradas
por adipdmetro cientifico Lange®, de acordo com as padronizagdes estabelecidas
por Lohman, Roche e Martorell (1988). Foi utilizada a equagao proposta por Jackson
e Pollock (1978) para densidade corporal e equacao de Siri (1961) para estimativa

do percentual de gordura corporal.
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Avaliacao dos testes motores

Os testes motores aplicados foram os seguintes: a) Teste de Salto vertical
(CMJ — conter movement jump em portugués salto contramovimento), b) teste T de
agilidade, e c) teste RAST (Running Anaerobic Sprint Test, em portugués Teste de
corrida ou sprint anaerdbio) para avaliagdo da poténcia, conforme apresentado na

Figura 1.

No teste de salto vertical (Figura. 1a), o jogador realizava trés saltos utilizando
a técnica de CMJ, ou seja, o atleta se posicionava em pé, com 0s membros
inferiores em extensao e efetuava uma semi-flexdo dos joelhos (90° graus), seguido
de um salto vertical, adaptado de Komi e Bosco (1978), porém com auxilio dos
membros superiores conforme utilizado por Moreira et al.(2008) em jogadores de
futebol. Os saltos foram realizados com intervalo de dois minutos entre cada salto e
o maior valor foi considerado. Para a realizagao do teste T de agilidade (Figura. 1b),
conforme descrito por Guincho et al. (2007), foram colocados quatro cones em um
formato em T com cinco metros de distancia entre cada um deles. Este circuito o
atleta deveria percorrer no menor tempo possivel, sendo realizada duas tentativas,
com 2 minutos de intervalo entre cada tentativa e anotado o menor tempo de
realizacdo. O teste de poténcia RAST, proposto por Zacharogiannis, Paradisis e
Tziortzis (2004) foi realizado como descrito por Zagato, Beck e Gobatto (2009), de
forma que os atletas realizaram seis tiros de corrida com 35 metros de distancia em

circuito de ir e voltar, com intervalos de 10 segundos entre cada tiro (Figura 1c).

Os percursos e as orientagdes foram realizados por meio de demonstracao e
explicagédo (instrucdo verbal) do processo de forma prévia. Todos os testes foram
aplicados por quatro dias consecutivos, com intervalo de 24 horas entre as sessdes,
para avaliar o efeito da pratica no desempenho durante o processo de
familiarizagao. A ordem dos atletas para a realizagao dos testes foi aleatorizada com
auxilio do software Excel. Os voluntarios puderam ingerir agua ad libitum durante os
testes e efetuaram aquecimento prévio, como de rotina, por aproximadamente 15
minutos, composto por alongamentos e corrida leve. Os atletas mantiveram a rotina
de treinamento durante o periodo do estudo, entretanto com carga reduzida de
intensidade, priorizando os treinamentos técnico e tatico. Para o teste de salto

vertical foi utilizada plataforma de salto (Smartspeed®, Fusion Sport, Australia) e
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para avaliacdo dos testes de RAST e teste T de agilidade foi utilizado o sistema de

foto células (Hidrofit®, Brasil).

Nos testes, o valor de estabilizacdo da performance foi determinado a partir
da consisténcia do desempenho, sem diferenca entre as sessbdes considerando o
resultado da andlise de ANOVA. Ou seja, quando a performance estava
estabilizada, ndo havendo diferenca entre duas sessdes seguidas ou considerada a

sessao com pico de rendimento.

O

Inicio

35m

Figura 1. Testes de performance. (a) Teste de Salto vertical, (b) Teste T de
agilidade, (c) Teste RAST.
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Anélise estatistica

Inicialmente, os dados foram analisados a partir de procedimentos descritivos
(média £ desvio padrao), seguidos da analise da normalidade dos dados por meio do
teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes entre as diferentes sessdes de avaliagao
foram realizadas por meio da analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas.
O teste post hoc de Bonferroni foi empregado para a identificagdo das diferengas
especificas nos momentos em que os valores de F encontrados foram superiores ao
critério de significancia estatistica estabelecido (P<0,05). A estimativa do coeficiente
de correlacao intraclasse (CCl) e os seus respectivos intervalos de confianga (IC
95%) foram calculados baseados em medigdo unica, concordancia absoluta, e
modelo de efeitos mistos bidirecionais, sendo assumido baixa reprodutibilidade
valores menores que 0,50, valores entre 0,50 a 0,75 moderada reprodutibilidade,
valores entre 0,75 e 0,90 boa reprodutibilidade e valores acima de 0,90 como
excelente reprodutibilidade, conforme descrito por Koo e Li (2016). O viés e o limite
de concordancia entre as sessdes de avaliacdo foram analisados mediante os
procedimentos propostos por Bland & Altman (1986). Os dados foram tabulados e

analisados no pacote estatistico GraphPad Prism 6 e SPSS 22.0.

4 1.5 Resultados

A Tabela 1 apresenta os valores médios e desvio padréo para os testes de
salto vertical, T de agilidade e RAST (poténcia relativa maxima, média e indice de
fadiga) nas quatro sessdes de avaliagdo. Para o teste de salto vertical, ndo foram
observadas diferengas entre as sessdes de avaliacdo, ocorrendo a estabilizacdo do
desempenho logo na primeira sessao (Sessao 1: 42,9 + 6,1vs. Sessao 2: 43,2 + 5,6
cm). Para o teste T de agilidade foram observadas diferencas até a terceira sesséo
de avaliacdo, sendo que ocorreu a estabilizagao entre a terceira e quarta sessdes
(Sesséo 3: 9,1 + 0,5 vs. Sesséo 4: 9,1 £ 0,4seg). Para o RAST poténcia relativa
maxima e poténcia relativa média, ndo houve diferenca entre a segunda e terceira
sessOes de avaliagdo (Poténcia relativa maxima Sessao 2: 10,5 £ 1,5 vs. Sesséo 3:
10,7 + 2,0 W/kg, Poténcia relativa média Sesséo 2: 8,2 + 1,2 vs. Sesséo 3: 8,4 £ 1,6
W/kg). Para o indice de fadiga, ndo foi observada diferenca entre as sessdes de

avaliacao.
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Tabela 1. Valores médios (£ DP) para os testes de salto vertical, T de agilidade, e

RAST (poténcia maxima, média e indice de fadiga) nas quatro sessdes de avaliagcao

RAST RAST
Salto T de RAST
poténcia poténcia
Sesséo vertical agilidade o o indice de
(cm) (seq) maxima média fadiga (%)
cm se adiga

g (W/kg) (W/kg) gath

1 429+ 6,1 96+0,3 93+14 73+1,0 7,8+3,0
2 43,2+5,6 9,3+0,4* 10,5+ 1,5* 8,2+1,2* 8,827
3 43,9 + 6,2 9,1+0,5 10,7 £ 2,0* 8,4+1,6* 92+3,5
4 442 +5,6 91+04*# 95+x19#§ 7,7+13#§ 7,5+3,3

*Diferencga significativa em relagdo a sesséo 1; #Diferenga significativa em relagao a
sessdo 2; §Diferenca significativa em relagdo a sessédo 3. (P<0,05). Todos os 25

jogadores foram inclusos em todas as analises.

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores de coeficiente de correlacéo
intraclasse e média das diferengcas. Também sao apresentados, os coeficientes de
variagao entre as sessbes de avaliacdo para os testes de salto vertical, T de
agilidade, e RAST (poténcia relativa maxima, meédia e indice de fadiga). Para o teste
de salto vertical, a performance ja estava estabilizada na sesséo 1, tendo em vista o
alto coeficiente de correlagdo com a sessao 2. Além disto, ndo houve diferenca
estatisticas entre as médias e foi verificado baixo coeficiente de variagdo. Para os
outros testes, nas sessdes nas quais ocorreram a estabilizagao, foram verificados os
maiores valores de coeficiente de correlacido, além dos menores valores de
diferenca e de coeficiente de variagao.

Por fim, a Figura 2 apresenta a plotagem de Bland & Altman para
comparagdes entre as sessdes de avaliacdo na qual ocorreu a estabilizagdo do
desempenho para os testes de salto vertical (sessdes 1 e 2), T de agilidade
(sessdes 3 e 4), RAST (poténcia relativa maxima, média e indice de fadiga) (sessbes
2 e 3). A analise é estabelecida pela relacdo entre os valores médios entre os
momentos confrontados (eixo x) e a diferenca individual de cada sujeito entre os

momentos (eixo y).
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Tabela 2. Valores de coeficiente de correlacdo intraclasse (CCl), média das
diferencas (MD) e coeficiente de variacao (CV%) entres as sessdes de avaliagéo
para os testes de salto vertical, T de agilidade, e RAST (poténcia relativa maxima,

média e indice de fadiga)

CCI (IC 95%) MD CV%
Salto vertical (cm)

Sessodes 1-2 0,93 (0,84 a 0,96) 0,31 0,72%

Sessoes 2-3 0,96 (0,92 a 0,98) 0,79 1,82%

Sessobes 3-4 0,95 (0,89 a 0,97) 0,20 0,44%
T de agilidade (seq)

Sessdes 1-2 0,68 (-0,03 a 0,88) -0,32 -3,30%

Sessobes 2-3 0,88 (0,43 a 0,96) -0,22 -2,37%

Sessdes 3-4 0,89 (0,77 a 0,95) 0,01 0,07%
RAST poténcia maxima (W/kg)

Sessdes 1-2 0,80 (-0,17 a 0,94) 1,19 12,83%

Sessoes 2-3 0,91 (0,80 a 0,96) 0,21 2,00%

Sessobes 3-4 0,87 (0,45 a 0,95) -0,93 -8,68%
RAST poténcia média (W/kg)

Sessodes 1-2 0,80 (-0,17 a 0,95) 0,90 12,22%

Sessoes 2-3 0,90 (0,77 a 0,95) 0,15 1,80%

Sessdes 3-4 0,90 (0,35 a 0,97) -0,70 -8,34%
RAST indice de fadiga (%)

Sessoes 1-2 0,75 (0,43 a 0,89) 1,06 13,60%

Sessoes 2-3 0,78 (0,51 a 0,90) 0,29 3,31%

Sessdes 3-4 0,62 (0,17 a 0,83) -1,64 -17,89%

As sessbGes de avaliagdo nas quais ocorreu a estabilizacdo da carga estéo

destacadas em negrito.
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avaliagdo na qual ocorreu a estabilizacdo do desempenho para os testes de salto

vertical, T de agilidade, e RAST para poténcia relativa maxima, média e indice de

fadiga.
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4.1.6 Discussao

Com base nos resultados encontrados pode-se afirmar que os principais
achados deste trabalho foram: a) testes com menor complexidade (um unico
elemento), como o salto vertical, parecem nao necessitar de sessdes prévias de
familiarizagdo; b) testes que exigem um maior numero de agdes motoras como
correr varias vezes, por exemplo, o RAST, parecem ser necessarios ao menos uma
sessdo de familiarizagao; c) no entanto, em testes que demandam combinacao de
acdes motoras, ou seja, que exigem maior complexidade e organizagdo, como no
teste de T de agilidade, onde ha corrida, aceleragéo, desaceleracdo e mudancga de
diregdo, sdo necessarias ao menos duas sessdes de familiarizagao.

O salto vertical € uma das agdes motoras mais utilizadas, sendo considerada
muito importante para o desenvolvimento em varios esportes (FERREIRA;
CARVALHO; SZMUCHROWSKI, 2008), entre eles o futebol (MOREIRA et al., 2008).
Varios autores testaram a validade e confiabilidade de instrumentos que avaliaram a
altura do salto (CRONIN; HING; MCNAIR, 2004; GARCIA-LOPEZ et al., 2005),
sendo encontrados bons resultados para diferentes ferramentas de analise. Estudos
conduzidos por Moir et al.(2004, 2005) e Loturco et al. (2016) encontraram
resultados semelhantes aos achados do presente estudo, nos quais nido se
observaram variagao entre uma sessao e outra para o salto vertical. Ou seja, a
altura de salto n&o sofreu variagao significativa em nenhuma das quatro sessodes de
teste. Desta forma, parece ndo haver necessidade de sessbes prévias de
familiarizagao para determinar poténcia de salto em atletas jovens do futebol. Esse
dado corrobora com trabalho de Arteaga et al. (2000) no qual reportaram ndo haver
necessidade de familiarizacdo para o CMJ avaliado em seis sessdes de teste
separadas, 0 que aponta para o alto grau de reprodutibilidade do teste.

A menor necessidade de familiarizacdo no teste de salto pode ser explicada
pela menor complexidade e necessidade de organizagao do teste, tendo em vista
que o processo de familiarizagao esta associado a facilidade de execugao da técnica
e numero de agbes motoras envolvidas, ao menos em testes de forca (CRONIN e
HENDERSON, 2004).

O teste RAST parece ser uma importante ferramenta de avaliagao, pois,
alguns estudos apontam correlagdo entre o teste, a alta intensidade de corrida e
velocidade desempenhada por jogadores (PEKAS; TRAJKOVIC; KRISTICEVIC,
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2016). Neste teste, observou-se melhora na performance da sessao Il em relagao a
sessdo |, que se manteve, sem diferenca para a sessao lll. Esta mudanga parece
sugerir que uma sesséo de familiarizagdo pode ser suficiente para efetiva avaliagéo
neste teste. Na analise das poténcias maxima e média, houve melhora da
performance na sessao |l se comparada a sessao |, porém, sem diferenca da
sessao Il para a lll. Houve reducao da poténcia relativa (maxima e média) na sessao
IV. Uma das hipéteses para a reducédo da performance na quarta sessao de testes €
que a medida que o desempenho foi crescendo e houve a repeticdo da mesma
rotina de avaliagao por varios dias, o interesse e a disposi¢cao dos atletas tenha
diminuido de modo que nao mantiveram o rendimento elevado observado nas
sessdes anteriores, pois, deixaram de se empenhar, conforme sugerido em um
estudo semelhante sobre familiarizagcdo de 1 RM realizado por Silva-Batista et al.
(2011), no qual também observaram redugao na carga em testes apdos atingir o pico
de performance.

Em outro estudo, Tolusso et al. (2015) observaram efeito do uso de
substancia placebo na melhora da performance no RAST, o que indica o efeito da
estimulagao neural e da motivagao no resultado dos testes. Em outro estudo Mohr et
al. (2016) utilizaram o teste RSA (Repeated Sprint Ability em portugués sprints
repetidos maximos) composto por Sprints repetidos (5x30m) apos trés jogos. Os
autores observaram uma reducdo da performance nos dias subsequentes, porém
sem diferenga no grupo controle, que nao participou dos jogos, 0 que sugere que
nao houve efeito da familiarizagdo entre as diferentes sessbes de testagem.
Entretanto, observando os dados do presente estudo, sugere-se ao menos uma
sessdo prévia de familiarizagado para o RAST.

Em estudo realizado por Glaister et al. (2007) ndo foi observada a
necessidade de familiarizacdo em testes de Sprint repetido, entretanto, os mesmos
avaliaram em intervalos de sete dias entre cada sessdo e ndo em dias consecutivos
como foi realizado no presente estudo, pois, o protocolo consistia de 12 sprints de
35 metros com 35 segundos de intervalo, o que confere caracteristicas diferentes
para a analise. Ainda em outros achados de Glaister et al. (2009), observou-se a
necessidade de pelo menos uma sessao de familiarizacdo em um teste de oito
sprints de 40 metros com 20 segundos de recuperacdo. Apesar de protocolos
diferentes, a performance apresentou comportamento semelhante ao que foi

encontrado na analise de dados do presente estudo.
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Andrade et al. (2014) testaram a reprodutibilidade do RAST na grama, com 14
jogadores e apesar de nao significativo os valores de poténcia encontrados no
reteste (24h) foram maiores que no pré-teste, o que sugere a necessidade de novos
estudos para melhor avaliar os efeitos da familiarizacdo sobre este teste. De
qualquer forma, parece sensato realizar ao menos uma sessao prévia para que o
avaliado passe pela familiarizagao, conforme observado no presente estudo.

No teste T de agilidade s6 houve estabilizagdo da performance a partir do
terceiro dia de avaliacdo. Houve melhora da sessao Il comparada I, melhora da
sessao lll comparada a sessao I, sem diferengca entre as sessoes lll e IV. Desta
forma, parece haver um pico, ou estabilizacdo nos resultados dos testes de agilidade
a partir da terceira sessdo (melhoria da performance até a sessao lll). Nado foram
encontrados estudos que compararam o desempenho em testes de agilidade em
dias subsequentes como no presente estudo. Entretanto Beekhuizen et al. (2009)
avaliaram o feito da aprendizagem no teste hexagonal de agilidade e observou platé
na segunda sessao de teste, realizada duas horas apos a primeira, sem diferencga
para uma terceira sessdo realizada 48h depois. Alguns estudos também
apresentaram a proposta de avaliar o numero de sessdes necessarias para a
familiarizagdo em testes de 1 RM, e nestes estudos também se observou a
necessidade da realizacdo de 2 a 4 sessOes para estabilizacdo da carga (RITTI-
DIAS et al., 2005; SILVA-BATISTA et al., 2011). Assim como no estudo de Vrbik et
al. (2016) em que os resultados indicam que testes motores realizados em criangas,
também alcangaram estabilizagao a partir da terceira sessao de avaliagao.

E razoavel considerar que os mecanismos envolvidos na familiarizagdo dos
testes motores, sejam semelhantes as primeiras semanas de um treinamento de
forca, nas quais ha uma adaptagdo, como a melhora na coordenacdo intra e
intermuscular (SILVA-BATISTA et al., 2011), assim como melhoria na adaptagao
neuromuscular (aumento no recrutamento das unidades motoras de alto limiar,
melhor acdo da musculatura sinergista e/ou estabilizadora em certos movimentos,
frequéncia e disparo de potencial de agao, e consequentemente na coordenagao
motora) (GABRIEL; KAMEN; FROST, 2006; OKANO et al., 2008).

Um estudo proposto por Hakkinen et al. (1998), observaram aumento do sinal
eletromiografico de extensores de joelho tanto em homens, como em mulheres,
independente da faixa etaria e dos niveis de condicionamento, justificando o

aumento de forga no inicio de um programa de treino, e este aumento nos niveis de
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forca pode estar associado ao efeito de familiarizacdo e melhor performance nos
testes, assim como quantidade de agdes envolvidas. Ainda de acordo com Katic et
al. (2012), quanto maior a complexidade da tarefa maior a importancia da repeticéo
para a familiarizacdo e consequentemente maior o numero de sessdes necessarias
para estabilizacdo da performance, o que esta de acordo com os achados deste
trabalho.

O teste T, assim como o Rast sdo compostos por maior numero de acdes
motoras, respectivamente, correr em diferentes dire¢gdes e correr o mesmo trecho
seguidamente, em seis momentos, em relagdo ao salto vertical, o que oferece
indicativos que o numero de agbées motoras envolvidas na tarefa podem interferir no

processo de familiarizagao.

4 1.7 Conclusao

Tomados em conjunto, os achados do presente estudo indicam que o
processo de familiarizagdo tem influéncia sobre alguns dos testes de performance
motora em jogadores de futebol. O teste T que avalia agilidade, por ser uma tarefa
mais complexa e que demanda de maior organizagcdo motora, como agilidade e
mudanca de direcdo, parece necessitar de pelo menos duas sessdes, enquanto o
RAST que exige apenas uma unica acdo motora, mas realizada repetidamente,
necessita de apenas uma sessao. Ja para o teste de salto vertical ndo foi observado

efeito da familiarizagdo na performance dos jogadores.
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4.2 Estubo 2. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; FRISSELLI, Ariobaldo;
DEMINICE, Rafael. Sessao de treinamento de futebol eleva creatina quinase e
DOMS mas néao reduz performance durante semana de treinamento em jovens
jogadores. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

4.2.1 Resumo

INTRODUCAO: Diversos estudos tém demonstrado a elevacdo da dor muscular de
inicio tardio (DOMS), estresse oxidativo e redug¢ao da performance apos um jogo de
futebol. Entretanto, pouco se sabe sobre a associacdo de indicadores de dano
muscular e performance em resposta a uma sessdo de treino no futebol.
OBJETIVO: Determinar a relagao entre as alteragdes nos marcadores de estresse
oxidativo, dano muscular e DOMS em resposta a uma sessao de treinamento; e
associacdo com possiveis mudangas na recuperagcdo em uma semana no
desempenho de jovens jogadores de futebol. METODOS: Dezenove jogadores com
16,7+ 1,0 anos foram inclusos no estudo. Apds avaliagao inicial para verificar o
balango redox e marcadores de dano muscular, DOMS e testes de performance
(salto vertical, teste T de agilidade e Teste de poténcia anaerdbia RAST), os atletas
foram submetidos a uma rotina de treino composta por séries de agachamento,
seguidos por um jogo simulado de futebol de 45 minutos. Os atletas foram
reavaliados em 3 dias consecutivos (24h, 48h e 72h apds a sessao de treino)
durante a semana de recuperacdo. RESULTADOS: Uma elevacdo nos scores de
DOMS no quadriceps e posterior de coxa (P<0,05) e na concentracdo de CK foi
observada de 24 até 72h apds a sessao de treinamento. Entretanto, apesar da
elevagdo de DOMS e de marcador de dano muscular (CK), ndo foi observado
mudanca na performance no salto vertical, Teste de poténcia RAST e teste T de
agilidade durante a semana de recuperacgdo. Além disso, nenhuma mudanga nos
marcadores de estresse oxidativo analisados foi observada durante o periodo de
recuperagdo, assim como para o marcador LDH. CONCLUSAO: A sessdo de
treinamento com simulagao de jogo promoveu elevagdo de CK e DOMS, mas nao foi
suficiente para reduzir a performance durante a semana de recuperagao.

Palavras-chave: Futebol, Dano muscular, Estresse oxidativo, Performance

esportiva.
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4.2 STuDY 2. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; DEMINICE, Rafael. Football
training session causes elevated creatine kinase and delayed-onset muscular
soreness but does not impair performance during training week in young
players. State University of Londrina, Londrina, 2017.

4.2.2 Abstract

BACKGROUND: Studies have demonstrated elevated delayed-onset muscular
soreness (DOMS), oxidative stress and impaired performance after a football match.
However, little is known about the association of muscle damage markers and
performance as a result of a training session. The aims of this study were to
determine the relationship between changes in oxidative stress markers, muscle
damage, DOMS, and their relation with performance in response to a session of
football training during a 1-week recovery period of young football players.
METHODS: Nineteen young football players aged 16.7+1.0 years were included in
the study. After initial evaluation for basal levels of oxidative stress and muscle
damage markers, DOMS and performance testing (Vertical Jump, Agility T test and
RAST potency test), the athletes were submitted to a routine training session
composed of squatting exercises, followed by a simulated football match of 45
minutes. Athletes were reevaluated for 3 consecutive days (24h, 48h, and 72h after
the training session) during the recovery week. RESULTS: An elevated DOMS score
in the quadriceps and posterior thigh (P<0.05) and serum CK was observed 24h to
72h after the training session. Despite elevated DOMS and CK muscle damage
markers, no changes in the vertical jump test, RAST potency test, or agility T test
were observed during the recovery week. In addition, no changes in the oxidative
stress markers analyzed MDA, AOPP, and GSH were observed during the recovery
week. CONCLUSION: Training sessions with simulated matches promote elevation
in CK and DOMS, but not sufficient to impair physical performance during the
recovery week.

Key words: Soccer, Muscle damage, Oxidative stress, Sport performance.
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4.2 .3 Introduction.

A football match may subject the athletes to high intensity moments, where
sprints, jumps, acceleration, deceleration and rapid changes of direction, occur
repeatedly; actions related to muscle damage promotion (MOHR et al., 2016).
Indeed, these actions during a competitive football match can promote fatigue and
physiological stress in muscle tissue, excessive muscle damage and delayed-onset
muscular soreness (DOMS) in the days subsequent to the match (MOHR et al.,
2016; NEDELEC et al., 2012). Elevated muscle damage and DOMS are generally
associated with reduced physical performance in the days of recovery (NEDELEC et
al., 2013), decreasing athletes competition appearance and in critical cases, leading
to muscle and joint injures (DUPONT et al., 2010; EKSTRAND; WALDE;
HAGGLUND, 2004). However, little is known about the fatigue and damage-potential
of a training session of football.

Football players, especially young athletes, may play 2 to 3 matches a week
during the competition season. Moreover, 2 to 3 days between matches could be
insufficient for total recovery (FATOUROS et al., 2010; MOHR et al., 2016),
especially as one or two training sessions are frequently performed during the 2 to 3
days of recuperation. Training sessions between matches include individual
stretching and strength exercises as well as field technical and tactical development
exercises (SCOTT et al., 2012). According to Bangsbo, Mohr and Krustrup (2006), a
professional player’s training week is composed of 10 training sessions on average
with 80 minutes of duration and an intensity of 75% of maximal heart rate, with
several peaks of intensity.

Recently, several blood markers have been studied such as fatigue, muscle
damage or recuperation state indicators to help coaches and physiologists to monitor
the evolution, overreaching, and overtraining state of athletes (ASCENSAO et al.,
2008; MAGALHAES et al., 2010). Among the markers used, creatine kinase (CK)
and lactate dehydrogenase (LDH) have been largely used in football practices as
markers of muscle damage (ISPIRLIDIS et al., 2008; NEDELEC et al., 2013). In
addition, oxidative stress and redox imbalance, firstly studied in disease appearance
and progression, has now been demonstrated to be associated with physiological
stress promoted by exercise training and sports competition (FISHER-WELLMAN;
BLOOMER, 2009; POWERS; RADAK; JI, 2016).
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Thus, studies have demonstrated elevated plasma markers of muscle
damage, DOMS, oxidative stress and impaired performance after a football match
(ASCENSAO et al., 2008; MOHR et al., 2016). However, little is known about the
association of muscle damage markers and performance as a result the intensity of
the training session during recovery. Thus, the aim of the present study was to
determine the relationship between changes in oxidative stress markers, muscle
damage and DOMS in response to a session of football training; and their
association with possible changes during a 1-week performance recovery period in

young players.

4.2.4 Materials and Methods.

Experimental design

All athletes were invited to attend the Laboratory of Exercise Biochemistry of
the State University of Londrina and after signing a free and informed consent, were
evaluated according to body composition and anthropometry. The athletes were then
submitted to blood collection and physical tests on 4 consecutive days. On the day 2
(Pre), the basal levels of blood markers and performance tests were determined after
a 72h rest. The participants were then submitted to a total time training session of
approximately 150 minutes’ duration, consisting of the performance tests, 3 sets of
30 squats with jumps and 25 meters of squat with jump, followed in the sequence
being a simulated soccer game of 45 minutes. The simulated match contained
arbitration and organization by the team's own coaches. Subsequently, blood
collection and performance tests were performed 24h, 48h and 72h after the training
session (Figure 1). All tests and collections were performed by the same researchers,
with the same periods of the day, rest time, and feeding conditions throughout the
experiment.

The study was initiated only after approval by the research ethics committee of
the State University of Londrina, approval # 1.428. 377 on February 29, 2016 and
complied with the Helsinki Declaration (2008).
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Participants.

Participating in this study were 19 male football players from an under-19
category soccer team in the city of Londrina-PR, Brazil. The team was in the early
stages of the competition season. The athletes presented the following
characteristics: 16.7 + 1.0 years, 70.5 + 7.9 (kg) body mass, 179.0 = 7.7 (cm) height,
and 11.7£1.8% fat mass. The team competed for the state championship of Parana,
Brazil in the under-19 category. Athletes had a training routine based on 2 hours of
training daily, 5 to 6 days in the week. The athletes also performed strength training 3
times a week with 1 h/day duration. The athletes were familiarized with all tests in the
weeks prior to the study, which presented intra-class correction coefficient (95%)
above 0.9 and a coefficient of variation of less than 5% between sessions for all
tests. Subjects were nonsmokers, and had not taken any type of medication or food

supplementation for a minimum period of 2 months prior the start of the study.

Anthropometric measurements

Body mass and height were evaluated by a scale coupled to a stadiometer
(Filizola ®, Sdo Paulo, Brazil). Body composition evaluation was performed by the
skinfold method, measured using Lange® scientific adipometer, according to
standardizations established by Lohman, Roche and Martorell (1988) and the 7-fold
equation of Jackson and Pollock (1978), followed by the Siri equation (1961) were

used to estimate the percentage of body fat.

Performance tests

The battery of performance tests was performed at the pre-test (before the
training protocol) and 24h, 48h and 72h after the simulated match. Performance tests
consisted of recognized football applied test such as the Counter Movement jump
test (CMJ), agility T test, and running-based anaerobic sprint test (RAST). The CMJ
was performed using a Smartspeed® (Fusion Sport, Australia) jump platform,
considering the highest value of three attempts, with 2 a minute interval between
each jump. The T agility test was performed as described by Guincho et al. (2007),

where 4 cones were placed in a T-shape with a 5 meter distance between each,
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forming a circuit in which the athlete was required to run in the shortest time possible.
The better of the two attempts was recorded. The RAST test (ZACHAROGIANNIS;
PARADISIS; TZIORTZIS, 2004) was performed as described by Zagatto, Beck and
Gobatto (2009), with 6 sprints of 35 meters at maximum speed with a 10 second
interval between each sprint. Both the agility T test and RAST were evaluated using
Hidrofit® (Brazil) photocells. A 5-minute interval was provided between all tests. The
tests followed the same sequence every day, as well as the order of the players,

which was previously randomized.

Biochemical analyzes

Plasma CK and LDH enzymes activity, used as markers damage, were
measured using commercial kits from Labtest® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil),
Circulation advanced oxidation protein products (AOPP) and malondialdehyde
(MDA), markers of oxidative damage, were measured according to proposal by
Witko-Sarsat et al. (1996) and Spirlandeli, Deminice and Jordao (2014), respectively.
Reduced glutathione (GSH) plasma concentration was determined as described by
Rahman, Kode and Biswas (2006), and used to determine imbalanced redox state.
All biochemical analyzes were performed through plate reading in an Epoch
microplate spectrophotometer (BioTeck®, instruments, Winnoski, WT, USA). All
analyzes were done in duplicate and the intra assay coefficients of variation were

less them 5% for all analysis.

DOMS evaluation

For the evaluation of DOMS, a 10-point visual analogue scale was used,
marked from "no pain" (0) to "worst possible pain" (10) (Annex B). Athletes were
asked to mark their level of pain on the DOMS scale by maintaining a half squatting
position, as described by Miyama and Nosaka (2004), with pressure exerted by the
evaluator's index and middle fingers on the evaluated muscles femoral quadriceps,
calf, abdomen, and posterior thigh. The athletes were previously familiarized with the
DOMS scale.
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Statistical analysis

Data are presented as mean and standard deviation. For the data normality
analysis, the Shapiro-Wilk test and the Mauchly sphericity test was used. When
necessary the Greenhouse-Geisser correction was used. The data were compared
using the ANOVA one-way tests for repeated measures. The Sidak test (post hoc) for
level of significance for multiple comparisons was used when necessary to identify
differences between sampling times during the recovery week. In all cases, values of
P<0.05 were considered significant. The SPSS 22.0 statistical package was used for

all data analysis.

4.2.5 Results

Table 1 presents the data of DOMS determined pre and 24, 48, and 72h after
the training session. The data demonstrated a significantly increase (P<0.05) in
DOMS in the quadriceps femoral muscle, posterior thigh muscles, and the sum of
muscle groups studied. No significant changes were found in DOMS calf and

abdomen muscle scores.

Table 1. DOMS determined pre and 24, 48 and 72h after the training session.

Muscle groups Pre 24h 48h 72h

Quadriceps 0.1+0.3 0.7+0.8* 2.7t1.5"# 1.5¢1.2%
Calf 0.1+£0.3 0.1£0.3 0.1+0.2 0.2+0.5
Posterior thigh 0.1£0.3 0.6x0.7 2.5+1.4# 1.3+1.2*
Abdomen 0.0+0.2 0.2+0.5 0.2+0.7 0.4+0.6
> 0.3+0.6 1.6£1.1* 5.4+2.3*# 3.4+2.7*

Values expressed in arbitrary units (AU) in mean £ Standard Deviation. * Significant
difference of the moment Pre. # Significant difference for 24h (P<0,01). > Sum of
DOMS in muscle groups.

Table 2 shows the markers of muscle damage and oxidative stress
determined before and 24, 48, and 72 hours after training session with simulated

match. The training session proposed was able to induced a significant increase
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(P<0.01) in the plasma concentration of CK, which remained elevated for up to 72h.
However, the same was not demonstrated for the circulating concentration of LDH or
any markers of oxidative stress measured.

Table 2. Markers of muscle damage and oxidative stress determined pre, 24, 48 and
72h after the training session.

Groups Pre 24h 48h 72h
Muscle Damage

CK (U/L) 147.3 +60.0 404.0 £214.0* 381.0+171.0* 427.0 +207.0*

LDH (U/L) 138.7 £28.0 155.8£33.0 149.2 + 46.0 137.8 £ 33.0

Oxidative stress
MDA (umol/g pt) 10.1+£3.2 9.3+1 89120 9.5+0.0
AOPP (umol/g pt) 1150.0 £ 194.0 1095.0 £270.0 1098.0 + 217.0 1272 +237.0
GSH (umol/L) 835.0+292.0 757.0+£204.0 756.0+204.0 779.0+169.0

Values expressed + mean and Standard Deviation. g pt= grams of protein.

* Significant difference to the moment Pre (P<0.01).

Figure 2 presents the results of the 3 performance tests performed at pre and
24h, 48h, and 72h after the training session. No significant differences were
demonstrated for the power indicator of the lower limbs analyzed by the vertical jump
test, mean power (Watts/kg) or fatigue index (watts/second) during the RAST test.
The athletes had a shorter execution time in the T agility test at 48h and 72h
compared to pre and 24h (Figure 2).
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Figure 2. Vertical jump height (a), mean power in the RAST test (b), fatigue index in
RAST (c) and time in the agility T test. The data are presented in mean £ SD. N = 19.
* Difference of pre, # difference of 24h. P <0.05.

4.2 .6 Discussion

The main results of this study were: (A) the elevation of circulating CK
concentration was related with the appearance of DOMS after a training session with
a simulated football match; (B) however, the elevation of CK and DOMS at the
observed levels did not promote reduced agility, jump or running power performance;
(C) also, no difference in plasma concentration of oxidative stress markers was

observed after the training session.
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In the present study, the proposed training session, composed of squats
exercises followed a simulated football match was able to promote CK and DOMS
elevation. It is known that a competitive football match is able to elevate CK and
DOMS up to 48h after the match (ASCENSAO et al., 2008; MOHR et al., 2016). To
the best of our knowledge, this is the first study to demonstrate that a routine training
session is able to promote significant changes in skeletal muscle markers of damage.

Serum CK levels are classically used as a tool in the diagnosis of myocardial
infarction as raised levels are closely associated with cell damage and muscle cell
disruption (BAIRD et al., 2012). Since it is related to heart muscle damage, CK has
been extensively studied as a skeletal muscle damage marker following physical
exercise. Studies have demonstrated intensive exercise causes a greater disruption
or injury to the muscle tissues which may cause CK to leak from cells into blood
serum (CLARKSON; HUBAL, 2002; ROMAGNOLI et al., 2016). Although several
studies have demonstrated great increases in serum CK after different exercise
modalities, there is still, however, a significant discussion in the literature about the
use of CK blood levels as a single tool to identify muscle damage. As an alternative,
other additional indirect indices of muscle damage such as DOMS have been utilized
in many studies (BAIRD et al., 2012, MOHR et al. 2016). DOMS reflects the
sensation of discomfort or pain in specific muscular groups following exercise, which
can be measured using a visual scale. Thus, the elevated CK and DOMS
demonstrated in the present study, after the proposed exercise and football training
indicate that it was enough to promote some muscle damage.

However, despite elevated CK and DOMS, athletes did not demonstrate
decreased physical performance during the recovery week determined by specialized
football tests. This may seem controversial, since pain and discomfort induced by
muscle tissue disruption can cause reduced muscle force, swelling, and reduced
range of movement (LEE et al., 2002). However, the magnitude of elevated CK and
DOMS demonstrated in our study appears to be small, or not intense enough to
cause impaired performance. Ascensao et al. (2008) demonstrated a reduction in
the strength of the lower limbs for up to 72 hours after a competitive football match,
evaluated by isokinetic force and 20 meter sprint. This small reduction in
performance was accompanied by an increase in the concentration of CK and DOMS
(CK and DOMS elevation peak of ~ 800 UL"and 4.0, respectively at 24h after the
match). ISPIRLIDIS et al. (2008) also demonstrated reduced sprints and vertical jump
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performance associated with elevated CK and DOMS (CK and DOMS elevation peak
of ~800 U/L at 48h and 8 at 24h respectively at 24h after the match) up to 72h after a
competitive football match. Silva et al. (2013) demonstrated elevated CK (~900 U/L)
24h after a football match that was coincident with reduced vertical jump
performance. In fact, an official/competitive football match has been demonstrated to
elevate CK to 800 to 900 U/L and DOMS to around scale 4 to 8, which promotes
impaired performance in subsequent days (ASCENSAO et al., 2008; ISPIRLIDIS et
al., 2008; SILVA et al., 2013). However, despite the statistical significant elevation
(P< 0.05) demonstrated in the present study, the elevation in CK and DOMS found
after a training session with a simulated match was half that demonstrated after a
competitive match (ASCENSAO et al., 2008; ISPIRLIDIS et al., 2008; SILVA et al.,
2013).

Indeed, the elevation of serum CK and DOMS in the absence of performance
loss lead us to inquire whether raised CK after exercise does represent a degree of
actual muscle damage or some form of alteration in cell membrane permeability,
metabolic disturbance or other molecular reaction mechanism. Baird et al. (2012)
suggested that the appearance of CK in serum following low- to moderate-intensity
exercise represents a disturbance in muscle energy processes, but not muscle
disruption or cell damage, as observed following myocardial infarction or other
physical/structural damage. Other markers may be used together to determine the
levels of injury induced by exercise related to impaired performance.

Reactive oxygen species (ROS) produced during exercise may also be
involved in muscle damage related to inflammation and DOMS. Oxidative stress not
only directly causes damage by oxidation of cell components (i.e., lipids, protein,
DNA), but also acts as a regulator of inflammation (AOI et al., 2004). Prolonged and
high intensity exercise leads to oxidative stress due to the increased ROS that
signals for phagocytes infiltrate expressing cytokines, chemokines, and adhesion
molecules, resulting in proteolysis, protein ultrastructural damage, and oxidative
injury (KOZAKOWSKA et al., 2015). Indeed, oxidative stress and inflammation blood
markers have been tested as additional measures to assist in quantifying and
substantiating muscle disturbance parameters (LE MOAL et al., 2016; TAKAM et al.,
2016). The present study, however, demonstrated that the oxidative stress markers
analyzed (MDA, AOPP and GSH) did not change blood concentrations in response to
the training session, despite the elevation of CK and DOMS. This highlights the
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integrated complexity of the mechanisms of muscle damage and the indices used to
measure it. CK, oxidative stress markers, and DOMS, which are mainly a result of
micro-damage within the myocyte, may not necessarily lead to performance loss
consequences.

The present study has one limitation that should be considered. We used a
training session proposed as routine by the coaches; however, the intensity of the
effort was not quantified during the training session, which does not anable us to

directly compare our results with others using intensity or perception of effort scales.

4.2.7 Conclusion.

In conclusion, elevated CK blood concentration was related with an increased
DOMS score after a training football session; the same was not demonstrated for
oxidative stress markers tested. In addition, dispite elevated DOMS and CK muscle
damage markers, athletes did not experience a reduction in specific performance

tests during the recovery week.
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4.3 EsTtupo 3. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; DEMINICE, Rafael. Efeito da
suplementacao de antioxidantes sobre dano muscular, estresse oxidativo e
performance em jogadores de futebol. Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

4.3.1 Resumo

INTRODUGAO: Diversos estudos tém avaliado a utilizagdo da suplementacéo de
antioxidantes a fim de reduzir os efeitos de treinos de alta intensidade e competi¢cdes
esportivas no dano muscular, dor muscular de inicio tardio (DOMS) e estresse
oxidativo, na tentativa de melhorar a performance esportiva e/ou reduzir o tempo de
recuperacao entre estes eventos. OBJETIVO: O objetivo do estudo foi investigar o
efeito da suplementacgao de vitamina C e E sobre marcadores de estresse oxidativo,
dano muscular, DOMS e performance em atletas submetidos a um protocolo de
dano muscular. METODOS: 21 jogadores de futebol (16,841 anos; 69,14+7 kg;
1767 cm e 11,8 + 2,2% de gordura corporal) em fase competitiva, foram divididos e
suplementados por 15 dias com vitamina C e E (600 mg e 400 Ul/dia; ANT) ou
placebo (PLA). Os testes ocorreram em 5 dias consecutivos. No primeiro dia (preé),
foram realizadas as coletas de sangue e a bateria de testes de performance (Salto
Vertical, utilizando plataforma de salto smartspeed® teste T de agilidade e teste de
poténcia RAST, utilizando foto célula hidrofit®). No segundo dia foi aplicado um
protocolo de dano muscular com 100 saltos sobre uma caixa de 60 cm, seguido de
protocolo de exaustdo muscular com 4 séries de 80% de 1RM até exaustado
(agachamento, extensora e flexora). Nos momentos 24h (terceiro dia) ,48h (quarto
dia) e 72h (quinto dia) foram realizados novamente os testes de performance e
coleta sanguinea para avaliagdo da CK e marcadores de estresse. RESULTADOS:
Foi observado maior concentracdo de CK e DOMS de 24 a 72h apds o protocolo de
dano muscular, entretanto sem diferenga entre os grupos. O grupo ANT apresentou
maior razdo GSH/GSSG, aumento de FRAP e o grupo PLA apresentou elevagao de
TBAR em 24h e menor razao GSH/GSSG. A suplementagcdo também nao promoveu
diferengca entre os grupos na performance para nenhum dos testes avaliados.
CONCLUSAO: A suplementagéo de vitamina C e E promoveu melhor balanco redox,
entretanto ndo melhorou a performance, assim como nao reduziu dano muscular
avaliado por CK e DOMS, quando comparado ao grupo placebo.

Palavras-chave: Vitamina C, Vitamina E, DOMS, Estresse oxidativo, Rendimento

esportivo.
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4.3.2 STuDY 3. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; DEMINICE, Rafael. Effect of
antioxidant supplementation on muscle damage, oxidative stress and
performance in Football players. State University of Londrina, Londrina, 2017.

4.3.2 Abstract

INTRODUCTION: Several studies have evaluated the use of antioxidant
supplementation to reduce the effects of high-intensity training and sports
competitions on muscle damage, delayed onset muscle soreness (DOMS) and
oxidative stress. In Attempts to increase sports performance and / or reduce recovery
time between these events. OBJECTIVE: The objective of the study was to
investigate the effect of vitamin C and E supplementation on markers of oxidative
stress, muscle damage, DOMS and performance in athletes submitted to a muscle
damage protocol. METHODS: 21 soccer players (16.8 + 1 years, 69.14 + 7 kg, 176
7 cm and 11.8 £ 2.2% body fat) in the competitive phase, were divided and
supplemented for 15 days with vitamin C and E (500 mg and 400 U / day) or
placebo. The tests were performed on 5 consecutive days, the first day (pre), blood
collection and battery of performance tests (vertical jump, using a jumping platform
smartspeed®, agility T test and RAST power rating test using hydrofit® photocell).
On the second day, a muscle damage protocol was applied with 100 jumps over a
60-cm box, followed by a protocol of muscular exhaustion with 4 sets of 80% of 1RM
until exhaustion (squat, extensor and flexor). At the 24h (third day), 48h (fourth day)
and 72h (fifth day) the performance and blood collection tests were performed again
for the evaluation of CK and oxidative stress markers. Subjects were previously
familiar with all tests. RESULTS: It was observed a higher concentration of CK and
DOMS from 24 to 72 hours after the muscle damage protocol, but with no difference
between groups. The ANT group had a higher GSH / GSSG ratio and an increase in
FRAP, and the PLA group had an increase in TBAR in 24h and a lower GSH / GSSG
ratio. The supplementation also did not promote difference between groups in
performance for any of the evaluated tests. CONCLUSION: Vitamin C and E
supplementation promoted a better redox balance, but did not improve performance,
nor did it reduce muscle damage evaluated by CK and DOMS when compared to the
placebo group.

Key words: Soccer, Vitamin C, Vitamin E, DOMS, Oxidative stress, Sports
performance.
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4.3.3. Introducéao

E conhecido que o exercicio fisico agudo aumenta as espécies reativas de
oxigénio (EROs) e promove estresse oxidativo nos musculos e em outros tecidos.
(POWERS; JACKSON, 2008; SPIRLANDELI; DEMINICE; JORDAO, 2014). Por esta
razao, diversos estudos tém sugerido que o aumento nas concentragdes de EROs é
uma das causas do dano muscular e da reducdo na performance em atletas.
(BECATTI et al., 2017; FINAUD et al., 2006; PINGITORE et al., 2015). Alguns
autores indicam que existe uma forte associagao entre a elevagao de EROs e fadiga
muscular, reducdo da performance e/ou overtraining (MARGONIS et al., 2007;
PALAZZETTI et al., 2003; SLATTERY; BENTLEY; COUTTS, 2015)

De fato, é crescente nos ultimos 20 anos, que a suplementacdo antioxidante
tem sido sugerida a fim de proteger o organismo contra geragcao de EROs, estresse
oxidativo e dano muscular, o que pode reduzir a fadiga, melhorar o desempenho
esportivo e reduzir o tempo de recuperacdo muscular (BRAAKHUIS; HOPKINS,
2015; FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 2009). Existem diferentes estudos que
avaliaram estratégias com o intuito de reduzir o estresse oxidativo usando
suplementagéo antioxidante. Algumas destas substancias, entre elas vitaminas
como o acido ascorbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E), tém se apresentado
como importantes agentes antioxidantes exdgenos, de facil manipulagcdo e
encontrados na alimentagdo natural (CORDOVA; NAVAS, 2000; GOLDFARB;
MCKENZIE; BLOOMER, 2007; RODRIGUES; GUIMARAES, 2013). Além disso,
varios trabalhos tém apresentado atenuacdo em marcadores de estresse oxidativo
(GARLIPP-PICCHI et al., 2013; PINGITORE et al., 2015; ZOPPI et al., 2006), de
peroxidacao lipidica e DOMS (ROENGRIT et al.,, 2014; SILVA et al., 2010) com
suplementagao antioxidante.

Dentre as modalidades esportivas em que uma recuperacédo rapida parece
importante esta o futebol, tendo em vista o extenso calendario e grande numero de
jogos aos quais as equipes sdo submetidas (NEDELEC et al., 2013; NEDELEC et
al., 2012). O futebol é considerado um esporte com predominancia do metabolismo
aerébio, com picos de alta intensidade (STYLEN et al., 2005). Apesar da
predominancia do metabolismo aerodbio, a ativacdo do metabolismo anaerdbio € de
extrema importancia, pois, sprints, saltos e mudancas rapidas de diregdo séao

determinantes na performance desta modalidade (CHMURA et al., 2017;
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HELGERUD et al.,, 2001). Estas acbes durante o jogo, apresentam fortes
componentes excéntricos (NEDELEC et al., 2012), que promovem desgaste
muscular e estresse fisiolégico (MOHR et al., 2016). Do mesmo modo, sprints, saltos
e mudancas de direcao tém sido associadas ao maior dano tecidual, elevagao de
creatina quinase (CK) (ASCENSAO et al., 2008) e uma possivel relagdo com DOMS,
estresse oxidativo, além de queda na performance nos dias subsequentes a treinos
intensos ou competicbes (MOHR et al., 2016).

Varios estudos tém demonstrado que a elevacdo de EROs contribui para a
fadiga muscular durante o exercicio e que o uso de suplementacdo antioxidante
reduz os niveis de oxidantes em roedores (BRUTON et al., 2008; GOMEZ-
CABRERA et al., 2010; MOOPANAR; ALLEN, 2005; RYAN et al., 2011). Parece,
entretanto, que os antioxidantes ndo apresentam eficacia em diminuir a fadiga
muscular ou melhorar a performance, apesar de promover um melhor balanco redox
(GOMEZ-CABRERA; RISTOW; VINA, 2012; PINGITORE et al., 2015). A eficiéncia
de uma dieta rica em antioxidante (como por exemplo a vitamina C e E) na
performance esportiva estd em debate (MCLEAY et al.,, 2017). Neste contexto o
objetivo desse estudo foi verificar o efeito da suplementagdo com antioxidantes
(vitamina E e C) sobre estresse oxidativo, DOMS e performance em jogadores de

futebol, submetidos a um protocolo de dano muscular.

4.3.4 Métodos

Participantes

Os participantes voluntarios deste estudo foram 21 jogadores de futebol do
sexo masculino, saudaveis e treinados de uma equipe da categoria sub-19 da
cidade de Londrina-PR, Brasil. As caracteristicas gerais dos participantes estéo
apresentadas na Tabela 1. Todos os jogadores pertenciam a equipe de futebol
Junior Team que disputava o campeonato paranaense de categorias de base,
treinando aproximadamente 2 h/dia, de 5 a 6 dias na semana no campo, além do
treinamento de forca, musculacao, realizado 3 vezes na semana com duragao de
aproximada de 1 hora. Os sujeitos foram familiarizados previamente em todos os

testes utilizados na analise. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
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da Universidade Estadual de Londrina (UEL) sob parecer numero 1.428.377 e
cumpriu com a declaragao de Helsinki (2008). Todos os voluntarios assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nenhum dos participantes fumava,
tomava qualquer tipo de medicamento ou suplementacio alimentar ha pelo menos 2
meses prévios ao inicio do estudo. Os jogadores foram divididos em 2 grupos:
suplementado com antioxidantes (ANT) e outro grupo placebo (PLA). As

caracteristicas gerais dos participantes estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos voluntarios do grupo suplementado com

antioxidantes (ANT) e com placebo (PLA).

ANT PLA
Variavel (n=11) (n=10)
Idade (anos) 16,7+0,3 17,0+£0,3
Massa Corporal (Kg) 70,3 £2,5 67,7 £2,7
Estatura (cm) 173,3 £1,7 180,6 £2,3*
Gordura Corporal (%) 12,6 £0,8 10,86+0,3

Dados apresentados em Média + EP (Erro padrao da média). * Diferenca estatistica

significativa (p<0,05).

Desenho do estudo

O estudo teve duragdo de 4 semanas (Figura 1). Na primeira semana, os
jogadores visitaram o laboratério de bioquimica do exercicio da UEL e realizaram as
avaliagdes de composicao corporal e antropometria, assim como os testes de 1RM
(repeticao maxima), para a caracterizagao da amostra. Na segunda semana foi feita
a familiarizacado dos atletas aos testes de performance por quatro dias consecutivos.
Os atletas foram divididos de forma aleatéria por sorteio e em modelo duplo cego,
em grupo suplementado com antioxidantes (ANT, n= 11) e outro grupo placebo
(PLA, n=10). Ainda nessa semana, os atletas receberam potes numerados,
contendo suplementos antioxidantes ou placebo, além das orientagdes para a
ingestao, iniciando a suplementacgao.

Na terceira semana, os jogadores receberam e responderam ao inquérito
dietético recordatério de 24 horas (IDR24h) (Anexo C) para analise da ingestao

calodrica total e das vitaminas C e E.
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Na quarta semana, os jogadores passaram por uma avaliagdo no momento
pré (dia 1), 24h (Dia 3), 48h (dia 4) e 72h (dia 5), iniciando com a coleta sanguinea,
seguido da bateria de testes. No dia 2 (Pré), foi aplicado o protocolo de dano

muscular.

Avaliacao nutricional e antropométrica

As avaliacbes antropométricas, massa corporal e estatura, foram avaliadas
por balanga acoplada a um estadidmetro (Filizola ®, Sdo Paulo, Brasil) e a avaliagao
da composicao corporal foi realizada pelo método de dobras cutaneas, mensurada
por adipdmetro cientifico Lange®, de acordo com as padronizagdes estabelecidas
por Lohman, Roche e Martorell (1988). A equagado de Jackson e Pollock (1978) foi
utilizada para estimar a densidade corporal e a equagao de Siri (1961) para estimar
o percentual de gordura corporal.

A ingestéo alimentar habitual foi avaliada por meio de recordatorio alimentar
de 24 horas (IDR24H) por 3 dias ndo consecutivos, conforme descrito por Silva e

Vasconcelos et al. (2013).

Suplementacg&o antioxidante

A suplementacao foi realizada de forma aleatdria, utilizando método duplo-
cego. Cada participante recebeu um frasco contendo suplemento antioxidante ou
placebo, com numero exato de capsulas para a suplementacdo por duas semanas,
identificado com nome, cédigo de identificagdo e dosagem do suplemento. Ao grupo
ANT, foi ofertada dose diaria de 500mg de vitamina C e 400 Ul (364 mg) de vitamina
E, divididas em duas capsulas, com instru¢cao para serem ingeridas uma pela manha
e outra a noite. Tal dosagem foi utilizada em estudos anteriores (FISCHER et al.,
2004; YFANTI et al.,, 2010). O grupo placebo seguiu 0 mesmo procedimento
recebendo capsulas de mesma cor, sabor e peso, contendo amido.

A comissao técnica e os pesquisadores incentivaram e questionaram os
atletas sobre a ingestdo das capsulas todos os dias durante o periodo de estudo. Ao
final de 15 dias do estudo os frascos foram devolvidos para conferencia do conteudo

suplementado. Todos os atletas ficaram alojados no centro de treinamento da
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equipe sob as mesmas condigdes de acomodacdo, alimentagdo e rotinas de

horarios.



Semana 1

Avaliacio:

Antropometria
Teste de 1 RM

Composigdo corporal

Semana 2

Semana 3

Processo de familiarizagdo:

Aleatorizacdo dos grupos:

Teste de salto vertical, teste T de agilidade e RAST teste.

Suplementacgdo e Placebo e inicio da suplementagdo
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IRD24H (Terga, quinta e sabado).

Grupo Suplemento Antioxidante (ANT) (n=11) - 15 Dias

Grupo Placebo (PLA) (n=10) — 15 Dias

Semana 4

1° Dia (Pré)

22 Dia
Protocolo de Dano Muscular

3¢ Dia — (24h)

49 Dia (48h)

59 Dia (72h)

- Coleta sanguinea

- DOMS

- Teste de salto vertical
- Teste T de agilidade

- RAST Teste

- 5 x 20 saltos na caixa
de 60 cm de altura.

- 4 series com 80% de
1 RM até a exaustdo
nos exercicio para
membros inferiores:
Extensora, flexora e
agachamento.

Figura 1. Desenho experimental.

- Coleta sanguinea

- DOMS

- Teste de salto vertical
- Teste T de agilidade

- RAST Teste

- Coleta sanguinea

- DOMS

- Teste de salto vertical
- Teste T de agilidade

- RAST Teste

- Coleta sanguinea

- DOMS

- Teste de salto vertical
- Teste T de agilidade

- RAST Teste
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Protocolo de inducdo de dano muscular e DOMS

Para inducdo do dano muscular, no dia 2 da semana 4, foi realizado um
protocolo proposto por Miyama e Nosaka (2004), constituido por 100 saltos sobre
uma caixa de 60 centimetros de altura, divididos em 5 séries de 20 saltos, com
intervalo de 10 segundos entre cada salto e de 2 minutos entre cada série. Na
sequéncia, utilizou-se protocolo aplicado para avaliar o indice de fadiga muscular
proposto por Sforzo e Touey (1996), o qual foi constituido de 4 séries com 80% de 1
RM (avaliado na primeira semana conforme descrito por Ritti-Dias et al. (2011)) até a
falha concéntrica, com 2 minutos entre cada série e 5 minutos entre cada exercicio
(agachamento na barra guiada, extensora (quadriceps femoral) e flexora (Biceps
femoral), realizados na sala de musculagao). O protocolo de exaustdo muscular foi
realizado com o objetivo de garantir a fadiga dos jogadores e elevar o dano

muscular, visto que os atletas estavam em periodo competitivo.
Teste de performance.

Para determinacdo da performance foram realizados os testes de Salto
vertical, counter movement jump (CMJ), conforme descrito por Komi e Bosco (1978)
porém com auxilio dos membros superiores conforme utilizado por Moreira et al.
(2008) em jogadores de futebol. Neste teste o jogador realizava trés saltos e 0 maior
valor era considerado, utilizando uma plataforma de salto smartspeed® (Fusion
Sport, Australia).

O teste de agilidade T foi realizado conforme descrito por Guincho (2007) e o
teste de poténcia RAST (ZACHAROGIANNIS; PARADISIS; TZIORTZIS, 2004) foi
realizado com 6 tiros de 35 metros e 10 segundos de recuperagao, conforme
descrito por Zagatto, Beck e Gobatto (2009). Ambos os testes foram avaliados por
fotocélulas Hidrofit ©® (Brasil). A ordem dos atletas para a realizagdo dos testes foi
realizada em ordem aleatdria. Durante os testes os jogadores puderam ingerir 4gua
ad libitum e foi realizado um aquecimento prévio como de rotina de
aproximadamente 15 minutos com alongamentos e corrida leve, previamente aos
testes. Os atletas mantiveram a rotina de treinamento durante o periodo do estudo,
entretanto com carga reduzida de intensidade, priorizando os treinamentos técnicos

e taticos com bola.
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Analise de DOMS.

A analise de DOMS foi realizada por meio de escala visual analégica (EVA)
com 10 cm, na qual “0” representava auséncia total de dor e “10” representava dor
maxima suportavel pelo atleta, conforme descrito por Miyama e Nosaka (2004)
(Figura no anexo B). Os atletas se mantinham em posi¢cdo de agachamento e o
avaliador promovia uma pressao com os dedos indicador e médio na musculatura
avaliada. Neste momento o jogador avaliado era questionado sobre o nivel de dor,

olhando para a escala apresentada.
Andlise da percepcédo subjetiva de esforco (PSE-Sessao)

Apo6s 30 minutos do final da sessdo de treinamento para indugdao de dano
muscular, os atletas responderam a seguinte pergunta: "Como foi a seu treino?" e
apontaram sua resposta na escala de PSE de 10 pontos adaptada por Foster et al.
(1998) (Anexo D). Os atletas estavam familiarizados com a ferramenta em questéo e
foram informados de que quando questionados, suas respostas deveriam se referir a

sessao de treinamento como um todo.
Coleta de sangue e analises bioquimicas

As coletas sanguineas formam realizadas mediante pungcdo da veia ante
cubital. As coletas foram realizadas em tubos de 6 ml com heparina. Os tubos foram
centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos para separagéao do plasma e o material foi
armazenado e congelado no laboratério de bioquimica do exercicio a -20° C, para as
analises posteriores.

A atividade da enzima creatina quinase (CK) foi determinada no plasma por
meio de espectrofotometria, utilizando-se o Kit comercial Labtest Diagnostic®
Ref.117 (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

Os marcadores de estresse oxidativo foram determinados no plasma. O
Produto de oxidagédo protéica (AOPP) foi determinado pelo método proposto por
Witko-Sarsat et al. (1996) e utilizado como medida de oxidagao proteica. Espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e quantidade total de hidroperéxidos

(FOX 1) foram mensurados de acordo com o descrito por Costa, Santos e Lima
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(2006) e utilizados como marcadores de peroxidacdo lipidica. O potencial
antioxidante total do plasma foi determinado por meio do potencial antioxidante
redutor férrico (Ferric Reducing Antioxidant Potential - FRAP), também pelo método
proposto por Costa, Santos e Lima (2006). Glutationa Reduzida (GSH), glutationa
oxidada (GSSG) e a razdo GSH/GSSG foram determinadas nas células sanguineas,
conforme método descrito por Rahman, Kode e Biswas (2006) e corrigidos pela
concentragdo de hemoglobina. A dosagem de hemoglobina utilizada na corregéao de
GSH e GSSG foi realizada por kit comercial Labtest® Ref. 43 (Lagoa Santo, Minas
Gerais, Brasil). Todas as analises bioquimicas citadas acima foram realizadas na
leitora de placas por espectrofotdbmetro Epoch (BioTeck®, Winooski, WT, EUA).

A dosagem sanguinea de vitamina C foi realizada conforme descrito por
Bessey (1960) por espectrofotometria e a dosagem de vitamina E foi realizada no
plasma por HPLC utilizando um método adaptado de Arnaud et al. (1991).

Todas as determinagbes bioquimicas foram realizadas em duplicata e

apresentaram variacdo media menor que 5%.
Analise estatistica

Os dados estdo apresentados em meédia e erro padrao da média (EP). Os
dados considerados outliers foram excluidos por meio da aplicacdo do teste de
Grubbs. Todos os dados foram testados para analise de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para possiveis diferencas entre as caracteristicas gerais dos sujeitos
foi utilizado teste t de student para amostras independentes. Foi avaliado a
esfericidade pelo teste de Mauchly’s e quando necessaria, foi aplicada a corre¢ao de
Greenhouse-Geisser. Também foi realizado o teste Levene para verificar a
homogeneidade dos erros das variancias. Para detectar possiveis diferengas em
relagdo ao tempo, suplementagdo e da interacdo tempo x suplementacdo sobre
cada uma das variaveis estudadas, foi utiizada ANOVA Two Way para medidas
repetidas. Quando necessario, foi aplicado teste de Sidak para ajuste do nivel de
significancia para multiplas comparacgdes (Post hoc). Para estas analises foi utilizado
o software Excel e pacote estatistico SPSS versao 22.0, considerando um valor de p
< 0,05 e para a construgao dos graficos foi utilizado o software Graphpad Prism V
6.0.
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4.3.5 Resultados.

A PSE avaliada apés o protocolo de dano muscular foi de 8,9 + 0,1 valor
préximo do valor maximo 10 e considerado bastante intenso.

A Tabela 2 apresenta a ingestao alimentar de ambos os grupos (ANT e PLA),
e dados sobre a ingestao diaria para o grupo ANT acrescentada de suplementacgao.
As diferengcas também foram significativas na comparagdo da ingestdo alimentar
diaria das vitaminas apés o0 momento de suplementacao, conforme apresentado na
Tabela 2.



Tabela 2. Ingestdo dietética avaliada em 3 dias ndo consecutivos durante a 2% semana de avaliagdo
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Ingerido

Recomendado (DRI)

ANT (n=11)

ANT + Suplemento (n=11)

Placebo (n=10)

Energia (Kcal/dia)

Carboidratos (g/kg/dia)

Gordura (g/kg/dia)
Proteina (g/kg/dia)

Vitamina C (mg/dia)
Vitamina E (mg/dia)

2117 + 171
4,3+0,3 (67,1%)
0,8+ 0,3 (12,5%)
1,3+0,3 (20,3%)

211,4 + 23,1

51+0,3

711,4 + 23,0*
369,1 + 8,1*

2113 139
4,5+0,2 (67,1%)
0,8+ 0,0 (11,9%)
1,4 £ 0,3 (20,8%)

151,2 £ 41,2

5,51+ 0,4

5-8g/kg (50-60%)
19 (25-30%)
0,8-1.2g/kg (10-15%)

75 mg
12 mg

Os dados sao apresentados em média + erro padrao da média. Ingestao diaria recomendada do inglés Dietery Reference Intakes

(IDR) (ACMS, 2016). *p<0,05 Diferenca entre os grupos ANT (Grupo antioxidante) e PLA (Grupo placebo) na ingestdao das

vitaminas apds a suplementacao.
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A suplementagcdo com ANT aumentou significativamente a concentragcao
plasmatica de a-tocoferol (97%) comparado a PLA (ANT= 22,15+ 1,5 e PLA=11,2
1,0 ymg/L; p<0,001). Apesar de 84% maior, a concentragdo plasmatica de acido

ascorbico nao foi estatisticamente diferente entre os grupos ANT e PLA (Figura 2).

a.-tocoferol acido ascorbico

pmol/L
umg/di

1

ANT (n=11) PLA (n=07) ANT (n=11) PLA (n=07)

Figura 2. Concentragao plasmatica a) a-tocoferol e b) acido ascérbico nos grupos

ANT (Grupo antioxidante) e PLA (grupo placebo), coletados no momento Pré. * P
<0.001 entre os grupos.

Apos 24h, o protocolo de exercicio aumentou significativamente a
concentragéo plasmatica de CK (gl=3; F= 5,9 e P<0,01) que se manteve elevada por
até 72h apds o esfor¢co para ambos os grupos (Pré: 211,3 £ 59; 24h: 461,4 + 10;
48h: 476,1 + 90 e 72h: 408,8 £ 59 U/L). Entretanto, nenhuma diferenga significativa

nas concentragdes de CK foi observada entre os grupos para nenhum dos tempos
testados (Figura 3).
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CK (U/L) .- PLA (n=10)
800- * - ANT (n=11)

*

0 | | | |

Figura 3. Concentragao plasmatica média de CK nos momentos pré, 24h, 48h
e 72h. * Diferenga significativa entre os momentos da analise em relagdo ao
momento pré, quando somados os dois grupos (p<0,05). PLA (grupo placebo) e ANT

(Grupo antioxidante).

A DOMS acompanhou o comportamento da CK, com aumento da dor em
ambos 0s grupos apos 24h, que permaneceu elevada até 72h apos o esfor¢o. De
maneira geral, o comportamento foi muito semelhante em todos os grupos
musculares avaliados (Quadriceps femoral, biceps femoral, panturrilhas, gluteos e
abdémen). Alguns grupos musculares apresentaram redugédo da dor no tempo 72h
em relagdo a 48h, mas nao retornaram aos valores iniciais. Entretanto ndo houve
efeito da suplementagao na reducido da dor e nem diferenga no comportamento da
variavel entre os grupos PLA e ANT para os grupos musculares avaliados, conforme
Tabela 3.



Tabela 3. DOMS avaliada pela escala EVA
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Grupos Musculares Pré 24h 48h 72h Efeito Valor de p
Quadriceps Femoral ANOVA

PLA (n=10) 0.0+¢0 2.0+0.6* 2,1+0,5* 1,1x04* Tempo <0,001
ANT (n=11) 0.0£0 2.3x0.6* 2,6+0,4* 1,2+0,3*# Suplementacao 0,44
PLA + ANT(n=21) 0.0+0 2.1+x0.4* 2,3+0,3* 1,1+0,2*# Interagéo 0,87
Biceps Femoral ANOVA

PLA (n=10) 0.5+0,3 2.4+0.6* 2,9+0,5* 1,41+0,3*# Tempo <0,001
ANT (n=11) 0.2+0,2 3.8+0.6* 3,9+0,5* 2,0+0,3*# Suplementacao 0,16
PLA + ANT (n=21) 0.3+0,2 3.1x0.4* 3,4+0,3* 1,7+0,2*# Interagéo 0,21
Panturrilha ANOVA

PLA (n=10) 0.0+0 1.0£0.6 2,2+0,6* 0,4+0,3 Tempo 0,001
ANT (n=11) 0.0£0 1.5+0.5* 2,0+0,5* 1,2+0,3* Suplementacao 0,39
PLA + ANT (n=21) 0.0+0 1.2+0.4* 2,1+0,4* 0,8+0,2*# Interagéo 0,58
Gluteos ANOVA

PLA (n=10) 00.0+0 1.4+0.6* 3,6+0,4* 1,4+0,4*# Tempo <0,001
ANT (n=11) 00.0+0 3.2+0.6* 4,0+0,4* 1,1+£0,3*# Suplementacao 0,17
PLA + ANT (n=21) 00.0+0 2.3+0.4* 3,810,3* 1,2+0,2*# Interagéo 0,059
Abdémen ANOVA

PLA (n=10) 00.0+0* 3.7x0.7  3,7+0,7* 1,70,5*# Tempo <0,001
ANT (n=11) 00.0+0* 3.8+0.7* 3,1+x0,6* 1,6£0,4* Suplementagao 0,82
PLA + ANT (n=21) 00.0+0 3.7+0.5* 3,41+0,4* 1,610,3*# Interagéo 0,90
Total (soma) ANOVA

PLA (n=10) 0,5+0,3 10,5+2,5* 14,5+1,7* 6,0+1,2*# Tempo <0,001
ANT (n=11) 0,2+0,2 14,8+2,4* 15,7+1,6* 7,311,2*# Suplementagao 0,16
PLA + ANT (n=21) 0,3+0,2 12,7+1,7* 15,1+1,1* 6,7+0,8*# Interagéo 0,50

Dados apresentados Unidades arbitrarias (UA) em Média + EPM.

* Diferenca significativa em relagao a pré, através de analise de post hoc de Sidak (p
<0,05). # Diferenca significativa em relagao a 48h, através de analise de post hoc de
Sidak (p <0,05). PLA (Grupo placebo), ANT (Grupo Antioxidante), PLA + ANT (Grupo
placebo mais grupo antioxidante), DOMS (Dor muscular de inicio tardio) e EVA

(Escala visual analdgica para avaliagdo da DOMS).
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Na avaliacdo do estresse oxidativo, os marcadores oxidantes Tbars, FOX1,
AOPP e GSSG e antioxidantes FRAP, GSH e o balangco redox pela razéo
GSH/GSSG foram analisados.

O esforgo foi capaz de aumentar de forma significativa a concentragao
plasmatica de TBARS para o grupo PLA em 24h, o que foi inibido no grupo ANT
(gl=3; F=3,7 e p=0,02). Em contrapartida, ndo foram encontradas mudancas para os

marcadores FOX e AOPP entre os grupos (Tabela 4).



73

Tabela 4. Analise dos marcadores sanguineos de estresse oxidativo.

Oxidantes Pré 24h 48h 72h Efeito Valor de p
Tbars umol/L ANOVA

PLA (n=9) 37,415,6 57,017, 7# 36,1+4,6 31,2+4,8 Tempo 0,24
ANT (n=10) 37,35,3 31,3+7,3* 31,74 1 39,5+4,8 Grupo 0,26
PLA + ANT (n=19) 37,345,3 43,5+5,3 33,845,0 35,6+3,5 Interagao 0,02
FOX1 umol/L ANOVA

PLA (n= 08) 15,9+ 9,6 23,5+10,8 42,6 + 18,8 18,0+ 7,6 Tempo 0,63
ANT (n=10) 26,1+ 8,6 21,5+9,7 23,1+16,9 23,2+6,8 Grupo 0,85
PLA + ANT (n= 18) 216+7,0 224 +£11,0 41,8 £ 17,1 209+7,6 Interagéo 0,46
AOPP umol de cloramina-T/L ANOVA

PLA (n=10) 724,3168, 635,0+43 737,656 685,670 Tempo 0,19
ANT (n=11) 670,665 643,9+41 699,6+54 670,8+67 Grupo 0,73
PLA + ANT (n= 21) 697,447 639,530 718,639 678,2+49 Interagéo 0,80

Valores expressos em média + EPM. * Diferenca significativa para Tbars entre os grupos PLA (Placebo) e ANT (Antioxidantes) em 24h
(p=0,02). # Diferenca significativa em relagdo a 48h e 72h no grupo PLA (p<0,05). Tbars (acido tiobarbiturico), FOX1 (Hidroperéxidos

totais), AOPP (Produtos avangados de oxidagao proteica).
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Na analise dos marcadores antioxidantes, pode-se observar uma variagao
para FRAP, que mede a capacidade antioxidante no plasma, com efeito no tempo.
Ou seja, houve um aumento na concentragdo sanguinea neste antioxidante no
momento 24h em relagdo a pré (gl=3; F=4,4 e p=0,007). Entretanto, por meio da
analise de Post hoc de Sidak, pode-se observar que a diferenga no periodo de
recuperagao para FRAP ocorre apenas para o grupo ANT, com elevagdo no
momento 24h (p<0,05) em relagdo ao momento pré (Tabela 5). Estes dados
sugerem que a suplementagdo aumentou a capacidade antioxidante ndo enzimatica
no grupo ANT, o que nao aconteceu no grupo PLA.

Nao foi observado nenhum efeito no tempo, nem da suplementacdo, sem
diferenga no comportamento da variavel entre os grupos no periodo de recuperagéo
para as variaveis GSH e GSSG (Tabela 5).



Tabela 5. Analise dos marcadores sanguineos antioxidantes
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Antioxidantes Pré 24h 48h 72h Efeito Valor de p
FRAP (umol/L) ANOVA

PLA (n=10) 1016,6 £ 87 1128,2+10 1023,0 + 101 1149,9£ 119 Tempo 0,007
ANT (n=10) 1097,1+87 1310,0+98  1082,5 + 101 1146,7 £ 119  Suplementacéo 0,38
PLA + ANT(n=20) 1056,8 + 61  1219,1 +69*  1052,7 + 71 1148,3 £+ 84 Interacado 0,38
GSH (umol/g hemoglobina) ANOVA

PLA (n=7) 33,1+2,8 30,5+3,4 31,843,6 34,7+3,5 Tempo 0,33
ANT (n=11) 27,7122 25,9427 27,8129 32,1+£2,8 Suplementacéo 0,13
PLA + ANT (n=18) 30,4+1,8 28,2422 29,8+2,3 33,4122 Interacéo 0,96
GSSG (umol/g hemoglobina) ANOVA

PLA (n= 8) 16,01£2,6 18,2124 21,7427 22,9+2,8 Time 0,25
ANT (n=11) 17,524 16,512,2 15,7£2,5 17,412,6 Suplementacéo 0,32
PLA + ANT (n= 19) 16,8+1,8 17,411,6 18,7+£1,8 20,1£1,9 Interacao 0,14

Valores expressos em média £ EPM. PLA (Grupo placebo), ANT (Grupo Antioxidante), PLA + ANT (valores somados os grupos

antioxidante e placebo). * Diferenga do momento 24h em relagéo a pré e 48h no ANT, avaliado através de post hoc de Sidak.

# Diferenca significativa na soma de ambos os grupos de pré em relagdo a 24h, por meio da analise de post hoc de Sidak. FRAP

(Potencial antioxidante redutor do ferro), GSH (Glutationa reduzida), GSSG (Glutationa Oxidada).
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Em relagao ao balanco redox, avaliado pela razao GSH/GSSG, observou-se
comportamento diferente entre o ANT e PLA, sendo observado interacdo entre
tempo e suplementacao (gl=3; F=3,7 e p=0,01) ao longo do periodo de recuperagéo.
O grupo ANT aumentou a razdo GSH/GSSG, enquanto para o grupo PLA diminuiu
(reducdo na razdo GSH/GSSG indica estresse oxidativo). Entretanto, os grupos s6
foram diferentes no momento 72h entre si.

Por meio da analise de Post hoc, observa-se redugao na razdo GSH/GSSG
no grupo PLA, com diferenga significativa nos tempos 48h e 72h em relagdo a pré.
No grupo ANT houve aumento na razdo GSH/GSSG no tempo 72h comparado a

48h, o que indica inibicdo do estresse oxidativo com a suplementacgao (Figura 4).

Balanco Redox (GSH/GSSG)

PLA (n=07)
s - ANT (n=11)
*
o 2
/2]
Q
L
& 1-
# #
0 1 1 1 1
Q® > b“b‘\ A

Figura 4. Balango redox, avaliado pela razdo GSH/GSSG. * Diferencga
significativa entre PLA (Grupo placebo) e ANT (Grupo antioxidante) no tempo 72h
(p=0,03). # Diferenca significativa para o momento pré no PLA (p= 0,02 e p=0,03
respectivamente). & Diferenca significativa em relacdo ao tempo 24h no ANT
(p=0,03).
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Na analise do teste T de agilidade houve melhora significativa no tempo em
72h em relagcao ao momento 48h (efeito do tempo, gl=3; F=5,14 e p=0,003; Figura
5b) em ambos os grupos, o que coincide com a redu¢do da DOMS, que também
reduziu em 72h. Nao foi observado nenhum efeito da suplementacao no teste, pois,
ambos 0s grupos apresentaram o mesmo comportamento na performance, sem
diferencga entre os grupos ANT e PLA em nenhum momento da coleta.

N&o foi observada redu¢do no desempenho dos jogadores no teste de salto
vertical, sem qualquer alteragdo ao longo do tempo de recuperagéo, nem diferencga
entre os grupos (ANT e PLA) em nenhum momento da analise, uma vez que o
comportamento da variavel foi 0 mesmo para os grupos ANT e PLA (Figura 5a) para
todo o periodo de recuperacao.

Na analise do teste de RAST, nenhuma diferenca no tempo foi observada nos
grupos, sem diferenca entre eles em cada tempo de coleta, e o comportamento da
performance nos grupos ANT e PLA foi o mesmo durante o periodo analisado, tanto
para a poténcia relativa média (Figura 5c), quanto para o indice de fadiga (Figura
5d).
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Figura 5. Analise dos testes de performance a) Salto vertical, b) teste T de agilidade,

c) RAST poténcia relativa média e d) RAST indice de fadiga. Dados apresentados

em média + EPM. == ANT (Grupo antioxidante) e ™=~ PLA (Grupo placebo).
* Diferenga significava para o tempo somados os valores de ambos os grupos (p
<0,05).

4 .3.6 Discussao.

Com base nas analises dos dados deste estudo, os principais resultados
foram: a suplementagcdo com antioxidantes foi capaz de inibir a elevagdo da
concentracdo de TBARS e reducdo na relacdo GSH/GSSG na semana de
recuperacao promovida pelo esforco intenso. Tal efeito antioxidante, no entanto, néo

reduziu de forma significativa a elevagdo da concentracdo plasmatica de CK e os
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scores de DOMS durante o mesmo periodo. Da mesma forma, a suplementacao
com antioxidantes ndo promoveu melhora na performance dos jogadores.

A eficiéncia da suplementagdo antioxidante sobre marcadores de estresse
oxidativo ja foi descrita na literatura (FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 2009;
MANKOWSKI et al., 2015). No trabalho realizado por Zoppi et al., (2006) foi
realizado suplementagao de vitamina C (1g/dia) e E (800 mg/dia) por 3 meses em
jogadores de futebol e observou redugcdo da peroxidagdo lipidica comparado ao
placebo; Schroder et al. (2000) também utilizaram suplementagcdo semelhante (4
doses diarias de 150mg de vitamina E, 250mg de vitamina C e 8mg de
betacaroteno) por 32 dias em jogadores de basquetebol em fase competitiva e
observou redugdo no estresse oxidativo em comparagdo ao grupo placebo,
corroborando com os dados do presente estudo.

Entretanto, a principal discussdo acerca da suplementagcdo é seu efeito
positivo ou nao sobre a performance esportiva, reducdo do dano muscular e/ou
promogao de um menor tempo de recuperagdo muscular para atletas (BRAAKHUIS;
HOPKINS, 2015; PETERNELJ; COOMBES, 2011).

Neste sentido, ndo foi observado nenhum efeito positivo da suplementagao na
reducdo do dano muscular ou DOMS, nem efeito sobre uma melhor recuperagao
muscular nos dias seguintes apos o esfor¢o. Tanto CK, quanto DOMS se elevaram
apos o protocolo por 24h até 72h na maioria dos grupos musculares avaliados,
conforme ja esperado e consenso na literatura (CLARKSON; HUBAL, 2002; DELI et
al., 2017), entretanto sem diferenca entre os grupos ANT e PLA. Diversos estudos
avaliaram o efeito da suplementagdo de antioxidante, mais especificamente
vitaminas C e E sobre estes parametros que sdo indicativos de dano muscular,
encontrando resultados semelhantes ao que foi encontrado nos jogadores avaliados
neste estudo. Theodorou et al. (2011) realizaram um protocolo com 11 semanas de
suplementagao de vitamina C e E (1g e 400Ul/dia) respectivamente, sendo que da
quinta a nona semana os participantes da pesquisa realizaram um treinamento de
forca excéntrica e na décima primeira semana realizaram um protocolo de dano
muscular em isocinético, apés o0 qual ndo observaram nenhum efeito da
suplementagado para DOMS, dano muscular (avaliado por marcadores sanguineos e
biépsia muscular) e forga muscular. Porém, diferente dos achados do presente
estudo, Theodorou et al. (2001) ndo observaram diferengca nos marcadores de

estresse entre placebo e suplementagdo. O estudo de Petersen et al. (2001) avaliou
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o efeito de oito semanas de suplementacdo, com dosagem semelhante a utilizada
no presente estudo, porém, em um protocolo de corrida em declive de 5% por 90
minutos, também ndo observaram diferenca na CK sanguinea entre os grupos
placebo e suplementado. Vastas revisbes também indicam que a suplementacao
antioxidantes com as vitaminas analisadas neste estudo n&o possuem dados
suficientes para sustentar a hipotese de reducdo do dano muscular e DOMS em
atletas apos treinos ou competicdes (CANDIA-LUJAN; DE PAZ FERNANDEZ;
MOREIRA, 2015; MCGINLEY; SHAFAT; DONNELLY, 2009; SOUSA; TEIXEIRA;
SOARES, 2014).

Tendo como base os dados do presente estudo e a literatura apresentada,
constata-se que a suplementacéo antioxidante parece ndo atenuar o dano muscular,
avaliado pela concentragdo sanguinea de CK e/ou pelos niveis de DOMS, néo
sendo recomendada com a finalidade de reduzir o tempo de recuperacgéo entre jogos
ou esforgos que promovam desgaste fisioldgico.

Varios estudos em roedores tém apresentado que a suplementagao
antioxidante reduz marcadores de estresse oxidativo, entretanto ndo apresentam
efeito positivo e podem reduzir fungdo muscular (BRUTON et al., 2008; GOMEZ-
CABRERA et al., 2010). J& em humanos nao ha consenso de que as respostas
possam ser semelhantes (BRAAKHUIS; HOPKINS, 2015; KANG et al., 2012;
SLATTERY; BENTLEY; COUTTS, 2015).

Entretanto, os dados analisados neste estudo apresentaram inibicdo do
estrese oxidativo, sem nenhum efeito positivo da suplementacdo na performance
dos jogadores em nenhum dos testes avaliados (salto vertical, teste T de agilidade e
RAST), tendo em vista que ndo houve em nenhum momento diferencas
significativas entre os grupos ANT e PLA.

Apesar de uma tendéncia na reducdo da performance nos testes T de
agilidade, salto vertical em 24h e elevagao do indice de fadiga no RAST, o que
coincidiu com elevacédo de DOMS e CK, as diferengas ndo foram significativas, ou
seja, o comportamento foi 0 mesmo para os grupos ANT e PLA. Estes dados
corroboram com estudos anteriores que também avaliaram a suplementagao
antioxidante e performance. Avery et al. (2003) suplementaram vitamina E (1200
Ul/dia) por 3 semanas e utilizaram protocolo de dano muscular em exercicios com
pesos, demonstrando que a suplementagcdo ndao modificou forca de salto e do

exercicio supino em um, trés e sete dias apds o protocolo. Em jogadores de futebol



81

Zoppi et al. (2006), ja citado anteriormente, avaliaram a suplementacao de vitamina
C e E e também nao encontraram diferenga no desempenho anaerdébio, velocidade
e forca maxima em relagdo ao grupo placebo tanto na condigdo pré, quanto pos
suplementacao

Em uma pesquisa semelhante ao presente estudo, Blommer et al. (2007),
utilizaram um protocolo de dano muscular com 10 séries de 10 repeticbes a 70% de
1RM, suplementando vitamina C e E (2g e 378g mg respectivamente) por 14 dias e
também ndo observaram diferenga significativa na performance entre os grupos
placebo e suplemento. Assim, pode-se dizer que a suplementacdo associada de
vitamina C e E parece nao exercer efeito ergogénico para forca, agilidade e/ou
poténcia, mesmo sob redu¢cdo de marcadores de estresse oxidativo.

Além da controvérsia sobre o0s possiveis efeitos ergogénicos da
suplementacdo antioxidante, devido a diversidade de desenho experimental
observado nos estudos, diversidade de dosagem e tempo de suplementagao
(BRAAKHUIS; HOPKINS, 2015), ainda existe uma forte corrente que sugere riscos a
saude com uma super dosagem de antioxidantes (MILLER et al., 2005; MCGINLEY;
SHAFAT; DONNELLY, 2009). Ha ainda, trabalhos indicando que a suplementagao
por longo periodo pode ser prejudicial as adaptagdes ao treinamento.

Varios trabalhos demonstraram que a suplementagdo com antioxidantes
reduziu a performance aerdbia atribuida a menor biogénese mitocondrial
(PINGITORE et al.,, 2015; SLATTERY; BENTLEY; COUTTS, 2015; SOUSA;
TEIXEIRA; SOARES, 2014; TEIXEIRA et al., 2009) por reduzir adaptagdes
promovidas pelo treinamento aerdbio. Em relagdo ao treinamento de forga, Paulsen
et al. (2014) demonstraram reducdo da sinalizagdo de sintese proteica e das
adaptacdes promovidas pelo treinamento resistido, observada por redugao de
sinalizadores de sintese proteica e menor ganho de for¢a no grupo suplementado
com antioxidantes, entretanto sem diferenga no ganho de massa muscular, em dez
semanas de treinamento.

A suplementacao antioxidante, em especial da vitamina C e E parece nao
apresentar efeito positivo sobre parametros de performance e dano muscular para
atletas sem déficit nutricional (PETERNELJ; COOMBES, 2011), apesar da redugéo
de marcadores de estresse oxidativo. Em face dos dados analisados, sugere-se que
novas analises devam ser conduzidas com o intuito de se definir condicdes

especificas da suplementagdo em diferentes populagcées e modalidades esportivas.
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Além disso, de acordo com alguns autores uma alimentacdo balanceada, com
ingestao de frutas, legumes e vegetais pode ser suficiente para reduzir o estresse
oxidativo e proporcionar beneficios para a saude sem prejudicar as adaptagdes ao
treinamento, promovendo um adequado equilibrio redox (ACMS, 2016;
BRAAKHUIS; HOPKINS, 2015).

4.3.7 Conclusoes.

De acordo com os dados analisados neste estudo, verifica-se que a
suplementacao de vitamina C e E inibiu elevacdo de marcadores de peroxidacao
lipidica, além de prevenir desbalanco redox promovido pelo exercicio intenso.
Entretanto, a suplementagdo com antioxidantes néo reduziu dano muscular avaliado
por CK e DOMS, tampouco promoveu melhor performance, quando comparado ao

grupo placebo.
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4.4 EsTuDO 4. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; STANGANELLI, Luiz Claudio
Reeberg; SOUZA, Edirley Guimaraes de; FRISSELLI, Ariobaldo DEMINICE, Rafael.
Comparagao entre amostra sanguinea venosa e capilar para dosagem de
creatina quinase: Efeito de um jogo simulado. Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

4.4 1 Resumo

OBJETIVOS. Determinar se a amostra sanguinea coletada dos capilares do Iébulo
da orelha pode ser uma alternativa confiavel para medida de atividade de creatina
quinase (CK) em comparagao a pungao venosa em resposta a um jogo simulado de
futebol para indugdo de elevagdo dos niveis circulantes de CK. DESIGN DO
ESTUDO. Estudo experimental randomizado. METODOS. Dezessete jogadores da
categoria sub 19 de uma equipe de futebol realizaram um jogo simulado de futebol
com 11 jogadores em cada equipe e com duragcdo de 90 minutos (2 tempos de 45
minutos, com intervalo de 15 minutos). Amostras sanguineas dos capilares do l6bulo
da orelha e venosa da veia ante-cubital foram coletadas antes e depois (24h e 48h)
da sessao de treino. Os atletas descansaram por 3 dias consecutivos apos jogo
durante a semana de recuperagdo. RESULTADOS. O jogo simulado aumentou
significativamente (P<0,05) a atividade de CK em ambos, amostra sanguinea
venosa (1,7 vezes) e capilar (1,9 vezes). A atividade de CK determinada usando
amostra capilar demonstrou significante correlagao (r=0,85; P<0,01) e elevado indice
de concordéancia Lin (pc=0,80) quando comparado com a amostra venosa. A
plotagem de Bland-Altman apresentou que a amostra capilar superestimou os niveis
de CK da amostra venosa em 130 U/L (61%), como varidncia moderada e baixo
viés. CONCLUSOES. Os resultados demonstraram que a mostra sanguinea capilar
para analise da atividade de CK pode ser considerada uma alternativa confiavel a
pungao venosa para determinar as variagdes na atividade de CK plasmatica em
resposta a uma sessao de treinamento no futebol.

Palavras-Chave: Dano muscular, Recuperag¢ao, Monitoramento de atletas, Esporte
coletivo.
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4.4 EsTtupo 4. OLIVEIRA, Donizete Cicero Xavier de; STANGANELI, Luiz Claudio
Reeberg Stanganelli; SOUZA, Edirley Guimardes de; FRISSELLI, Ariobaldo
DEMINICE, Rafael. Venous versus capillary sampling for creatine kinase assay:
effects of a simulated football match. State University of Londrina, Londrina, 2017.

4 4.2 Abstract.

OBJECTIVES. To determine whether capillary blood sampling would provide a
reliable alternative measures of creatine kinase (CK) activity compared to
venipuncture in response to a football training session-induced elevated CK
circulating levels. DESIGN. Randomized experimental study. METHODS. Seventeen
players from an under-19 football team performed a simulated football match with 11
players each team and 90 minutes total duration (two halves of 45 minutes with 15
minutes rest). Venous and ear lobe capillary blood samples were collected before
and after (24 and 48h) the training session. Athletes retested for three consecutive
days after exercise during the recovery week. RESULTS. Simulated match
significantly increased (P< 0.05) CK activity determined in both venous (1.7-fold) and
capillary (1.9-fold) blood sampling. CK activity determined using capillary samples
demonstrated significant correlation (r = 0.85;P < 0.01) and a elevated concordance
Lin index (pc = 0.80) when compared to venous sampling CK. The Bland and Altman
plot shown capillary sampling CK overestimated venous CK levels by 130 U/L (61%),
with moderated variance and low bias. CONCLUSIONS. Our results demonstrated
that capillary sampling for CK activity assay may be considered a reliable alternative
to venipuncture to determine changes in plasma CK activity response to a football
training session.

Key-words: Muscle damage, Recovery, Athlete monitoring, Team sports.
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4.4 .3 Introduction.

Capillary blood samples taken by finger prick or ear lobe are largely used to
determine several compounds (e.g. glucose, potassium, phosphorous, sodium,
bilirubin) in medicine (CHAVAN et al., 2016; KAYIRAN et al., 2003; NUNES et al.,
2006). Capillary rather than venipuncture would provide a simpler and less invasive
blood collection protocol which requires low cost material and would increase the
number of potential sampling tests with minimally trained individuals (NUNES et al.,
2006). It is especially important regarding to sports field, since blood sampling may
happen in between training sets or game matches at the football field, swimming pool
or any sports court (KNOBLAUCH; O’'CONNOR; CLARKE, 2010). Indeed, capillary
puncture allows the collection of successive blood samplings with minimal
disturbance to athletes’ routines.

Because it is related to heart muscle damage, plasma creatine kinase (CK)
levels have been recently and extensively studied as an indirect skeletal muscle
damage marker following physical effort, especially in sports (BAIRD et al., 2012;
BRANCACCIO; MAFFULLI; LIMONGELLI, 2007). Studies have demonstrated that
intensive exercise causes a greater disruption or injury to the muscle tissues that
may cause CK to leak from cells into blood serum (CLARKSON; HUBAL, 2002;
ROMAGNOLI et al., 2016). As such, high increases in serum CK have been
demonstrated after a match play or intense exercise in different sports modalities for
up to 72 hours (CUNNIFFE et al., 2010; ISPIRLIDIS et al., 2008; MOHR et al., 2016;
NEUBAUER; KONIG; WAGNER, 2008). Moreover, reduced power and strength as
well as elevated delayed onset muscle soreness have been observed for up to 48
hours alongside elevated CK plasma concentration following elite football competition
(ISPIRLIDIS et al., 2008). Indeed, CK has been used as an indicator of player
fatigue, an early indicator of athlete’s injured skeletal muscle, and a potential monitor
of football player recovery status (LAZARIM et al.,, 2009; MOHR et al.,, 2016).
However, whether capillary blood sampling would provide representative measures
of CK activity compared to venipuncture in response to a football training session-
induced elevated CK circulating levels is poorly known.

Therefore, we aimed to determine the association and concordance of plasma
CK activity determined using capillary and venous blood sampling in response to a

football training session that promoted increased CK plasma concentration.
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4 .4 4 Materials and Methods

The volunteers participating in the present study were 17 healthy and well-
trained males aged 16.7+1.0 years. All subjects were under-19 football players from
the same team and were familiar with football competition and training routines. The
protocol was approved by the Research Ethics Committee of the State University of
Londrina and was according to the Helsinki Declaration. All volunteers gave written
informed consent and agreed to voluntarily participate in the study. None of the
participants smoked or were taking any type of medication.

All of the athletes were invited to attend the Laboratory of Exercise
Biochemistry of the State University of Londrina three days that same week. At the
first day (Pre), the basal levels of venous and capillary blood were collected. The
participants were then submitted to a simulated football match with 11 players each
team and 90 minutes total duration (two halves of 45 minutes with 15 minutes rest).
The simulated match contained arbitration and organization of the team's own
coaches. Then, venous and capillary blood samplings were performed at 24 and 48
hours after the simulated match. The goalkeepers were excluded of the blood
sampling procedures. Three of the athletes did not completed all blood sampling
proposed and were excluded. All tests and collections were performed by the same
researchers, the same periods of the day and rest, as well as the same feeding
conditions throughout the experiment.

Venous blood was collected using a 4 mL heparinized vacutainer® tubes at
antecubital vein puncture. An ear lobe puncture was used for capillary blood
collection using heparinized capillary tubes. A total of 100 ul of blood was collected
using two capillary tubes of 50 pl each that were then transferred to heparinized
eppendorf tubes. Venous and capillary blood sampling was performed at the same
time for two different people. Venous and capillary blood tubes were kept refrigerated
at 4 °C until the end of each trial (~30 min) and later centrifuged at 1000 g for 15
minutes at 4 °C. Plasma was stored in eppendorf tubes at -80°C for later analysis.

Plasma total CK enzymes activity was measured using the commercial kit from
Labtest® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil) in a plate reader from Epoch (BioTek
instruments, Winnoski, WT, USA).
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The intra and inter-assay’s coefficient of variation was less than 5% for all
analyses (Intra-assay for venous CK 4.3% and for capillary CK 4.9%) and (Inter-
assay: for venous CK 4.0% and for capillary CK 4.1%).

Data are reported as mean + SEM. A linear mixed effects model was used to
detect possible differences between CK activity determinations using venous vs
capillary sampling at different sampling times (pre and 24 hours and 48 hours after
exercise). Student’s t test was used to determine possible differences between CK
activity areas under curve (AUC) determined using venous vs capillary sampling.
Pearson correlation coefficient, Lin concordance coefficient and the Bland and
Altman plot inspection were used to evaluate association, concordance and
reproducibility between venous vs capillary sampling, respectively. In the Bland and
Altman plot, venous sampling CK activity was used as a reference method. The level

of significance was set at P< 0.05 in all analyses.

4 4.5 Results

Figure 1 presents the CK activity determined before (pre) and after exercise
(24 hours and 48 hours) using the two different sampling techniques, venous and
capillary. The training session proposed significantly increased (P< 0.05) CK activity
determined in both venous (1.7-fold) and capillary (1.9-fold) blood sampling at 24
hours after exercise. CK plasma concentration returned to pre level at 48 hours after
the training session when the venous sampling of the CK curve was analyzed; it was
different from the capillary sampling curve that remained elevated until 48 hours after
the training session. These differences were evident when comparing CK activity
AUC that was significantly higher (P< 0.05) in capillary when compared to venous

sampling (Figure 1).
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Figure1. Concentration of plasma CK determined using venous and capillary sampling before (pre) and 24h and 48h after training
session (A) (# indicate significant difference compared to Pre; $ indicate significant difference compared to 24h; P < 0.05 by linear
effects mixed model). Plasma CK area under curve (AUC) determined using venous and capillary sampling (B) (* indicate

significant difference compared to venous sampling; P < 0.05 by student’s t test).
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Overall, CK activity that was determined using capillary samples demonstrated
significant correlation (r = 0.85;P < 0.01) and an elevated concordance Lin index (pc
= 0.80) when compared to venous sampling CK. The Bland and Altman plot showed
capillary sampling CK overestimated venous CK levels by 130 U/L (61%), with
moderated variance and low bias (Figure 2). When analyzed separated, capillary
sampling CK demonstrated significant correlation (Pre r = 0.68, P< 0.01; 24h r =
0.84, P< 0.01; 48h r = 0.63, P< 0.01) and elevated concordance Lin index (Pre pc =
0.77; 24h pc = 0.84; 48h pc = 0.98) for all sampling times. Moreover, capillary
overestimated venous CK in all sampling times studied ranged from 45 to 79%
(Figure 2).
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Figure 2. Pearson correlation coefficient (r and solid line), Lin coefficient (pc and dash line) and Bland and Altman Plot of CK
determined using venous and capillary sampling for overall (A and B), Pre (C and D) and 24h (E and F) and 48h (G and H) after

training session.
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4 .4 .6 Discussion

The results of our study demonstrated that capillary sampling may be
considered a reliable alternative to venipuncture to determine changes in plasma CK
activity in response to a football training session. It is important to point out, however
that CK activity measured using capillary blood sampling may overestimate those
determined in venous blood sampling in ~60%.

CK has been extensively used by football physiologists and coaches to
monitor fatigue and recovery status throughout the competitive season
(BRANCACCIO; MAFFULLI; LIMONGELLI, 2007; LAZARIM et al., 2009; MOHR et
al., 2016). Taking this into account, capillary blood sampling for CK assay may
present some advantages over the traditional venous sampling, especially regarding
the football competitive routine. Knoublauch et al. (2010) characterized capillary
sampling as a simpler and less-invasive technique, which allows a higher number of
sampling during the day, week or competition season without disturbing the athletes’
routine and lower cost method. Few previous studies have demonstrated capillary as
a valid alternative to venous sampling to measure CK activity. Nunes et al.(2006) first
demonstrated finger puncture as a reliable method to measure several resting
hematological and biochemical parameters in soccer and handball players, including
CK. These authors demonstrated a striking Pearson correlation coefficient of 0.99
between capillary and venous sampling measured CK activity. Knoublauch et
al.(2010) also demonstrated an elevated correlation of CK activity between two
sampling techniques (0.99) after resistive exercise in untrained men and women
college students. However, none of the studies cited above presented concordance
or agreement analysis. Also, although Knoublauch et al. (2010) describes having
measured CK activity prior and 0, 24, 48, 72, and 96 hours after exercise, these
authors did not present the results or any correlation, concordance or agreement
analysis among them. Thus, to the best of knowledge, the present study was the first
to demonstrate that capillary is a reliable alternative to venipuncture to determine
changes in plasma CK activity induced by a session of exercise training using a
timeframe analysis.

Despite the significant correlation and agreement between both blood
sampling techniques used for Ck assay in the present, the elevated (~60%)

overestimation of venous blood sampling by capillary must be considered, especially
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regarding practical applications. Nunes et al. (2006) attributes the differences found
to the peripheral ultra-filtration of intravascular fluid which may lead to
hemoconcentration of capillary blood punctures. Therefore, it is reasonable to say
that capillary sampling to CK determination may be useful when establishing
individual baseline measures or an individual profile of expected responses over a
significant timeframe, so that decisions regarding individual athlete responses to
training can be made. The use of capillary blood CK-measurements to compare
athletes or seasons using different blood sampling techniques must be avoided. In
addition, capillary blood sampling to CK-measurements cannot be used to compare

with CK pre-established cut-points, which may generate interpretation errors.

4.4.7 Conclusion

In conclusion, capillary blood sampling can be used as a reliable alternative to
venipuncture to evaluate changes in plasma CK activity induced by a football game
simulated. However, it is important to consider that capillary blood sampling may
overestimate CK activity determined by venous blood sampling, which may lead

coaches and physiologists to incorrect data interpretations.

4.4.8 Practical Applications
e Capillary sampling can be considered a reliable alternative to venipuncture to

determine changes in plasma CK activity in response to a football match.

e However, CK activity measured using capillary blood sampling may

overestimate those determined in venous blood sampling in ~60%.

e Capillary blood sampling to CK-measurements cannot be used to compare

with CK pre-established cut-points, which may generate interpretation errors.

e Capillary sampling to CK determination may be useful when establishing
individual baseline measures or an individual profile of expected responses

over a significant timeframe.
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5. CONCLUSOES DA TESE

Por meio das diferentes analises realizadas em cada um dos quatro estudos
conduzidos nesta tese, as seguintes conclusdes puderam ser definidas:

a) A familiarizagdo a testes motores em jogadores de futebol € importante e
depende da quantidade de acdes motoras e niveis de complexidade da tarefa, pois,
foi observado que o salto vertical ndo apresentou diferenca entre as sessdes. O
RAST necessita ao menos uma sessao de familiarizagao e o teste T de agilidade ao
menos duas sessodes.

b) Uma sessao de treino intenso, mas de rotina dos jogadores de futebol
elevou a CK, um importante indicador de dano muscular e DOMS, entretanto, o
mesmo nao foi observado em relagdo ao estresse oxidativo, assim como nao foi
observado redugao na performance.

c) A suplementagao antioxidante reduziu os niveis de marcadores de estresse
oxidativo, contudo, ndo promoveu melhora na performance e nao reduziu DOMS e
CK ap6s a aplicagao de um protocolo de dano muscular nos jogadores de futebol.

d) A amostra sanguinea capilar do I6bulo da orelha para a analise da
atividade de CK, pode ser considerada uma alternativa confiavel em substituicio a
amostra venosa para determinar mudancas na resposta da atividade de CK

plasmatica apds um jogo simulado de futebol.
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APENDICE A
Termo de consentimento Livre e esclarecido

Titulo da pesquisa:
Efeito da Suplementacéo de antioxidantes na performance, reposta dos

niveis de estresse oxidativo e DOMS em atletas.

Prezado senhor:
Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Efeito da

Suplementacao de antioxidantes na performance, reposta dos niveis de
estresse oxidativo e DOMS em Atletas”, a ser realizada no municipio de
londrina/Pr. O objetivo da pesquisa é: 1) investigar a relagdo entre marcadores de
estresse oxidativo, dor muscular tardia e desempenho especifico apds bateria de
testes especificos para atletas e; 2) verificar o efeito da suplementagdo com
antioxidantes (vitamina E e C) sobre essas variaveis em atletas.

As avaliacbes serdo realizadas em 2 fases, divididas em 4 momentos, na fase
1 momento 1 sera feita a analise da composi¢ao corporal por meio de Bioimpedancia
elétrica, estatura e massa corporal e a familiarizacdo com os testes de performance,
o teste Rast, o teste T e teste illinois (agilidade), no momento 2 fardo as coletas
sanguineas pré teste e na sequencia os testes especificos de performance, seguido
de nova coleta de sangue e de avaliagdo da percepgao subjetiva de esfor¢go e dor
muscular tardia por meio de questionario, sendo repetido os procedimentos pos
testes especificos nos tempos logo apods, 1, 24, 48 e 72 horas apds o termino dos
testes (No total serdo realizadas 12 coletas sanguineas somadas as 2 fases do
estudo, nos momentos citados acima).

Na fase 2, os momentos 3 e 4 terdo um periodo de intervalo (washout) de 4
semanas e seguirdo a mesma rotina e avaliagdes do momento 2, porém com
ingestao de 1 capsula diaria de suplementacdo antioxidante (500 g de vitamina C e
117g de vitamina E) ou substancia placebo por 4 semanas anteriores aos testes, a
ser definida de forma aleatéria e duplo cego (nem o avaliado, nem o avaliador
sabera qual é a suplementacao ou qual é placebo).

Gostariamos de esclarecer que todas as avaliagbes serdo realizadas por
profissionais previamente treinados e habilitados e que sua participacdo sera
voluntaria, podendo recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento

sem que isso acarrete 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as
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informacdes serao utilizadas apenas para fins desta pesquisa e serao tratadas com
0 mais absoluto sigilo e confiabilidade, de modo a preservar a sua identidade
durante todo o tempo do estudo.

Informamos que o senhor ndo pagara, nem sera remunerado por sua
participacdo, mas todas as despesas decorrentes da pesquisa serao ressarcidas,
quando devidas e decorrentes de sua participagao.

Ao fim do estudo, comprometemo-nos a retornar com os resultados de todas
as avaliagdes, que serdo entregues aos participantes. Espera-se com esta pesquisa,
proporcionar informacdées que possam favorecer a melhoria da performance
esportiva em atletas, assim como indicativos ou ndo de suplementos antioxidantes
afim de minimizar os efeitos prejudiciais da elevagdo do estresse oxidativo, da dor
muscular tardia e dano muscular sobre o desempenho. Apesar de considerados
minimos os possiveis riscos sao relativos a entroses articulares ou lesao muscular
decorrente dos testes fisicos, sendo quando necessario solicitado atendimento via
Servigo de atendimento Médico de Urgéncia (SAMU).

Caso tenha duvidas pode nos contactar ( Prof. Ms. Donizete Cicero Xavier de
Oliveira, Rua Augusto Guerino, n° 183 ap.07, Londrina/Pr, Fone: (18) 99719-1763, e-

mail dxavier@uel.br; ou Prof. Dr. Rafael Deminice, Rua Luiz Lerco, n° 399, Bairro

Terra Bonita Londrina/Pr, Fone: (43) 9191-6013, e-mail: deminice@ig.com.br), ou

procurar o comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade
Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, Km 380 (PR 445), bairro campus
Universitario, CEP: 86.057-970, Londrina-PR ou pelo telefone: (43) 3371-5455.
Este termo devera preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,
devidamente preenchida e assinada e entregue a voceé.
Londrina, de de 2016.

Donizete Cicero Xavier de Oliveira
RG: 33.797.480-9

Eu, tendo

sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em

participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.
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Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Assinatura do responsavel (quando menor):

Data: de de 2016.
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ANEXO A

Aprovacgéao do comité de ética

@3 ... UNIVERSIDADE ESTADUAL DE % Plotbaforma
@) LONDRINA - UEL %nﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito da Suplementacdo de antioxidantes na performance, reposta dos niveis de
estresse oxidativo e DOMS em atletas.

Pesquisador: Donizete Cicero Xavier de Oliveira

Area Tematica:

Versio: 4

CAAE: 32331314 .2.0000.5231

Instituicdo Proponente: CEFE - PROGRAMA DE POS - GRADUACAQ EM EDUCACAD FISICA UEM/UEL
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 1.428 377

Apresentagio do Projeto:
A presente proposta trata de uma emenda ao projeto ja aprovado, considerando a necessidade de
substituicdo da folha de rosto, a qual foi anexada novamente com a insercéo do carimbo do coordenador de

curso e o cronograma foi reajustado.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Os objetivos desse estudo sdo 1) investigar a relag&o entre marcadores de estresse oxidativo, dor muscular
tardia e desempenho especifico apos bateria de testes fisicos de performance no futebol e; 2) verificar o
efeito da suplementacdo com antioxidantes (vitamina E e C) sobre essas variaveis

nestes jogadores.

Objetivo Secundario:

1) Relacionar marcadores de peroxidacéo lipidica e dano muscular com dor muscular tardia e performance
em jogadores de futebol. 2) Mensurar

diferengas na performance destes jogadores nas situagdes sem suplementacdo e com suplementagéo
antioxidante {(Vitamina C e vitamina E).Analisar a relacdo entre marcadores de inflamacdo, dor muscular

tardia e estresse oxidativo.

Enderegco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86057970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Confinuagio do Parecer: 1.428.377

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

o estudo apresenta risco minimos, tendo em vista que os atletas sdo submetidos constantemente a
treinamentos intensivos e competicdo e a suplementacdo antioxidantes proposta tem sido utilizada e
sugerida em diversos estudos sem apresentacdo de efeitos colaterais ou risco a satde dos atletas. Os
riscos observados sdo possiveis entorse ou les3o muscular decorrentes dos testes especificos da
modalidade futebol.

Beneficios:

Os Jogos de futebol de campo apresentam como caracteristica a alta intensidade e intermiténcia com
elevado consumo de oxigénio visto que os atletas treinam de praticamente todos os dias e jogam em média
3 vezes na semana, o que normalmente leva dor muscular tardia e dano muscular, sendo assim passa a ser
impaortante a avaliacdo da resposta de marcadores de estresse oxidativo, antioxidantes, marcadores
inflamatorios e de dor muscular, visando dar subsidios a proposta de estratégias que minimizem estes
efeitos e possam potencializar o rendimento esportivo destes

atletas, assim como minimizar possiveis prejuizos a saude dos mesmos frente ac constante estado de
elevacdo do estresse oxidativo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Todos os termos obrigatdrios foram devidamente apresentados e atualizados, conforme apresentado na
emenda.

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Emenda aprovada

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),

Este é seu parecer final de aprovacdo, vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade imprimi-lo para apresentagéio acs
drgdos efou instituicGes pertinentes.

Coordenacao CEP/UEL.

Enderego: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: B86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informac&es Basicas|PB_INFORMAGCOES BASICAS 644626] 19/02/2016 Aceito
do Projeto E1_pdf 17:30:35
Oufros Resposta_Parecer_CEP docx 19/02/2016 | Donizete Cicero Aceito

17:27:21 | Xavier de Oliveira
Projeto Detalhado / |Projeto_emenda_alteracao_cronograma| 19/02/2016 |Donizete Cicero Aceito
Brochura _Donizete_e_Rafael doc 17:20:32 | Xavier de Oliveira
or
Folha de Rosto Folha_de Rosto_com_Carimbo.pdf 19/02/2016 |Donizete Cicero Aceito
16:03:19 | Xavier de Oliveira
COufros Justificativa_Emenda.docx 16/12/2015 |Donizete Cicero Aceito
20:07:45 | Xavier de Oliveira
Projeto Detalhado / |Projeto_com_EMENDA_Donizete_e_Rafl 16/12/2015 |Donizete Cicero Aceito
Brochura ael doc 19:23:10 | Xavier de Oliveira
Investigador
TCLE / Termos de |EMENDA_TCLE docx 16/12/2015 |Donizete Cicero Aceito
Assentimento / 19:21:05 | Xavier de Oliveira
Justificativa de
Auséncia
QOutros Autorizagdo Profissional Coleta de 02/08/2014 Aceito
sangue.jpg 11:10:04
Oufros Deminice Resposta Comissdo de 02/08/2014 Aceito
Analise de Projetos de Pesquisa do HU 11:02:14
(2).doc
TCLE / Termos de | TCLE.docx 02/08/2014 Aceito
Assentimento / 10:57:39
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto Judd Donizete Rafael.doc 02/08/2014 Aceito
Brochura 10:55:47
Investigador
TCLE/Termosde |TCLE.docx 31/05/2014 Aceito
Assentimento / 16:24:19
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto Donizete Judd.doc 31/05/2014 Aceito
Brochura 16:21:37
Investigadaor

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Enderecgo: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone:  (43)3371-5455 E-mail:

cep2Ga@uel.br
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Continuagdo do Parecer: 1.428.377

LONDRINA, 29 de Fevereiro de 2016

Assinado por:
Otavio Goes de Andrade

(Coordenador)
Endereco: LABESC - Sala 14
Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br

Pagina 04 de 04
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ANEXO B
Ficha para avaliagcdo de DOMS

Ficha de avaliacao de DOMS.

* |dentificagdao do Jogador:

* Nome do Jogador:
* Nivel de DOMS:

* Quadriceps femoral:
* Panturrilha:

* Gluteos:
* Biceps (femoral):
* Abdémen:

Sem dor Dor moderada PFior dor
possivel
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ANEXO C
Inquérito Dietético Recordatério de 24 horas (IDR24h).

Instrucoes para preenchimento do recordatério alimentar

Orientagoes para preenchimento:

1. Devem ser registrados todos os alimentos e bebidas consumidos ao longo do
dia e a noite.

2. Registre o maximo de informagdes que puder, sempre que possivel utilize
pesos, medidas e marcas que constam nas embalagens dos alimentos e bebidas para
indicar a quantidade que foi consumida.

3. No caso de alimentos e bebidas preparados em casa, use medidas como
colher de sopa, colher de cha, concha, xicara, copo de requeijdo, copo americano,
prato de sobremesa, prato raso, prato fundo, pires, entre outras medidas.

4. Nao se esquega de registrar os horarios de consumo dos alimentos e bebidas.

5. Nao altere seu consumo usual de alimentos e bebidas, registre o realmente
vocé esteja consumindo.

6. Os dias registrados devem ser alternados, sendo dois dias de semana e um
dia de fim de semana.

7. Caso vocé tenha duvida para preencher o Registro Alimentar, por favor, entre
em contato com a nutricionista Flavia: e-mail: flaviatrosa@yahoo.com.br ou tel. (16)
36024560

Exemplo:
Nome: _Joéo da Silva N° 3
Horario Alimento Quantidade
8:00 Leite desnatado 1 copo de vidro de requeijao
Achocolatado 2 colheres de sopa
Pao 1 pao francés
Manteiga 3 pontas de faca
12:00 Arroz 2 colheres grandes (de servir)
Feijao 1 concha cheia
Etc...




Nome:
N°

Controle coleta de dados UEL-JUNIOR TEAM

Recordatoério Alimentar

Data:

[ 1

128

Horario

Alimento

Quantidade
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ANEXO D

Percepcao Subjetiva de Esfor¢o
(Foster, 1998) - PSE

0 Repouso

1 Muito, Muito Facil
2 Facil

3 Moderado
4 Algo Forte
5 Forte

6 -

7 Muito Forte
8 -

9 -

10 Maximo



