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RESUMO

AFFONSO, Helvio de O. Universidade Vila Velha - ES, maio de 2017. Estudo de
Biomarcadores nao convencionais e convencionais nos Medalistas Olimpicos
de Volei de Praia durante as temporadas Pré-Olimpica e Olimpica. Orientador:
Thiago de Melo Costa Pereira. Coorientadora: Bianca Prandi Campagnaro.

Os biomarcadores sao definidos como alteragdes bioquimicas ou celulares
frequentemente quantificadas em fluidos. Embora varias biomoléculas oferegcam
uma abordagem dindmica ao diagndstico, progndstico e triagem de varias doencas,
apenas nas Ultimas décadas alguns biomarcadores emergiram como ferramenta
interessante no esporte, havendo ainda uma lacuna para os atletas de elite de volei
de praia (VP). Como os valores de referéncia desses atletas ainda séao
desconhecidos, esses parametros podem contribuir parcialmente para minimizar
interpretacoes errbneas e decisdes inadequadas pela medicina esportiva. Torna-se
interessante conhecer o perfil desses biomarcadores para otimizar o processo de
treinamento. Avaliamos o0s niveis de biomarcadores ndo convencionais €
convencionais em atletas de elite VP durante anos pré-olimpicos e olimpicos. Este
estudo prospectivo observacional incluiu 2 atletas olimpicos de VP adultos durante
as temporadas 2015 e 2016, divididas em trés blocos: A) adaptagdo geral ou
introdutéria (énfase treinamento resisténcia); B) acumulo de forca e transicdo de
forca/poténcia e C) Poténcia (periodos-alvo competitivos - competicbes mais
importantes). Ao longo da periodizagdo de treinamento, forca e poténcia foram
monitoradas por dinamémetria digital computadorizada. Adicionalmente, foram
colhidas amostras de sangue entre as 48 horas pds-jogos ou poés-bloco. Por fim,
foram analisados os biomarcadores nao convencionais (producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em leucdécitos e apoptose/indice de necrose) além de 48
biomarcadores convencionais. Os valores de ROS aumentaram em periodos de
intensa atividade de exercicios (periodos de "acumulacao" e "competicdo") em
comparacao com os periodos de "adaptagao geral ou introdutério”. No entanto, entre
todos os biomarcadores convencionais, apenas a CK apresentou valores acima de
referéncia normal, principalmente em periodos de atividade fisica intensa. Em
relacdo ao metabolismo anabdlico/metabdlico, a relacdo IGF-1/Cortisol apresentou
melhor perfil que a relacdo Testosterona/Cortisol dos atletas VP. Concluimos que
ROS associados a relacdo |GF-1/cortisol podem ser biomarcadores sensiveis
durante as periodizacdes de VP para acompanhar a performance dos jogadores em
substituicdo a biomarcadores convencionais. Esses parametros podem ajudar a
prevenir possiveis estados de overtraining e lesdes, abrindo uma nova via para
otimizar o monitoramento de desempenho dos atletas de elite VP.

Palavras-chave: biomarcador, estresse oxidativo, ROS, overtraining



ABSTRACT

AFFONSO, Helvio de O., Universidade Vila Velha - ES, maio de 2017. Non-
conventional and conventional biomarkers evaluated in gold medalists beach
volleyball players during the 2015 and 2016 seasons (pre-Olympic and Olympic
years), Orientador: Thiago de Melo Costa Pereira. Coorientadora: Bianca Prandi
Campagnaro.

The biomarkers can be defined as biochemical or cellular alterations which are
frequently quantified in fluids, such as blood serum, urine or saliva [Hulka, 1990;
Mayeux, 2004]. Although biomolecules are fundamental to diagnosis, prognosis and
screening of several diseases, only in the last decades some biomarkers have
emerged a tool in elite sports, there is still a void in elite beach volleyball (BV)
athletes. As the reference values for serum biomarkers of elite BV athletes is still
unknown, these parameters may partially contribute to misinterpretation culminating
with inadequate decisions by the staffs, as observed in other modalities. Then, it is
interesting to know the profile of biomarkers of elite BV athletes to optimize the
periodization process and performance of athletes. To evaluate the levels of non-
conventional and conventional biomarkers in elite BV athletes during the pre-Olympic
and Olympic years. This prospective and observational study included 2 Olympic
adult beach volleyball players during 2015 and 2016 seasons which were divided into
three blocks: A) general or introductory adaptation (under endurance training); B)
accumulation of force and transition of force/power (under strength training) and C)
power (competitive target periods - most important competitions). Along the seasons,
strength and power were monitored by a computerized digital dynamometer. In
addition, blood samples were collected between at 48h post-match or post—block.
Finally, the non-conventional (leukocyte ROS production and apoptosis/necrosis
index) and conventional biomarkers (48 parameters) were analyzed. Both serum
leukocyte ROS and apoptosis/necrosis index of BV athletes increased in periods of
intense exercise activity (‘accumulation’ and ‘competition’ periods) compared with
‘restitution’ or ‘pre-season’ periods. However, among all the conventional biomarkers,
only CK showed values above the normal reference mainly in periods of intense
exercise activity. In relation to anabolic/metabolic metabolism, IGF-1/Cortisol ratio
showed better profile than Testosterone/Cortisol ratio of BV athletes. Our findings
suggest that non-conventional markers (leukocyte ROS production and
apoptosis/necrosis) associated to IGF-1/cortisol ratio could be sensitive biomarkers
during the BV seasons to follow the performance of the players in substitution to
conventional serum biomarkers. These parameters may help prevent possible states
of overtraining and injuries, opening a new avenue for optimizing the performance
monitoring of elite BV athletes.

Keywords: biomarker, estressse oxidativo, ROS, overtraining
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1. INTRODUCAO

No desporto de alta performance, é de fundamental importancia que os
atletas apresentem alto desempenho fisico, motor, cognitivo e afetivo durante as
competicées ou por um periodo competitivo [Lopes, 2005], independentemente do
desporto ou modalidade. Apds o inicio da carreira profissional, depois de vencidas
as etapas de iniciacdo, adaptacdo e aprendizagem nas categorias de base da
modalidade esportiva escolhida, € necessario que o individuo supere uma exaustiva
rotina de treinamentos fisicos, técnicos, taticos e até psicologicos, e a partir dai,
convencionalmente, os resultados aparecam em média apés 10.000 horas ou pelo
menos 5 anos consecutivos de treinamentos[Critica, 2011].

A melhora da performance esportiva depende ndo somente da otimizagao
de distribuicdo das cargas de treinamento, mas também da recuperagao prescrita
aos atletas. O monitoramento da preparacao atlética facilita a avaliacdo e adaptacao
das praticas visando otimizar os resultados de desempenho [Ackerman, Clifford,
McNaughton and Bentley 2015], portanto, controlar estas varidveis se faz necessario
para a prevencao de efeitos negativos, como por exemplo, a queda no rendimento e
doencas resultantes pelo Overtraining [Carfagno E Hendrix, 2014; Impellizzeri et Al.,
2004; Alexiou; Coutts, 2008; Wallace; Slattery; Coutts, 2008; Borresen; Lambert,
2010, 2009]. Dessa forma, o treinamento esportivo € uma atividade sistematica que
ndao deve somente promover as adaptacdes morfo-funcionais responsaveis pelo
aumento do desempenho atlético [Viru, 1995; Viru & Viru,2000], mas também
respeitar as condigcdes idiossincraticas do atleta.

Atualmente, as capacidades biomotoras sdo majoritariamente monitoradas
através de protocolos de testes especificos como: Forca (salto horizontal e vertical,
lancamento e poténcia); velocidade (velocidade de deslocamento maximo e lateral);
resisténcia (membros superiores e inferiores), testes de habilidade técnica
(arremesso, passe e recepc¢ao) [Moura,2007; Moreira et Al., 2010]. Excetuando a
avaliacao psicologica, as avaliacoes fisicas sao realizadas atualmente com o auxilio
de células fotoelétricas, plataformas de salto, plataformas de forca, acelerébmetros,
dinamémetros, eletroneuromiografias e células de carga (fundamentais para analise
de forca muscular em condi¢cdes isométricas), até mesmo para desportos de alto

rendimento, incluindo selecdes brasileiras de varias modalidades. Apenas para
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apenas alguns grupos de atletas em centros avancados de pesquisa, de uma forma
mais invasiva, podemos ainda citar, as bidépsias musculares ou as verificacées das
adaptacoes relacionadas ao funcionamento do metabolismo aerébio com biogénese
mitocondrial, vascularizacdo e/ou mudanca no fenétipo da fibra [Roschel et al.,
2011].

Ainda disponivel para pouquissimos atletas, podemos ressaltar o trabalho
desenvolvido pelo professor Luiz Claudio Cameron (COB — Comité Olimpico
Brasileiro) analisando o metaboloma, ou seja, o perfil metabdlico dos atletas
selecionados pelo préprio comité. Essa analise metabolémica oferece informacdes
acerca das respostas dos mecanismos bioquimicos e biol6gicos do metabolismo,
seja alteracdo por estresse ambiental, patolégica, genético ou em resposta ao
estresse causado pelo exercicio fisico [Resende 2010].

Um comportamento questionavel desses monitoramentos de atletas é que a
mesma carga externa de treinamento (CET) utilizada durante uma sessédo pode
gerar adaptacdes ou respostas, cargas internas de treinamento (CIT) diferenciadas
para cada um dos atletas da mesma equipe, podendo assim comprometer o
rendimento final de cada individuo [C. Outts e Cormack 2014]. Na verdade, tal
conduta é bastante difundida entre os treinadores justificada pela dificuldade de
controlar o verdadeiro efeito da carga de treinamento no organismo dos atletas (CIT)
fazendo com que muitos treinadores ainda prescrevam os treinamentos de forma
apenas intuitiva ao invés de se basearem em um controle mais pormenorizado e
menos empirico [Lambert e Borresen, 2010]. Destacamos e indicamos um controle
do “preco Fisiolégico” (expressao cunhada por ndés) pago pelo atleta frente a uma
carga de treino, frente a uma sessao, micro, meso ou macro ciclo de treinamentos.

Na intengao de otimizar a avaliacao individual dos processos de treinamento e
reabilitacdo dos atletas, surgem as buscas por marcadores sanguineos. Assim, o
objetivo deste estudo foi analisar os niveis de biomarcadores convencionais e nédo
convencionais em atletas de elite de Vélei de Praia (VP) durante as temporadas de
2015 e 2016 (anos pré-Olimpico e Olimpico). Estes dados podem identificar uma
nova abordagem para otimizar o monitoramento de desempenho de atletas de VP.

Esperamos fundamentar os staffs com uma maior possibilidade de
interpretacdo analitica das informacées sobre os impactos fisioldégicos do

treinamento esportivo no organismo do atleta (carga interna de treinamento).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 - Histdrico da periodizagdo de treinamentos

O treinamento desportivo € uma atividade bastante antiga que vem evoluindo de
forma significativa nos ultimos anos, mais precisamente a partir da era moderna dos
Jogos Olimpicos. Desde o Egito e Grécia, ja era possivel constatar o uso de alguns
principios do treinamento para preparar atletas para os Jogos Olimpicos e para a
guerra [Barbanti 1997; Monteiro e Lopes 2015]. No entanto, foi somente no final do
século XIX, com o renascimento dos Jogos Olimpicos que o treinamento desportivo
passou de uma forma espontdnea a uma estrutura mais sistematica, visando elevar
o rendimento esportivo [Barbanti, 1997]. Atualmente, € comum se dividir o ano de
treinamento em varios periodos e ciclos com o objetivo especifico de alcancar
rendimento por meio de uma preparacao sistematica. Diante da necessidade de se
organizar o processo de treinamento em ciclos, fases, periodos, surgiu o
termo “periodizacdo”, que significa a divisdo da temporada de preparacdo em
periodos e etapas de treino com objetivos, orientacdes especificas e caracteristicas
particulares (Silva 1998; Gamble, 2006). Segundo a literatura, a primeira fase ou a
racionalizacdo do treinamento é creditada a um grupo de Treinadores Gregos
pioneiros: Kotov (1916); Gorinevisk (1922); Pihkala (1930); Grantyn (1939); Ozolin
(1949); Letunov (1950). Ja a segunda fase ou “periodo dos modelos tradicionais”
teve inicio principalmente na extinta Unidao Soviética (URSS), em meados da década
de 50. Embora muitos tenham sido os autores responsaveis pelo avanco teorico da
periodizacdo do treinamento fisico, um deles foi considerado o idealizador da
periodizagcdo moderna, Lev Pavlovic Matveev [Manso et al, 1996 e Oliveira, 1998].

Finalmente, a terceira Fase, chamada de “periodo dos Modelos
Contemporaneos”, sendo o idealizador mais proeminente o autor Yuri
Verkhoshansky, o qual ndo se utiliza o termo planificagdo/periodizagdo, mas sim
como um sistema onde se encaixam 0s conceitos de programacao, organizacao e
controle, esta também conhecido como sistema em blocos e, extremamente adotado
em programas de Alto Rendimento que apresentem a necessidade de varios “picos”
de performance para a mesma temporada (MARINHO, 2008). Outros autores desta
época foram: Verkhoshansky (1990); Issurin (1986); Bondarchuck (1984); Bompa
(1999), trazendo, portanto uma importante influéncia ainda nos modelos utilizados

atuais de periodizagéo.
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2.2 - Tipos de Periodizagcao

Sistema Tradicional de Periodizacdo: Segundo [Garcia, Navarro e Ruiz, 1996], o

sistema tradicional originado na década de 50 ainda se mantém utilizado nos dias
atuais por um grande numero de staffs. O sistema originalmente proposto
caracteriza-se pela realizacdo de um a dois macrociclos no ano, finalizados por um
“pico” de performance e “apenas” uma ou duas competicoes importantes. Os
macrociclos sao subdivididos em periodos preparatério, competitivo e de transicao
[Matveev 1997].

Sistemas Contemporaneos de Periodizacdo: Os sistemas contemporaneos

propostos a partir dos sistemas tradicionais foram incentivados pela necessidade de
progresso dos resultados considerando as particularidades especificas de cada
modalidade desportiva. [Garcia, Navarro &Ruiz 1996]. De acordo com Platonov
(2005), o aumento excepcional nas cargas de treinamento e a elevagao no nimero
de competicdes com necessidade de éxito em grande parte delas, constituiram
fatores determinantes na busca de novos sistemas de treinamento que garantissem
a elevacado e o prolongamento da forma desportiva do atleta no mais alto nivel
competitivo. Os sistemas contemporaneos sao caracterizados por alguns aspectos
particulares como a individualizagdo das cargas de treinamento justificada pela
capacidade individual de adaptacdo do organismo, a concentracdo de cargas de
trabalho de uma uUnica orientacdo em periodos de curta duracdo, o desenvolvimento
consecutivo de capacidades biomotoras e finalmente pelo incremento do volume do
trabalho especifico de treinamento [Garcia et. al. 1996; Gomes 2002; Oliveira 1998;
Marinho, 2008]. A representacdo generalizada dos ciclos de programa de

treinamento segue ilustrada na figura abaixo:

Microciclo .
Mesociclo

(000 T {00

Macrociclo

Figura 1 —Periodizagédo de treinamento Fonte: Adaptado de Prestes et al.., 2010
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Em linhas gerais, os microciclos representam semanas, 0s mesos “meses” e 0

macro “anos ou semestres”.

Tabela 1. Apresentacao de diferentes niveis de planificagao [Manso,1996]

Matveev Sessdo  Microciclo  Mesociclo Fase Periodo  Macrociclo
Weineck Sessdo  Microciclo  Mesociclo Fase Periodo Ciclo

Bompa Sessdo Microciclo  Macrociclo  Subfase Fase Mesociclo

Platonov Sessdo Microciclo  Mesociclo Etapa Periodo  Macrociclo
Verkhoshanski Sessdo Microciclo Bloco Ciclo

2.3 - Mecanismos de fadiga e adaptagcbes de treinamentos: neurais, metabdlicas,
enzimaticas e morfolégicas
Refletindo para além das adaptacdes de treinamento, pensando em evitar
lesbes, riscos de Overtraining e doencas, torna-se imprescindivel conhecer e
monitorar os mecanismos de fadiga durante os treinamentos, este conhecimento
deve nortear todo o processo de periodizacdo de treinamento e tomadas de deciséao
por parte do staff que acompanha o atleta [Coutts e Cormack 2014; Halson 2014;
Roos et al 2013; Taylor et al 2012].Destacamos que os principais mecanismos de
fadiga em treinamentos de resisténcia de longa duracéo [Fox, 1991] sao:
A. Diminuicao das reservas energéticas (fosfocreatina, glicogénio)
B. Baixa eficiéncia das vias metabdlicas aerdbias e anaerdbias do ATP, culminando
com:

B1. Aumento da concentracdo intramuscular de ADP pela incapacidade de

refosforilacdo do ADP em ATP

B2. Acumulo de substancias residuais do metabolismo (ions H*, ureia, lactato,

potassio)

No esporte de alta performance, os atletas invariavelmente devem apresentar
alto desempenho fisico, motor, cognitivo e afetivo durante a competicéo “alvo” ou por
um periodo competitivo ou macrociclo de treinamento [Martin, 1977 apud Weineck;
Bompa; Garret e Kirkendall, 2003]. Assim, torna-se determinante conhecer as
peculiaridades da modalidade a ser trabalhada com o atleta ou praticante, assim

como, quais os padrbes energéticos, motores, psicoloégicos entre outros que sao
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necessarios para atender as diferentes demandas. Extrapolando esta ideia, é
preciso também ter dominio sob a natureza e dimensao das adaptacdes (agudas e
cronicas) que serao resultantes dos treinamentos de forca, velocidade, resisténcia,
flexibilidade e suas formas de manifestacdo, ao longo do ano [Monteiro e Lopes,
2015].

A prescricdo do exercicio, de forma intuitiva, dependente exclusivamente da
experiéncia do treinador, até muito recentemente utilizada, representa uma limitacao
muito grande no que tange ao entendimento e controle da causa e efeito do
treinamento [Borressen e Lambert 2010]. Métodos e parametros que sejam capazes
de controlar as cargas externas e internas de treinamento, que sdo impostas aos
atletas sdo constantemente alvo de discussdes e pesquisas entre treinadores,
preparadores fisicos e cientistas da area [Rochel; Tricoli & Ugrinowitsch 2011],
sendo necessarias novas técnicas para follow-up desses atletas.

As tabelas abaixo representam as adaptacées neurais, metabdlicas,
morfolégicas e enzimaticas, especificamente por valéncia fisica trabalhada.
Adaptado [Monteiro e Lopes 2015].

Tabela 2. Adaptacdes neurais, metabdlicas, morfoldgicas e enzimaticas

NEURAIS METABOLICAS MORFOLOGICAS
Média a Baixa
Resisténcia de Forca Baixo Anaerdbio Latico
Fibras tipo | e Il
s oA Média a Alta
Res'f_:.e"c'ta ,‘:.e Forea  \isdio/Baixo  Anaerdbio Latico
Ipertrofica Fibras tipo | e Il
Baixa
Forca Maxima Alto Anaerobio Latico
Fibras tipo Il
Poténcia Media
Médio/Alto Anaerdbio Latico

(Forca Explosiva) Fibras tipo Il
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Tabela 3. Adaptacbées neurais, metabdlicas, morfoldégicas e enziméticas e

velocidade
NEURAIS METABOLICAS MORFOLOGICAS
VELOCIDADE ] ] MEDIA A ALTA
ALTO ANAEROBIO ALATICO
FIBRAS TIPO Il

Tabela 4. Adaptacdes de resisténcia aerdébica e anaerébica

ENZIMATICA METABOLICAS MORFOLOGICAS
Re5|_stenCIa *MCT1, Citrato sintase, VO, - Baixo
abaixo do Velocidade de *LV1 Aerdbio
limiar max e Velocidade de Fibras tipo |
- MCT1, Citrato sintase,
- VO, max - .
Resistencia Aerobio Baixo
no limiar - MCT4 melhora no Anaerébio Fibras tipo | e |l

tamponamento muscular

Piruvato desidrogenase

* MCT — Transportdores de monocarboxilato, * LV — Limiares ventilatorios

2.4 - Capacidades/valéncias fisicas

Conhecer as capacidades biomotoras e suas formas de manifestacdo torna-
se determinante para elaboracdo de um processo de monitoramento e planejamento
do macrociclo de treinamento. E necessario evitar o treinamento concorrente que
possa induzir uma adaptacao negativa de forma aguda ou principalmente crénica, o
que significaria deplecdo ao invés de supercompensacdo. A combinagdo, do
treinamento de forca com o treinamento de resisténcia, é considerada um estimulo
ideal para promover tanto ganhos neuromusculares quanto cardiovasculares
[Cadore et al. 2012; Izquierdo et al. 2001; Mikkola et al. 2007; Silva et al. 2012].
Entretanto, alguns estudos tém mostrado que o treinamento concorrente pode
resultar em ganhos de for¢ca mais baixos em comparacao com treinamento de forca

por si sO, e esse fendbmeno € o chamado "efeito de interferéncia” [Bell et al., 2000 ;
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Leveritt et al. 2003; McCarthy et al. 2002]. De acordo com Monteiro e Lopes, 2015,
sdo apresentadas as capacidades biomotoras e suas formas de manifestacdo de

forma resumida, ja destacando a concorréncia em secoes duplas [Monteiro e Lopes

2015].

Tabela 5 — Concorréncias em treinamentos combinados

Capacidades

Capacidades Prejudicadas

Forca Maxima + Endurance

Forga Maxima

Res. Forga (Hipertrofica) +
Endurance

Res. Forca Hipertréfica

Res. Forga + Endurance

Res. Forca

Forga Explosiva + Endurance

Forga Explosiva

Velocidade + Endurance

Velocidade

Forca Maxima + Velocidade

Se o volume e pausa forem adequados nao havera prejuizo

Forgca Maxima + Res. Forga
Hipertréfica

Se o objetivo for forca maxima, esta capacidade valéncia
sera prejudicada

Res. Forga + Forgca Maxima

Se o objetivo for forca maxima, esta capacidade valéncia
sera prejudicada

Forca Maxima + Forca Explosiva

Nao ha concorréncia

Res. Forca Hipertrdfica + Forca
Explosiva

Se o objetivo for Forga Explosiva, esta capacidade valéncia
sera prejudicada

Res. Forca Hipertréfica +
Velocidade

Se o objetivo for velocidade, esta capacidade valéncia sera
prejudicada

Res. Forga Hipertrdfica + Res.
Forca

Nao ha concorréncia

Res. Forca + Forga Explosiva

Se o objetivo for Forgca Explosiva, esta capacidade valéncia
sera prejudicada

2.5 - Sistema enddcrino, cargas de treino, adaptacbées e a periodizacdo do

treinamento

Poucos estudos e com limitagbes avaliaram a secregdo multipla hormonal

frente ao exercicio [Mc Ardle et al 2008], justificados pelas complexas interacoes
entre o sistema enddcrino e nervoso, incrementadas pelas variagbes hormonais
ligadas a prescricdo dos exercicios, magnitude das cargas e até o ritmo circadiano
[Gonzalez-Badillo et al., 2006]. Entretanto, estudos mais recentes mostram que
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existem algumas relacdes entre o sistema enddcrino e o exercicio fisico. A secrecao
de GH foi significativamente atenuada apds suplementagcdo com antioxidantes
[Ackerman et al 2014].

Ja para praticantes de atividades foram encontrados valores significativos de
alteracao na relacao testosterona cortisol salivar apds seis semanas de treinamentos
[Hayes et al. 2014]. Analisando jovens em um treinamento periodizado
especificamente para desenvolvimento da Forga, ndo encontraram diferengas
significativas no Estradiol e o sulfato de Deidroepiandrosterona e alteragdes
significantes em Testosterona total e livre, apds a periodo de treinamento [Sung et
al. 2014]. Com relagdo ao treinamento de forga, temos encontrado estudos
indicando que a intensidade do exercicio influéncia a secrecao de cortisol [Kraemer,
Hakkinen, Newton, Nindl, Volek, Mccormick, Gotshalk, Gordon, Fleck, Campbell,
Putukian & Evans, 1999; Mulligan, Fleck, Gordon, Koziris, Triplett-Mcbride &
Kraemer, 1996] contudo outros estudos indicam que podemos variar tanto a
intensidade quanto o volume de treinamento que nenhuma resposta hormonal sera
verificada [Hough, Papacosta, Wraith & Gleeson, 2011; Roschel, Barroso, Batista,
Ugrinowitsch, Tricoli, Arsati, Lima-Arsati, Araujo & Moreira, 2011; Smilios, Pilianidis,
Karamouzis & Tokmakidis, 2003]. Pesquisadores classificam a variagcao hormonal
frente ao exercicio como multifatorial, supracitado por Mc Ardle et al 2008, e sendo

influenciada pela hora do dia, estado alimentar e tempo de coleta apds o exercicio.

Tabela 6 — Tabela adaptada Horménios e exercicio [MC Ardle et al 2008].

HORMONIO RESPOSTA AO TREINAMENTO

Hormoénios do Hipotalamo e Hipodfise

GH Nenhum efeito sobre os valores de repouso,
elevacdo menos dramatica durante o exercicio.
ACTH Valores aumentados com exercicio
. Evidencias de que reduz os valores de repouso
Prolactina

com exercicio
As mulheres treinadas possuem valores
FSH, LH e Testosterona deprimidos e homens tendem a aumentar com
treinamento de longa duracao
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Hormoénios da Hipéfise Posterior

Vasopressina (ADH) Ligeiramente reduzida

Ocitocina Nenhuma pesquisa disponivel

Hormonios Tiredideos

Concentracao reduzida de T3 total e aumentada

Tiroxina (T4) de tiroxina livre em repouso

Triiodotironina (T3) Maior elevagéo de T3 e T4 durante o exercicio

Hormoénios Supra-renais

Aldosterona Nenhuma adaptacao
Cortisol Ligeira elevagéao durante o exercicio
Adrenalina e Noradrenalina Menor secre¢cao em repouso

Hormonios Pancreaticos

Maior sensibilidade a insulina, a diminuigéo
Insulina normal da insulina durante o exercicio é reduzida
grandemente com o treinamento

2.6- Sistema imune e adaptacées de treinamentos

Uma sessao de exercicio moderado reforga as fungdes imunes e as defesas
do hospedeiro por varias horas e minimiza seus impactos provocando uma maior
protecdo e resposta positiva de imunossupressao [Mc Ardle et al 2008].Ainda
segundo o autor, os efeitos mais proeminentes sdo aumento na atividade das
células destruidoras naturais (NK - natural killer) seguidas de subpopulacbes de
linfécitos fagociticos aprimorando a capacidade citotéxica do sangue e
proporcionando a primeira linha de defesa contra os patégenos. Porém, no exercicio
intenso ou exaustivo de forma prolongada (e outras formas de estresse extremo ou
de treinamento aumentado) deprime profundamente a primeira linha de defesa do
organismo contra infeccdo [Keast D, et al 1988]. Varios estudos indicam
imunossupressao em atletas de alto rendimento, apesar da redugao da carga interna
de treino no periodo competitivo. Uma reducdo da tolerdncia ao estresse
acompanhada por um aumento da severidade da ITRS - Infeccdo do trato
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respiratério superior pode indicar um periodo de descanso” ou como na
nomenclatura usual da periodizacdo do treinamento “recuperativo” insuficiente, ou
seja, apesar da reducdo do volume do treinamento, ndo se observou super
compensacao e melhora da performance [Moreira A, Nakamura FY, Cavazzoni PB,
Gomes JH, Martignago P. 2012]. Além disso, a magnitude do estresse parece
induzir o aumento da severidade de ITRS. A hip6tese “janela aberta” alega que um
aumento desordenado no treinamento ou na competicdo expde o atleta altamente
condicionado a um estresse que nao € normal e que deprime transitéria porém
profundamente, a funcao das células NK (natural Kkiller). Esse periodo de
imunossupressao (janela aberta) pode reduzir a resisténcia natural a infec¢ao [Kohut
ML, et al 2001]. A avaliacdo da imunoglobulina A (IgA) esta tem sido utilizada como
ferramenta na avaliagdo da carga interna de treinamento. A IgA parece responder a
intensidade do exercicio, sendo um importante marcador da fung¢do imunoldgica do
atleta, estando associada com a incidéncia de infecgbes do trato respiratério
superior [Ahtiainen, Pakarinen, Alen, Kraemer & Hakkinen, 2005; Nieman, 1994]. Os
exercicios de intensidade moderada estimulam uma resposta anti-inflamatéria,
enquanto aqueles de alta intensidade tendem a promover respostas pré-
inflamatérias, importante ter esta visdo macro, visando diminuir os danos na
musculatura esquelética [Dutra et al 2012]. Estas alteracdes sao vistas em células
apresentadoras de antigeno (como macréfagos e células dendriticas), neutréfilos,
células NK e em moléculas de superficie como os receptores do tipo Toll (TLR) e do
complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC 1l), além das
modificacdes promovidas em todo o repertorio de citocinas [Zaldivar F, Wang-
Rodriguez J, Nemet D, Schwindt C, Galassetti P, Mills PJ, et al 2011]. Deve-se
considerar ainda que os dados indicam que o exercicio agudo realizado por pessoas
destreinadas aumenta o estresse oxidativo, no entanto, a pratica regular de exercicio
pode contrapor este efeito aumentando a atividade de enzimas antioxidantes e

reduzindo a producao de oxidantes [Leeuwenburgh E Heinecke, 2001].

2.7- Os Biomarcadores

Os biomarcadores podem ser definidos como alteragdes bioquimicas ou
celulares que frequentemente sao quantificadas em liquidos, como soro de sangue,
urina ou saliva [Hulka, 1990; Moreira, 2004]. Embora varias biomoléculas fornecam

uma abordagem dinamica para diagnéstico, prognéstico e rastreio de varias
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doencas, somente nas uUltimas décadas, alguns biomarcadores tém emergido como
uma ferramenta interessante no esporte. Geralmente, eles tém sido utilizados para
monitorar 0 progresso no treinamento, desempenho e, possivelmente, Overtraining
entre atletas de varias modalidades [Hug et al., 2003; Sanchis-Gomar e Lippi, 2014;
Palacios et al, 2015; Becatti et al., 2017]. Apesar deste aumento no interesse em
biomarcadores, ainda ha poucos estudos com jogadores de vélei [Mazon et al, 2013;
Kocabas et al., 2016]

Estudos fisiolégicos anteriores demonstraram que o voleibol € um esporte de
equipe (referido como o mundo é o 5% mais popular) com componentes aerdbios e
anaerdbios, caracterizados por glicogendlise e lipdlise acompanhada de alta
intensidade e movimentos rapidos (por exemplo, bloqueios e ataques),
respectivamente [Kunstlinger et al., 1987; Smith et al., 1992]. Mais intensamente,
voleibol de praia (VP) é um subtipo deste desporto constituido por breves periodos
de atividade maxima para longos periodos de atividade de intensidade moderada e
baixa [Homberg, 1994; Medeiros et al., 2014]. Mais especificamente, ndo existem
ainda dados consistentes demonstrando a aplicabilidade dos biomarcadores para
jogadores de VP.

Na busca por biomarcadores e sua correlagdo com o0s processos de
treinamento, varios estudos indicam como monitorar o atleta, todavia, uma das
maiores dificuldades encontradas ainda é determinar de forma objetiva, qualitativa e
quantitativa quais os indicadores que podem sinalizar antecipadamente um
descompasso na dose e efeito do treinamento. Espera-se assim evitar complicagdes
importantes que levem ao sobre treinamento ou Overtraining e Overreaching. Sem
atletas de alto rendimento na amostra, podemos verificar uma proposta interessante
de catalogacdo de alguns Biomarcadores, correlacionando com macro areas para
facilitar nosso entendimento no estudo de GONZALES et al., 2015:

a) Marcadores de fadiga e stress crénico — Testosterona e Cortisol;
b) Marcadores de Overtraining: Lactato, CPK (Creatina Quinase), Creatinina,

Aménia, Lactato Desidrogenase, Acido Urico e Ureia.

c) Marcadores de Risco Cardiovascular: Homocisteina, Troponina Cardiaca
d) Marcadores de stress oxidativo: Malondialdeido e Proteinas Cabonilas;
superoxido dismutase (SOD), Glutadiona Peroxidase (GSH), Espécies

reativas de Oxigénio ROS [Gonzales et al 2015].
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e) Marcadores de processos inflamatérios: Proteina C reativa, Interleucina 6,

Leucécitos.

Como os valores de referéncia para os biomarcadores dos atletas do VP
permanecem desconhecidos, esses parametros isolados solicitados por médicos do
esporte parcialmente podem contribuir para a ma interpretacdo dos resultados,
culminando com decis6es inadequadas pelo staff com o atleta profissional do VP,
como observado em outras modalidades [Banfi et al., 2012; Lewis et al, 2016;
Becatti et al., 2017]. Neste contexto, mesmo que seja um desafio em muitos
esportes diferentes, é relevante conhecer valores de referéncia dos atletas de VP
para uma melhor compreenséo da resposta de treinamento e otimizar o processo de
periodizagao.

Em paralelo, evidéncias recentes tém mostrado que os periodos de
treinamentos intensos podem desencadear uma alta producéao de espécies reativas
de oxigénio [Vollaard et al., 2005; Yavari et al, 2015; Reid, 2016; Becatti et al., 2017].
Curiosamente, embora muitos estudos tenham relatado que ROS estao envolvidas
na lesdo muscular e fadiga crénica, outros tém sugerido que os baixos niveis de
ROS séo fundamentais para um papel protetor nas adaptacbes induzidas pelo
exercicio [Mattson, 2008; MC Leay et al, 2017; Becatti et al., 2017]. Entretanto, o
caminho que leva a esta biodisponibilidade exata de ROS que pode melhorar o
desempenho sem comprometimento dos efeitos adaptativos ainda precisa ser
elucidado [Powers et al, 2011; MC Leay et al., 2017]. Assim, monitoramento de
niveis ROS em atletas VP também pode ser uma ferramenta inovadora para prever
o risco de lesdes, Overreaching ou Overtraining.

2.8— A importancia do monitoramento

As adaptacées metabdlicas e/ou funcionais do organismo na pratica regular
de exercicios fisicos podem promover véarias formas de estresse mecanico e
metabdlico e, por consequéncia levar o organismo a reagir para manter sua
homeostasia. Neste processo, a acdo de enzimas, como a lactato desidrogenase-
LDH e a creatina quinase-CK; horménios, como o cortisol, testosterona, horménio do
crescimento e catecolaminas (adrenalina e noradrenalina; anticorpos (IgA), citocinas
e metabdlitos resultantes da degradacao de substratos e/ou de tecidos, como o
lactato, a amobnia e a ureia merecem destaque maior [Lapin et.al 2007 apud Lopes
2005].A anadlise destes metabdlitos pode ser utilizada no controle das cargas de
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treinamento e monitoramento das respostas fisiolégicas do organismo frente ao
exercicio fisico.

a) (Cortisol, testosterona e relacao T/C)

Quando a razao T/C é aumentada, ou seja, a concentracao de testosterona é maior
que a concentragcao de cortisol no periodo de descanso, isto indica resultado positivo
frente ao treinamento), ja a deplecédo sugere que o método de treinamento utilizado
representa um estimulo estressor intenso para o organismo [Mcardle W, Katch Fl,
Katch VLD 2003].

b) GH e IGF-1

[Prestes et. al.,, 2006] indicam que com relacdo aos estados de anabolismo e
catabolismo, o eixo GH, Fator de Crescimento insulina grow factor-l (IGF-1) € um
sistema que integra mediadores, receptores e proteinas ligantes que modulam o
desenvolvimento de muitos tecidos e também estao envolvidos com a adaptacao ao
exercicio [Nemet et. al.,2002] demonstraram decréscimo de elementos do eixo GH-
IGF-1 na circulagdo em adolescentes, sendo este efeito associado a um estado

catabdlico ap6s exercicio aerdbio e intenso.

c) Citocinas e Imunoglobulinas

As citocinas sao polipeptidios ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
variando entre 8 e 30 kDa. Sao produzidas por diversos tipos de células no local da
lesédo e por células do sistema imunoldgico através da ativacao de proteinoquinases
ativadas por mitdgenos [Oliveira CMB, Sakata RK, Issy AM, Gerola LR, Salomao R:
Citocinas e Dor 2011]. Podemos ainda citar que € um termo genérico empregado
para caracterizar um extenso grupo de moléculas envolvidas na emissao de sinais
entre  ascélulasdurante o  desencadeamento  das respostas imunes:
mondcitos, macréfagos, Linfécitos e outras que ndo sejam linfoides. As citocinas
influenciam a atividade, a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula
imunoldgica, assim como regulam a producao e a atividade de outras citocinas, que
podem aumentar (pro-inflamatérias) ou atenuar (anti-inflamatérias) a resposta
inflamatéria [Oliveira CMB, Sakata RK, Issy AM, Gerola LR, Salomao R. Citocinas e
Dor 2011]. A Interleucina 6 (IL-6) e um dos mais precoces e importantes mediadores
de inducdo e controle da sintese e liberacdo de proteinas de fase aguda pelos

hepatécitos durante estimulos dolorosos, como trauma, infeccdo, operacdo e
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queimadura. Apéds lesao, concentracdes plasmaticas de IL-6 sdo detectaveis em 60
minutos, com pico entre 4 e 6 horas, podendo persistir por 10 dias [Lin E, Calvano
SE, Lowry SF 2000] [Gebhard F, Pfetsch H, Steinbach G et al 2000].

d) Catecolaminas

Durante o exercicio incremental, as concentragdes de adrenalina e noradrenalina
(catecolaminas) correlacionam-se com 0 aumento exponencial no lactato sanguineo,
este por sua vez amplamente monitorado por treinadores e preparadores fisicos,
porém sem esta conotacao de controle correlacionado a outros marcadores [Koppel
M, et al. 1988].

e) Enzimas (CPK, LDH)

Além do estresse metabdlico promovido pelo exercicio fisico, as acées musculares
(contracdo e relaxamento) podem induzir ao estresse mecanico ao ponto de
danificar o tecido muscular [Lieber et al., 2002]. A concentragdo sanguinea da
enzima CK tem sido utilizada como indicador de estresse fisiol6gico induzido por
estresse mecanico. [Mujika et al., 2004]. Esta enzima esta presente no muasculo e
eleva-se na corrente sanguinea por alteracdo da permeabilidade da membrana do
tecido muscular, sendo considerada indicador de protedlise muscular relacionado
com a intensidade e duracao do exercicio [Noakes, 1987]. A Lactato desidrogenase
(LDH) é uma enzima catalitica encontrado na maioria dos tecidos do corpo, e
especificamente no coracéao, figado, rins, musculos, células do sangue, cérebro e
pulmdes. Desempenha um papel importante no metabolismo da energia anaerdbia,
auxiliando na conversao reversivelpiruvato em lactato no final da glicélise. Quando
ocorre uma lesdo do musculo ou destruicao das fibras musculares, os niveis de LDH

sao significativamente aumentadas [Gonzales et al 2015].

f) Metabdlitos (lactato, ureia)

Durante o exercicio prolongado com intensidades abaixo do limiar anaerébio, as
catecolaminas aumentam de forma duragdo-dependente, no entanto, as
concentragcbes de lactato permanecem constantes ou até mesmo reduzem
[Urhausen et al., 1995]. Se a intensidade do exercicio exceder 5% ou mais do limiar
anaerébio ocorre acidose, concomitantemente, a concentragcdo das catecolaminas

aumenta de forma intensidade dependente, sinalizando alta atividade simpatica. Os
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exercicios de curta duracao e alta intensidade (anaerobio latico) sdo caracterizados
por uma maior liberacdo de catecolaminas [Urhausen et al., 1995].

g) Proteinas séricas marcadoras de inflamacao (proteina C reativa e ferritina)
Promove a interagéo entre imunidades humoral e celular. Uma das respostas mais
importantes e estudadas da fase aguda envolve 0 aumento na sintese hepatica, com
consequente aumento na corrente sanguinea, das chamadas proteinas de fase
aguda. Dentre elas, destacam-se a proteina C-reativa (PCR). Em contrapartida,
existem algumas proteinas que tém sua concentracao diminuida na fase aguda, a
fim de disponibilizar substratos para as proteinas de fase aguda positivas. Sao
chamadas de proteinas de fase aguda negativas. Dentre elas destaca-se a albumina
(Silva O C Fernando & Macedo V Denise 2011). A Proteina c-reactiva (PCR)
ou CRP (do inglés "C-reactive protein") € uma proteina plasmatica reagente de fase
aguda produzida pelo figado. Sua fungao fisiolégica é ligar-se a fosfocolina expressa
na superficie de células mortas ou lesionadas (e alguns tipos de bactérias), para
iniciar sua eliminacdo ao ativar o sistema complemento e células que fazem
fagocitose(digerem outras células), funcionando como uma opsonina. E um
indicador extremamente sensivel de inflamacao. Sua concentragao é muito baixa em
individuos sadios, porém na presenca de infeccoes ou respondendo a estimulos
inflamatérios pode ter um aumento de até 1.000 vezes no individuo. Em casos de
inflamacéao sistémica, nosso figado passa a produzir diversas proteinas diferentes,
chamadas de proteinas de fase aguda [Neto, Salles & Carvalho 2009]. A Ferritina é
uma proteina encontrada em todas as células, especialmente nas envolvidas na
sintese de compostos férricos € no metabolismo e reserva do ferro. Sua
concentracdo aumenta em resposta a infeccbes, traumatismos e inflamacdes
agudas. A elevagao ocorre nas 24 a 48 horas iniciais, com um pico no terceiro dia, e
se mantém por algumas semanas(Salles, Neto, & Carvalho, 2009).

h) ions (Ferro e calcio)

O papel biolégico que melhor caracterizada pelo ferro ocorre através de sua
incorporagao na hemoglobina e mioglobina, proteinas responsaveis pelo transporte
e armazenamento de oxigénio (Deldicque, Francaux, & Glenn, 2015).
Aproximadamente 65% do ferro no organismo € incorporado em hemoglobina, e

estudos classicos em seres humanos tém demonstrado que o consumo maximo de
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oxigénio diminuido ocorre como niveis de hemoglobina em declinio, afetando o
desempenho de endurance (Peeling et al., 2014). A ingestédo diaria recomendada de
ferro depende da populagcdo e o pais e é significativamente mais elevado para
mulheres pré-menopausicas (18 mg / dia) do que para os homens ( 8 mg / dia ),
principalmente devido as perdas regulares de ferro que ocorrem por meio de
sangramento menstrual (Della Nina 2013). A vitamina D e calcio desempenham um
papel importante na saude do atleta, treinamento e desempenho. Embora
algunsestudos recentes reforcem os efeitos de calcio e vitamina D para o
metabolismo &ésseo,também sdo revelados beneficios extra-6sseos incluindo
modulagdo do sistema imune e muscular,havendo importante relevancia no
desporto(Peeling et al., 2014). Tem sido proposto que o exercicio pode aumentar a
perda de calcio na urina e suor. Ratificados pelas altas concentragdes de calcio no
suor (~45 mg/l ) ja observadas, atletas suando muito durante o treinamento
prolongado pode ter favorecer para potencializar a perda de calcio [Heaney, Recker,
Saville 1978].

i) Biomarcadores estresse-oxidativo dependentes

Um delicado equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico
(NO) vai provavelmente acontecer no organismo, desencadeando o estresse
oxidativo. Suas fontes principais de producédo sado oriundas de vias mitocondriais,
enzimaticas (NOS, xantina oxidase, citocromo P 450 e NADPH oxidase) (Porto et al.,
2015; Pereira et al., 2016).No sistema cardiovascular, se as concentragdes celulares
de ROS aumentarem para além dos niveis de homeostase em células endoteliais, a
sinalizacdo do NO vascular podera ser corrompida, resultando em disfuncao
endotelial, esta se manifesta como inflamagéo vascular e proliferagéo [Forstermann
2010]. Enquanto a mudanca na relacdo ROS/NO favorecendo o NO pode promover
melhora na fungdo vascular e desfechos cardiovasculares, evidéncias recentes
sugerem que existe um "ponto 6timo". Entretanto o exercicio excessivo pode ser
prejudicial para o sistema cardiovascular, de maneira similar aos efeitos identificados
nos sedentarios e portadores de doencas cardiovasculares, a potencial razdo seria
justamente a inversdo desta relacdo ROS/NO [Nikolaidis et al 2012].

O oxigénio possui tanto efeitos positivos quanto nocivos secundarios para 0s
sistemas biolégicos. Sua alta reatividade permite ao oxigénio participar na
transferéncia de elétrons de alta energia, e, por conseguinte, auxiliar a geracao de
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grandes quantidades de adenosina-5-trifosfato (ATP) através da fosforilacdo
oxidativa sendo indispensavel para permitir a manutencdo de organismos
multicelulares complexos [Rua et al 2014]. Por outro lado, o oxigénio tem
fundamental importancia na formacao de subprodutos, conhecidos como espécies
reativas do oxigénio (ERO) [Paravicini e Touyz, 2008; Dias et al., 2014].

2.9 - A Forca/Poténcia e a producado de espécies reativas de oxigénio

Segundo (Reid, 2016), o exercicio estimula a producao aumentada de ROS
no musculo esquelético o que fatalmente induz a uma fadiga precoce, por serem 0s
musculos o alvo mais indicado para agao deletéria de ROS.

Tal efeito induz a uma depressao na funcao da capacidade contratil ou dos
mecanismos contrateis da célula muscular. Ainda neste estudo é indicado que existe
um potencial efeito positivo das a¢des antioxidantes podendo reduzir tal efeito de
diminuicdo da capacidade de sustentagdo da produgcdo de forca e potencia no
musculo.

Essa revisdo ratifica que nos atletas os efeitos sdo maximizados em funcao
da intensidade e volume dos exercicios e por consequéncia as contragdes
musculares tendem a serem prejudicadas pelo aumento de ROS. Segue abaixo a

figura adaptada por (Reid, 2016).
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Figura 2 - Producao de ROS pelo musculo aumenta durante a fadiga. A, Forca isométrica,
durante (area sombreada, Fadiga) e B, producao de ROS concomitante a queda de forga.
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Com base nesses achados do estudo supracitado, se extrapolarmos a analise
pensando na periodizacdo dos treinamentos, esse efeito negativo poderia nao
favorecer positivamente para ganhos de Forca e Poténcia, nos blocos especificos de
trabalho com énfase nestas capacidades/valéncias fisicas. E exatamente neste
periodo de acumulacao (Verkhoshansk 1998) que as fibras musculares assim como
os processos inflamatérios devem estar minimizados possibilitando altas producdes
de kgf — Forca e watts — poténcia. Hora se estabelecemos uma condicdo com o
efeito deletério nos mecanismos contrateis do musculo, pelo aumento de ROS
poderemos gerar um “destreinamento” dos atletas ao invés do contrario que seria o
resultado esperado. Surge entdo um novo desafio a partir destas indicacées dos
marcadores de Estresse oxidativo, elevar e manter os niveis de forga, visando alta

performance (Verkhoshansk 1998), minimizando a produgéao de ROS.

100
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Reduced Oxidized

Cellular
redox state

Figura 3 — Niveis de Forca Isométrica e estresse oxidativo Adaptado de Reid et al., 1993;
Vollaard et al., 2005; Yavari et al, 2015; Reid, 2016; Becatti et al., 2017

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os niveis de biomarcadores
convencionais € ndo convencionais em atletas de elite VP durante as temporadas de
2015 e 2016 (anos pré-Olimpicos e Olimpicos). Estes dados podem identificar uma

nova abordagem para otimizar o monitoramento de desempenho de atletas de VP.
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2.10 JUSTIFICATIVA

Apesar de atualmente existirem diversos recursos de avaliacdo e controle para
sistemas contemporaneos de periodizacdo de treinamentos, ainda ha uma lacuna
que pode ser preenchida na area do biomonitoramento dos atletas de alta
performance por meio das avaliagbes biomoleculares, visando individualizar a
prescricdo, potencializar a performance, monitorar e explorar com segurangca a
reserva atual de adaptagdo. Sendo assim, pretendemos descrever o perfil dos
biomarcadores convencionais e ndo-convencionais em atletas de elite de voélei de

praia durante as temporadas pré-olimpica (2015) e Olimpica (2016).

2.11 OBJETIVO GERAL

Identificar dados biomoleculares que possam fundamentar os staffs, possibilitando
maior seguranca na distribuicao das cargas de treinamento bem como dos periodos
de recuperacdo, a partir de uma maior interpretacdo analitica do impacto dos

treinamentos e jogos monitorados.

2.12 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Durante as temporadas de 2015 e 2016, foram avaliados nos atletas:

1. O perfil da curva de forca e poténcia;

2. A cinética de biodisponibilidade de ROS, a predominancia da principal
espécie reativa bem como o indice de apoptose/necrose (biomarcadores nao-
convencionais);

3. As modulagdes dos biomarcadores convencionais (lactato, LDH, CK,

Testosterona/cortisol), incluindo mais 42 biomarcadores.
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3. METODOS

3.1- Amostra

Foram incluidos neste estudo prospectivo e observacional 02 (dois) atletas
Olimpicos, adultos, da modalidade Vélei de Praia (VP), ambos com 30 anos de
idade, sem critérios de exclusdo. O estudo realizado entre 10 de janeiro de 2015 e
24 de agosto de 2016 foi aprovado pelo Comité de ética brasileiro para pesquisa
humana 'Plataforma Brasil' (#1.540.498). Eles foram informados sobre a
investigacdo, e deram o0 seu consentimento escrito para participar. Nenhum dos
atletas contraiu doencas infecciosas ou recebeu qualquer suplementacdo /
medicacédo que pudesse modificar diretamente os resultados observados.

3.2 - Periodizacdo do Treinamento

A periodizagdo do treinamento foi dividida nos seguintes trés blocos: A)
adaptacao geral ou introdutéria (treinamento de resisténcia geral); B) acumulacao de
forca e a transicao de forga para poténcia (Treinamento de forgca pura) e C) periodos
competitivos (competicdes mais importantes), todos estes sempre intercaladas com
periodos de recuperagao entre os respectivos blocos. Durante todo o ciclo, objetivou
a manutencao elevada dos niveis de forca e poténcia, devido ao elevado numero de
competicoes em todo o ciclo olimpico e pré-olimpico.

3.3 - Evolugéo da Forga e Poténcia

Os dados de forca e poténcia foram monitorados por um dinamémetro digital
computadorizado (PEAK POWER, CEFISE®, Nova Odessa, Sao Paulo, Brasil)
conectado a uma barra. Este equipamento emite um sinal elétrico com cada
revolucdo percebida. Desde que a distancia percorrida entre dois sinais emitidos é
conhecida, o deslocamento da barra é obtido. Através deste protocolo, os
parametros obtidos foram poténcia absoluta (watts) e forca maxima (Kgf-Newtons)
desenvolvido em toda a fase concéntrica do exercicio meio-agachamento, os dados
aferidos a uma frequéncia de 50 Hz.
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3.3.1 - Teste de 1 RM — Repeticdo Maxima

Os atletas de VP passavam por um aquecimento iniciando na bicicleta
estacionaria por 10 a 20 minutos, acrescidos de alongamento estatico e liberacéao
miofascial. Apds 5 minutos de intervalo, os atletas executavam de 8 a 10 repeticoes
para familiarizagdo com as maquinas e, estas ja ligadas com o dinamémetro digital
(PEAK POWER, CEFISE®, Nova Odessa, Sao Paulo, Brasil), posteriormente
partiam para a realizacdo de 8-10 repeticbes de uma carga leve (~ 50% de 1RM
predita). Apdés mais de 5 minutos de intervalo, eles realizavam uma carga (~ 80% da
1RM estimada) através de Unica repeticdo em meio-agachamento. Apds cada
execucao bem-sucedida, o peso era aumentado até a tentativa em que ocorresse a
falha no movimento de meio-agachamento. O 1RM foi registrado quando atingido
dentro de 5 tentativas, o intervalo de 5 minutos de descanso separava cada teste
com incremento de carga. Todas as medigdes de 1RM foram relatadas em
quilogramas e newtons, para analise de dados subsequentes.

3.3.2 - Tete de Poténcia

Os atletas foram avaliados com o exercicio meio-agachamento em alta
velocidade, com énfase para a execucdo na fase concéntrica (subida de alta
velocidade), isolando o componente excéntrico (descida lenta com uma isometria -
parada rapida - antes de executar a fase concéntrica). O posicionamento dos pés foi
determinado com areas marcadas no chao. Apés o comando do preparador fisico,
os atletas foram submetidos a seis repeticoes do “meio-agachamento em alta
velocidade” com 60%; 70%; 80% e 90% da carga correlate a 1RM (pré-
determinado), intercalada por 5 minutos de intervalo. Finalmente, a melhor poténcia
(watts) na execucdo do movimento e aferida pelo dinambémetro digital

computadorizado foi registrada.

3.4 - Amostras de sangue

Todas as amostras de sangue foram coletadas no pés-jogo de 48h ou pés —
bloco, excluindo assim a influéncia aguda do exercicio exaustivo. Entre 9 e 10h, as
amostras de sangue foram coletadas da veia ante cubital (na posicao sentada) em
tubos de vidro de Vacutainer contendo EDTA (Becton, Dickinson e Co, Franklin
Lakes, NJ) e centrifugadas a 2.000 g durante 10 min. Em seguida, o soro foi entdo
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armazenado a — 20 ° C. Todas as medi¢des foram obtidas através de analisador
bioquimico automatico (AU 680, Olympus/Beckman Coulter, Munique, Alemanha) ou
analisador hematolégico (Coulter LH 750, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

3.5 - Analise de marcadores sanguineos

Foram analisados e correlacionados com as capacidades/valéncias fisicas,
adaptacdes e fases da periodizacdo de treinamentos e competicdes (jogos) 48
(quarenta e oito) marcadores sanguineos, descritos a seguir. HEMOGRAMA e
PLAQUETOGRAMA COMPLETO, GLICEMIA, FERRO SERICO, FERRITINA, ALFA-
AMILASE, SODIO, CALCIO, POTASSIO, MAGNESIO, HGH, SOMATOMEDINA,
TESTOSTERONA, CORTISOL, UREIA, NITROGENIO UREICO, HDL, LDL,
TRIGLICERIDEOS, COLESTEROL TOTAL, CK, CK-MB, LDH, PCR, TSH,
TIROXINA LIVRE, INSULINA, LACTATO, POTASSIO, AST, ALT, GGT.

3.6 - Isolamento de células mononucleares do sangue periférico

O sangue coletado foi acrescido de solucado nutridora (DMEM low-glucose,
Sigma) e colocado em um tubo Falcon (BD) em um volume final de 6mL. Em
seguida foi feita centrifugacédo (Equipamento — Eppendorf 5702) por 10 minutos a
1200rpm (rotac¢des por minuto). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado de
células ressuspendido em 4mL de DMEM. Em outro tubo Falcon foi adicionado 4mL
de gradiente de densidade Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare), que consiste em
uma solucdo com densidade de 1,077 g/mL. A solucdo com 4mL de células foi
pipetada e colocada pela parede sobre o gradiente de densidade Ficoll-Paque™
PLUS com cuidado para nao misturar as duas fases. O tubo contendo 4mL de
células + 4mL de Ficoll-Paque™ PLUS, totalizando um volume final de 8ml, foi
levado para centrifuga (Eppendorf 5702) com rotor swing-bucket, sem freio, por 30
minutos a 1500rpm. Durante a centrifugacao, os eritrécitos e leucécitos granulécitos
atravessaram a fase organica, que corresponde ao gradiente de densidade Ficoll-
Paque™ PLUS, sedimentando-se no fundo do tubo. A “nuvem” de CMN encontrava-
se na interface entre as duas solucdes. Na fase superior, fase aquosa, encontrava-
se as plaquetas e proteinas plasmaticas.

O anel de CMN formado entre o DMEM e o gradiente de densidade foi
imediata e delicadamente recolhido com uma pipeta de vidro. Em seguida, o material
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aspirado foi colocado em um novo tubo Falcon. Como o gradiente de densidade
Ficoll-Paque™ PLUS ¢é altamente citotoxico, foi necessério fazer lavagens seriadas a
fim de eliminar possiveis residuos remanescentes desse gradiente. Logo, as células
foram centrifugadas por 10 minutos a 1200 rpm com uma solugao salina tamponada
(PBS 10%) para lavar o excesso de gradiente. Essa lavagem foi repetida trés vezes
para garantir a remocao completa do gradiente de densidade. As células isoladas
foram ressuspensas em PBS para posterior analise em citbmetro de
fluxo[Campagnaro et al., 2012; Porto et al., 2015].

3.7 -Determinacéo da viabilidade e apoptose (anexina)

Para determinacao de viabilidade celular foi utilizada marcagdo com anexina
V e PI, seguida de analise em citdmetro de fluxo. Este ensaio consiste na ligacao
eficiente da proteina anexina V aos residuos do fosfolipidio fosfatidilserina (FS). Na
célula viavel, estes residuos se encontram na face interna da membrana plasmatica.
Entretanto, quando o processo de morte celular programada (apoptose) € iniciado,
estes residuos sao rapidamente translocados para a face externa da membrana,
permitindo a ligacdo da proteina anexina V conjugada a um fluorocromo. O PI,
marcador padrao de viabilidade, é usado para distinguir células viaveis de néo-
vidveis, uma vez que células viaveis com membrana intacta sdo capazes de excluir
o corante, enquanto que membranas de células mortas ou danificadas séao
permedveis. Aléem disso, o Pl € usado em conjunto com a anexina V para permitir a
identificacdo de células em estagio inicial de apoptose. O Pl penetra em células, nas
quais ha perda da integridade da membrana celular, enquanto que células marcadas
apenas com Anexina V-FITC indicam morte apoptética. Ja as células marcadas com
ambos os fluorocromos representam a porcentagem de células nos estagios finais
de apoptose[Campagnaro et al., 2012; Porto et al., 2015].

Foram retiradas aliquotas de 200ul de células e estas, centrifugadas por 10
minutos a 1200rpm. Em seguida, ressuspensas em 400ul de tamp&o Binding Buffer
10% (10mmol HEPES, NaOH, pH7,4, 140mmol NaCl, 2,5mmol CaCl,) na
concentragdo de 1x10° células/ml. A seguir, 100ul desta solugdo (1x10° células) foi
transferida para um novo tubo, onde receberam 2ul de anexina V-FITC e 2ul de PI.
As células foram incubadas por 15 minutos, a temperatura ambiente (25°C), na
auséncia de luz. Para controle positivo foi utilizado H.O.. Posteriormente as
marcacgdes, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1200 rpm e por fim, 400l
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de PBS com 10% Soro Fetal Bovino serdo adicionados a cada tubo e as amostras
analisadas no citdmetro de fluxo. Este ensaio determina a proporcao de células
vivas (anexina V-/Pl-); células em estagio inicial de apoptose onde ocorre apenas a
exposicdo da FS na face externa da membrana plasmatica com consequente
marcacao com a anexina V (anexina V+/Pl-); células em estagio tardio de apoptose
ou em necrose onde além da exposicdo da FS, a membrana plasméatica sofre
colapso e se torna permeavel ao Pl fazendo com que a célula possua dupla
marcacao (anexina V+/Pl+). O resultado final foi um grafico de dot plot com
quadrantes Q1, Q2, Q3, Q4 sendo, Q1: positiva apenas para Pl — células com dano;
Q2: Apoptose (positiva para Anexina e Pl); Q3: células viaveis (negativa para
Anexina e Pl); Q4: apoptose precoce (Positiva para Anexina e negativa para PI).
Para célculo da taxa de apoptose total foram somados quadrantes Q2+Q4. A anélise
dos dados foi realizada com auxilio do software DIVA e FCS Express 4 Flow
Research Edition [Campagnaro et al., 2012; Porto et al., 2015].

3.8 - Medida de estresse oxidativo pela determinagcdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (DHE e DCF)

As espécies reativas de oxigénio (ERO) foram medidas por citometria de fluxo
através da fluorescéncia emitida pela diclorofluoresceina (DCF-DA) e pelo etideo,
que sao produtos da oxidacdo do diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(H2DCFDA) e do dihidroetideo ou hidroetidina (DHE), compostos sensiveis,
principalmente, ao H>O, e ao O, respectivamente. A citometria de fluxo é uma
ferramenta que proporciona a determinacdo das caracteristicas fisicas, bioldgicas
e/ou quimicas das células. Essa metodologia permite a analise de um grande
namero de células em um curto periodo de tempo. Todo material biolégico, com
tamanho entre 0,5 e 50um, que contém células ou particulas em suspensao pode
ser analisado por citometria de fluxo [Rua et al 2014]. A citometria de fluxo € uma
tecnologia que mede simultaneamente e, em seguida, analisa varias caracteristicas
fisicas das particulas individuais, geralmente células, a medida que passam pela
corrente fluida através do feixe de luz. As propriedades medidas incluem o tamanho
relativo de uma patrticula, granulosidade ou complexidade interna e intensidade de

fluorescéncia [Tonini et al., 2013; Dias et al., 2014].
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O H2DCFDA é um éster, ndo- fluorescente, internalizado pelas células e que
se incorpora as regides hidrofébicas. Apds entrar na célula, o H2DCFDA perde o
grupo diacetato, pela acdo de esterases intracelulares, resultando na formacgao de
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), que pode ser oxidado pelo H>O., a
diclorofluoresceina (DCF), composto altamente fluorescente (Figura 3). Convém
salientar que outras ERO, como NO, ONOO'" e radical peroxil (ROO") podem também
oxidar o DCFH. Dessa forma, o DCF nao pode ser caracterizado como um marcador
exclusivo para HO».

O DHE, forma reduzida do brometo de etideo, também entra livremente na
célula e é relativamente mais sensivel ao *O., entretanto pode reagir com outras
ERO, como o radical hidroxila (*OH), para formar etideo. No citoplasma, o DHE é um
fluorocromo azul (420nm), entretanto quando oxidado a etideo, este se liga ao DNA
causando a amplificagdo da fluorescéncia vermelha (518-605nm).

Para este experimento as células foram ressuspensas em 1mL de PBS na
concentragdo de 1x10° células/mL. As amostras foram incubadas, no escuro, com
20ul de solugao de DCF-DA (10uM) e 20 ul de DHE (160uM), por 30 minutos a 37°C
e, em seguida centrifugadas por 10 minutos a 1200rpm. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em 400ul de PBS com 10% de SFB. A
aquisicao dos dados foi realizada com citdmetro de fluxo FACSCanto |l equipado
com laser de 488nm. Os sinais foram obtidos utilizando filtros de 585nm para etideo
e 530nm para DCF-DA. Para o controle positivo do DCF-DA, as células foram
incubadas com 50uM H.O, e para o controle positivo do DHE, as células foram
incubadas com e 100uM de doxorrubicina por 5 minutos. Para o controle negativo,
as amostras celulares foram incubadas apenas em PBS. A analise dos dados foi
realizada com auxilio do software DIVA, pela determinacdo da mediana de
intensidade de fluorescéncia de 10.000 células. (Campagnaro, 2012)(Porto, 2015).

Convém frisar que todos os protocolos de citometria de fluxo foram realizados
no laboratério de Fisiologia Translacional da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES).
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3.9 - Andlise estatistica

Como este estudo € descritivo, nao foi feita a analise estatistica em grande parte do
estudo. Quando apropriado, t-teste foi aplicado. Os dados sado apresentados como o
média * desvio-padrao (SD). Todos os dados foram processados usando o software
Graph Pad Prism 5.
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4. RESULTADOS

4.1 — Sujeitos, Caracteristicas Gerais

As caracteristicas antropométricas dos atletas durante as temporadas de
2015 e 2016 (pré-Olimpicos e Olimpicos anos) estao resumidas na tabela 1. Embora
eles apresentam semelhancas na etnia, idade, percentual de gordura e massa
magra, suas estruturas fisicas distintas (altura, peso, IMC) induzem-lhes a assumir
funcdes fixas durante todos os jogos (AC: jogador de ataque e bloqueio e BS:

jogador defensivo).

Tabela 7. Caracteristicas antropométricas dos jogadores de elite de Vélei de Praia

Parametros AC BS
Raga/Etnia Branco Branco
Idade (anos) 30 30
Altura (cm) 202 185
Peso (Kg) 113.5(112.4-116.4) 90 (88.8-91.2)
Indice de massa

5 27.9 (26.7-28.2) 26.3 (25.9-26.6)
corporal (Kg/m®)
Percentual de gordura 12 (9.33-15.35) 11 (8.97-12.39)
Percentual de massa

88 (84-90.6) 89 (87.6-91.3)

magra

4.2 - Medigbes das cargas de treinamento

O desempenho dos atletas VP esta fortemente associado com parametros de
forca-poténcia. Estes dados foram gravados rotineiramente em cada bloco da
periodizacdo. A Figura 1 demonstra o sucesso do perfil semelhante de forca (A) e
poténcia (B) entre esses atletas de elite durante as temporadas pré-olimpica (2015)
e olimpica (2016). Como desejado intencionalmente, os indices de for¢a e poténcia

aumentados nos periodos de acumulacdo, permanecendo estavel, aparecendo



42

todos os pontos mais elevados do que os atletas de categoria (~ 3 vezes e ~ 2 vezes

respectivamente) e atletas amadores ou praticantes (~ 10 vezes e ~ 4 vezes,

respectivamente), conforme demonstrado na figura C.

Figura 4. Forca (A) e poténcia (B) perfis avaliados em medalhistas de ouro RJ 2016,
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jogadores de elite de volei de praia. Conforme desejado, ambos os indices aumentaram nos

periodos de acumulacéo, permanecendo estavel durante as temporadas de 2015 e 2016. C)

barra de graficos mostrando a area sob a curva (AUC) de forca e poder em comparacao

com atletas de categorias e amadores ou praticantes.
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4.3 - Biomarcadores ndo convencionais: Medicées de ROS e apoptose

Baseado em dados anteriores mostrando que o musculo esquelético fornece a maior
fonte de geracdo de ROS, durante o exercicio com possiveis alteracées no sangue
[poderes e Jackson, 2008; Powers et al, 2011; MC Leay et al, 2017; Becatti et al,
2017], foram avaliados pela primeira vez, os niveis ROS intracelular de leucécitos
em jogadores de elite VP. Conforme demonstrado na Figura 2A, observamos que,
em ambos os atletas os principais incrementos da biodisponibilidade ROS de
glébulos brancos ocorreram em periodos de atividade de exercicio intenso (periodos
de “acumulacdo” e “competicdo”) com um aumento de aproximadamente 7 vezes
comparado com periodos “pré-temporada” ou “restituicdo”. Entre o ROS avaliados,
as alteracbes de *O2 entre periodos era mais evidente comparado com H>O: ou
hROS. Quando avaliado o indice ou a razdo de apoptose/necrose nas mesmas
amostras (figura 2B), observou-se que seus principais incrementos seguiram o perfil
da producdo ROS também em ambos os atletas atingindo os mais altos niveis em
periodos de competicao.
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medalhistas de ouro nos jogos RIO 2016, durante os periodos pré-olimpicos 2015 e olimpico
2016.

4.4 Evolugao de Marcadores Convencionais

Em nosso estudo longitudinal, analisamos um total de 48 biomarcadores
convencionais como potencialmente relevantes para o acompanhamento regular dos
atletas. Entre eles, temos demonstrado na Figura 3, os biomarcadores principais
exploradas atualmente em medicina do esporte. Na figura 3A e B, observamos em
ambos os atletas de elite que o lactato sérico e lactato desidrogenase nao
mostraram qualquer modificacdo relevante durante as diferentes etapas da
periodizacdo, revelando valores compativeis com os de referéncia para nao-atletas
ao longo dos periodos. Em relagdo a creatina quinase sérica (Figura 3), mostramos
que os valores de BS eram mais elevados do que os valores de referéncia clinica
em ~ 95% das estacées do ano, principalmente em periodos de atividade de
exercicio intenso (periodos de “acumulagcéao” e “competicao”). No entanto, os dados
de AC nao demonstraram um perfil semelhante, revelando alta valores somente em
~ 40% ao longo do ciclo e independente dos periodos de atividade de exercicio
intenso. Na figura 3D, os niveis séricos de CK-MB (um isoform de CK) foram
semelhantes entre os atletas os quais se mantiveram abaixo do valor de referéncia
clinica maxima durante todo o ciclo.

Além dos classicos e convencionais biomarcadores, também foram avaliadas
duas razdes de horménios atualmente explorados na medicina esportiva para avaliar
o status anabdlicos/catabdlicos: testosterona/cortisol (T/C) [Papacosta et al, 2015;
Russell et al, 2017] e insulina fator de crescimento/cortisol (IGF/C) [Nassib et al.,
2016], representada por figuras 3E e 3F, respectivamente. Embora os valores
absolutos ndo sejam iguais, as curvas apresentam um perfil semelhante, indicando
um predominio de anabolismo na fase olimpica (2016 - 350 dias depois), em
comparagao com a fase do pré-olimpico.

Os 48 marcadores conforme tabela 2 indicam parametros compativeis com
‘pessoas normais” o que ratifica a condicdo determinante para o alto rendimento
estar vinculada as adaptacébes fisiol6gicas impostas pelas cargas: intensidades e

volumes de treinamentos.
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Figura 6. Medicdo de biomarcadores convencionais em jogadores de elite de VP durante os

anos pré-Olimpico 2015 e Olimpico2016. A) Analise de Lactato sérico e B) Lactato

Desidrogenase mostrando um perfil linear. C) Evolugdo da Creatina Quinase (CK),

demonstrando predominancia em BS comparado a AC enquanto no D) Isoforma CK-MB

mostra comportamento similar em ambos atletas. Na caixa em destaque amarelo é

demonstrado o comportado similar entre as razées dos hormonios anabdlico/catabdlicos: E)

T/C (testosterona/cortisol) and F) IGF-1/C (insulin growth factor/cortisol).
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5. DISCUSSAO

Embora este estudo tenha sido realizado analisando apenas 2 atletas (uma equipe
VP completa), tivemos uma oportunidade sem precedentes para investigar o perfil
de niveis de biomarcadores ndo convencionais e convencionais em jogadores de
elite de VP durante duas temporadas consecutivas (2015 ano pré-olimpicos e 2016
ano olimpico), culminando na conquista da medalha de ouro olimpica nos jogos Rio
2016. Portanto, esses dados podem abrir novas estratégias de pesquisa sobre
medicina esportiva, especialmente para otimizar o monitoramento de desempenho
dos atletas de VP. Algumas implicacdes, assim como possiveis hipbteses
alternativas desses resultados, estdo discutidas abaixo.

Atualmente, sabe-se que os atletas olimpicos sdo submetidos diariamente a
um treinamento excessivo somado a um calendério estressante e extremamente
apertado, no que tange a numero de jogos e competicbes, justificados pelas
necessidades dos patrocinadores em gerar exposicdo ou os chamados “impactos
midia”. Isso pode comprometer o desempenho, aumentar o risco de lesdes e,
paradoxalmente, perder suas competicdes mais importantes [Winsley e Matos, 2011;
Soligard et al., 2015; Schwellnus et al., 2016]. Curiosamente, nosso estudo com
atletas VP descreve um caso tipico. No periodo pré-olimpico (2015), houve varios
torneios ao longo do ano que exigiram grandes resultados para que os atletas VP
pudessem participar das Olimpiadas no proximo ano. Portanto, nesse cenario, havia
dois desafios para os funcionarios: 1) manter o melhor desempenho (forca e
poténcia) ao longo das temporadas e ciclos para atingir seus objetivos, bem como 2)
permanecer os atletas VP livre de lesdes durante estes dois anos. Felizmente,
ambos o0s objetivos foram alcancados através da exploracdo de cargas
individualizadas incomuns e monitoramento com biomarcadores ndo convencionais
(leucécitos ROS e apoptose / indice de necrose). Interessantemente, observou-se
que o perfil de forga e poténcia foi semelhante entre esses jogadores de elite VP
durante 2 temporadas (Figura 1), demonstrando um sucesso relevante da adaptacéao
de carga proposta, bem como a interpretagdo de biomarcadores ndo convencionais
analisados durante este periodo.

A primeira evidéncia de que a contracdo de musculos esqueléticos produz
ROS foi relatada por quase 40 anos por Dillard et al. (1978). Em 1982, Davies e
colaboradores sugeriram pela primeira vez que a producdo de ROS em ratos
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poderia modular o musculo esquelético ao exercicio [Davies et al., 1982; Powers et
al., 2016] sendo confirmada em humanos somente em 2007 [Bailey et al. 2007].
Paralelamente, verificou-se que tanto o exercicio aerébio como o anaerébio podem
gerar ROS de diferentes fontes: mitocondrial [Davies et al., 1982; Reid et ai, 1992;
Powers e Jackson, 2008; Becatti et al., 2017], xantina oxidases [Sj6din et al., 1990;
Becatti et al., 2017] e NADPH oxidases [Pyne, 1994; Becatti et al., 2017] sendo
tamponada por uma matriz de mecanismos antioxidantes endoégenos (por exemplo,
SOD, catalase, GPx) e exdgenos (por exemplo vitamina C, E, beta-caroteno) [Reid,
2016; Becatti et al., 2017]. Mais recentemente, numerosos estudos mostraram que,
embora baixos niveis de ROS sejam fisiologicamente essenciais para o controle da
expressao génica e modulacao da producao de forca no musculo esquelético, altos
niveis de ROS podem resultar em danos aos midcitos, comprometendo a
contractilidade muscular, caracterizando o grafico conhecido "Curva U invertida”
[Drége, 2002; Ascensao et al., 2008; Hadzovi¢-Dzuvo et al., 2014; Reid, 2016;
Powers et al., 2016; Becatti et al., 2017]. Apesar destes importantes avancos, o
papel fisiold6gico detalhado dos ROS no exercicio em varias modalidades esportivas
necessita ser mais compreendido.

Estudos relacionados a producdo de ROS com corpo inteiro em seres
humanos sé se tornaram possiveis ap6s 2010 [Reid, 2016; Powers et al., 2016;
Becatti et al., 2017]. Portanto, neste contexto, nosso estudo € inovador na medicina
esportiva por algumas razées. Em primeiro lugar, este & o primeiro estudo que
relaciona ROS com jogadores de vélei, identificando uma abordagem inovadora
nesta modalidade. Em segundo lugar, reforcamos a ligacao entre ROS e danos
celulares em atletas de elite, claramente evidenciada pelo incremento da apoptose /
necrose celular nos periodos de sobrecarga, como sugerido por outros [Powers e
Jackson, 2008; Hadzovi¢-Dzuvo et al., 2014; Russell et al., 2017]. Vale ressaltar que
as taxas mais altas de apoptose / necrose que observamos foram em periodos mais
intensos de atividade fisica com intervalos curtos entre jogos (ao contrario dos Jogos
Olimpicos onde a disputa acontece em dias alternados com dias de descanso e
somente uma partida por dia). Esses dados foram fundamentais para estabelecer os
periodos de transicao pelos profissionais do staff, "fugindo" de protocolos de
treinamento tradicionais. Consequentemente, reduzimos o periodo de acumulacao
de 8-12 semanas para apenas 3 semanas, mantendo o0 mesmo desempenho fisico
desejado durante 4-5 semanas, evitando assim les6es desnecessarias. Em terceiro
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lugar, demonstra-se que é possivel detectar estresse oxidativo (mesmo depois de
48h pos-competicdo ou pds-bloco de treinamento) através da analise direta de ROS
leucocitarias no sangue em vez de medidas indiretas (por vias enzimaticas ou
moléculas oxidadas) corroborando os dados recentes obtidos com jogadores de
futebol de elite que usaram apenas um tipo de sonda (DCF) para deteccao de ROS
[Becatti et al., 2017]. Curiosamente, como rotineiramente utilizado trés diferentes
sondas para ROS deteccao (DCF, DHE e HPF) [Bba et al., 2015; Coutinho et al.,
2017], foi possivel definir qual deles possui maior sensibilidade para medir o
estresse oxidativo: sonda fluorescente para * O, (denominada DHE). Em seguida,
para evitar gastos desnecessarios, sugerimos que em protocolos futuros para atletas
de elite, a sonda DHE seja a mais alta prioridade para investigar a homeostase
induzida por estresse oxidativo modulada pela atividade fisica.

Em relagdo aos biomarcadores convencionais, embora atualmente alguns
pesquisadores tenham descrito que eles podem nao representar um método
confiavel para monitorar excesso ou sobreentrenamento em atletas de elite [Ostojic
e Ahmetovic, 2008; Reinke et al., 2009; Meyer e Meister, 2011], no vélei isso ainda é
desconhecido. Assim, ao longo dessas duas temporadas de 2015/2016, nossos
dados corroboram evidéncias contemporaneas observadas em outras modalidades
esportivas com atletas de elite, mostrando apenas pequenas alteracoes laboratoriais
[Becatti et al., 2017]. Entre todos os parametros convencionais avaliados, apenas a
CK sérica foi o parametro que apresentou valores acima da referéncia normal
durante a maioria das coletas, especialmente com o atleta BS. Curiosamente,
detectou-se que na maior parte dos pontos analisados, a alta biodisponibilidade de
ROS mostra um perfil similar comparavel aos seus altos niveis de CK. Esta
observacdo pode ser explicada: uma vez que os ROS podem perturbar a
permeabilidade da membrana bicamada pela oxidacdo dos componentes da
membrana, a CK pode aumentar a sua libertacdo para o sangue [Brancaccio et al.,
2007; Tokarska-Schlattner et al., 2012; Ryu et al., 2016]. Em relacao a diferenca
observada entre os atletas, isso pode ser suportado por variagdes interindividuais e /
ou intensidade de exercicio [Brancaccio et al., 2007]. Vale ressaltar que em 2016,
BS foi eleito o melhor jogador defensivo e ofensivodo mundo, justificando, pelo
menos, em parte, sua participacdo fundamental nos torneios que poderiam culminar

com maior incremento de CK.
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Como o treinamento e/ou exercicio fisico € um importante modulador de
vias gonadotroficos, somatotrdpicas e corticotropicas, também avaliamos o perfil dos
principais horménios envolvidos (testosterona, GH progesterona, IGF-1, insulina e
cortisol). Embora esses horménios sejam amplamente investigados na pesquisa
esportes, sua aplicabilidade para a rotina da equipe médica para atletas ainda é
controversa [Hoogeveen e Zonderland, 1996; Kanaley et al., 2001; HadZovi¢-DZuvo
et ai., 2014; Nassib et ai. 2016]. Por conseguinte, eles ndo poderiam ser chamados
de ‘biomarcadores convencionais’ classicos, justificando assim a apresentacao
diferenciada (caixa amarela) na Figura 3 (E e F). Conforme observado por outros em
diferentes modalidades, nossos resultados ndo mostraram qualquer relacdo com
periodizagdes estabelecidas, evidenciando que esses horménios ndao podem ser
biomarcadores confiaveis para atletas de elite de VP.

Por ultimo, mas ndo menos importante, sabe-se que alguns pesquisadores
avaliaram a relagdo T/C para inferir o status anabdlico/catabdlico de atletas de elite
mesmo se houver alteragdes consideraveis de testosterona livre durante o exercicio,
liberacdo pulsante e depuracdo rapida deste andrégeno [Hug et al., 2003].
Alternativamente, descobertas recentes mostraram que o IGF-1 / C pode ser um
parametro substituto Util de um desequilibrio entre o metabolismo anabdlico /
metabdlico em relacdo ao T / C, justificado pela producao linear e meia-vida mais
longa do IGF-1 [Hug et al. , 2003; Nassib et al., 2016]. Observando o perfil dessas
duas razées em nosso estudo, apoiamos estas observacbes anteriores,
demonstrando que o IGF-1 / C apresentou melhor perfil do que o T / C dos atletas
VP (Figura 3F). O IGF-1 / C evidenciou mais claramente o catabolismo na fase pré-
olimpica (justificado pela intensa disputa pela conquista da vaga olimpica).

Finalmente, podemos afirmar que marcadores nao convencionais (producao
de ROS, apoptose / necrose) associados a relagdo IGF-1 / cortisol podem ser
biomarcadores sensiveis para 0 monitoramento de treinamento e desempenho fisico
de atletas de elite VP, ajudando a prevenir possiveis estados de sobreentrenamento
e lesdes.
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6. CONCLUSAO

Em geral, nossos achados sugerem que a producao de ROS leucocitaria
associada ao indice de apoptose/necrose (classificado como marcadores nao
convencionais) ea relacdo IGF-1/cortisol podem ser evidéncias relevantes durante
as periodizacées de treinamentos para oVPvisandomonitorar o desempenho e
recuperacdo dos jogadores, em substituicio aos biomarcadores convencionais.
Esses parametros podem ajudar a prevenir possiveis estados de overeaching,
overtraining e lesbes, abrindo uma nova via para otimizar o monitoramento de

desempenho dos atletas de elite VP.
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TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 Mean - SD
Interval
PARAMETERS AC BS AC BS AC BS AC BS AC BS AC BS AC BS AC BS AC BS AC BS Adults
Lactate (mmol/L) 1.1 2 1.12 1 2 25 1.8 1.7 1.9 0.9 1.1 0.8 1.4 1.5 1.2 1.2 2 0.7 1.51+0.13 1.3620.20 0.7-2.1
o LDH (U/L) 308 387 317 366 328 396 305 365 325 342 274 339 368 411 322 370 323 298 322+12.24 366+11.35 313-618
% CK (U/L) 124 147 210 278 182 245 92 315 232 224 101 176 215 215 215 264 145 132 182+17.95 224+20.40 55-170
% CK-MB (U/L) 11 13 3 13 14 11 13 15 13 14 12 16 16 16 16 13 20 13 13+1.50 1310.54 <24
% TC 2555 | 4419 | 32.94 | 4750 | 42.13 | 73.03 | 61.85 | 32.25 | 24.50 | 39.13 | 30.18 | 41.34 | 35.28 | 53.63 | 69.99 | 87.59 | 27.13 | 40.65 | 38.86+5.46 51.03£5.98 =
IGF-1/cortisol ratio 0.66 2.92 0.52 3.06 0.97 3.45 1.29 2.51 0.53 1.78 0.69 243 1.42 3.00 1.6 3.79 0,58 2.36 0,64+0.13 2,51+0.22 -
CT (mg/dL) 196 172 193 142 186 160 187 148 182 151 189 161 171 141 169 148 170 132 186+3.41 148+4.04 <200
HDL (mg/dL) 49 50 49 50 49 57 56 52 49 53 55 56 47 49 48 57 55 49 49+1 52+1 240
NAO HDL (mg/dL) 147 122 144 92 137 103 131 96 133 98 113 84 95 68 99 72 91 63 131+7 9216 <100
TG (mg/dL) 100 138 87 87 94 68 50 108 100 60 72 74 136 91 77 81 92 69 9218 8118 <150
Glucose (mg/dL) 88 82 79 95 86 87 86 81 74 88 92 86 89 89 86 85 89 82 86+1 86+1 65-99
Insulin (uUI/mL) 6 10 5 7 5 5 4 8 5 8 8 7 6 9 5 6 13 9 5+0.93 810.49 3-25
HOMA IR 1.48 1.96 0.53 1.61 0.97 1.09 1.35 1.69 1.25 1.69 0.98 1.59 1.09 1.91 1.29 1.27 1.12 1.82 1.120.09 1.620.09 <3
TSH (nUI/mL) 1.94 1.12 2.02 0.99 2.07 0.67 2.54 1.16 3.38 1.37 1.7 0.87 1.03 0.86 1.03 0.77 2.44 0.81 2.01£0.24 0.95+0.07 0.34-5.6
- Free T4 (ng/dL) 0.94 0.71 0.74 0.72 0.70 0.84 0.87 0.84 0.79 0.73 0.80 0.89 0.87 0.87 0.87 0.86 0.81 1.38 0.82+0.02 0.87+0.06 0.61-1.42
E Cortisol (ug/dL) 18 12 20 10 12 8 8 14 18 13 18 12 9 9 8 7 19 11 18+01.72 11£0.79 5-25
% GH (ng/mL) 0.04 0.12 0.01 0.23 0.19 0.34 1.1 0.13 0.13 0.16 0.09 0.13 0.30 0.11 0.30 0.32 0.07 0.18 0.130.11 0.160.02 <3
g IGF-1 (ng/mL) 118 350 104 306 116 276 103 351 95 232 125 291 128 270 128 265 111 260 116+3.95 276+13.46 117-329
@ Testosterone (ng/dL) 453 539 665 484 489 584 482 445 496 497 552 496 314 488 553 578 505 463 496+31.81 496+16.18 200-1100
Progesterone 0.82 0.86 0.58 0.34 0.62 0.31 0.51 0.81 1.03 0.87 1.09 0.77 0.24 0.40 0.31 0.45 1.38 0.36 0.62+0.12 0.45+0.08 0.2-1.5
A(gg'/’(’l?ll;l).) 27 27 31 31 24 26 20 30 22 25 17 26 28 29 17 28 21 22 22+1.63 27+0.01 5-45
ALT (U/L) 29 23 42 24 29 37 26 31 23 20 21 22 27 25 21 25 26 21 26+2.11 24+1.80 7-56
GGT (U/L) 25 17 29 11 22 19 22 14 16 10 15 13 16 13 14 14 18 12 18+1.70 1310.94 8-78
Alpha-amylase (U/L) 54 56 51 59 57 59 57 53 60 62 56 62 50 58 56 45 66 61 56+1.59 59+1.80 20-110
Blood urea (mg/dL) 43 41 36 45 28 36 49 47 41 39 39 41 28 30 39 34 32 36 39+2.33 39+1.76 15-44
Creatinine (mg/dL) 1.1 1 1.2 1 1.2 1 1.1 1.1 1.1 1 1.1 1.1 1.2 1.1 0.9 0.9 1.3 0.9 1.1£0.03 1+0.02 0.8-1.5
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Na® (mEq/L) 136 137 138 136 137 139 138 136 138 137 138 137 137 139 137 137 140 139 138+0.37 13710.41 137-145
K* (mEq/L) 3.9 41 41 4.3 4.5 4.2 4.3 41 4.3 4.2 4.5 41 4.3 4.3 4.3 4.4 4.3 4.0 4.3+0.06 4.2+0.04 3.6-5
Total Ca** (mg/dL) 9.9 9.8 10.1 9.2 9.6 9.7 9.9 9.5 9.4 9.4 9.5 9.7 9.7 9.7 9.5 9.7 9.5 9.2 9.6+0.07 9.7+0.07 8.4-10.2
Total Mg** (mg/dL) 2.0 2.2 21 2.2 2.1 2.0 21 2.2 2.0 2.1 1.8 1.9 1.9 21 1.9 2.0 1.9 2.1 2+0.03 2.1£0.03 1.3-2.1
Fe'* (ug/dL) 94 142 121 82 123 71 127 132 144 80 143 87 65 83 119 122 83 110- 121+8.99 8518.64 49-181
Ferritin (ng/mL) 170 151 137 102 131 100 130 136 160 138 133 147 184 152 107 110 117 133 133+8.37 136+6.88 18-464
PCR (mg/L) 0.43 0.97 1.31 0.22 0.46 0.27 0.96 0.91 0.44 0.30 0.39 0.19 0.90 0.29 0.30 0.19 1.36 2.62 0.46+0.13 0.29+0.26 <5
Red Blood Cell 5.15 5.29 4.86 4.95 4.91 5.10 4.98 5.26 4.72 5.03 5.01 5.03 5 4.94 4.84 5.19 5.11 4.98 4.95+0.04 5.08+0.04 4.32-5.52
(RBC) Count
(1 /mm"’)
Hemoglobin (g/dL) 15 16 15 15 15 16 15 16 15 15 16 15 15 15 15 16 16 15 15+0.15 15+0.14 13-16
Hematocrit (%) 48 49 44 46 45 47 46 49 44 47 47 47 48 46 45 48 48 46 46+0.54 47+0.43 38-50
Mean Corpuscular 93 92 91 92 93 93 92 93 94 93 94 94 95 92 96 92 95 91 94+0.52 92+0.28 87-103
Volume (MCV)
Mean Corpuscular 31 31 31 32 31 32 31 31 32 31 32 31 32 31 31 30 32 31 31+0.16 31£0.15 26-34
Hemoglobin (MCH)
Mean Corpuscular 33 34 34 34 33 34 34 34 34 34 34 33 33 33 34 34 34 34 34+0.12 34+0.12 32-37
Hemoglobin
Concentration
(MCHC)
RDW (%) 12.31 12.74 | 12.85 | 12.75 | 1249 | 13.14 | 12.86 | 13.14 | 12.63 | 1256 | 12.40 | 12.62 | 11.48 | 12.56 | 12.35 | 13.01 12.47 12.92 12.43+0.13 12.83+0.07 11.5-15
White Blood Cell 4.99 4.57 5.0 4.57 3.84 4.72 4.99 6.75 3.65 5.64 3.66 5.26 4.87 5.04 3.64 5.04 6.19 6.91 4.87+0.29 5.04+0.29 5-10
(WBC) Count
(10’/mm3)
Band neutrophils (%) 2 2 2 2 3 1 1 2 3 1 3 2 3 3 2 1 2 1 2+2.65 212.43 0-1
Segmented 49 49 49 50 50 62 50 47 40 43 45 54 69 57 50 52 55 66 50+2.42 52+0.23 40-65
Neutrophils (%)
Eosinophils (%) 3.3 3.3 3.0 4.0 2.7 2.0 5.5 0.5 3.4 3.5 3.9 3.7 1.6 2.8 2.4 2.5 3.2 2.0 3.240.35 2.8+0.36 1-5
Lymphocytes (%) 37 37 37 36 36 28 36 36 46 45 41 33 18 31 37 37 32 24 37+2.56 36+2.04 20-5-
Monocytes (%) 8 8 8 7 7 7 7 7 7 7 7 6 9 5 8 7 7 7 7+0.22 7+0.30 0-12
Basophils (%) 0.59 0.56 0.72 0.56 0.70 0.51 0.85 0.56 0.60 0.38 0.40 0.43 0.48 0.58 0.37 0.51 0.55 0.47 0.58+0.05 0.50+0.02 0-2
PIat%Iqet C%unt 201 170 227 145 214 168 208 167 199 162 192 151 174 186 192 166 222 178 20115.46 167+4.14 150-350
(10°/mm”°)
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Running title: Biomarkers in Olympic beach volleyball players
Abstract
Background: Although biomolecules are fundamental to diagnosis, prognosis and screening of several

diseases, only in the last decades some biomarkers have emerged a tool in elite sports, there is still a
void in elite beach volleyball (BV) athletes. As the reference values for serum biomarkers of elite BV
athletes is still unknown, these parameters may partially contribute to misinterpretation culminating
with inadequate decisions by the staffs, as observed in other modalities. Then, it is interesting to know
the profile of biomarkers of elite BV athletes to optimize the periodization process and performance of
athletes.

Aims of the study:To evaluate the levels of non-conventional and conventional biomarkers in elite BV
athletes during the pre-Olympic and Olympic years.

Methods: This prospective and observational study included 2 Olympic adult beach volleyball players
during 2015 and 2016 seasons which were divided intothree blocks: A) general or introductory

adaptation (under endurance training); B) accumulation of force and transition of force/power (under
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strength training) and C) power (competitive target periods - most important competitions). Along the
seasons,strength and power were monitored by a computerized digital dynamometer. In addition,
blood samples were collected between at 48h post-match or post-block. Finally, the non-conventional
(leukocyte ROS production and apoptosis/necrosis index) and conventional biomarkers (48
parameters) were analyzed.

Results: Both serum leukocyte ROS and apoptosis/necrosis index of BV athletes increased in periods
of intense exercise activity (‘accumulation’ and ‘competition’ periods) compared with ‘restitution’ or
‘pre-season’ periods. However, among all the conventional biomarkers, only CK showed values above
the normal reference mainly in periods of intense exercise activity. In relation to anabolic/metabolic
metabolism, IGF-1/Cortisol ratio showed better profile than Testosterone/Cortisol ratio of BV athletes.
Conclusion: Our findings suggest that non-conventional markers (leukocyte ROS production and
apoptosis/necrosis) associated to IGF-1/cortisol ratio could be sensitive biomarkers during the BV
seasons to follow the performance of the players in substitution to conventional serum biomarkers.
These parameters may help prevent possible states of overtraining and injuries, opening a new avenue

for optimizing the performance monitoring of elite BV athletes.

Keywords: physical exercise, biomarker, oxidative stress, ROS production, apoptosis, overtraining,
CK, IGF-1/cortisol ratio

1. Introduction

The biomarkers can be defined as biochemical or cellular alterations which are
frequently quantified in fluids, such as blood serum, urine or saliva [Hulka, 1990; Mayeux,
2004]. Although several biomolecules provide a dynamic approach to diagnosis, prognosis
and screening of several diseases, only in the last decades some biomarkers have emerged as
an interesting tool in sports. Generally, they have been used to monitor progress in training,
performance and, possibly, overtraining between athletes of several modalities [Hug et al.,
2003; Sanchis-Gomar and Lippi, 2014; Palacios et al., 2015; Becatti et al., 2017; Thorpe et
al., 2017]. Despite this increase in interest in biomarkers, there are still few studies with
volleyball players [Mazon et al.,2013; Kocabas et al., 2016].

Previous physiological studies have demonstrated that the volleyball is a team sport
(referred to as the world’s 5th most popular) with aerobic and anaerobic components,
characterized by glycogenolysis and lipolysis accompanied by high-intensity of court
movement (e.g., blocks and spikes), respectively [Kunstlinger et al., 1987; Smith et al., 1992].
More intensely, beach volleyball (BV) is a subtype of this sport constituted by brief periods of

maximal activity to longer periods of moderate and low intensity activity [Homberg, 1994;
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Medeiros et al., 2014].More specifically, there are still no consistent data demonstrating the
applicability of biomarkers to BV players.

As the reference values for blood levels of biomarkers of athletes of BV remains
unknown, these isolated parameters solicited by sport physicians may partially contribute to
misinterpretation of the results culminating with inadequate decisions by the staff in
professional BV, as observed in other modalities [Banfi et al., 2012; Lewis et al., 2016;
Becatti et al., 2017]. In this context, even though it is a challenge in many different sports, it
is relevant to know reference values of BV athletes for a better understanding of training
response and to optimize the periodization process.

In parallel, recent evidences have shown that intensive training periods can trigger a
high reactive oxygen species (ROS) production by cells [Vollaard et al., 2005; Yavari et al.,
2015; Reid, 2016; Becatti et al., 2017]. Interestingly, while many studies have reported that
ROS are involved in muscle damage and chronic fatigue, others have suggested that low
levels of ROS are fundamental to a protective role in exercise-induced adaptations [Mattson,
2008; McLeay et al., 2017; Becatti et al., 2017]. However, this exact bioavailability of ROS
that may enhance the performance without compromise adaptive pathways still needs to be
elucidated [Powers et al., 2011; McLeay et al., 2017]. Thus, monitoring ROS levels in BV
athletes also might be an innovative tool to predict risk of injury or overtraining.

Thus, the objective of this study was to analyze the levels of non-conventional and
conventional biomarkers in elite BV athletes during the 2015 and 2016 seasons (pre-Olympic
and Olympic years). These data may identify a novel approach for optimizing the

performance monitoring of BV athletes.

2. METHODS

2.1 Subjects

This prospective and observational study included 2 Olympic adult beach volleyball
players (30 years of age), without exclusion criteria. This study conducted between 10
January 2015 and 24 August 2016 was approved by the Brazilian Ethical Committee for
human research ‘Plataforma Brasil’ (#1.540.498). They were informed about the
investigation, and they gave their written informed consent to participate. None of the athletes
contracted infectious diseases or received any supplementation/ medication that might modify

the observed results.
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2.2 Periodization of training
The periodization of training was divided into the following three blocks: A) general

or introductory adaptation (under endurance training); B) accumulation of force and transition
of force/power (under strength training) and C) power (competitive target periods - most
important competitions), all of these always interspersed with periods of recovery between the
respective blocks. During all the cycle, it was aimed at the maintenance of high force and

power due to high number of competitions throughout the cycle pre-Olympic and Olympic.

2.3 Evaluation of strength and power
The data of strength and power were monitored by a computerized digital

dynamometer (Peak Power, CEFISE®, Nova Odessa, Sao Paulo, Brazil) connected to a bar.
This equipment emits an electric signal with each revolution realized. Since the distance
traveled between two emitted signals is known, displacement of the bar is obtained. Through
this protocol, the parameters obtained were absolute power (watts) and maximum strength
(Kgf) developed throughout the concentric phase of the "half squat" exercise at a frequency of

50 Hz.

2.3.1 The one repetition maximum (IRM) test

The BV athletes warmed up prior to testing by cycling for 10 to 20 minutes with static
stretching and myofascial release. After 5 minutes of rest period, the BV players were
familiarized with each of the resistance machines (Peak Power, CEFISE®, Nova Odessa, Sdo
Paulo, Brazil) by performing 8-10 repetitions of a light load (~50% of predicted 1RM). After
more 5 minutes of rest, they performed a load (~80% of estimated 1RM) through the single
leg half squatting. After each successful performance, the weight increased until a failed
attempt occurred. One minute rests were given between each attempt and the 1-RM was
attained within 5 attempts and 5 minutes rest separated each test. All 1RM measurements

were reported in kilograms for subsequent data analysis.

2.3.2 Power Test
The athletes were evaluated in high speed half squat, with emphasis on the execution
of the concentric component (high speed climb), isolating the eccentric component (slow

descent with a rapid stop isometry before the concentric phase /climb). The positioning of the
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feet was determined with areas marked on the ground. After the physical trainer command,
athletes were submitted to six repetitions of the ‘high speed half squat’ with 60% of load;
70%; 80% and 90% of 1 RM (pre-determined), interspersed for 5 minutes apart. Finally, the

best relative power produced was recorded.

2.4 Blood samples
All blood samples were collected between at 48h post-match or post—block, excluding

the influence of acute exhaustive exercise. Between 9 and 10 a.m., the blood samples were
collected from the antecubital vein (in a seated position) in EDTA-containing Vacutainer
glass tubes (Becton, Dickinson and Co, Franklin Lakes, NJ) and centrifuged at 2,000 g for 10
min; the serum was then stored at —20 °C. All of the measurements were obtained via
automatic biochemical analyzer (AU 680, Olympus/Beckman Coulter, Munich, Germany) or

hematological analyzer (Coulter LH 750, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

2.5 Measurement of ROS production in the blood

An aliquot of the blood sample were transported to the laboratory of Translational
Physiology (UFES) and analyzed not < 24 h from the time of collection. Then, the blood ROS
were quantified by flow cytometry as previously reported [Porto et al., 2015; Almeida et al.,
2016]. EDTA-anti-coagulated blood (100 uL) was resuspended in 2 mL of BD FACS Lysing
Solution (Becton-Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA), gently mixed, and incubated
at RT in the dark for 30 min, following manufacturer’s protocol. Next, cells were centrifuged,
supernatant discarded and cells washed twice in PBS. To estimate the intracellular superoxide
(*Oy) or hydrogen peroxide (H,O,) concentration, the dihydroethidium (DHE, 160 uM) and
2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF, 20 mM) were respectively added to the cell
suspension (10° cells) and incubated at 37 °C for 30 min in the dark. Highly reactive oxygen
species (hROS), such as peroxynitrite and hydroxyl radical, were selectively detected by 2-[6-
(4’-hydroxy) phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl] benzoic acid (HPF). Then, the cells were
washed, resuspended in PBS and analyzed through a flow cytometer (FACSCanto II, BD
Biosciences, San Jose, CA). The sample flow rate was adjusted to about 1000 cells/s. All the
data were obtained using the FACSDiva software (BD) and overlay histograms were
evaluated using FCS Express software trial (De Novo). For the quantification of DHE, DCF
and HPF fluorescence, 10,000 leukocytes were used for each measurement in monoplicate
with excitation occurring at 488 nm. The DHE fluorescence was measured at

excitation/emission wavelength of 585/42 nm bandpass filter, and DCF or HPF fluorescence
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was detected using a 530/30 nm bandpass filter. Finally, the data are expressed as the median

fluorescence intensity (MFI).

2.6 Measurement of apoptosis/necrosis

Apoptotic/necrotic leukocyte cells were quantified by annexin V-FITC and PI double
staining using an annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD Biosciences, San Jose, CA). In
brief, the leucocyte cells were washed twice with PBS and adjusted to 500 pL of the binding
buffer (5x105cells). Then, the cell suspensions were incubated with annexin V-FITC and PI
for 15 min at room temperature (25°C) in the dark. Finally, cells were analyzed with a
FACSCanto II (BD) flow cytometer. Viable cells with positive staining for annexin V

(Q1+Q2) were considered apoptotic/necrotic cells.

2.7 Quality of Analysis
As this study is descriptive, no statistical analysis was performed in a large part of the

study. When appropriated, t-test was applied. Data are presented as the mean + standard
deviation (SD).Statistical significance was set at p<0.05.All data were processed using the

Graph Pad Prism 5 software.

3. Results
Subjects
3.1 General characteristics
The anthropometric characteristics of athletes during the 2015 and 2016 seasons (pre-

Olympic and Olympic years) are summarized in Table 1. Interestingly, although they exhibit
similarities in ethnicity, age, body fat and lean mass their distinct physical structures (height,
weight, BMI) induce them to assume fixed functions during all games (AC: attack and block

player and BS: defensive player).

Table 1. Anthropometric characteristics of the elite beach volleyball players

Parameters AC BS
Race/Ethnicity White White
Age (Years) 30 30

Height (cm) 202 185
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Weight (Kg) 113.5(112.4-116.4) 90(88.8-91.2)

Body mass index (Kg/m®) 7.9 (26.7-28.2)  26.3(25.9-26.6)

Body Fat Percentage 12(9.33-15.35) 11(8.97-12.39)

Lean mass Percentage 88(84-90.6) 89(87.6-91.3)

3.2 Training
load measurements
The performance of BV athletes is strongly associated with strength-power

parameters. These data were routinely recorded in each block of periodization. The Figure 1
demonstrates the success of similar profile of strength (A) and power (B) between these elite
athletes during pre-Olympic (2015) and Olympic (2016) seasons. As desired intentionally, the
strength and power indexes increased in the first accumulation periods remaining stable,
appearing all points higher than the competitive athletes (~3-fold and ~2-fold respectively)

and amateur athletes (~10-fold and ~4-fold, respectively), as demonstrated in Figure C.
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Figurel. Strength (A) and power (B) profiles evaluated in gold medalists beach volleyball

players. As desired, both indexes increased in the first accumulation periods remaining stable during

the 2015 and 2016 seasons. C) Bar graphs showing the area under curve (AUC) of strength and power

in comparison with amateur or competitive athletes.

3.3Non-conventional biomarkers: ROS and apoptosis measurements
Based on previous data showing that skeletal muscle provides the major source of

ROS generation during exercise with possible alterations in blood [Powers and Jackson, 2008;

Powers et al., 2011; McLeay et al., 2017; Becatti et al, 2017], we evaluated for the first time

the intracellular leukocyte ROS levels in in elite BV players. As demonstrated in Figure 2A,
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we observed that in both athletes the main increments of white blood cells ROS
bioavailability occurred in periods of intense exercise activity (‘accumulation’ and
‘competition’ periods) with an increase of approximately 7 or 13- fold compared with
‘restitution’ or ‘pre-season’ periods, respectively. Among the ROS evaluated, the alterations
of *O, between periods was more evident compared to H,O, or hROS.

When assessing the rate of apoptosis + necrosis index in the same samples (Figure
2B), we noted that its main increments followed the profile of the ROS production also in

both athletes, reaching the highest indices in periods of competition.
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Figure2. Evaluation of non-conventional biomarkers through of (A) blood ROS production and (B)

late apoptosis + necrosis in gold medalists BV players during the pre-Olympic and Olympic seasons.

3.4Conventional biomarkers evaluated
In our longitudinal study, we analyzed a total of 48 conventional biomarkers as

potentially relevant for regular monitoring of athletes. Among them, we demonstrated in
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Figure 3 the main biomarkers explored currently in sport medicine. In Figure 3A and B, we
noted in both elite athletes that serum lactate and lactate dehydrogenase did not show any
relevant modification during the different stages of periodization, revealing values compatible
with those of reference for non-athletes throughout the seasons.

In relation to serum creatine kinase (CK) (Figure 3C), we showed that the values of
the BS were higher than the respective clinical reference in ~95% of the seasons, mainly in
periods of intense exercise activity (‘accumulation’ and ‘competition’ periods). However, AC
did not demonstrate similar profile, revealing high values only in ~ 40% along the cycle and
independent of periods of intense exercise activity. In Figure 3D, the serum levels of CK-MB
(an isoform of CK) were similar between athletes and kept below the maximum clinical
reference value during all the cycle.

In addition to the classical conventional biomarkers, we also evaluated two hormone
ratios currently explored in sports medicine to evaluate anabolic/catabolic status:
testosterone/cortisol (T/C) [Papacosta et al., 2015; Russell et al., 2017] and insulin growth
factor/cortisol (IGF-1/C) [Nassib et al., 2016], represented by figures 3E and 3F, respectively.
Although the absolute values are not equal, the profile of the curves presents a similar profile,
indicating a predominance of anabolism in the Olympic phase (2016 - after 350 days)
compared to pre-Olympic phase.

The remaining 42 parameters are shown in supplementary data related to this article

(Supplementary Data 1).
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Figure 3. Measurement of conventional biomarkers in elite BV players during pre-Olympic and

Olympic years. A) Analysis of serum lactate and B) lactate dehydrogenase showing a flat profile. C)

Evaluation of creatine kinase (CK), demonstrating predominance in BS versus AC while in D) the

isoform CK-MB shows similar between athletes. In yellow box, is demonstrated a similar profile

between anabolic/catabolic hormone ratios: E) T/C (testosterone/cortisol) and F) IGF-1/C (insulin

growth factor/cortisol).

4. Discussion

Although this study is performed by analyzing only 2 athletes (a complete BV team),

we had an unprecedented opportunity to investigate the profile of levels of non-conventional

and conventional biomarkers in elite BV players during 2 consecutive seasons (pre-Olympic

and Olympic years), culminating in the conquest of Olympic gold medal in Rio 2016.

Therefore, these data might open new strategies of research on sports medicine, especially for

optimize the performance monitoring of BV athletes. Some implications as well as potential

alternative hypotheses of these results are discussed below.
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Currently, it is known that the Olympic athletes are submitted daily to an excessive
training added to a stressful and congested calendar, might compromise the performance,
increase risk of injuries and paradoxically loss their important competitions [Winsley and
Matos, 2011; Soligard et al., 2015; Schwellnus et al., 2016; Thorpe et al., 2017]. Interestingly,
our study with BV athletes describes a typical case. In the pre-Olympic period (2015), there
were several tournaments throughout the year that demanded great results so that the BV
athletes could participate in the Olympics in the next year. Therefore, in that scenario, there
were two challenges for the staffs: 1) to maintain optimum performance (strength and power)
throughout the seasons to achieve their goals as well as 2) remain the BV athletes free of
injuries during these 2 years. Fortunately, both goals were achieved through the exploration of
uncommon individualized loads and monitoring with non-conventional biomarkers (leukocyte
ROS and apoptosis/necrosis index). Interestingly, we noted that the profile of strength and
power was similar between these elite BV players during 2 seasons (Figure 1), demonstrating
a relevant success of proposed load adaptation as well as the interpretation of non-
conventional biomarkers analyzed during this period.

The first evidence that contracting skeletal muscles produces ROS was reported for
almost 40 years by Dillard et al. (1978). In 1982, Davies and colleagues first suggested that
ROS production in rats could modulate the skeletal muscle to exercise [Davies et al., 1982;
Powers et al., 2016] being confirmed in humans only in 2007 [Bailey et al. 2007]. In parallel,
it was found that both aerobic and anaerobic exercise can generate ROS from different
sources: mitochondrial [Davies et al., 1982; Reid et al., 1992; Powers and Jackson, 2008;
Becatti et al., 2017], xanthine oxidases [Sjodin et al., 1990; Becatti et al., 2017] and NADPH
oxidases [Pyne, 1994; Becatti et al., 2017] being buffered by an array of endogenous (e.g.
SOD, catalase, GPx) and exogenous (e.g. vitamin C, E, beta-carotene) antioxidant
mechanisms [Reid, 2016; Becatti et al., 2017]. More recently, numerous studies support that
while low levels of ROS are physiologically essential for control of gene expression and
modulation of force production in skeletal muscle, high levels of ROS resulting in myocyte
damage, compromising the muscle contractility, characterizing the well-known ‘inverted U’
curve [Droge, 2002; Ascensdo et al., 2008; HadZovi¢-DZuvo et al., 2014; Reid, 2016; Powers
et al., 2016; Becatti et al., 2017]. Despite these important advances, the detailed physiological
role of ROS in exercise in various sport modalities remains to be understood.

Studies relating ROS production with whole body in humans only became possible

after 2010 [Reid, 2016; Powers et al., 2016; Becatti et al., 2017]. Therefore, in this context,
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our study is innovative in sport medicine for some reasons. Firstly, this is the first study
relating ROS with volleyball players, identifying a novel approach in this modality. Secondly,
we reinforce the link between ROS and cell damage in elite athletes, clearly evidenced by
increment of cell apoptosis/necrosis in the overreaching periods as suggested by others
[Powers and Jackson, 2008; HadZovi¢-Dzuvo et al.,, 2014; Russell et al., 2017]. It is
worthwhile to point that the highest rates of apoptosis/necrosis that we observed were in more
strenuous periods of physical activity with short intervals between games (unlike in the
Olympic Games). These data were fundamental to establish the transition periods by staffs,
‘running away’ from traditional training protocols. Consequently, we reduced the
accumulation period from 8-12 weeks to only 3 weeks, maintaining the same physical
performance desired during 4-5 weeks, therefore avoiding unnecessary injuries. Thirdly, we
demonstrate that it is possible to detect oxidative stress (even after 48h post-match or post—
block) through the direct analysis of leukocyte ROS in blood instead of indirect
measurements (by enzymatic pathways or oxidized molecules) corroborating the recent data
obtained with elite soccer players which used only one type of probe (DCF) for ROS
detection [Becatti et al., 2017]. Interestingly, as we routinely used three different probes to
ROS detection (DCF, DHE and HPF) [Boa et al., 2015; Coutinho et al., 2017], we were able
to define which one has greater sensitivity to measure oxidative stress: fluorescent probe for
*O; (named DHE). Then, to avoid unnecessary spending, we suggest that in future protocols
for elite athletes, the DHE probe be the highest priority to investigate oxidative stress-induced
homeostasis modulated by physical activity.

Regarding the conventional biomarkers, although currently some researchers have
described that they may not represent reliable method to monitoring overreaching or
overtraining in elite athletes [Ostojic and Ahmetovic, 2008; Reinke et al., 2009; Meyer and
Meister, 2011], in volleyball this is still unknown. Thus, throughout these two seasons of
2015/2016, our data corroborates contemporary evidences observed in other sports modalities
with elite athletes, showing only minor laboratory changes [Becatti et al., 2017]. Among all
the conventional parameters evaluated, only serum CK was the parameter that showed values
above the normal reference during the majority of seasons, especially with the athlete BS.
Curiously, we detected that in most of the analyzed points, the high bioavailability of ROS
shows similar profile comparable to its high levels of CK. This observation may be explained:
as ROS can disrupt the membrane bilayer permeability by oxidation of membrane

components, CK could increase its release to the blood [Brancaccio et al., 2007; Tokarska-
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Schlattner et al., 2012; Ryu et al., 2016]. Regarding the difference observed among the
athletes, this may be supported by interindividual variations and/or intensity of exercise
[Brancaccio et al., 2007]. It is worth highlighting that in 2016, BS was elected as the best
defensive and offensive player, justifying, at least, in part, his fundamental participation in the
tournaments that could culminate with higher increment of CK.

As physical exercise training is an important modulator of gonadotrophic,
somatotropic and corticotropic pathways, we also evaluated the profile of main involved
hormones (testosterone, progesterone GH, IGF-1, insulin and cortisol). Although they are
widely investigated in sports research, its applicability to the routine of the medical staff for
athletes is still controversial [Hoogeveen and Zonderland, 1996; Kanaley et al.,
2001;Hadzovi¢-DZuvo et al., 2014;Nassib et al. 2016]. Therefore, they could not be called
classical ‘conventional biomarkers’, thus justifying the differentiated presentation (yellow
box) in Figure 3 (E and F). As observed by others in different modalities, our results did not
show any relation with established periodization’s, evidencing that these hormones cannot be
reliable biomarkers for elite BV athletes.

Lastly, but not least, it is known that some researchers assessed the T/C ratio to infer
the anabolic/catabolic status of elite athletes even if there are considerable alterations of free
testosterone during exercise, pulsating release and rapid clearance of this androgen [Hug et
al., 2003]. Alternatively, recent findings have shown that IGF-1/C might be a useful substitute
parameter of an imbalance between anabolic/metabolic metabolism compared to T/C, justified
by linear production and longer half-life of IGF-1 [Hug et al., 2003; Nassib et al.,
2016].0Observing the profile of these two ratios in our study, we support these previous
observations, demonstrating that IGF-1/C showed better profile than T/C of BV athletes
(Figure 3F). The IGF-1/C evidenced more clearly catabolism in pre-Olympic phase (justified
by the intense dispute for the conquest of the Olympic berth).

Unfortunately, the main limitation of this investigation cannot be ruled out: the size of
the study group is very limited, and these results need further confirmation in a larger

population of athletes.

S. Conclusion
Overall, our findings suggest that leukocyte ROS production associated with
apoptosis/necrosis index (classified as non-conventional markers) and IGF-1/cortisol ratio

might be relevant evidences during the BV seasons to follow the performance of the players
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in substitution to conventional serum biomarkers. These parameters may help prevent
possible states of overtraining and injuries, opening a new avenue for optimizing the

performance monitoring of elite BV athletes.
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