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1. Introducéo

O exercicio fisico regular e moderado possui um papel preponderante na
modulacdo do eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Adrenal (HHA), tanto em pessoas obesas,
guanto em pessoas nao-obesas sedentarias ou idosos (FARIA et al., 2010; PEETERS
et al., 2007; SILVA et al., 2008). Nao ha, entretanto, nenhum estudo que esclareca se
essa adaptacdo do eixo HHA provocada pelo exercicio fisico, notada na populacao
em geral, também é valida para atletas profissionais, com rotina de treinos diarios,
longos e desgastantes.

O advento da tecnologia do DNA recombinante permitiu o desenvolvimento de
diversos métodos para analise em nivel molecular da expressao génica. Esse avancgo
possibilitou a pesquisa do papel desses genes no desenvolvimento de doencas ou na
forma com que eles se expressam, a ponto de otimizar terapéuticas e antecipar danos
bioldgicos futuros. Técnicas de amplificacdo em tempo real de acidos nucléicos, como
a reacao da polimerase em cadeia (QPCR), tém sido de grande valia, tanto na
deteccao de fragmentos de DNA como na quantificacdo do RNA mensageiro (RNAmM)
expresso em tecidos especificos.

Uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Medicina Molecular do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo (FCMSCSP) estuda como se comporta a expressado génica do
Receptor Glicocorticoide (GR) frente ao estimulo do exercicio fisico regular, avaliando,
assim, sua sensibilidade. Para esses estudos moleculares, séo realizadas analises
quantitativas absolutas por g°PCR. Tendo em vista que todo o eixo HHA esta envolvido
nesse processo adaptativo, também é importante quantificar a producédo sérica e
salivar de glicocorticoide (GC).

Sendo assim, a Revisdo de Literatura apresentada foi descrita com os



seguintes topicos: GC, GR, isoformas e poliformismos dos GR, o exercicio fisico em
atletas profissionais de polo aquatico e o papel do exercicio fisico modulando a acao

e a producéo do GC corporal.

1.1. Revisao de Literatura

1.1.1. Glicocorticoide (GC)

Os GC sao uma classe vital de hormonios esteroides, produzidos no coértex da
glandula suprarrenal, apos ativacdo do eixo HHA, atuando como moduladores em
diversos eventos fisioldgicos.

O cortisol (glicocorticoide enddégeno ativo) € secretado em ritmo circadiano,
atingindo a concentracéo sérica maxima por volta das 8h da manha e a concentracao
minima ao redor da meia noite, em animais de h4bitos diurnos. Sua mensuracao pode
ser efetuada pelo sangue, saliva ou urina (SA; MADEIRA, 2014). O cortisol é
sintetizado pela glandula adrenal e 80% é transportado pelo sangue por meio da
ligacdo com a globulina ligadora de corticoesteroide (CBG). Ele é liberado pela CBG
em microambientes especificos e adequados (TORPY; HO, 2007).

Tal horménio possui papel fundamental na homeostase da glicose e do calcio,
na regulacao da resposta imune, na inducéo do processo de apoptose celular, na via
de metabolizacdo de lipideos, além de ser liberado em situacdes de estresse, assim
como em determinados tipos de exercicios fisicos. Deve-se ressaltar também que os
corticosteroides sdo uma das classes medicamentosas mais prescritas dentro da

medicina, tendo em vista seu efeito antiinflamatério e imunossupressor, quando



administrado em doses suprafisioldogicas (LONGUI, 2007; MELO et al., 2004;
WILKINSON; VERHOOG; LOUW, 2018).

O cortisol e seus derivados sintéticos atuam sobre o GR, um membro da
superfamilia dos receptores nucleares de hormdnios, ativados por fatores de
transcricdo e a acao fisiologica alterada desse tipo de receptor afeta de modo critico
diversos processos biolégicos, assim como o estado imune, a resposta inflamatoria,
o ciclo e a qualidade do sono, o crescimento, a reproducdo e a resposta frente ao
estresse (BRAY; COTTON, 2003; CHARMANDARI; KINO, 2010; MIRANI et al., 2002).

Os GCs apresentam diversos efeitos sistémicos: (i) hiperglicemiante, por
reduzir a sensibilidade a insulina e aumentar a producao de glicose por glicogendlise
e neoglicogénese; (ii) proteolise muscular e anormalidades do metabolismo lipidico,
combinando lipdlise e lipogénese, especialmente na regido visceral, a ponto de
aumentar a gordura total e gerar metabolizacdo da gordura de areas periféricas para
areas de depdsitos centrais, assim como observado na Sindrome de Cushing (SECKL
et al., 2004); (iii) altas concentracdes de GC acarretam riscos cardiovasculares, assim
como hipercolesterolemia, obesidade visceral e diabetes induzida por esteroides
(MACFARLANE; FORBES; WALKER, 2008; STIMSON; WALKER, 2007); (iv)
alteracdo do metabolismo do calcio, reduzindo a calcemia e, a médio/longo prazo,
diminuindo a atividade dos osteoblastos, a absorgéo intestinal e a reabsorcao renal
de calcio; (v) modulacéo da proliferacdo celular, pois reduzem a expresséo de fatores
de transcricao, determinando a parada do ciclo celular entre as fases G1 e S; (vi)
inducéo da apoptose celular, por ativacao de proteinas que degradam o DNA, RNA e
proteinas estruturais (LONGUI et al., 2005); (vii) regulacao da resposta inflamatoéria e
imunomodulagéo, particularmente com efeito antiinflamatorio; (viii) efeitos nao-

gendmicos, determinando a reducdo de histaminas, diminuicdo da sintese de



prostaglandinas (diminuem a PLA2) e da ativacdo de plasminogénio (SMOAK;
CIDLOWSKI, 2004; WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002).

Particularmente sobre seu efeito modulador da resposta inflamatoria, os GC
sao capazes de inibir citocinas pro-inflamatdérias, assim como a Interleucina (IL)-2 e a
IL-12, o Interferon Gama (INFg) e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF ). Também
diminuem a producéo de algumas moléculas de ades&do, como a Molécula de Adeséo
Intercelular (ICAM), e de enzimas, como por exemplo a Cicloxigenase 2 (COX2) e a
Fosfolipase 2 (PLA2). Um das bases da agéo antiinflamatéria dos GC ¢é a influéncia
sobre a taxa de expressédo de fatores de transcricdo, assim como a proteina inibidora
do NFkB (IkB) e a Poteina Quinase do IkB (IKK), além de diminuir a expresséo de
genes inflamatorios induzidos pelo Fator Nuclear Kappa B (NFkB) e pela Proteina
Ativadora 1 (AP-1) (ANBALAGAN et al., 2012; SMOAK; CIDLOWSKI, 2004,
WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002).

Quando situado no citoplasma, a biodisponibilidade do Cortisol é controlada
pelo mecanismo chamado de “metabolismo ligante pré-receptor”. A enzima 11 -
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11 -HSD2) catalisa a conversédo de cortisol
(GC ativo) em cortisona (metabdlito ndo ativo), enquanto a 11 -hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 1 (11 -HSD1) converte a cortisona em cortisol, assim como
demonstrado na Fig. 1. Sendo assim, o0s niveis das enzimas 11 -HSD, tecido
especificos, se apresentam como um fator determinante para a concentracao final de
cortisol intracelular, regulando a acédo desse hormonio pelo corpo (ANDRES et al.,

2007; GROSS; CIDLOWSKI, 2008; MORTON; SECKL, 2008).
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FIGURA 1: Conversao Intracelular de Cortisol/Cortisona . Apés ser liberado pelo CBG,
o cortisol entra na célula e pode ser inativado pela acdo da enzima 11 -HSD2, formando
cortisona, antes de se ligar ao seu receptor GR. O processo inverso também pode ocorrer por
meio da agéo da enzima 11 -HSDL1. (figura modificada de GROSS; CIDLOWSKI, 2008)

1.1.2. Receptor Glicocorticoide (GR)

O gene codificador do GR, NR3C1, estd localizado no brago longo do
cromossomo 5 (5q31.3), representado na Fig. 2, com 157.582 pares de bases e

composto por nove éxons (SIAMATRAS; STRATAKIS, 2015):
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FIGURA 2: Representagdo esquematica do Cromossomo 5 . A seta indica o local de

localizacdo do gene NR3C1, codificador do GR (Genome Decoration Page/NCBI) (“NCBI”,
[s.d.])



O GR é uma proteina citoplasmatica que atua como fator de transcricdo, a
ponto de modular aproximadamente 3000 genes (GROSS; CIDLOWSKI, 2008). Ele
apresenta trés principais dominios funcionais: dominio de transativacdo, dominio
central de ligagcdo ao DNA (na regido central, com 68 aminoacidos) e dominio de
ligacdo hormonal (na regido C-terminal, com 240 aminoacidos). Entretanto, as
respostas fisiologicas e supra fisiolégicas dos GC néo sao uniformes, diferindo nao
somente entre individuos, mas também entre os varios tecidos corporais.

O GR fica ativo ap6s a ligagcdo com o cortisol e migra para o nucleo apos um
sinal de localizac&o nuclear, situado proximo ao dominio de ligacdo. Na auséncia de
ligante, o receptor é inativado por represséo direta da funcdo do dominio do DNA,
exercida pelo dominio de ligacdo hormonal ou pela proteina inibitéria Hsp90. Quando
o cortisol se liga ao GR, a Hsp90 & liberada, o receptor forma dimeros e ativa 0s genes
apropriados por meio de promotores especificos (GROSS; CIDLOWSKI, 2008).

O Gene NR3C1 codifica quatro diferente isoformas do GR: GR- (alfa), GR-
(beta), 0 GR- (gama) e o GR-P (MEIJSING et al., 2009). Assimo como demonstrado
na Fig. 3, o splicing alternativo do éxon 9 do transcrito primario do GR gera as duas
principais isoformas do GR: a forma classica, GR , e a variante, GR (LEWIS-
TUFFIN; CIDLOWSKI, 2006). Essas duas isoformas compartilham uma extremidade
N-terminal idéntica, codificada pelos éxons 2 ao 8, diferenciando-se pela extremidade
C-terminal.

O GR é codificado pelo éxon 9 , com 4108 pares de bases, enquanto o GR
uma proteina menor, € codificado pelo éxon 9 . Essa alteragdo pontual acarreta uma
profunda influéncia na seletividade e capacidade transcricional do GR (YUDT et al.,

2003).
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FIGURA 3: Heterogeneidade do GR. O gene codificador do GR esta localizado no
cromossomo 5 (5g931-32). O splicing alternativo do transcrito primario acarreta a formacao das
duas isoformas mais predominantes, GR -A and GR , diferentes uma da outra somente pela
extremidade C-terminal (GROSS; CIDLOWSKI, 2008).

O GR apresenta oito variagoes: A, B, C1, C2, C3, D1, D2 e D3, sem grandes
diferencas em relagéo a estabilidade e interagdo com o ligante, diferenciando-se entre
si pelo tamanho da regido N-terminal e pelos locais de expressdo pelo corpo
(OAKLEY; CIDLOWSKI, 2011). Estd comprovado que o GR est4 diretamente
envolvido na regulacéo da transcricdo de diversos genes corporais, aumentando ou
diminuindo a expreséo desses genes (GROSS; CIDLOWSKI, 2008; LU et al., 2007).
Na auséncia de ligante, o GR se localiza principalmente no citoplasma celular,
enquanto a isoforma € expressa principalmente no nudcleo (SIAMATRAS;

STRATAKIS, 2015).

1.1.2.1. Receptor Glicocorticéide (GR )

Existem diversos mecanismos envolvidos na resisténcia ou hipersensibilidade
aos glicocorticoides (YUDT; CIDLOWSKI, 2001). O efeito final do cortisol depende da
sensibilidade do individuo a esse horménio, mediada principalmente por GR (KINO
et al., 2003; KINO; CHROUSOS, 2001). Foram descritos diversos polimorfismos do

gene que codifica 0 GR e tais polimorfismos estdo sendo associados a variagdes na



atividade dessa proteina, permitindo potencialmente explicar as diferencas individuais
de respostas frente a terapia ou acdo endogena dos glicocorticoides.

A isoforma , a mais frequente das isoformas, apresenta 777 aminoacidos e é
expressa em quase todos os tecidos do corpo humano, mediando a maior parte das
acbes do cortisol. No polimorfismo Bcl-l do Gr (Fig. 4), presente em
aproximadamente 37% dos individuos (DERIJK; DE KLOET, 2008), ha uma simples
troca entre as bases nitrogenadas citosina e guanina, na posi¢cdo 646 do intron 2,
resultando em uma isoforma mais estavel e mais sensivel ao cortisol (GROSS;
CIDLOWSKI, 2008). Esse tipo de alteracdo esta associada a anormalidades nos
parametros metabolicos (BOYLE et al., 2008; LAMBERTS; ROSSUM, 2004). Pessoas
com esse tipo de polimorfimos tendem a apresentar hipertensado e aumento dos niveis
de colesterol, elevando as chances de episédios cardiovasculares (BLASIO et al.,

2003)
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FIGURA 4: Polimorfismos do GR e GR . A figura mostra as posi¢oes dos polimorfismos
no transcrito primario do GR. No caso do GR , o polimorfismo Bcl-1 esta localizado no intron
2 e o polimorfismo do GR , A3669G, esta localizado no éxon 9 . Nenhum desses dois
polimorfismos resulta em mudanca no amnoacido traduzido (GROSS; CIDLOWSKI, 2008).

1.1.2.2. Receptor Glicocorticéide (GR )

A isoforma , menos sensivel do que a isoforma , € composta por 742
aminoacidos. O GR néo atua por meio de ligagdo direta aos GCs, mas sim exerce
suas funcgdes predominantemente como um regulador da expressdo do GR , a ponto

de antagonizar sua transcricao (CHARMANDARI et al., 2005; FRUCHTER et al., 2005;



LEWIS-TUFFIN; CIDLOWSKI, 2006; YUDT et al., 2003), ainda que também atue
diminuindo a expresdo dos promotores de IL-5 e IL-13 e, em situacdes de total
auséncia de GR , se ligue ao antagonista da isoforma , o RU-486 (LEWIS-TUFFIN
et al., 2007).

Na maioria das células e tecidos corporais, a expressdo do GR € menor do
que ado GR (LEWIS-TUFFIN et al., 2007). Estudos in vitro indicaram que a reducao
da razao intracelular GR :GR contribui para a resisténcia ao GC, ainda que esteja
claro que a sensibilidade aos GC seja tecido e individuo especificos, dificilmente
previsivel. A expressao relativa GR :GR ¢ ao redor de 10:1. (GROSS; CIDLOWSKI,
2008; LEWIS-TUFFIN et al., 2007). Atualmente, sabe-se também que o aumento da
expressao de GR é estimulado por citocinas pro-inflamatérias, assim como o TNF-
e o0 IL-1, e pode estar relacionado a casos de resisténcia ao GC associados a esse
estado inflamatorio persistente. Por exemplo, o estado inflamatério persistente
presente na Sindrome Metabdlica acarreta superexpressdo de GR e, logo, uma
resisténcia tecido especifica ao GC (MARTINS et al., 2017; WEBSTER et al., 2001).

O GR também apresenta um polimorfismo, A3669G (Figura 4), no qual ocorre
uma troca entre os nucleotideos adenina e guanina na posi¢do 3990 do éxon 9
aumentando a estabilidade e a expressdo dessa isoforma proteica e, portanto,
diminuindo a sensibilidade do GR ao cortisol (GROSS; CIDLOWSKI, 2008). Esse fato
esta associado a parametros metabdlicos favoraveis: aproximadamente 27,6% da
populacdo européia investigada no estudo de Syed et al., 2006 era heterozigotica para
o polimorfimos A3669G e foi possivel verificar uma diminuicdo na incidéncia de
obesidade central em mulheres, uma diminuigéo do colesterol total, um aumento do
high-density lipoprotein (HDL), além da diminuicdo da imunossupressdo (GROSS;

CIDLOWSKI, 2008; SYED et al., 2006).



10

1.1.3. Regulacao da acéao glicocorticéide

Percebe-se, portanto, que a atividade glicocorticoide é regulada por diversas
vias e formas: sistemicamente pelo eixo HHA, localmente pela atividade das enzimas
11 -HSD e geneticamente pela presenca de polimorfismos especifficos no gene do
GR, tanto na isoforma , quanto na . O principal nivel de controle da expressao
génica é a iniciacao da transcricdo. O splicing alternativo do RNA atua em conjunto
com a utilizacdo diferencial de promotores ou eventos alternativos de poliadenilacao,
resultando em processamento de RNA e isoformas alternativas de proteinas. Esse
conjunto de fatores sdo importantes reguladores da expressao génica do receptor

glicocorticéide (GROSS; CIDLOWSKI, 2008).

1.1.4. Analise da atividade fisica (Polo Aquatico)

O exercicio fisico pode ser classificado, de acordo com a quantidade de energia
despendida, calculada em equivalente de atividade metabdlica, em diversos niveis de
intensidade: muito leve, leve, moderado, forte, muito forte e maximo. O exercicio
também pode ser classificado de acordo com a duracgdo: prolongada ou aguda, caso
seja praticado em um periodo mais longo ou mais curto do que quatro semanas,
respectivamente (SILVA et al., 2008).

A partida e os treinos de polo aguatico se resumem a exercicios intermitentes,
prolongados e de alta intensidade, combinando natacao, arremesso e momentos de
contato fisico semelhante a luta (SPITTLER; KEELING, 2016). Estudos analiticos
acerca do esporte afirmam que durante mais de 58% do tempo de partida o jogador

estd com uma frequéncia cardiaca maior do que 85% da frequéncia cardiaca maxima.
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Baseado nessa evidéncia, percebe-se a importancia de uma alta capacidade aerdbia
para atletas desse tipo de esporte. Por outro lado, acdes de alta intensidade também
sdo muito comuns durante as partidas, com duracdo de 2 a 15 segundos cada. Tais
momentos anaerobios, como arremessos, sprints de natacdo e luta por
posicionamento, sdo intercalados com momentos de intensidade relativamente mais
baixas, que prevalecem por aproximadamente 20 segundos. Sendo assim, todo atleta
de alto rendimento de polo aquético deve possuir a capacidade de realizar tais
movimentos de alta intensidade e apresentar rapida recuperacgéo, para que essa acao
possa se repetir posteriormente (BOTONIS; TOUBEKIS; PLATANOU, 2016). Desse
modo, os treinos de polo aquatico tentam envolver uma variada gama de habilidades,
incluindo poder aerdbio, anaerébio, forca muscular, e fundamentos especificos

(SPITTLER; KEELING, 2016).

1.1.4. Testes de avaliacdo fisica

Diversos tipos de testes de desempenho e avaliacao fisica podem ser utilizados
para verificar o grau de preparo fisico de um atleta, desde avaliagdo antropométrica
até testes funcionais e biomecanicos. Nesse sentido, o teste funcional de salto vertical
dentro da 4gua, um movimento muito importante e frequentemente realizado dentro
de um jogo de polo aquatico, apresenta-se como uma 6tima ferramenta de andlise.
Esse tipo de teste, representado pela Fig. 5, consiste em verificar qual a altura maxima
que uma pessoa pode alcancar em um salto dentro da 4gua, com a médo dominante,

utilizando somente a forca das pernas e bragos (PLATANOU, 2005)
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FIGURA 5: Salto vertical dentro da dgua. A figura demonstra um modelo do teste de salto
dentro da 4gua, no qual o atleta de polo aquatico tenta alcancar o ponto mais alto da escala
métrica por intermédio de impulso de pernas e bragos. Todo teste € filmado e analisado
posteriormente para se obter a altura final de cada salto (figura modificada de PLATANOU,
2005).

O teste funcional de salto vertical fora da 4gua com contramovimento também
€ bastante utilizado, no qual se mede a altura maxima atingida por cada atleta em
saltos, com e sem o impulso dos bragos, sobre uma plataforma. Nesse tipo de salto a
pessoa avaliada consegue utilizar a elasticidade dos musculos para realizar o
movimento do salto, de forma a atingir a altura maxima, mensurada pela
plataforma.(LAFFAYE; WAGNER; TOMBLESON, 2014)

O Teste Nado Atado, outro teste funcional, € de extrema valia para avaliacdo
fisica de atletas de esportes aquaticos, como a natacdo e o polo aquatico. O teste
permite avaliar a forca maxima e a forca média das bragcadas de cada atleta durante
um esfor¢o méximo de 10 segundos (BARBOSA et al., 2012).

O teste isocinético de forca resistida de membros inferiores também é bastante
utilizado ndo somente para avaliacdo de forga, poténcia e resisténcia muscular, mas

também para avaliacdo de desequilibrio e sobrecarga muscular sobre o joelho dos
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atletas (BITTENCOURT et al., 2005; FERREIRA et al., 2010). A avaliacao isocinética
€ caracterizada pela realizacdo de contracdes musculares, mantendo o membro em
movimento sob uma velocidade constante e predeterminada. O dinamdmetro
isocinético aplica uma resisténcia acomodativa durante toda a amplitude de
movimento. Assim, um aumento da forca muscular pelo individuo avaliado produz
aumento da resisténcia, e ndo aumento da velocidade, como acontece nos exercicios

isotonicos (BITTENCOURT et al., 2005).

1.1.5. O exercicio modulando a atividade glicocorticoide

O exercicio pode induzir significativas modificacbes no eixo HHA
(CHARMANDARI; KINO; CHROUSOS, 2004; LAUGERO, 2004). A atividade fisica
aguda intensa e extrema resulta no aumento da liberacéo de cortisol por esse eixo,
porém, por outro lado, um treinamento rotineiro, praticado por tempo prolongado, pode
ser capaz de determinar a reducdo da atividade do eixo e a diminuigéo do cortisol
plasmatico. Também €& demonstrado na literatura que corredores de maratonas
destreinados, que finalizam a prova com tempos piores, apresentaram niveis de
cortisol plasmético maiores, sugerindo que quanto melhor a condi¢éo fisica, menor é
o cortisol plasmatico (BONNECAZE; REYNOLDS; BURNS, 2017). Tal fato se deve ao
aumento do metabolismo e reducdo da sintese desse horménio, associado a
diminuicAo da responsividade adrenal ao ACTH (DUCLOS; GOUARNE;
BONNEMAISON, 2003; HACKNEY, 2006; MCMURRAY; HACKNEY, 2005). Essa
adaptacao positiva do eixo HHA objetiva a protecdo muscular e dos outros tecidos
sensiveis ao glicocorticoide, ja que é possivel diminuir diversos efeitos catabdlicos

relacionados ao GC, assim como a protedlise. Sabe-se inclusive, que a
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hipercotisolemia esta associada com a atrofia e fraqueza muscular, mediada pelo
estimulo de degradacao e diminuicdo da sintese das cadeias pesadas de miosina
(PEETERS et al., 2007).

A pratica de exercicios fisicos regulares e prolongados também induz a
modulacdo das vias inflamatérias por meio da alteracdo na secrecdo de citocinas
(PEDERSEN, 2006; PETERSEN; PEDERSEN, 2006; SMITH et al., 2007; STARKIE
et al., 2005). Exercicios intensos e agudos aumentam as IL-6, IL-8 e IL-10, além de
antagonizar o receptor de IL-1 e aumentar os niveis séricos de moléculas de adesao.
Treinos fisicos, regulares e prolongados reduzem a Proteina C-Reativa (PCR)
(OBERBACH et al., 2006) e causam aumento na secrecdo da citocina anti e pro-
inflamatorias, IL-6, combinada com a reducao da potente citocina inflamatéria TNF
(PETERSEN; PEDERSEN, 2006).

Individuos saudaveis, ndo obesos, apresentam uma resposta variavel do eixo
HHA, induzido por diferentes estimulos fisicos, levando em conta a intensidade e
duracdo dessa atividade. Diversos estudos demonstraram que exercicios
extenuantes, que levam a fadiga muscular, aumentam a atividade do eixo HHA
(DERIJK et al., 1996; DUCLOS et al., 1998; PETRIDES et al., 1997) e a ativagcédo desse
€iX0 parece ser necessaria para que ocorra a uma resposta adaptativa durante o
exercicio. Sendo assim, os glicocorticoides exercem uma ac¢do crucial durante as
atividades fisicas, aumentando a oferta de substrato para o tecido muscular,
mantendo a integridade e a responsividade vascular, além de proteger o organismo
contra uma reacdo exacerbada do sistema imune apés a ocorréncia das lesdes
induzidas pelo exercicio (DUCLOS; GOUARNE; BONNEMAISON, 2003). Também é
demonstrado na literatura que os niveis de cortisol permanecem elevados por

algumas horas apés a atividade fisica, sugerindo que esse hormonio além de ser uma
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respota ao estimulo estressor do exercicio, também tenha efeito na recuperacéo e
reparo tecidual (RAHIMI; TAYEBI, 2013). O relato de caso de Bonnecaze et al., sobre
um atleta de 50 anos de idade, com Insuficiéncia Adrenal Primaria (PAIl) que pratica
atividades intensas de endurance, assim como maratonas e triatlos, demonstra a
importancia da adiministracdo de doses suprafisiolégicas de GC e mineralocorticoides
antes desse tipo de pratica esportiva para melhora da performance, diminuicdo do
tempo de recuperacao e auséncia de eventos indesejados apés a pratica esportiva,
como a fadiga, a nausea, e o mal estar (BONNECAZE; REYNOLDS; BURNS, 2017).
Fragueza muscular e dor, entretanto, sdo sintomas comuns quando os niveis de
cortisol estdo altos. Em parte, a fraqueza pode ser explicada pela protedlise excessiva
induzida pelo cortisol, quebrando proteinas como forma de obtencdo de substrato
energético (BERNE; LEVY, 2009). O estudo de coorte de Peeters et al.,, com uma
populacao de 1557 idosos holandeses entre 65 e 94 anos, concluiu, por meio de testes
de cortisol livre plasmatico e cortisol basal salivar, que niveis altos de cortisol estéo
associadas com uma diminuicdo da performance desses individuos em testes fisicos,
tanto para populacdo masculina, quanto para populagéo feminina (PEETERS et al.,
2007).

Adicionalmente, demonstrou-se que tanto a sensibilidade hipofisaria ao GC,
quanto a expressdo do GR , medida pela producdo de mRNA, sdo reduzidas durante
praticas regulares de treinamento fisico intenso e prolongado. Também foram
observados uma diminuicao significativa de citocinas pro-inflamatorias, assim como a
IL-1, IL-6 e TNF- , além de uma reducéo da atividade do eixo HHA, por meio de uma
diminuicdo da producédo basal de GC por individuos treinados (SILVA et al., 2008).
Em um estudo com populacdo obesa, concluiu-se que o exercicio moderado também

conseguiu diminuir a atividade do eixo HHA, ainda que essa intensidade do exercicio
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nao tenha sido suficiente para notar a reducdo na expressao do GR (FARIA et al.,
2010). Embora o mecanismo responsavel por essa resisténcia ao glicocorticoide nao
esteja totalmente esclarecido, acredita-se que haja uma modulacao da expressao dos
genes que codificam os receptores glicocorticéides no tecido alvo e/ou outra proteina
nuclear co-moduladora (BAMBERGER; SCHULTE; CHROUSOS, 1996; LONGUI,
2006).

A diminuicdo da producéo do cortisol observada em treinamentos prolongados
para exercicios aerobios (HACKNEY, 2006), associada a reducédo da sensibilidade ao
cortisol (DUCLOS; GOUARNE; BONNEMAISON, 2003) podem potencialmente
contribuir para os efeitos benéficos, a longo prazo, no metabolismo de proteinas,
lipideos e carboidratos (MCMURRAY; HACKNEY, 2005). Por outro lado, existe um
efeito, aparentemente paradoxal, do exercicio a longo prazo, diminuindo a acdo dos
GC e aumentando o efeito antiinflamatorio desse hormonio (LONGUI, 2006).

Adicionalmente, deve-se ter em conta que o cortisol também apresenta papel
importante na chamada Sindrome do Overtraining (OTS). Esta € uma condi¢édo
psiconeuroimunoldgica resultante do excesso de treino, da auséncia de recuperagao
adequada, além da insuficiéncia nutricional, alteracdo cognitiva e da qualidade do
sono, acarretando diminuicdo da performance esportiva e fadiga precoce. As
etiologias e as ferramentas diagndésticas precisas dessa sindrome ainda nao estéao
totalmente elucidadas, porém a primeira manifestacdo desse quadro em atletas é a
piora do desempenho esportivo (HALSON, 2014; MEEUSEN et al., 2013). Alguns
estudos indicam o envolvimento do eixo HHA, mais especificamente o hipotdlamo e a
glandula pituitaria, alterando os niveis de cortisol e ACTH, independente do estimulo
do exercicio fisico. Também deve-se destacar que atletas com OTS apresentam uma

resposta tardia do eixo HHA, com a elevacéo tardia do cortisol ao estimulo estressor
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do exercicio. A analise do cortisol plasmatico e do ACTH em resposta do teste de
tolerancia insulinica também podem ajudar no diagnostico (CADEGIANI; KATER,
2017). Demonstrou-se que atletas com OTS tendem a entrar em fadiga mais rapido
do que atletas saudaveis, pois, frente ao estimulo do exercicio fisico, também ha um
rapido aumento do ACTH seguido de uma precoce diminuicdo desse hormoénio
(CADEGIANI et al., 2020). Vale frisar que a tentativa de diagnodstico precoce da OTS
envolve o entendimento do funcionamento do eixo HHA, incluindo seus componentes
essenciais como o0 ACTH e o cortisol, além de diversos outros fatores, como o estado
do sistema imune, estado inflamatorio do atleta (CK, CPR e citocinas inflamatdrias),
estado psicolégico, hidratacdo, nutricdo, quantidade de micronutrientes (vitamina D,
ferro, vitaminas do complexo B), marcadores de fadiga (baixo estoque de glicogénio)
e niveis de outros horménios (testosterona, GH, prolactina, IGF-1 e o LH). A relacao
testosterona/cortisol, quando muito baixa ou quando apresentar um decréscimo maior
do que 30% do valor basal, pode ser considerado um importante indicio de OTS, ainda
gue seja muito mais um indicador de treinamento estressante do que um marcador
diagnéstico de OTS (CADEGIANI et al., 2020; CADEGIANI; KATER, 2017; LEE et al.,
2017).

Percebe-se, assim, a importancia do eixo HHA tanto na adaptagéo do corpo ao
exercicio, quanto na resposta do organismo a estados de estresse ou agressao fisica
excessiva provocada pelo exercicio. Sendo assim, todos os efeitos citados de
diminuicdo da ac&do dos GC sistémico podem contribuir para o aumento do
desempenho de atletas e a avaliacdo desse parametro hormonal pode se apresentar

como um biomarcador importante para verificar o estagio de preparo fisico de atletas.
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1.1.6. Dosagem salivar de Cortisol: ferramenta diagnostica

As dosagens de saliva fornecem um método ndo invasivo para determinar o
estado de ativacdo desse eixo enddcrino relacionado ao estresse, bem como a
producdo de seus horménios em pessoas saudaveis (GARDE et al., 2009). E
demonstrado em literatura a importancia do resultado salivar de cortisol e ACTH para
verificar a adaptacdo do atleta ao axercicio fisico e diferenciar atletas saudaveis
daqueles que sofrem da OTS. Atletas com OTS apresentam niveis mais baixos de
cortisol salivar 30 minutos apds acordar do que aqueles sem OTS. O aumento dos
niveis salivares de cortisol parece ser um mecanismo importante de adaptacao
promovido pelo exercicio em atletas saudaveis, ajudando a melhorar sua performance
esportiva, caracteristica que é parcialmente perdida na OTS (CADEGIANI; KATER,
2017). Desta forma, a dosagem do cortisol salivar € uma importante ferramenta para
identificar e controlar indicadores de estresse relacionados aos periodos de treinos e

de competicdes, em atletas (MARTINS, 2013).
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2. Objetivo

Este estudo teve por objetivo descrever, em atletas profissionais de polo
aquético, o perfil antropométrico, a variagdo do condicionamento fisico e o padrdo de
adaptacao do eixo HHA durante a primeira metade de uma temporada de competicao.
Objetivou especificamente analisar a concentracdo de cortisol, cortisona e a
expressao dos receptores glicocorticéide e , bem como a frequéncia de seus

polimorfimos mais comuns, Bcl-1 e A3669G.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Séo Paulo (CAAE: 80610317.7.0000.5479;
N°: 2.453.661) antes do inicio de qualquer atividade, no dia 21 de dezembro de 2017

(Anexo 7.2).

3.2. Casuistica

O time adulto de polo aquatico do SESI é composto por 22 atletas maiores de
18 anos. O estudo foi devidamente explicado para todos os atletas e para comissao
técnica. Todos os individuos selecionados assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (Anexo 7.4), previamente aprovado pelo CEP local, antes de
iniciar qualquer procedimento. Os seguintes critérios de inclusao foram adotados: (i)
ser atleta de polo aquético em atividade, com participagdo em campeonatos durante
2017; (i) assinar o TCLE aprovado pelo CEP correspondente. Foram adotados os
seguintes critérios de excluséo: (i) presenca de qualquer doenca crénica nos ultimos
seis meses anteriores a primeira coleta (inicio da temporada); (ii) necessidade de uso
de medicamentos que possam alterar a sintese de esteroides nos seis meses antes
da primeira coleta ou até o momento da segunda coleta sanguinea, no meio da
temporada.

Foram incluidos 21 atletas maiores de 18 anos, nove do sexo feminino e 12 do
sexo masculino. Dois atletas foram excluidos do estudo, um do sexo feminino, pois

utilizou cortisol (prednisolona) para o tratamento de uma sinusite, atendendo ao
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critério de exclusao (ii), e um do sexo masculino, pois teve uma contusdo no meio da
temporada que impediu a conclusdo dos testes fisicos. Sendo assim, o estudo foi
conduzido e analisado com 11 atletas do sexo masculino, com média de idade de 22,0
anos (DP = 4,6 anos), e oito atletas do sexo feminino, com média de idade de 19,6
anos (DP = 1,6 anos). Todos os atletas, de ambas as equipes, jogavam polo aquatico
de modo profissional por, no minimo, cinco anos, com vasta experiéncia nas
categorias de base até serem promovidos para o time adulto. O time possuia
orientacdo médica, nutricional e de fisioterapeutas, dentro do préprio SESI, a fim de
otimizar parametros musculares e nutricionais. Desse modo, a dieta ingerida pelos
atletas durante a semana e antes dos jogos era balanceada e monitorada, além de
suplementacao individualizada e orientada pela nutricionista da equipe, de acordo
com o objetivo antropométrico de cada atleta. Nenhum suplemento alimentar
apresentava biotina. A equipe treinava um total de 25 horas semanais dentro da
piscina, divididas em jornadas de 2 turnos diarios, de segunda a sexta-feira. A
musculacao era feita trés vezes por semana, em dias alternados com trabalhos
funcionais, totalizando 15 horas de treinos fora da dgua. Toda a rotina de treino era
realizada em conjunto, com todos os atletas reunidos nos mesmos horarios. O
treinamento dentro da agua era mesclado entre trabalhos aerdbios e anaerobios.
Todos os atletas do time feminino e masculino tiveram um més de férias e
realizaram a primeira coleta de sangue e salivar no primeiro dia de treino da
temporada de 2018. ApGs 19 semanas de treinamentos, metade de uma temporada,
ou seja, apdés um macrociclo de treinos nao controlados que englobaram trabalho
fisico, técnico, tatico, psicologico e nutricional com objetivo de se alcangar a maxima
performance no “Brasil Open de Polo Aquatico”, principal competicdo do ano, foi

executada uma nova coleta das mesmas amostras, nos mesmos horarios da coleta



22

anterior. Durante o periodo analisado, a equipe masculina disputou 19 jogos e a

feminina 16 jogos, assim como descrito nas Tab. 1 e 2, respectivamente.

TABELA 1: Calendario de preparacao e jogos realizados pelo time masculino de Polo
Aquatico do SESI entre os meses de janeiro e junho de 2018

Calendario de atividades da Equipe Masculina de polo aquatico do SESI

11 - 16/06/2018

Brasil Open de polo Aquatico

Data Campeonato Adversario Resultado
22 - 25/02/2018 Concetracéao e treinos no RJ - -
5-09/03/2018 Concetracéo e treinos em Barretos - -
17/03/2018 Campeonato Paulista ABDA 12x8
24/03/2018 Campeonato Paulista Paineiras 20x0
28/03/2018 Copa Séao Paulo ABDA 12x8
29/03/2018 Copa Sao Paulo SESI-B 16 x 3
29/03/2018 Copa Séao Paulo Paulistano 9x9
30/03/2018 Copa Séao Paulo Paineiras 20x 1
31/03/2018 Copa Sao Paulo Pinheiros 5x18
31/03/2018 Copa Séo Paulo (seimfinal) ABDA 14 x5
01/04/2018 Copa Sao Paulo (final) Paulistano 9x10
07/04/2018 Liga Nacional Paineiras 13x2
10/04/2018 Campeonato Paulista Paulistano 12 x5
13/04/2018 Liga Nacional Pinheiros 9x8
21/04/2018 Liga Nacional Paulistano 10 X 13
22/04/2018 Campeonato Paulista ABDA 15X 12
25/04/2018 Campeonato Paulista Pinheiros 9X8
19/05/2018 Liga Nacional ABDA 10x5
25/05/2018 Liga Nacional Botafogo 11 X9
25/04/2018 Liga Nacional Flamengo 10x4
27/05/2018 Liga Nacional Fluminense 9x9

(4° colocacao) Estudo ja encerrado
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TABELA 2: Calendario de preparacéo e jogos realizados pelo time feminino de Polo
Aquatico do SESI entre os meses de janeiro e junho de 2018

Calendario de atividades da equipe feminina de polo aquatico do SESI

Data Campeonato Adversario Resultado
22 - 25/02/2018 Concetracéao e treinos no RJ - -
5-09/03/2018 Concetracao e treinos em Barretos - -
29/03/2018 Copa Sao Paulo adulto ABDA 9x5
30/03/2018 Copa Sao Paulo adulto Paulistano 11x4
31/03/2018 Copa Séo Paulo adulto Pinheiros 7x9
01/04/2018 Copa Séao Paulo adulto (final) Pinheiros 6 x8
21/04/2018 Campeonato Paulista Sub-19 ABDA 3x8
22/04/2018 Campeonato Paulista Adulto ABDA 15x12
15/05/2018 Campeonato Paulista Sub-19 Pinheiros 4x10
17/05/2018 Campeonato Paulista Adulto Pinheiros 2x11
28/05/2018 Campeonato Paulista Adulto Paulistano 8x9
29/05/2018 Campeonato Brasileiro Sub-20 Paineiras 10x7
30/05/2018 Campeonato Brasileiro Sub-20 ABDA 5X8
31/05/2018 Campeonato Brasileiro Sub-20 Flamengo 12x5
01/06/2018 Campeonato Brasileiro Sub-20 Pinheiros 2x8
02/06/2018 Campeonato Brasileiro Sub-20 Botafogo 12x3
03/06/2018 Campeonato Bra_lsileiro Sub-20 ABDA 7% 8
(semifinal)
04/06/2018 Campeonato Brasileiro Sub-20 Paineiras 11 x 10

(3° e 4°)

11 - 16/06/2018 Brasil Open de polo Aquatico (4° colocacéao) Estudo ja encerrado

Durante a primeira e segunda coletas foram executados testes fisicos
biomecanicos (salto dentro da agua, salto fora da agua, teste de nado atado, teste de
forca resistida), antropométricos (peso, IMC, circunferéncia abdominal) e a
determinacao da composi¢cao corporal (percentual de gordura), de modo a verificar se
o preparo fisico dos atletas evoluiu entre o periodo das duas avalia¢des, no inicio do

ano e no meio da temporada.
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3.3. Variaveis antropomeétricas

O peso (Kg) foi obtido por meio de balanca eletronica (InBody) previamente
calibrada, com acuréacia de 0,1kg. Os individuos foram pesados vestindo roupas leves
e sem calcado. A altura dos atletas foi mensurada com estadibmetro fixo (Caumaq),
com acuracia de 0,1 cm. O indice de massa corpérea (IMC) foi calculado pela formula:
Peso(kg)/Altura(m?). A circunferéncia abdominal foi medida trés vezes, em posicédo
ortostatica, no ponto meédio entre a 122 costela e a crista iliaca. Todos os parametros
analisados durante a pré-temporada e o meio da temporada foram coletados
utilizando os mesmos equipamentos e foram realizados pelo mesmo profissional da

saude.

3.4. Composicao corporal

O impacto do treino fisico sobre a composi¢éo corporal, porcentual de gordura
total, foi aferido através de mensuracdo das pregas cutaneas, utilizando adipdémetro
(CESCOREF), previamente calibrado. A férmula utilizada para o calculo do percentual
de gordura foi a de Jackson e Pollock, 1978 (FONSECA; MARINS; SILVA, 2007),
destacada abaixo, que utiliza a medida de sete dobras cutaneas: triceptal,
subescapular, axilar média, biciptal, supra-iliaca, supra-espinhal, abdominal e da
coxa. Cada medida foi realizada trés vezes e se obteve a média dos resultados.
Céalculo da Densidade Corporal (Dc) para 7 dobras:

Dc(g/cm3) = 1,112-0,00043499*(soma 7 Dobras) + 0,00000055*(soma 7 Dobras)? -

0,00028826*(Idade)
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Célculo do percentual de Gordura Corporal pela férmula de Siri(SIRI, 1961):
%Gordura = [(4,95 / Dc) — 4,50] x 100
Os parametros de composicdo corporal foram determinados pelo mesmo
profissional de saude, no mesmo individuo, em dois momentos distintos: inicio e meio

da temporada.

3.5. Testes Biomecanicos e de avaliacéo fisica

3.5.1. Salto dentro da agua

O teste (Fig. 6) consiste em verificar qual a altura méxima que uma pessoa
pode alcancar com a méao dominante, utilizando como apoio para mensuracao do salto
uma régua (escala em centimetros), presa a uma das traves de um gol (fixada sempre
na mesma posicao) e uma camera (SONY — 30 FPS).

Anteriormente ao teste, € preciso que o0 atleta se mantenha em posicéo vertical,
em frente a regua de medicao, e levante a mao, sem realizar nenhum esforco além
dos movimentos de pernas caracteriscos da modalidade (Fig. 6a). Desse modo, pode-
se saber qual a altura maxima basal perante a régua que o jogador consegue alcancar
(PLATANOU, 2005). Posteriormente, o atleta deve realizar trés saltos verticais com a
intencdo de retirar o corpo da agua e alcancar o ponto mais alto possivel da régua
(Fig. 3b). Todos os saltos sao filmados e analisados no software Kinovea (“Kinovea”,
[s.d.]). A analise do movimento e a obtencédo do resultado da altura de cada salto
ocorre por meio do congelamento da imagem no ponto mais alto do salto e pelo célculo
da diferenca de altura entre o limite alcancado pela méao do atleta em cada um dos
trés saltos e o limite basal alcacado anteriormente. O resultado final € obtido por

intermédio do maior valor entre os trés saltos.
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FIGURA 6: Fotos (a e b) do teste de salto dentro da  dgua com atleta do time masculino.

3.5.2. Salto fora da 4gua

Cada atleta realizou seis saltos com contramovimento, fora da agua, trés sem
ajuda dos bracos (SB), com os bracos apoiados na cintura, e trés com os bracos livres
(CB) (Fig. 7). Nesse tipo de salto o atleta avaliado pode utilizar a elasticidade dos
musculos para realizar o salto, porém ndo é permitida a execucdo de movimentos
para obtec&o de impulso previamente ao salto (LAFFAYE; WAGNER; TOMBLESON,
2014).

Para a afericdo da altura do salto, utilizou-se uma placa CEFISE (“Cefise”,
[s.d.]) que detecta 0 momento em que o atleta deixou de ter contato com o solo e 0

momento em que o atleta volta a ter contato com o piso. A diferenca de tempo entre
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esses dois momentos (“tempo de salto”) possibilita o calculo da altura de cada salto,
de acordo com a formula abaixo.
Altura do salto vertical = 0,5 x 9,81m/s? x (tempo de salto/2)?

Os resultados finais sao obtidos pelo maior salto realizado em cada um dos
dois testes, com os bracos livres e sem a ajuda do braco. Obtem-se, assim, dois
valores de saltos distintos para avaliacdo da performance de cada atleta.

O sistema foi previamente calibrado antes da execucéo dos testes e 0 mesmo
pesquisador realizou os procedimentos durante ambas ocasifes, no inicio da

temporada e no meio da temporada.

FIGURA 7: Foto do teste de salto fora da agua com a  uxilio do braco (CB) de um atleta
do time masculino.
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3.5.3. Teste de nado atado

ApoOs prévio aquecimento de 15 minutos nadando livremente, cada atleta
realizou um unico esfor¢co maximo de 10 segundos no Nado Atado, utilizando o estilo
“Craw!” (Fig.10). O inicio e término do teste foram determinados por sinal sonoro
(apito), apods cinco segundos de nado moderado. O atleta inicia o teste dentro da agua
e, com o intuito de minimizar os efeitos da transi¢céo da intensidade do nado, foi dado
um intervalo de um segundo entre o apito e o inicio da aquisicdo dos dados. Durante
o periodo de aquisicdo dos dados, os nadadores bloguearam a respiracdo. O
batimento de pernas foi permitido e a frequéncia de bracada foi escolhida
arbitrariamente pelos atletas (BARBOSA et al., 2012).

O sistema (CEFISE, Nova Odessa, Brasil), ilustrado na Fig. 8, utilizou uma
célula de carga com capacidade de 2000N. Uma de suas extremidades foi fixada ao
bloco de partida por intermédio de um suporte de aluminio, a uma distancia de
aproximadamente trés centimetros da linha da agua, enquanto a outra se conectou a

um sistema de cabos por onde o nadador foi atado.

FIGURA 8: Equipamento do teste nado atado. (1) bloco de partida; (2) parede da piscina;
(3) célula de carga; (4) barra flutuante; (5) cabos inextensiveis; (6) cinturdo; (7) interface; (8)
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computador. Vista superior do equipamento para realizacdo do teste Nado Atado, no qual é
realizada a afericdo da forca média e maxima do atleta durante o periodo de 10 segundos de
natacdo intensa. O Atleta é atado ao cinturdo e, por meio da afericdo da tracdo exercida na
célula de carga, o computador obtém os resultados desejados. (Figura modificada de
BARBOSA et al., 2012).

Os sinais da deformacdo mecénica da célula de carga, gerados a partir dos
esforcos do nadador, séo captados e apresentados pelo computador, formando um

gréafico, assim como apresentado na Fig. 9:

350 ~
300 -
2560 A
200 ~
150 -

Forga(N)

100 ~
20 A

Tempo (5)

FIGURA 9: Grafico forgca x tempo no teste Nado Atado . Exemplo de um gréfico tipico
obtida apds execucao do teste de 10 segundos em nado atado. (BARBOSA et al., 2012)

A partir desse grafico, obtem-se os seguintes valores que seréo utilizados para
comparacao do estado atlético de cada atleta:

- Forca Maxima (Fmax): maior valor de for¢ca encontrado na bracada, expresso
em N.

- Forca Média (Fméd): média da forca gerada durante todas as bracadas,

expressa em N.
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FIGURA 10: Foto do teste de nado atado com uma atle ta do time feminino.
O sistema foi previamente calibrado antes da execucéo dos testes e 0 mesmo
pesquisador realizou os procedimentos durante ambas ocasifes, no inicio e no meio

da temporada.

3.5.4. Testes de forga resistida (Isocinético)

Esse teste (Fig.11) foi executado por meio de um dinamémetro isocinético
poliarticular, Biodex®, modelo System 3 (Biodex, NY, USA), calibrado conforme as
especificacoes e recomendacdes do fabricante. O mesmo pesquisador conduziu
todos os testes durante ambas ocasides, no inicio da temporada e no meio da
temporada.

Antes da realizacao do teste, foi inserida uma sesséo de familiarizacdo com o
proprio dinamodmetro isocinético por intermédio de uma série de cinco repeticdes de
extensao e flexdo de joelho em ambos os membros.

As fases concéntricas dos musculos extensores e flexores do joelho de ambas
as pernas foram avaliadas alternadamente pelo dinamdmetro isocinético nas

Velocidades Angulares (VA) de 60° e 180°s™. A escolha da perna de inicio do teste foi
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feita de forma randdmica e padronizou-se um minuto de intervalo de recuperacéo
entre as VAs. Durante o teste os atletas realizaram cinco repeticdes maximas de
flexdo e extensdo do joelho no modo concéntrico-concéntrico na velocidade de 60°/s
e 10 repeticdes na velocidade de 180°s. Todos os atletas receberam estimulacao
verbal durante os testes. (BITTENCOURT et al., 2005; FERREIRA et al., 2010)

Nas duas sessbes, 0 encosto do dinamémetro foi ajustado até que a fossa
poplitea do joelho estivesse apoiada na parte inferior do assento. O eixo de rotacao
do aparelho foi alinhado com o epicondilo lateral do fémur (eixo de rotacdo anatdémico
do joelho). O encosto da cadeira foi de 90° e o braco de alavanca, ajustado e fixado a
2 cm acima dos maléolos do tornozelo. O atleta foi estabilizado na cadeira com dois
cintos no seu tronco, um cinto na pelve e outro na coxa, para evitar contribuicdo dos
membros superiores e a retroversao pélvica, ou mesmo uma possivel contribuicao de
qualquer outra parte do corpo. (DVIR, 2002). A pesagem do membro avaliado
relaxado em semiextensédo do joelho, em 45°, foi realizada para corrigir a acdo da
gravidade no movimento de flexdo (fator de correcdo realizado pelo proprio
dinamdmetro). (BITTENCOURT et al., 2005; FERREIRA et al., 2010)

Dentre os diversos parametros avaliados por esse teste, destaca-se a
Quantidade de Trabalho Total (TT), em Joule, referente a quantidade de trabalho total
realizado por cada membro, separadamente, ap0s a realizacdo de todas as
repeticdes. Esse parametro serviu como base de comparacao entre os dois momentos
avaliados, no inicio e no meio da temporada. Sendo assim, foram mensurados o TT
durante a extensao do joelho, tanto direito, quanto esquerdo, obtendo-se 0s seguintes
parametros de comparacao:

- Trabalho Total Extensao 5D: Trabalho Total, em Joules, realizado durante a

extensao do joelho direito (5 repeticdes, 60°/s)
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- Trabalho Total Extensdo 5E: Trabalho Total, em Joules, realizado durante a
extensado do joelho esquerdo (5 repeticdes, 60°/s)

- Trabalho Total Extens&o 10D: Trabalho Total, em Joules, realizado durante a
extensado do joelho direito (10 repeticdes, 180°/s)

- Trabalho Total Extens&o 10E: Trabalho Total, em Joules, realizado durante a

extensado do joelho esquerdo (10 repeticdes. 180°/s)

FIGURA 11: Foto do teste de Isocinético de membros inferiores com atleta do time
masculino.
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3.6. Metodologia

3.6.1. Coleta de amostras

As quantificagdes do cortisol e cortisona foram avaliadas por meio de coletas
de amostras de saliva e sangue periférico. As amostras salivares foram coletadas a
cada 4 semanas, finalizando na 19° semana, ja as sanguineas foram coletas no inicio

do estudo (semana zero) e na 19° semana (Fig. 12).

. Semana “0” =
Inicio da pré-
temporada

T Amostra de sangue T

Semanalp 4 8 12 16 19

. Semana “19” =

Inicio do Brasil
Open de Polo

: Aquatico
Amostra de saliva .

FIGURA 12: Planejamento de Coletas. Planejamento de coleta de amostras de sangue
(vermelho) e de saliva (azul).

As amostras salivares de cortisol foram quantificadas somente pelo método
classico de eletroquimioluminescéncia.

As amostras de sangue venoso foram coletas em dois tubos com EDTA 7.2mg
(Vacuteiner, Becton-Dickinson) e um tubo com heparina de sodio (Vacuteiner, Becton-
Dickinson) e levadas para o Laboratério de Medicina Molecular da FCMSCSP. Um
tubo de EDTA foi utilizado para extracdo de DNA e posterior sequenciamento pelo
método de Sanger, identificando qual tipo de polimorfismo cada atleta possui tanto

para o GR (variante Bcl-l, que aumenta a sensibilidade aos glicocorticéides), quanto
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para o GR (variante A3669G, que aumenta a estabilidade desta isoforma e, com
isso, reduz a sensibilidade aos glicocorticéides). O segundo tubo de EDTA foi utilizado
para quantificacdo de cortisol/cortisona plasmaticos, esterdides adrenais, tanto por
eletroquimioluminescéncia, quanto pelo método padrdo-ouro, cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS), no NuBEC - Ndcleo de
Bioanalise e Ensaios Clinicos da UNIFESP. As amostras heparinizadas foram
utilizadas para separacdo dos linfécitos, extracdo de RNA e determinacdo da

expressao dos receptores glicocorticoide alfa e beta por meio de qPCR.

3.6.2. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir de amostras de sangue periférico pelo
método descrito no protocolo padronizado por Salazar et al.,1998.

Em seguida, as amostras foram quantificadas utilizando o equipamento Nano
Drop (NanoDrop-2000 UV-Vis Spectrophotometer Wilmington, Delaware, USA) e
armazenadas em aliquotas, em refrigerador (-20 °C), para uso adequado em cada

método proposto neste estudo.

3.6.3. Extracdo de RNA

O mRNA foi extraido a partir de células mononucleares, linfécitos, obtidas de
coleta de sangue venoso, em tubos contendo heparina de sodio (Vacuteiner, Becton-
Dickinson), centrifugado em Histopaque®-1077 (Sigma, USA), na proporcéo
volumétrica de 1:1, em 1750rpm, por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram

armazenadas em freezer — 80°C.
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O total do mRNA foi isolado das células por meio de extracdo com
Tiocianato de Guanidina-Fenol-Cloroférmio (Trizol®, Gibco, USA). ApoOs extracao,
todo o RNA foi diluido em 40uL de agua livre de DNase e RNase (Agua livre de
DNase/RNase, Gibco, USA) (Anexo 7.6).

O RNA total obtido foi convertido a DNA complementar (cDNA), utilizando a
reagdo com transcriptase reversa (Tagman Reverse Transcription Reagents,
N8080234, Applied Biosystems, Branchburg, N.J., USA). O volume de cada reagente
utilizado no preparo do “mix” das reacdes esta descrito na tabela presente no anexo
7.9.2.

Para a obtencdo do cDNA, o volume de 19,25nL do RNA foi adicionado a
30,75nL do “mix”, totalizando 50ni, levados ao termociclador (Gene Amp® PCR
System 9700 AppliedBiosystem, Foster City, CA, USA) e submetido as seguintes
condi¢bes: 25°C por 10 minutos (estabilizar a temperatura dos componentes), 48°C
por 30 minutos (temperatura O6tima da reacédo) e, por fim, 95°C por 5 minutos
(inativacdo da enzima por aquecimento). Posteriormente, o cDNA sera armazenado
em freezer a -20°C.

As determinacdes das expressdes do mRNA do receptor GR e GR foram

realizadas através de quantificacdo direta por PCR em tempo real (qQPCR).

3.6.4. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Uma aliquota do DNA foi utilizada com o propésito de sequenciar o gene do

Receptor Glicocorticoide, diferenciando a variante Bcl-l do GR e a variante A3669G

do GR . Foram utilizadas sequéncias de iniciadores descritas na Tab. 3:
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TABELA 3: Sequéncia dos iniciadores sense, antisense utilizados na reacédo de PCR

Tamanho do
Mutacdo Iniciadores Sense Iniciadores Antisense Fragmento
Ble-1 5 TGCATGGTCATTCAGCTGTT 3 5 TGACCTTTTTGGGTCAGACA 3 501pb
A3669G 5 GGTCCACCCAGGATTAGTGA 3 5 TTTGGCATTGCTGTAAATGGY 510pb

Para a reacdo de PCR foi utilizado kit Platinum Tag DNA Polymerase (High
Fidelity Cat. 11304-011 Invitrogen Carlsbad, CA, USA). Os volumes de cada reagente
que foram utilizados no preparo do “mix” das reacfes estdo descritos na tabela
presente no Anexo 7.9.3.

Para a obtencdo do Amplicon especifico (variante Bcl-1 ou A3669G) o volume
de 1niL do DNA foi adicionado ao “mix” correspondente, totalizando 30nL. A reagao foi
realizada em termociclador (Veriti Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). As
amostras foram submetidas aos seguintes ciclos de amplificacdo: desnaturacao
realizada com temperatura de 95°C por um minuto; anelamento dos iniciadores obtido
com a reducdo da temperatura até 60°C, por um minuto; extensdo obtida apoés
elevacdo da temperatura a 72°C por um minuto. Os ciclos foram repetidos por 35
vezes.

Apbs a reacao de PCR, com o objetivo de verificar a qualidade e quantidade da
amplificacdo, uma aliquota de cada amostra amplificada foi submetida a eletroforese

em gel de agarose 1% e outra aliquota armazenada a 4°C.

3.6.5. Sequenciamento automatico direto (Sanger) das amostras de DNA

ApoOs a realizacdo da reacdo de PCR, o produto obtido foi submetido a uma

pré-purificacdo enzimatica (EXO-SAP, US78211 GE Healthcare, life Sciences).
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Na reacao de purificacdo, adicionamos 2 L de EXO-SAP em 5 L do produto
da PCR, seguido de incubacdo a 37°C por 15 minutos e posteriormente a 80°C por
15 minutos.

Em seguida, a solucado final obtida apds a pré-purificacdo foi submetida ao
sequenciamento pelo método de Sanger, utilizando a proporcdo de reagentes
conforme descrito na tabela presente no anexo 7.9.4.

Para estas reac0des, foram utilizados os mesmo pares de iniciadores (Tab. 4) e,
em seguida, as amostras foram submetidas as condicbes de termociclagem, com
AB9700 (Applied Technologies, Foster City, CA): ativacdo a 95°C por um minuto,
seguido por 25 ciclos de 95°C durante 10 segundos, 50°C por cinco segundos e 60°C
por quatro minutos. Os produtos destas reacdes foram encaminhados a eletroforese
em sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Technologies, Foster City, CA).

Por fim, as sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias
presentes no banco de dados National Center for Biotechnology (NCBI), utilizando o

programa de analise Sequencher 4.7 Demo Software.

3.6.6. PCR em tempo real (QPCR)

As quantificacbes dos mRNA das isoformas a e dos receptores GC foram
determinadas por gPCR. Como gene normalizador, utilizamos o gene BCR
(breakpoint clusters region), bem expresso em linfocitos de sangue periférico.

A Figura 9, representa parte do gene GRb, incluindo o Exon 8 e o fragmento
inicial do Exon 9, apds o splicing alternativo. As sequéncias dos iniciadores (sense e
antisense) da reagcdo da qPCR ndo é disponibilizada pelo fabricante do Assay

(Thermofisher) e, por esse motivo, ndo estdo destacados na Fig.13, abaixo.
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TTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATTTG
ATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCTAGGAAA

Exon 8 { AGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGA
ACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACAAAACTCTTGG
ATTCTATGCATGAAAATGTTATGTGGTTAAAACCAGA
AAGCACATCTCACACATTAATCTGATTTTCATCCCAA
CAATCTTGGCGCTCAAAAAATAGAACTCAATGAGAA
AAAGAAGATTATGTGCACTTCGTTGTCAATAATAAGT | o o
CAACTGATGCTCATCGACAACTATAGGAGGCTTTTCA -
TTAAATGGGAAAAGAAGCTGTGCCCTTTTAGGATAC Exon 9
GTGGGGGAAAAGAAAGTCATCTTAATTATGTTTAATT
GTGGATTTAAGTGCTATATGGTGGTGCTGTTTGAAAG
CAGATTTATTTCCTATGTATGTGTTATCTGGCC. .

FIGURA 13: Parte do gene GR b. Esse fragmento contém o éxon 8 por completo (em
vermelho) e a parte inicial do éxon 9 (em preto) do gene GRb, ap0s o splicing alternativo. A
sonda referente ao Assay (ID Hs00354508_m1) estd em negrito e sublinhado ao centro.

Para a gPCR do GRb foi utilizado o Assay (ID Hs00354508 m21 Thermo Fisher
Scientific, USA) que ja contém os iniciadores sense e antisense e a sonda (FAM)
5TCTTGGATTCTATGCATGAAAATGT3'. As reacdes do GR foram realizadas nas
concentracbes conforme as indicacbes do fabricante, apresentadas na Tabela
presente no Anexo 7.9.5.

A Fig. 14, representa parte do gene GR , incluindo o Exon 8 e o fragmento

inicial do Exon 9, apds o splicing alternativo.

TTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATTT
GATGAAATTAGAATGACCTACATCAAAGAGCTAGGA
Exon 8 AAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCC

AGAACTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACAAAACTCT
TGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAAATCTCCTTAA
CTATTGCTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCATGAGT | pgrte do
ATTGAATTCCCCGAGATGTTAGCTGAAATCATCACC Eiofi 9
AATCAGATACCAAAATATTCAAATGGAAATATCAAAA

FIGURA 14: Parte do gene GR . Esse fragmento contém o éxon 8 por completo (em
vermelho) e a parte inicial do éxon 9 (em preto) do gene GR , ap0s o splicing alternativo. Os
iniciadores sense (localizado no éxon 8) e antisense (localizado no éxon 9) estdo em negrito
e sublinhados, gerando em fragmento de 151pb.
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Para a reacdo do GRa foram utilizadas as quantidades de reagentes
descritas na Tabela 8, presente no Anexo 7.9.6.
A Fig. 15 representa a sequéncia de um amplicon-BCR, com a regido de

anelamento dos iniciadores sense, antisense e da sonda.

TCGGAGTCAAGATTGCTGTGGTCACCAAGAGAGAG
AGGTCCAAGGTGCCCTACATCGTGCGCCAGTGCGT
GGAGGAGATCGAGCGCCGAGGCATGGAGGAGGTG
GGCATCTACCGCGTGTCCGGTGTGGCCACGGACAT
CCAGGCACTGAAGGCAGCCTTCGACGTCAATAAC
AAGGACGTIGTCGGTGATGATGAGCGAGATGGACG
TGAACGCCATCGCAGGCACGCTGAAGCTGTACTTC
CGTGAGCTGCCCGAGCCCCTCTTCACTGACGAGTT
CTACCCCAACTTCGCAGAGGGCATCGCTCTTTCAG
ACCCGGTTGCAAAGGAGAGCTGCATGCTCAACCTG
CTGCTGTCCCTGCCGGAGGCCAACCTGCTCACCTT
CCTTTTCCTTCTGGACCACCTG

FIGURA 15: Amplicon do BCR, gene normalizador. Fragmento do gene BCR,
normalizador, gerado a partir de amostra de cDNA, contendo regides dos éxons 18, 19, 20 e
21. Os iniciadores sense e antisense estdo em negrito e a Sonda se encontra no centro, em
negrito e sublinhada, gerando um fragmento de 69bp.

Para a reacao do BCR como gene normalizador do GRa e GR foram utilizadas
as quantidades de reagentes apresentados nas Tabelas presentes nos Anexos 7.9.7
e 7.9.8., respectivamente.

Para a gPCR do GR e BCR, 19nL do “mix” da reacdo foram colocados em
tubos de alta claridade Optica (PCR optical tubes, Applied Biosystems, USA),
posteriormente foram adicionados 1 L de cada cDNA e submetidos a reagdo no
termociclador de gPCR (ABI 7500 Real Time PCR System). Para a qPCR do GR e
BCR, 17,50 do “mix” da reacdo foram colocados em tubos de alta claridade 6ptica,
foram adicionados 2,50 L de cada cDNA e submetidos a reacdo no mesmo

termociclador de gPCR.
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As reacoes de gqPCR foram realizadas com o seguinte protocolo de ciclos (de
acordo com os parametros do programa SDS — Sequence Detection System version
1.2, 7500 Systems SDS Software- Applied Biosystem): na primeira etapa, a
temperatura € de 50°C e permanece assim por 2 minutos; na segunda etapa, a
temperatura é elevada para 95°C por 10 minutos; na terceira etapa a temperatura
diminui em 15 segundos de 95°C para 60°C e se mantém assim por 1 minuto. Essas
4 etapas formam um ciclo que se repete por 40 vezes. Em todas as reacfes serao
utilizadas uma amostra considerada “branco” (NTC), sem a adicdo do cDNA.

As quantificacdes de um mesmo individuo, durante a pré-temporada e o meio
da temporada, foram realizadas no mesmo ensaio, para que se evite a variacao

interensaio.

3.6.7. Andlise das expressdes do GR- e do GR-

Cada amostra de mRNA das isoformas a e dos receptores GC, obtida pela
coleta plasmatica no inicio da temportada, foi quantificada em duplicata pelo gPCR,
obtendo-se um CT para cada quantificacdo e, apos isso, calculou-se a média dos
resultados (CT meédio). Realizou-se 0 mesmo procedimento para quantificacdo do
MRNA do gene normalizador, BCR, no inicio da temporada, obtendo-se também um
valor de CT médio para esse gene. O “ CT inicio” corresponde a subtracao do valor
do CT médio obtido do GR ou GR pelo valor obtido do BCR, ambos no inicio da
temporada. Posteriormente, calcula-se a mediana desse “ CT inicio”. Em seguida,
calculou-se o0 “ CT meio”, realizando-se os mesmos procedimentos, porém, nesse
caso, utilizando os valores obtidos das quantificacbes do GR ou GR no meio da

temporada e subtraindo pelos valores obtidos do BCR dos RNAs extraidos também
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no meio da temporada. O “* CT” corresponde a subtracdo do “ CT meio” pelo valor
da mediana do “ CT antes”. O “Neg  CT” € o valor negativo do “* CT". Por fim, é
o valor de “2° C™ que vai determinar se houve um aumento, diminuicdo ou
estabilidade na expressédo dos receptores GR ou GR . Caso “2° ¢ seja maior que
1, a expressao aumentou, se for menor do que 1, a expressao diminuiu. Vale ressaltar,
que valores entre 0,9 e 1,1 sdo considerados como uma expressao estavel, pois essa

margem de variacao ja é esperada.

3.6.8. Andlise da sensibilidade GR ao GC

Ainda que seja consolidado que a sensibilidade final do GR depende de outros
fatores adicionais ndo mensurados no presente trabalho, sabe-se que a relacéo
normal da expressdo GR :GR ¢é igual a 10 e o valor numérico dessa relacdo pode
indicar a sensibilidade desse tipo de receptor (COLLI et al., 2007; LONGUI et al.,
2000). Verificou-se, desse modo, a variacdo da expressao desses receptores apos o
periodo 19 semanas, a ponto de refletir a sensibilidade do GR de cada individuo em
relacdo ao GC, de acordo com a férmula a seguir:

[(GR -1)-(GR -1)/10]
Caso o resultado dessa férmula seja maior do que zero, a sensibilidade
aumentou, se for menor do que zero, a sensibilidade diminuiu. Deve-se ressaltar que
valores entre -0,10 e 0,10 séo considerados como uma sensibilidade estavel, pois

essa margem de variacao ja € esperada.
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3.6.9. Quantificacdo do cortisol/cortisona

As quantificacdes de cortisol plasmatico foram realizadas por dois métodos
distintos: eletroquimioluminescéncia (QL), método classico, e por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS), método padrdo ouro. A
quantificacdo de cortisona foi realizada somente por LC-MS/MS e a quantificacédo do

cortisol salivar foi executada somente pelo método de eletroquimioluminescéncia.

3.6.9.1. Eletroquimioluminescéncia

O ensaio Elecsys Cortisol Il foi realizado por meio do Analisador Modular cobas
e601. A analise, incluindo limites e intervalos, seguiu todas as instrucdes contidas no
manual do fabricante (ROCHE COBAS, [s.d.]), tanto para as amostras salivares,
guanto para as plasmaticas. O aparelho foi previamente calibrado antes do inicio de
cada mensuracdo e todas as amostras de um mesmo paciente foram analisadas
durante o mesmo ensaio, para evitar interferéncia interensaio.

10 L de amostra foram incubados com um anticorpo biotinilado especifico anti-
cortisol e um derivado do cortisol marcado com complexo de ruténio. Conforme a
concentracdo do analito na amostra e a formacéo do respectivo complexo imune, o0
local de ligacdo do anticorpo marcado é ocupado em parte com analito de amostra e
em parte com o derivado de cortisol marcado com ruténio. Apos a adicdo das
microparticulas revestidas de estreptavidina, o complexo formado se liga a fase solida
pela interacdo da biotina e da estreptavidina. A mistura de reaccéo é aspirada para a
célula de leitura, onde as microparticulas sao fixadas magneticamente a superficie do

eléctrodo. Os elementos néo ligados sédo entdo removidos com ProCell/ProCell M. A
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aplicacdo de wuma corrente eléctrica ao eléctrodo induz uma emissao
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador.

Os resultados foram determinados com base numa curva de calibracao gerada
especificamente pelo analisador e numa curva principal, incluida no codigo de barras
do reagente. Os valores de referéncia dos controles nas reacdes salivares e
plasmaticos foram vao de 3,26 até 4,18 ug/dL. Os limites inferiores e superiores das
deteccdes salivares e plasmaticas foram, respectivamente, 0,054 and 63,4 pg/dL.

Os seguintes reagentes foram utilizados para esssas analises:

Lyphochek Immunoassay Plus Control Trilevel (bio-rad 370)
Reagente Cortisol Geracgéao Il (Roche 6687733190)

Calibrador Cortisol Geracao Il (Roche 6687750190)

3.6.9.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa

Antes da dosagem, as amostras foram preparadas por meio de extracdo
plasmatica de cortisol e cortisona. A cada aliquota de 250uL de plasma, adicionou-se
50ul da solugcdo de padrdo interno deuterado (na concentragcdo de 200ng/ml de
9,11,12,12-Cortisol D4 e 2,2,4,6,6,9,12,12-Cortisona D8) e 50ul de NH4OH 10%, com
posterior agitagdo por 20 segundos. Os esteroides foram extraidos da matriz organica
por intermédio da adiacdo de solugdo 2mL de éter metil terc-butilico (MTBE),
composto com boa capacidade de extracdo e formacgéo de peroxidos. A solucao foi
agitada por 1 minuto e centrifugada a 4000 rpm (10 minutos). Depois disso, a solugao
obtida foi congelada em Freezer -80°C (8 minutos) e, apds descongelamento, a fase
organica foi transferida para outro tubo, onde ocorreu a evaporacao em fluxo de

nitrogénio. Reconstruiu-se os residuos em 200 pL da fase mével (MeOH diluido 1:1
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com H20) e, por fim, filtrou-se tudo em uma seringa acoplada a um filtro de 0,22um.
Uma aliquota de 10puL foram injetados no sistema de cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (UHPLC-MS/MS).

A separacdo dos componentes por cromatografia liquida foi realizada em
aparelhno UHPLC - 1290 infinity Agilent, coluna Aquity BEH C18, 50 x 2,2mm, com
particulas de 1,7um, acoplada a pré-coluna compativel. O carregamento e eluicéao
foram realizados em modo gradiente, a temperatura ambiente. O carregamento da
coluna foi realizado da seguinte forma: na bomba A, adicionou-se acido férmico 0,1%;
na bomba B, adicionou-se acetonitrila + acido férmico 0,1%, de acordo com a Tab. 4,

em fluxo de 400uL/min.

TABELA 4: Descricéo das etapas de carregamento da coluna de cromatografia liquida

Etapa Tempo total (min) A(%) B (%)
0 0 70 30
1 0,5 70 30
2 2 30 70
3 2,5 30 70
4 3 70 30

O modelo da maquina utilizada para a dosagem por espectrometria de massa
foi 0 5500 QTRAP — SCIEX. Os ions de quantificacdo para os analitos (cortisol e
cortisona) e os padrdes internos deuterados (cortisol D4 e cortisona D8) foram obtidos
por ionizacao positiva por electrospray e apresentavam as caracteristicas descritas na

Tab. 5:
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TABELA 5: Caracteristicas dos ions de quantificacdo para os analitos e padrdes
internos deuterados para quantificacdo em LC-MS/MS.

Precursor  Fragmento de Quantificacdo Fragmento de Identificacéao

Substancia (m/2) (m/2) (m/2)

Cortisol 363,20 121,00 91,10
Cortisona 361,20 163,30 121,00
Cortisol D4 366,48 121,10

Cortisona D8 368,49 163,40

Por fim, a curva de diluicdo utilizada para a quantificacdo plasméatica esta

descrita da Tab. 6:

TABELA 6: Concenteragfes de cada ponto da curva de diluicdo para dosagem de
cortisol e cortisona plasmatico via LC-MS/MS.

Pontos da Curva Cortisol (ng/ml) Cortisona (ng/ml)

1 300 300
2 150 150
3 75 75
4 50 50
5 25 25
6 10 10
7 5 5

8 2,5 2,5
9 1 1

3.7. Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados por meio do sistema Sigma Stata para
Windows versao 3.0 e pelo SPSS verséo 13.0. Tendo em vista o tamanho da amostra
e a metodologia envolvida, a comparacdo de uma mesma variavel, de um mesmo
individuo, em dois momentos distintos, durante o inicio e o meio da temporada, foi
feita por intermédio de testes pareados (teste-t pareado ou teste de Wilcoxon), de
acordo com a distribuichio da amostra (paramétrica ou nao paramétrica,

respectivamente). A comparacdo de uma mesma variavel entre os grupos de atletas
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do sexo masculino e feminino ocorreu por meio do teste-t, para amostras
paramétricas, e o teste de Maan-Whitney, para os grupos ndo parameétricos. O
coeficiente de Pearson foi calculado para testar a correlacdo entre duas variaveis
diferentes, paramétricas ou ndo paramétricas, avaliadas no mesmo momento. O teste
de Sperman foi utilizado para calcular a correlacéo de variaveis ndo paramétrica que
necessitavam de grafico de correlacéo e o coeficiente de Pearson para calcular para
a correlacéo de variaveis paramétrica que necessitavam de grafico de correlacdo. O

nivel de significancia utilizado foi de p<0,05.



47

4. Resultados

Os resultados das avalia¢cdes antropométricas e fisicas realizadas no inicio e
no meio da temporada demonstraram que os atletas femininos e masculinos sao
diferentes. Tal fato ficou evidente pela comparagao entre esses grupos, em ambos 0s
momentos da temporada, demonstrando diferenca significativa em todos as
avaliagcbes antropométricas e todos os testes fisicos, com excecédo do teste isocinético
de Trabalho Total de extensdo do membro inferior direito com cinco repeticdes. Todas
as dosagens de cortisol entre os atletas dos times masculino e feminino também se
mostraram diferentes. Sendo assim, considera-se que o grupo de atletas feminino é

diferente do grupo de atletas masculino e, por isso, foram analisados separadamente.

4.1. Composicao corporal

As Tab. 7 e 8 apresentam os resultados antropomeétricos dos atletas masculinos
e femininos, respectivamente, realizados tanto no inicio, quanto no meio da
temporada. No time masculino, foi possivel perceber uma diminuicdo da
circunferéncia abdominal entre o inicio e 0 meio da temporada em conjunto com uma
diminuicdo do percentual de gordura entre esses dois momentos. Ja no time femino,

notou-se diminuicdo somente do percentual de gordura.
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TABELA 7: Andlise antropométrica, composicao corporal, dos atletas da equipe
masculina de polo aquatico, no inicio () e no meio (M) da temporada.

" Média Mediana

VARIAVEL (DP) (Interquartil 25-75)
Idade (anos) 22,0 (4,6) 19,5 (18,0 - 25,2)
Peso (Kg) - | - 91,6 (81,7-92,7)%
Peso (Kg) - M - 88,3 (80,8 - 93,0) &
CA (cm) - | 89,1 (7,6) 88,0 (83,2 - 95,5) # *
CA (cm)-M 86,5 (6,2) * 85,0 (82,2 - 92,0)* *
IMC (Kg/m2) - | 25,9 (2,4)* 26,1 (24,3 - 27,9)
IMC (Kg/m?2) - M 25,5 (2,4)* 25,9 (24,0 - 27,6)*
% Gordura - | 15,8 (5,8) # * 15,7 (12,4 - 17,9) % *
% Gordura - M 14,1 (4,3) % * 13,4 (11,1 -17,9)%*

I: inicio; M: Meio; CA: Circunferéncia Abdominal; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; #este t pareado;

&teste wilcoxon

TABELA 8: Andlise antropométrica, composicao corporal, das atletas da equipe
feminina de polo aquético, no inicio (I) e no meio (M) da temporada.

; Média Mediana

VARIAVEL (DP) (Interquartil 25-75)
Idade (anos) 19,6 (1,6) 19,5 (18,7 - 20,0)
Peso (Kg) - | 65,4 (7,0)* 63,5 (59,9 - 65,2) %
Peso (Kg) - M 62,2 (5,8) " 60,7 (58,9 - 63,7) %
CA (cm) - | - 73,5 (73,0 - 76,5) &
CA (cm) - M - 74,0 (73,0 - 75,5) &
IMC (Kg/m?) - | 21,8 (2,4)" 20,7 (20,1 - 23,4)*
IMC (Kg/m?2) - M 21,4 (1,8)" 21,0 (20,3 - 21,8)*
% Gordura - | 27,6 (6,4) % = 26,2 (23,1-30,7) % *
% Gordura - M 24,7 (5,0) # * 23,8 (20,8 - 27,4) #*

I: inicio; M: Meio; CA: Circunferéncia Abdominal; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Feste t pareado;
&teste wilcoxon

Os parametros antropométricos que apresentaram diferenca significativa
(circunferéncia abdominal e percentual de gordura) estdo apresentados de modo
grafico na Fig. 16, abaixo, demonstrando a distribuicdo desses valores de cada atleta,

para ambas equipes.
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FIGURA 16: Avaliagédo dos padrBes antropométricos:

4.2. Avaliagéo fisica

Os resultados das avaliacdes fisicas realizadas no inicio e no meio da
temporada, dos atletas masculinos e femininos estdo apresentados nas Tab. 9 e 10,
respectivamente. No time masculino, foi possivel perceber uma melhora nos testes
aguaticos, especificos para o esporte: salto dentro da agua, nado atado (forca média)
e nado atado (forca maxima). O time feminino apresentou melhora nos mesmos testes
fisicos, incrementando as marcas no teste de salto dentro da agua e aumentando

tanto a forca média, quanto a forca maxima no teste de nado atado.
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TABELA 9: Testes biomecanicos e avaliacdes fisicas dos atletas da equipe masculina
de polo aquatico, no inicio (l) e no meio (M) da temporada.

; Média Mediana

VARIAVEL (DP) (Interquartil 25-75)
SFA CB (cm) - | 43,2 (8,4)" 42,2 (39,3 - 43,7)*
SFA CB (cm) - M 43,8 (7,1)* 44,3 (40,4 - 47,1)*
SFA SB (cm) - | 37,4 (6,8)% 37,1 (33,5-41,1)"
SFA SB (cm) - M 38,9 (5,7)" 39,3 (34,6 - 42,8)*
SDA (cm) - | 59,9 (9,9) * * 60,7 (52,6 - 66,5) * *
SDA (cm) - M 63,9 (7,1) % * 65,4 (56,2 - 70,3) # *
NA Fmed (N) - | 226,4 (16,2) #: #x* 227,8 (210,8 - 239,9) # »#+
NA Fmed (N) - M 265,9 (24,6) #: #** 263,3 (245,0 - 275,2) # »xx
NA Fmax (N) - | - 385,5 (371,8 - 417,7) & *
NA Fmax (N) - M - 477,2 (435,7 - 498,4) & *
TTE 5D (J) - | 735,0 (137,2) * 780,5 (619,4 - 863,2) *
TTE 5D (J) - M 765,1 (133,2) % 760,2 (669,2 - 870,3) *
TTE 5E (J) - | 718,3 (82,2)* 740,3 (661,8 - 776,5) *
TTESE (J)- M 717,7 (89,3)* 694,7 (661,3 - 759,8) *
TTE 10D (J) - | 1223,1 (218,5) * 1187,45 (1091,3 - 1436,30) *
TTE 10D (J) - M 1269,3 (197,4) * 1247,8 (1119,8 - 1417,1) #
TTE 10E (J) - | 1145,1 (219,8) * 1102,2 (1018,0 - 1311,4) #

TTE 10E (J) - M

1174,8 (139,9) *

1199,9 (1131,8 - 1262,6) *

I: inicio; M: Meio; SFA CB: Salto Fora Agua Com o Brago; SFA SB: Salto Fora Agua Sem o Bracgo; SDA:
Salto Dentro da Agua; NA Fmed: Nado Atado Forca Média; Nado Atado Fméax: Nado Atado Forca
Méaxima; TTE 5D: Trabalho Total na Extensdo em 5 repeticGes com a perna Direita; TTE 5E: Trabalho
Total na Extensdo em 5 repeticdes com a perna Esquerda; TTE 10D: Trabalho Total na Extensdo em
10 repeticdes com a perna Direita; TTE 10E: Trabalho Total na Extensdo em 10 repeticdes com a perna

Esquerda. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Feste t pareado; &teste wilcoxon
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TABELA 10: Testes biomecanicos e avaliacdes fisicas das atletas da equipe feminina
de polo aquatico, no inicio (I) e no meio (M) da temporada.
Média Mediana

VARIAVEL (DP) (Interquartil 25-75)
SFA CB (cm) - | 28,1 (4,2)% 29,0 (24,8 - 31,2)*
SFA CB (cm) - M 29,3 (3,9)% 30,2 (27,3-31,1)
SFA SB (cm) - | 26,1 (4,5)% 26,3 (22,9 - 28,2)*
SFA SB (cm) - M 25,7 (3,0)* 25,8 (24,2 - 27,6)*
SDA (cm) - | 49,6 (9,3) % * 50,6 (46,6 - 54,9) # *
SDA (cm) - M 56,3 (7,8) % * 56,4 (51,0 - 62,3) # *
NA Fmed (N) - | 182,4 (14,1) % =+ 178,4 (171,2 - 191,6) # **
NA Fmed (N) - M 212,2 (10,7) %= 207,9 (204,9 - 215,9) # »*
NA Fmax (N) - | 311,0 (37,2) % * 305,5 (304,8 - 333,9) %
NA Fméax (N) - M 348,9 (66,6) * * 333,2 (309,9 - 385,1) # *
TTES5D () - | - 619,4 (541,7 - 660,4) &
TTESD (J)- M - 633,5 (615,3 - 660,0) &
TTE 5E (J) - | 598,1 (61,7)* 621,1 (551,5 - 636,8)
TTE 5E (J) - M 588,4 (72,8) * 585,4 (551,6 - 646,8)
TTE 10D (J) - | 894,6 (117,7)* 909,0 (801,1 - 979,8)
TTE 10D (J) - M 965,9 (117,0)* 950,3 (904,7 - 1013,4)
TTE 10E (J) - | 896,5 (146,9) # 947,2 (769,4 - 982,1)

TTE 10E (J) - M

906,9 (116,9) *

907,3 (836,0 - 954,2)

I: inicio; M: Meio; SFA CB: Salto Fora Agua Com o Brago; SFA SB: Salto Fora Agua Sem o Brago; SDA:
Salto Dentro da Agua; NA Fmed: Nado Atado Forca Média; Nado Atado Fméax: Nado Atado Forca
Méaxima; TTE 5D: Trabalho Total na Extensdo em 5 repeticGes com a perna Direita; TTE 5E: Trabalho
Total na Extensdo em 5 repeticdes com a perna Esquerda; TTE 10D: Trabalho Total na Extensdo em
10 repeticdes com a perna Direita; TTE 10E: Trabalho Total na Extensdo em 10 repeticdes com a perna

Esquerda. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Feste t pareado; &teste wilcoxon

Os testes fisicos que apresentaram diferenca significativa (salto dentro da

agua, nado atado - forca média e nado atado - forca maxima) estdo apresentados de

modo gréafico na Fig. 17, abaixo, demonstrando a distribuicdo desses valores de cada

atleta para ambas equipes.
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4.3. Composicao Corporal x Avaliacao fisica

As variaveis antropométricas e os testes fisicos foram analisadas em conjunto
por meio dos testes de correlacdo de Pearson e estdo mostrados nas tabelas
presentes nos anexos 7.7, 7.8, 7.9 e 7.9.1. As correlacdes das variaveis entre si e as
correlagfes entre variaveis dependentes entre si, assim como o Peso e o IMC, néo
foram consideradas na apresentacao dos dados. A avaliagao das correlagdes do time
masculino, no inicio da temporada (anexo 7.7), mostrou que as seguintes variaveis
com importancia clininca demonstraram relagdo entre si: Peso x Circunferéncia
abdominal (CA), Peso x Percentual de gordura, Peso x Salto com o Brago, CA x IMC,
CA x Percentual de gordura, IMC x Percentual de gordura, Salto com o Brago X
Percentual de gordura (correlacdo negativa), Percentual de gordura x Salto sem o
Braco (correlagéo negativa) e Salto com o Brago x Salto sem o Brago,

A avaliacao das correlagbes do time masculino, no meio da temporada (anexo
7.8), mostrou que as seguintes variaveis com importancia clinica demonstraram
relacdo entre si: Peso x CA, Peso x Percentual de gordura, CA x IMC, CA x Percentual
de gordura, IMC x Percentual de gordura, Salto com o Brago x Percentual de gordura
(correlacdo negativa), Percentual de gordura x Salto sem o Braco (correlacéo
negativa), Salto com o Brac¢o x Salto sem o Braco, Trabalho Total (extensédo — 10D) x
Salto com o Braco, Trabalho Total (extensdo — 10E) x Salto com o Braco e Trabalho
Total (extensédo — 10E) x Salto sem o Braco.

A avaliacdo das correla¢des do time feminino, no inicio da temporada (anexo
7.9), mostrou que as seguintes variaveis com relevancia clinica demonstraram relacao
entre si: CA x Percentual de gordura, Salto com o Braco x Salto sem o Brago e Salto

sem o Braco x Salto na agua.
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A avaliacédo das correlagdes do time feminino, no meio da temporada (anexo
7.9.1), mostrou que as seguintes variaveis com relevancia clinica demonstraram
relacdo entre si: CA x Percentual de gordura, Salto com o Brago x Salto sem o Braco,
Nado atado (F média) x Nado Atado (F maxima), Nado atado (F média) x Trabalho

Total (extenséo — 5D) e Nado atado (F média) x Trabalho Total (extensao — 10D).

4.4. Cortisol plasmatico

Os resultados da dosagem de cortisol plasmatico, via
eletroquimioluminescéncia (QL), tanto da equipe masculina, quanto da feminina estéao
apresentados na Tab. 11. Nao houve diferenca significativa entre a dosagem de
cortisol do inicio e do meio da temporada, tanto no time masculino (p = 0,817 - teste t

pareado), quanto para o time feminino (p = 0,283 - teste t pareado).

TABELA 11: Dosagem de cortisol plasmatico dos atletas da equipe masculina e
feminina de polo aquéatico, no inicio e no meio da temporada, pelo método de QL

Time Cortisol Plasmatico (ug/dL) - QL I\?Sg')a (Interl\élsgrlzlnSS-?S)
Masculino Inicio 15,7 (3,4) 16,4(14,9-17,9)
Masculino Meio 16,0 (2,7) 16,7 (14,2 -18,0)
Feminino Inicio 26,5(8,8) 23,2(19,4-34,2)
Feminino Meio 31,0(10,1) 31,2(25,6-38,2)

A Fig. 18 apresenta um grafico de distribuicdo desses parametros de cortisol
plasmatico, dosado via QL, no inicio e no meio da temporada, tanto do time masculino,

quanto do feminino.
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FIGURA 18: Cortisol plasmatico por eletroquimiolumi nescéncia (QL). Medida realizada
para ambas equipes, masculina e feminina, comparando o inicio com o0 meio da temporada.
N&o houve diferenga entre os resultados encontrados para ambas equipes.

Ja os resultados da dosagem de cortisol plasmatico, via LC-MS/MS (LC), tanto
da equipe masculina, quanto da feminina estdo apresentados na Tab. 12. Nao houve
diferenca significativa entre a dosagem de cortisol do inicio e do meio da temporada,
tanto no time masculino (p = 0,424 - teste Wilcoxon), quanto para o time feminino (p
= 0,401 - teste Wilcoxon).

TABELA 12: Dosagem de cortisol plasmatico dos atletas da equipe masculina e

feminina de polo aquético, no inicio e no meio da temporada, pelo método de LC-
MS/MS.

Time Cortisol Plasmatico (ug/dL) - LC I\élggl)a (InterhéljgrlzlnSS-?S)
Masculino Inicio - 15,8 (15,4 - 16,5)
Masculino Meio 14,5 (3,1) 15,3 (13,1 - 16,6)
Feminino Inicio - 18,7 (17,4 - 26,7)

Feminino Meio 23,3 (6,9) 21,8 (20,1 - 28,0)
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A Fig. 19 apresenta um grafico de distribuicdo desses parametros de cortisol
plasmatico, dosado via LC, comparando o inicio e 0 meio da temporada, tanto do time

masculino, quanto do feminino.
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FIGURA 19: Cortisol plasmatico por LC-MS/MS (LC). Medida realizada para ambas
equipes, masculina e feminina, comparando o inicio com o meio da temporada. Nao houve
diferenca entre os resultados encontrados para ambas equipes.

Ademais, realizou-se o teste de correlacdo de Pearson e Spearman entre 0s
resultados apresentados nas Tab. 11 e 12, comparando as quantificagées plasmaticas
de cortisol via os métodos de QL e LC, obtendo-se os resultados explicitados nas
Tabelas 13, 14 e nas Fig. 20 e 21. Os métodos demonstraram correlacao significativa,
tanto nas mensuragfes plasméticas realizadas no inicio da temporada (p < 0,001),

quanto naquelas realizadas no meio da temporada (p = 0,01).
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TABELA 13: Correlacio de Spearman entre 0s métodos de
eletroquimioluminescéncia (QL) e LC-MS/MS (LC) para quantificacdo de cortisol
plasmatico dos atletas dos times masculino e feminino de polo aquatico, no inicio da
temporada.

Cortisol Plasmatico
Todos os Atletas
QL Inicio x LC Inicio

r 0,905
p < 0,001
n 19
40+
%%
o
30
o
o
E 20 80
2 S0
o 0@0
o
o
10
Q
B
0 10 20 0 40
LC - Inicio

FIGURA 20: Correlagdo de Spearman entre os métodos  de eletroquimioluminescéncia
(QL) e LC-MS/MS (LC) para quantificacdo de cortisol ~ plasmatico no inicio da temporada.
Todos os atletas, masculinos e femininos (n=19), foram incluidos nessa analise. Pode-se
perceber que os testes apresentam correlacdo estatistica (p < 0,001 e r = 0,905).
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TABELA 14: Correlacdo de Pearson entre os méetodos de eletroquimioluminescéncia
(QL) e LC-MS/MS (LC) para quantificacdo de cortisol plasmético dos atletas dos times
masculino e feminino de polo aquatico, no meio da temporada. A equacédo da reta
dessa correlagéo é LC = 4,127 + 0,636 * QL
Cortisol Plasmético
Todos os Atletas
QL Meio x LC Meio

Coef. de Pearson 0,961
p 0,01
n 19
501
407
o /,—”—"
o S
TR o
E f____.-’ﬁ
1 {-__,--"‘/
[
= j,ﬂﬂ/ %
oPo "
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FIGURA 21: Correlagdo de Pearson entre os métodos d e eletroquimioluminescéncia
(QL) e LC-MS/MS (LC) para quantificacdo de cortisol ~ plasmatico no meio da temporada.
Todos os atletas, masculinos e femininos (n=19), foram incluidos nessa analise. Pode-se
perceber que os testes apresentam correlagdo estatistica (p = 0,001), Coeficiente de Pearson
= 0,961 e equacao dareta LC =4,127 + 0,636 * QL.

4.5. Cortisol salivar

Os resultados das dosagens de cortisol salivar, via QL, da equipe masculina
estdo apresentados na Tab. 15 e os valores de “p” encontrados nas comparagdes
estédo explicitados na Tab. 16. Nao houve diferenca significativa dos valores de cortisol

salivar na comparacgéao entre nenhum dos meses analisados. A Fig. 22 apresenta a
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evolucdo das medianas desses parametros, nos tempos analisados, para a equipe

masculina

TABELA 15: Valores de cortisol salivar dos atletas da equipe masculina de polo
aguatico, mensalmente, de janeiro a junho de 2018. Tais dosagens foram realizadas
pelo método QL. Nao houve diferenca significativa entre os valores analisados.

: . Média Mediana
Cortisol Salivar (ug/dL) (DP) (Interquartil 25-75)
Jan 0,251 (0,141) 0,308 (0,125 - 0,354)
Fev 0,244 (0,130) 0,206 (0,145 - 0,352)
Mar 0,361 (0,141) 0,413 (0,290 - 0,426)
Abr 0,264 (0,134) 0,238 (0,179 - 0,314)
Mai 0,255 (0,156) 0,274 (0,153 - 0,313)
Jun 0,226 (0,163) 0,180 (0,086 - 0,391)

TABELA 16: Valores de “p” da comparacao das quantificacdes de cortisol salivar do
time masculino (método de eletroquimioluminescéncia), dos meses analisados (de
janeiro a junho/2018) entre si. Nao foi encontrada diferenca entre os resultados.

Cortisol Salivar/QL - Time masculine

lan lan lan lan lan Fev Fev Fev Fav Mar Mar Mar Abr Abr Mai
X X X X b X X b X b3 b X ¥ b3 X
Fev Mar  Abr Mai Jun Mar Abr M ai Jun Abr M ai Jun Mai Jun Jun

0,087% 0,074% 0,788% 0,969% 0,686 0,055% 0,618% 0,869 0,801% 0,161% 0,095% 0,083 0,866 0,588% 0,5527

Feste t pareado

Cortisol Salivar (ug/dL) - QL
0,450 0,426
0,400 9,354
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150

0,308

0,100 0,125 0,145
0,050 0,086
0,000
75% Jan Fev Mar Abr Mai Jun
—Masculino

25%

FIGURA 22: Mediana do cortisol salivar, mensal, par a o time masculino. Analise gréfica
das medianas dos resultados de cortisol salivar, dosados pelo método de
eletroquimioluminescéncia (QL), mensalmente, de janeiro a junho/2018.
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Ja os resultados das dosagens de cortisol salivar, via QL, da equipe feminina
estdo apresentados na Tab. 17 e os valores de “p” encontrados nas comparacdes
estdo explicitados na Tab. 18. Percebe-se que a comparacdo entre oS meses
analisados dos resultados do time feminino demonstrou diferenca significativa nas
comparacoes entre os meses de JanxFev (p=0,017), JanxMar (p=0,025), JanxMai
(p=0,012), JanxJun (p=0,017). A Fig. 23 apresenta a evolucédo das medianas desses

parametros, nos tempos analisados, para a equipe feminina.

TABELA 17: Valores de cortisol salivar das atletas da equipe feminina de polo
aguatico, mensalmente, de janeiro a junho de 2018. Tais dosagens foram realizadas
pelo método QL.

Cortisol Salivar (ug/dL) '\?Sgl)a (Interh(;ljgrlfillnSS-?S)
Jan - 0,102 (0,071 - 0,132)
Fev 0,455 (0,191) 0,479 (0,298 — 0,526)
Mar 0,415 (0,224) 0,335 (0,247 — 0,612)
Abr 0,378 (0,250) 0,420 (0,227 — 0,489)
Mai 0,381 (0,198) 0,362 (0,252 — 0,429)
Jun - 0,263 (0,186 — 0,362)

TABELA 18: Valores de “p” da comparacao das quantificacdes de cortisol salivar do
time feminino (método de eletroquimioluminescéncia), dos meses analisados (de
janeiro a junho/2018) entre si. Foram encontradas diferencas, ressaltadas em negrito,
nas comparagbes entre os meses de JanxFev, JanxMar, JanxMai e JanxJun.

Cortisol Salivar/QL - Time feminino
lan lan Jan Jan lan Fev Fav Fev Fev  Mar  Mar  Mar  Abr Abr M ai
X X X X X X X X X X X X X X X
Fay Mar Abr Mai Jun Mar Abr  Mai  Jun Abr  Mai Jun Mai Jun Jun
0,017%* 0,025%* 0,051% 0,012%* 0,017%* 0,753% 0,555% 0,447% 0,233% 0,555% 0,646 0,208% 0,735% 0,612% 0,310%

#teste t pareado; &teste wilcoxon; *p<0,05
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FIGURA 23: Mediana do cortisol salivar, mensal, par a o time feminino. Andalise gréfica
das medianas dos resultados de cortisol salivar, dosado pelo método de
eletroquimioluminescéncia (QL), mensalmente, de janeiro a junho/2018.

4.6. Cortisol plasmatico x cortisol salivar

Realizou-se o teste de correlacdo entre os resultados de cortisol plasmatico
colhido no inicio da temporada (janeiro) e o cortisol salivar colhido também em janeiro,
além da correlacdo entre o cortisol plasmatico colhido no meio da temporada (junho)
e o cortisol salivar colhido também em junho, tanto para o time masculino (correlacao
de Pearson), quanto para o time feminino (correlacdo de Spearman). Todos os testes
foram realizados por meio do método de QL. Os resultados obtidos estéo explicitados
na Tab. 19 e nas Fig. 24 e 25, respectivamente. Nenhuma analise demonstrou

correlacéo estatistica entre os resultados salivares e plasmaticos.
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TABELA 19: Correlacao entre os valores mensurados de cortisol plasmatico e salivar,
via método de eletroquimioluminescéncia (QL), para o time masculino (Pearson) e
feminino (Spearman). O cortisol plasmatico colhido no inicio da temporada (Jan) foi
comparado com o cortisol salivar colhido em janeiro e o cortisol plasmatico colhido no
meio da temporada (Jun) foi comparado com o cortisol salivar colhido em junho.

Time Cortisol - QL r p
Masculino Plasmatico (Jan) X Salivar (Jan) 0,544 0,084
Masculino Plasmatico (Jun) X Salivar (Jun) 0,386 0,241
Feminino Plasmatico (Jan) X Salivar (Jan) 0,455 0,257
Feminino Plasmatico (Jun) X Salivar (Jun) -0,238 0,570

a) b)

Cortisol Plasmatico - Jan
Cortisol Plasmatico - Jun

T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 0s

Cortisol Salivar - Jan Cortisol Salivar - Jun

FIGURA 24: Correlacdo de Pearson entre cortisol pla  smatico e cortisol salivar para o
time masculino:
a) Ambas coletas realizadas em janeiro pelo método de eletroquimioluminescéncia (QL).

N&o foi observada correlagéo estatistica entre os parametros analisados (p=0,084; r =
0,544; Plasmatico = 12,4 + 13,2 * Salivar)

b) Ambas coletas realizadas em junho pelo método de eletroquimioluminescéncia (QL).
N&o foi observada correlagdo estatistica entre os parametros analisados (p=0,241; r =
0,386; Plasmatico = 14,5 + 6,4 * Salivar)
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FIGURA 25: Correlacéo de Spearman entre cortisol pl  asmatico e cortisol salivar para o
time feminino:
a) Ambas coletas realizadas em janeiro pelo método de eletroquimioluminescéncia (QL).

N&o foi observada correlacdo estatistica entre os parametros analisados (p=0,257; r =
0,455)

b) Ambas coletas realizadas em junho pelo método de eletroquimioluminescéncia (QL).
N&o foi observada correlacdo estatistica entre os parametros analisados (p=0,570; r =
-0,238)

4.7. Cortisona plasmatica

Os resultados das dosagens de cortisona plasmatica, via LC-MS/MS (LC), tanto
da equipe masculina, quanto da feminina estdo apresentados na Tab. 20. Nao houve
diferenca entre a dosagem de cortisona do inicio e do meio da temporada, tanto no
time masculino (p = 0,929 - teste t pareado), quanto no time feminino (p = 0,987 - teste

Wilcoxon).

TABELA 20: Dosagem de cortisona plasmatica dos atletas das equipes masculina e
feminina de polo aquético, no inicio e no meio da temporada, pelo método de LC-
MS/MS.

. Lo Médi Median
Time Cortisona Plasmatica (pg/dL) (Sg)a (Interqjgrfill ;5_75)
Masculino Inicio 2,2(0,3) 2,3(2,0-2,4)
Masculino Meio - 2,4(2,0-2,6)
Feminino Inicio 2,2 (0,2) 2,1(2,0-2,4)

Feminino Meio 2,2 (0,3) 2,3(1,9-2,3)
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A Fig. 26 apresenta um grafico de distribuicdo desses parametros de cortisona
plasmatico no inicio e no meio da temporada, tanto do time masculino, quanto do

feminino.
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FIGURA 26: Resultado da cortisona plasmatica, para  as equipes masculina e feminina.
Cortisona plasmatica, mensurada pelo método de LC-MS/MS (LC). Nao houve diferenca nas
comparacdes realizadas.

4.8. Relagéo Cortisol/Cortisona plasmaticos

A relagéo cortisol/cortisona (F/E) € um parametro importante na avaliacdo do
eixo HHA. Considerando somente as quantificacfes realizadas pelo método de LC-
MS/MS, obteve-se os resultados das relacdes cortisol/cortisona nos times masculino
e feminino, explicitados na Tab. 21. Ndo houve diferenga significativa entre as
relacdes F/E do inicio e do meio da temporada, tanto no time masculino (p = 0,722 -
teste Wilcoxon), quanto no time feminino (p = 0,327 - teste Wilcoxon). Vale ressaltar,

porém, que a mediana dos valores obtidos em ambas equipes, nos dois momentos
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analisados, sdo maiores do que o valor da relacdo F/E presente na populacdo em

geral (aproximadamente 4) (CARVAJAL et al., 2018).

TABELA 21: Relacdo Cortisol/Cortisona plasmaticos dos atletas das equipes
masculina e feminina de polo aquético, no inicio e no meio da temporada, pelo método
de LC-MS/MS.

. . . Mediana
Time Cortisol/Cortisona (Interquartil 25-75)
Masculino Inicio 6,8 (4,5-9,9)
Masculino Meio 6,8 (5,0-8,1)
Feminino Inicio 9,1(6,8-13,3)
Feminino Meio 11,5 (5,0 - 14,5)

A Fig. 27 apresenta a distribuicdo dos valores da relacdo F/E dos atletas
analisados, time masculino e feminino, tanto no no inicio, quanto no meio da
temporada.

Cortisol/Cortisona
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FIGURA 27: Relagdo da mediana do Cortisol/Cortisona plasmaticos, para as equipes
masculina e feminina . Dosagem pelo método de LC-MS/MS (LC). N&o houve diferenca nas
comparac0fes realizadas para ambas equipes, entre o inicio e 0 meio da temporada.
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4.9. Polimorfismos dos receptores GR

A andlise da presenca do polimorfismo Bcl-1 do gene GR entre os atletas do
time masculino esta apresentado na Tab. 22 e representado na Fig. 28. Sete atletas
sdo homozigotos, ndo apresentam o polimorfismo Bcl-I, e, logo, possuem baixa
sensibilidade ao GC em relacdo ao receptor GR e somente um atleta apresenta o
polimorfismo em ambos alelos, aumentando a sensibilidade do GR ao GC. Conclui-
se que 36,3% dos atletas masculinos apresentam o polimorfismo.

TABELA 22: Distribuicdo da presenca do polimorfismo Bcl-I no gene GR , entre os
atletas do time masculino.

Bcl-1 / Time Masculino
Polimorfismo n° de atletas

Homozigoto
(sensibilidade baixa)

Heterozigoto 3
(sensibilidade média)

c.646 C>G
(sensibilidade alta)

1 023 45

%

$
]

+, * 1Y%) ./ 0

FIGURA 28: Distribuicdo da presenca do polimorfismo Bcl-1 no time masculino.  Grafico
da presenca do polimorfismo Bcl-1 no gene GR , entre os atletas do time masculino.
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A andlise da presenca do polimorfismo Bcl-1 no gene GR entre os atletas do
time feminino esta apresentado na Tab. 23 e representado na Fig. 29. Trés atletas sé&o
homozigotas, ndo apresentam o polimorfismo Bcl-l em nenhum dos alelos, e, logo, a
isoforma GR € menos estavel, apresentando uma baixa sensibilidade ao GC.
Somente uma atleta apresenta o polimorfismo em ambos alelos, aumentando a
sensibilidade do GR ao GC. Conclui-se que 62,5% dos atletas femininos apresentam
o polimorfismo. Juntando os atletas masculinos e feminos, 47,3% apresentam o

polimorfismo Bcl-l.

TABELA 23: Distribuicdo da presenga do polimorfismo Bcl-l no gene GR , entre as
atletas do time feminino.

Bcl-1 / Time Feminino
Polimorfismo n° de atletas

Homozigoto 3
(sensibilidade baixa)

Heterozigoto 4
(sensibilidade média)

c.646 C>G 1
(sensibilidade alta)

1 02345 6

%

+, +, 1Y%) ./ 0

FIGURA 29: Distribuicao da presenca do polimorfismo Bcl-I no time feminino.  Grafico
da presenca do polimorfismo Bcl-I no gene GR , entre as atletas do time feminino.
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A analise da presenca do polimorfismo A3669G no gene GR entre os atletas
do time masculino esta apresentado na Tab. 24 e representado na Fig. 30. Sete atletas
sdo homozigotos, ndo apresentam o polimorfismo A3669G, e, logo, possuem um
isoforma GR menos estavel e um GR mais sensivel ao GC. Nenhum atleta
apresentou o polimorfismo nos dois alelos. Conclui-se que 36,3% dos atletas

masculinos apresentam o polimorfismo.

TABELA 24: Distribuicdo da presenca do polimorfismo A3669G no gene GR , entre
os atletas do time masculino.

A3669G / Time Masculino

Polimorfismo n° de atletas
Homozigoto
(sensibilidade alta)
Heterozigoto 4
(sensibilidade média)
€. 3990 A>G 0

(sensibilidade baixa)

7&))'0 028 45

%

+, +, 1&™ 710

FIGURA 30: Distribui¢cdo da presenca do polimorfismo A3669G no time masculino.

Gréfico da presencga do polimorfismo A3669G no gene GR , entre os atletas do time
masculino.
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A analise da presenca do polimorfismo A3669G no gene GR entre as atletas
do time feminino esta apresentado na Tab. 25 e representado na Fig. 31. Sete atletas
sdo homozigotas, ndo apresentam o polimorfismo A3669G, e, logo, possuem alta
sensibilidade ao GC, em relagéo ao receptor GR . Assim como no time masculino,
nenhuma atleta apresentou o polimorfismo nos dois alelos. Conclui-se que 12,5% das
atletas femininas apresentam o polimorfismo e, juntando os atletas masculinos e

feminos, 26,3% apresentam o polimorfismo A3669G para o GR .

TABELA 25: Distribuicdo da presenca do polimorfismo A3669G no gene GR , entre
as atletas do time feminino.

A3669G / Time Feminino
Polimorfismo n° de atletas

Homozigoto 7
(sensibilidade alta)

Heterozigoto 1
(sensibilidade média)

c.3990A>G 0
(sensibilidade baixa)

78&))'0 028 45 6

%

+, +, & 710

FIGURA 31: Distribuicao da presenca do polimorfismo A3669G no time feminino.
Gréfico da presencga do polimorfismo A3669G no gene GR , entre as atletas do time
feminino.
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As Tab. 26 e 27 analisam individualmente a presenca dos polimorfismos Bcl-I
(GR ) e A3669G (GR ) e agrupam os atletas de acordo com o impacto que cada
polimorfismo pode gerar sobre a sensibilidade do GR ao GC. Os individuos foram
divididos nos seguintes grupos em relacdo ao grau de sensibilidade dos seus GR,
correspondente aos resultados obtidos dos polimorfismos GR /GR respectivamente:
baixa/média, baixa/alta, média/média, meédia/alta e alta/alta. Tais resultados,
grupamentos, serdo relacionados futuramente com a expressdao e grau de
sensibilidade obtidos por gPCR de cada atleta em relacdo ao GR e GR .

A Tab.26 do time masculino mostrou que a maioria dos atletas apresentou uma
sensibilidade baixa/alta do GR em relacdo ao GC e somente um atleta apresentou

sensibilidade alta/alta do GR em relacdo ao GC.

TABELA 26: Andlise da sensibilidade dos receptores Gr e GR de cada atleta do
time masculino de acordo com a presenca dos polimorfismos Bcl-l e A3669G e
classificacdo em grupos

Atletas Sequenciamento Sensibilidade
(Sequencher 4.7) total ao GC
(Bcl-1/ A3669G)

Bcl-I (GR ) A3669G (GR

1M Homozigoto baixa / alta
2M Homozigoto baixa / alta
4M Homozigoto baixa / alta
5M Heterozigoto Heterozigoto média / média
6M Homozigoto baixa / alta
8M Homozigoto baixa / alta
oM Heterozigoto Heterozigoto média / média
10M Homozigoto Heterozigoto baixa / média
12M Heterozigoto Heterozigoto média/média
13M Homozigoto baixa / alta

14M
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Ja no time feminino (Tab.27), pode-se perceber que a maioria dos atletas
apresentou uma sensibilidade média/alta do GR em relacdo ao GC e somente uma
atleta apresentou sensibilidade alta/alta do GR em relacdo ao GC.

TABELA 27: Andlise da sensibilidade dos receptores Gr e GR de cada atleta do

time feminino de acordo com a presenca dos polimorfismos Bcl-l e A3669G e
classificacdo em grupos

Atletas Sequenciamento Sensibilidade
(Sequencher 4.7) total ao GC
(Bcl-1 /1 A3669G)

Bcl-1 (GR ) A3669G (GR
1F Homozigoto baixa / alta
3F Heterozigoto média / alta

4F Heterozigoto meédia / alta

5F

7F Homozigoto Heterozigoto baixa / média
8F Heterozigoto média / alta
10F Heterozigoto média / alta
11F Homozigoto baixa / alta

4.9.1. Expressao dos receptores GR e GR

As expressdes dos receptores GR e GR foram obtidas por meio de qPCR,
no inicio e no meio da temporada. Os resultados obtidos na analise do GR estao
apresentados nas Tab. 28 (time masculino) e 29 (time feminino), ja os resultados do
GR estéo apresentados nas Tab. 30 (time masculino) e 31 (time feminino).

A Tab. 28 do time masculino mostra que a maioria dos atletas (1M, 2M, 5M,
6M, 8M, 10M e 12M) apresentaram diminuicdo da expressao do receptor GR . Por
outro lado, os atletas 9M, 13M e 14M apresentaram expressdo aumentada para essa

isoforma do receptor.
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TABELA 28: Analise dos resultados das expressdes dos receptores GR do time
masculino, comparando os resultados obtidos no inicio da temporada com aqueles
obtidos no meio da temporada. Os resultados foram normalizados com a expressao
do gene BCR. Mediana do CTinicio = 10,53.

Sujeitos ng mégig CcT CT Neg CT 2 ©T
- 27 4,54

1M 27:22 jo:go 162’,8498 1% -19% 026
MM 2861 o0 i1a0 O 08T 085
MM 262 4000 1lse 105 106 048
Sow 2770 mas 1ss D03 103 049
MM 268 a2 l0ss 0% 03 080
aiw  zrer eeo ey M40 140 038
L B2 R S ow e
1oM-M 294 4000 g O0F 03 080
TR S
gm:\n géigg gg:gg 180’:3126 038 038 1,30
14M-1 3349 3931 583

14M-M 3315 3995 gL o2 32 1322

I: Inicio da temporada; M: Meio da temporada

A Tab. 29 do time feminino mostra que a maioria das atletas (1F, 3F, 4F, 8F,
10F e 11F) apresentaram diminui¢do da expresséo do receptor GR . Por outro lado,
somente a atleta 7F apresentou expressdo aumentada para essa isoforma do
receptor. Vale ressaltar que a atleta 5F demonstrou um resultado bastante alterado e
nao consideravel, pois a extracdo do seu RNA néo foi bem sucedida, obtendo-se uma
expressao muito baixa do gene constitutivo BCR. Esse fato retira a possibilidade de

analise do resultado dessa atleta.
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TABELA 29: Analise dos resultados das expressdes dos receptores GR do time
feminino, comparando os resultados obtidos no inicio da temporada com aqueles
obtidos no meio da temporada. Os resultados foram normalizados com a expressao
do gene BCR. Mediana do CTinicio = 6,07

Sujeitos BC(;T mégi; CT CT Neg CT 2 ©T
oM 3z 4000 ey 092 062 069
FM a30s 4000 oy 08 088 082
M oiey 04 o4y 140 lao 038
oM o1 4000 oo M08 108 2
oM aza1 000 74 M7 ST 02
EM s ey aa 21 221 o
F-M 298 4000 1016 409 409 008

I: Inicio da temporada; M: Meio da temporada
A extracdo do RNA da Atleta 5F foi inadequada e néo foi possivel quantificar a expressao do
gene constitutivo BCR, impossibilitando, assim, a analise da expressao do gene GR

A Tab. 30 do time masculino mostra que a maioria dos atletas (4M, 5M, 6M,

8M, 9M, 10M, 12M, 13M, 14M) apresentou uma diminuigdo da expressao do receptor

GR . Por outro lado, somente o atleta 1M apresentou expressdo aumentada para

essa isoforma do receptor. J& o atleta 2M mostrou estabilidade na comparacdo da

expressao entre o inicio e meio da temporada, ficando dentro da margem de variagéo

esperada (0,9 e 1,1).
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TABELA 30: Analise dos resultados das expressdes dos receptores GR do time
masculino, comparando os resultados obtidos no inicio da temporada com aqueles
obtidos no meio da temporada. Os resultados foram normalizados com a expressao
do gene BCR. Mediana do CTinicio =-0,12.

CT médio

Sujeitos — - —— o CT CT Neg CT 2 ¢
M - | 2671 2671 001 .o 0.56 8
1M - M 27,28 26,59  -0,68

Mmoo e o 004 00 102
miw osas som 14 L6116l oa
Mw anas oate ons 0% 03 o7
MM 2044 2072 g5 040 Dd0 o076
w26 2010 05 065 085 064
MM s wm e 19 A8 os
oMM 2030 2077 oar  OS9  0s9 o0
Dwow e w7 o 0% 02 08
mom som s oo7 0 019 o
WMo 327 s ies 210 20 02

I: Inicio da temporada; M: Meio da temporada

A Tab. 31, do time feminino, mostra que a maioria das atletas (1F, 3F, 4F, 7F e

11F) apresentou uma diminuicdo da expressao do receptor GR . Por outro lado,

somente a atleta 10F apresentou expressdo aumentada para essa isoforma do

receptor, bem acima, inclusive, da média normal de expressao. Ja o atleta 8F mostrou

estabilidade na comparacdo da expressao entre o inicio e o meio da temporada,

ficando dentro da margem de variacédo esperada (0,9 e 1,1). Vale ressaltar que n&o

foi possivel obter o resultado da atleta 5F (linha cinza escura), pois a extragcdo do seu
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RNA néo foi bem sucedida, sem amplificacdo do RNA do gene GR na segunda etapa

de avaliacdo. Esse fato retira a possibilidade de analise do resultado dessa atleta.

TABELA 31: Analise dos resultados das expressdes dos receptores GR do time
feminino, comparando os resultados obtidos no inicio da temporada com aqueles
obtidos no meio da temporada. Os resultados foram normalizados com a expressao
do gene BCR. Mediana do CTinicio = -0,34.

Sujeito BC(F:QT médigRs CT CT Neg CT 2 ¢
M a7s ssor  oss 092 002 065
S M 30 354 o 08 088 0
oM o7 stas  op L0505 0
;E : :v| 22;82 2223 8 77§’ 1,13 1,13 0,46
M w70 P o 00 004 102
10F M alar  2rss a0 380 1388
IF M a0s s o1 0% 0% on

I: Inicio da temporada; M: Meio da temporada
A extracdo do RNA da Atleta 5F foi inadequada e ndo houve amplificacdo do RNA do gene
GR na segunda etapa de avaliacdo, impossibilitando, assim, a anélise da expresséo do GR .

4.9.2. Sensibilidade GR

Sabe-se que a relacdo fisiologica da expressdo GR :GR ¢é igual a 10,

refletindo uma sensibilidade regular, normal, do GR. Sendo assim, pode-se verificar a

variacdo da expressao desses receptores, tanto nos atletas do time masculino

(Tab.32), quanto do feminino (Tab.33), a ponto de analisar a sensibilidade do GR de

cada individuo ao GC.
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A Tab.32 mostra que a maioria dos atletas (4M, 5M, 6M, 8M, 9M, 10M, 12M,
13M, 14M) do time masculino apresentou diminui¢cdo da sensibilidade do GR apos o
periodo de 19 semanas de atividades fisicas regulares. Somente um atleta (1M)
apresentou sensibilidade aumentada e o atleta 2M mostrou uma sensibilidade estavel,

dentro da margem de variacéo esperada.

TABELA 32: Andlise da sensibilidade dos GRs do time masculino, por meio da relacéo
das expressoes dos GRs [(GR -1) — (GR -1)/10].

Atleta Expresséo GR Expressdo GR [(GR ?f)nfll()c”;:af) /10]
1M 1,48 0,26 0,55
oM 1,02 0,55 0,07
AM 0,33 0,48 -0,62
5M 0,77 0,49 -0,18
6M 0,76 0,8 -0,22
8M 0,64 0,38 -0,30
9M 0,31 1,59 -0.75
10M 0,66 0,8 -0,32
12M 0,85 0,6 -0,11
13M 0,88 1,3 -0,15
14M 0,23 13,22 -1,99

Ja a Tab.33 mostra que a maioria das atletas (1F, 3F, 4F, 7F e 11F) do time
feminino apresentou diminuicdo da sensibilidade do GR apds o periodo de 19
semanas de atividades fisicas regulares. Somente uma atleta (10F) apresentou
sensibilidade aumentada e a atleta 8F mostrou uma sensibilidade estavel, dentro da
margem de variacdo esperada. Vale ressaltar que a atleta 5F ndo entrou nessa

analise, pois nao foi possivel mensurar as expressdes dos seus genes GR e GR .
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TABELA 33: Andlise da sensibilidade dos GRs do time feminino, por meio da relacdo
das expressoes dos GRs [(GR -1) — (GR -1)/10].

~ ~ Sensibilidade
Atleta Expressao GR Expressao GR (GR -1)— (GR -1)/10]
1F 0,65 0,65 -0,32
3F 0,62 0,62 -0,34
4F 0,48 0,38 -0,46
7F 0,46 2,11 -0,65
8F 1,02 0,32 0,09
10F 13,88 0,21 12,96
11F 0,71 0,06 -0,20

As medianas da sensibilidade do GR dos times masculino e feminino em
relacdo ao GC estd descrita na Tab. 34. A atleta 10F foi excluida dessa andlise, pois
apresentou um perfil de sensibilidade muito superior & média dos outros sujeitos
analisados, o que distorceria a analise. Pode-se perceber que ambas equipes

apresentaram uma mediana de sensibilidade do GR ao GC diminuida.

TABELA 34: Sensibilidade dos GRs por meio da relagédo das expressdes dos GRs
[(GR -1)-(GR -1)/10], do time masculino e feminino. A atleta 10F foi excluida dessa
analise, pois apresentou um perfil de sensibilidade muito superior & média dos outros
sujeitos analisados.

Mediana da
Time Sensibilidade do GR
(Interquartil 25;75)
Masculino  -0,33 (-0,51; -0,13)
Feminino  -0,22 (-0,62; -0,15)

4.9.3.Relacéo entre os polimorfismos e a sensibilidade medida por expressdo GR

As Tab. 35 e 36 mostram de que forma os tipos de polimorfismo, divididos em
grupos de acordo com a sensibilidade que cada polimorfismo oferece ao GR (Tab.26

e 27), influenciam na sensibilidade mensurada pela expressao de GR :GR .
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A Tab. 35 do time masculino mostra que nao houve relacao entre os grupos de
polimorfismos e o grau de sensibilidade do GR obtido por meio da analise das
expressdes do GR :GR . Todos os grupos de polimorfismos apresentam a mediana

da sensibilidade diminuida apos o periodo de 19 semana de exercicios regulares.

TABELA 35: Relacdo das sensibilidades ao GR: obtida pelo tipo de polimorfismo
apresentado por cada grupo de individuos e pela razdo das expressdes dos GRs
[(GR -1) - (GR -1)/10], no time masculino

Mediana Sensibilidade

Sensibilidade de acordo
de acordo com a

com o polimorfismo Atletas ~ ,
. expressao GR :GR
(Bcl-1 / A3669G) (25 - 75)
baixa / média 10M -0,35
baixa / alta M, 82|\|\//|| fg"l\;l 6M. " 0,26 (-0,54 : 0,17)

média / média 5M, 9M, 12M -0,18 (-0,75; -0,11)

. ata/alta 14M -0,84

A Tab. 36 do time feminino mostra que também nao houve relacéo entre os
grupos de polimorfismos e o grau de sensibilidade do GR obtido por meio da anélise
das expressbes do GR :GR . Todos os grupos de polimorfismos apresentaram a
mediana da sensibilidade diminuida apos o periodo de 19 semana de exercicios
regulares. Apesar de incluida no grupo, a atleta 10F foi excluida dessa analise
estatistica, pois apresentou um perfil de sensibilidade muito superior a média dos

outros sujeitos analisados.
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TABELA 36: Relacdo das sensibilidades ao GR: obtida pelo tipo de polimorfismo
apresentado por cada grupo de individuos e pela razdo das expressdes dos GRs
[(GR -1) - (GR -1)/10], no time feminino.

Mediana Sensibilidade
de acordo com a
expressao GR :GR

Sensibilidade de acordo
com o polimorfismo Atletas
(Bcl-1 / A3669G)

(25 ; 75)
baixa / média 7F -0,43
baixa / alta 1F, 11F -0,26
média / alta 3F, 4F, 8F, 10F -0,34 (-0,46 ; 0,09)

SF /
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5. Discussao

O exercicio fisico regular e o eixo HHA exercem influéncia mutua: ao mesmo
tempo que a atividade do eixo € importante para que ocorra uma adaptacédo adequada
ao estimulo estressor do exercicio, 0 exercicio regular também consegue modular
esse eixo neuroendocrino (FARIA et al., 2010; PEETERS et al., 2007; SILVA et al.,
2008). Essa regulacao sobre a atividade glicocorticoide pode ocorrer de diversas
formas, desde a alteracdo na producdo enddégena do horménio, até a interconverséo
citoplasmatica de cortisol em cortisona, a presenca de polimorfismos e a regulacéo da
sensibilidade do GR. Apesar dessa interacao entre o eixo HHA e o exercicio regular
ja ter sido analisada em outras populacdes, esse tipo de efeito sobre a populacéo de
atletas ainda néo foi abordado, ainda que seja um grupo que tenha extremo interesse
nesse assunto, visando melhor entendimento para que se obtenham melhores
redimentos esportivos.

Percebe-se, portanto, que a descricdo do padrdo de adaptacdo do eixo HHA
durante a preparacao fisica de atletas por meio da analise do perfil antropométrico e
a variacdo do condicionamento fisico, objetivo deste estudo, € um passo inicial
importante para que se possa obter um melhor entendimento do impacto do
treinamento fisico sobre o eixo HHA nesses individuos em especifico. Para isso, é
preciso esclarecer de que forma as variaveis analisadas neste estudo (concentracao
de cortisol e cortisona, a expressao dos receptores glicocorticéide e e a analise
dos polimorfimos Bcl-1 e A3669G) se comportam em condi¢des as quais a adaptacao
do individuo ao exercicio seja considerada boa (favoravel) ou ma (desfavoravel).

A perda de peso, diminuicdo de IMC, do percentual de gordura e da CA
denotam uma melhora da composic¢ao corporal do atleta, com diminuicdo de gordura

visceral e provavel ganho de massa magra. A melhora nos testes fisicos (saltos, nado
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atado e biomecanicos) indica uma evolucdo positiva no desempenho atlético do
individuo.

De modo ideal, um individuo adaptado a uma rotina saudavel de exercicios
deve apresentar uma adaptacéo do eixo HHA de modo a determinar menor producao
de cortisol e maior conversao de cortisol em cortisona, com consequente reducao da
relacdo F/E, ja que o estimulo estressor do exercicio sobre o individuo é menor. Sendo
assim, a amplitude dessas variacdes de cortisol deveria ser pequena, controlada,
guando em resposta aos estimulos da atividade fisica. Ao mesmo tempo em que 0
cortisol apresenta um papel fundamental como antiinflamatorio e na disponibilizacéo
de substrato energético, seu efeito exacerbado e duradouro pode gerar catabolismo
proteico, resisténcia insulinica e diminuicdo de desempenho atlético. (SECKL et al.,
2004)

Adicionalmente, os polimorfismos, particularmente Bcl-1 e A3669G, presentes
em quase 1/3 da populacéo (DERIJK; DE KLOET, 2008; SYED et al., 2006), podem
determinar um padrdo de sensibilidade diminuida do GR ao GC, assim como
observado nos homozigotos do polimorfismo Bcl-I1 e nos portadores da troca ¢.3990
A>G para o polimorfismo A3669G. Tais caracteristicas também podem facilitar a
obtencdo de uma adaptacao favoravel do eixo HHA ao exercicio.

Por fim, a diminuicdo da sensibilidade do GR seria favoravel para essa
adaptacdo adequada, podendo ocorrer tanto pelo decréscimo da expresséo do GR ,
quanto pelo aumento da expressdo do GR , antagonizador da acdo do GR
(CHARMANDARI et al., 2005; GROSS; CIDLOWSKI, 2008; KINO et al., 2003; KINO;
CHROUSOS, 2001; LEWIS-TUFFIN; CIDLOWSKI, 2006). E importante ressaltar,
entretanto, que o0 GR ¢é estimulado por citocinas pré-inflamatérias e pode estar

relacionado a casos de resisténcia ao GC associados a esse estado inflamatoério
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persistente (MARTINS et al., 2017; WEBSTER et al., 2001). Sendo assim, a elevacao
da expressao da isoforma beta revela um estado pré-inflamatério e a diminuicao de
sua expressao, por outro lado, denota um estado inflamatério mais controlado. Por
esse motivo, considera-se que uma diminuicdo da expressdo do GR seria um sinal
positivo de adaptacao de um individuo ao exercicio fisico, ja que apresenta um baixo
estado inflamatorio basal. Todas essas adaptacOes, favoraveis e desfavoraveis, do

eixo HHA ao exercicio estdo resumidas na Fig. 37.

"# $%&

((

) ( . 5 ;

) (

@023% A 028$4$H : !
9
Bcl-l 023 i 1) 410
9
78))"0 028

1&™ 7/0 +,

FIGURA 32: Diagrama da relacdo entre o exercicio fi sico e o eixo HHA. Esquema que
representa as variaveis clinicas e laboratoriais que correspondem a um determinado tipo de
adaptacdao, favoravel ou desfavoravel, do eixo HHA ao exercicio fisico.

A andlise da composicdo corporal, os resultados dos testes fisicos e o0s
resultados da quantificacéo de cortisol plasmatico e salivar entre os atletas masculinos

e femininos, tanto no inicio, quanto no meio da temporada, demonstraram que existe
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diferenca entre o grupo dos homens e o das mulheres. Sendo assim, tais grupo foram
analisados separadamente.

Em relacdo a avaliacdo antropométrica, verifica-se que houve uma evolucao do
estado fisico dos atletas de ambos o0s sexos entre esses dois momentos da
temporada. O time masculino apresentou diminuicéo significativa de circunferéncia
abdominal e percentual de gordura, mostrando uma melhora evidente na composicao
corporal média da equipe com perda de gordura visceral, aquela que apresenta perfil
metabdlico desfavoravel. J4 o time feminino apresentou resultados fisicos
semelhantes em relacdo a evolucdo do time masculino, detalhadamente, na
diminuicdo do percetual de gordura. Tal fato também corrobora o fato de haver
ocorrido uma melhora na composicdo coporal das atletas, com perda de tecido
adiposo e possivel ganho de massa magra. Vale ressaltar, entretanto, que o polo
aguatico € um esporte que nao requer necessariamente a diminuicdo de peso e de
circunferéncia abdominal para todos atletas, ja que existem posi¢des que necessitam
de atletas mais “pesados”, que consigam realizar atividades de alta intensidade e de
curta duracdo. A diminuicdo do percentual de gordura em ambas equipes apds o
periodo de treinamento, entretanto, demonstra que essas 19 semanas de exercicios
regulares foram efetivas para aprimorar a composicdo corporal dos atletas,
masculinos e femininos, a ponto de denotar uma adaptacao favoravel ao exercicio.

A analise dos resultados dos testes fisicos, especialmente os aquaticos (salto
dentro da &gua, forca média do nado atado e forca maxima do nado atado)
demonstraram uma melhora nos parametros fisicos alcancados para ambas as
equipes. Ainda que os outros testes ndao tenham apresentado diferenca significativa
entre os dois momentos analisados, deve-se ter em conta que os testes aquaticos

apresentam grande especificidade em relagdo ao esporte em questdo e, logo,
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possuem um grande peso na analise da performance dos atletas. Conclui-se, assim,
que houve uma melhora no rendimento fisico dos atletas masculinos e femininos,
demonstrando também uma adaptacdo positiva da populacdo analiasada aos
exercicios realizados durante essas 19 semanas.

A andlise das correlacbes das variaveis fisicas e antropomeétricas do time
masculino demonstrou que a diminui¢cado do peso ocorreu as custas do decréscimo do
percentual de gordura e cintura abdominal, com todas essas variaveis relacionadas
entre si. Percebe-se também que houve diminuicdo de gordura visceral, além de ser
possivel relacionar esse parametro com o desempenho em testes fisicos, assim como
os saltos fora da agua. Tais resultados demonstram que uma melhora da composi¢ao
corporal tem impacto direto sobre o desempenho atlético.

Ja a analise das correlagdes do time feminino demonstrou a mesma relacao
entre a diminuicdo de circunferéncia abdominal e decréscimo de percentual de
gordura, mostrando diminui¢cdo de gordura visceral apos o periodo de treinamentos.
Tendo em vista que o resultado do salto dentro da agua mostrou melhora significativa
apos o periodo de treinamento, vale ressaltar também a relagéo entre os trés tipos de
saltos avaliados: dentro da agua, fora da 4gua sem o braco e fora da 4gua com o
bracgo.

Tendo em vista que os suplementos nutricionais injeridos pelos atletas nao
incluiam biotina, proteina que interfere na quantificacdo do cortisol via método de
eletroquimioluminescéncia(PIKETTY et al., 2017), era esperado que os resultados de
cortisol plasmético dosados pelos métodos de QL e LC/MS-MS fossem semelhantes,
assim como ocorrido.

De acordo com os dados obtidos nesse estudo, verifica-se que as mulheres

demonstraram niveis de cortisol plasméaticos maiores do que os homens, em ambos
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momentos analisados. Tal caracteristica pode estar relacionada com o fato de que
mulheres, principalmente pré-menopausadas, apresentam uma menor atividade em
relacdo aos homens das enzimas 5 e 5 redutase, proteinas também importantes na
atividade GC, responsaveis pela inativacao irreversivel desse hormonio (FINKEN et
al., 1999).

O fato das dosagens de cortisol plasmatico de ambas as equipes, masculina e
feminina, ndo apresentarem diferenca significativa entre os dois momentos
analisados, denotando uma falta de adaptacéo positiva do eixo HHA a rotina de
exercicios, pode ser explicado por diferentes aspectos particulares desse hormonio,
assim como sua liberacdo em pulsos, seu ritmo circadiano e ao aumento pontual de
seus valores em resposta a um estresse agudo que pudesse estar ocorrendo naquele
momento da coleta, para um determinado atleta. Essas varia¢des diarias e pontuais
do cortisol plasmatico podem ter impossibilitado a deteccdo de uma possivel
diminuicdo dos niveis de cortisol como resposta positiva a adaptacdo ao exercicio
executado durante essas 19 semanas. Outro ponto a se considerar é que, mesmo
apO0s um més de férias, o nivel fisico de atletas € melhor do que o nivel fisico de
pessoas normais sedentarias ou esportistas esporadicos. Por esse motivo, o estado
basal de producgéo de cortisol de atletas, mesmo quando ndo estdo em sua atividade
plena, deve ser mais parecido com o nivel de cortisol produzido quando o atleta esta
adaptado a uma rotina de treinos. Essa hip6tese pode explicar o fato do cortisol
plasmatico de ambas as equipes nao ter variado ap6s 19 semanas de atividade fisica
regular. Por outro lado, uma pessoa sedentaria ou obesa que ndo apresenta qualquer
preparo fisico prévio ou adaptacdo prévia do eixo HHA ao exercicio, quando

submetido a uma rotina de treinos podera apresentar essa diminuigdo da producao
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plasmatica de cortisol, assim como demonstrado em literatura (FARIA et al., 2010;
PEETERS et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Por meio da analise das variaveis fisicas e antropomeétricas de homens e
mulheres e verificando o perfil do cortisol salivar de ambas equipes, pode-se perceber
qgue o time masculino iniciou a temporada com um grau de preparo fisico basal mais
avancado do que o time feminino. O cortisol salivar inicial (més de janeiro) do time
feminino foi inferior ao restante dos meses, com excec¢ao do més de abril. Isso mostra
uma amplitude bastante acentuada da curva de producao de cortisol salivar entre o
més de janeiro e 0s meses subsequentes. Ja no time masculino ndo foi notado essa
diferenca inicial e a variacdo do cortisol salivar ao longo dos meses foi menor,
comparada com a do time feminino. Tendo em vista que os niveis de cortisol nas
mulheres séao fisiologicamente maiores do que o dos homens (FINKEN et al., 1999),
essa variacao acentuada corrobora a hipotese de que a condicgéo fisica basal do time
feminino era inferior do que a do time masculino. Pode-se perceber também que as
medianas das concentra¢gdes de cortisol salivar mensal, tanto da equipe masculina,
quanto da feminina apresentaram flutuac6es durante o periodo observado. Tais
variagoes podem estar relacionadas ao grau de intensidade dos treinos, mais intensos
durante os meses de fevereiro e margo, ao estresse relacionado aos jogos e
campeonatos, além da caracteristica pulsatil e circadiana de liberagcdo desse
hormonio.

N&o houve correlagéo entre as concentracdes pareadas de cortisol salivar e
cortisol plasmético de um mesmo individuo, em nenhum dos dois momentos
analisados: inicio e meio da temporada, 0 que sugere a presenca de interferentes

potenciais na concentracdo plasmatica ou na metabolizacéo e eliminag&o do cortisol.
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A cortisona plasmatica das equipes ndo demonstrou diferenca entre o inicio e
meio da temporada. Uma adaptacdo favoravel ao exercicio geraria uma maior
conversao de cortisol em cortisiona e mostraria um aumento da cortisiona plasmatica,
fato que nao foi dectectado em nenhuma das equipes.

A relacdo F/E, entretanto, se mostrou alterada em relacdo aos niveis
plasmaticos normais para as duas equipes nos momentos analisados. Tendo em vista
que a relacdo normal F/E da populacdo em geral € aproximadamente quatro
(CARVAJAL et al., 2018), tanto o time masculino, quanto o feminino mostraram essa
relacdo aumentada, porém nao variavel entre os dois momentos analisados. Uma
adaptacdo adequada do eixo HHA ao exercicio geraria diminuicdo dos niveis de
cortisol e aumento de corversao para cortisona, ao contrario do detectado nos atletas
incluidos nesse estudo. O aumento de cortisol poderia significar um aumento da
resisténcia insulinica, por exemplo, tipica de um paciente diabético ou na sindrome de
Cushing (HASSAN-SMITH et al., 2015), fato que n&o parece ter muita relacdo com a
populacao analisada nesse estudo. Essa relagéo basal aumentada de F/E em atletas
profissionais pode ser explicada por uma possivel sobrecarga de treinos, estresse ou
desgaste fisico que esses individuos estdo submetidos diariamente e durante grande
parte do ano, por muitos anos. Deve-se ressaltar também que essa relacdo pode
variar muito de um tecido para outro e dentro de 24 horas. Ainda que no plasma essa
relacéo esteja elevada, pode ser que em outros tecidos de interesse, assim como nos
musculos, essa relacdo seja diferente, por acdo enzimatica especifica, podendo
demonstrar uma possivel adaptacdo muscular favoravel (ANDRES et al., 2007;
GROSS; CIDLOWSKI, 2008; MORTON; SECKL, 2008).

A andlise da presenca dos polimorfismos entre os atletas masculinos e

femininos demonstrou que 47,3% apresentam o polimorfismo Bcl-l do GR e 26,3%
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apresentam o polimorfismo A3669G do GR . Ainda que apenas 19 atletas tenham
sido avaliados, a frequéncia observada é proxima da média populacional previamente
descrita em literatura para a populacdo europeia e brasileira (DERIJK; DE KLOET,
2008; SOUZA et al., 2014; SYED et al., 2006).

A analise da expressdo do GR e GR demonstrou uma diminuicdo desses
parametros para ambas equipes apés o periodo de 19 semanas de treinamento. Tais
fatos podem ser considerados favoraveis a adaptacédo do eixo HHA aos exercicios
praticados ja que a diminuicdo da expressdao do GR apresenta grande impacto na
diminuicao da sensibilidade do GR (KINO et al., 2003; KINO; CHROUSQOS, 2001) e a
diminuicdo da expressdo do GR mostra um menor estado inflamatorio dos atletas
apos o periodo de 19 semanas de exercicios rotineiros (MARTINS et al.,, 2017,
WEBSTER et al., 2001), fatos que estao relacionados com maior eficiéncia metabolica
e fisiologica para os individuos que os manifestam.

No caso da sensibilidade do GR mediada pela expresséo dos receptores GR
e GR , pode-se verificar que, tanto no time masculino quanto no feminino, houve uma
tendéncia de diminuicdo da expressdo GR e GR . Porém, quando se faz a relacao
plasmatica dessas isoformas de acordo com o0 peso adequado que cada uma
apresenta sobre a sensibilidade do receptor glicocorticoide, percebe-se que houve
uma diminuicdo média da sensibilidade do GR, mediada principalmente pela
diminuicao da expresséo de GR . Essa diminui¢ao de sensibilidade do GR corrobora
os dados publicados por Faria et al., 2010 e Silva et al., 2008, ainda que tenham
analisado populactes diferentes, mostrando, assim como em nossos atletas de polo
aquatico, uma adaptacéao favoravel dos individuos ao exercicio fisico.

Por fim, avaliou-se o impacto dos polimorfismos (Bcl-1 e A3669G) presentes em

cada atleta sobre a sensibilidade do GR detectada pela relagcdo das expressdes
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GR :GR . Tendo em vista a divisdo dos atletas em grupos, de acordo com a
sensibilidade do GR indicada pelos polimorfismos, pode-se notar que nenhuma das
equipes apresentou concordancia entre a sensibilidade prevista pelos polimorfismos
e a sensibilidade mensurada pela relacdo GR :GR . Isso pode ser explicado pela
magnitude de diminuicdo de sensibilidade mediada pela expressao de GR :GR ,
apos o periodo de 19 semanas. A diminuicdo da sensibilidade do GR induzida pelo
resultado da expressdo GR :GR foi tdo acentuada que minimizou o impacto do tipo
de polimorfismo (Bcl-l e A3669G) presente em cada individuo. Esse fato denota que,
em relacéo a sensibilidade do GR, a equipe masculina e a equipe feminina, em geral,
apresentaram uma boa adaptacao do eixo HHA ao exercicio praticado regularmente.
Conclui-se que a adaptacdo positiva a pratica regular de exercicios mediada pela
diminuicdo da expressdo do GR e a pela diminuicdo do estado inflamatorio por
decréscimo da expressdo de GR geraram diminuicdo da sensibilidade do GR,
independente do tipo de polimorfismo que o atleta apresenta para as isoformas alfa e
beta do receptor glicocorticoide.

Percebe-se, portanto, um padréao entre os atletas masculinos observados entre
0 inicio e o meio da temporada: melhora da composi¢do corporal, melhora do
condicionamento fisico, pouca amplitude de variabilidade do cortisol salivar, auséncia
de variacdo de producdo de cortisol e cortisona plasméticos, relacdo F/E aumentada
e estavel entre os dois momentos analisados, inidicadores de menor acéo
glicocorticéide e diminuicdo da sensibilidade GR, independente do polimorfismo
apresentado.

J& na equipe feminina foi observado como padrdo: melhora da composigcédo
corporal, melhora do condicionamento fisico, maior amplitude em relacdo ao cortisol

salivar do inicio da temporada em relag&o ao final, auséncia de variagdo de producao
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de cortisol e cortisona plasmaticos, relacdo F/E aumentada e estavel entre os dois
momentos analisados e, por fim, diminuicdo da sensibilidade GR, independente do
polimorfismo apresentado.

Em ambas equipes existe uma variabilidade significantiva entre os individuos,
mas que ainda assim permitiu reconhecer um padréo de tendéncia dentro do grupo.
Em geral, foram observadas caracteristicas sugestivas de uma adaptacéo favoravel
do eixo HHA ao exercicio regularmente praticado. Casos individuais, com periodos de
adaptacao desfavoravel poderiam servir de alerta para a escolha individualizada da
intensidade e tipo de treinamento a ser proposto para cada atleta nas diferentes fases
da competicdo, evitando, com isso, medidas contraproducentes ou que possam

exacerbar as lesdes por treinamento excessivo.
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6. Conclusao

O padréo de adaptacdo do eixo HHA em atletas masculinos e femininos
profissionais de polo aquéatico, durante o estresse progressivo da temporada de
competicbes é caracterizado por melhora da composicdo corporal e do
condicionamento fisico, menor variabilidade da concentracdo de cortisol, reducéo da

expressao dos receptores GRa e GR , independente da presenca de polimorfismos

protetores, como o Bcl-l e 0 A3669G.
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7.4
LIMIFESH L

S0 Paulo, de 25 margo de 2019,

DECLARACAO DE PARCERIA ACADEMICA

Dreclarammos, para ¢ devidos fns que participamos em parcera com 2ANTA CASA
DE SAQ PAULO no projeto intiulade "Impacie do treinamento fisico na simtese de
glicocorticoide enddogeno & na expressiio de receptor de Clicocorticoide alfa em atlefas
profissionais de Polo Aquitice™ do pés-gradumdo Fodrizo Marcondes Soares sob arientacio
do Prof Carlos Alberso Lonsm. O referido spaio & de nanmezs ACATEMICA & se afetivs ms
seguinres agpdes: doseamento de glicocormonides por Cromssografa Lignids de Al Eficienca
acoplada a Especoomenta de Massas (LOC-MSIS).

Prof Dr. Antoaio de Mirands D= Eimire Mayumi Suenags

Respomsaveis pelo MuBEC-UNIFESP

Av, Orae de Junbo, 557 - s Clemeniing — 580 Sk / SP— CEP: J4047-052
Tedefong {11) 30704546 emars 0952 5054 £ 8551
Fagien | e
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7.5

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de um estudo de
pesquisa intitulado: "IMPACTO DO TREINAMENTO NA SINTESE DE
GLICOCORTICOIDE ENDOGENO E NA EXPRESSAO DE RECEPTOR
GLICOCORTICOIDE ALFA (GR ) EM ATLETAS PROFISSIONAIS DE POLO
AQUATICO".

Este estudo pretende testar a sensibilidade de atletas de Pélo Aquatico aos
corticoides, no inicio da pré-temporada em comparacdo com o periodo de melhor
preparo fisico/esportivo dentro da temporada. Estas medidas de sensibilidade podem
prever se o aumento do preparo fisico esta relacionado com a producao de cortisol e,
com isso, mostrar se o preparo fisico esta no ponto certo, abaixo ou acima do ponto
desejado.

Se vocé estiver tomando algum medicamento, vocé deve informar ao seu
meédico quais seriam eles antes de assinar este termo de consentimento.

Sera coletada uma amostra, no periodo da manha, de 10 ml de sangue em
duas situacdes: durante a pré-temporada e no meio da temporada, momentos de
baixo e elevado preparo fisico, respectivamente. Nas amostras serdo medidos os
receptores de glicocorticéide e o cortisol, permitindo identificar o quanto cada individuo
é sensivel a este hormoénio. Adicionalmente, cada participante vai ingerir uma unica
dose de 0,25mg de solugéo de dexametasona (Decadron® Elixir 2mg/ml, Prodrome
Chemical and Pharmaceutical, Brasil), as 23:00h. Apo0s isso, o participante ir& colher
3 amostras de saliva (as 00:00h, as 3:00h e as 8:00h) nesses 2 periodos descritos,
pré e no meio da temporada. O objetivo dessas coletas € quantificar a producao de
glicocorticéide produzido e a sensibilidade de cada individuo.

Vale ressaltar que, de acordo com a lista de substancias proibidas da World
Anti-Doping Agency (WADA) de 2017, qualquer ingestdo oral de dexametasona é
considerada doping. Porém, tendo em vista a baixa dosagem, a rapida metabolizacao
e 0s objetivos cientificos para a administracdo dessa substancia, o Corpo Clinico
desse projeto solicitou a liberacdo do uso dessa dosagem e dessa frequéncia de
dexametasona para os atletas que concordarem em participar do projeto. A solicitacao
do uso cientifico da dexametasona em atletas de P6lo Aquético foi enviada no dia 06-

nov-2017 para a Autoridade Brasileira de Controle de Dopagem (ABCD) que deve
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encaminhar para analise da WADA. Caso tal pedido ndo seja autorizado pelos 6rgéaos
reguladores, a dexametasona nédo sera utilizada e, com isto, sera retirada a parte do
estudo que avalia a sensibilidade in vivo, sendo desenvolvida apenas a parte do
estudo que quantifica a producdo de glicocorticide nos momentos desejados e a
expressao do receptor glicocorticoide. Caso o0 uso seja autorizado pelos 6rgéos
responsaveis, a documentacéo sera anexada ao processo, assegurando o0 uso dessa
substéancia para fins cientificos.

Quando for colhido o sangue de seu brago, vocé podera sentir uma breve
picada na regidao da coleta, sendo que esta regido podera apresentar uma pequena
vermelhiddo ou ficar roxa. Deve-se ressaltar que a quantidade de sangue coletada
ndo € significativa em relagdo a quantidade de sangue circulante pelo corpo e,
portanto, ndo deve impactar em nenhum aspecto o desempenho esportivo dos atletas
envolvidos na pesquisa.

Os resultados do estudo podem auxiliar na prevencéo de lesées musculares
por estresse, além de possibilitar um melhor monitoramento do nivel de preparo fisico
de cada atleta, de acordo com o calendario de competicbes proposto, mas é
importante que vocé entenda que nenhuma garantia, nem certezas podem ser dadas
em relacdo ao resultado do estudo. E fundamental também entender que se vocé
optar por nao participar do estudo, esta decisdo nédo afetara sua participacéo esportiva
dentro do SESI.

Vocé ndo sera pago por sua participacdo neste estudo.

Seus dados relativos a esta pesquisa sao confidenciais. Seu nome ou outras
informacgdes de identificacdo pessoal ndo serdo usados em nenhum relato nem
publicacdes que venham a resultar deste estudo. Vale ressaltar que vocé esta livre
para deixar o estudo a qualguer momento, independente do estagio em que o estudo
se encontre. Os dados obtidos até entéo, entretanto, serdo utilizados como parte da
base de dados.

Vocé ndo deve assinar este formulario de consentimento a menos que vocé
tenha tido a oportunidade de fazer todas as perguntas e ter esclarecido todas as suas
davidas. Quaisquer duvidas que eventualmente possam ocorrer, vocé podera entrar
em contato com o Pesquisador Assistente Rodrigo Marcondes Soares ou com 0
Pesquisador Principal Dr. Carlos Alberto Longui, no enderec¢o: R. Dr. Ceséario Mota
Janior, 112, 3° andar - Vila Buarque, Sdo Paulo - SP, 01221-900 ou pelo telefone
(Oxx11) 3367-7790 — ramal: 9046.
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O endereco do Comité de Etica em Pesquisa (CEP), caso queira esclarecer
davidas do ponto de vista Etico, é R. Santa Isabel, 305, 4° andar — Vila Buarque, S&o
Paulo — SP, 01221-010 ou pelos telefones (0xx11) 2176-7688 / (Oxx11) 2176-7689. O
e-mail de contato do CEP é cepsc@santacasasp.org.br.

Consentimento

Li as informacbes fornecidas neste formulario de consentimento. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas elas foram respondidas satisfatoriamente.
Assino voluntariamente este consentimento informado, que afirma minha
concordancia em participar deste estudo, até que eu decida em contrario. Nao estou
renunciando a nenhum de meus direitos legais ao assinar este consentimento. Recebi

uma coépia assinada desta para referéncia futura.

Paciente

Nome: Data:

Assinatura:

Pesquisador

Nome: Data:

Assinatura:
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PROTOCOLO: Extracdo de RNA

1-

O-

Descartar o sobrenadante, pode ser por inverséo, colocar 1 mL de Trizol
(Trizol® Reagent Cat:155960266 Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e fazer a pipetagem vigorosamente por aproximadamente 40 vezes.

Transferir o0 conteudo para o tubo de 2 mL e adicionar 200 L de cloroférmio
para cada mL de Trizol.

Agitar vigorasamente por 15 segundos, incubar por 2 a 3 minutos a temperatura
ambiente

Os passos 1 e 3 devem ser realizados preferencialmente em 5 minutos.
Portanto quando colocar o Trizol na 12 amostra ligar o cronémetro.

Centrifugar a 12500 rpm por 15 minutos a 4°C.

Separar fase aquosa e transferir esta para um tubo de 1,7 mL (n&o pode pegar
a “nuvem”, ndo mexer na interfase e trabalhar no gelo).

Colocar 500 L de isopropanol para cada mL de Trizol e agitar vigorosamente
(em vortex), por 15 segundos.

Deixar em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente.

Centrifugar a 12500 rpm por 10 minutos a 4°C.

10-Descartar o sobrenadante (com a pipeta) e lavar o precipitado com 1000 L de

etanol 85% gelado e agitar no vortéx por 5 segundos.

11- Centrifugara 9500 rpm por 8 minutos a 4°C e remover o etanol invertendo e

girando o tubo com muito cuidado para nao perder o pellet.

12-No gelo, colocar 40 L de agua e ressuspender com a pipeta. Acrescentar 1 L

de enzima inibidora de RNAse, misturar bem com a pipeta e armazenar no
freezer —80°C ou realizar a trancri¢céo reversa (RT-PCR)
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7.9.1
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7.9.2.
Quantidade em microlitros (nL) dos reagentes usados para reagdo de transcricao
reversa dos RNAs extraidos.

Reagentes Volume por reacao
Buffer TagMan RT 5nL
25nM MgCl: 11
DeoxyDNTP 10 nL
Randon Primers 2,5nL
Inibidor de RNase 1
Transcriptase Reversa MultiScribe 1,25 nL
Total do Mix 30,75

7.9.3.
Quantidade em microlitros (nL) dos reagentes usados para reacdo de PCR para
obtencado do amplicon de cada gene de interesse (GR e GR ).

Reagentes Volume
H20 21,4
Tampéo 3nL
MgCl2 1,5n
DNTP 1n
Iniciador sense 1n
Iniciador antisense In
Taq polimerase 0,1nL
Total 29nL

7.9.4.
Quantidade em microlitros (mL) dos reagentes usados para reacdo de
sequenciamento pelo método de Sanger.

Reagentes Volume
BigDye ® 1L
Iniciador sense 1L
Iniciador antiSense 1L
H20 5L

Amplicon 05 L
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7.9.5.
Quantidade em microlitros (nl) dos reagentes usados para reacao de gPCR do GR .
Reagentes Volume
TagMan Fast Advanced Master Mix 10,00 nL
ASSAY GRb (FAM) 1,25 n_
H20 6,25 L
Volume final 17,50 nL
7.9.6.
Quantidade em microlitros ( L) dos reagentes usados para reacdo de gPCR do GRa.
Reagentes Volume
Power SYBR Green PCR Master Mix 10,00 L
Iniciador sense 1,07 nL
Iniciador antisense 1,07 nL
H20 6,86 niL
Volume final 19,00 nL
7.9.7.

Quantidade em microlitros ( L) dos reagentes utilizados para reagédo de qPCR do
BCR,como gene normalizador da reacdo de qPCR do gene GRa.

Reagentes Volume
Power SYBR Green PCR Master Mix 10,00 L
Iniciador sense 1,07 nL
Iniciador antisense 1,07 nL
Sonda 0,27 nmL
H20 6,86 L
Volume final 19,00 nL

7.9.8.
Quantidade em microlitros ( L) dos reagentes utilizados para reagdo de qPCR do
BCR,como gene normalizador da reacdo de qPCR do gene GR .

Reagentes Volume
TagMan Fast Advanced Master Mix 10,00 nL
Iniciador sense 0,20 nL
Iniciador antisense 0,20 nL
Sonda 0,27 nL
H20 6,83 nL

Volume final 17,50 nL
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RESUMO

CONCENTRACAO DE GLICOCORTICOIDES ENDOGENOS E EXPRESSAO DE
RECEPTORES GLICOCORTICOIDE EM ATLETAS PROFISSIONAIS DE POLO
AQUATICO DURANTE O PERIODO COMPETITIVO
Rodrigo Marcondes Soares - Tese de Mestrado em Ciéncias da Saude - 2020

O exercicio fisico regular possui um papel fundamental na modulacao do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) em pessoas obesas, ndo-obesas sedentarias ou
idosos. Nao esté claro, porém, o papel do exercicio sobre a modulagcéo desse eixo em
atletas profissionais. Essa percepcdo € fundamental, pois o glicocorticoide (GC)
apresenta grande influéncia sobre diversos processos basicos para o alcance de um
bom desempenho atlético, assim como a inflamacdo, além do metabolismo de
proteina, glicose e lipideos. Percebe-se que a descricdo do padrao de adaptagédo do
eixo HHA durante a preparacao fisica de atletas, objetivo deste trabalho, € um passo
inicial importante para que se possa entender o impacto do treinamento fisico sobre
esse eixo. Para isso, 19 atletas profissionais de polo aquatico do SESI foram
selecionados para andlise da concentracdo plasmatica de cortisol e cortisona, da
expressado das isoformas e dos receptores glicoroticoide (GR) e para analise dos
polimorfismos (Bcl-1 e A3669G) presentes em cada atleta em relacdo ao GR. Tais
analises ocorreram no inicio da temporada, quando estavam destreinados, e no meio,
durante o auge da preparacgdo fisica. Ademais, coletou-se avaliacbes mensais da
concentracéo salivar de cortisol. Percebe-se um bom padrdo adaptativo dos atletas,
masculinos e femininos, durante o estresse progressivo da temporada, caracterizado
pela baixa variabilidade da concentracéo de cortisol, reducao da expressao do GRa e
da relacdo GRa/GR , independente da presenca de polimorfismos protetores, que
reduziriam a sensibilidade do GR, como o Bcl-l e 0 A3669G. Conclui-se que o
exercicio fisico modula a atividade do eixo HHA, mesmo em atletas profissionais.

Palavras-chaves: Glicocorticoide, cortisol, cortisona, receptores de glucocorticoides,
polimorfismo genético, expressao génica, exercicio fisico, atletas e polo aquatico
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ABSTRACT
ENDOGENOUS GLUCOCORTICOIDS CONCENTRATION AND
GLUCOCORTICOIDS RECEPTORS EXPRESSION IN PROFESSIONAL WATER
POLO ATHLETES DURING THE COMPETITIVE PERIOD OF TIME

Rodrigo Marcondes Soares - Master's Thesis in Health Sciences — 2020

Regular physical exercise plays a fundamental role on modulating the
Hypothalamus-Pituitary-Adrenal (HPA) axis in obese, sedentary non-obese and
elderly people. It is unclear, however, how the regular exercise could modulate this
axis in professional athletes. This knowledgement is crucial since good athletic
performance depends on several basic processes influenced by glucocorticoids (GC),
such as inflammation, metabolism of protein, glucose and lipids. The objective of this
project is to describe the pattern of how HPA axis could be adapted during the physical
preparation in athletes. This background could be a fundamental initial step to reach
an initial understanding of the impact of physical training on this axis. To do so, 19
professional water polo athletes were enrolled in order to analyze the plasma
concentration of cortisol and cortisone, the expression of and isoforms of the
glucoroticoid receptor (GR) and to analyze the GR polymorphisms. Such analyzes took
place at the beginning of the season, when they were untrained, and by the middle of
the season, when they were at the peak of their fitnesses. In addition, monthly salivary
cortisol concentration assessments were performed. It was possible to notice a good
adaptation pattern by the athletes, male and female, against physical training,
particularly by the low cortisol concentration variability, reduction GRa expression,
decreasing GRa/GR relation rate, regardless the presence of protective polimorfisms
which could decrease the GR sensibility. To sum up, it was possible to notice that
physical training modulates the HPA axis activity, even in professional athletes.

Keywords: Glucocorticoid, cortisol, cortisone, glucocorticoid receptor, genetic

polymorphisms, gene expression, exercise, athletes and water polo.



119

LISTAS E APENDICES

DADOS INDIVIDUAIS



120



121



122



123

gPCR - GR (MASCULINO)



124

gPCR - GR (FEMININO)

gPCR - GR (MASCULINO)



125

gPCR - GR (FEMININO)



