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A prética regular de exercicio intenso é benéfica a saude, mas quando
realizada em dias consecutivos pode intensificar os efeitos deletérios da fadiga
muscular, podendo gerar perda de atividade neuromuscular, aumento do dano
as fibras musculares e incremento do risco de lesdo. Estratégias para inibir ou
retardar estes efeitos da fadiga, principalmente o estresse oxidativo, sdo
desejaveis. Nesse contexto, o extrato de cha verde (ECV), derivado da
Camellia sinensis, pode ser util, visto que tem conhecidas propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes. Neste estudo, nosso objetivo foi verificar se a
suplementacdo com extrato de cha verde beneficia marcadores de dano
muscular, estresse oxidativo e desempenho em condicdo de fadiga. Dezesseis

atletas amadores treinados, todos homens, foram testados durante exercicio de



ciclismo em duas condi¢cdes de exercicio: sem suplementacdo sem fadiga; e
com suplementacao (placebo, n=8; extrato de cha verde 500 mg/dia durante 15
dias, n=8) com fadiga (extensdo de joelhos até a exaustdo induzida em dois
dias consecutivos). Coletas sanguineas para determinacdo de marcadores de
dano muscular e estresse oxidativo, e medidas de eletromiografia, para
determinacdo da ativacdo elétrica neuromuscular dos vastos laterais, além de
parametros de treinamento e frequéncia cardiaca, foram quantificados e
comparados entre 0s grupos nhas diferentes condicdes. Os valores
normalizados de eletromiografia root mean square e mediana da frequéncia da
eletromiografia ndo diferiram entre a pedalada sem e com fadiga no grupo chéa
verde, enquanto que o grupo placebo apresentou prejuizo na contratilidade
muscular decorrente da fadiga. O maior custo de frequéncia cardiaca confirma
que esse reducao na EMG foi combinada por um aumento do esfor¢o na tarefa.
O ECV também foi capaz de inibir dano muscular e evitar o estresse oxidativo,
ao contrario do grupo placebo na comparacéo entre as pedaladas sem e com
fadiga. Dessa forma, as propriedades antioxidantes do cha verde parecem
evitar 0 dano muscular induzido pelo estresse oxidativo e preservar a
contratilidade muscular de atletas submetidos a fadiga em dias consecutivos.
Sendo assim, a suplementacdo com cha verde pode ser considerada como

uma estratégia valida para o treinamento fisico em tarefas extenuantes.

Palavras chave: Camellia sinensis; dano muscular; endurance; polifenois;

estresse oxidativo.
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The regular practice of intense physical exercise benefits health, but when the
sessions are accomplished in consecutive day it migh intensify some
deleterious effects of muscle fatigue, which can impair efficiency, promote
muscle damage and increase injury risk. The interest in strategies to avoid or
delay such effects, especially the oxidative stress, are desirable. In this regard,
the green tea extract, from Camellia sinesis, can be useful due to its recognized
antioxidant and antiinflamatory properties. Here our purpose was to determine
whether the supplementation with green tea extract can benefit markers of
muscle damage, oxidative stress and performance in exercise under fatigue.
Sixteen male athletes trained were evaluted in cycling exercise under two
conditions: without supplementation and without fatigue, and supplemented
(placebo n=8; extrato de cha verde, n=8, 500 mg/dia durante 15 dias) and with

fatigue (knee extension until exhaustion in two consecutive days). Bl



samples served to determine markers of muscle damage and oxidative stress.
Electromyography was employed to monitore the muscle activation from vastus
lateralis, as well as training parameters like heart rate, were gquantified and
compared between the groups and exercise conditions. Muscle activation did
not differ between the cycling with and without fatigue in the green tea group,
whereas in the placebo group there a loss of contractility due to fatigue. A
higher cost observed by the higher heart rate support that reduction in the
activation in the placebo group relies on the effort associated to the
performance of the cycling exercise. Green tea supplementation was able to
avoid increase in the muscle damage and oxidative stress in response to the
exercise compared to the placebo group. Therefore, the properties of green tea
seem to delay or avoid the muscle damage resultant of oxidative stress and
preserves the contractility in athletes submitted to exercise under a fatigue
state. As a conclusion, the supplementation with green tea can be considered a

valid strategy in the physical training during extenuant tasks.

Keywords: Camellia sinensis; muscle damage; endurance; polyphenols;

oxidative stress.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de mestrado é organizada em trés partes.

A primeira parte é composta pela fundamentacao teorica e delimitacdo do
tema desta pesquisa. Nesta parte estdo descritos 0s temas centrais que
fundamentam este estudo e a pergunta de pesquisa proposta, bem como sua

justificativa, e 0s seus objetivos propostos.

A segunda parte € composta pelos elementos textuais que compdem um
artigo cientifico original, que apds traducdo para o idioma Inglés, sera

submetido para publicacdo em um perioddico de circulacéo internacional.

A terceira parte € composta por uma discussao geral dos resultados, onde
tecemos comentarios sobre particularidades do estudo, elencamos possiveis
desdobramentos futuros e retomamos as conclusfes e perspectivas de

aplicacao dos resultados.

Ao final, encontram-se as referéncias bibliograficas citadas na primeira e
na terceira parte da dissertacdo, ja que as referéncias da segunda parte ja
estdo inclusas no artigo cientifico, e 0s anexos relevantes para esta

dissertacgéao.
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PARTE |

1.  FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Ciclismo: pratica esportiva e pratica competitiva

N&o é novidade que a pratica de esportes é altamente recomendada em
todas as faixas etarias e manter-se fisicamente ativo tem se mostrado como
uma das estratégias mais eficazes para a manutencao da salde e prevencédo
de diversas doencas. Embora os indices de sedentarismo ainda sejam altos no
Brasil, resultando em obesidade de mais da metade da populacdo, se
tomarmos como exemplo os dados do Rio Grande do Sul junto ao Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 0 engajamento em programas de
atividade fisica tem aumentado.

Dentre as diferentes praticas fisicas acessiveis a populacdo, algumas se
destacam por ter baixo custo, facil acesso e néo requerer condicbes muito
particulares para a pratica. Esse pode ser o caso da corrida de rua, por
exemplo. Ainda assim, outros esportes ganham espaco. Alavancado também
pelo papel que tem na mobilidade urbana, o ciclismo tem alcangcado um papel
de destaque, muito embora ainda com pouco apoio governamental para seu
crescimento no Brasil, que ainda fica atras de outros paises da América Latina
em termos de apoio ao desenvolvimento do ciclismo esportivo. A pratica do
ciclismo proporciona diversos beneficios a saude, como a protecdo

cardiorrespiratoria e a reducdo dos fatores de risco de desenvolvimento de
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diversos tipos de cancer, e seus resultados positivos estendem-se desde a
juventude até a velhice (Oja, Titze et al. 2011). Além disso, sdo confirmados os
efeitos protetivos do ciclismo para a saude mental, visto que contribui
significativamente para o combate da ansiedade e depressédo (Guszkowska
2004). Ainda, o ciclismo € também empregado como um modelo de exercicio
para investigacao de processos relacionados ao treinamento fisico, visto que o
gesto esportivo € homogéneo (Bini, Dagnese et al. 2016), possui padrbes
bastante simétricos (Carpes, Mota et al. 2010), e se configura como uma tarefa
relativamente simples para reproducdo em laboratério (Mieras, Heesch et al.
2014).

O ciclismo recreacional € praticado por diversas pessoas das mais
variadas idades, e atualmente o niumero de competicbes amadoras realizadas
no Brasil tem fomentado também o ciclismo competitivo. No contexto
competitivo, o ciclismo € um esporte que pode ser praticado em categoria
individual ou em equipe. Independentemente da categoria, 0 desempenho do
ciclista depende da sua capacidade individual de produzir poténcia ao aplicar
forca nos pedais, o que recruta diferentes musculaturas, mas principalmente a
musculatura dos membros inferiores, sobretudo do quadriceps (Gregor and
Wheeler 1994; Broker 2003; Burke 2003; Chapman, Vicenzino et al. 2006).

A producdo da poténcia desejada vai depender da combinacdo entre o
torque aplicado ao pedal e a cadéncia de pedalada, ou seja, o0 numero de
revolucdes completadas pelo pedivela a cada minuto. Essa combinacao foi
investigada em um estudo prévio e discutida como um dos fatores mais
importantes na manutencao da técnica de pedalada, onde o ciclista possui uma

cadéncia preferida, e para manter sua poténcia no nivel desejado, precisa
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ajustar a cadéncia de pedalada de modo que a efetividade na aplicacdo de
forca ndo seja perdida (Rossato, Bini et al. 2008). Da mesma forma, as
respostas na producdo de torque e na cadéncia permitem investigar
adaptacdes que acontecem online durante a pratica, como a avaliacdo da
poténcia, e de sua sustentacdo, em testes de carga constante e/ou exaustao
(Diefenthaeler, Coyle et al. 2012).

Quando o exercicio deve ser sustentado, a ocorréncia de uma reducdo na
capacidade de transferir a forca dos muasculos para os pedais e,
consequentemente, de produzir o torque necessario para realizar a propulsédo
na pedalada s&o decorrentes de um processo de fadiga. Esse processo pode
ter origem periférica, ou seja, ocorrer por alteragcbes metabdlicas nos musculos,
ou ter origem central, em decorréncia da reducédo ou falha na capacidade do
sistema nervoso central enviar os comandos motores para a ativacéo
neuromuscular (Diefenthaeler and Vaz 2008).

Servindo como modalidade esportiva amadora ou profissional, o ciclismo
consiste em provas em gue o participante tem de cobrir um determinado trajeto
com menor tempo possivel (Padilla, Mujika et al. 2000), o que leva varios
sistemas fisiologicos a beira da exaustdo, induzindo o sistema a um estado de
fadiga. Essas adaptacdes agudas relacionadas com a fadiga séo observadas
na rotina de treinamento e de competicbes no ciclismo, em provas que
apresentam percursos longos, que podem levar de trés a cinco horas para
serem completados, e em casos especificos, em provas no formato de volta,
que duram mais de um dia. Neste tipo de competicdo, embora a intensidade
sustentada seja moderada (Golich and Broker 1996), a exposi¢cdo a estimulos

em dias seguidos aumenta de maneira significativa a carga experimentada com
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0 exercicio, o que sofre influéncia também de outros aspectos da competicéo,
como o terreno, altimetria e condicdo do atleta no grupo(Padilla, Mujika et al.
2008). Isso faz com que a exposicdo repetida ao exercicio intenso tenha um
efeito que perdura apds a competicdo ser terminada, e resulta em perdas néo
somente de rendimento, mas também em marcadores do nivel de
condicionamento fisico, o que sem duvida deve ser considerado em planos de

treinamento (Rodriguez-Marroyo, Villa et al. 2017)

1.2. Fadiga muscular

Fadiga muscular é um conceito usado corriqueiramente para expressar
uma condicdo resultante de uso intenso e repetido da musculatura esquelética
(Totsuka, Nakaji et al. 2002). No entanto, a deteccdo da presenca da fadiga
requer a avaliacdo da falha em diferentes mecanismos de controle neural e
neuromuscular, da incapacidade de ativar mecanismos especificos, da
incapacidade de produzir ou sustentar niveis de forca ao longo do tempo, e de
alteracdes na ativacdo neuromuscular e na percepcao de esforco (Enoka and
Stuart 1992; Barry and Enoka 2007). Sendo assim, a capacidade de manter um
nivel desejado para producéo de poténcia esta condicionada pela capacidade
de resistir a fadiga (Abbiss and Laursen 2005). Portanto, a fadiga é um
processo que leva a perdas no desempenho esportivo, e a possibilidade de
postergar seus efeitos € desejavel para alcancar melhores resultados

individuais ou obter melhor classificagdo em competi¢coes.
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No ciclismo a fadiga pode ser verificada por meio de anélises
biomecénicas, que apontam alteracées na execucao do gesto motor e também
em parametros de controle neuromuscular (Moritani, Muro et al. 1986; Bini,
Carpes et al. 2008). Especificamente no ciclismo, alteragdes biomecéanicas
variam de acordo com a caracteristica da prova, mas para todos 0s casos, 0S
efeitos da fadiga podem ser verificados na magnitude, direcdo e sentido de
aplicacdo das forcas no pedal (Carpes, Rossato et al. 2007a; Diefenthaeler,
Coyle et al. 2012), no padrao de ativacdo muscular (Laplaud, Hug et al. 2006;
Carpes, Diefenthaeler et al. 2011) e, consequentemente, no desempenho
esportivo (Diefenthaeler and Vaz 2008).

Além de prejuizo no desempenho, a fadiga pode predispor os praticantes
a lesbes musculares, articulares e danos proprioceptivos (Hill, Higgins et al.
2016; Savage, Lay et al. 2017; Tam, Coetzee et al. 2017), afastando o
individuo da pratica esportiva (Tosovic, Than et al. 2016). Muitas das causas
desse fenbmeno podem estar situadas nas alteracdes bioquimicas decorrentes
do exercicio extenuante.

Existem varias teorias que buscam explicar a instalacao da fadiga durante
0 exercicio bem como suas implicacdes na capacidade de sustentar e de
manter a qualidade dos movimentos exigidos para a atividade. Essas teorias
foram organizadas por Abbiss and Laursen (2005) em uma revisao de literatura
cuja conclusdo aponta para o fato de os estudos propdem modelos
reducionistas para explicar a fadiga no ciclismo, sendo necessaria uma
abordagem multifatorial, conforme o que também foi abordado por Enoka e
colaboradores em dois estudos (Enoka and Stuart 1992; Barry and Enoka

2007).
20



Outro ponto que merece destaque ao analisarmos a literatura € o fato de
que boa parte dos estudos enfatizam a fadiga como um evento de declinio ou
perda da funcdo muscular manifestada durante a préatica do exercicio (Enoka
and Duchateau 2008), mas sdo pouco abordadas as repercussoes tardias
desse fendmeno no ciclismo. Sao poucos os relatos, e muitas vezes centrados
em marcadores de rendimento limitados ao que é possivel ser feito em campo
para monitorar o desempenho de atletas (Rodriguez-Marroyo, Villa et al. 2017),
sobre os efeitos durante e ap0s a exposi¢cdo ao estresse de varios dias de
exercicio. Mesmo que trabalhos prévios tenham demonstrado que efeitos da
fadiga e do dano muscular nos dias seguintes sejam bastante pronunciados em
atletas (Armstrong, Warren et al. 1991; Friden and Lieber 1992), também
destaca-se que em individuos nao-treinados a imposicdo subita de exercicios
extenuantes em dias consecutivos acaba por induzir uma reducdo de producéo
de forca nos trés dias seguintes (Stewart, Duhamel et al. 2008). Esse efeito
cumulativo do exercicio acarretando fadiga € um importante ponto de debate,
especialmente considerando individuos fisicamente ativos, mas sem um
treinamento especifico, e que muitas vezes retomam rotinas de treinamento e
acabam por se expor a sobrecargas de atividade que excedem suas
capacidades fisicas naquele momento.

Em um estudo com ciclistas submetidos a um protocolo de exercicios
extenuantes e realizados em dias consecutivos, a mensuragdo de parametros
oxidativos no sangue mostrou que no primeiro dia ha aumento de producéo de
malondilaldeido, mas nos dias seguintes ndo ha acumulo dessas espécies e a
diferenca entre a producdo pré e pés exercicio tende a nao ser significativa

(Shing, Peake et al. 2007). Por outro lado, 0 mesmo estudo mostrou que o
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status antioxidante total aumentou apds exercicio em todos os dias (Shing,
Peake et al. 2007). Esses resultados sugerem que o exercicio repetido causa
uma condicdo de estresse oxidativo que, mesmo com pouco intervalo entre as
sessoOes, busca ser contrabalancado pela melhora nas defesas antioxidantes.
Porém, esse estudo ndo apresenta marcadores de dano e medidas de
eficiéncia neuromuscular, o0 que compromete as conclusdes quanto ao efeito da
fadiga em dias consecutivos sobre o rendimento no exercicio fisico.

Essa preocupacdo com a perda de rendimento tem sido abordada no
contexto da recuperacao entre as sessdes, pela investigacdo de estratégias
como uso de roupas compressivas (Brophy-Williams, Driller et al. 2017; Goto,
Mizuno et al. 2017). No entanto, pouco tem sido de fato demonstrado sobre
evidéncias de que estratégias de recuperacdo possam prover informacdes
relevantes tanto para o controle do treinamento quanto para o planejamento
das estratégias de recuperacao. Essa abordagem é importante porque Varios
esportes, dentre eles o ciclismo, tém a caracteristica de impor sobre o
praticante uma necessidade de produzir forca muscular em mais de um dia de
competicdo, como podemos observar no Tour de France, uma competicdo de
endurance que dura 21 dias (Lucia, Hoyos et al. 2001), ou a Vuelta a Espafia,
uma prova com em media 22 dias e altas demandas fisicas aos atletas
(Rodriguez-Marroyo, Villa et al. 2017).

Muito embora competicdes como estas estejam distante da realidade dos
ciclistas e praticantes de ciclismo no Brasil, os esportivas amadores estdo
envolvidos em atividades que também impdem altas cargas. Mesmo para
atletas amadores, existem provas de longa duracdo e com esforcos em das

repetidos, como por exemplo, campeonatos estaduais, onde muitas vezes duas
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provas acontecem em dias seguidos, ou até mesmo eventos como desafios de
longa distancia, como por exemplo, provas de ciclismo de longa distancia
(AUDAX) que variam de 100, 200, 300, 500 e até 1000 km ou mais, que sao

percorridas em dias seguidos.

1.2.1 Aspectos bioquimicos do processo de fadiga

A abordagem classica da fadiga, sob uma perspectiva de mecanismos
bioguimicos, é a de que com a fadiga ha reducdo no nimero de ligacbes das
pontes-cruzadas, 0 que ocorre como manifestacdo da auséncia de energia
oferecida pela hidrolise de ATP, seja pela via anaerdbia ou pela aerdbia
(Hultman, Spriet et al. 1986). Isso explicaria a perda na capacidade contratil,
logo de producéo forca. Porém, o aporte de ATP durante um exercicio vigoroso
nunca cai abaixo de 60% dos valores encontrados em repouso (Totsuka, Nakaji
et al. 2002), apesar de ser possivel derrubar a producdo de forca até a
incapacidade de manter os niveis desejados. Também é comum associar a
fadiga ao aumento na concentracéo de lactato intracelular, mas Totsuka, Nakaji
et al. (2002) destacam que essa explicacdo é limitada, uma vez que a relacao
entre acidose muscular e funcdo muscular sdo fundamentadas em poucas
evidéncias, ao passo que o aumento do fosfato inorganico, por exemplo, que
aumenta em resposta a quebra da creatina fosfato durante a fadiga, tem
mostrado uma associagdo mais forte com a fadiga muscular (Westerblad, Allen
et al. 2002). Nesse sentido, € importante compreender 0os mecanismos que

levam a reducéo desse aporte energético.
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O exercicio fisico produz uma série de metabdlitos que funcionam como
sinalizadores ou auxiliares de adaptacbes agudas ou cronicas (Dankel,
Mattocks et al. 2017). Quando em niveis aumentados, estes mesmos
metabdlitos prejudicam o desempenho e expdem o musculo a uma condi¢ao
gue pode resultar em um maior risco de lesdo (Hargreaves, McKenna et al.
1998; Vollaard, P Shearman et al. 2005). Dentre os metabdlitos decorrentes do
exercicio estdo as espécies reativas de oxigénio (ERO) (Vollaard, P Shearman
et al. 2005). ERO sdo moléculas altamente reativas por possuirem um elétron
desemparelhado; em meio a elas estdo o superdxido, o peroxido, os radicais
de hidroxila, etc., que causam degradacdo de moléculas, proteinas, lipidios e
outras estruturas, levando a perda de funcéo (Steinbacher and Eckl 2015). As
ERO sdo elementos necessarios ao bom funcionamento de diversos
mecanismos fisiolégicos, mas da-se o nome de estresse oxidativo a
incapacidade de o organismo metabolizar as espécies reativas de oxigénio
produzidas (Betteridge 2000). O estresse oxidativo ocorre quando a demanda
de energia estd acima do habitual e a mitocdndria precisa aumentar sua
atividade. Com isso, a cadeia transportadora de elétrons permite a fuga de
ERO (Ellinger, Muller et al. 2011).

A hipotese mais aceita quanto ao mecanismo de atuacdo das ERO na
fadiga diz respeito a sua capacidade de induzir modificacbes oxidativas a
cabeca da miosina, 0 que compromete a acao contratil, mesmo na presenca
adequada de ATP (Prochniewicz, Spakowicz et al. 2008). Nesse sentido, a
maior capacidade de metabolizar as ERO excessivas esta relacionada com a

melhora no desempenho de atletas de ciclismo (Panza, Wazlawik et al. 2008).
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Outro metabdlito aumentado durante e apds o exercicio extenuante é a
creatina quinase (CK).O aumento crénico de CK em decorréncia do exercicio
tem causas mecéanicas, enquanto que o aumento agudo tem causas
metabdlicas. Em situacdo de exercicio intenso a musculatura esquelética
envolvida é recrutada repetidamente e em uma magnitude de tensdo alta o
suficiente para gerar micro-lesdes nos discos Z dos sarcomeros, o que leva a
extravasamento de CK, fato que tera sua maior expressdo em 48 h e persistira
por até 72 h ap6s o exercicio (Noakes 1987; Totsuka, Nakaji et al. 2002). J4 a
imediata alta na incidéncia sérica de CK ocorre devido ao exercicio alterar a
permeabilidade da membrana celular (Brancaccio, Maffulli et al. 2008).

As micro-lesbes mencionadas previamente sdo fenbmenos decorrentes
da tensdo mecéanica do musculo na pratica de um exercicio que € intenso,
possui acbes de predominio excéntrico, ou com caracteristicas (por exemplo,
velocidade e amplitude de movimento) que o praticante ndo é habituado a
realizar. A inflamacao decorrente é parte do processo de regenera¢do muscular
e eventualmente de adaptacdo na forma da hipertrofia (Noakes 1987). A
medida que o dano muscular decorrente do exercicio € instaurado,
prontamente o organismo inicia um processo inflamatorio para promover a
regeneracdo muscular e o restabelecimento ou incremento da capacidade de
produzir forca (Beiter, Hoene et al. 2015). A inflamacé&o decorrente do exercicio
segue uma sequéncia bem definida: (1) lesdo muscular; (2) liberacdo de
substancias vasoativas; (3) vasodilatacdo; (4) adesdo de leucécitos; (5)
migracdo de leucocitos do sangue para o tecido lesionado e; (6) reparacao
tecidual (Malm 2001). Além de um indicador de dano, a inflamacédo é

causadora da dor muscular de inicio tardio, que € um fator limitante ao
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desempenho, visto que reduz amplitude de movimento, produgéo de torque e
altera o padréo de recrutamento muscular, demandando até quatro dias para
recuperacédo (Brancaccio, Maffulli et al. 2008).

No ambito do esporte € muito importante desvendar os mecanismos que
explicam a perda de desempenho em decorréncia da fadiga e do dano
muscular. Nesse sentido, Del Coso, Gonzalez-Millan et al. (2012)
demonstraram que alteragcdes metabdlicas e de massa corporal s&o menos
importantes que o nivel de dano muscular para causar perda de producao de
forca em sujeitos submetidos a uma tarefa capaz de induzir a fadiga. Ainda,
nesse estudo foi verificado que o grupamento muscular que sofreu o dano teve
perda de producdo de forca pos exercicio, enquanto uma musculatura que nao
estava envolvida na tarefa foi capaz de manter essa variavel inalterada. 1sso
demonstra que o dano muscular € o maior responsavel pela perda de eficiéncia

e que o CK é um marcador dessa perda, e ndo um causador.

1.3 Estratégias para evitar ou minimizar a fadiga muscular

A principal estratégia para combater a fadiga muscular é o treinamento
continuo e organizado a longo prazo (Gregor and Wheeler 1994). Mas existe a
necessidade de construir estratégias mais imediatas para evitar os efeitos
agudos da fadiga, como durante uma prova esportiva.

Beiter, Hoene et al. (2015) investigaram o uso da crioterapia para
promover melhor recuperacdo muscular pds-exercicio extenuante e

observaram que, para encontrar reducdo significativa de CK — importante
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marcador de dano muscular, sdo necessarios mais de cinco dias de terapia de
imersdo em agua e gelo. Isso torna inviavel a possibilidade de aplica-la em
uma competicdo que dure mais de um dia, por exemplo. Outro estudo observou
que a crioterapia aguda leva a uma percepcao de recuperacdo por parte dos
atletas, porém esse tratamento ndo gerou recuperacdo do desempenho
(Forester and Lambert 2011).

Ainda, em se tratando de treinamento fisico, a imersdo em agua gelada
atenua mudancas em células satélites e a atividade de quinases que regulam a
hipertrofia muscular, o que pode em longo prazo prejudicar ganhos de forca
(Roberts, Raastad et al. 2015), o que reflete em uma adaptacdo negativa ao
treinamento. Além disso, a crioterapia prejudica o aumento no diametro de
artérias, uma adaptacdo que esta associada com a melhora da circulacdo
sanguinea, por exemplo, sugerindo efeitos negativos na adaptacdo ao
treinamento (Yamane, Teruya et al. 2006).

Em outra abordagem, foi investigado o efeito da aplicacdo de massagem
na recuperacéo da capacidade de produzir poténcia em ciclistas. Esse tipo de
intervencdo ndo mostrou qualquer efeito de melhora detectada no rendimento
(Malm 2001). Em uma meta analise da literatura, observa-se que a massagem
tem efeitos pequenos e bastantes inconclusivos sobre o desempenho e
recuperacao pos-exercicio (Poppendieck, Wegmann et al. 2016). Tampouco a
estimulacao elétrica no musculo foi capaz de recuperar o desempenho (Benzie,
Szeto et al. 1999). Estratégias pré exercicio também sdo buscadas com o
objetivo de prolongar a atividade e reduzir efeito da fadiga, como o caso da
laser terapia de baixa poténcia, que em ciclistas competitivos se mostrou como

uma alternativa para prolongar o tempo para exaustao (Lanferdini, Bini et al.
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2017), ainda que sua aplicagdo seja limitada quanto a praticidade e
disponibilidade em meio ao esporte amador.

Em meio a tantas possibilidades e estratégias, a suplementacdo dietética
é tida frequentemente como uma alternativa barata e possivel de implementar
na pratica real do atleta profissional ou amador, com vistas a lidar com o
processo de recuperacdo e resisténcia a fadiga. Para além da intervencéo
nutricional no ambito do planejamento alimentar, que j& tem beneficios bem
documentados na literatura (Purcell 2013; Beck, Thomson et al. 2015), a
influéncia de suplementacdo com produtos naturais concentrados para reduzir
a fadiga e aprimorar o desempenho esportivo tem sido foco de vérios estudos,
conforme ilustra uma revisdo de literatura publicada alguns anos atras (Jowko
2015). Sendo assim, ndo é novidade a tentativa de combater a fadiga muscular
por meio da suplementacdo dietética. Nesse sentido, a suplementacdo com
vitamina C (&cido ascoérbico) vem demonstrando ser benéfica na reducdo de
marcadores de estresse oxidativo, tendo potencial no combate a fadiga, ainda
que nao repercuta sobre a reducdo da inflamacdo, como descrito para
participantes submetidos a um protocolo de fadiga com corrida em esteira
(Pasiakos, Lieberman et al. 2014). Ha também estudo demonstrando que a
suplementacdo com nitrato inorganico pode de retardar efeitos da fadiga
aguda, sem que os mecanismos envolvidos no desfecho sejam compreendidos
(Jones 2007). Ainda que heterogéneos, 0s estudos apontam para beneficios da
suplementacdo no esporte, desde que cautelosa, planejada e pontual. Nesse
sentido, a definicAo das melhores substancias para a suplementacdo ainda
desafia cientistas do esporte. O maior interesse se nota na ingesta de

compostos que tenham propriedades antioxidantes.
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2. DELIMITACAO DO TEMA

Um dos compostos mais proeminentes na prescri¢cao de antioxidantes sao
os polifendis. Essas estruturas sdo produto do metabolismo de vegetais que
sdo administrados pelo organismo de humanos como Xxenobibticos. Sua
atuacdo consiste em ativar as defesas antioxidantes, sendo, portanto, um
produto antioxidante indireto (Forester and Lambert 2011). Por outro lado, as
catequinas atuam como antioxidantes diretos, realizando uma varredura de
ERO e atuando como quelante de metais que possam gerar estresse no
sistema (Zaveri 2006). Muito se discute sobre o potencial de suplementacdes
provenientes de produtos naturais, como plantas, ervas e similares, que muitas
vezes tém uso popular bastante difundido, embora as evidéncias cientificas
muitas vezes demorem para ser apresentadas (Somerville, Bringans et al.
2017).

A Camellia sinensis é uma planta rica em polifenéis e que pode ser
processada nas formas de cha verde, preto, vermelho e branco. O cha verde é
a forma que mais concentra os principios ativos da Camellia sinensis, sendo a
epigalo-catequina-3-galato e a epigalocatequina-galato as mais importantes
(Forester and Lambert 2011). Apesar de o cha verde parecer ndo atuar como
estimulante na pratica de exercicios em humanos (Jowko 2015), sabe-se que
ele tem propriedades antioxidantes em sujeitos em repouso, elevando em a
capacidade antioxidante em média em 4% (Benzie, Szeto et al. 1999), por isso
surge a hipétese de que esse produto natural possa combater os efeitos da

fadiga.
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Ellinger, Muller et al. (2011) argumentam que o aporte de cha verde gera
incremento de defesas antioxidantes em sujeitos que estejam experimentando
desequilibrio oxidativo, como o promovido agudamente pelo exercicio fisico
extenuante. Também foi observado por Panza, Wazlawik et al. (2008) que a
ingestdo de cha verde na forma de infusdo foi benéfica para evitar o aumento
de CK sérico imediatamente ap0s exercicios resistidos em sujeitos treinados.
Os autores argumentam que o aumento de CK pode ter origem mecanica ou
em decorréncia do estresse oxidativo, 0 que aumentaria a permeabilidade da
membrana, e que a reducdo da agressdo por ERO € a via que explicaria o
beneficio encontrado.

Assim como ocorre com o0s estudos sobre fadiga muscular, no campo da
suplementacdo alimentar séo investigados os efeitos durante a préatica de
exercicios. Essas investigacfes averiguam 0s potenciais efeito para o
incremento no tempo para exaustdo ou na reducdo de marcadores de dano e
estresse oxidativo em decorréncia de uma série exercicio, 0 que muitas vezes
nao reproduz o cotidiano da maioria dos atletas profissionais ou mesmo
amadores. Ha& escassez de estudos que investiguem os efeitos da
suplementacdo na fadiga acumulada ou na recuperacédo muscular pés-fadiga,
bem como a sua possivel capacidade de manter o nivel de producédo de forca o
mais integro possivel. Até o momento ndo foram encontrados estudos que
abordassem o0 uso da suplementacdo com cha verde sobre o desempenho
muscular em uma situacao de fadiga acumulada.

Por isso, neste estudo o nosso foco foi em abordar os efeitos da fadiga
acumulada de sessdes de exercicio em uma abordagem mais proxima da

pratica real dos atletas, levando em consideracéo as provas que sao realizadas
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em mais de um dia e explorando o topico da fadiga induzida pelos estimulos de
intensidade moderada, mas aplicados repetidamente, cujos efeitos irdo
verificar-se tardiamente. Essa abordagem considerou a suplementagdo com
extrato de cha verde, e representou o seguimento de uma linha de investigacao
dedicada ao estudo do potencial antioxidante do ch& verde em mecanismos de
estresse oxidativo e desempenho cognitivo com modelos animais (Flores,
Martins et al. 2014; Schimidt, Vieira et al. 2014; Altermann, Souza et al. 2017;
Martins, Schimidt et al. 2017; Schimidt, Garcia et al. 2017; Soares, Ramalho et
al. 2017) e mais recentemente também comegamos a investigar no contexto da
recuperacdo de dano muscular resultante de exercicios até a exaustao (Silva

2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Determinar o efeito da suplementagdo com extrato de cha verde sobre
biomarcadores de fadiga e de desempenho neuromuscular em atletas

amadores submetidos a situacao de fadiga acumulada.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar se a suplementacdo com extrato de cha verde é capaz de:

o Reduzir marcadores de dano muscular;

o Reduzir processo inflamatorio decorrente do exercicio;

o Reduzir estresse oxidativo;

o Preservar o desempenho neuromuscular em condi¢éo de fadiga.
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PARTE I

4. ARTIGO CIENTIFICO ORIGINAL

Nesta parte da dissertacdo apresentamos um artigo cientifico original escrito
nas normas da revista Journal of Science and Medicine in Sport (normas em

anexo — ANEXO I).
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Resumo

Objetivo: A suplementacdo esportiva tem ganho destague nos ultimos anos e
um dos principais objetivos da ingesta de diversas substancias € a manutencao
do exercicio em condicdo de fadiga. Neste estudo, determinamos se a
suplementacdo com extrato de ch& verde, produto natural rico em
antioxidantes, tem um efeito benéfico sobre o rendimento e o dano muscular
em resposta ao exercicio fisico realizado em sessdes repetidas de exercicio
induzindo fadiga acumulada.

Desenho: ensaio randomizado triplo com controle placebo.

Métodos: Dezesseis atletas amadores treinados foram avaliados antes e apdés
um periodo de suplementacédo (placebo, n=8; extrato de cha verde 500 mg/dia
durante 15 dias, n=8) com protocolos de exercicio em cicloergbmetro
realizados com e sem a inducdo de fadiga muscular. Coletas sanguineas para
determinacdo de marcadores de dano muscular e estresse oxidativo, e
medidas de eletromiografia, para determinacdo da ativacdo elétrica
neuromuscular, além de parametros de treinamento e frequéncia cardiaca
foram quantificados e comparados entre 0os grupos nas diferentes condi¢oes.
Resultados: o extrato de cha verde inibiu aumentos no estresse oxidativo
induzido pela fadiga acumulada conforme se observou no grupo placebo.
Marcadores de micro-dano do musculo fadigado tiveram menor magnitude no
grupo suplementado. A atividade elétrica dos musculos agonistas para o
exercicio foi preservada no grupo suplementado.

Concluséo: a suplementacdo com ch& verde foi benéfica para evitar o dano

muscular e o0 estresse oxidativo, além de preservar 0 recrutamento
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neuromuscular em condicdo de fadiga resultante de varias sessdes de
exercicio.
Palavras chave: endurance; fadiga; recuperacdo pés exercicio; polifenois;

Camellia sinensis.

Destaques

- Suplementacdo com extrato de cha verde na dose 500 mg/dia durante

15 dias beneficia o rendimento em exercicio de ciclismo.

- Suplementacdo com extrato de cha verde diminui o dano muscular apés

fadiga.

- Suplementacdo com extrato de cha verde diminui 0 estresse oxidativo

apos fadiga.

- Suplementacdo com extrato de cha verde preserva a ativacdo

neuromuscular em condig&o de fadiga.
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INTRODUCAO

A fadiga muscular é considerada um limitante do desempenho !, e

minimizar seus efeitos é desejavel no esporte competitivo. O processo de
fadiga tem origem multifatorial 2, envolvendo, por exemplo, a deplecdo de ATP,
dano muscular e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem levar ao estresse oxidativo *°. Esses fatores influenciam a
produgédo de forga, e no caso do ciclismo limitam a poténcia produzida e logo a
capacidade de manter o exercicio nos niveis de rendimento pretendidos. Além
do efeito imediato no desempenho do exercicio, a fadiga pode ter um efeito
cumulativo, causando perda de rendimento aplds sessdes seguidas de
exercicio, como ocorre também em competicdo ® ’. Estratégias para minimizar
a persisténcia dos efeitos da fadiga, acelerando a recuperacao pdés-exercicio
ou até mesmo melhorando a resposta a fadiga sdo buscadas por atletas e
treinadores. Nesse contexto, a suplementacdo com produtos naturais tem
ganhado destaque, desde que as substancias ndo sejam classificadas como

doping.

Considerando que a fadiga e seus efeitos em condicbes de sessdes
repetidas de exercicio tem importante participacdo de mecanismos de estresse
oxidativo resultante de dano muscular , o fato de a Camellia sinensis ser uma
planta rica em polifendis, o que caracteriza um grande poder antioxidante °,

tem aumentado o interesse me compreender como a suplementagcdo com

extrato de cha verde (ECV) pode afetar o desempenho esportivo.

Alguns efeitos positivos do uso do ECV no esporte foram observados

0 e o0 aumento da
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11

oxidacdo de gordura em adultos pedalando a 60% do VOjmax Mas ao

contrario do que se esperava, o extrato de cha verde ndo gerou beneficios

12

adicionais na pedalada Com excecdo do estudo de Richards, Lonac,

Johnson, Schweder, Bell

que observaram melhores indices de volume
méaximo de oxigénio (VOzmax) Na prética de ciclismo até a exaustdo apos
suplementacdo com catequinas presentes no ECV, até entdo nenhum estudo

mostrou os beneficios do ECV no exercicio realizado de maneira continua.

Atribui-se a variabilidade dos resultados a nado padronizacdo da
dosagem e ao tempo de suplementacdo insuficiente para gerar adaptacdes

metabdlicas °.

Os efeitos do ECV na inibicdo ou reducdo dos efeitos da fadiga
persistente de dias consecutivos de exercicios é um contexto bastante
aplicavel, tanto no esporte amador quanto no profissional, onde ciclistas, por
exemplo, participam de competicdes e desafios que podem envolver trés dias
seguidos ou mais de competicbes sem o adequado tempo de recuperagdo. A
parte disso ha um potencial clinico também, quando se trata de exercicio fisico
para populacdes especiais que sofrem com danos da fadiga muscular. Com
isso, 0 objetivo deste estudo foi determinar se a suplementacdo com ECV é
capaz de minimizar mecanismos de fadiga (dano muscular e estresse
oxidativo) e favorecer a eficiéncia neuromuscular de atletas amadores que
precisam sustentar um determinado nivel de rendimento sob efeitos da fadiga

acumulada.
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METODOS

Participantes e desenho experimental

Este € um estudo randomizado triplo-cego placebo controle. Foram
recrutados 22 participantes. Eram todos homens praticantes de ciclismo e
corrida, e todos assinaram um termo de consentimento aprovado pelo comité
de ética da instituicdo local. Durante o estudo, seis participantes faltaram em
avaliacbes agendadas, motivo pelo qual foram excluidos. Ao final, os
participantes foram organizados em grupos cha verde (n=8) e grupo placebo
(n=8), que apresentavam respectivamente média (DP) de idade 37 (10) e 37
(7) anos; massa corporal 77 (8) e 76 (10) kg; estatura 1,70 (0,1) e 1,70 (0,1) m;
tempo de treino de 88 (64) e 59 (48) meses; frequéncia semanal média de 7,2
horas para ambos os grupos. Foram critérios de exclusdo a incapacidade de
realizar o protocolo, o consumo de medicamentos ou estimulantes, historico de
lesdo em membros inferiores nos seis meses anteriores e a restricdo médica
qgquanto ao uso da suplementacdo proposta. Foi definido como critério de
inclusdo o tempo minimo de treinamento de doze meses no seu esporte de

base.

Foram comparados indices de custo eletromiografico, de dano muscular
e de estresse oxidativo, além da variacdo da frequéncia cardiaca entre sujeitos
que passaram que realizaram uma tarefa de esforco sub-maximo em um
cicloergbmetro sob duas condi¢des: a) sem fadiga e sem suplementacao e; b)
com fadiga e com suplementacdo. Para evitar efeito de aprendizado, a ordem
das condicdes era alternada entre os sujeitos. Quando a pedalada sem fadiga

era realizada depois do periodo de suplementacédo, era assegurado que O
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1415 @ cinco dias

participante estaria a0 menos cinco dias sem suplementacéo
sem ter realizado exercicio vigoroso, além de estar a dois dias sem realizar

exercicio algum *°.

Os participantes eram orientados a manter o nivel de atividade fisica
habitual e que vinham realizando nas trés semanas anteriores, sendo vedado o
incremento de carga, o inicio de uma nova atividade ou a cessagado de alguma
pratica. Foram coletadas amostras de sangue dos participantes nos momentos

pré e pos cada uma das duas pedaladas.

Antes e ap0Os cada teste no cicloergbmetro eram coletadas amostras de
sangue. Durante os testes de pedalada eram coletados dados de frequéncia

cardiaca e eletromiografia (EMG) de vastos laterais.

Tempo total do estudo
I Dia 1 Dia 6 Dia 8 Dia 21 Dia 22 Dia 23

Suplementagao
f l

Dia 1 Dia 13 Dia 14 Dia 15
PPo | ‘ Pedalada 1 Fadiga 1 ] l Fadiga 2 |
Pedalada: Pedalada 1: Extensao de Extensao de Pedalada:
joelho: joelho:
5mina50 W + 5mina50 W + S5mina50 W+
25 W/min 50 min a 60% do Uma série Uma série 50 min a 60% do
a 90 rpm. A Ppo maxima + n maxima +n Ppo
ultima carga a 90 rpm séries entre 50% séries entre 50% a 90 rpm
suportada é o e 75% da e 75% da
PPo maxima com maxima com
carga de 50% carga de 50%
da massa da massa
EMG: corporal + 5 kg corporal + 5 kg EMG:
Durante a carga Durante a carga
constante. constante.
VLD e VLE em VLD e VLE em
faixas de 5 min: faixas de 5 min:
5-10, 15-20, 5-10, 15-20,
25-30, 35-40, 25-30, 35-40,
45-50 45-50
Coleta de Pré Poés Pré Pés
sangue: Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4

41



Figura 1. Esquema do desenho experimental. Ambos 0s grupos cumpriram 0 mesmo
cronograma. O pico de poténcia (PPo) era realizado sempre no minimo quatro dias
antes da Pedalada 1. Para evitar efeito do aprendizado, metade dos sujeitos de cada
grupo realizou os testes da Pedalada 1 apds a Pedalada 2 com no minimo cinco dias
entre os testes. rpm: cadéncia de pedalada medida em rota¢cdes por minuto; Ppo:
poténcia maxima produzida; VLD: vasto lateral direito; VLE: vasto lateral esquerdo;

EMG: eletromiografia realizada para avaliar a ativagdo neuromuscular.

Ativacdo neuromuscular

Foi assumido como marcador de ativacdo neuromuscular a medida de
EMG ao longo dos testes sub-méximos no cicloergbmetro. Os testes de
ciclismo foram executados sob carga constante e cadéncia controlada em um
cicloergdbmetro (Lode Excalibur Sport, Lode, HOL), de onde mediu-se a
ativagcdo eletromiografica do musculo vasto lateral de ambas as pernas por
meio de eletromiografia de superficie com taxa de amostragem de 1500 Hz
(myoMUSCLE™, Noraxon, EUA) seguindo configuragdo de acordo com
SENIAM *". Os sinais EMG foram submetidos a um filtro Butterworth passa
banda de 42 ordem e frequéncia de corte entre 0,5 e 250 Hz. Foram extraidos
dados de mediana da frequéncia (MDF) de ativacdo com o uso da
transformada rapida de Fourier e dos valores de RMS considerando os dados
de cada contracdo, determinada usando um critério para definicdo do inicio e
final da atividade elétrica com base no aumento do sinal em 2 desvios-padrao
acima da média do sinal de repouso 8. Cada intervalo de registro da EMG teve

cinco minutos, que serdo chamados de momentos 1 a 5 na apresentacdo dos

42



resultados. Cada momento de gravacao era separado por um periodo de cinco
minutos sem gravagdo de EMG. O momento de gravagao 1 foi considerado
como referéncia para normalizacdo da EMG. O comportamento da MDF, como
indicador de fadiga *° e RMS, como indicador da magnitude de ativacéo %° ao
longo do exercicio foram comparados nas situacdbes com e sem
fadiga/suplementacdo. O cicloergdbmetro foi ajustado de forma individualizada

considerando as proporcdes antropomérficas de cada participante 2.

Para individualizar a carga das pedaladas sub-maximas com e sem
fadiga, os participantes passaram por um pré-teste de carga incremental para
determinacao do pico de poténcia (PPo). Eles eram orientados a pedalar a 90
rpm sob carga de 50 W nos primeiros cinco minutos com incrementos de 25 W
a cada minuto até ndo conseguir mais realizar a tarefa. A Ultima carga completa

era definida como o PPo .

As pedaladas sub-méximas eram realizadas sob cadéncia de 90 rpm por

cinco minutos a 50 W e em seguida por 50 min sob carga de 60% do PPo %.
Inducéo a fadiga

A fadiga acumulada foi induzida através de dois dias consecutivos de
contracdo de quadriceps em uma cadeira extensora até a exaustdo. O objetivo
do protocolo foi fadigar a principal musculatura envolvida na producdo de
poténcia no ciclismo, o quadriceps. Na primeira série de exercicios 0
participante era orientado a realizar 0 maximo de elevac¢fes da carga (50% de
sua massa corporal + 5 kg) em um ritmo de 20 repeticbes por minuto,
sinalizado por um metrénomo. Apos 30 segundos de repouso, as Séries
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seguintes eram realizadas. Se o participante atingisse 75% das repeticbes da
série inicial, ele era orientado a descansar, se ndo alcancasse 50% era

considerado fadigado e o protocolo era encerrado.
Suplementacéo e orientacdes dietéticas

Os participantes de cada grupo recebiam 15 capsulas nao identificadas
e eram orientados a consumir uma por dia, antes do desjejum, com um copo de
agua. As capsulas continham 500 mg de ECV ou de celulomax E, uma
substancia inativa. Uma amostra do ECV utilizado no estudo foi testada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e foi confirmada a presenca de
epigalocatequina-galato (1,60 mg/g), epicatequina (1,59 mg/qg),
epigalocatequina (16 mg/g) e epicatequina-galato (17,80 mg/g). A forma de
suplementacdo em capsulas apresenta maior biodisponibilidade, por isso foi
selecionada %°. Durante o periodo de suplementacdo, os participantes eram
orientados a ndo consumir estimulantes, suplementos, medicamentos e cha
verde ou suas variantes em qualquer forma durante todo periodo do estudo.
Além disso, eram orientados a ndo consumir frutas, leite e derivados, cafeina e
bebidas alcodlicas na véspera de cada teste '°. Contato diério era feito com os
participante com forma de os manter atentos aos horarios para suplementacao

e o0s cuidados requeridos durante o periodo.
Coleta de sangue e ensaios bioquimicos

Foram coletadas amostras de sangue (10 mL) pré e pos cada pedalada,
através de puncao na fossa antecubital. O sangue era centrifugado a 2500 rpm
por 15 minutos e o plasma era separado e armazenado a -80°C para analises
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posteriores. Foi determinado o nivel de micro-dano muscular através da
quantificacdo de creatina quinase (CK) total® com kit comercial (Labtest). A
analise de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi utilizada

para determinar a peroxidacéo lipidica .

Para garantir que nenhum participante tenha sido acometido por lesdes
de tecidos moles que pudessem interferir nos testes (por exemplo, distensao,
ruptura, entorse, etc) 2°, foram quantificados os niveis séricos de proteina C

reativa através de um kit de analise imunolégica (Labtest).

As coletas foram apresentadas como: A = pré pedalada sem fadiga; B =
pés pedalada sem fadiga; C = pré pedalada com fadiga e; D p6s pedalada com

fadiga.

Analises estatisticas

Os dados foram expressos em média e desvio padrao para cada grupo.
Foi verificada a normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk. A
analise dos resultados de EMG ao longo das sessbes de pedalada e a
comparacao entre os grupos foram verificadas através de ANOVA de duas vias
com post-hoc de Bonferroni. Quando paramétricos, os dados de bioquimica e
FC intra-grupo foram comparadas entre as sessdes de exercicio através da
ANOVA de uma via com post-hoc de Bonferroni. Quando ndo parameétricos
foram realizados teste de Friedman e Wilcoxon. As comparacbes dos grupos
foram realizadas com teste t independente. Todas as analises estatisticas

consideraram um nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS

O pico de poténcia produzida no teste incremental néo diferiu (t(1)=0,333;
P=0,748) entre o grupo cha verde (303t52 W) e o grupo placebo (309+49 W).
Com isso, a carga submaxima para as sessfes de pedalada também néo
diferiram entre os grupos (180+27 W para cha verde, e 181+31 W para o

placebo).

Ativag&do neuromuscular

A analise da ativacdo neuromuscular sob efeito da fadiga (Fig. 2B)
demonstrou que o RMS do VLD no grupo cha verde nao diferiu do observado
na a condi¢do sem fadiga (F«=0,009; P=0,92), o que também ocorreu para o
grupo placebo (F#=3,570; P=0,06). No entanto, o RMS do VLE diminuiu no
momento 4 na condi¢do de fadiga apenas para o grupo placebo (F4=5,510;
P=0,02) nos minutos 35-40 (t1)=5,510; P=0,02), o que ndo ocorreu no grupo

cha verde (F4)=2,151; P=0,14).

Na MDF (Fig. 2D), a fadiga ndo gerou alteragdes no grupo chd em VLD
(F@= 0, 009; P=0,92) e VLE (F@= 1,914, P=0,17). O grupo placebo manteve
MDF igual em VLD (F@)= 0,680; P=0,17), mas apresentou valores menores que
na condi¢do sem fadiga (Fu4)= 5,510; P=0,02) nos minutos 35-40 (t1)= 2,819;

P<0,05) em VLE no momento 4.
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Figura 2. Dados em média e DP para sem e com fadiga de root mean square (RMS) e
mediana da frequéncia (MDF) (% da gravacao inicial) de ambos os grupos para cada

momento de gravagdo em vasto lateral direito (VLD) e vasto lateral esquerdo (VLE). *

significa p<0.05.

Bioquimica e FC

Segundo a quantificacdo de PCR, nenhum participante sofreu macro-

leséo ao longo do vinculo com o estudo.

A CK (Fig. 3.1) do grupo cha verde permaneceu inalterada em todas as
coletas (F3=0,767; P=0,522). Ja o grupo placebo demonstrou CK néo diferiu
entre as coletas 1 e 2 (Z1)=-1,120; P=0,263), mas na coleta 3 a CK foi maior
que na 1 (Zx)=-2,100; P=0,036) e néo diferiu da coleta 2 (Z(1)=-1,680; P=0,930).
Na coleta 4 os niveis estiveram maiores que na coleta 1 (Z;)=-2,100; P=0,036),

que na coleta 2 (Z(1=-2,100; P=0,036) e que na coleta 3 (Z1)=-2,521; P=0,012).
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Na comparacdo entre os grupos, chd e placebo néo diferiram nas
coletas 1 (F)=1,600; P=0,300) e 2 (F1)=1,890; P=0,191), mas CK foi maior no
grupo placebo nos nas coletas 3 (F1)=18,917; P=0,001) e 4 (F(1)=19,496;

P=0,300).

A peroxidacao lipidica (TBARS), figura 3.2, ndo diferiu entre as coletas
no grupo cha (F@=1,234; P=0,316) e nem no grupo placebo (F=1,000
P=0,901). Os grupos néao diferiram entre si nas coletas 1 (F1)=4,200; P=0,600),
2 (Fy=3,703; P=0,075) e 3 (Fy=0,522; P=0,482), mas os valores foram
maiores no grupo placebo na coleta 4 (F)=4,838; P=0,045). Nenhum
participante em nenhuma coleta demonstrou niveis de proteina C reativa

(dados nédo apresentados) acima dos valores de referéncia.

Por fim, a curva da frequéncia cardiaca (Fig. 3.3) ao longo do exercicio
nédo foi afetada pela fadiga no grupo cha (F3=0,075; P=0,788), mas teve

aumento no grupo placebo (F1)=5,869; P=0,030).
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Figura 3. Dados de (1) creatina quinase (CK), (2) peroxidacao lipidica (TBARS) para
ambos 0s grupos nas coletas pré pedalada sem fadiga (A), pos pedalada sem fadiga

(B), pré pedalada com fadiga (C) e pdés pedalada com fadiga (D); e (3) coeficiente
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angular da frequéncia cardiaca (FC) com e sem fadiga * significa diferenca entre os

grupos; # significa maior que A e B; 1 significa maior que C. P<0,05.

DISCUSSAO

Neste estudo evidenciamos que a suplementacdo com ECV é capaz de
evitar os efeitos negativos da fadiga acumulada sobre a ativacdo

neuromuscular e marcadores de dano muscular em exercicio de ciclismo.

Este parece ser o primeiro estudo a demonstrar efeitos desse tipo de
suplementacdo com ECV em uma condicdo de exercicio associado a fadiga
acumulada. Até entdo os efeitos positivos da suplementacdo com ECV em
modelo humano estavam restritos ao incremento da capacidade de
permanecer realizando um exercicio em decorréncia de uma maior oxidacao de
lipidios, dando aos sujeitos um maior aporte energético 2°. Em nosso estudo,
pela primeira vez foi evidenciada a capacidade da suplementacdo com ECV
promover beneficios a musculatura envolvida no exercicio e através dela evitar
a perda na ativacdo neuromuscular, o que pode ter importantes implicacdes

praticas para o treinamento.

Segundo dados do RMS, o grupo placebo demonstrou menor atividade
elétrica neuromuscular quando pedalando sob efeito da fadiga. Seria possivel
compreender que essa reducéo significaria uma melhor eficiéncia para cumprir
a tarefa, cuja carga € constante, mas Mendez-Villanueva, Edge, Suriano,
Hamer, Bishop 2’ demonstram que & medida em que uma musculatura é

submetida a repetidos protocolos de exercicios extenuantes, o valor RMS
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tende a diminuir progressivamente em decorréncia da fadiga muscular. Essa
perda de atividade eletromiogréfica € acompanhada de uma perda de forca que
ndo pode ser verificada em nosso teste, visto que a carga é constante, mas
que possivelmente foi compensada por outras musculaturas envolvidas na

pedalada que ndo passaram pelo processo de fadiga *°.

Essa hipotese é confirmada pela reducdo na MDF na mesma perna e no
mesmo momento, e pelo aumento na frequéncia cardiaca, provavelmente pela

maior demanda cardiovascular %°

em decorréncia da ativacdo de um
grupamento muscular anteriormente menos utilizado. Por outro lado, o grupo
cha verde manteve a atividade neuromuscular e a frequéncia cardiaca sem
diferengcas durante e entre as condicbes de exercicio. Esse prejuizo
neuromuscular apresentado pelo grupo placebo condi¢cédo de fadiga tem como

uma possivel explicacéo a falha na propagacéo neuromuscular *°, fenémeno

evitado pela suplementagdo com ECV em nosso estudo.

Ambos os marcadores de esforco previamente citados foram protegidos
pela suplementacdo com o ECV, possivelmente pelos beneficios bioquimicos
da suplementacdo. Somente o dano muscular do grupo placebo aumentou por
consequéncia da inducdo a fadiga. O aumento desse marcador geralmente
estd associado ao micro-dano muscular causado por estresse mecanico ou

oxidativo **

, sendo esta Ultima hipotese a mais aceita como mecanismo de
acao que explicaria o efeito protetivo do ECV %2 O fato da proteina C reativa
nao ter se elevado acima dos valores de referéncia indicam que ndo houve
lesdo estrutural em nenhum participante durante os testes ou durante a rotina

de treinamento dos mesmos . Isso nos sugere que 0S prejuizos nNo grupo
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placebo foram causados apenas pela fadiga e suas consequéncias

metabolicas.

Ainda, destacamos que o dano muscular ndo aumentou na comparacgao
entre as coletas pré e pos pedalada sem fadiga em nenhum dos grupos e na
pedalada com fadiga no grupo cha verde, mas somente no grupo placebo o
dano muscular aumentou na comparacao pré e pés pedalada com fadiga, o
que indica que uma tarefa que nao iria gerar dano muscular em condi¢des
normais tornou-se capaz de agredir a musculatura envolvida na tarefa. A
peroxidacdo lipidica que medimos confirma essa interpretagdo de nossos
resultados, visto que o grupo cha verde manteve os niveis de peroxidacao
lipidica sem diferencas em todas as coletas, de acordo com o esperado, pois 0
estresse oxidativo ndo é acumulado em dias consecutivos de exercicios *, mas
0 grupo placebo sofreu com estresse oxidativo, sobretudo ao fim do protocolo.
O efeito protetivo do ECV de nossos resultados corrobora o reportado por

Jowko, Dlugolecka, Makaruk, Cieslinski 34

, em gue corredores submetidos a
duas pedaladas de alta intensidade demonstraram estresse oxidativo sem
suplementacdo, mas mantiveram o status oxidativo integro sob suplementacéo

com ECV.

Aqui verificamos que durante a realizagdo do exercicio em condi¢do de
fadiga acumulada os participantes estiveram mais vulneraveis ao processo
agudo de dano oxidativo. Com isso, e com a analise do dano muscular,
podemos inferir que o grupo cha verde tenha realizado o exercicio com as
fibras musculares mais integras em comparacdo ao grupo placebo. Nesse
sentido, talvez o leitor questione as mudangas pequenas na ativacéo
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neuromuscular, que embora corroborem 0s nossos resultados de bioquimica,
sdo mais discretos que as mudancas nos marcadores sanguineos. Nesse
sentido, o fato de os participantes serem treinados e nosso exercicio ser de
caracteristica subméxima deve ser notado, uma vez que o treinamento em
geral aprimora a ativagdo neuromuscular e a resposta a fadiga durante

exercicio 3%,

Além de promover dano estrutural, o exercicio vigoroso capaz de gerar
um estado de fadiga € responsavel pelo aumento das EROs, cujo desequilibrio
em relacdo a capacidade antioxidante do sistema pode gerar a situacdo de
estresse oxidativo ’. O estresse oxidativo afeta transitoriamente a dinamica do
acoplamento entre actina e miosina, o que leva a prejuizo na contratilidade
muscular e consequente perda de capacidade de produzir forca *. As
catequinas do cha verde atuam como captadoras de EROs e na quelacéo de
metais, 0 que promove uma protecao antioxidante maior que a vitamina C e E
% Por isso, consideramos que a propriedade anti-oxidante do ECV foi a maior
responsavel pela manutencéo da eficiéncia do grupo ch& verde na condicdo

com fadiga.

Nosso estudo tem limitagBes. Fadiga € um fendmeno dificil de mensurar
e em nosso estudo, chamamos de fadiga acumulada a condicdo apds a
exposicdo dos participantes a atividades intensas e levadas até exaustdo. Em
se tratando de efeitos da fadiga, seria interessante apresentar dados de torque
gerado durante a pedalada, de modo a estimar qualquer mudancga no nivel de
forca produzido pelo grupos placebo e cha antes e depois da suplementacéo,
assim como o monitoramento da percepc¢édo de esfor¢co durante os testes de
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ciclismo poderia auxiliar na discussao sobre efeitos da suplementacao sobre os

niveis de fadiga.

CONCLUSAO

O extrato de cha verde inibe o estresse oxidativo induzido pela fadiga
acumulada, o que parece evitar o dano estrutural do musculo fadigado. Sendo
assim, sua propriedade antioxidante parece ter um efeito indireto sobre a
atividade elétrica dos musculos vastos laterais atletas amadores submetidos a
fadiga. Dessa forma, a suplementacao com extrato de cha verde pode ser uma
estratégia benéfica para minimizar o dano muscular e preservar a eficiéncia em

condicBes de fadiga acumulada.
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PARTE Il

5. DISCUSSAO

Os experimentos propostos nesta dissertacdo buscaram determinar os
efeitos da suplementagdo com extrato de ch& verde sobre marcadores de dano
muscular e desempenho neuromuscular em atletas amadores submetidos a
fadiga acumulada por dias consecutivos de exercicio extenuante. O desenho
experimental para as sessfes de exercicio teve o0 objetivo de tentar replicar
situacOes enfrentadas no esporte amador e profissional, de modo a tornar o
experimento mais proximo da realidade do esporte, e com isso tendo
resultados com maior aplicabilidade. Investigamos uma intervencado baseada
principalmente na oferta de antioxidantes, o que notadamente € um ponto de
debate na literatura cientifica sobre prevencédo de fadiga e recuperacdo pos
exercicio, e também algo que os atletas estdo diariamente expostos. Além
disso, essa abordagem € importante tendo em vista que, depois da agua, o cha
verde € a bebida mais consumida do mundo (Khan, Mukhtar 2013), e que suas
propriedades vém despertando o interesse de investigar sua aplicacdo como
suplementacdo esportiva (Jowko 2015). Como ja discutido na parte Il desta

dissertacdo, nossa principal conclusdo foi que a suplementacdo com ECV é
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capaz de retardar ou inibir os efeitos da fadiga em atletas amadores
submetidos a fadiga durante dois dias consecutivos. Nesta parte Ill, nosso
objetivo é ampliar a discussdo considerando algumas particularidades do
estudo, algumas de nossas limitagbes e, principalmente, trazer uma
abordagem mais reflexiva sobre as implicagbes diretas e indiretas dos nossos

resultados.

Em nosso estudo foi possivel diferenciar o efeito da pedalada por si s6 e
da fadiga induzida pelo exercicio exaustivo de quadriceps. Enquanto a
pedalada n&o foi capaz de produzir dano muscular e estresse oxidativo, a
condicdo de fadiga que foi induzida pelo exercicio de extensdo de joelho
aumentou os niveis de CK no grupo placebo. Esse aumento foi intensificado
pela segunda pedalada, que também causou maior peroxidacgao lipidica. Como
visto em estudo anterior (Shing, Peake et al. 2007), a fadiga acumulada néo
causa acumulo de ERO, mas nés observamos que ela gera maior
vulnerabilidade no musculo na realizacdo de uma tarefa. Essa vulnerabilidade
parece ter relacdo com o acumulo dos metabdlitos decorrentes do dano
muscular, este sim confirmado pela literatura através da analise do aumento
nos niveis de CK (Hunter, Galloway et al. 2012) cujos resultados semelhantes

foram verificados neste protocolo.

Ainda que a lateralidade funcional ndo tenha sido abordada em nosso
estudo, foi possivel verificar que os efeitos da fadiga na atividade elétrica do
muasculo apresentaram-se apenas no vasto lateral esquerdo. Em estudos
prévios (Carpes, Diefenthaeler et al. 2010; Carpes, Diefenthaeler et al. 2011) foi

visto que tanto em testes incrementais quanto em testes de carga constante a
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magnitude de ativacdo, tal qual avaliada aqui, ndo apresenta assimetrias.
Portanto, a manifestacdo de mudanca na funcdo neuromuscular observada
para o quadriceps esquerdo, representado pelo vasto lateral, considerando o
principal musculo produtor de potencia no ciclismo e o Unico que parece ser
susceptivel a mudancas em condi¢des de exercicios que induzam fadiga (Bini,
Carpes et al. 2008) é um importante indicativo de que nosso protocolo de
fadiga teve um impacto importante no desempenho neuromuscular dos
participantes do estudo, alterando a simetria da atividade elétrica dos

musculos, uma importante caracteristica do ciclismo.

A progressédo da FC durante o teste € uma medida de facil obtencdo e
processamento, por isso foi coletada como informacéo adicional. Apesar de
sua praticidade, ela ndo é suficiente para descrever de forma completa a
influéncia do protocolo sobre o estado cardiovascular (Zakynthinaki 2015).
Ainda assim, o fato de apenas o grupo cha verde ter mantido o mesmo
comportamento da FC com e sem fadiga indica mais um caminho para

investigar os beneficios desse produto.

Outro ponto que merece destaque é a escolha da dosagem. Essa € uma
decisdo bastante dificil, pois ha uma caréncia de estudos que indiqguem
dosagens recomendadas. Além disso, realizar um experimento para testar a
relacdo dose-resposta, considerando o nosso desenho experimental, seria
invidvel devido a fatores como tempo de duracdo do estudo, numero de
sujeitos expostos ao protocolo e a possivel alta variabilidade na resposta entre

os individuos.
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6. CONCLUSOES

Com base nos nossos resultados podemos concluir que a suplementacao

com extrato de ché& verde é capaz de:

1. Preservar os mesmos niveis de ativacdo elétrica neuromuscular
dos musculos vastos laterais nas pedaladas com e sem fadiga;

2. Minimizar o dano muscular em atletas amadores submetidos a um
protocolo de fadiga em dois dias consecutivos;

3. Inibir o estresse oxidativo decorrente do exercicio realizado sob
efeito da fadiga;

4. Preservar o0 mesmo comportamento da frequéncia cardiaca em

condi¢cdes com e sem fadiga.

Devido a isso, concluimos que o cha verde tem potencial de retardar

ou inibir os efeitos da fadiga acumulada em atletas amadores.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados de nosso estudo apontam para variadas perspectivas
futuras que implicam sobre as aplicagBes praticas dos nossos resultados e

também desdobramentos para estudos futuros.

Por um lado, surgem perguntas sobre que outras formas de explorar 0s
beneficios do extrato do cha verde podem ser implementadas em atletas
treinados. Uma vez que nosso protocolo de pedalada tinha tempo maximo e
intensidade determinados previamente, surge a ddvida se a suplementacao
seria capaz de prolongar a permanéncia em uma situacao de pedalada, visto
gque uma tarefa aberta mudaria a estratégia de economia de energia dos
ciclistas. Nesse sentido, o0 objetivo seria verificar o tempo para exaustao pode
ser prolongado apds a suplementacdo. Nesse caso, poderiamos evidenciar a
capacidade do extrato de cha verde em otimizar o uso de lipidios em uma
situacdo de endurance. Embora essa pergunta seja valida, € importante
lembrar que nosso protocolo de exercicio foi desenhado para replicar
condi¢cBes ja documentadas na literatura que investigou o perfil de demanda

fisiolégica e mecanica durante competi¢cdes de longa duracao.

Também nos questionamos se a suplementacdo aguda e a crbnica
podem diferir quanto ao resultado que encontramos. E necessario testar se
alguma dosagem logo antes da pratica do exercicio € capaz de inibir os efeitos
prejudiciais de um processo de fadiga. Essa pergunta € importante pois, apesar
do extrato de cha verde na dosagem apresentada nao possuir evidéncias de
qualquer risco, a suplementacdo diaria requer um controle maior do que uma
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dosagem Unica. Nesse ponto, a questdo sobre a dosagem de suplementagao

ganha ainda maior relevancia.

Se a atividade elétrica neuromuscular do musculo fadigado néo diferiu na
condicdo de fadiga gracas aos efeitos do extrato do cha verde, seria
fundamental investigar se a capacidade de producdo, e manutencao, de forca

também apresenta esse comportamento.

Por outro lado, também é preciso investigar se ha potenciais efeitos
negativos da suplementacédo com extrato de cha verde, especialmente sobre os
mecanismos de adaptacdo ao exercicio e treinamento. A magnitude das
propriedades antioxidantes do extrato de cha verde geram questionamento
guanto a sua potencial acdo inibidora da hipertrofia muscular, tendo em vista
gue a producao de dano muscular e de espécies reativas de oxigénio sado parte

fundamental da sinalizagcdo necessaria para a hipertrofia.

Ademais, seria importante investigar se o periodo de suplementacdo com
antioxidantes gera uma adaptacdo nos participantes a ponto de inibir a

producado de antioxidantes enddgenos, o que seria prejudicial.
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figures is 3 « Long tables should only be included as supplemental files and will be
available online only « Maximum number of references is 60 « A structured abstract of
less than 250 words (not included in 4000 word count) should be included sticking as
closely as possible to the following headings: Objectives, Design, Method, Results, and
Conclusions

Structure of the Manuscript (in order):
1. Cover Letter - Every submission, regardless of category must include a letter stating:
* The category of article: Original Research or Review article

-+ The sub-discipline: sports medicine, sports injury (including injury epidemiology and
injury prevention), physiotherapy, podiatry, physical activity and health, sports science,
biomechanics, exercise physiology, motor control and learning, sport and exercise
psychology, sports nutrition, public health (as relevant to sport and exercise),

rehabilitation and injury management, and others having an interdisciplinary
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perspective with specific applications to sport and exercise and its interaction with
health.

* Sources of outside support for research (including funding, equipment and drugs)
must be named.

* Financial support for the project must be acknowledged, or "no external financial
support" declared.

* The role of the funding organisation, if any, in the collection of data, their analysis and
interpretation, and in the right to approve or disapprove publication of the finished
manuscript must be described in the Methods section of the text

* When the proposed publication concerns any commercial product, either directly or
indirectly, the author must include a statement (1) indicating that he or she has no
financial or other interest in the product or distributor of the product or (2) explaining the
nature of any relation between himself or herself and the manufacturer or distributor of
the product.

* Other kinds of associations, such as consultancies, stock ownership, or other equity
interests or patent-licensing arrangements, also must be disclosed. Note: If, in the
Editor's judgment, the information disclosed represents a potential conflict of interest, it
may be made available to reviewers and may be published at the Editor's discretion;
authors will be informed of the decision before publication.

* The Ethical Guidelines that have been followed must be stated clearly. Provide the
Ethics Committee name and approval number obtained for Human investigation.

» Authors must declare that manuscripts submitted to the Journal have not been
published elsewhere or are not being considered for publication elsewhere and that the
research reported will not be submitted for publication elsewhere until a final decision
has been made as to its acceptability by the Journal.

Permission from the copyright holder (typically the publisher) must be submitted to the
Editorial Office for the reproduction of any previously published table(s), illustration(s)
or photograph(s). Permission must be valid for reuse in both print and electronic
formats. Appropriate consents must also be obtained for any patient images appearing
in your manuscript. [OPTIONAL: For Elsevier’s patient consent policy, please visit
www.elsevier.com/about/company-information/policies/patient-consent.]

2. Title Page (first page) should contain:
a. Title. Short and informative
b. Authors. List all authors by first name, all initials and family name

c. Institution and affiliations. List the name and full address of all institutions where the
study described was carried out. List departmental affiliations of each author affiliated
with that institution after each institutional address. Connect authors to departments
using alphabetical superscripts.
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d. Corresponding author. Provide the name and e-mail address of the author to whom
communications, proofs and requests for reprints should be sent.

e. Word count (excluding abstract and references), the Abstract word count, the
number of Tables, the number of Figures.

Appropriate consents must also be obtained for any patient images appearing in your
manuscript. [OPTIONAL: For Elsevier's patient consent policy, please visit Patient
consent.]

2. Title Page (first page) should contain:
a. Title. Short and informative
b. Authors. List all authors by first name, all initials and family name

c. Institution and affiliations. List the name and full address of all institutions where the
study described was carried out. List departmental affiliations of each author affiliated
with that institution after each institutional address. Connect authors to departments
using alphabetical superscripts.

d. Corresponding author. Provide the name and e-mail address of the author to whom
communications, proofs and requests for reprints should be sent.

e. Word count (excluding abstract and references), the Abstract word count, the
number of Tables, the number of Figures.

3. Manuscript (excluding all author details) should contain: (in order)

a. Abstract - must be structured using the following sub-headings: Objectives, Design,
Methods, Results, and Conclusions. Avoid abbreviations and acronyms.

b. Keywords - provide up to 6 keywords, with at least 4 selected via the Index Medicus
Medical Subject Headings (MeSH) browser list: Medical Subject Headings..These
keywords should not reproduce words used in the paper title. c. Main body of the text.

For Original Research papers, text should be organised as follows:
i. Introduction - describing the (purpose of the study with a brief review of background

ii. Methods - described in detail. Include details of the Ethics Committee approval
obtained for Human investigation, and the ethical guidelines followed by the
investigators. This section is not called Materials and Methods, and should not include
subheadings. Do not use the term "subjects” - use terms such as "participants”,
"patients” or "athletes", etc.

iii. Results - concisely reported in tables and figures, with brief text descriptions. Do not
include subheadings. Use small, non-italicized letter p for p-values with a leading zero,
e.g. 0.05; Measurements and weights should be given in standard metric units. Do not
replicate material that is in the tables or figures in the text.
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iv. Discussion - concise interpretation of results. Cite references, illustrations and tables
in numeric order by order of mention in the text. Do not include subheadings.

v. Conclusion

vi. Practical Implications - 3 to 5 dot (bulleted) points summarising the practical findings
derived from the study to the real-world setting of sport and exercise - that can be
understood by a lay audience. Avoid overly scientific terms and abbreviations. Dot
points should not include recommendations for further research.

vii. Acknowledgments - this section is compulsory. Grants, financial support and
technical or other assistance are acknowledged at the end of the text before the
references. All financial support for the project must be acknowledged. If there has
been no financial assistance with the project, this must be clearly stated.

viii. References - authors are responsible for the accuracy of references.

ix. Tables - may be submitted at the end of the text file, on separate pages, one to each
page.

X. Figure Legends - must be submitted as part of the text file and not as illustrations.

4. Figures - must be submitted as one or more separate files that may contain one or
more images.

5. Supplementary material (if any) - tables or figures to be viewed online only.
Peer Review

The journal receives an ever-increasing number of submissions and unfortunately can
only publish a small proportion of manuscripts. The journal's Editorial Board does not
enter into negotiations once a decision on a manuscript has been made. The Editor's
decision is final. The entire peeer-review process will be managed electronically to
ensure timely review and publication. Authors can expect an initial decision on their
submission within 6 weeks.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used.
The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc.
When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to
align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.
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To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
‘grammar-check' functions of your word processor.

Avrticle structure
Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated
by a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation
marks and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be
described.

Results
Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2),
etc.; in a subsequent appendix, Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family

name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add
your name between parentheses in your own script behind the English transliteration.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
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names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each
author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes
answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’,
'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field
may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
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Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
XXXX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa).

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization
that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in Sl. You are urged to
consult IUPAP: Symbols, Units, Nomenclature and Fundamental Constants in Physics
for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the
Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
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* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

83



Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in
the printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate
your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation
of electronic artwork.

Human and animal rights

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World
Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans;
Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors
should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must
always be observed

Illustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a
manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style images,
as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing’ is also available,
where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard.
Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please
avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text
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Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but
may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is encouraged.

A DOl can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and
full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format
of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference Style

* References should be numbered consecutively in un-bracketed superscripts where
they occur in the text, tables, etc, and listed numerically (e.g. "1", "2") at the end of the
paper under the heading "References".
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* For Original Research papers, no more than three references should be used to
support a specific point in the text.

« All authors should be listed where there are three or fewer. Where there are more
than three, the reference should be to the first three authors followed by the expression
"et al".

* Book and journal titles should be in italics.

» Conference and other abstracts should not be used as references. Material referred
to by the phrase "personal communication” or "submitted for publication" are not
considered full references and should only be placed in parentheses at the appropriate
place in the text (e.g., (Hessel 1997 personal communication). References to articles
submitted but not yet accepted are not encouraged but, if necessary, should only be
referred to in the text as "unpublished data".

* Footnotes are unacceptable.

» Book references:Last name and initials of author, chapter title, chapter number,
italicised title of book, edition (if applicable), editor, translator (if applicable), place of
publication, publisher, year of publication.Example:Wilk KE, Reinold MM, Andrews JR.
Interval sport programs for the shoulder, Chapter 58, in The Athlete's Shoulder, 2nd
ed., Philadelphia, Churchill Livingstone, 2009

« Journal references:

Last name and initials of principal author followed by last name(s) and initials of co-
author(s), title of article (with first word only starting in capitals), abbreviated and
italicised title of journal, year, volume (with issue number in parenthesis if applicable),
inclusive pages.

For guidance on abbreviations of journal titles, see Index Medicus at
www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html.

Example:

Hanna CM, Fulcher ML, Elley CR et al. Normative values of hip strength in adult male
association football players assessed by handheld dynamometry. J Sci Med Sport
2010; 13(3):299-303.

* Internet references should be as follows:

Health Care Financing Administration. 1996 statistics at a glance. Available at:
http://www.hcfa.gov/stats/stathili.htm. Accessed 2 December 1996.

* Articles in Press are cited using a DOI: http://www.doi.org. The correct format for
citing a DOl is as follows: doi:10.1016/j.jsams.2009.10.104.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published
exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online).
Please submit your material together with the article and supply a concise, descriptive
caption for each supplementary file. If you wish to make changes to supplementary
material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the "Track
Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the published version.
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espartivoe

Comentarios ¢ ConsideragSes sobre a Pesquisa:

Peequisa relavante

Consideragoes sobre o3 Termes de apresentacac obrigatoria:

Faolha de rosto: QK
Endaregn:  Campus Uriguatana BR 472, Km 582
Bairro:  Pradio AGministraivo - Sala 23 - Calxa CEF: 07 S00-970
UF: A5 Municipio:  LIALGLUAIANS
Taletone: (555301 1-0202 E-maill: cep@unipampaedu br
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Comnuaiio do Farecer 2 2056 250

Autorizacio co pamicipante: Diepensado
TCLE: OK
Termo de confidencialidade: CF

Recomendacdes:
As recomendacdes do parecer 2218109 foram atendidas

Conclustes ou Pendéncias & Lista de Inadequacces:
MEo ha pendéncias ou inedequacheas

ConaideracSes Finals a eritério do CEP:
A entrega de relatdrios & responsshilidade do pesquisador

Este parccer foi slaborado bassado nos documentoes abaixo relacionados:

?Dummmlu Arguinvo -Puatngﬁm Aufor ﬁ'rl‘uu;au'
Informagtes Basicas | PE_INFORMAGOES_BASICAZ _DO_P | 1082017 Aczito
do Projeio ROJETO 758013 pdf 17-39-43
Folha de Hosto folha_de_roato_sssinada pdf 1RO2017 | Willian da Sila Acaito
173628
Aecurss Anexado Carta_resposta_ 4. pdf FI0EAMT | Felipe Pivetta Carpes|  Acseito
 pelo Peaguizador 0A-38°36
TCLE / Termas de | TCLEA doc 0BT | Felipe Pivella Carpes|  Aceito
Aszentimento 083535
Justificativa de
| AUSENCE :
Outros declaracan pof DEA2E016 | Alvaro Sosa Acaito
20-34-35 | Machado
Dreclaragho e termo_de_confidencialidade JPG DR12016 | Felipe Pivella Garpes|  Aceiio
Peaquizadorea 083531
Projeto Detalhado f | FROJETO_FADIGA_GT_Abaro. pdi DE0N2E | Felipe Pivetta Campes|  Aceito
Brochura 15:20-48
Investigador
Situacao do Parecer.
Apronvado
Neceseita Apreciacis da CONEP:
Mo
Emdoragn:  Campus Uruguaiana BA 472, Km 633
Balrra:  Praco Asminisian - Sal 79 « Chlka CEPF: 07 600070
UF: Rl Wuinjcipho:  LIRLGLATANA
Tolaboma: (55539110202 E-mall: cop@unpampa.s. b
Piigna 4 da {5
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Confinuacho do Parscer: 2 236253

URLIGUAIANA, 23 de Agosto de 2017

Aesinado por:
JUSSARA MENDES LIPINSKI

(Coordenador)
Emdersgo:  Campus Uruguaiana BR 472, Km 552
Bsirmo: Prédio Adminisiiaio - Sals 23 - Calxa CEP: 97.500-970
UF: AS Municipie:  URUGUALANA
Teletome: (553301 1-0202 E-imail:  cepd@umiparmpa edu b
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