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RESUMO

GOUVEIA, Rachel de Sousa Augusto. Biomarcadores relacionados a lesdo muscular
induzida por exercicio e avaliacdo dos genotipos do gene ACTN3 em militares do
Exército. 2023. 64 f. Dissertacado (Mestrado em Defesa Bioldgica) — Divisdo de Ensino e
Pesquisa, Instituto de Biologia do Exército, Rio de Janeiro, 2023.

A ocorréncia de lesGes musculo esqueléticas em militares ameaca a
saude do soldado e a prontiddo mais do que qualquer outra intercorréncia médica. A
atividade fisica de alta intensidade pode provocar desde micro lesbes musculares,
até mesmo versfes mais graves como a rabdomiolise por esfor¢o fisico. O dano
muscular cursa com extravasamento do conteudo intracelular e aumento da
concentragdo/atividade de biomarcadores plasmaticos. Varios fatores estdo
associados a uma maior predisposicao a lesées musculares induzidas por exercicio,
e 0s antecedentes genéticos estdo cada vez mais sendo investigados. Nesse
sentido, o gene ACTN3 codifica uma importante proteina envolvida na contracéo
muscular e a genotipagem do polimorfismo deste gene consiste em um dos
polimorfismos mais estudados pela comunidade cientifica. O objetivo deste trabalho
€ determinar as alteragdes plasmaticas dos biomarcadores classicos utilizados no
diagnéstico da lesdo induzida por exercicio durante atividade fisica militar, a saber:
creatina quinase total e cardiaca (CK e CKMB), mioglobina (MIO) e lactato
desidrogenase (LDH) e investigar possiveis correlacdes com os diferentes genotipos
para o polimorfismo do gene ACTN3. Trinta e dois alunos militares do Curso Basico
Paraquedista foram selecionados, todos cadetes do ultimo ano da Academia Militar
das Agulhas Negras (AMAN). As concentracdes plasméaticas de CK, CKMB, MIO e
LDH foram determinadas em 6 diferentes momentos durante 4 dias, incluindo antes
e ap6s a prova da corrida e marcacdo de capacete e o esforco percebido foi
avaliado por meio da escala de Borg. As atividades séricas dos biomarcadores
foram analisadas por fotometria (CK e LDH) e quimioluminescéncia (MIO e CKMB) e
0s genotipos do polimorfismo do gene ACTN3 foram determinados por gPCR
usando o sistema Tagman. As medianas de CK, MIO, CKMB e LDH aumentaram
significativamente apds o exercicio e retornaram aos seus valores basais apds 96h
de repouso. O aumento foi consideravelmente superior ap6s a marcacdo do
capacete, em relacdo a corrida (p<0,001; teste de wilcoxon). A genotipagem do
polimorfismo do gene ACTN3 nao constatou associagdo acentuada entre a
expressao genotipica e/ou alélica nos militares avaliados frente aos biomarcadores
estudados em seus valores absolutos. No entanto, as diferengas entre 0s momentos
(A) foi notadamente maior em portadores do alelo R em relacdo a CK e MIO,
principalmente na marcacao de capacete. As principais conclusdes deste trabalho
refletem a coeréncia dos perfis dos biomarcadores classicos em resposta ao
exercicio com a literatura cientifica e acredita-se que a analise da genotipagem deve
ser avaliada considerando seu carater multifatorial e estudos adicionais em amostras
cada vez maiores irdo permitir a ampliacdo da consisténcia dos resultados.

Palavras-chave: lesdo muscular, exercicio fisico, biomarcadores, ACTN3.



ABSTRACT

GOUVEIA, Rachel de Sousa Augusto. Biomarcadores relacionados a lesdo muscular
induzida por exercicio e avaliacdo dos genotipos do gene ACTN3 em militares do
Exército. 2023. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Defesa Bioldgica) — Divisdo de Ensino e
Pesquisa, Instituto de Biologia do Exército, Rio de Janeiro, 2023.

The occurrence of skeletal muscle injuries in military personnel threatens
soldier health and readiness more than any other medical event. High-intensity
physical activity can cause anything from micro injuries to more serious versions
such as exertional rhabdomyolysis. Muscle damage occurs with extravasation of
intracellular content and increased concentration/activity of plasma biomarkers.
Several factors are associated with a greater predisposition to exercise-induced
muscle injuries, and the genetic antecedents are increasingly being investigated. In
this sense, the ACTN3 gene encodes an important protein involved in muscle
contraction and the genotyping of this polymorphism consists of one of the most
studied polymorphisms by the scientific community. The objective of this study is to
measure plasma changes of classic biomarkers used in the diagnosis of exercise-
induced muscle injuries during military physical activity, namely: total and cardiac
creatine kinase (CK and CKMB), myoglobin (MIO) and lactate dehydrogenase (LDH)
and investigate possible correlations with different genotypes of ACTN3
polymorphism. Thirty-two military students from the Basic Parachutist Course were
selected, all final year cadets at the Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN).
Plasma concentrations of CK, CKMB, MIO and LDH were determined at 6 different
times over 4 days, including before and after the race and helmet marking, and
perceived exertion was assessed by using the Borg scale. The serum activities of the
biomarkers were confirmed by photometric assay (CK and LDH) and
chemiluminescence (MIO and CKMB) and the ACTN3 polymorphism genotypes were
determined by qPCR using the Tagman system. The medians of CK, MIO, CKMB
and LDH increased significantly after exercise and returned to their baseline values
after 96h of rest. The increase was considerably higher after helmet marking, in
relation to running (p<0.001; Wilcoxon test). Genotyping of the ACTN3 polymorphism
did not find a marked association between genotypic and/or allelic expression in the
military personnel evaluated against biomarkers studied in their absolute values.
However, the differences between moments (A) were notably greater in carriers of
the R allele in relation to CK and MIO, especially in helmet marking. The main
conclusions of this study reflect the coherence of the classical biomarkers profiles in
response to exercise with the scientific literature and it is believed that genotyping
analysis should be evaluated considering its multifactorial nature and additional
studies using increasingly larger samples will allow increased consistency of the
results.

Keywords: muscle injury, physical exercise, biomarkers, ACTN3
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1 INTRODUCAO

O treinamento fisico regular e 0 bom condicionamento sdo necessérios para
atender aos requisitos militares, especialmente aqueles operacionais, que
rotineiramente exigem um nivel mais alto de esforco e vigor fisicos do que a maioria
das ocupacdes civis, um fato reconhecido e corroborado por regulamentos da Forca
Terrestre no Brasil e em outros paises (MINISTERIO DA DEFESA EB70-MC10.375,
2021; COWAN et al, 2003). A atividade fisica, quando executada em alta
intensidade, pode provocar desde singulares lesées musculares, até mesmo versdes
mais graves como a rabdomiolise por esforco fisico, um dano ultra estrutural ao
musculo esquelético relacionado ao exercicio extenuante ou atividade muscular
vigorosa (DEL COSO et al., 2017; KIM et al., 2016; ATIAS-VARON et al., 2017).
Quando as fibras musculares esqueléticas sdo lesionadas, ocorre extravasamento
do conteudo intracelular, levando ao aparecimento de sinais séricos como 0
aumento da concentracdo e atividade de peptideos como a mioglobina, creatina
quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) (NELSON et al.,, 2016; KELTZ et al.,
2013).

A literatura revela que a mioglobina (MIO) € uma proteina contida nos
musculos esqueléticos e cardiacos, cuja principal funcao reside no transporte de
oxigénio do sarcolema para a mitocondria. O exercicio fisico esta frequentemente
associado a uma liberacdo significativa de mioglobina na corrente sanguinea
(COSTACHE et al., 2022). Embora a eficiéncia diagndstica para lesdo muscular seja
normalmente, superada pela CK, a MIO desempenha um papel chave na previsédo
do risco de desenvolver leséo renal. Isto ocorre porque, dependendo da extensdo da
lesdo muscular, a quantidade de MIO liberada na corrente sanguinea excede a
capacidade de ligagdo do plasma, de modo que a proteina se acumula no rim, onde
causa lesdo direta, podendo acarretar o desenvolvimento de insuficiéncia renal
(LIPPI, CERIOTTI, 2018).

A creatina quinase (CK), bem como a lactato desidrogenase (LDH) derivam
de fragmentos da cadeia pesada da miosina (ou seja, troponina | e MIO) e sao
moléculas citoplasméticas. Portanto, normalmente, ndo possuem a habilidade de
atravessar a membrana citoplasmatica. No entanto, quando o dano muscular se faz

presente, o aumento das concentracdes sericas dessas moléculas é usado como
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indicador de danos a membrana muscular (CALLEGARI et al., 2017). Ainda que a
CK esteja amplamente contida em todos os tecidos com maior demanda de energia,
esta enzima € especialmente abundante no musculo esquelético (aproximadamente
60%-70%, no qual 98% esté representada pela isoforma CKMM) (LIPPI, CERIOTTI,
2018; BAIRD et al, 2012). Dentre essas moléculas a CK representa,
frequentemente, o melhor marcador indireto de dano ao tecido muscular
(CALLEGARI et al., 2017; TORRES et al. 2015).

Outra importante proteina que aparece no aparato contrati do musculo
esquelético é a alfa-actinina 3, codificada pelo gene ACTN3, e se apresenta como
um importante personagem na geracao e transmissao da for¢ca muscular, bem como
na manutencdo dos arranjos miofibrilares, por estar envolvida na ancoragem de
filamentos finos de actina a linha Z nas fibras musculares rapidas (OGURA et al.,
2009, PASQUA et al., 2011, VINCENT et al., 2010). No final dos anos 90, North e
colaboradores identificaram um polimorfismo do tipo nonsense no gene ACTN3 o
qual consiste na troca do nucleotideo Citosina para Timina. Essa mutacao resulta na
conversdo do cédon no aminoacido arginina para um cédon de parada no residuo
577 (R577X) e, assim, acarreta na forma ndo-funcional da alfa-actinina-3 (EYNON et
al.,, 2013; MORENO et al., 2020; LIMA et al., 2021). Nas ultimas décadas, a
comunidade cientifica vem se aprofundando no estudo do polimorfismo que ocorre
no gene ACTNS3, e os resultados de alguns trabalhos sugerem que a deficiéncia da
proteina alfa-actinina-3, representada pelo gendtipo XX, é desfavoravel no
desempenho de exercicios de poténcia, mas pode ser benéfica a exercicios de
resisténcia (EYNON et al., 2013; ALMEIDA et al., 2022; PENA-VAZQUEZ et al.,
2023)

Diante do panorama contextual apresentado e, considerando que as lesbes
provocam um impacto maior na saude e no pronto emprego dos militares do que
qualquer outra condicdo médica (COWAN et al., 2003), torna-se imperioso avaliar 0s
principais biomarcadores envolvidos na lesdo muscular em militares durante uma
atividade fisica intensa e investigar a variabilidade de tais biomarcadores em funcéo
dos diferentes fenotipos musculares observados pela presenca de alelos

polimorficos no gene ACTNS3.



17

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PATOGENESE DA LESAO MUSCULAR E SUAS COMPLICACOES CLINICAS

Os programas de treinamento adequadamente projetados usando o0s
principios bésicos de sobrecarga e progressdo geralmente resultam em sensacgfes
de dor associadas a danos ou microlesbes nas fibras musculares. Esta é
considerada uma resposta normal ao exercicio e faz parte do processo de
adaptacdo (MARKUS et al., 2021). Entretanto, o estresse acumulado impacta
diferentes sistemas organicos (NIELSEN et al., 2020).

A lesdo muscular configura uma condicdo clinica complexa envolvendo a
ruptura da integridade do musculo esquelético, que acarreta no extravasamento de
componentes musculares, incluindo as proteinas mioglobina, creatina quinase (CK)
e lactato desidrogenase, bem como eletrdlitos, na corrente sanguinea e no espaco
extracelular (TORRES et al., 2015; ATIAS-VARON et al., 2017; KODADEK et al.,
2022). Muito comum em atividades militares, a rabdomidlise representa a
complicacdo mais grave da lesdo muscular e varia de uma condi¢cdo assintomética
com alguma elevacao do nivel de CK a uma condig&o de risco de morte associado a
extremas elevacdes de CK, desequilibrios eletroliticos e insuficiéncia renal aguda.
Os sintomas mais comuns sao representados por fraqueza dos membros inferiores,
mialgia, edema, podendo cursar com 0 aparecimento de urina escura decorrente da
mioglobindria (TORRES et al., 2015; ATIAS-VARON et al., 2017; KODADEK et al.,
2021).

Algumas condic¢des clinicas adicionais podem desencadear ou exacerbar a
lesdo induzida por esforco, como os individuos portadores de traco falciforme,
desordens de origem metabodlica, imunoldgica, neurolégica, enddcrina,
cardiovascular, musculoesquelética, renal, infeccdes recentes (especialmente de
origem viral), bem como o uso de certos medicamentos (acido acetil salicilico,
agentes anticolinérgicos, fenotiazinas e esteroides anabdlicos), ou drogas de abuso
como, por exemplo, cocaina e alcool (TORRES et al., 2015; LIPPI, CERIOTTI, 2018;
SILVA et al., 2021; MEISTER, REDDY, 2002). Ainda configuram como fatores
predisponentes mais frequentes os exercicios de alta intensidade ou falta de

treinamento fisico especifico, aclimatacdo insatisfatoria, temperaturas e umidade
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extremas (especialmente superaquecimento), altitude elevada e hidratacao
insuficiente durante e apds o exercicio (LIPPI, CERIOTTI, 2018; TORRES et al.,
2015).

2.2 IMPORTANCIA DA PREVENCAO DA LESAO MUSCULAR E RABDOMIOLISE
NA FORCA TERRESTRE

As lesBes musculo-esqueléticas dos militares que ndo estdo em combate
(MSKIs) ameacam a saude do soldado e a prontiddo mais do que qualquer outra
intercorréncia médica. A prontiddo médica militar refere-se ao estado de saude do
soldado e como essa condicdo afeta o soldado ou a capacidade da unidade em
cumprir sua missdo. Dados mais recentes do Exército Americano revelam que as
lesbes musculares entre os soldados foram a principal causa de pacientes
ambulatoriais (2,2 milhdes) em 2017 (MOLLQY et al., 2020; TEYHEN et al., 2018).
Como consequéncia, no ano de 2018, constam mais de oito milhdes de dias de
militares com limitagbes das atividades da caserna. Os casos de lesdes musculares
em miltares também sdo responsaveis por custos médicos exorbitantes
representados por um subconjunto significativo de soldados que desenvolvem dor
cronica ou, em longo prazo, incapacidade ap0s a lesdo, o que pode aumentar o risco
de doencas cronicas ou doencas secundarias (MOLLOY, 2020; TEYHEN, 2018).
Esses fatos realgam a importancia do problema, mas muitas vezes omitem detalhes
cruciais, como a perda da higidez individual com limitacdées das atividades militares e
0 prejuizo decorrente dos custos de tratamento e das licencas para tratamento de
saude.

No Brasil, a Rabdomidlise acomete menos de 150.000 pessoas por ano,
porém, no meio militar é extremamente comum, sendo relevante citar que 25% de
todos os casos de internagdao (N= 944) de militares, entre 1980 e 2000, estavam
associados a rabdomidlise, os quais 33% desenvolveram lesdo renal aguda
(OLIVEIRA, MARTINEZ, 2022). Neste sentido, diante do risco de ocorrer
rabdomidlise no ambito das Forcas Armadas, o Comando do Exército aprovou por
meio da Portaria n°® 129, de 11 de marco de 2010, a diretriz para a implantagéo do
Programa de Prevencao e Controle da Rabdomidlise Induzida por Esforco Fisico e
pelo Calor. Ao Estado-Maior do Exército foi atribuida a misséo de elaborar propostas

de medidas de controle, prevencao e tratamento dessa condi¢ao clinica. Ao longo
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dos ultimos 10 (dez) anos, a Forca Terrestre manteve-se alerta para o
acometimento de militares com as lesdes musculares e suas complicacdes por meio
de Campanhas de Prevencéo (2013), bem como da realizagdo de um Programa de
Prevencdo e Controle da Rabdomidlise induzida pelo Esfor¢o Fisico e pelo Calor
(2018) conduzido pelo Instituto de Pesquisa da Capacitacdo Fisica do Exeército
(IPCFEX). Além disso, em 2019, o Exército aprovou a Portaria n° 325 de 23 de
dezembro de 2019, que estabelece as Normas para Procedimento Assistencial em
Rabdomidlise no Ambito do Exército e em 2021 o Centro de Capacitacdo Fisica do
Exército divulgou em literatura cientifica as Medidas de Prevencdo a Rabdomidlise
em militares bem como o Relatério Técnico versando sobre o Programa
implementado em 2018 (BRASIL, 2019).

2.3 CURSO BASICO PARAQUEDISTA

O curso basico de paraquedista (C Bas Pqdt) habilita o militar a realizar o
salto semiautomatico ou enganchado, no qual a abertura do paraquedas depende
apenas da acao de enganchar, ou seja, de ancorar a fita de abertura do paraquedas
a um ponto fixo no interior da aeronave (VIANA, 2020; BRASIL, 2021). Quando o
saltador abandona o avido, a fita € responsavel por provocar uma série de
distensdes e arrebentamentos, extraindo o paraquedas do invélucro no qual se
encontrava acondicionado e permitindo sua abertura, que reduz a velocidade da
gueda e estabiliza o corpo do paraquedista durante a descida até o solo (VIANA,
2020).

Desde a criacdo das primeiras unidades de paraquedistas militares, na
década de 30, o treinamento militar de seus componentes sempre foi considerado
especial. O salto de aeronave militar em voo, com 50 kg ou mais de equipamentos, &
suficiente para ditar um intenso treinamento a ser executado. No Brasil, este
treinamento é realizado na Area de Estagio Paraquedista do Centro de Instrucéo
Paraquedista (NEVES, 2010; BRASIL, 2013).

As inscrigbes para o curso envolvem a remessa de uma documentagéo que
abrange uma série de informacdes sobre sua aptidao fisica, estado de saude,
conceito disciplinar, dentre outras. Ap0s uma selecdo preliminar, testes fisicos

complementares e exames de salde séo realizados. Ultrapassadas essas fases, 0
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candidato aprovado podera se dirigir ao Centro de Instrucdo Paraquedista General
Penha Brasil, onde efetivamente realizara o curso (BRASIL, 2023).

O curso béasico de paraquedista (C Bas Pqdt) é destinado a: Oficiais,
Subtenentes e Sargentos do Exército Brasileiro, da Marinha do Brasil e da Forga
Aérea Brasileira e de Nacbes Amigas. O curso tem duracédo de 06 (seis) semanas,
divididas da seguinte forma: A primeira fase do curso, com duracdo de trés
semanas, visa capacitar os alunos, através do Treinamento Fisico Militar, em
valéncias fisicas necessarias a atividade do Paraquedista militar e fortalecer a
estrutura muscular global do individuo, com énfase nos membros inferiores e
abdbémen, para suportar a carga transportada durante o salto (0o armamento, a
mochila e o proprio paraquedas) e o impacto ao solo, por ocasido da aterragem
(NEVES, 2010; BRASIL, 2023).

Durante a primeira fase do curso, o programa de condicionamento fisico &
dividido em trabalhos aerodbicos, visando a melhora cardiovascular do individuo e
trabalhos neuromusculares. As atividades desenvolvidas pelos alunos do curso
basico Paraquedista sdo: corrida, ginastica com toros, ginastica basica, pista de
cordas, pista de treinamento em circuito (PTC) (NEVES, 2010; BRASIL, 2013;
BRASIL, 2021).

A segunda fase, também composta por trés semanas, é direcionada ao
ensino das técnicas inerentes ao Paraquedista militar, onde s&o ministradas
instrucbes em que o aluno treina repetidamente a aplicacdo das técnicas de
execucdo do salto de aeronave militar em voo, com paraquedas semiautomatico
visando seu emprego operacional (NEVES, 2010; BRASIL, 2013; BRASIL, 2021).

2.4 MARCADORES BIOQUIMICOS TRADICIONALMENTE UTILIZADOS NO
DIAGNOSTICO DA LESAO MUSCULAR E RABDOMIOLISE

O exercicio fisico, por meio de suas variaveis — volume e intensidade de
execugao, provoca diferentes modificacbes de ordem estrutural ou no nivel de
respostas no musculo esquelético, sendo que tais respostas podem ser entendidas
pela Fisiologia do Exercicio (CLARKSON, HUBAL, 2002; KRAEMER, RATAMESS,
2005; PRESTES et al., 2016). As modificagdes ou danos no tecido muscular, quando
ocasionados por exercicio fisico, podem ser decorrentes de eventos bioquimicos e

de sobrecarga mecanica e, normalmente, envolvem desordens nas estruturas das
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fibras musculares - membranas, linha Z, sarcolema, tubulos T e miofibrilas. Como
resultado, ocorre o aumento da permeabilidade da membrana, permitindo o
extravasamento de substancias para o meio extracelular (TEIXEIRA et al., 2021).
Neste contexto, existem algumas enzimas ou proteinas que classicamente se
caracterizaram como marcadores de danos musculares, as quais se destacam a
Creatina quinase (CK), a Lactato desidrogenase (LDH) e a mioglobina. A creatina
quinase MB (CKMB), embora considerada um marcador cardiaco, também pode
aparecer em situagdes clinicas de lesdo do musculo esquelético (NALKACAN, 2014;
PARK, KWAK, 2019; COSTACHE et al., 2022). Na presenca de danos nas
estruturas musculares, estas moléculas extravasam para 0 meio extracelular,
alcancando a corrente sanguinea e aumentando as suas concentracdes séricas.
Dentre estas, a CK é descrita como o melhor marcador indireto de danos teciduais

no musculo esquelético apds o exercicio (TEIXEIRA et al., 2021).

2.4.1 Creatina quinase (CK)

A creatina quinase (CK) é uma enzima dimérica, encontrada tanto no citosol
guanto nas mitocondrias da fibra muscular (Figura 1). Possui uma unidade funcional
central para todas as reacdes e cadeias quimicas que ocorrem na fibra muscular e

ajuda a manter sua integridade estrutural e funcional (KUMAR et al., 2019).

Figura 1 - Localizagao intracelular citosolica da CK
(em verde). Fonte: Adaptada do Atlas de Proteinas
Humanas. Disponivel em:

< https://lwww.proteinatlas.org/ENSG00000166165-
CKB/subcellular>. Acesso em: Agosto 2023.
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A forma citosélica da CK é composta por duas subunidades, designadas
como M (tipo muscular) e B (tipo cerebral). Essas subunidades se combinam para
produzir trés isoenzimas: MM (predominante no mauasculo esquelético), MB
(predominante no musculo cardiaco) e BB (majoritariamente no tecido cerebral); o
padrao de distribuicdo dessas isoenzimas depende do tipo de tecido (KUMAR et al.,
2019; CALLEGARI et al., 2017; BRANCACCIO et al., 2010). Dessa forma, pode-se
dizer que a CK encontra-se amplamente contida em todos os tecidos com altas
demandas de energia, sendo especialmente abundante no musculo esquelético
(aproximadamente 60%—-70%, dos quais 98% sdao CKMM e 2% sdo CKMB), no
musculo cardiaco (aproximadamente 20% a 30%, dos quais 70 a 80% sdo CKMM,
20 a 30% de CKMB) e no tecido cerebral (predominantemente CK-BB) (BAIRD et al.,
2011; LIPPI et al., 2018). A Figura 2 ilustra a distribuicdo das isoenzimas CK nos

diferentes tecidos.
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Figura 2 - Distribuicdo tecidual da creatina
guinase e suas isoenzimas CKMM, CKMB e
CKBB. Adaptado de LIPPI et al., 2018.

Os niveis séricos basais de CK (provenientes de todas as isoenzimas) variam,
em geral, de 35 a 175 U/L, podendo chegar a faixas de 20 a 16.000 U/L. Essa
ampla faixa reflete a ocorréncia inconsistente de distarbios subclinicos e lesdes
menores, fatores genéticos, estado de atividade fisica e uso de medicamentos (KIM,
LEE, 2015; CHALCHAT et al., 2021; KODADEK et al. 2022). Tais niveis sinalizam
claramente um sério comprometimento do tecido muscular estriado esquelético com
vazamento concomitante de constituintes musculares intracelulares para a
circulacao (BAIRD et al., 2012).
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Atualmente, a literatura reconhece claramente que o exercicio fisico de
intensidade baixa a moderada esta associado a uma liberacdo modesta de CK na
corrente sanguinea (CHAVEZ et al., 2016; LAZARIM et al., 2007; KODADEK et al.,
2022). Ja os valores plasmaticos de CK abaixo do limite superior do intervalo de
referéncia pode indicar uma resposta muscular adaptativa. Alguns estudos
sugeriram que a atividade plasmatica da CK pode surgir na auséncia de lesdes
histologicas, como consequéncia de alteracdes na permeabilidade da membrana
muscular. As mesmas altera¢cdes na membrana muscular que aumentam a atividade
plasmatica da CK também afetam a liberacdo de fatores de crescimento pelas
células musculares, o que poderia ser uma forma pela qual as alteracdes na
atividade plasmatica da CK refletem a adaptacdo muscular. De acordo com este
ponto de vista, a atividade individual da CK plasmatica acima do limite superior de
referéncia pode indicar a transicdo de um microtrauma adaptativo para uma leséo
muscular subclinica, aumentando o potencial de dano (LAZARIM et al., 2007).

O aumento fisioldgico de CK relacionado ao exercicio é geralmente detectavel
logo apés o término do exercicio quando o pico é atingido em torno de 24 horas
apos a atividade e os valores retornam aos niveis basais dentro de 3 a 6 dias
(CHAVEZ et al., 2016; KODADEK et al., 2022). O aumento é geralmente modesto,
normalmente compreendido entre 1,5 e 2,0 vezes o limite superior de referéncia,
mas depende muito da duracao, tipo e intensidade do exercicio (LIPPI, CERIOTTI,
2018). Lazarim e colaboradores (2007) conduziram um trabalho com o objetivo de
analisar a atividade plasmatica da CK para determinar os limites superiores em
jogadores de futebol profissional e os resultados obtidos indicam que os valores de
referéncia devem ser determinados em cada caso, ou seja, os valores de referéncia
para outras modalidades esportivas provavelmente serdo diferentes daqueles
estimados para jogadores de futebol.

Um estudo conduzido por Kenney e colaboradores (2012) avaliaram os
valores de CK durante um treinamento basico de recrutas militares do Exército
Americano e concluiu que os valores laboratoriais amplamente aceitos para o
diagnostico de rabdomidlise sdo rotineiramente excedidos nessa populacdo de
militares (submetidos ao curso de formagdo em virtude de alistamento). Este
trabalho sugere em sua conclusdo que, os niveis de CK relacionados ao quadro
clinico de rabdomidlise, nesses militares, devem ser maiores e podem ser

estabelecidos acima de 50 vezes o limite superior do valor de referéncia.
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Os intervalos de referéncia referem-se a faixa de valores de um teste
laboratorial observado em uma populacdo especifica, normalmente descrito por
limites de referéncia superior e inferior (LAZARIM et al., 2007). O limiar de CK para
um possivel diagndéstico de importante lesdo muscular tem sido por muito tempo
uma questdo de debate. Embora estudos anteriores sugerissem niveis séricos de 3
a 5 vezes o valor de referéncia, esses limites sdo caracterizados por alta
sensibilidade, mas especificidade muito baixa, especialmente em atletas submetidos
a exercicios fisicos de diferentes intensidade, ou caracteristicas (CONNOR et al.,
2008; TIETZE, BORCHERS, 2014). Além disso, os proprios métodos bioquimicos
empregados sdo muito heterogéneos entre os laboratoérios clinicos. Finalmente, a
variabilidade interindividual da CK apds o exercicio € extremamente heterogénea,
com muitos individuos frequentemente exibindo aumentos séricos ou plasmaticos
bem acima do valor de referéncia. Portanto, nessas situacfes, limites adicionais
foram propostos, com valores iguais ou maiores a 10 vezes do valor de referéncia
(TORRES et al., 2015; LIPPI, CERIOTTI, 2018).

2.4.2 Mioglobina (MIO)

A MIO esté presente nos musculos esqueléticos e cardiacos e sua principal
funcdo é o transporte de oxigénio do sarcolema para as mitocéndrias (CHAVEZ et
al., 2016; LIPPI, CERIOTTI, 2018). O exercicio fisico de intensidade baixa a
moderada esta frequentemente associado a uma liberacéo significativa desta enzima
e, geralmente, sua deteccdo ocorre imediatamente apos o término do exercicio,
atinge o pico cerca de 3 horas depois e os valores normalmente retornam a linha de
base em 24 horas. O aumento € geralmente compreendido entre 3,0 e 4,0 vezes o
valor de referéncia, mas depende muito da duragéo, tipo e intensidade do exercicio.
Por outro lado, aumentos consideraveis de MIO podem ser observados apés
exercicios de alta intensidade, atingindo um pico de até 50 a 100 vezes o valor de
referéncia entre 1 e 3 dias e, entdo, persistindo elevado por até 2 a 4 dias apos o
exercicio (LIPPI, CERIOTTI, 2018). Em termos de eficiéncia diagndstica para leséo
muscular, esse biomarcador apresenta como desvantagem a baixa sensibilidade
apos 24h da lesdo e sua rapida depuracao renal da circulacdo, o que realmente

tornaria sua avaliacdo inadequada tanto para diagnosticar a extensdo das
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microlesbes musculares quanto para monitorar sua recuperacao (LIPPI,
CERIOTTI, 2018). Contudo, a principal importancia da MIO reside na sua
capacidade de predicdo da leséo renal aguda (TORRES et al., 2015). Quando a
quantidade desta enzima liberada na corrente sanguinea supera a capacidade de
ligacdo plasmatica, a MIO se acumula no rim, podendo contribuir para a insuficiéncia
renal aguda (LIPPI, CERIOTTI, 2018).

Durante a atividade fisica as lesbes ou microlesées musculares, culminam
com o extravasamento do fluido intracelular, que depois é sequestrado nos espacos
extracelulares. Com isso, ocorre uma limitacdo do volume intravascular e ativacéo
do sistema renina-angiotensina-aldosterona, diminuindo o fluxo sanguineo renal.
Adicionalmente, a liberagdo da mioglobina na circulagéo sistémica exerce um efeito
citotéxico no néfron, tanto diretamente quanto indiretamente. O ferro livre resultante
da quebra da mioglobina no rim promove a formacdo de espécimes reativos de
oxigénio, que na forma de radicais livres danificam a integridade tubular renal. Um
segundo mecanismo indireto de lesao renal € a peroxidacdo lipidica, que ocorre
quando os componentes da membrana lipidica das células renais reagem com a
forma ferril da mioglobina. E importante destacar também que a presenca de acidose
metabdlica potencializa a nefrotoxicidade da mioglobina por promover a formacéo de
cilindros e obstrucao tubular (CHAVEZ et al., 2016; KODADEK et al., 2022).

2.4.3 Lactato desidrogenase (LDH)

A aptiddo muscular e a resisténcia a fadiga dependem fortemente da
capacidade de catabolizar as reservas energéticas, incluindo éacidos graxos e
glicose, para atender as demandas de ATP. O piruvato e o lactato sdo substratos
essenciais utilizados pelo musculo esquelético particularmente durante o exercicio.
No metabolismo da glicllise, o piruvato serve como um substrato para o ciclo
mitocondrial e cataboliza a glicose para a producdo maxima de adenosina trifosfato
(ATP). A lactato desidrogenase (LDH) é a enzima chave que catalisa a
interconversdo de piruvato e lactato, regulando assim sua homeostase celular
(LIANG et al., 2016; HASSAN, 2020). Portanto, a atividade da LDH pode inclusive
refletir o grau de degradacdo do glicogénio para produzir energia, decorrente do

esforco muscular ou ainda ser um indicador da capacidade anaerodbica, destinada a
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atender a demanda energética do corpo durante a realizagcdo dos exercicios
(HASSAN, 2020).

A LDH apresenta inicio de liberacdo na corrente sanguinea apos esforgos
fisicos de baixa a moderada intensidade, em um periodo de 1 a 3 horas apo6s o
término do exercicio e atinge o pico entre 3 e 6 horas depois. Normalmente retorna
aos niveis basais dentro de 24 horas. Embora seu aumento seja modesto,
geralmente compreendido entre 1,2 e 1,3 vezes o valor de referéncia, a literatura
revela diversos estudos que demonstram o aumento dos niveis de LDH apés
atividade fisica (LIPPI, CERIOTTI, 2018). Como exemplo, estudos realizados com
atletas de diferentes modalidades esportivas, a saber: jogadores de futebol
(BARRANCO et al., 2017), atletas de natacdo (RAHMANIAN et al., 2022), triatletas
(PARK, KAWK, 2019) e maratonistas (SOUZA et al.,, 2019), demonstraram um
aumento significativo dos niveis de LDH nos momentos antes e apos a atividade

fisica avaliada.

2.4.4 Creatina quinase massa (CKMB)

Os valores de CKMB aumentados geralmente reportam que o tecido cardiaco
foi acometido a um estresse em atividade extenuante. Entretanto, a atividade da CK
total possui participacdo de cerca de 20% da CKMB, o que sugere que niveis
aumentados de CK total, podem ser acompanhados de um incremento da
concentracdo sérica da isoenzima CKMB (SOARES at el., 2019). Alguns estudos
recentes propuseram que o0s biomarcadores de dano do mdusculo cardiaco
aumentam apos 0 exercicio, mesmo em individuos saudaveis, de modo que os
niveis séricos da isoenzima CKMB podem aumentar em decorréncia de exercicio
fisico intenso (SHARIFZADEH et al., 2019; SOARES at el., 2019; PARK, KWAK,
2019). Como a CKMB esta presente em maior concentracdo nas células do tecido
do miocardio, quando encontra-se aumentada apoés atividade fisica, possivelmente,
tal atividade demandou um intenso trabalho do musculo cardiaco (SOARES at el.,
2019).

Com o intuito de auxiliar a interpretacdo da elevacao sérica dessa isoenzima,
ou seja, se o aumento da CKMB envolve 0 musculo cardiaco propriamente dito ou

se estd mais relacionado ao trabalho das fibras musculares esqueléticas, a relacédo
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da concentracdo em ng/mL de CKMB e a atividade enzimatica em U/L da CK total

é constantemente usada, conforme descrito abaixo:

% relativo = Valor CKMB (ng/mL) x 100
CK total (U/L)

Dados bem estabelecidos na literatura mostram que valores acima de 4,5-6%
indicam comprometimento cardiaco e abaixo de 3% um dano predominantemente
muscular esquelético (NALCAKAN, 2014; PANTEGHINI, 1999). No entanto cabe
ressaltar que a maioria desses valores foram determinados em populagbes
saudaveis e em individuos com extensas lesées musculares, mas ndo em militares

em curso operacional.

2.5 POLIMORFISMO DO GENE ACTN3

As alfa-actininas sdo um grupo de proteinas do citoesqueleto localizadas nos
musculos esquelético, cardiaco e liso. Nos musculos esqueléticos, a alfa-actinina
estd localizada nas linhas Z dos sarcébmeros e forma ligacdes cruzadas actina-
actina. Por essa razdo, a alfa-actinina representa um importante componente
estrutural na geracdo e transmissdo da forca contratii muscular, bem como na
manutenc¢ao dos arranjos miofibrilares. A actinina do musculo esquelético inclui duas
isoformas: alfa-actinina-2 e alfa-actinina-3. A primeira é identificada em todas as
fibras musculares esqueléticas, enquanto a expressao da alfa-actinina-3 € restrita as
fibras musculares rapidas (tipo 1) (OGURA et al., 2008; OGURA et al., 2009; DEL
COSO et al., 2016).

De acordo com o Atlas de Proteinas Humanas, em termos de expressao
tecidual, a alfa-actnina-3 representa uma proteina altamente expressa e especifica

do musculo esquelético, conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Expressao tecidual da alfa-actinina-3 no musculo esquelético
(em marrom). Fonte: Adaptado do Atlas de Proteinas Humanas.
Disponivel em:  <https://www.proteinatlas.org/ENSG00000248746-
ACTN3/tissue>. Acesso em: Junho de 2023.

Recentemente, o interesse relacionado a alfa-actinina-3 centrou-se nas
influéncias no desempenho fisico decorrentes do polimorfismo do gene ACTN3 que
codifica a alfa-actinina. De fato, evidéncias referenciaram o gene ACTN3 como um
“‘gene para velocidade” (BERMAN, NORTH, 2010; HEAD et al., 2015; PICKERING,
KIELY, 2017). O polimorfismo do gene ACTN3 (R577X, rs1815739) envolve uma
substituicdo da base citosina (C) para timina (T), na posicdo 1.747 do éxon 16, o que
resulta na transformacdo do aminoacido arginina (R) em um codon de parada
prematuro (X) no residuo 577 (R577). A presenca do alelo X no polimorfismo de
nucleotideo Unico leva a produgdo de a-actinina-3 ndo funcional, impactando na
atividade do mdasculo esquelético para gerar contracbes vigorosas em alta
velocidade. Os homozigotos do alelo X sédo deficientes na proteina alfa-actinina-3,
que estd associada a uma porcentagem menor de fibra de contracdo rapida, mas
nao resulta em doenca (PICKERING, KIELY, 2017; PASQUA et al., 2011; MORENO
et al., 2020). Foi observado que a frequéncia do alelo R do ACTN3 tende a ser maior
entre atletas que participam de eventos relacionados a velocidade e de forca em
relacdo a individuos que participam de eventos de resisténcia (PIMENTA et al.,
2013; DEL COSO et al., 2016; PICKERING, KIELY, 2017). As atividades militares
possuem caracteristicas mistas, o que pode fazer da alfa-actinina-3 uma proteina
determinante para o desempenho fisico global. Além disso, evidéncias emergentes
sugerem que esse polimorfismo pode afetar outros importantes fenétipos como a
recuperacdo de exercicios, o risco a lesbes e a adaptagcdo ao treinamento
(MYOSOTIS et al.,, 2017; PICKERING, KIELY, 2017; DEL COSO et al. 2018;
RODAS et al. 2021). A figura 4 sumariza as possiveis implicacdes mais amplas do

genaotipo ACTNS relacionadas a atividade fisica.
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Figura 4 - Resumo das possiveis implicacdes do gendtipo ACTN3
relacionadas a atividade fisica. Fonte: Adaptado de PICKERING, KIELY,
2017.

Desse modo, pode-se inferir que 0 aspecto multifacetado do polimorfismo do
gene ACTNS aliado a riqueza dos desdobramentos decorrentes do gendtipo e suas
influéncias no desempenho fisico, foram os combustiveis que impulsionaram a

inclusédo do estudo desse polimorfismo no presente trabalho.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes plasmaticas dos biomarcadores tradicionalmente usados
no diagnostico da lesdo muscular induzida por exercicio, durante atividade fisica
militar, a saber: creatina quinase total (CK), creatina quinase cardiaca (CKMB),
mioglobina e lactato desidrogenase (LDH); bem como investigar possiveis
correlacdes com os diferentes gendtipos apresentados por eles para o polimorfismo
do gene ACTNS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Selecionar um grupo homogéneo de militares voluntarios, alunos do Curso
Bésico Paraquedista do Exército Brasileiro;

— Aplicar a escala de Borg para a avaliacdo subjetiva da percepcao do esforco
imediatamente apdés a atividade fisica militar;

— Avaliar a cinética dos biomarcadores tradicionalmente utilizados na
verificacdo do comprometimento muscular esquelético apds atividade fisica
militar;

— Determinar o gendétipo do polimorfismo rs1815739 do gene ACTN3 e

correlacionar com os dados da populacéo brasileira.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 POPULACAO

Os participantes do estudo foram alunos militares, provenientes do Curso
Basico Paraquedista, conduzido pelo Centro de Instrucdo Paraquedista General
Penha Brasil, realizado em outubro de 2022.

A apresentacdo do projeto de pesquisa foi realizada no auditorio do referido
Centro de Instrucdo e foi pautada na exposicao dos objetivos e esclarecimentos
sobre todas as etapas. Apds concordarem com a participacdo no estudo, trinta e
dois (32) militares do sexo masculino aderiram como voluntarios, sendo todos eles
cadetes do ultimo ano da Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN). Nesse
momento, também foram coletados os resultados do ultimo Teste de Aptidao Fisica
(TAF), que consiste em uma corrida de 12 minutos, percorrendo cerca de 3.200m.
Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO 1), no qual constou que a participacdo € estritamente voluntaria e, ainda
gue sejam militares, ndo ha margem para constrangimento hierarquico. O trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Capacitacéo Fisica do
Exército — CCFEX, conforme consta no apéndice, sendo obtido o Certificado de
Apresentacdo de Apreciagio Etica (CAAE) 58413222.2.0000.9433.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para a selecdo dos voluntarios foram escolhidos os experientes cadetes
militares, de forma a obter uma populacdo mais homogénea. Desse modo, 0 género,
a faixa etaria e o condicionamento fisico foram compativeis com o perfil dos cadetes
gue cursam o ultimo ano da AMAN, conforme descrito abaixo:

- Sexo: masculino;

- Idade: de 22 a 26 anos; e

- Ultimo Teste de Aptiddo Fisica como Muito Bom ou Excelente (3.213m *
132m em 12 minutos, valores em média).

Além desses parametros, foram excluidos aqueles que relataram:
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- a presenca de lesbes ortopédicas, dores musculares e/ou qualquer outra
gueixa de saude que pudessem impedir o melhor desempenho na exigéncia fisica
do dia a dia de atividade dos militares;

- uso de medicamentos analgésicos e anti-inflamatérios nos 3 (trés) dias que
antecederam a atividade do curso;

- uso de suplementos destinados a otimizar o desempenho fisico como, por

exemplo, cafeina e termogénicos.

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras biolégicas foram coletadas a partir de puncdo de sangue
periférico utilizando-se do sistema a vacuo Vacuette® realizada por profissionais
qualificados para tal atividade em tubos de 4 mL contendo EDTA (para evitar a

coagulacao sanguinea) e de 8 mL “sem anticoagulante”.

4.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado durante a primeira semana do Curso Basico
Paraquedista. Nesta semana, as atividades comecavam por volta das 5:30h e
finalizavam por volta das 16h, com intervalo de almoco das 12-13h. Dentro da
programacao semanal, constavam atividades administrativas, treinamentos fisicos e
palestras. De cordo com a Divisdo de Ensino, responsavel pela conducdo das
atividades do Curso Basico Paraquedista, ndo houve restricdo quanto a ingestdo de
agua, privacdo de sono ou restricdo de alimentacao.

A coleta das amostras biologicas foi realizada em 4 (quatro) diferentes dias e
totalizaram 6 (seis) coletas, conforme discriminado abaixo:

Dia 1 (D1): coleta antes e apo0s atividade fisica (C1 e C2, respectivamente),
representada pelo Exame de Aptidao Fisica Definitiva (EAFD) de pista de cordas em
tempo livre e corrida de 5km em até 25 minutos, vestindo cal¢ca camuflada e coturno.
A primeira coleta foi realizada no Destacamento de Saude do Centro de Instrugéo
Paraquedista General Penha Brasil e a segunda na Ponte da Amizade, localizada
exatamente na linha de chegada da pista de corrida.

Dia 2 (D2): coleta (C3) 24h apds C1l e antes da atividade fisica em D2.

Realizada no Destacamento de Saude do Centro de Instrucdo Paraquedista General
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Penha Brasil. Neste dia, a atividade fisica prevista para todos os alunos do Curso
Basico Paraquedista era o EAFD de natacdo (50 metros em 2 minutos e 30
segundos), que foi realizada apds a coleta.

Dia 3 (D3): coleta antes (C4) e ap6s (C5) a cerimbnia da Marcacdo de
Capacete, ambas realizadas no Destacamento de Saude do Centro de Instrucéo
Paraquedista General Penha Brasil. D3 ocorreu 24h apos D2.

Dia 4 (D4): sexta e Ultima coleta (C6) realizada ap6s 96h apés CA4.

A figura 5 ilustra a linha o tempo do protocolo experimental utilizado.

&
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|
|
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| T ||

Pista de cordas e Marcagéo de capacete
corrida 50m
(5km 25min) 2min30seg 3 tempos de 50min

Figura 5 — Representacéo do protocolo experimental. Referéncia: o autor.

Natagédo

Os intervalos de coleta foram ajustados de forma a ndo comprometer as
atividades previstas, mas estabelecidos conforme os dados de cinética dos
marcadores ja conhecidos (CK, mioglobina e LDH), até seu retorno aos valores
basais (FERNANDES, J. F. T. et. al, 2019; YANG, Y., CHEN, Z, 2021). Todas as
atividades fisicas foram coordenadas por Oficial de Treinamento Fisico Militar
capacitado e apoiado por equipe médica de emergéncia.

A Marcacdo de Capacetes € uma atividade preliminar do curso basico de
paraquedismo e esse evento acontece conforme o Cerimonial de Entrada e de
Saida da Area de Estagios. O deslocamento para a area de estagios €é realizado em
formacdo, passo acelerado e 0s movimentos s&do estereotipados: joelhos
exageradamente suspensos (elevacdo de joelhos com flexdo excessiva de quadril),
pés batendo firme no solo, cabecas erguidas e o tronco reto. A marcacdo de
capacetes é dividida em 3 (trés) se¢bes de 50 (cinquenta) minutos, com intervalos
de 10 (dez) minutos. Na primeira secdo, os alunos realizaram 5 (cinco) entradas e
saidas da area de estagios, num percurso de, aproximadamente, 400 (quatrocentos)
metros. Nesta secdo, entre as entradas e saidas da area de estagio, a comando do
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instrutor, foi realizado o exercicio vulgarmente conhecido como “canguru”,

conforme ilustrado na figura 6.

Figura 6 - Execucéo do exercicio canguru. Fonte: EB, 2013.

A segunda secao teve duas entradas e saidas da area de estagios,
percorrendo 0 mesmo percurso, ou seja, 400 (quatrocentos) metros e foi focada em
exercicios fisicos, iniciando com 3 (trés) minutos de execucdo de repeticbes de
canguru e, em seguida, todos o0s alunos se apresentaram aos instrutores
executando 20 (vinte) cangurus seguidos de 10 (dez) flexdes. Os instrutores se

revezaram para supervisionar particularmente os participantes e cada um
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determinava a execucado do exercicio que era intercalado entre canguru, flexdo de

bracos e polichinelo.

Por fim, a terceira e ultima secdo foi composta basicamente por atividade

fisica intensa onde cerca de 35 (trinta e cinco) instrutores se revezaram para

supervisao e determinacdo dos exercicios, sendo estes majoritariamente canguru e

flexdo de bracos, em séries de 10 (dez) exercicios. As atividades realizadas foram

sumarizadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Sumario de atividades realizadas pelos militares do curso.

N - corrida de 5km em 25 minutos, vestindo calca camuflada e coturno
Q - 4 metros de subida em corda sem usar os pés com tempo livre
2 - 50 metros de natacdo em até 2min 30s
- 5 percursos de 400m — corrida com joelhos exageradamente suspensos
(elevacdo de joelhos com flexdo excessiva de quadril) e pés batendo
< | firmes no solo
g - Entre os 5 percursos de corrida foram realizados, no total,
o | aproximadamente 100 repeticbes de canguru
- Apés essa sequéncia de atividades foi concedido um intervalo de 10
minutos
- 2 percursos de 400m - corrida com joelhos exageradamente suspensos
(elevacdo de joelhos com flexdo excessiva de quadril) e pés batendo
firmes no solo
< - Ap6s o segundo percurso da corrida, foram realizados 3 minutos de
Q c repeticdes de cangurus em ritmo moderado
'€ | - Na sequéncia, todos os alunos do curso executaram 20 cangurus
Q | seguidos de 10 flexdes de brago
- Por fim, durante 25 minutos, foram executados repeticdes de cangurus
intercalados com flexdes de polichinelos em séries de 10 exercicios
totalizando, aproximadamente, 300 repeti¢des.
- Apés essa sequéncia de atividades foi concedido um intervalo de 10
minutos
£ |- Durante 50 minutos foram realizadas 200 repeticdes de cangurus
g intercaladas com 200 repeticbes de flexoes de braco em séries de 10
L0 | exercicios
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4.5 ESTIMATIVA DO VOLUME DE EXERCICIO APLICADO

O volume de exercicio praticado durante a corrida de 5 km com calca e
coturno, bem como o volume de atividade fisica realizado na cerimdnia de marcagéo
de capacete foram obtidos segundo o planejamento de atividades e quadro de
trabalho semanal do curso, alvo representado pelo nimero de repeticdes e entradas
e saidas da area de estagio. Tanto o EAFD de corrida como a cerimbnia de

marcacao de capacete constituem etapas eliminatorias.

4.6 AVALIACAO DO ESFORCO PERCEBIDO — ESCALA DE BORG

A Classificagdo de Esfor¢co Percebido de Borg (RPE) constitui uma forma
amplamente utilizada de medir o nivel de intensidade da atividade fisica (BORG,
1970; DEL COSO et al. 2016; BARRANCO et al., 2017; LIMA et al.,, 2021). A
classificacdo original dessa escala varia do nivel 6 ao 20, na qual o nivel 6 refere-se
a “nenhum esforgo” e o “esforgo maximo” corresponde ao nivel 20. Geralmente, as
classificacdes de esforco percebido entre 12 a 14, na Escala de Borg, sugerem que
a atividade fisica esta classificada em um nivel moderado de intensidade (CDC,
2022; CABRAL et al., 2017; BORG, 1970). A tabela 1 descreve cada uma das
classificacdes da escala de Borg e o correspondente nivel de esforco percebido.

Tabela 1- Escala de Borg (CABRAL et al., 2020).

Escala de Borg Nivel de Percepcéo de Esforco
6 Nenhum esfor¢o
7 Extremamente leve
8 Extremamente leve
9 Muito leve
10 Muito leve
11 Leve
12 Leve

13 Um pouco dificil (pesado)
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14 Um pouco dificil (pesado)
15 Dificil (pesado)

16 Dificil (pesado)

17 Muito dificil (pesado)

18 Muito dificil (pesado)

19 Extremamente dificil (pesado)
20 Esfor¢o maximo

A escala de Borg foi utilizada para avaliar o esfor¢co percebido dos voluntarios
apos a corrida de 5km (D1:C2) e apdés a cerimbnia da Marcacdo de Capacete
(D3:C5). A escala foi explanada previamente a cada militar. A equipe de coleta foi
independente da equipe que controlou o volume dos exercicios e daquela que
aplicou as atividades fisicas. Foi garantido ao voluntario a oportunidade de uma
resposta real, uma vez que o trabalho com equipes independentes permitiu que a
resposta ndo fosse usada para ajustar ou modificar a carga de exercicios. Para a
obtencdo dos resultados, cada individuo foi abordado imediatamente apds sua

atividade, individualmente sem a interferéncia ou testemunho de outros voluntarios.

4.7 ANALISES LABORATORIAIS DOS BIOMARCADORES

As concentragdes plasmaticas ou atividades enzimaticas de creatina quinase
e lactato desidrogenase foram analisadas por meio do método fotométrico, enquanto
que os biomarcadores mioglobina e CKMB por quimioluminescéncia. Todas as
analises foram realizadas com amostras de soro, utilizando o equipamento Alinity
(Abbott) do Laboratério de Andlises Clinicas do Instituto de Biologia do EXxército,

localizado no Hospital Central do Exército.

4.8 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO DO GENE ACTNS3

Os tubos EDTA com as amostras de sangue periférico foram centrifugados a
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3000 rpm por 5 minutos (Eppendorf Hamburg, Germany) e as fracdes celulares

contendo os elementos figurados do sangue (hemacias, leucécitos e plaquetas)
foram submetidas a métodos de extracdo de DNA gendmico por beads magnéticas
sob automatizacdo com kit comercial para extracdo de DNA na plataforma de
extracdo EXTRACTA® 32 (Loccus, Cotia, BR). A qualidade, bem como a
quantificacdo do acido nucleico obtido foi verificada por espectrofotometria usando
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific; Wilmington, USA). O mesmo foi armazenado a -
20°C. A genotipagem do SNP no gene ACTN3 (rs1815739) foi realizada através de
ensaio de discriminacao alélica usando sondas do tipo TagMan e reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR) com leituras no aparelho StepOnePlus Real-
Time PCR System (Thermofisher, Foster City, CA, USA). Os oligonucleotideos e
sondas utilizados para a fabricacdo dos ensaios foram obtidos comercialmente na
forma ja funcionalmente testada e validada pelo fabricante (Thermofisher, Foster
city, CA, USA). Em cada poco da placa de gPCR foram pipetados 10-15 ng de DNA
(1 L) além de 5 pyL de Master mix para genotipagem (TagMan Genotyping Master
Mix® - 2x), 0,5 pL de primers e sondas especificos (TagMan Genotyping Assay mix®
- 20x) e 3,5 yL de agua livre de DNAse e RNAse, totalizando para cada amostra, um
volume final de 10 pL. A determinacdo dos gendtipos apdés a amplificacao foi
realizada no software StepOnePlus™ Software v2.3 e confirmada através do

software TagMan® Genotyper.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

4.9.1 Avaliacao do esforgco percebido — Escala de Borg

Foi utilizado o teste de Kolmogorov Smirnov para avaliar a distribuicdo dos
dados referentes a escala de Borg. As medianas de Borg foram comparadas atraves

de testes de Wilcoxon para amostras pareadas.

4.9.2 Analises laboratoriais dos biomarcadores

As analises estatisticas aplicadas para as concentragdes plasmaticas dos

marcadores CK, Mioglobina, LDH e CKMB foram realizadas utilizando o software
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GradPad Prism. Os resultados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o

teste de Kolmogorov Smirnov. As medidas foram avaliadas intragupo em cada
tempo de coleta (C1, C2, C3, C4, C5 e C6). Para os dados que apresentaram
distribuicdo normal, foi aplicada a estatistica paramétrica (teste t de Student
pareado). Os dados com distribuicdo ndo normal foram tratados obedecendo a
estatistica na&o-paramétrica, representado pelo teste de Mann-Whitney. Para
andlises nos diversos tempos, ou seja, antes e ap06s a corrida, antes e apos a
marcacdo de capacete e ente Cl1l e C6, foram usados os testes pareados de

Wilcoxon.

4.9.3 Genotipagem do polimorfismo do gene ACTN3

A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo rs1815739 no gene ACTNS foi
testada para possiveis desvios do equilibrio de Hardy—Weinberg usando o teste de
qui-quadrado. Além disso, sua analise no trabalho foi realizada considerando o
modelo genético populacional de gendtipos (RR, RX e XX) e o modelo recessivo (R
e X) onde os individuos heterozigotos e homozigotos para o alelo majoritario foram
agrupados na mesma classe, baseado em seu fendtipo fisiolégico. Para testar os
biomarcadores com distribuicdo nao-normal (CK, CKMB e MIO) em funcédo dos
modelos de genoétipos e recessivo em cada momento separadamente, foram
aplicados respectivamente os testes ndo paramétricos de Kruskall-wallis e Mann
Whitney. Para LDH e os mesmos modelos genéticos foram aplicados e os testes
paramétricos de ANOVA one-way e teste de t para amostras independentes. A
significancia estatistica de comparacfes multiplas de fenotipos de exercicio foi

ajustada pela correcéo de Bonferroni.
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5 RESULTADOS

5.1 VOLUME DE EXERCICIO APLICADO

Todos os militares participantes do estudo foram aprovados nas avaliagbes
fisicas: pista de cordas, EAFD de corrida, natacdo e cerimbnia de marcacao de
capacete. Essas atividades fazem parte do rol de avaliagdes eliminatérias do Curso
Basico Paraquedista. Em relacdo "a pista de cordas (4 metros de subida em corda
sem usar os pés) e ‘a natacao (50m em 2min e 30s), nao foi possivel aplicar o teste
de esforco subjetivo ou mesmo computar o tempo preciso de execucao e realizar
coletas sanguineas apoés a atividade. Quanto ao EAFD de corrida (5km em 25min),
nao foi possivel computar os tempos em que cada militar completou a atividade pelo
alto risco de comprometimento do andamento das atividades previstas do Curso. Por
fim, as atividades do Cerimonial de Marcacdo de Capacete, quais sejam, 0S
percursos de entradas e saidas da area de estagio (5 percursos de 400m e 2
percursos de 400m) e execucdes das repeticdes de cangurus, flexdes de bracos e
de polichinelos, foram realizadas em bloco, com todos os alunos do Curso de uma
s6 vez, sendo 0s exercicios realizados simultaneamente e com supervisionamento.
Diante dos desafios aqui apresentados, optou-se por utilizar a escala de Borg como
ferramenta para a avaliacao subjetiva do esforco nos momentos em que foi possivel

obté-la.

5.2 AVALIACAO DO ESFORCO PERCEBIDO — ESCALA DE BORG

As analises de esforgo percebido por meio da escala de Borg, demonstraram
que os militares tiveram diferentes percepc¢des em relacao as atividades praticadas.
ApoOs a marcacdo do capacete as medianas apresentadas foram bem superiores
(p<0,0001) e inclusive se aproximaram muito dos valores maximos da escala. Tais
dados apontam para o fato de que as atividades realizadas na prova da marcacao
do capacete foram muito mais intensas que durante a corrida. A Tabela 2 resume os
resultados obtidos a partir do teste de Wilcoxon aplicado devido a distribuicdo néo

normal dos dados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados da avaliacdo do esforco percebido
utilizando a escala de Borg (n = 32)

Idade 23+2,0

Borg ap0s corrida 11+2,0

Borg ap6s Marcacéao

**
de Capacete 16,5+3,0

** p<0,01 para 0 momento apds corrida. Dados apresentados
em mediana * desvio interquartil médio.

5.3 ANALISES LABORATORIAIS DOS MARCADORES CK, CKMB, MIOGLOBINA E
LDH

Os resultados obtidos de CK, CKMB, MIO e LDH, nos diferentes momentos
de coleta, foram avaliados quanto a normalidade. Os biomarcadores CK, CKMB e
MIO apresentaram uma distribuicdo ndo normal e, por esse motivo, foram calculadas
suas medianas e desvios interquartil médio. JA LDH apresentou uma distribuicdo
normal e, portanto, seus valores foram trabalhados em médias e desvios padréo.

Corroborando os resultados encontrados na medida do esforco percebido por
meio da escala de Borg, os niveis de CK, mioglobina, CKMB e LDH, conforme
apresentado na Figura 6, apresentaram um aumento significativo de suas
concentracdes plasmaticas ap0s as provas de corrida e de marcacédo de capacete,
ocorrendo um aumento ainda superior ap6s a prova de marcacéo de capacete. Cabe
destacar que as medianas no momento 96 horas apds a prova do capacete, para
todos os marcadores aqui apresentados, ndo sao diferentes das medianas
apresentadas antes da corrida que marcou o inicio das atividades, demonstrando
que nesse tempo a recuperacdo muscular dos militares ja foi satisfatéria. Os niveis
de CK e CKMB (Figuras 6A e 6B) foram bem semelhantes durante todos os pontos
medidos na atividade exceto pelo fato de que os niveis de CKMB ap06s a corrida
foram significativamente maiores do que no momento de 96 horas apos a prova do
capacete. Outro ponto interessante reside nos niveis de CK e CKMB aumentados
antes da prova do capacete, comparativamente ao momento 24 horas apos a
corrida, e antes da prova de natacdo (PRE_NAT), mostrando que esse aumento
pode ser consequéncia da prova de natacdo acrescida do acumulo das atividades

do dia anterior. Observa-se que as médias de LDH 96hs apés a prova do capacete
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foram significantemente menores que as médias encontradas antes do inicio do
curso (Figura 6D). De modo semelhante ao ocorrido com CK e CKMB antes da
prova do capacete, uma das hipbteses para esse comportamento de modesto
aumento de LDH visualizado na primeira coleta, anterior ao inicio de qualquer
atividade fisica do Curso Béasico Paraquedista, pode ser alguma atividade fisica
realizada pelos participantes do estudo nas 24-48h antecedentes ao inicio do curso,
a fim de manter o preparo fisico, acarretando em algum efeito decorrente de
acumulo de atividades anteriores a apresentacao no Curso Basico Praquedista.

As medianas de CK, Mioglobina e CKMB foram comparadas a partir de
analises pareadas utilizando o teste de Wilcoxon, em fun¢éo de sua distribuicdo nao
normal enquanto que, para a analise das médias de LDH (Unica variavel com
distribuicdo normal) foi utilizado o teste t de student pareado. O grafico apresentado
com os resultados da MIO foi plotado em escala de logz, diferente dos demais
(apresentados em escala decimal), de modo a possibilitar a visualizacdo das

diferencas nas concentracdes plasmaticas desse analito.
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Figura 7 - Valores em medianas de CK (7A), CKMB (7B), MIO (7C) e médias
de LDH (7D) nos momentos antes e apds a corrida (PRE_Corrida e
POS_Corrida), 24 horas apos a corrida (24h_PRE_Nat), antes e apo0s a
marcacao de capacete (PRE_Capacete e POST_Capacete) e apds 96 horas
da prova do capacete (96hs). **p<0,01; ***p<0,001; #p<0,0001; ns = nao
significativo.
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5.4 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO DO GENE ACTN3

A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo do gene ACTN3 demonstrou
uma frequéncia superior para o genoétipo CT (RX), seguido do gendtipo CC (RR) e,
com menor frequéncia, o gendtipo TT (XX). Os resultados das analises da
genotipagem encontram-se apresentados na Tabela 3 e estdo de acordo com o
equilibrio genético de Hardy Weinberg.

Tabela 3 — Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo ACTNS3.

. Total
Variavel
n %
ACTN3
TT (XX) 5 19,0
CT (RX) 15 46,5
CC (RR) 12 34,5

Os valores dos indices do ultimo TAF dos participantes antes da entrada no
curso, bem como os valores da escala de Borg apds a corrida e apds a prova do
capacete foram analisados em fungéo dos genotipos e dos alelos apresentados para
o polimorfismo no gene ACTN3. Os indices alcancados dos ultimos TAFs apesar de
préximos de uma significAncia, foram semelhantes entre os gendétipos e alelos. Os

valores da escala de BORG também néo foram diferentes.

Tabela 4 - Distribuicdo dos gendétipos/alelos do polimorfismo ACTN3 em funcdo das medianas do ultimo
TAF dos participantes bem como sua escala de percepcédo de esforco apos a corrida e prova do capacete.

Biomarcador TT(XX) CT(RX) CC(RR) p Alelo R Alelo X P
Ultimo TAF 3115+158 3262+181 3200+150 0,080 3200+150 3115+158 0,070
Borg po6s corrida (C2) 11,5+2,0 11,0£2,0 11,0£50 0,940 11,0£3,0 11,5+2,0 0,9352
Borg po6s Capacete (C5) 15,0+3,0 16,0£3,0 17,0£3,0 0,514 16,5+3,0 150+3,0 0,620

Com vistas a investigar a possivel relacdo entre a variabilidade dos
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biomarcadores avaliados no presente trabalho em funcéo dos diferentes gendtipos

e alelos no gene ACTNS, os resultados das medianas de CK, CKMB, mioglobina e
das médias de LDH foram reunidos e apresentados na Tabela 4. Como pode ser
observado, as medianas aumentaram de maneira similar em todos o0s
biomarcadores em uma analise intramarcadores com 0S maiores incrementos
aparecendo no quinto ponto, que coincide com o apice do exercicio fisico do curso
em todos os gendtipos observados, seguido pela reducdo dos niveis séricos a
valores comparaveis aos iniciais 96h apos a marcacédo de capacete.

A andlise das medianas dos niveis de CK, MIO e CKMB nos 6 momentos
(antes e apods a corrida, antes da natacao, antes e ap0s a marcacao de capacete e
apos 96h) demonstrou que tais biomarcadores ndo foram profundamente
influenciados pelos diferentes gendtipos de ACTN3 ou ainda pela presenca de pelo
menos um de seus alelos R (Tabela 5). As médias dos niveis séricos de LDH
também nédo foram diferentes entre os gendtipos/alelos do ACTN3, em todos os 6

momentos avaliados.



TABELA 5 - Medianas dos genotipos e alelos do gene ACTN3 em funcdo dos biomarcadores CK, CKMB e MIO e

médias dos mesmos genotipos e alelos em funcéo da enzima LDH.

Biomarcador

CK pré corrida (C1)

CK p6s corrida (C2)

CK pré natacao (C3)

CK pré marcacgéo de
capacete (C4)

CK p6s marcacao de
capacete (C5)

CK pés 96h (C6)

CKMB pré corrida (C1)

CKMB pés corrida (C2)
CKMB pré natacao (C3)

CKMB pré marcagéao de
capacete (C4)

CKMB pés marcagéo de
capacete (C5)

CKMB p6s 96h (C6)

MIO pré corrida (C1)

TT (XX)
175,0+62,0
257,0+76,0

243,0+114,0

422,0+206,0

598,0+299,0

208,0+1315,0
2,211
29+11

3,0+2,2

4,3+3,5

5,9+3,7

2,3%1,9

28,6+26,6

CT (RX)
217,0+117,0
298,0+195,0

277,0+214,0

442,0+172,0

708,0+290,0

229,0+175,0
1,7+0,7
2,0+1,0

2,315

3,0+£2,0

4,5+2.8

1,6+0,9

39,6+25,6

CC (RR)
244,5+112,0
324,5+192,0

349,5+242,0

498,0+312,0

848,5+445,0

235,0+139,0
1,6%1,2
2,1+19

2,4+21

3,1+1,8

4,5+6,7

2,1+1,5

39,5+31,8

p
0,284

0,249

0,310

0,164

0,090

0,681
0,694
0,771

0,558

0,274

0,893

0,171

0,220

Alelo R
228,0+141,0
324,0+177,0

283,0+202,0

465,0+211,0

711,0+451,0

229,0+145,0
1,6%1,0
2,0£1,0

2,3+2,0

3,0+£2,0

4,5+4.0

1,6%1,0

39,6+22,0

Alelo X
175,0+62,0
257,0£76,0

243,0+114,0

422,0+206,0

598,0+299,0

208,0+1315,0
2,2+1,0
2,9+1,0

3,0+£2,0

4,3+3,0

5,9+4,0

2,3+2,0

28,6+27,0

0,166
0,109

0,263

0,310

0,077

0,999
0,448
0,545

0,545

0,285

0,658

0,999

0,087
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MIO pés corrida (C2) 66,1+22,8 79,4+42,0 94,4457,8 0,170  79,7%56,0 66,1423,0 0,068
MIO pré natacéo (C3) 34,7+18,2 40,09,2 39,8+18,8 0,473 40,5150 34,7+180 0,241
MIO pre marcacdo de 40,9+102  456+155  40,7¢13,4 0,627  44,9¢160  40,9+100 0,650
capacete (C4)

Biomarcador TT (XX) CT (RX) CC (RR) p Alelo R Alelo X P
IO [P [MEIERED 6 208,3+215,1 457,8+351,5 497,3+379,2 0,057 489,1+3450 228,3+2150 0,019
capacete (C5)

MIO pés 96h (C6) 41,4+99,5 46,5+19,6 50,9+36,8 0,910  49,9+210  41,4+100,0 0,880
LDH pré corrida (C1) 164,2473,0  157,4+240  170,5¢37,0 0,421  1632+33,0  164,2¢730 0,954
LDH pés corrida (C2) 222,6£78,0  202,5+¢31,0  2257#47,0 0,126  211,4#33,0  222,6¢t780 0,676
LDH pré natacéo (C3) 179,4+78,0  169,0¢41,0  177,2¢260 0,600  172,4+37,0  179,4+780 0,713
LDH pré marcacdo de 177,8+73,0  162,4+38,0  178,6+36,0 0,297  169,6+34,0  177,8£73,0 0,669
capacete (C4)

LDH pos marcagdo de 243,04050  2425+510  278,9+82,0 0,109  258,183,0  243,0¢950 0,590
capacete (C5)

LDH pés 96h (C6) 152,6+140,0  1153+66,0  148,0+41,0 0,248  130,5¢41,0  152,6¢150,0 0,796

a7

Nota: Os dados em azul representam 0s momentos em que 0s marcadores apresentaram valores préximos de serem considerados
estatisticamente diferentes em funcéo dos gendtipos/alelos do ACTN3. Em laranja esta destacado o Unico momento/biomarcador
em que foram verificados valores estatisticamente diferentes em funcéo da presenca do alelo R.
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No entanto, ainda na Tabela 5, é possivel identificar que na mensuracao de
CK p6s marcacdo de capacete, que coincide com a atividade fisica de maior
intensidade, tanto quando se investiga a influéncia dos diferentes genoétipos de
ACTN3 como pela presenca de pelo menos um de seus alelos R, suas medianas
apresentaram valores proximos de serem considerados diferentes (p=0,090 e
p=0,077, respectivamente). Nesse mesmo momento (pés marcacdo de capacete), a
diferenca entre os niveis séricos de MIO foi significativa entre a presenca/auséncia
de alelos R (p=0,019) e proxima de uma significancia entre os genotipos (p=0,057),
proximidade essa também encontrada antes e apds a corrida (C1: p=0,087 e C2:
p=0,068, respectivamente).

Os resultados obtidos também foram avaliados quanto as possiveis
diferengas entre os momentos (A), antes e apds a corrida, antes e apds a marcagao
de capacete e apds 96h categorizados em grupos de acordo com 0s genotipos e
alelos do gene ACTN3 (Tabela 6). Novamente, depreende-se que a diferenca dos
momentos antes e apds a corrida bem como antes e apds a marcacéo de capacete,
no que tange ao biomarcador CK, para aqueles militares portadores do alelo R,
apresentou apenas uma proximidade de diferenca (p=0,077 e p=0,098,
respectivamente), mas nao foi estatisticamente significativa. De modo semelhante,
as diferencas das médias do LDH e medianas de MIO no mesmo momento do
exercicio fisico mais extenuante, representado pela marcacao de capacete (C5-C4),
também apresentaram apenas uma tendéncia a diferenca quando esses valores séo
comparados nos diferentes genétipos do ACTN3 (p=0,089 e p=0,056). No entanto,
ainda permanece a auséncia de significancia estatistica dessas diferencas. Por fim,
foram estatisticamente diferentes os valores das medianas de ACK apds 96h (C6-
C5) nos diferentes genotipos de ACTN3 (p=0,042) bem como na avaliagdo da
presenca do alelo R (p=0,009); assim como foram também significativas as
diferencas das medianas da mioglobina nho momento antes e ap6s a marcacéo de
capacete (C5-C4) e apds 96h (C6-C5) (p=0,019 e p=0,016, respectivamente),

guando foi analisada a influéncia do alelo R.



TABELA 6 - Diferencas (A) das medianas dos biomarcadores CK, CKMB e MIO e das médias da enzima LDH, em diferentes

momentos, categorizados em grupos pelos genétipos e alelos do gene ACTNS.

Biomarcador TT (XX) CT (RX) CC (RR) p Alelo R Alelo X P
A CK corrida (C2-C1) 59,0+£25,0 76,0+£78,0 73,0+£49,0 0,205 73,0+£58,0 59,0+25,0 0,077
A CK marcacao de
capacete (C5-C4) 235,0+162,0  330,0+214,0  261,0+380,0 0,241 306,0+314,0  235,0+162,0 0,098
A CK apés 96h (C6-C5) 371,0£1026,0 525,0+224,0 483,0+439,0 0,042 505,0+348,0 371,0+1026,0 0,009
A CKMB corrida
0,6+0,0 0,4+0,0 0,5+1,0 0,951 0,5+1,0 0,6+0,0 0,960
(C2-C1)
A CKMB marcacgéao de
capacete (C5-C4) 1,5+2,0 1,9+1,0 1,4+3,0 0,648 1,7+2,0 1,5+2,0 0,696
A CKMB apés 96h
P 3,6£2,0 3,0£2,0 3,2+£4,0 0,915 3,2+£3,0 3,6£2,0 0,793
(C6-C5)
A MIO corrida (C2-C1) 30,1+34,0 38,4+27,0 39,4+56,0 0,397 39,4+40,0 30,1+34,0 0,241
A MIO marcacao de
capacete (C5-C4) 187,8+205,0 412,6+322,0 492,2+410,0 0,056 436,8+339,0  187,8+205,0 0,019
A MIO ap6s 96h
(C6-C5) 191,0+£186,0 417,5+327,0 391,0+408,0 0,057 402,6+341,0 191,0£186,0 0,016
A LDH corrida (C2-C1) 58,4+27,0 45,1+27,0 52,0+37,0 0,504 50,9+20,0 58,4+27,0 0,380
4 LI IETEEEE B2 65,2+64,0 80,0+33,0 99,2+63,0 0,089 89,1+48,0 65,2+64,0 0,218
capacete (C5-C4)
A LDH ap6s 96h
102,5+£83,0 127,2+93,0 127,9+57,0 0,499 128,9+85,0 102,5+£83,0 0,271

(C6-C5)
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Nota: Os dados em azul representam 0s momentos em que oS marcadores apresentaram valores de A proximos de serem
considerados estatisticamente diferentes em funcdo dos gendtipos/alelos do ACTN3. Em laranja estdo destacados os momentos
em que o unico biomarcador (MIO) apresentou valores estatisticamente diferentes em funcdo da presenca do alelo R.
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6 DISCUSSAO
6.1 AVALIACAO DO ESFORCO PERCEBIDO — ESCALA DE BORG

O esforco percebido representa o quanto o individuo sente que seu corpo
esta trabalhando, baseado na percepcao de suas sensacdes que ocorrem durante a
atividade fisica, incluindo aumento da frequéncia cardiaca, aumento da respiracao
ou frequéncia respiratéria, aumento da sudorese e fadiga muscular. Embora seja
uma medida subjetiva, sua classificacdo de esforco pode fornecer uma estimativa
razoavelmente boa da frequéncia cardiaca real durante a atividade fisica (CDC,
2022; CABRAL et al., 2017; BORG, 1998). Neste estudo, 32 militares apresentaram
a mediana dos valores de BORG muito préxima a 17, na prova de marcacdo de
capacete, que configura um esforco muito intenso, proximo ao esforco maximo que
justifica a apresentacdo de altos niveis sanguineos de marcadores de lesao
muscular.

Os protocolos de exercicios escolhidos no presente trabalho ndo sé&o
representativos de nenhum esporte, modalidade, tipo de exercicio ou valéncia fisica
especificos, fato que dificultou em parte a correlacao dos resultados com a literatura,
uma vez que € bem conhecido que tarefas especificas para militares envolvem a
necessidade de resisténcia aerdbia e anaerdbia e forca muscular para preencher as
exigéncias ocupacionais (OJANEN et al., 2020). Ainda assim, vale pontuar que
alguns estudos utilizaram a escala de Borg para avaliar o esforco percebido em
diferentes atividades fisicas, que demandam niveis elevados de resisténcia
muscular. Del Coso e colaboradores (2016), utilizando o teste de Borg em triatletas
descreveram ap0s a competicdo uma média de esforco percebido de 17,
exatamente como aquela mediana apresentada nesse estudo no momento da
marcacgao de capacete. Outro estudo avaliou o esfor¢o percebido em uma atividade
de 30 minutos de corrida na esteira, com inclinacdo de 15%, e foi verificada uma
meédia de nivel 11 da escala de Borg (LIMA et al.,, 2021). Semelhantemente ao
encontrado nesse estudo quando foi aplicado o teste de Borg nho momento poés
corrida de 5 km, com duracdo média de 25 minutos, também foi encontrado uma

mediana de nivel 11 da mesma escala de Borg.
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6.2 ANALISES LABORATORIAIS DOS MARCADORES CK, CKMB,
MIOGLOBINA E LDH

Os niveis séricos de CK e MIO s&o considerados os principais marcadores da
funcionalidade do tecido muscular e, muito frequentemente, apresentam valores
elevados apos atividade fisica extenuante (BRANCACIO et al., 2007; LIPPI,
CERIOTTI, 2018; CHALCHAT et al., 2021). Além das dosagens de CK e mioglobina,
a verificagdo das medidas plasmaticas da LDH fornecem informagdes adicionais ndo
apenas sobre o estado do musculo, mas também sobre sua adaptacdo bioquimica a
carga fisica, uma vez que individuos com atividade de CK persistentemente elevada
podem também apresentar perfis de LDH alterados (BANFI et al., 2012). Em
exercicios de alta intensidade também é conhecido o aumento de CKMB que,
embora seja classicamente um marcador preditivo de lesdo cardiaca, pode
encontrar-se aumentado em decorréncia do aumento do nimero de células satélites
que participam do reparo do musculo esquelético lesionado (NALCAKAN, 2014;
SHARIFZADEH et al.,, 2019). Em concordancia com a literatura, os resultados
preliminares encontrados nesse trabalho revelaram um aumento significativo dos
valores de CK, mioglobina, LDH e CKMB apés as atividades fisicas realizadas,
representadas pela corrida de 5 km e prova do capacete, sendo ainda mais evidente
nesta ultima.

Um trabalho conduzido em 2019 com recrutas americanos (KENNEY et al.,
2019) avaliou os niveis sérios de CK antes e apds 3 dias de treinamento béasico
militar, realizado diariamente, envolvendo corrida, agachamento, flexdo de bracos,
abdominais e flexdo na barra. A média das determinagfes de CK basal e apds 3
dias, quando comparadas com as obtidas no presente trabalho nos momentos antes
do inicio do curso e apés a prova do capacete, foram extremamente semelhantes,
com valores proximos a 220 U/L e 700 U/L, respectivamente. Evidéncias adicionais
mostraram as medianas dos niveis de CK antes e apds uma corrida realizada no
asfalto, num percurso de 6 km em cerca de 33 minutos, com valores de 211 U/L e
295 U/L (MORALES et al., 2012). Novamente, observou-se similaridade ao comparar
as medianas dos resultados obtidos com os militares avaliados, 217 U/L (antes da
corrida de 5 km em 25 min) e 298 U/L (ap0s a corrida).

Avaliando os biomarcadores CK, CKMB, LDH e MIO antes e depois de uma

prova de triatlon, Park e colaboradores (2014) mostraram um aumento significativo
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de todos os marcadores, assim como 0s resultados aqui apresentados. A maior
amplitude de aumento, quando se analisou as médias dos atletas amadores antes e
apos a prova, foi verificado com a MIO, equivalente a cerca de 13 vezes acima dos
valores basais, um pouco superior a diferenca encontrada deste mesmo marcador
antes e apods a prova do capacete, cujo aumento foi de, aproximadamente, 10 vezes
acima do valor da mediana no momento mensurado antes dessa atividade. O
aumento da enzima LDH também pode ser considerado semelhante, sendo de 30%
no estudo com triatletas e 40% nos militares avaliados nos mesmos momentos
mencionados anteriormente (antes e apos a prova do capacete). Quanto as enzimas
CK e CKMB, estas apresentaram um aumento consideravelmente maior nos
triatletas do que os valores das medianas obtidas nos militares ao terminada a
marcacgao de capacete.

De modo geral, ndo se pode negligenciar que os niveis dos biomarcadores
avaliados podem se manter aumentados por um tempo um pouco mais longo devido
ao somatorio dos efeitos das atividades realizadas propriamente ditas e o acumulo
daquelas praticadas anteriormente. Em relagéo a cinética da CK, CKMB, mioglobina
e LDH, a velocidade de liberacdo e eliminacdo destas enzimas e proteinas no
plasma depende do nivel de treinamento, do preparo fisico, do tipo, da intensidade,
da duracdo do exercicio e do preparo fisico do individuo. Baseado nessas
informacgdes os intervalos de coleta deste trabalho foram ajustados de forma a n&o
comprometer as atividades previstas e, a0 mesmo tempo, atender a cinética dos
marcadores ja conhecidos (CK, MIO e LDH), até seu retorno aos valores basais
(FERNANDES, J. F. T. et al., 2019; YANG, Y., CHEN, Z, 2021).

Apoés exercicios prolongados por exemplo, a atividade sérica de CK é
acentuadamente elevada apds 24 horas e pode permanecer aumentada por 48 a 72
horas quando os individuos nao realizam repouso adequado de atividade fisica
(BRANCACCIO et al., 2007; KODADEK et al., 2019). Apos cerca de 6 a 10 dias seus
niveis retornam aos valores basais (BRANCACCIO et al.,, 2007; CHAVEZ et al.,
2016). Neste estudo, os maiores valores de CK foram obtidos no momento apos a
marcacao de capacete, que coincide com o maior estresse fisico e ocorreu 48 horas
apos o inicio do curso. Apos 96 horas da marcacéo e, destacando que ndo houve
atividade fisica proposta nesse intervalo, o que representou um periodo separado
para repouso e recuperacao, os valores de CK retornaram aos seus niveis basais.

Se por um lado a CK tem uma meia-vida de 1,5 dias, a MIO tem uma meia-
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vida de 2 a 4 horas. Como consequéncia, a MIO plasmatica ndo € tdo sensivel
quanto a CK para o diagnostico por causa de sua reduzida meia-vida. As
concentragfes séricas de MIO tendem a normalizar dentro de 6 a 8 horas apds a
lesdo muscular (TORRES et al., 2015). Corroborando os dados extraidos da
literatura, os resultados das medianas de MIO obtidas nesse trabalho também néo
permaneceram aumentadas nas 24 horas subsequentes a corrida e tampouco apos
96 horas da prova do capacete; mas retornaram a valores basais, certamente por ja
ter sido depurada da circulacdo sanguinea. Nota-se que foi verificado um aumento
bastante significativo quando se comparou a mediana no momento pré (C4) e pos
(C5) prova do capacete, inclusive bem superior a diferenca obtida entre os
momentos pré e pds corrida, 0 que retrata a maior intensidade dos exercicios
executados no dia da cerimbnia de marcacdo de capacete. Nesse ponto, é
interessante resgatar os resultados das medianas encontradas na escala de esforgo
percebido de Borg na qual, do mesmo modo, foi atingido um nivel bem superior no
momento pds marcacao de capacete (nivel 16,5 — dificil) do que quando se compara
a mediana do nivel da escala de Borg obtida no momento pds corrida (nivel 11 —
leve).

Em relacédo a isoenzima CKMB, é importante mencionar que sua distribuicdo
encontra-se amplamente presente no musculo cardiaco (mais de 75% do conteudo
total) e, sendo assim, os valores de CKMB aumentados podem inclusive reportar um
acometimento cardiaco decorrente de atividade fisica extenuante. N&o menos
importante, os niveis de CKMB também podem indicar dano no musculo esquelético.
De qualquer forma, sua determinacdo para diagnosticar especificamente a leséo
muscular deve ser interpretada com cuidado e em conjunto com outros marcadores
de lesdo muscular. A literatura apresenta uma certa relacdo entre a CK total e sua
isoenzima CKMB, pois sabe-se que a atividade da CK total possui participacéo de
cerca de 20% da CKMB e, dessa forma, ndo € surpreendente que a cinética deste
biomarcador apés esforcos fisicos seja semelhante "a da CK total (SOARES et al.,
2012; LIPPI, CERIOTTI, 2018). ApoOs exercicios fisicos de intensidade baixa a
moderada, o0 aumento dos niveis séricos de CKMB ocorre de modo menos
pronunciado do que aquele observado na CK, normalmente compreendido entre 10
a 50% acima dos valores basais. No entanto, a variagdo de CKMB ap0s exercicios
extenuantes estd bastante relacionada aquela observada na CK total (LIPPI,

CERIOTTI, 2018). Os resultados das medianas obtidas no presente trabalho sao
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concordantes com os dados da literatura, j& que foi observado um aumento na
relacdo das medianas de CK e CKMB pré e pos corrida de 37% e 30%,
respectivamente. J4& as medianas obtidas antes e apds a marcacdo de capacete
apresentaram um aumento de 55% tanto para CK como para CKMB. Por outro lado,
os niveis de CKMB apés a corrida foram significativamente maiores do que o0s niveis
apos 96 horas da prova do capacete e, apesar da coeréncia desse dado, a mesma
diferenca néo foi observada pela atividade da enzima CK. Como a isoenzima CKMB
esta presente em maior concentracdo nas células do tecido do miocardio, pode-se
inferir que o intenso trabalho do musculo cardiaco durante a corrida pode ter
interferido nessa diferenca, além das claramente descritas variabilidades
interindividuais. Por fim, ndo se pode negligenciar que o método de avaliacdo da CK
ocorre por meio da medida de sua atividade enzimatica (U/L), enquanto que a
determinacao dos niveis de CKMB é medida em outra unidade (ng/mL), utilizando a
metodologia de imunoensaio por quimioluminescéncia. Apesar de profundamente
relacionadas, as grandezas sédo distintas e pode haver uma limitagdo importante na
avaliagdo comparativa, de forma simples e direta, entre CK e CKMB em resposta ao
exercicio.

A lactato desidrogenase pode ser detectada na corrente sanguinea apos
esforcos fisicos de baixa a moderada intensidade, cerca de 1 a 3 horas apds o
término do exercicio e atinge o pico entre 3 e 6 horas depois. Na grande maioria das
vezes, retorna aos niveis basais dentro de 24 horas. O aumento é discreto e
geralmente compreende entre 20 a 30% dos valores basais (LIPPI, CERIOTTI,
2018). Neste trabalho, a analise das médias obtidas de LDH nos momentos antes e
apos a corrida e antes e ap0s a marcacao de capacete, revelaram uma diferenca de
30% e 50%, respectivamente. Também foi observado o retorno para os niveis basais
apos 24 horas da corrida e ap6s 96 horas da prova do capacete. Park e Kwak (2019)
avaliaram as médias das concentracdes plasmaticas de LDH, CKMB, MIO e CK, em
triatletas apos um circuito percorrendo 1,5 km de natacdo, 40 km de ciclismo e 10
km de corrida. Curiosamente, a magnitude do aumento da enzima LDH antes e ap0s
da prova de triatlon foi a mesma encontrada nos militares avaliados apés a corrida.
A mesma correlacdo nédo pode ser realizada com o0s outros marcadores.
Adicionalmente, Sousa e colaboradores (2021) avaliaram os mesmos biomarcadores
em atletas amadores participantes da Maratona Internacional de Sao Paulo (42 km)

antes da partida, imediatamente apds a chegada e nos seguintes momentos: 24, 48
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e 72 horas ap0s a prova. Em relacdo a MIO foi verificado um aumento significativo
dos seus niveis antes e ap6és a maratona. Nessa modalidade esportiva, 0s
resultados de CK, MIO e LDH, nos momentos antes e imediatamente ap0s a prova,
foram mais acentuados quando comparados aqueles encontrados no presente
trabalho. Essas diferencas podem ser explicadas tendo em vista que a resposta da
atividade desses marcadores ao exercicio depende de muitas variaveis e também
sofre influéncia do nivel de treinamento e o desempenho fisico (BRANCACCIO et
al., 2008).

Por via de regra, a interpretacdo desses biomarcadores é altamente afetada
pela variabilidade interindividual e ndo necessariamente reflete a completa
magnitude da perda da fungcdo muscular. A literatura apresenta diversos trabalhos
que descrevem os varios fatores capazes de influenciar a atividade dessas enzimas
e proteinas, como o género, a idade, a etnia, as condicbes ambientais, o preparo
fisico, a massa muscular e a predisposicdo genética (BAIRD et al., 2012; KENNEY
et al., 2012; SHARIFZADEH et al., 2019; RODRIGUES et al., 2016; BECKER et al.,
2020; CHALCHAT et al.,, 2021). Além disso, atualmente ndo estdo disponiveis
marcadores considerados “padrao ouro” para a avaliagao do grau de lesao induzida
por esforco ou até mesmo sua consequéncia mais grave, a rabdomidlise induzida
por exercicio (CHALCHAT et al.,, 2021). Portanto, € necessario buscar novos
conjuntos de biomarcadores mais sensiveis, especificos e ainda capazes de prever

a magnitude do dano muscular.

6.3 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO DO GENE ACTN3

A homogeneidade da amostra dos participantes do estudo, todos cadetes do
sexo masculino do ultimo ano da AMAN, foi essencial para minimizar o viés dos
diferentes preparos fisicos apresentados pelos militares, assim como dos efeitos do
dimorfismo sexual e da diferenca de idade. Os cadetes da AMAN possuem um
preparo fisico semelhante e estdo expostos a dieta e treinamento fisico militar
bastante similares. Desta forma, ancorou-se a expectativa de que as diferencas
genotipicas tivessem seus efeitos mais aparentes diante da reducdo destes vieses.

Numa primeira analise, a distribuicdo do polimorfismo R577X do gene ACTN3
esta de acordo com o equilibrio genético de Hardy-Weinberg, e que a frequéncia

alélica/genotipica é compativel com a encontrada em estudos feitos com a



56

populacao europeia (YANG et al., 2003; RUIZ et al., 2013; NORMAN et al. 2014).
Ao se comparar com 0S genotipos disponiveis no banco de dados mundial
1000genomes, entende-se que a populacdo desse trabalho é compativel com uma
populacdo miscigenada a partir dos europeus com um pouco mais de genoétipos RR
provavelmente provenientes de alelos africanos (Tabela 7). Levando-se em
consideracdo populacdes brasileiras, a frequéncia genotipica foi compativel com
atletas de futebol: RR-40-45%, RX — 35 a 46%, XX-11 a 24% (PIMENTA et al., 2011,
PIMENTA et al., 2013, ALMEIDA et al., 2022).

Tabela 7 — Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo
rs1815739 no gene ACTN3 na populacéo do banco de dados
1000Genomes.
_ Total
Variavel
CC(RR) CT(RX) TT(XX)
Europeus 31,0% 51,1% 17,9%
Africanos 77,5% 22,1% 0,4%
Amerindios 16,1% 53,3% 30,5%
Leste Asiaticos 30,8% 49,8% 19,4%
Sul Asiéticos 15,7% 51,1% 33,1%

A escolha da genotipagem do polimorfismo do gene ACTN3 foi baseada no
fato de ser um dos polimorfismos mais estudados de acordo com a literatura, quanto
a variabilidade interindividual relacionada ao desempenho fisico. Além disso, o fato
de ele configurar uma variante ndo sinbnima do tipo non-sense, faz com que
portadores do alelo X em homozigose tenham um c6don de parada com a completa
auséncia da proteina em sua estrutura muscular. (PENA-VAZQUEZ et al., 2023;
THARABENJASIN et al., 2019; PICKERING, KIELY, 2017; EYNON et al., 2012).
Essa dicotomia relacionada a presenca/auséncia de uma proteina que constitui um
componente direto da contracdo muscular, torna-se uma hipotese fisiologica logica e
factivel de uma variabilidade interindividual a ser investigada e dificil de se
desprezar.

Em funcdo das propriedades mecanicas da alfa-actinina-3 no processo de
ancoramento dos filamentos de actina na linha Z, tem sido postulado que esta
proteina pode conferir maior capacidade de absorcdo e transmissdo de forca
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principalmente em fibras tipo Il, promovendo um fator de protecdo maior contra
lesbes musculares induzidas por exercicio (VICENT et al., 2010; PASQUA et al.,
2017; BALTAZAR-MARTINS et al., 2020). Desse modo, hipoteticamente esperava-
se que portadores do gendtipo XX, ndo possuidores da proteina alfa-actinina-3
apresentassem concentracbes ou cinéticas de marcadores de microlesdes
musculares, no minimo diferentes dos possuidores da proteina.

ApOs a andlise estatistica dos resultados obtidos, verificou-se que as
concentragfes plasméticas de CK, MIO, CKMB e LDH néo apresentaram diferencas
marcadamente acentuadas em funcédo dos diferentes gendtipos/alelos de ACTNS3.
Mas ainda sim, apdés o momento de maior percepcdo de esforco, niveis de MIO
foram maiores em portadores do alelo R (p=0,019). Cabe ressaltar que a mioglobina
€ uma proteina muito abundante e funcional no musculo esquelético e durante as
microlesfes induzidas pelo exercicio certamente estard mais disponivel no sangue
(BRANCACIO et al., 2007; LIPPI, CERIOTTI, 2018; CHALCHAT et al., 2021). A
relacdo entre ACTN3 e biomarcadores (Figura 8) foi mais estudada em relacdo a
CK.
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Figura 8 — Valores em medianas de CK nos momentos pré e
pos corrida (CK_PRE_CorridaCl1 e CK_POS_CorridaC2), pré
natacdo (CK_24h_PRE_NatC3), antes e ap0s a marcacao de
capacete (CK_PRE_CapaceteC4 e CK_POST_CapaceteC5) e
apos 96h de repouso (CK_96hsC6). Intervalo de confianca
(C1)=95%.
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Curiosamente, Coelho e colaboradores (2011) analisaram a relacdo da
expressdo dos diferentes gendtipos do ACTN3 na resposta a alguns biomarcadores
da lesdo muscular induzida por exercicio em jovens jogadores de futebol e
encontrou valores maiores da concentracdo sérica de CK para o grupo RR/RX em
comparacao ao grupo XX. Lima e colaboradores (2017) conduziram um trabalho
com o objetivo de avaliar o impacto do polimorfismo do gene ACTN3 na
suscetibilidade a lesfes musculares induzidas pelo exercicio apds corrida em
declive. Novamente, a atividade sérica de CK foi maior para RR em comparacdo aos
portadores do gendtipo XX.

Por outro lado, Vincent e colaboradores (2010), sugeriram que a presenca de
alfa-actinina-3 poderia exercer um papel protetor da lesdo muscular induzida por
exercicios excéntricos, visto que o0s individuos XX apresentaram maiores
concentracfes plasmaticas de CK e indice de percepcéo do esforco mais elevado
quando comparados com individuos RR. Cabe ressaltar que em nossa andlise a
percepcao de esforco em nenhum momento foi diferente entre os gendtipos/alelos
(Tabela 4). De modo semelhante, jogadores de futebol com genétipo XX
apresentaram niveis mais elevados de CK em comparacdo com RX e RR (PIMENTA
et al., 2011). Del Coso e colaboradores (2016) conduziram um estudo com triatletas,
com caracteristicas antropométricas, fisicas e de treinamento semelhantes, e
verificaram que os portadores do alelo X apresentaram maior concentracdo sérica
de CK e tendéncia a valores mais elevados de dor muscular do que triatletas
portadores de alelos R apds uma prova de ironman.

Em relagdo a variagdo nos niveis dos biomarcadores (A), entende-se que
essa abordagem favorece o entendimento de sua cinética porque leva em
consideracdo o nivel inicial do biomarcador que possui por si sé uma consideravel
variacao interindividual. Além disso, ela consegue avaliar a resposta funcional dos
militares em funcéo da atividade realizada e a sua capacidade de recuperacdo em
fungcdo do tempo. A cinética de pico dos biomarcadores bem como de sua
recuperacdo apos exercicio e tempo de repouso tem sido muito utilizada como um
controle indireto de lesdo e carga em modalidades esportivas (LIMA et al., 2021). Tal
analise em nossos dados evidenciou a importancia dos niveis de CK e MIO nos
momentos de maior exigéncia fisica dos voluntarios e mostrou niveis

significativamente maiores em portadores do alelo R ou gendtipos RR/RX em
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relacdo a presenca de alelos X e ao genotipo XX.

Apesar de algumas associacfes e tendéncias encontradas quanto ao
comportamento cinético dos biomarcadores em estudo em fungdo dos gendtipos
analisados, entende-se que a lesdo muscular induzida por exercicio ou mesmo a
capacidade de recuperacdo € um trato complexo multifatorial onde mudltiplos
polimorfismos em multiplos genes irdo desempenhar um papel mensuravel no
fenotipo final. Polimorfismos em tratos multifatoriais individualmente, explicam o
efeito de maneira limitada. Apesar do rs1815739 ser um gene candidato bem
estudado, andlises em multiplos genes importantes estrutural e metabolicamente
poderdo trazer mais seguranca, consisténcia e robustez aos resultados obtidos
(THARABENJASIN et al., 2017; DEL COSO et al., 2017).

Um outro ponto que merece atencao reside na hipotese de que a elevacao da
atividade plasmatica da CK pode ndo ser um parametro suficientemente sensivel e
robusto para detectar pequenas diferencas no grau de lesdo muscular local induzido
pelo exercicio entre grupos genotipicos ou de alelos (VINCENT et al., 2010). Apesar
da robusta andlise pareada longitudinal em relacdo aos biomarcadores, quando se
realizou a comparacdo categorizada geneticamente, a amostragem reduzida,
particularmente quanto ao genétipo XX (n=5), dificultou o estudo de associacbes
entre as categorias analisadas e pode ter sido a causa da aparéncia sistematica de
valores limitrofes de significancia p. Nessa mesma linha, a categorizacdo desse
locus bialélico em 3 gendtipos ou o isolamento do homozigoto menos frequente faz
com gue um dos grupos (XX ou alelo X) tenham apenas 5 individuos o que diminuiu

0 poder estatistico da analise.



60

7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com os biomarcadores tradicionais, ainda que com
algumas limitacbes devido a imperativa necessidade de ndo comprometer o
andamento das atividades previstas do Curso Basico Paraquedista, sdo coerentes e,
mais ainda, os comportamentos observados demonstram similaridade com os dados
encontrados na literatura, apesar da diversidade dos exercicios praticados por
militares. Ainda assim, cada um deles — CK, CKMB, MIO e LDH possuem limitacfes
quanto a sensibilidade e especificidade quando utilizados no diagnéstico da leséo
muscular induzida por exercicio e ainda ndo h4 um consenso a respeito de um
biomarcador padréo ouro para tal diagndstico.

A distribuicdo genotipica do ACTN3 na populacdo avaliada € coerente com
uma populacdo miscigenada com grande influéncia africana e caucasiana. A
genotipagem do polimorfismo do gene ACTN3 n&o constatou associacao
marcadamente relevante entre a expressao genotipica e/ou alélica nos militares
avaliados frente aos biomarcadores envolvidos na lesdo muscular induzida por
exercicio em seus valores absolutos. No entanto, as diferencas entre os momentos
(A) foi notadamente maior em portadores do alelo R em relagdo a CK e MIO,
principalmente nos momentos de maior exigéncia fisica, apontando para a
importancia da cinética ao invés do valor absoluto dos biomarcadores.

Seguramente, tal informacdo deve ser observada com cuidado, pois o
sucesso e desempenho em atividades fisicas militares, especialmente nos cursos de
formacao operacionais, ndo depende somente da genética e da capacidade fisica,
mas constituem um carater multifatorial que certamente abrange inclusive aspectos
emocionais e psicoldgicos. Além disso, a amostragem geneticamente categorizada
se mostrou reduzida, especialmente quanto ao gendtipo XX, o que comprometeu,
em parte, a analise de associacdes entre as categorias analisadas.

Diante dessas observagOes, acredita-se que estudos longitudinais
controlados séo poderosos para testar biomarcadores relacionados a lesédo induzida
por exercicio. Testes adicionais em amostras cada vez maiores irdo permitir a
ampliacdo da consisténcia dos resultados encontrados principalmente quando se
avalia caracteres genéticos. Além disso, um controle melhor da carga, intensidade e
volume do exercicio praticado permitiria 0 entendimento mais fidedigno da variacédo

dos biomarcadores em funcdo dos momentos avaliados. Por fim, o uso de
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biomarcadores mais especificos e de sua cinética relacionada a do exercicio e o

acréscimo de mais regibes gendmicas importantes para a fisiologia muscular
permitird a obtengéo de mais respostas quanto a variabilidade interindividual e o seu
impacto no surgimento e recuperacdo de lesGes musculares induzidas por exercicio

fisico militar.
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ANEXO i

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTIND

: Wook estd sendo convidade a participar de um estudo chamado
“Biomarcadores dmicos relacionados a0 desempenho fisico ¢ rabdomidlise em militares do
Exérciin™.

Ohbjctive do csfudo: Propor movos exames que possam verificar se hi algo errado no seu
sangue apos o exercicie fisico. Comparar os resultados obtidos com outros exames gue
lmd:n:mual.mcm: Ja =) usaduﬁ pam \-':nﬁm SCU Samgue antes tapn5 o excrcicio fisico.

] Ard 3 gide: s resultados dos examies
poderio ser utlJ:lzadns para a mralulqin de sua s.nu:lt {avahaq:ﬂts dn funcionamento de sen figado,
sangue, misculo, producio de encrgia ¢ material genético) ¢ melhoria de seu desempenho
mdividual. Além disso, o ganhe de conbecimento poderd onentar oguipes de vinas dreas a
promover a salde, melhorar reinamentos, sclecionar ¢ ajudar novos talentos ¢ principalmente
aumentar o rendimento individueal do atleta ou militar.

Procedimentos para coleta de dados: Primeiramente serdo realizadas perguntas sobre sua
salide, preparo fisico, habitos alimentares ¢ idade. Serdo realizadas medidas COMPEOTEis COMmo Peso,
cstatura, Indice de Massa Corporal (IMC), dentre owtras. A partir dai serd realizada a coleta de
wbos de sangue. Todas as coletas serfio realizadas por pesscal tranade wilizande material
descartivel de qualidade reconhecida. Altermativamente, caso ndo haja tempo hibil ou a coleta de
sangue no brago ndo scja possivel devido ds atividades de sua rotina, poderd ser coletada uma gota
de sangue da ponta do seu dedo em um papel especifico ou ainda coleta com cotonete esfregado
por denfro de sua boca ou tubo com saliva. A partir dai vocé continuard a realizar suas atividades
rotinciras previsias por sua cquipe de treinadores ¢ profissionais. Serdo necessiras novas coletas
de sangue apds o exercicio ¢ depois de 24h ¢ 48h. As amostras serlio processadas ¢ armazenadas
para a realizagdo de cxames.

Exames labosatonais realizados: serdo avaliados exames de profeinas de seu miksculo para
COMparacdo, Como a creatina quinase, mioglobina e lactato desidrogenase {substincias encontradas
ne sangue que s orelacionam & lesfio do scu misculo). Além disso, serdo desenvolvidos novos
cxames para avaliagio de seu misculo como a desmina, mioreguling, exames para avaliar sua
producio de “encrgia ¢ para avaliar sua gendética

Exames Genéfices realizados: A andlise de sua “genética™ val envolver uma lista de genes
(pedagos de seu DNA, RNA que contribuem para sermos do modo que somos) covolvidos com
o desempenho fisico, de suas mitocdndrias ¢ cromessomos.

Popssivels descopforios ¢ nscps: Para a coleta de sangue haverd somente o desconforto de
uma coleta comum, como quando sc val a um laboraténio de Andlises Clinicas, podendo no
méximo ¢ raramente apresentar um pequens roxe local. Apesar disso, haverd apoio médio de
emergéncia, sendo garantida ao participante, assisténcia imediata, integral ¢ gramuita pele tempso
neccssano para o recstabelecimento de sua sadde.
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Giarantia_de liberdade: Sua participagdo € tolalmente voluntiria. Vocé pode escolher nio
participar ou desistir, ndo havendo qualquer problema ou comprometimenio na assisténcia reccbida
pela sua equipe téenica, médica ou multidisciplinar. Além disso, nenhum membro da pesquisa ou
mesmo superior hierdrquicoe o constrangerd ou ordenard a participar do estude, estande a
pan}mpm;in subordinada a sua :5mlh:1 ]I'td.L'l."I.d‘I.IE.L

’ ade: Vool receberd uma via
desse Termo ﬂe- I."nlmniunenm Lwre [ I:ir_hreudu I[TL' LE). Além disso, poderd ter acesso
grabuito, a qualquer momenio aos propries resuliados, bem come qualsquer informagbes associadas
&0 seu material beoldgico. As informacdes relacionadas ao estudo sdo tratadas como confidenciais ¢
servirdo para a claboragdo de literatura cientifica. Mo entanto, se qualquer informagio for divulgada
em relatdrio ou publicagdo, isto serd feito sob a forma codificada, sem aparecer nenhum nome. para
que o sigilo scja mantide. Com excegldo do proprio participante, somente o pesquisadores poderio
fer acesso acs resultades da pesquisa. a ndo ser que vocod indigue alguma pessoa que possa fer
acesso @ suad informacio, inclusive genética, em caso de vocé ndo ter condighes de acessa-la
futuramente.

Pariculandades de cstudos com gepéticy: Quanto aos resultades de sua “genéfica”,
declaramos que seus resuliados sio confidenciais ¢ nldo scrio divulgados a scus superiores
hicrarquicos. Assim como ¢m todas as elapas da pesquisa, vocg terd acesso a quaisquer resultados a
qualquer momento sobre sua “genética”. No enfanto vocé pode escolher por ndio saber desses
resuliados, apesar de que nd3o ha nscos 4 sua sa0de decomentes do resuliado dos exames. Além
disso, todo material hlulﬁgim utilizado na pesquisa serd descartado a0 final da mesma, ndo sendo
possivel utlll.m-}n 1 p-:iqul:..-us

D5 pesquisadores se comprometem divalgar os resuliados para
05 participantes da pesquisa ¢ para as institwigdes onde o5 dados foram obtidos.

Ressarcimentos ¢ Indenizacdes: A sua participacho no cstudo ndae
ferd custo algum. As guaisquer despesas (como, por excmplo, transporte ¢ alimemtagio, entre
ouiros) porventura existentes serio de responsabilidade dos priprios pesquisadores. Em caso de
danos dirctos decorrentes do estudo resguards-se o direito indenizatirio ao participante. Pela sua
participagio no estudo, vocé também ndio receberd nenhum valor financeiro.

Ciarantia de acesso aos pesquizadores: Para maiores esclarecimentos, vood estd convidado a
contactar os pesquisadores. Em qualquer fase do estudo vocé tera pleno acesso aos responsivels ou
até mesmo a0 Comité de Etica correspondente a0 estudo.

Caleb Guedes Miranda des Santes, [.5c. Farmacéutico, Instituto de Biologia do Exércato, tel
FHIEI-1584, email: calebguedesirgmail com
Rachel de Sousa Augusto, M_Sc. Farmacéutica, Instituto de Biologia do Exército. tel: 2 1-949963-
130, email: racheldesousagmail com
Marcos Dornelas Ribeiro, D 5c. Pré-Reitor de Pesquisa, Institute de Biologia do Exéreito, tel.
997006050, e-mail:domelas-ribeirof@hotmail com

Wﬂ_ & um conjunto formado por profissionais de varias
dreas ¢ sem influéncia de outros drglos ou pesseas que deve atuar em mstitusgdes que realizam
pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. Ele foi criado para defender os interesses dos
participantes de pesquisas e para contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro de padrises
correios (Eticos). Comité de Etica cm Pesquisa - Centro de
Capacitagho Fisica do Exército (CEP-CCFex) , tel (21) 2586 — 2297 | e-mail: cep@ccfex.eb.mil br
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Consentimenta

Rio de Janeiro, 0/ . Eu, li o texto acim
compreendi a natureza ¢ o objetive do estudo do qual fn convidado a participar. A explicagio ¢
recebi menciona os riscos ¢ beneficios do estudo. Eu entendi que sou livee para mterromper mir
participacdo no estudo a qualquer momento sem justificar minha decisdo, ¢ sel que qualg
problema relacionade sera livie de cusios para mum. Eu awtonzo a coleta, o depdsiio,
armazenamento ¢ a ulilizagdo do meu matenal bioldgico somenie para esse projeto. Eu concm
voluntariamente em participar deste estudo ¢ receberei uma via desse Termo de Consentimer
Livre ¢ Esclarecido (TCLE) assinada por mim ou meu representante legal e pelo pesquisadaor
outra ficara com o pesquisador responsivel por essa pesquisa.

Assinamra do participante de pesquisa

Assinatura do pesquisador

Observagdo: “todas as paginas devem cstar rubricadas™



