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RESUMO

O exercicio fisico é considerado uma variavel importante no estudo da salde
humana, principalmente pelas alteragdes induzidas em diversos marcadores. No
treinamento fisico, as adaptacdes do organismo sdo bastante especificas para cada
modalidade esportiva ou tipo de esfor¢o. A quantificacdo de parametros bioquimicos
relacionados com a saude humana, mediados pelo exercicio fisico em suas diversas
variacdes, possibilita novos olhares da ciéncia, ndo s6 em relacéo a interacao entre
os diversos sistemas, mas também em relacédo aos efeitos fisioldégicos e adaptativos
gerados. Esta pesquisa consiste no acompanhamento sisteméatico de atletas de Jiu
Jitsu, quantificando as variacGes de alguns parametros bioquimicos ligados a saude,
na intencdo de avaliar a modalidade em suas potencialidades para a saude e
verificar as variagdes nesses parametros em fungéo do tipo e intensidade do esforgo
e das particularidades da modalidade.O Jiu Jitsu € uma modalidade esportiva que
tem ganhado destaque e se popularizado. Ao longo do ano de treinamento, os
atletas alternam periodos de alta intensidade do treinamento, com periodos de baixa
intensidade. O dispéndio de energia é elevado e o esforco maximo ou submaximo
frequentemente leva as lesbes musculares, articulares e 6sseas. Este € um estudo
observacional descritivo longitudinal de mensuracdo que contou com a participacao
de 14 voluntarios que foram acompanhados durante 9 meses em sua rotina de
treinamento. Foram coletadas amostras de sangue e saliva e a frequéncia cardiaca
foi monitorada durante todo o periodo. A saliva foi usada para a quantificacdo de
oxido nitrico e o0 sangue para os parametros hematologicos. Os resultados dos
experimentos foram submetidos a testes estatisticos. Os parametros hematolégicos
da séria vermelha sao influenciados pelo esforgo fisico de forma crénica, ao longo
do periodo de treinamento, respondendo a intensidade do esforco realizado. A série
branca, relacionada ao sistema imune, sofre influéncia de forma aguda,
respondendo aos estimulos do exercicio com alteracdes significativas conforme o
esforco € mais ou menos intenso. A producdo de NO no organismo tende a
acompanhar o nivel de esfor¢o realizado, contudo, a modalidade estudada tem a
caracteristica de promover o estimulo do sistema nervoso simpatico, o que reduziu a
atividade da glandula salivar e as concentracdes de nitrito apds o treinamento
realizado. As lesBes musculo-esqueléticas sao tipicas da modalidade e muito
frequentes o que acaba por modular, em parte, a resposta organica ao treinamento.
Essa estimulacdo, entretanto, deve ser considerada positiva por ativar a resposta
adapativa e a interacdo entre diversos sistemas.

PALAVRAS CHAVE: Oxido nitrico; Hematologia; Exercicio fisico; Saliva; Jiu Jitsu
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ABSTRACT

Physical exercise is considered an important variable in the study of human health,
especially due the changes induced in several biomarkers. In physical training, body
adaptations are quite specific for each type of sport and effort. The quantification of
biochemical parameters related to human health, mediated by physical activity in its
many variations, provides new scientific eyes, not only for what relates to the
interaction between the various systems, but also in relation to physiological and
adaptive effects generated by them. This research consists of the systematic
monitoring of Jiu Jitsu athletes, quantifying the variations of some biochemical
parameters linked to health, in an attempt to assess the modality of sport in its
potential for health and verify the variations in these parameters depending on the
type and intensity of the effort and the special characteristics of the sport. Jiu Jitsu is
a kind of sport that has gained prominence and become popular. Throughout the
year of training, athletes alternate periods of high intensity training with low intensity
periods. The energy expenditure is high and the maximum or submaximal effort often
leads to muscle, joint and bone injuries. This is a longitudinal descriptive
observational study of measurement that had the participation of 14 volunteers who
were monitored for 9 months in their training routine. Blood and saliva samples were
collected and the heart rate was monitored throughout this period. Saliva was used to
quantify nitric oxide and blood for hematological parameters. The results of the
experiments were submitted to statistical tests. Hematological parameters of the red
series are influenced by the physical effort when performed in a long-lasting mode,
during the training period, responding to the intensity of the effort made. The white
series, related to the immune system, is influenced acutely, responding to the
exercise stimulus with significant changes as the effort is more or less intense. The
production of NO in the organism tends to follow the level of effort made; however,
the modality studied has the characteristic of promoting the stimulation of the
sympathetic nervous system, what reduced the activity of salivary gland and nitrite
concentrations after training is performed. Musculoskeletal injuries are typical of this
kind of sport and very typical, which ends up modulating partly the organic response
to training. This stimulation, however, must be seen as positive for activating the
adaptive response and the interaction of several systems.

KEYWORDS: Nitric oxide; Hematology; Physical exercise; Saliva; Jiu Jitsu
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1. INTRODUCAO

A atividade fisica é indicada como fator preventivo em diversas doencas,
tanto relacionadas ao sistema vascular quanto ao sistema imunolégico em seu
aspecto mais amplo. Os estudos envolvendo parametros bioquimicos de saude se
multiplicam na literatura internacional, mostrando que o0 interesse por esses
parametros é cada vez maior por representarem possibilidades efetivas na
compreensao da salude humana. As pesquisas desenvolvidas procuram evidenciar a
relacdo entre o exercicio fisico, em suas mais diversas variacdes, e parametros
bioquimicos da saide humana. E bastante expressivo o quantitativo de estudos
dessa natureza que optam pelo experimento em animais. Os estudos em seres
humanos se mostram em menor quantidade, mas ndo menos importantes, visto que
permitem associacfes mais diretas com a saude humana. Mesmo diante das
limitagcOes impostas pelas possibilidades de pesquisas em seres humanos, diversos
modelos e delineamentos sao testados na intencdo de verificar os efeitos reais, em
humanos. As especificidades variam em tempo, espaco, sujeitos, procedimentos,
possibilitando um acervo variado de descobertas a respeito do exercicio e as
interagcbes com os diversos sistemas, 0 que tem instigado novos estudos e
associagoes.

A analise de parametros bioquimicos relacionados com a saude humana,
mediados pelo exercicio fisico, possibilita novos olhares da ciéncia, ndo s6é em
relagdo a interagcdo entre os diversos sistemas, mas também em relacdo aos efeitos
fisiologicos e adaptativos gerados. As possibilidades de contribuicdo para o avanco
da pesquisa em saude sdo muitas. Os achados cientificos sédo frequentemente
refutados por novas evidéncias, verificadas por metodologias pioneiras, que levam a
criagdo de produtos, protocolos seguros, farmacos, terapéuticas, etc.

Contudo, ainda existem temas que relacionam o exercicio fisico com a saude
gue sdo pouco estudados e que necessitam de estudos de carater introdutério. O
universo das lutas, em especial aquelas que nao sao olimpicas, mesmo
apresentando caracteristicas especificas em relagdo a outras formas de exercicio
fisico, é frequentemente preterido como objeto de investigacdo. As razdes para a
pequena quantidade de estudos envolvendo as lutas néo olimpicas séao

desconhecidas, entretanto, suas particularidades quanto a forma de treinamento, a
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intensidade e o volume e ainda a popularidade que algumas dessas lutas alcanca,
fazem dessas modalidades objetos proficuos de pesquisas. Nesta pesquisa, o objeto
de estudo é o atleta de Jiu Jitsu, modalidade de luta que se torna cada vez mais
popular no Brasil e na qual os atletas melhor classificados nos campeonatos
mundiais sdo dessa nacionalidade. Ao que parece, 0s atletas brasileiros mantém
certa hegemonia a varios anos, mesmo essa luta tendo origem japonesa.

Como o Jiu Jitsu apresenta algumas particularidades e caracteristicas proprias
guanto ao treinamento do atleta, espera-se que o estudo de alguns parametros
bioguimicos de atletas dessa modalidade, mesmo que de carater introdutério, possa
revelar dados relevantes para o tema da saude humana mediada pelo exercicio

fisico.

1.1. Revisdo sobre a pesquisa em 6xido nitrico

O Oxido nitrico € uma molécula inorgéanica, de baixo periodo de meia vida,
gasosa e que possui um elétron desemparelhado em sua ultima camada, tornando-a
uma molécula ibnica altamente reativa se combinando facilmente com o oxigénio e
com alguns metais de transicdo. E considerado um radical livre que pode ser tanto
agente oxidante quanto redutor, dependendo do meio em que se encontra, e sua
reacao com o oxigénio gera nitritos e nitratos (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). Em
condi¢cdes normais de temperatura e pressao o NO é um gés, incolor com moderada
solubilidade em agua, e que reage com alguns metais de transicao, entre eles o
ferro. Sua forte reatividade com o ferro ocasiona a ligacdo do NO com as metalo-
proteinas (proteinas com metais de transicdo em sua composi¢ado), entre elas a
hemoglobina que contem ferro em seu grupo heme (DUSSE / VIEIRA / CARVALHO,
2003). Apesar do potencial citotoxico que teria como prejuizo imediato as células
sanguineas, o NO, devido ao seu breve periodo de meia vida, assume o papel de
mensageiro quimico, ativando ou inibindo outras moléculas principalmente do
sistema imunoldgico, e ndo é armazenado in-vivo no organismo, e sim sintetizado
por demanda, atacando o0s sitios invasores com seu alto poder oxidativo,
principalmente células tumorais e bactérias.

Em meados dos anos 1980, descobriu-se que o 6xido nitrico (NO), além de
ser uma substancia potencialmente toxica, pode contribuir positivamente no

metabolismo humano (ZILBERSTEIN, 2000). Sua acdo aponta para o controle da
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pressao arterial e para a regulagéo de radicais livres no organismo. Entretanto, o
que motivou esta pesquisa € a relacdo que o 6xido nitrico apresenta com o exercicio
fisico. Pesquisas recentes apontam o exercicio fisico como estimulador da producéo
do Oxido nitrico, especificamente em niveis saudaveis para o organismo humano
(D’AVILA et al. 2008), (De OLIVEIRA et al. 2012), (HIDARI et al. 2012), (DIAZ et al.
2013). O mecanismo para esse aumento esta relacionado com o shear stress (atrito
de cisalhamento) induzido pelo exercicio. Estudos em seres humanos e em animais
mostram que o shear stress induzido pelo exercicio fisico € um poderoso estimulo
para a liberacéo de fatores vasorrelaxantes produzidos pelo endotélio vascular.

O oxido nitrico além de atuar de forma direta na vasodilata¢éo, ainda possui a
propriedade de inibicdo da agregacdo plaquetaria, prevenindo a formacdo de
trombos, inibe também a adeséo plaquetaria e leucocitaria, de forma geral na parede
dos vasos (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). Atuando de forma ndo muito
bem conhecida ainda, exerce acdo também modificando a diapedese neutrofilica e
diminuindo a permeabilidade vascular do endotélio, impedindo com isso, a
circulacao de células inflamatérias (KUBES & GRANGER, 1992).

A NOS (enzima produtora de 6xido nitrico) se relaciona com o sistema imune
na medida em que tem a producao de NO estimulada pela presenca de patégenos,
em grande quantidade e longo tempo, que, por consequéncia, podem tornar o NO
citotoxico. Assim, o NO produzido no organismo pelas enzimas especializadas,
embora seja apontado como fator preventivo e benéfico ao sistema cardiovascular,
pode, em especificas condi¢des, ser produzido em niveis tdxicos e prejudiciais a
saude.

A enzima 6xido nitrico sintase (NOS) possui trés isoformas, sendo uma delas
induzida e outras duas constitutivas. S&ao hemeproteinas e as trés isoformas
possuem O mesmo mecanismo catalitico e utilizam os mesmos substratos, co-
fatores e co-substratos. A isoforma 1, nNOS, ou oOxido nitrico sintase neuronal, &
constitutiva e estd presente em neurdnios principalmente e Orgdos sexuais
masculinos, € calcio-calmodulina dependente e regula a transmissdo sinaptica no
sistema nervoso central. Atua na regulacdo central da pressdo sanguinea, no
relaxamento da musculatura lisa de artérias e na regulacédo do fluxo sanguineo ao
cérebro (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

A isoforma 2 é induzida (iNOS) por citocinas e lipopolisacarideos no endotélio

vascular, ndo é calcio dependente e é regulada pelo estimulo imunolégico,
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produzindo grandes quantidades de NO para a defesa contra patdgenos invasores.
A sintese de NO pela iINOS n&o € verificada em condi¢des basais e dura em torno
de 24 horas apdés o estimulo inicial. Requer a sintese de mRNA e pode ser
suprimida por outras citocinas e por glicocorticoides. A ativacdo da iINOS produz
oxido nitrico até 1000 vezes mais do que as isoformas constitutivas, e é responsavel
pela acdo citotoxica do NO (WONG & MARSDEN, 1996). A iNOS é expressa em
resposta inflamatoria devido a infeccdo ou dano tecidual. Se a expresséao for parte
de uma resposta adaptativa entdo sua acao € benéfica ao organismo, no entanto, se
a expressao ndo for parte de resposta imunoldgica, pode ser extremamente
prejudicial e até sinal de doenca autoimune (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

A isoforma 3, também constitutiva, € a éxido nitrico sintase endotelial (eNOS),
qgue produz o NO continuamente no endotélio em condi¢des basais. O aumento do
fluxo sanguineo, ao produzir maior atrito (shear estress), leva a eNOS a aumentar a
producdo de NO. Também é célcio-calmodulina dependente (CERQUEIRA &
YOSHIDA, 2002). Atua na regulacdo da pressao sanguinea e do tonus vascular da
musculatura lisa, inibe a proliferacdo de células da musculatura lisa das artérias, e
ainda exerce influéncia na contratilidade da musculatura cardiaca (MURREL, et al,
1996). A inibicdo da eNOS pode provocar aumento da permeabilidade vascular e
acentuar a agregacdao plaquetaria e a aderéncia de leucécitos ao endotélio. A eNOS
fica estrategicamente ancorada a membrana da célula endotelial, em estruturas
denominadas cavéolas localizadas na membrana plasmatica, favorece a liberacéo
de quantidades suficientes de NO para a camada muscular do vaso sanguineo
(DIAS; NEGRAO; KRIEGER, 2011).

Com a conclusdo de que o NO é uma molécula extremamente importante
para diversas fungdes do organismo humano, a possibilidade de encontrar formas
de potencializar ou otimizar a entrega deste composto ao organismo passou a ser
tema de diversas pesquisas (BARRETO & CORREIA, 2005). O que se verifica € que
h&a uma grande diversidade de estruturas quimicas capazes de gerar NO. Dentre 0s
compostos mais estudados estdo o0s nitratos organicos, que apresentam grande
potencial liberador de NO, como a nitroglicerina (TNG) e o nitroprussiato de sodio
(NPS), que possuem severas limitacdes ao seu uso que confrontam com seus
beneficios, como a posterior formagédo de cianeto pela metabolizagdo da molécula
(PAULO, 2011).
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A busca por doadores de NO com potenciais usos terapéuticos levou ao
incremento das pesquisas envolvendo o 6xido nitrico e sua diversidade de funcdes.
Dentre as descobertas mais recentes, deve-se destacar o0 terpy, composto
inorganico da classe dos nitrosil-ruténio, libera NO apés metabolizacéo celular. E
estavel em PH fisiolégico e atoxico nas condi¢Bes testadas. Apresenta resposta
hipotensora lenta e de longa duracdo em ratos hipertensos e néo leva a taquicardia
reflexa como os nitratos organicos (PAULO, 2011).

Outra inovacéao recente entre os doadores de NO estdo as NO-aspirinas que
consiste na hibridagdo de porcdes liberadoras de NO em drogas comercialmente
disponiveis, reduzindo, com isso, a toxicidade e potencializando a atividade
bioldgica. As NO-aspirinas ndo apresentam gastrotoxicidade e tem forte propriedade
antitrombdtica, agindo diretamente na agregacao plaguetaria. Sdo recomendadas
para tratamento terapéutico de longa duragdo na prevencdo de infarto e em
pacientes com artrite (BARRETO & CORREIA, 2005).

Além do uso terapéutico, as pesquisas em doadores e precursores de NO
buscam meios de aumentar o desempenho atlético esportivo. A busca mais comum
entre os precursores de NO ligados ao desempenho atlético se firma na hip6tese de
que o Oxido nitrico esta ligado a melhora da perfusdo sanguinea ao nivel muscular,
contribuindo para maior aporte de nutrientes e de oxigénio, ao mesmo tempo que
atua como sinalizador no sistema imune e na rede neuronal (PAULO, 2011).
Suplementos protéicos ricos em determinados aminoacidos sdo teoricamente
precursores da producdo de 6xido nitrico no organismo. As proteinas ingeridas sédo
degradadas até arginina, que podem ser diretamente absorvidas ou transformadas
em ornitina que, juntamente com a glutamina secretada como glutamato, sdo
convertidas em citrulina. A citrulina absorvida se transforma em arginina no ciclo da
uréia (BARRETO & CORREIA, 2005). Entretanto, ainda na ha confirmacdo dessa
hipotese e os doadores de NO, relacionados ao desempenho fisico, permanecem no
campo experimental.

O exercicio fisico é caracterizado por uma saida do organismo de seu estado
de homeostase, pela demanda energética imediata que ocorre na musculatura, de
modo geral. A todo o momento da execucdo do exercicio, novas adaptacdes
fisiolégicas ocorrem. O exercicio pode ser descrito de duas formas, quanto ao
movimento: exercicio estatico (isométrico) e exercicio dinamico (isotdnico). No

exercicio estatico sdo observadas elevaces na pressao arterial devido a obstrucao
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mecanica gerada pela contracdo muscular e o acumulo de metabdlitos produzidos
durante a contracdo (WILMORE & COSTILL, 2003), (BRUM, et al, 2000). No
exercicio dinamico as contracfes musculares geram movimento articular e por iSso
nao ocorre obstrucdo mecanica da corrente sanguinea, em consequéncia se
observa a diminui¢do da pressao arterial. Ambos os tipos de exercicio ocasionam o
aumento da frequéncia cardiaca. Outro fator a ser considerado € a intensidade do
exercicio, que tem como referéncia principal o limiar anaerébico (limite da
intensidade do exercicio a partir do qual a musculatura produz acido latico). As
diferentes intensidades do exercicio podem produzir diferentes efeitos fisioldgicos,
marcadamente quando se toma o limiar anaerobico como referéncia (MCARDLE,
2003).

A quantidade de secdes semanais de exercicio, 0 tempo de exercicio e a
intensidade com que € realizado parecem interferir nos efeitos hipotensores
(HAMER, 2006). A diminuicdo da pressao arterial produzida pelo exercicio diz
respeito, tanto ao efeito hipotensor pos exercicio, que perdura pelo tempo de
recuperacdo, quanto pelo efeito anti-hipertensivo duradouro, que se verifica em
individuos treinados pelo tempo que durar a condi¢cdo de treinado (BRUM, et al,
2000). Verifica-se, no entanto, que o efeito de controle da pressao arterial ocorre
mais acentuadamente quando o exercicio é de intensidade moderada, em torno de
50 a 65% da intensidade maxima (FORJAZ, et al, 1998). Em esfor¢cos mais intensos
nao sao verificados tais efeitos (GRAHAM & RUSH, 2004).

Ainda assim, alguns resultados parecem apontar conclusdes seguras, tais
como: 0s exercicios moderados, abaixo do limiar anaerébico, realizados até por
volta de 65% da capacidade maxima de esforco, tem melhores resultados na
producdo de NO e consequentemente nos efeitos que este composto pode
proporcionar. Isto porque o esfor¢co mais elevado gera uma producdo de metabdlitos
indesejaveis que caracterizam o chamado estresse oxidativo, com efeitos
antagodnicos aos apontados por concentragfes 6timas de NO. As atividades fisicas
gue envolvem grandes grupamentos musculares, como caminhadas, corridas e
natacdo, também se destacam em relagéo a exercicios mais localizados. Isso devido
ao aumento da freqiéncia cardiaca, do volume sistolico e do débito cardiaco que em
atividades desse tipo sdo mais pronunciados (BRANDAO & MARTINS-PINGE,
2007).
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A medicdo da concentragdo dos niveis de Oxido nitrico raramente se da pela
deteccdo do gés propriamente dito, devido ao seu curto periodo de meia vida. Em
geral essa medicdo se faz pela quantificacdo do produto da reacdo de oxidacao do
NO, nitratos e nitritos, que sdo mais estaveis; pelo composto precursor da formacéao
do NO, a L-arginina, ou por seus subprodutos como a L-citrulina ou a guanosina
monofosfato ciclica (GMPc) e também pela expressdo génica da enzima NOS. A
maioria dos estudos voltados para a mensuracdo do o6xido nitrico faz uso das
concentracfes plasmaticas deste composto, pela resposta e associacdo direta com
o NO endotelial. Raros e controversos sédo os estudos que fazem uso da saliva para
quantificar o NO. No campo da atividade fisica, a saliva € usualmente utilizada na
busca de se estabelecer um protocolo seguro e confidvel para a testagem de
respostas fisiologicas do organismo ao esforco e a definicdo de parametros de
controle do exercicio que sejam ndo invasivos. No entanto, os resultados ainda séo
controversos (ZUARDI, 2012).

Para Silva et al (2009) a secrecéo de saliva € controlada por uma combinacao
de estimulos simpéticos e parassimpaticos do sistema nervoso auténomo. E
composta por uma mistura complexa de secre¢des das glandulas paroétidas,
submandibular, sublingual e de outras pequenas glandulas que possuem inervacao
simpatica e parassimpatica. A inervacdo parassimpatica provoca vasodilatacdo, o
gue aumenta a quantidade e a fluidez da saliva. A inervacdo simpdatica provoca vaso
constricdo, ocasionando um baixo volume do fluxo salivar (MAGALHAES, 2012).

A utilizacdo de marcadores salivares ganhou popularidade na década
passada, principalmente em pesquisas biomédicas e psicologicas (PFAFFER, et al.
2011). Como importante marcador biologico, a saliva se revela um produto de facil
utilizacdo em pesquisas por ser de baixo custo e pouco invasivo. Alguns marcadores
salivares, como cortisol e imunoglobulina ja vem sendo empregados na clinica, uma
vez que o0s niveis encontrados na saliva e no plasma se correlacionam
significativamente (SOO-QUEE KOH D; CHOON-HUAT KOH G. 2007).

A associacdo entre 0 NO sanguineo ou plasmético e o salivar € 0o novo
desafio dos pesquisadores dedicados ao estudo deste composto e seus derivados.
Os resultados de estudos dessa natureza sao controversos e ndo tém identificado as
variaveis envolvidas na controvérsia. Enquanto alguns estudos confirmam as
variagbes de nitrito salivar com nitrito plasmatico ou outras variaveis relevantes,

como o exercicio fisico, outros estudos demonstram e afirmam a n&do associacao
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entre nitrito salivar e plasmatico, ou qualquer outra varidvel ndo relacionada
diretamente a cavidade bucal. Algumas pesquisas relatam que o exercicio fisico ndo
produz variacdes significativas nas concentracdes de nitrito salivar, afirmando que
ndo ha associacdo entre essas duas variaveis (GONZALEZ et al, 2008),
(ZAMBRANO et al, 2009), (CLODFELTER et al, 2015). Por outro lado, outros
estudos relatam variagdes significativas na concentracao de nitrito salivar a partir do
exercicio fisico (PANOSSIAN et al, 1999), (DIAZ et al, 2013). Nesses estudos sao
relatados aumento na concentracdo de No salivar a partir do exercicio, corroborando
a hipétese de que o exercicio, ao potencializar a producdo de NO circulante,

expressa esse mesmo potencial também no nitrito salivar.

1.2. Revisdo sobre a pesquisa em pardmetros hematoldqgicos

Os parametros indicadores de saude para o homem sao variados. Dentre os
gue se relacionam com o sistema cardiovascular estdo os parametros hematolégicos
gue podem fornecer informacdes importantes sobre o transporte de gases expresso
pela séria vermelha, e sobre o sistema imune, expresso pela série branca. A série
vermelha é composta por parametros relacionadas as hemacias e compreende
também:

e Hemoglobina — molécula localizada no interior da hemécia responséavel pelo
transporte de oxigénio para os tecidos;

¢ Hematdcrito — Percentual do sangue ocupado pelas hemacias;

e Volume Corpuscular Médio (VCM) — indica o tamanho das hemécias;

e Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) — indica o peso da hemoglobina no
interior da hemacia;

e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) - indica a
concentragédo de hemoglobina dentro da hemécia;

e Curva de Distribuicdo dos eritrocitos (RDW) — indice que avalia se ha

diferenca no tamanho das hemacias (LORENZI, 2006).

A séria branca € composta pelos leucécitos que sdo um conjunto de células
diferentes, com distintas funcfes, relacionadas ao sistema imunolégico. Os

leucdcitos compreendem:
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¢ Neutrofilos — célula de defesa responsavel mais diretamente pelo combate a
bactérias;
e Linfocitos — células responsaveis pelo combate a virus invasores e a tumores.

Envolvida também na producéo de anticorpos;

e Mondcitos — célula circulante que atua tanto em infec¢des bacterianas como
virais e é precursor dos macrofagos;

e Eosindfilos — célula responsavel pelo combate direto a parasitas. Esta
envolvida também em processos alérgicos;

e Basdfilos — célula associada também a processos alérgicos e também a

infecgdes cronicas (LORENZI, 2006).

As plaguetas sdo células responsaveis pela ativacdo do processo de
coagulacéo sanguinea, pelo mecanismo de formacéo de trombos.

A relacdo desses parametros com a saude ja foi estabelecida ha tempos,
contando com valores de referéncia internacionais, indicativos, ndo s6 da saude,
mas de uma série de doencas que apresentam alteracdes nesses parametros. O
exercicio fisico, no entanto, € uma variavel que pode produzir modificacbes
inesperadas e até provocar adaptacdes na hematologia que colocariam em questédo
os valores de referéncia.

Os parametros hematoldgicos de saude humana foram definidos nos anos de
1960 estabelecendo valores de referéncia a partir de estudos populacionais de larga
escala, com variacbes amplas do que pode ser considerado normal. Diversas
condicdes, entretanto, podem afetar as variaveis hematoldgicas e por em questédo
tanto a salde humana quanto o intervalo de valores considerados normais em
hemogramas. Fatores que podem interferir nos parametros hematologicos, como a
altitude, o stress, a dieta ou o nivel de aptidao fisica, bem como o exercicio fisico, se
mostram como importantes campos de investigagbes (LORENZI, 2006). Em se
tratando do treinamento fisico, as adaptacbes do organismo sdo bastante
especificas para cada modalidade ou tipo de esforco.

A intensidade e duragédo do treinamento s&o indicadas como importantes
fatores na variabilidade de diversos analitos. Sanchis-Gomar e Lippi (2013) colocam
que o tipo de exercicio, a modalidade e suas variacbes de volume e intensidade,
podem produzir efeitos diversos nos marcadores hematoldgicos. Estes autores

afirmam que os testes com valores fora dos intervalos de referéncia convencionais,
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em atletas, ndo s6 podem refletir a presenca de uma determinada doenca, mas
podem, muitas vezes, revelar uma adaptagéo ao treinamento regular ou mudangas
que ocorreram durante/ap0s o0 exercicio, e que precisam ser claramente
reconhecidas para evitar ma interpretacdo de dados laboratoriais (LIPPI et al, 2014).
Assim, os valores de alguns marcadores em atletas ou individuos fisicamente ativos
devem ser interpretados com cautela.

Muitos séo os estudos que abordam parametros hematoldgicos em atletas ou
praticantes de atividade fisica. Eles diferem, basicamente, em estudos de efeitos
cronicos, verificados pelo acompanhamento das modificagdes nos parametros ao
longo do tempo de pratica do treinamento, e estudos de efeitos agudos, verificados
pela comparacédo, nos valores dos parametros, antes e depois da secdo ou secdes
de treinamento. Os estudos de efeitos crénicos, em geral buscam modificacbes de
carater duradouro e que possam apontar relacbes mais diretas com a saude dos
sujeitos. Os estudos de efeitos agudos, embora levem em conta as modifica¢des de
carater transitério, buscam, nessas modificacbes consequéncias relacionadas a
saude. Neste estudo procurou-se verificar tanto efeitos crénicos quanto efeitos
agudos, com resultados significativos.

Dentre os resultados mais comuns encontrados em estudos de efeitos
cronicos, destaca-se a diminuicdo na concentracdo de hemoglobina ao longo do
tempo de treinamento (BOYADJIEV & TARALOV, 2000), (BANFI & DEL FABBRO
2007), (WIRNITZER & FAULHABER, 2007), (HU et al, 2008). Ao que parece, O
treinamento de longo prazo aperfeicoa a capacidade de transporte gasoso das
hemacias e, em consequéncia, diminui a necessidade de hemoglobina, que por sua
vez, diminui sua concentracdo. Esse efeito, contudo, se apresenta em atletas de
elite submetidos a treinamento sistematico voltado para competi¢do. A diminui¢cdo na
concentragcdo de hemacias (BANFI & DEL FABBRO 2007), nos valores de
hematdcrito (WIRNITZER & FAULHABER, 2007) e na concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (HU et al, 2008) também séo citadas como resultado do
treinamento intenso e regular. Porém, estas alteracdes observadas néo se referem a
uma modificacdo morfolégica das células, mas a um aperfeicoamento em todo o
sistema de captacdo e transporte de gases, como efeito do treinamento de
endurance. Por outro lado, no estudo de Diaz et al. (2011) ndo se verificou

diminui¢&o na concentracdo de nenhum parametro da série vermelha e no estudo de
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Lombardi, Ricci e Banfi (2011) verificou-se o efeito inverso, de aumento na
concentracdo de hemoglobina apds periodo de treinamento.

Em relacdo aos parametros da série branca, o resultado mais comum
encontrado em estudos semelhantes é a leucocitose (LOMBARDI, RICCI e BANFI,
2011), (HAMMOUDA et al, 2012), (OLIVEIRA, ROGATTO e LUCIANO, 2002). Os
autores atribuem esse aumento de leucécitos a uma desmarginacdo de células
brancas que, com o aumento do fluxo sanguineo, caem na corrente sanguinea,
recrutadas como uma possivel resposta imunoldgica causada por microlesées dos
tecidos. Além do aumento de leucdcitos, ha relatos de aumento na concentracéo de
neutréfilos e de mondcitos e diminuicdo na concentracéo de eosinofilos (LOMBARDI,
RICCI e BANFI, 2011), (HAMMOUDA et al, 2012), (OLIVEIRA, ROGATTO e
LUCIANO, 2002), e de linfocitos (BACHUR et al, 2008). A neutrofilia é atribuida
também a mobilizacdo de células da medula 6ssea, e a linfopenia estd associada a
altas concentracbes de cortisol, préprias do esforco intenso. Os relatos de
diminuicdo nas concentracfes de linfocitos e eosinofilos estdo também associados a
migracdo destas células aos sitios inflamatérios musculares originados por
microlesdes de esforco.

Dentre os efeitos agudos mais comuns relatados em estudos de hematologia
relacionada ao exercicio estdo a diminuicdo na concentracdo de hemacias,
hemoglobina, hematocrito e RDW, e ainda um aumento na concentracdo de
plaquetas (LIPPI et al, 2014), (REIS et al, 2009), (BRANDAO et al, 2014). Os autores
relatam que essas alterac6es podem perdurar de 30 minutos a 20 horas do término
da secdo de treino e alguns sugerem que esse efeito esteja relacionado com a
sindrome do overtraining. E preciso considerar que individuos treinados em geral
podem apresentar maior volume sanguineo, e a hemoconcentracdo transitéria pela
perda de agua, propria do exercicio, pode levar a resultados de testes alterados,
mas que na realidade seriam decorréncia da simples diminuicdo do volume
plasmatico (SANCHIS-GOMAR & LIPPI, 2014).

Por outro lado, héa relatos de aumento no volume plasméatico em decorréncia
de exercicio intenso causando hemodiluicdo e diminui¢do transitoria dos niveis de
hemacias e hemoglobina, o que pode ser confundido com anemia. Além disso, 0
metabolismo de ferro é apontado como fator importante no mecanismo de transporte
gasoso, na manutencdo da concentracdo de hemoglobina e no volume das

hemacias (LATUNDE-DADA, 2012). O aumento na geracdo de espécies reativas do
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oxigénio nos tecidos musculares, ocasionado pelo esforco intenso, gera um quadro
de estresse oxidativo que tem por consequencia danos celulares graves (SANCHIS-
GOMAR & LIPPI, 2014). As microlesbes musculares e articulares sdo resultados
desse processo que é apontado como causador de hemolise de hemacias e pode
levar & diminuicdo na concentracdo dessas células (LATUNDE-DADA, 2012).

Em relacdo a série branca, verifica-se uma diferenca entre efeitos pos
exercicio moderado e poOs exercicio intenso, descritos de forma que o esforco
moderado tende a estimular o aumento dos parametros relacionados ao sistema
imune, enquanto que o esfor¢co intenso ir4d produzir um decréscimo desses
pardmetros (OTT & DE OLIVEIRA, 2013). Dentre os efeitos relacionados ao
exercicio intenso, sdo comuns os relatos de leucocitose ocorrendo imediatamente
apo0s o exercicio e envolvendo aumento de neutrofilos, mondcitos e linfécitos
(BACHUR et al, 2008), (GABRIEL & KINDERMANN, 1997), (COSTA ROSA &
VAISBERG, 2002). O desequilibrio no estado de homeostase provocado pelo
esforco intenso acarreta aumento na secrec¢ao de cortisol e de epinefrina e ainda um
aumento na concentracdo de células Natural killer, apontados como causadores das
variagdes de leucécitos (BACHUR et al, 2008), (GABRIEL & KINDERMANN, 1997).
No estudo de Bachur et al. (2008) ha relato, também, de diminuicdo na concentracao
de linfocitos bem como de eosindfilos apds exercicio intenso, se estendendo até 48

horas ap6s o término do esforco.

1.3. O Jiu Jitsu brasileiro

O foco principal deste estudo é o exercicio fisico, especificamente aquele
realizado com o objetivo da luta corporal, envolvendo a disputa constante e
individual no cotidiano dos praticantes. Verificar como essa preparacdo atlético-
desportiva especifica influencia nas concentracdes de Oxido nitrico e nos parametros
usuais da hematologia humana possibilita avancar na discusséo sobre a bioquimica
relacionada ao esforgo fisico e ao modo de preparacdo atlética realizada nessa
modalidade de luta.

O Jiu Jitsu, usualmente chamado Jiu Jitsu brasileiro, € uma modalidade
esportiva que tem ganhado destaque e se popularizado, alcangcando uma
guantidade de praticantes no Brasil que nenhuma outra modalidade de luta jamais

atingiu (DEL VECCHIO et al, 2007). E uma luta de contato intenso e que se realiza
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predominantemente no ch&do, no qual os lutadores tentam subjugar o oponente
utiizando de quedas, chaves, alavancas e estrangulamentos. Entre suas
caracteristicas principais esta a semelhanca com as lutas agarradas, como o Judo, a
Greco Romana e a Luta Livre diferindo basicamente no conjunto de regras. O fato
da luta se desenvolver predominatemente no chéo, traz caracteristicas proprias para
0 seu treinamento, marcado por intenso esfor¢co isométrico e grande capacidade
aerobica (BRANDAO et al. 2013). A luta dura em torno de 8 minutos e requer
elevada resisténcia além de forca, flexibilidade e coordenacdo motora. Durante a
luta, o atleta é frequentemente levado ao esforco maximo e para suportar 5, 6 ou 7
lutas, como é frequente em campeonatos da modalidade, o atleta necessita de uma
condicdo cardiorrespiratoria excelente. Del Vecchio et al. (2005) mostram que o
periodo de recuperacéo entre lutas, numa competicdo, €, em muitos casos, 10 vezes
menor do que o tempo das lutas somados, revelando a necessidade, para os atletas,
de uma condicgéo fisica realmente apurada.

Embora o esforco despendido seja de carater predominantemente
anaerobico latico, a necessidade de recuperacéo e de eliminacdo do lactato exige do
atleta grande capacidade aerdbica. O treinamento do jiu jitsu envolve e requer o
desenvolvimento de valéncias fisicas como forca, agilidade, flexibilidade e
resisténcia muscular local (ZAKHAROV; GOMES, 2003). Constantemente é
requerida a execucdo de movimentos a partir de maxima amplitude articular,
desenvolvendo a flexibilidade ativa. O atleta é ensinado a respirar e se acalmar em
posicdes de grande pressdo sobre as articulacbes, térax e abdémen. O nivel de
esforco pode variar conforme o periodo de preparacdo do atleta que pode ir de
treinamento moderado, com intensidade entre 60 a 75% da capacidade maxima, a
treinamento intenso, com intensidade entre 75 a 85%, chegando a intensidade
maxima em periodos pré competitivos.

Ao longo do ano de treinamento, os atletas alternam periodos de alta
intensidade do treinamento, préximo as competicdes, com periodos de baixa
intensidade e até de descanso, ao término das competices previstas. O dispéndio
de energia € elevado e o esforco maximo ou submaximo frequentemente leva a
lesGes musculares, articulares e 6sseas (ANDREATO et al, 2013). O atleta de Jiu
Jitsu raramente treina sem a presenca de dores provenientes de lesdes ou
microlesbes adquiridas em secdes de treinamento anteriores. As secbes de

treinamento duram 2 horas e sao divididas em trés partes:
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1. Preparacéao fisica, composta de exercicios individuais mais ou menos intensos,
com ou sem sobrecarga de trabalho, voltados para o condicionamento.

2. Ensino / treinamento das técnicas e posi¢cOes, composto pelas técnicas,
posicbes e movimentacdes basicas da modalidade, sempre em duplas, simulando
situacdes tipicas da luta.

3. “O rola”, a luta propriamente dita, em que os atletas da equipe vao alternando
0s parceiros e lutando entre si por 3, 4 ou 5 vezes consecutivas, ou ate mais, com
intervalos curtos.

As secdes de treinamento de Jiu Jitsu sempre terminam com a luta. Os
atletas se confrontam em disputas que duram de 6 a 8 minutos e cada atleta faz pelo
menos 3 lutas antes do encerramento da secdo. Essas lutas sdo sempre
acompanhadas de uma ansiedade natural, de um estado de estresse e até medo,
visto que sao lutas reais que procuram preparar o0 sujeito para possiveis situacfes
de conflito. O Jiu Jitsu é considerado um esporte de competicdo, ha medida em que
a preparacao do atleta visa a participacdo em competi¢cdes. No entanto, € uma luta
na qual o objetivo final € a autodefesa. Os atletas tendem a valorizar as competicoes
esportivas por ser a situacdo que mais se aproxima do objetivo real da luta, qual
seja, a autodefesa contra agressoes fisicas.

Em periodos pré competitivos as secfes de treinamento sdo estendidas e a
guantidade de lutas travadas é aumentada. O principal parametro indicador de que o
atleta esta preparado para a competicao € a somatéria do tempo de “rola” em cada
treino, isto €, quanto tempo o atleta passou dedicado unicamente a luta. Alguns
conseguem fazer 60 minutos, outros 40, outros 30 minutos de lutas, e esses tempos

indicam o nivel de preparacéo de cada atleta para a competicao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo dessa pesquisa € analisar o comportamento das concentracfes de

oxido nitrico e dos parametros hematolégicos e a relacdo com o treinamento de Jiu

Jitsu, em atletas, para inferir sobre a modalidade e suas potencialidades para a

salude humana, procurando avancar nos conhecimentos sobre a tematica da

fisiologia e da bioquimica do exercicio fisico.

2.2. Objetivos especificos

Mensurar as variagfes nos parametros hematologicos, ao longo do 6 meses
de treinamento;

Mensurar as variacfes do Oxido nitrico salivar ao longo de 9 meses de
treinamento;

Mensurar as variacfées na intensidade do treinamento realizado;

Correlacionar os valores hematolégicos e de 6xido nitrico com parametros
relacionados a preparacao atlética desportiva;

Avaliar a acdo do Jiu Jitsu como exercicio fisico voltado a saide humana.

A problematica principal que se pretende responder com esta pesquisa €: que

alteracdes sado causadas pelo tipo de exercicio fisico realizado no treinamento de Jiu

Jitsu nos niveis de NO salivar e nos parametros hematolégicos em humanos

saudaveis?
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3. METODOLOGIA

3.1. Tipo de estudo:

Este estudo se configura como observacional descritivo longitudinal de
mensuracao (HULLEY et al, 2003), no qual foram monitorados trés parametros ao
longo de um ano de rotina de treinamento: a hematologia, o 6xido nitrico e a
intensidade do treinamento. Para o estudo da hematologia foram utilizadas amostras
de sangue. Para o estudo do Oxido nitrico, amostras de saliva. E para a verificacdo
da intensidade do treinamento foi utilizada a frequiéncia cardiaca em treinamento. A
coleta de dados ocorreu no municipio de Jatai GO e foi realizada em 9 meses do
ano de 2014. Apos a coleta, o material foi submetido a ensaios laboratoriais a fim de
se analisar as concentracdes, das células e dos parametros relacionados a

hematologia e do 6xido nitrico salivar.

3.2. Critérios de inclusdo:

Os Participantes foram selecionados a partir dos seguintes critérios:

e Participante do Projeto Tatame com no minimo 2 anos de pratica do Jiu Jitsu
esportivo;

e Tenha participado de pelo menos duas competicbes na modalidade nos
altimos dois anos, configurando-os como competidores e dedicados ao
treinamento;

e Entre 20 e 35 anos de idade.

3.3. Critério de exclusao:

Os seguintes critérios foram adotados como critérios de exclusdo de
participantes:
o Apresentar enfermidade grave que possa fazer com que o treinamento
regular do Jiu Jitsu seja considerado de risco;

e Ser hipertenso ou diabético.
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e Dedicar menos do que 6 horas semanais a modalidade;

3.4. Aspectos éticos

Os procedimentos realizados nesta pesquisa obedeceram as resolucdes do
Conselho Nacional de Saude. O estudo foi desenvolvido em conformidade com a
Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude e ainda da Resolucéo
196/1996 do mesmo conselho, respeitando os termos da Declaragéo de Helsinque
e do Cédigo de Nuremberg. O projeto original foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Goias, obtendo aprovacdo pelo parecer
692.581 / 2014. Para que a pesquisa fosse conduzida dentro dos mais elevados
padrbes éticos que regem os estudos em humanos, todas as facilidades e meios
foram oferecidos aos participantes, como gratuidade e acesso as instituicbes de
saude, transporte quando necessario, esclarecimentos sobre os procedimentos do
estudo e duvidas, a possibilidade de abandonar a pesquisa a qualquer momento,
entre outros. Além disso, foram tomados todos os cuidados para garantir a
confidencialidade dos dados e da identidade dos voluntérios. Todos assinaram
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), antes do inicio da coleta de

dados concordando com os termos da pesquisa.

3.5. Caracterizacdo dos sujeitos da pesquisa

Os voluntarios desta pesquisa sédo atletas da modalidade esportiva Jiu Jitsu
brasileiro, que foram acompanhados ao longo de um ano de treinamento.

A Regional Jatai da UFG oferece a comunidade académica a pratica de
exercicios fisicos regulares que acontecem no Nucleo de Préticas Corporais (NPC),
com a orientacdo e o controle de professores e bolsistas dos cursos de Educacgao
Fisica. Diversas modalidades de atividades fisicas sdo oferecidas no NPC
integrando o Programa Segundo Tempo Universitario (PSTU). O Programa Segundo
Tempo Universitario no Campus Jatai, tem a adesao de muitos estudantes dos
diferentes cursos de graduacdo e pos graduacdo, que se dividem entre as varias
modalidades de atividades oferecidas. Esses estudantes passam por constante
avaliacao fisica, que inclui dados antropométricos, de desempenho fisico e de gasto

energético.
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Dentre as atividades fisicas desenvolvidas pelo programa Segundo Tempo, a
modalidade “Jiu Jitsu” apresenta a proposta de treinamento de atletas de
competicdo por meio do Projeto Tatame. Este projeto congrega, no espaco do NPC,
cerca de 60 praticantes de Jiu Jitsu, sendo que boa parte com experiéncia de mais
de 2 anos, qualificando-os nas faixas azul, roxa, marrom e preta. O projeto Tatame
tem por objetivo desenvolver o Jiu Jitsu competitivo e qualificar os participantes a
competirem nos mais diversos torneios da modalidade. Desde o inicio do projeto, em
setembro de 2012, o grupo participou das duas etapas do campeonato goiano da
modalidade e obteve resultados satisfatorios, com varios atletas pontuando no
ranking da Federacdo de Jiu Jitsu do Estado de Goias. Parte dos participantes do
Projeto Tatame podem, assim, serem caracterizados como atletas. O treinamento
desses atletas competidores envolve ndo somente as 6 horas semanais oferecidas
pelo Projeto Tatame, mas também treinamentos extras realizados em outras
academias da cidade, como forma de aprimoramento da condicao fisica e técnica.

O Jiu Jitsu esportivo € uma modalidade em que o esforco despendido é de
carater predominantemente anaerébico latico. As lutas duram de 5 a 10 minutos (5
minutos na faixa azul, 7 minutos na faixa roxa, 8 minutos na faixa marrom e 10
minutos na faixa preta) e o esforco despendido € maximo ou submaximo, levando o
atleta sempre préximo a exaustdo. Ao longo do ano de treinamento, os atletas
alternam periodos de alta intensidade do treinamento, préximo as competicées, com
periodos de baixa intensidade e até descanso, ao término das competicdes
previstas. A proposta desta pesquisa foi selecionar 14 atletas desse grupo de
competidores do Jiu Jitsu de Jatai e acompanhar sua prepara¢do, com coletas
regulares de amostras biolégicas.

O grupo de atletas participantes foi definido a partir de critérios de inclusao
dentre os participantes do Projeto Tatame, competidores na modalidade de Jiu Jitsu,
em amostra ndo probabilistica. A escolha dos atletas voluntarios foi motivada
unicamente pela conveniéncia, uma vez que este grupo realiza os treinamentos
dentro das dependéncias da UFG, o que oferece grandes possibilidades de acesso.

O grupo foi composto por 14 sujeitos com pelo menos 2 anos de pratica da
modalidade, com participacdo regular em torneios e campeonatos. Além desse
parametro, os participantes do grupo dedicaram, no minimo, 6 horas semanais a
modalidade Jiu Jitsu, o que seria suficiente para garantir um nivel significativo de

condicdo atlética que os caracterizariam como atletas. Como a modalidade
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selecionada é um esporte individual e por isso apresenta categorias de pesos nas
competicdes, ndo utilizamos o indice de massa corporal (IMC) para a caracterizagdo
da condicdo atlético-desportiva, uma vez que, mesmo o atleta estando com IMC
“acima do peso”, ele ainda pode ser considerado atleta de alto rendimento. E
importante ressaltar que as modalidades de luta mantém categorias de peso
diferentes para as disputas, enquadrando o0s competidores numa ou noutra
categoria, e que mesmo os lutadores mais pesados, com IMC “acima do peso ideal”,
podem apresentar niveis de condicdo cardiorrespiratoria (aerébia) e de forca

explosiva e forga pura (anaerdbia), bastante significativos.

3.6. Delineamento do estudo:

Como o estudo € de carater descritivo observacional longitudinal, o
delineamento consistiu no acompanhamento do grupo de atletas por 9 meses, com
coletas regulares de amostras de sangue, de saliva e de frequéncia cardiaca. O ano
de treinamento foi estabelecido de abril a dezembro de 2014. O quadro abaixo
descreve as datas de todos os procedimentos realizados, separadamente por etapas

cumpridas e também especifica que tipo de dado foi coletado.

Quadro 1: Cronograma da pesquisa

Datas Etapas Material coletado
1. 21 de novembro 2013 Submisséo ao CEP -
2. 29 de janeiro 2014 Assinatura do TCLE -
3. 14 de abril 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
4. 28 de abril 2014 Coleta de dados Freq. cardiaca; saliva
5. 5 de maio 2014 Coleta de dados Freq. cardiaca
6. 19 de maio 2014 Coleta de dados Freq. cardiaca
7. 21 de maio 2014 Coleta de dados / inicio dos | Saliva e sangue
hemogramas
8. 2 de junho 2014 Coleta de dados Freg. cardiaca

9. 16 de junho 2014

Coleta de dados

Freg. cardiaca

10. 18 de junho 2014

Coleta de dados

Saliva e sangue

11. 29 de junho 2014

Participacdo em competicdo

12. 30 de junho 2014

Coleta de dados

Freg. cardiaca

13. 7 de julho 2014

Coleta de dados

Freq. cardiaca
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14. 9 de julho 2014 Coleta de dados Saliva e sangue
15. 14 de julho 2014 Coleta de dados Freq. cardiaca
16. 11 de agosto 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
17. 20 de agosto 2014 Coleta de dados Saliva e sangue
18. 25 de agosto 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
19. 8 de setembro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
20. 17 de setembro 2014 Coleta de dados Saliva e sangue
21. 22 de setembro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
22. 28 de setembro 2014 Participacdo em competicdo | -
23. 6 de outubro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
24. 20 de outubro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
25. 22 de outubro 2014 Coleta de dados / fim dos | Saliva e sangue

hemogramas
26. 3 de novembro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
27. 17 de novembro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
28. 19 de novembro 2014 Coleta de dados Saliva
29. 8 de dezembro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
30. 10 de dezembro 2014 Coleta de dados Saliva
31. 15 de dezembro 2014 Coleta de dados Freq. Cardiaca
32. 10 de janeiro 2015 Elaboracdo do texto sobre | -

hematologia
33. 15 de abril 2015 Inicio da quantificacdo da | -

saliva em laboratorio
34. 10 de junho 2015 Submissdo dos textos sobre | -

hematologia
35. 15 de setembro 2015 Fim da quantificacdo da | -

saliva em laboratério
36 01 de outubro 2015 Elaboragédo do texto sobre | -

oxido nitrico
37. 15 de dezembro 2015 Elaboracéo da tese -

Durante o periodo de

coletas, os atletas participaram de duas competicbes

oficiais, a 12 (29 de junho) e a 22 (28 de setembro) etapas do Campeonato Goiano

de Jiu Jitsu organizados pela “Centro Oeste Jiu Jitsu” (Federagdo Goiana de Jiu

Jitsu). Assim, foram coletados dados tanto em periodos proximos a competicoes,

quanto em periodos de transi¢do entre competi¢coes.

3.7. Tratamento das amostras e dos dados:
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Sangue
O sangue foi coletado antes da secao de treinamento, no dia estabelecido

para coleta, conforme Quadro 1. Nas coletas de junho e de outubro foram coletadas
também amostras de sangue imediatamente ao final da sec¢ao de treinamento, a fim
de se testar os efeitos agudos do treinamento nos parametros hematolégicos. Os
atletas foram instruidos a descansarem por 10 minutos antes da coleta de sangue. O
sangue foi coletado por pessoal habilitado, ligado ao laboratério de Ciéncias
Biomédicas lll da UFG Regional Jatai.

Para a coleta de amostras de sangue utilizou-se os tubos BD Vacutainer®
(Juiz de Fora, Brasil) de 4 ml (aprovados pelo FDA para serem utilizados em
bancos de sangue) contendo etilenodiamino tetraacético (EDTA) jateado na parede
interna do tubo. O EDTA é o anticoagulante recomendado pela CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) e pelo ISCH (International Council for
Standardization in Hematology) para hematologia por ser um anticoagulante que
preserva a morfologia celular. Utilizou-se também agulhas BD Eclipse, préprias
para coleta de sangue a vacuo com um dispositivo de seguranca que recobre toda
a agulha apds seu uso. Esta agulha atende por completo a normativa NR32. Em
cada retirada foram coletados 4 ml de sangue.

Para armazenagem do sangue, o material foi mantido em gelo até o término
da coleta de todos os participantes, a qual levou cerca de 30 minutos, quando
entdo o material foi levado ao Laboratério de Ciéncias Biomédicas Ill da Regional
Jatai da UFG e submetido aos procedimentos de quantificacao.

A dosagem dos parametros hematolégicos foi feita em parte no Laboratorio
de Imunologia Ill do curso de Biomedicina da UFG Regional Jatai, e em parte em
laboratorio de analises clinicas particular, localizado no municipio de Jatai. Os
hemogramas foram feitos no aparelho KX-21N Sysmex® (Kobe, Japao) e incluiu
contagem de hemacias, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHCM, RDW,
contagem de plaguetas, leucécitos totais, neutréfilos, linfécitos e a soma de
mondcitos, eosinodfilos e basofilos. Também foram feitos esfregacos, os quais foram
corados pelo método panético rapido, para obter contagem de mondcitos, basofilos

e eosinofilos separadamente.
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Saliva

Para a coleta de saliva, os participantes coletaram amostras, pela manha em
jejum, antes do treinamento (ap6s descanso de 10 minutos) e, imediatamente, apos
o treinamento (apos descanso de 10 minutos), em dias idénticos aos da coleta de
sangue, em 9 momentos especificos distribuidos ao longo do ano de treinamento
(Quadrol).

Os participantes receberam, na secdo de treinamento anterior, o kit de coleta
de saliva embalado individualmente (imagem 1) e foram instruidos de como
proceder para a coleta em jejum em suas residéncias. Os kits de coleta de saliva
foram idealizados e montados pelos pesquisadores e consistiram em um criotubo de
2 mL, uma tampa para o criotubo embalada em papel aluminio, um canudo plastico
de 5 mm de diametro, tudo dentro de um envelope de papel cirargico lacrado e
autoclavado alguns dias antes da coleta (imagem 2). O voluntario abriu o envelope,
retirou o criotubo e o canudo, colocou o canudo dentro do criotubo e a outra
extremidade na boca. Aos poucos foi empurrando a saliva para dentro do canudo.
Antes da saliva encher completamente o criotubo, retirou o canudo, e tampou o

criotubo com a tampa que estava embalada em papel metalico.

Imagem 1: kit de coleta de saliva Imagem 2: esterilizag&o dos kits de saliva

A salivacdo nao foi estimulada e foi entdo coletada pelos participantes, em
criotubos de 2 ml e mantidas no gelo até acondicionamento final em freezer -20°C.
A coleta de saliva no local do treinamento foi feita de maneira idéntica a realizada
em casa pelos participantes, com o acompanhamento do pesquisador responsavel.

Foi solicitado aos participantes do estudo que na noite anterior ao dia da
coleta e também no dia da coleta, ndo se alimentassem de verduras e vegetais, em
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funcdo do aumento na concentracdo de nitratos, que sdo reduzidos a nitrito,
provocados por essa dieta e que poderiam interferir nos resultados do estudo.

Nos dias de coleta de material foi oferecido aos participantes um lanche, que
ficou disponivel imediatamente apos a coleta de saliva realizada depois da sec¢éo de
treinamento.

Apos o periodo de coletas, a saliva coletada foi transportada de Jatai, em
embalagem térmica contendo gelo seco até o Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias, em
Goiania. Nesse laboratorio foram feitas os experimentos de dosagem.

Para a dosagem do 6xido nitrico optou-se por quantificar o nitrito, devido a
estabilidade da molécula, e para isso foi utilizado o reagente de Griess, produzido
pela Molecular Probes® (Eugene, EUA), que possibilita a determinacgéo colorimétrica
da concentracdo de nitrito. A densidade O6ptica (absorbancia) foi medida por
espectrofotometria, utilizando filtro de 550nm, em espectrofotometro ELx 800
Biotek® (Winooski, USA). O uso do reagente de Griess € baseado no método
proposto por Green et al. (1982). As amostras foram descongeladas e mantidas
resfriadas. Em seguida foram centrifugadas em centrifuga refrigerada, marca
Eppendorf 5804R (Hamburgo, Alemanha), por 5 minutos a 10.000 rpm para
precipitacdo de impurezas e de proteinas mais pesadas como a mucina.

O kit reagente de Griess para deteccdo de nitrito produzido pela Molecular
Probes, contem 3 componentes:

e Componente A: N-(1-naftil)etilenodiamina dihidrocloridrato, com 25 mL a 0,1%

(2 mg/mL)

e Componente B: acido sulfanilico, com 25 mL a 1% (10 mg/mL)
e Componente C: solucdo padrédo de nitrito contendo 1 mL de nitrito de sédio
com 1 mM diluido em agua deionizada.

Para a preparacdo do ensaio o0 reagente de Griess é obtido da unido do
componente A com o componente B, na proporc¢éo de 1/1.

Foi utilizada microplaca de 96 pocos, de fundo chato com capacidade para
300 pL. Os pocos foram preenchidos com 150 puL de amostra de saliva, 130 uL de
agua deionizada e 20 puL de mix reagente (A + B). Os padrdes foram obtidos do
componente C, diluido para 5 concentragfes diferentes: 150, 100, 50, 10 e 5 pL de
nitrito de sodio e por ultimo agua pura. Os padrées foram utilizados para obtencéo

da curva padrao e foram feitos em triplicatas.



38

A montagem da microplaca seguiu o protocolo:

Obtencéo dos padrdes a partir da diluicdo do componente C.
Leitura da microplaca vazia no espectrofotdmetro.

Colocacéo de agua deionizada nos pocos.

Adicao de amostras de saliva nos po¢os em duplicatas.
Preparacao do reagente de Griess (componentes A + B).

Adicao do reagente de Griess nos pocos.

Incubacéo da microplaca por 30 minutos a temperatura ambiente

© N o g~ wDdPE

Leitura da microplaca no espectrofotometro

A leitura das placas forneceu valores de absorbancia que foram aplicados a
equacdo da curva padrdo para obtencdo de valores de concentracdo de nitritos.
Foram produzidas 8 microplacas. Na leitura espectrofotométrica a cor violeta indica
a presenca de nitrito. As trés primeiras colunas, a esquerda de cada placa, até a
linha F (sexta linha de cima para baixo) sdo os pog¢os padrdes produzidos em
triplicatas, com diferentes concentracfes de nitrito de sédio. Quanto mais intensa for

a cor violeta, maior sera a concentracao de nitrito na amostra de saliva.

Microplaca 1 Microplaca 2

/J/.‘
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Microplaca 5 Microplaca 6
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Microplaca 8

Apds o experimento, as amostras foram descartadas como material biol6gico
em local adequado, assim como todos os materiais utilizados, como, ponteiras,

microplacas, criotubos de 2 mL e tubos ependorffs de 1,5 mL.

Frequéncia cardiaca

Durante os 9 meses de coleta de material bioldgico a frequéncia cardiaca dos
atletas foi monitorada 2 vezes no més, durante os treinamentos utilizando aparelho
frequencimetro. Monitorou-se a frequiéncia cardiaca nos treinamentos, has mesmas
semanas em gque foram feitas as coletas de material bioldgico, exceto nos meses de
agosto e setembro devido a particularidades do calendario académico, a fim de
procurar estabelecer a intensidade do treinamento que foi realizado, conforme
procedimento descrito por Djordjevic, et al (2012). A cada medicdo, 5 aparelhos
frequencimetros, marca Polar® (Kempele, Finlandia), foram ajustados em 5
participantes da pesquisa selecionados aleatoriamente. O aparelho utilizado fornece,



40

ao final da secéo de treinamento, a frequéncia cardiaca média durante o periodo em
gue o atleta estava em trainamento.

A utilizacdo do célculo de intensidade de esforco baseado na frequéncia
cardiaca média revela inconsisténcias em relacdo a outros testes mais acurados
(RONDON et al, 1998). Entretanto, pode oferecer um parametro relativamente
seguro, levando em consideragcdo o tempo de treinamento e afericdo (cerca de 2
horas). Utilizou-se o calculo genérico de intensidade de trabalho que consiste em
subtrair de 220 a idade do individuo, estabelecendo assim a frequéncia cardiaca
maxima para esforco (CESAR et al, 2002). As intensidades variadas foram
calculadas da fracdo dessa frequéncia cardiaca maxima, obtidas por célculo
utilizando regra de trés simples.

Neste experimento utilizou-se a média de idade do grupo (27 = 4,56) para se

estabelecer a frequiéncia cardiaca indicativa da maxima intensidade:

220 —-27 =193 bpm =———> Frequéncia cardiaca maxima, 100% de intensidade

As fragbes desse valor indicaram as diversas faixas de intensidade a que os

voluntéarios foram submetidos em treinamento.

3.8. Andlise dos resultados encontrados:

A andlise dos dados coletados foi de carater estatistico, no qual foi utilizado o
software R i386, versdo 3.2.1, e ainda o software Office Excel, versdo 2010. As
ferramentas de construcdo de graficos foram dos mesmos softwares citados e os
testes estatisticos utilizados foram:

e teste Shapiro wilk (paramétrico) para verificacdo da normalidade dos dados;

e teste Wilcoxon (ndo paramétrico) para comparacao entre dois agrupamentos
de dados pareados que nao apresentaram distribuicdo normal;

e teste t-student (paramatrico) para comparacao entre dois agrupamentos de
dados pareados com distribuicdo normal;

e teste Analise de Variancia (ANOVA) (paramétrico) para comparacao entre
trés ou mais agrupamentos de dados, com pos teste de Tukey, que identifica

quais agrupamentos apresentam diferencas;
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e teste Kruskal Wallis (n&o paramétrico) que tem o mesmo objetivo do ANOVA,
porém em dados sem distribuicdo normal;
e teste de correlacdo (paramétrico) produto momento de Pearson que identifica
se existe correlacdo entre dois conjuntos de dados.
Além destes, utilizou-se também a elaboracdo de equacdo de regressao
linear para o estabelecimento de curva padrédo e de valores de concentracdo de

6xido nitrico.
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Abstract This paper will treat shout hematological parameters in Brazilian Jiu Jitsy athletes, linking their training
with some vanations of these parameters. The am of thiz study was to ewvaluate the potentialiies of this sport
modality in what it has to do with promotion and mantenance of human health Fourteen athletes have participated
in thiz study that cons sted in accompanving them dunng their training for six months, when monthly blood samples
were collected and weekly momtoring of heart rate traimng were done. Vanationsin hematologica parameters have
been compared with the intensity of the training performed all thislong. Statistical analyzes performed were Student
ttest for paired samples when data showed a normal distibution, and Wilcoxon test for paired samples, when data
didn't show a normal distribution. Results show that erythrocytes and lymphocytes varied in a wery similar way to
the mtenaty of training. Hemoglobin, hematocnt, total leukocytes, neutrophuls and platelets vaned oppostely to
tramng intenaty. RDW, monocytes and eosinophils vaned randomly, wath no relabon to the intensity of tramng,
The traning stiraulates an increase in the production of red blood cells and hemoglobin, howewer, the lind of intense
traning and full contact, wath frequent imjuries, might cavse hemolysis, maintaning low concentrations of these
parameters. Jiu Jitsu promotes specific effects both in the red data series as in white ones; and it can be
recommended for health maintenance, since, despite the detected wanations all parameters remaned under the
reference values.

Keywords: Brazilian Jiu Jitsu, haematological parameters, health

Cite This Article: Nestor Persio Alvim Agricola, Jodo Batista Alves de Souza Martha Ribeiro Bonilha, Lidia
and Andren Guillo, “Chronic Haematological Profile Study in Brazilian Jiu Jitsu Athletes.” dmerican Jourmal af
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1. Introduction

Hematological parameters of human health have some
factors that can interfere with the interpretation of results,
such as altitude, stress, diet, level of physical fitness and
exercise. Thege vanables show up as relevant fields of
research. In terme of physical traumng, body adaptations
are quite specific to each type or kind of effort. Some
authors propose the establishment of reference values of
normality for traned people, shightly different from the
general parameters [1].

The intensity and duration of tranng have heen
indicated as important factors in the vanability of several
analytes. The nature of the exercize or the sport practice in
their wolume and intensity can produce vanous effects
demonstrated on several biomarkers, including hematological
ones [2]. In this context, test results that come apart from
the conventi onal reference ranges, in athletes, not only can
reflect the presence of a particular disease, but can ofen

reveal an adaptation to regular training or changes that
ncourred duringfafter the exercize; and 1t must be clearly
recogmzed to avoid musinterpretation of laboratory data,
Thus, the walues of some biomarkers in athletes or
physicaly active indiwiduals should be interpreted wath
sofne attention.

Brazilian Jiu Jitsu iz a fight of intense contact, which
takes place predominantly on the ground, in which the
fighters try to subdue the opponent using drops, armbars,
levers and bottlenecks. The fact of the fight to be
developed predominantly on the ground brings some
peculiar characteristics to the training itself marked by
intense 1sometric effort and aerobics [3]. The Sght lasts
around & minutes and requires great endurance 1n addition
to strength, flexibility and motor coordination During the
fight, the athlete 1z often taken to mawimum effort and in
order to support five, six or seven fights as it iz commaon
in those kinds of championships, the athlete must hold an
excellent cardiorespiratory fithess. The recovery time in a
competition between boutz 15, mostly, 10 tumes lower than
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the total time of the fghts added up, revealing the need of
aphysical condition that's actually ascertained [4].

Although that effort 15 predominantly of an anaerobic
lactic character, the need for recovery and discarding of
lactate requires the athlete a great aerohic capacity [4].
Throughout the year of training, athletes alternate periods
of lugh intensity of traimng when the competitions are
near, wath periods of low intenaity and even a peniod of
rest at the end of the scheduled competitionz. The energy
expenditure 12 high and this mawimum or submasmal
effort often leads to muscle joint and bone injuries. A Jiu
Jitsu athlete rarely practices with any pain from injuries or
microlesions acquired in previous training sessions.

There are several studiez on hematological parameters
in athletes or people who work out regularly. These are
divided primarily on studiez of chronic effects, checked hy
monitoring the changes in parameters duning tramng practice
time, and the severe effects, checked by comparizon, in
the walues of the parameters, before and after the section
or szections of traiming Studies of chronic effects in
general seek modifications of a long-lasting character and
that can point direct correlations with human heath.

Among most of standard resultz found 1n chrome
effects studies, the decrease stands out in hemoglobin
concentraton during the traimng penod [5,6,8,9] Apparently,
the contituing training enhances the gas transpost capacity
of erythrocytes and consequently reduces the need for
hemoglobin, which in itz turn, reduces its concentration.
However, this effect is obtained in elite athletes that
undergo systematic training that aims competitions and
not in moderately trained people The izolated training,
done sporadically, does not change the hemoglohin p arameters
in people who worls out 1n various practices, compared to
haseline [7]. The decreases 1n concentranon of erythrocytes,
in hematocrit walues and in the concentration of mean
corpuscular hemoglobin (MCHC) are dso mentioned as a
result of intense and regular training [6,8,9]). However,
these observed changes do not refer to a morphological
thange in the cells, but an improvement in the entire
system of capitation and transport of gases as one effect of
endurance training. On the other side, some studies have
not observed any decrease in the concentration of any red
blood parameter, and there are also studies that observed
the opposite effect, an increase in hemoglobin concentration
after the training period [10,11].

Concering the white series parameters, the most
common result found in similar studies 15 leukocytosis
[11,12,13]. Aunthors attribute this increase of leukocytes to
a white blood cell demargination whuch, due the increaze
i1 blood flow, falls into the bloodstream, enlisted as a
pozsthle inflammatory response cauzed by microlesions in
the tissues. In addition to the increased leukocyte there
are reports of an increase 1n neutrophils and monocytes
concentration, and a decrease in the concentration of
eosinophils [11,12,13] and lymphocytes [14]. Neutrophilia
15 also attributed to the mobilization of hone marrow cells,
and lymphopen a iz associated with high concentrations of
cortisol, typically originated from an intense effort
Feportz of decrease in concentrations of lymphocytes and
ensinophiuls are dlso aszociated wath the mugration of these
cells to those inflammatory sites cavsed by microlesions
due rscular effort.

Thus, this paper ams to discuss the results of
hematological parameters in Brazilian Jiu Jitsu athletes

checked over six months compared with heart rate training
data characterishic i intense physical effort, in order to
recognize this modaity in its particulanities related to
intensity and physical effort and its effects on the bhody,
and aso to consider its potential in relation to human
health.

2. Materials and Methods

This study involved 14 volunteers wath a mean age of
27 (£ 4.58) vears, Jin Jitzu athletes wath at least 2 years of
practice in this modality and competitors in regional and
national tournaments. The athletes were monitored for six
months 1 thewr traimng routine {2014), when monthly
blood samples collection were done before each tramng
SESsion.

4 ml of whole blood was collected using BD
WVacutainer™ tubes contaning EDTA K2, in wacuum
puncture needle BD Eclipse™ about 10 minutes before
starting each trammng session. CBCs were performed on
the KX-21N Sysmex™ device and included erythrocytes,
hemoglobin, hematocnt, MCYV  (Mean Corpuscular
WVolume), MCH (Mean Corpuscula Hemoglobin), MCHC
(Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration), RDW
{(Red Cell Dastnbution Width), platelets count, total
leukocytes, neutrophils, lymphocytes, and the sum of
monocytes, eosinopluls and basophils. Smears were also
made, which were stained by quick panoptic method for
obtamng differential counting of monocytes, basopluls
and eosmnopluls. The blood counts were performed at the
Laboratory of Biomedical Zciences II of the course of
Biomedicine in UFG Regional Jatai.

Heart rate was weelly monitored, during the trainings,
by a frequency counter. The heart rate monitoring meant
to compare the wvariations in blood counts with the
intensity of training, and for this, the mean heart rate was
calculated for each month of tramng. All stahstical
analysis was performed using the software R 1386 wersion
3.1.1. Tables and graphs were constructsd using the
software Office Excel 2007 Statistical tests performed in
this study were Test t-student for paired samples, when
data showed a normal distribution, and the Wilcoxon test
for paired samples, when data did not show a normal
distribution.

That study was submitted to the Ethics Committees in
Research of the Federal University of Goids and was
approved by the opimion 632581 on 05/16/2014.
WVolunteers signed a Free and Clarified Consent Term
before the start of the study, ensuring the confidentidlity,
according to the ethical standards in research with human
beings. This study was conducted in accordance wiath
Resolution 466/2012 of the National Health Council and
with Resolution 196/1396 from the same council and the
Dedaration of Helsinki.

3. Results

3.1. Evaluation of Cardiac Frequency

Dunng these ax months follow-up of Brazilian Jiu Jitsu
athletes, results of the mean heart rate (Figure 1) refl ected
the variation of the intensity used in traimings [15].
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Mean heart rate

Maonth 1 Wionth 2 Month 3 Maonth 4 Manth 5 Maonth &
Figure 1. Iionthly reean heartrate
Az shown in Figure 1, the montored tramning penod
had two peals of greater intensity over 6 months: the first 3.2. Red Series
akh d cirea th d th and the oth - .
pe SPPENEG CIER LG SEPOnG momn an ucceufregr ndes; Erythrocytes data  {million/mm®), hematocnt  (34)

the fifth month of traming.  Ths
competitions in which the athletes have participated, thus
the training sessions were carried out with more intensity.
Feriods of lower mean heart rate were periods of
preparation and recovery, charactenzed by lower intensity.

hemoglobin (gfdl), MCV (&), MCH (pg), MCHC (g/dl),
RDW %%) and platelets (rml/mm®), are expressed in Tahle
1 as mean + standard deviation.

Tahle 1. Data of red series

Ivlonth 1 Ilonth 2 Ilonth 3 Ilonth 4 Ionth 5 Ilonth 6

Redblood cells (millionfmm® 5,25 +0,424 5,27 £0,463 403 £0,402% 5,14 +£0_342% 51740422 538 £0.446
Hematocit (%) 4400 £3,24 4385 +2.32 44 60 + 3,08 4300 £2 83 44,74 £3,17 47,75 £3,713*
He moglobin {gidl) 1416 £1,21 1434+1,19 15,32 £1, 144+ 1436 +£1,17 1499 £1.39 15,37 £1 45+
IWICW (ft) 2435971 83,83 £837 91,04 £10,45%* 85,77 £8 44 27,02 £939 89,20 £0 Q%
IWICH (pg) 27,28 £3.63 2749+371 31,28 £33 06 % 2206 +£3,24 20,16 £384%* 28,73 378
WCHC (gidl) 32,27 +£0,74 3269+£1.73 33,96 £0,83% 3265+0.23 33,42 +£1 04%* 32,10 £1,10
EDW (3%) 13,74 £0,72 12,97 +1,54 13,07 £0,95%+ 14,02 £0 2%+ 13,12 £1,03 13,02 £0,81%*
Platelets (roilizoen) 2250 + 50,31 240,53 £ 55,18* 2646 £ 67 64* 2136 £56,35 182,1 +£60,20 248 5 61 50%

* gignificant difference from month # 1, with p=0,05 (S tudent t-test for paired saraples).
*#* gignificant difference frow raonth # 1, with p=0,05 (Wilsoxon test for paived samples)

The behavior of the red series parameters can be
compared with data from heart rate or from intensity of
trasming. For red blood cell values (Figure 2) it was
showed a significant decrease between the first month and
the third month, with P-value = 0.0004 and also hetween
the first and the fourth month, with P-walue = 0.025. The

measurement of erythrocytes concentration showed a
normal distnbution by the Shapiro-wilk test over the 6
months of follow-up. Red blood cells ranged from a very
sitnitlar way to the heart rate itself, markedly differing only
in the sizth month of follow-up.

4937

Manth 1 Muonth 2 Manth 3

Red blood cell

Maonth 4 Month 5 Maonth 6

Figure 2. Variation of red blood cells

In hematocrit data a significant difference was only
detected in the sizth month of study (P-value = 0.002),
compared to the values of the first month. The distribution

of hematocrit presented normality in five out of the six
months of tests and it may vary in a less intense way.
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Hemoglobin (Figure 3) presented signifi cantincrease in
the third month (P-value = 0.014) and in the six month (P-
value = 0.01). As for the distribution of hemoglobin levels
it didn’'t show normal distribution to four of the six
months tested. The hemoglobin values waried differently

from the wmtensity of traning, by having higher peaks in
the walues dunng the months that came after hgher
intense traiming. Months of higher mean hemoglobin are
the months of lower intensity of trasmng (Figure 3.

15,325

14,166

Manth 1 Manth 2 Manth 3

Hemoglobin

15,372

Marth 4 Manth 5 Marnth 6

Figure 3. Hemoglobin variation

RDW wvalues waried randomly wath no reference to the
intensity of those traming data However, there was
sgnificant statistical difference between the first and third
month {P-value = 0.023), hetween the first and the fourth
month (P-value = 0.024) and between the first and sizth
month (P-walue =0.021).

MCV, MCH and MCHC data rarely presented normal

distribution, thus they were tested by paired Wilcoxon test.

MCV showed significant difference in third month (P-
value = 0.015) and sizth month (P-value = 0.0135)

compared to the first month As for MCH and MCHC
values, there was a significant difference in the third and
fifth month, 1f compared to the first month.

3.3, White Series

Total levkocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes
and eosinophils data (&l measured in cellsimm?® of blood)
are shown in Table 2 as mean + standard dewation:

Tahle 2. White series data

Ivlonth 1 Ivlonth 2 Ilonth 3 Nlonth 4 Ilonth 5 Ilonth 6
Total lenkoc yes A58 6 £ 13057 7218,1 £13739 TR66,6 £ 1527 5% U925 £16943 73400 £1119.7 518,10 £2059.5
Metrophils 37923 £ 10280 38427+ 1410,1 45766 £ 13482%  AD4T 2 £1756.9 41175 £347, 7 4478 4+ 1210,0
Linphocytes 28525+ 7T16,5 28300+519,1 2760,0 £ 4417 27673 £730,9 27176 £307.3 25971 5154
IWonocytes 2348 £5835 323,0+1353 401,5+£120,2* 3148 £81,7* 3044+110,3 2197 78,4
Eosinophils 26,8 £41,7 1940 £853*% 177,0£71,7* 1628 £67,6*% 1397 £60,8% 1628 £66,3*

* gignificant difference from month # 1, with p=0,05 (Student t-test for paired samples).

All white series parameters showed normal distnbution

(Shapiro-Wilk test), except for eosinophils inmonths 1 and 4.

Basophils stati stically could not be tested because they are
cells that were rarely observed throughout the study period.

79646,6

6966,6

Month 1 Month 2

Total Leukocytes

Month 3 MMonth 4

Month 5  Month 6

Figure 4. Variation of total lenkocytes
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Among the total leukocytes values, there 15 a signi ficant
difference only in month # 3 when compared to month # 1,
with P-walue = 0.004 (Figure 43 Maonth # 6, compared
vath # 1, did not show significant difference due to a high
standard deviation. The mean values of total leukocytes
presented subsequent pedks to those two of tramning

intensity ones, indicating an increase in months 3 and 6
when compared to month # 1, coinciding with those peaks
of high hemoglobin values Neutrophils walues follow the
same increasng tendency in months succeeding months of
higher intensity in the training (months 3 and 4),
following also the hemoglobin peaks (Figure 5).

Neutrophils
A4576G,6 447 8,4
3792.3 3842,7
Maonth 1 Manth 2 Month 3 Manth &4 Maonth 5 Month &

Figure 5. Vanation of neutrophils

For neutrophils walues, month # 3 shows significant
difference from month # | (P-waue = 0.002). Although
the sixth month shows an increase compared to the first

month, thiz increase was not statistically significant
However, month # 5 shows sigmficant difference from
month # 1 (P-value = 0.032).

2852,5

2839

mMonth 1 Month 2 ronth 3

lynphocythes

2597,1

mMoanth 4 mMaonth 5 mMornth 6

Figure 6. Variation of Iyrnphoc ytes

Lymphocytes have a continuous decine over the study
peniod, but there was no statistically stgmficant wariation
in any month when compared to month # 1. Lymphocyte
values may vary subtly, but inversely to the values of total
leukocytes and neutrophils, with the lowest values found
exactly in months # 3 and # 6. This variation, however,
was not sigmficant from a stabstical pomnt of wew
Lymphocytes hehave in an tnwverse way to red blood cells,
hematocrit, hemoglobin, total levkocytes and neutrophls,
revealing an almost steady decline ower the 6 months
(Figure 6.

Monocytes vary randomly and do not appear to follow
the patterns of the other cell types A sgnificant variation
was ohzerved in third month (P-walue = 0.003) and in
fourth month (P-value = 0.033), relative to the first month.
Eosnopluls also vary out of the established patterns
checked 1n neutrophils and lymphocytes, with sigm ficant
vatiation over all months compared to month # 1.

Flatelet parameters showed statistically significant
changes in months 2 (P-value = 0.0447, 3 (P-value = 0.002)
and & (P-vdue = 0.006) compared to month 1. The
variation in mean platelet in athletes draws a graph similar
to neuwtrophils one, signifying a possible relationship
between these two wvariables. The striking difference
between the two graphs 1z observed only in the fifth
month, which in neutrophil graph shows an increase 1f
compared to the fourth month, and in the platelet graph
shows adecrease when compared to the fourth month.

4. Discussion

Hematologic parameters zeem to show no wvanaton
according to a well-defined pattern associated with body
exercise. What can be percetved in most of those oited
studies 15 that physical exercise  influences  these
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parameters, but it seems to vary according to the intensity
and exercise’s duration, and especially according to the
type of training. The findings are not unanimous much
less conclusive and require new and deeper studies. There
1z no single concept that can discourse and explain the
vartahility between different sports practices or how they
may be compared to each other. The level of physical
effort or the wolumefintensity of work can’t characterize
the difference between the different categones. Data from
blood counts collected in this study and in other similar
ones demonstrate this. Athletic modalities with similarities
in training intensity present hematological parameters that
vary differently, which requires, therefore, other
dlassifications or concepts that can find justification for
the phenomenon.

Ervthrocytes values may wary sitnilarly to the values
ohtained for heart rate. Hemoglobin walues wvary in a
reverse way from the heart rate, showing higher walues in
months of lower intensity. This tends to confirm the
explanation in which the most intense training enhances
the gas transport system, reducing the need for
hemoglobin [6,16]. Thus, in months of lower intensity, the
body starts producing hemoglobin  again in  greater
gquantity, as seen in months 3 and 6, because the
improvement is only checked in really intense training
periods.

However, this result may have another explanation In
months of higher intensity of training, low concentrations
of hemoglobin has been observed. This might suggest that
the stress due intense training after the preparation for
competitions has led to aloss of erythrocytes. Oxidative
stress, cause of cellular damages in muscle tissue, leads to
micro lesions originated from high tension and effort,
causing hemolysis and maintaining low concentrations of
erythrocytes, even before an intense stmulus  of
production of those cells [2,17]. Thus, in months of post
competition characterized by a lower intensity of effort,
the micro lesions would be less frequent, and the
hemolysis in decrease, revealing higher concentration of
erythrocytes.  Reports of  decrease 1 hemoglobin
concentrations, induding values below the international
standard of nonmality, due to the high physical effort, are
related to the stress in muscle and joint structures
underwent to high stress [15,19]. Combat sports, and
specifically the Brazilian jiu jitsu, are propitious to these
lestons [19,20,21].

Regarding the white series, the leukocyte count varied
very stilarly to hemoglobin one, i.e, in months after a
stronger intensty there 15 an increase in leukocyte
concentration. This graph says much more in what relates
to neutrophils, as long as the lymphocytes vary inversely.
The specidized literature reports an increase in the
concentration of neutrophils and a decreased in lymphocytes
induced by exercise [23,24] . However, this reaction ocours
only under mammum or submazmal effort [25,26]. In this
study the same effect can be observed matnly in months of
lower intensity of training.

5. Conclusion

Brazilian Jiu Jitsu fight has as characteristic a very
intense contact between athletes, which may facilitate the
dissermination of wira or bacteriad infections wathin the

group, like 1n school enwironments, and 1t may affect the
average values of some of these parameters, mainly in
white series. In addition, the Jiu Jitsu exposes the athlete
to high physical effort, demanding a lot from joints and
tendons, which ends up turning to a very common
inflammation in these structures, changing parameters of
blood cells associated with the immune system.

Howevwer, it can't be stated that the training has no
influence in those parameters, and therefore the hypothesis
that the blood count parameters are affected by physical
effort is sustained. The maintenance of lower hemoglobin
concentrations 1n  high-ntensity tramng periods 1
evidence that the athlete suffers frequent injunes, which
would be responsble for hemolysis of those cells. The
body would have stimulated an increase in the production
of red blood cells in intense training, however, the
omdative stress generated by that same intense training
would lead to a decrease in concentrations of red blood
cells and especidly hemoglobin, Notwithstanding, this
reaction doesn't confirm  itself in  white series,
demnonstrating an immune response mohilization, with an
increase of neutrophils and lower lymphocyte, precisely in
the subsequent months to the greater intensity.

Thiz type of fight shows to be indicated for the
mantenance of human health parameters since all
parameters venfied during the study were wathin the
reference standards accepted worldwide It should be
highlighted, howewer, the fact that several studies have
come to affirm that parameters of normality must be
reviewed when 1t’s about traned athletes, with
consequences that can reach issues related to doping in
sports [2,6,16,18,22]. Further studies, wath different
designs, are necessary to confinm some of the hypotheses
raized here for more accurate conclusions.
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Abstract This study deals with acute changes in hematological parameters in athletes of the brazilian fight Jin
Jitsu. The aim is to discuss the vanations of these parameters in athletes who underwent some training in two
different levels of intensity in order to identify the effects of this land of sport, in what relates to effort intenaty
features in the organistn, and dlso analyze the possihilities in what has to do wath human health. Fourteen wolunteers
participated in this study, athletes with at least 2 years of practice in this type of fight and competitors. The athletes
were monitored for over 2 months in their training routine. Blood samples were collected formerly and immediately
after the training sessions in two specific moments, the first collection happened right next to one of the team target
competitions and the second collection in post competition penod. There was a statistically significant increase in
total leukocytes and platelets (both months), neutrophils (month #1), lymphocytes and monocytes (month #2) and
sgnificant decrease in eosinophils (both months) The changes induced by exercising in a state of orgamc
homenstasis don't seem to affect the red senes, acutely. Howewer, the wlite senies 15 largely affected by physical
effort, and its magnitude keeps depending on the intensity of effort and the modality of fight.
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1. Introduction

Fhysical exercise has been considered an important
variable in the study of human health, mostly by changes
induced 1n several biomarkers In physical training,
adaptations of the body are quite specific for each land of
sport or type of effort. Intensity and duration of tramning
hawve been indicated as relevant factors in the variability of
severd biomarkers, incduding hematol ogical ones [1].

Tests results, done outside the conventional reference
ranges in athletes not only can reflect the presence of
diseases, but can often reveal an adaptation to regular
traiming or changes that have occurred duningfafter the
exercise, and that must be dearly recogmzed to avoid
misinterpretation of laboratory data Thus, the walues of
some biomarkers in athletes or in physically active
individuals should be interpreted wath caution.

Juu Jitsu 15 a sport which has gained prominence and
has become popular. It 15 a full contact fight that takes
place predominantly on the floor, where the fighters try to
subdue the opponent using drops, locks, levers and rear-
naked. Among itz main features 15 the similarity with
grappling fights, such as Judo, Greco Foman and
Wrestling, differing primanly in the rule set. The fight
lasts about & minutes and the fact that it takes place
predominately on the ground brngs someof the own
characteristics to the training, marked by intense 1sometric
effort and the development of large aerohic capacity [2,3].

Throughout the whole wear of tramning, athletes
alternate periods of high intensity tramng, when the
competitions are near, with periods of low intensity and
even periods of some rest. The energy outlay is high and
the mammal or submaximal effort often leads to muscle,
joint and bone injunes. The athlete of fghting sports
rarely trans without the presence of pain from injuries or
micro lesions acquired in previous training sessions [4].

Cur goa with this study is to discuss the changes in
some hematological parameters in Brazilian Jio Jitsu
athletes who underwent training in two different levels of
intensity in order to know the effects of this type of fight
in what relates to its effort intensity features to the body,
and also evaluate the possibilities in what has to do with
human health.

There are many studies that address hematological
parameters in athletes or physically active indiwiduals,
separated in studies of chronic effects checked by
monitoring the changes in parameters over the traning
practice time, and studies of acute effects verified by
comparison, in parameters values before and after the
training section or sections. Studies on acute effects, even
they taking into account the transtent changes, search for,
in these modifications, consequences related to heath,

Among the most common effects reported are the
decrease in the concentration of red blood cells [56],
hemoglobin [5,6], hematoent [6] and RDW [5,7]; and also
an increase in the concentration of platelets [5,7]. Authors
report that these alterations can last from 30 minutes to 20
hours from the end of the training section and some of
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them suggest that this effect 15 related to the overtraining
syndrome. By these results, authors state that reference
values for blood counts could only be applied to
individuals a rest, since almost all parameters tested
during the practice, or soon after, experience wariations,
It's necessary to consider that traned individuals in
general may experience an increase in the blood volume,
and the transient hemoconcentration due the loss of water,
commonly resulted from the exercise, can lead to results
semmed from altered tests, but which in fact would result
from the simple decrease in plasma wolume [1]. It has
been found recently a relatonship between elevated
values of RDW and platelet after the exercise and the
mortality of exercisers who practice moderate exercises
for along time [1]. This association has not been proven
vet, but there 15 strong suspicion.

On the other hand, there are reports of increase in
plasma wolume as a result of mntense exercise causing
hemodilution and transient decrease in levels of red blood
cells and hemoglobin, which can be mistaken for anemia
[8] In addition, won metabolism 15 pomnted as an
important factor in  gas transport mechanism, in
mantenance of hemoglobin concentration and volume of
red blood cells [8]. The increase in the generation of
reactive oxygen species in muscle tissue, caused by
intense effort, generates an oxdative stress condition that
has the consequence of severe cellular damage [1]. Muscle
and joint microlesions are results of this process that is
said to be the cause of hemolysis of red blood cells and it
can lead to a decrease in the concentration of these cells
(5]

Regarding the white series, it has been demonstrated a
difference between effects after post moderate exercise
and post intense one, described so that the moderate effort
tends to stimulate the increase 1n parameters related to the
immune system, while intense effort wall produce a
decrease of these parameters [9]. Among the effects
related to intense exercize, reports of leukocytosis
occurring immediatel v after the exercise and 1nvolving an
increase of neutrophils, monocytes and lymphocytes are
usua [10,11,14]. The imbalance during the state of
homeostasis cansed by anintense effort leads to the
increase ofepinephrine and cortisolsecretion, and also an
increase in the concentration of “Matural killer™ cells
conadered the cause of wanatons in leukocytes [10,12].
However, there are reports also about the decrease in the
concentration of lymphocytes and eosinophil after intense
ezercise, which lasts until 43 hours after the effort 1
ceased [10].

In studies involving athletes of fight sports, the results
don’t differ from athletes of other sports. Acute changes
induced by Kung Fu training were: an increase of
neutrophils, lymphocytes decrease, which ran into the
30%, and eosinophils, whose count was already low, got
lower due to training [13]. In elite competitors of Brazilian
Jiu Jitsu, the wvarations followed the same pattern:
leukocytosis with 1ncrease in neutrophils and monocytes
and decrease in lymphocytes and eosinophils after the end
of the compettion [13] However, another study with
Brazilian Jm Jitsu athletes describes an increase in the
concentration of lvmphocvtes as a result of intense
traimng [16].

2. Materials and Methods

This study had the participation of 14 volunteers with a
mean age of 27 £ 4 .56, athletes wath a least 2 years of
practice in this modality of fight and competitors from
regonal and nattonal toumnaments. The athletes were
monitored for over 2 months in thewr tramning routine
Blood samples were collected before and immediately
after each training session in two specific moments: the
first collection happened dose to one of the team target
competitions. The athletes were in pre-competitive
training period characterized by higher intensity of effort.
The second collection was realized during  post-
competitive training season or  recovery  period,
characterized by lower intensity. Despite the difference in
training intensity between the two moments, the training
phase and the weekly frequency did not change from one
month to the other.

In total, 4 ml of blood was collected, using tubes BD
Vacutainer™ wath EDTA, 1n vacuum puncture needles
BD Eclipse™ zhout 10 minutes before the beginning of
each traiming section. The blood samples after the training
sessions were collected similarly, about 10 minutes after
the end of the sections. During practice, athletes were not
deprived of dnnking water, hut they were not fed. The
blood counts were performed on KX-21M SysmexT™
device and involved RBC count, hemoglobin, hematocrit,
MCV, MCH, MMCHC, EDW, platelet count, total
leukocytes, neutrophils, lymphocytes count and the total
monocytes, eosinophils and bhasophils. Smears were also
made, which were stained by Quick Panoptic method for
counting monocytes, basophils and eosinophils. Blood
counts were performed in the laboratory of immunology
I1I of the course of Biomedicine at UFCG Regional Jatai,

Athletes usually train about § hours a week on alternate
days and the average heart rate was monitored during
traiming in the weeks in which there were blood
collections, using frequencymeter device Polar™, which
provided the mean heart rate for tramng time. It was used
5 dewvices and wolunteers were randomly selected from
each traimng session, among the group, to use the device,
The average weekly heart rate was obtaned from the
artthmetic mean of all the week's measurements.

Statistical calculations were done using the software R
1386, wersion 3.2.1. Tests were realized as follow:
Shapiro-Wilk test for normality samples and t-student test
for pared samples, with significance level of p<0.05. This
study was submitted to the Ethics Commuttees in Research
of the Federa Umversity of Goids and was approved by
the opinion 692,581 on 05/292014. Volunteers signed a
Free and Clarified Consent Term before the start of the
study, ensuring the confidentiality, according to the ethical
standards in research with human beings, established by
the national and international documents.

3. Results and Discussion

Dunng the monitoring of Brazmlian Jiu Jitsu athletes,
the average heart rate (Chart 1) reflected the change in
intensity of training [17]. They have gone through periods
of higher intensity, proper of the preparation for
competitions, and of lower intensity ones, proper of
theshort-term periods between competitions.
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Heart rate data were organized in weekly average for
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gach time of blood collection.
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Graph 1. Weekly meanbeart mte

Az ohserved, the two moments of sample collection had
different training intensities. In the first collection, the average
rate was ugher due to an upcoming compettion. In the second
collection, the frequency was lower due to a less intense
traiming proper of post competition period. In the week of
the first collection the average heart rate was 157.1 bpm £
6.05 (70%) In the week of the second collection, the
average heart rate was 143.5 bpm £ 8.14. (60%)

3.1. Results - Red Series

Dunng the follow-up of Brazilian Jiuw Jitsu athletes,
blood samples were collected before the training session
in two occasions, and immediately after the traning
section too, in order to perform blood counts. We'we opted
for the same procedure twice in order to check for any
acute changes induced by more intenze and less intense
training.

In the table below, data of the red series exposed as
mean + standard deviation:

Tahle 1. Acute changes inred series

Tvlonth 1 Ivlonth 2

Before After Before Efter
Red blood cells (zillion/rara’) 5,270 £0. 463 5,255 £0,453 5382 £0 448 5,362 £0,350
Hematocrit (%) A3 85 332 43 57T £ 303 4175 £3773 A7 54+35.14
Hemoglobin (gidl) 1434 +£1,19 1448 £1,29 1557 £1,49 1554+1 42
WICV () 23,33 £337 23,41 £3,02 20,20 £9.30 29,09 +£0.09
MCH (pg) 27,49 £371 27,76 £3,45 28,73 £378 28,714+3.72
LICHC (g/dl) 3369 1,73 33204+1.34 32,10 +£1,10 3217112
RDW (%) 1297 +£1 54 1275154 1302 £081 1307 £087

The statistics showed no significant difference in any of
the parameters of the red senies in the period before and
after the training session. Data indicate that the parameters

of the red series were not affected acutely by physica
traming, even beng the two measurement fmes
characternized by different intensities of traiming,

Platelets ; month 1

320
300

month 2

280

260
240
220
200

before after

after

before

Graph 2. Variation in platelets

Concerning the platelets, however, there was
sgnificant increase 1 both, first and second collection. In
the first measurement of acute training effects, P-value
was 0.048, in the second measurement, P-value was 0.038.

a

3.2. Resulis - White Series

In white series, the results were different regarding the
influence of physical tramng. White senes parameters are
shown helow as mean £ standard dewiation:
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Tahle 2. Acuie variations in white series (cells'fmm)

Wonth 1 Ilonth 2
Before L fter Before LEfter
Tuotal leukoe yies TAE1R 137301 2641 A6 £ 2274.04% 751818 £2059,52 272,72 £ 1891 0+
Hetrophils 34272 141018 5122,50 £ 1910, 24* 4478 45 £1910,04 SE3EAT £1854,74
Linphocytes 283909 £519.16 2004,16 + 421,10 2507,18 £515,44 2007 83 £535,97*
Ionocytes 32309 £13538 380,41 £233 33 107278 A8 FTEA3 £ 138,57+
Enosinophils 19400 £8537 11525 £66 91+ 162 81 66,33 128 18 £ 32 41*

*gignificant difference corapared to the prior with p=0035.

&ll parameters increased after the traimng session,
except eosinopluls that in both occasions decreased its
value after the exermse Total leukocytes showed a
statistically sigm fi cant increasze in both occasions, with P-
value=0.044 in monthl and P-vdue=0038 in month 2.
Nentrophil s showed a statisticall v sigm ficant increase only
inn month 1, with P-walue=0.009. In maonth 2 the increase

waz not significant. Lymphocytes showed a statistically
sigmi ficant increase only 1n month 2, with P-value=0.002.
In month 1 the increase was not significant. Monocytes
showed a statistically significant increase only in the
month 2, with P-walue=0.027. The decrease of eosinophils
was significantly detected in both tests. In month 1 the P-
value was 0.014 and in month 2 was 0.045.
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Graph 3. Total leukocyte variation
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Graph 7. Vanation in eosinophils

The intensity oftraining seems to interfere in the results
in a specific way, since as neutrophils increased
significantly in the month of higher intensity, lymphocytes
and monocytes 1ncreased sigmficantly in the month of
lower intensity. Eosinophils proved to be susceptible to
physical  exertion by reducing its  concentration
sgnificantly before the exercise. How long these
vartations may last could not be wenified 1n this study, for
logistical 1ssues.

Az observed, hematological parameters don’t seem to
vary according to a well-defined pattern associated with
physical exercise. What can be perceived in most studies
1z that the exercise exerts some influence on these
parameters, but this influence appears to wary according to
the intensity and extent of the exmercise, and especially
according to the modality of training.

Changes in plasma wvolume after exercising as a
common effect in studies of this type, may partly explain
the results in this study, since there was an acute increase
of platelets and almost all white cells [1]. However, the
decrease 1n plasma volume by loss of water caused by the
exercise can increase the concentration of red blood cells
firstly, what hasn’t occurred in this case

Another aspect to be considered in  white cells
vartations 15 the high propensity to musde and joint tissue
iuries due to the type of training in Jo Jitsu Tissue
lesions are associated with the release of chemical
mediators of inflammation that generate changes in the
fanction and concentration of white cells.

The use of exercise intensity calculation based on the
mean heart rate revea s inconsistencies in relation to other

more accurate tests [18]. Howewer, 1t may offer a
relatively safe parameter, taking into consideration the
training duration and measurement (about 2 hours). In the
frst month of monttoning, next to competition period, the
activity can be considered intense, as it reaches nearly
T5% of mammum intensty. In the second month, the
intensity 15 dlassified as moderate, ranging nearly 60% of
maximum intensity, The relevance of these data is the
fnding that principally the white cells vary according to
the intensity of the effort.

The increase in leukocytes as an acute training effect
cotnes from the recruitment of these cells, from structures
and penpheral tissues to the bloodstream [14]. Increased
heart rate produces a reaction of mobilization in the
immune system causing the migration of part of the
defense cells from lymphoid tissues and organs into the
bloodstream. Meutrophils, which are mostly marginalized
into lungs, liver and spleen, are mobilized by the hgher
heart rate, increasing their concentraton in  the
bloodstream [10]. Their concentration shows a clear
relatonship wath the intensity of the effort, since a
stgm ficant increase was statistically observed in the month
of higher effort. Physicd exercise seems to recruit those
neutrophils that migrated into the tissues, bringing them
back to the bloodstrearn. Another factor to be considered
1z the largest mtric oxide production caused by the heart
rate increase. Mitric oxde leads to reduction in platelet
aggregation and in the adhesion of leukocytes in general
and platelets, which may explain the increase in
concentration ofthese cells after the exercizse [22].
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In studies focused on the ratio between exercise and the
immune system, some authors suggest a higher incidence
of upper respiratory tract infections after intenze exercize
in elite athletes, as the result of an immnunity reduction
reaction [12,21]. This reaction appears as an acute
leukocytosis followed by a drastic reduction in the
concentration of lymphocytes [11]. The gradual and
continuous decrease in lymphocytes and  eosinophils,
unleashed after intense long-term exercise, lasts up to 4
hours after the end. Thiz is reported as a cause of an
increased susceptibility to respiratory infections in elite
athletes. Howewer, this reaction only ocours when
exercising to the fullest intensity.

Physical exercise can produce changes in concentration,
ratio and function of leukocytes even affecting the
Matural  Killer  cells,  polymorphonuclear and
immunoglobulin ones [19]. These changes are attributed
to the state of stress generated by the effort and
metabolites that are related to it such as adrenaline
cortisol and catecholarmines, which can generate an
immunosuppresaive effect [10,14]. The intenaficaton of
this chain of reactions is characteristic of overtraining,
which is precisely the limit of what may or may not be
healthy in physicd exercsze Lymphocytes are susceptible
to cortisol which tends to decrease their concentration in
intense effort. In our experiment there was an increase of
lymphocytes in the two measurements, to a lesser extent in
the month of higher intensity. It iz possible that if the
traimng intensity was elevated up to the maxumum effort,
it would then be observed the suppresaive effect of
lymphocytes This predisposition can be confirmed in
studies that report decreased lymphocyte only before a
wery high stress [7,16]. The concentration of Iymphocyte
population in an inverse proportion to the intensity of
training can be explaned by the increasing percentage of
apoptosis of these cells induced by high catecholamine
concentrations and oxdative stress proper from  the
intense effort [20].

Regarding eosinophils, as it all points it seems that the
higher the training intensity is, the lower these cells
concentration 15 into the bloodstream  The relation
hetween tramning intensity, or of the fight itzelf and
lesions or inflammation seems to be direct [7], which may
explain the decrease in the concentration of eosinoplhls, 1n
the rate that the more intense the fight and tratrung are, the
larger the amount of micro-lesions and inflammatory areas
and the ki gher the quantity of eosinophils moved from the
bloodstream to these regions.

Intense exercize can lead to oxdative stress manifested
in some alteration of endocnne, hematologic and
immunologic profile. Although the changes in the immune
system caused by oxidative stress are transient and of
reversihle character, they may explan, in part, the
leukocytosis ohserved as acute effect from the tratmng [6].
In addition, the exhaustive exercise causes an increase in
the generation of reactive oxygen species, expanding the
oxidative stress sign in cells, resulting in cellular damage
[1]. Frequent microlesions, common in fight trainings,
especidly in muscle fissues, causing up to severe damage
due to the wolume and intensity, seem to stimulate the
mohilization of white blood cells, which start helping in
infl ammatory areas that are formed since then

4. Conclusion

Changes originated from the physical exercize during
organic homeostasis state do not seem to affect the red
senies, acutely. Howewver, the white senes 13 largely
affected by physical exerbon, getting its magnitude
depending on the intensity of effort and on the modality
too. Fight modalities charactenized by causing lots of
ijuries tend to produce different effects in hematological
parameters. Even so, it is reinforced the theory that the
very intense physical effort can produce a disorder in the
immune response, to the outhreak of infectious diseases.
Despite being a lugh intensity effort fight, Bramlian Jin
Jitau demonstrates, 1n 1ts training, a potential for heath
mantenance. Even generating muscle and joint strain
injuries, which iz common in this sport moddity,
hematological parameters showed no  alanming data
Despite the vanations in these parameters, dl remained
within internati onally accepted normal walues,
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OXIDO NITRICO SALIVAR EM ATLETAS DE JIU JITSU ESPORTIVO

Nestor Persio Alvim Agricola
Lidia Andreu Guillo

RESUMO: Este artigo discute a producdo de oOxido nitrico sob a interferéncia do
treinamento fisico esportivo, expresso pelo nitrito salivar de atletas da modalidade
Jiu Jitsu. O objetivo deste estudo foi verificar as potencialidades da modalidade para
producdo de niveis ideais de Oxido nitrico estimulado pelo esforco e quantificar as
concentracfes de oxido nitrico relacionadas ao treinamento do Jiu Jitsu. O estudo foi
conduzido com a participacdo de 14 atletas voluntarios que foram acompanhados
por 9 meses em sua rotina de treinamento, fornecendo amostras de saliva nao
estimulada. Foram coletadas amostras a cada més, em trés periodos do dia: pela
manha ao acordar, imediatamente antes do treino e imediatamente apds o treino. O
nitrito salivar foi quantificado pelo método colorimétrico de Griess. Também foram
monitoradas as frequéncias cardiacas de treinamento a fim de se estabelecer a
intensidade do treinamento realizado. As médias mensais de nitrito salivar
demonstraram correlacdo significativa com as médias mensais de frequéncia
cardiaca, dando indicios de que o nitrito salivar responde ao treinamento fisico.
Contudo, as concentracdes de nitrito salivar medidas imediatamente apds o
treinamento sempre diminuiam em relacdo ao antes do treino. Isso se deveu a
natureza da modalidade estudada, visto que, por ser uma luta, a forte carga de
estimulacdo simpatica inibiu a atividade das glandulas salivares, bem como sua
irrigacdo, impedindo que o nitrito salivar expressasse o aumento de 6oxido nitrico
circulante, estimulado pelo treinamento.

PALAVRAS CHAVE: Oxido nitrico; esforco fisico; nitrito salivar; satde

INTRODUCAO

O oxido nitrico € uma molécula inorganica, de baixo periodo de meia vida,
gasosa e que possui um elétron desemparelhado em sua ultima camada, tornando-a
uma molécula ibnica altamente reativa que se combina facilmente com o oxigénio e
com alguns metais de transicdo. E considerado um radical livre que pode ser tanto
agente oxidante quanto redutor, dependendo do meio em que se encontra, e sua
reacao com o oxigénio gera nitritos e nitratos (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). Em
condi¢cbes normais de temperatura e pressdao o NO € um gas, incolor com moderada
solubilidade em agua, e que reage com alguns metais de transicdo, entre eles o
ferro.

Até meados dos anos 1980, ndo era conhecida a acao biolégica do NO para

0 organismo humano, sendo, até entdo, considerado apenas membro de uma familia
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de poluentes ambientais indesejaveis (DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003). A
investigagdo acerca de um fator vasodilatador determinante no relaxamento do
endotélio vascular levou a hipotese da existéncia do Endothelial — Derivated
Relaxing Factor (EDRF) (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Mais tarde descobriu-
se que o mecanismo pelo qual a EDRF produzia o relaxamento muscular do
endotélio era mediado pela guanosina monofosfato ciclica (GMPc) (RAPAPORT &
MURAD, 1983), e a partir dai concluiu-se que o NO era a molécula comum aos
processos vasodilatadores, que resultava no relaxamento muscular do endotélio,
melhorava o suprimento sanguineo ao coracdo e aliviava sintomas como angina
(DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003).

O NO esta envolvido em uma gama de rea¢des no organismo humano e tem
a capacidade tanto de ser benéfico, quanto potencialmente toxico, conforme sua
concentragdo. E produzido de forma endégena por uma variedade de tipos
diferentes de células. E o principal mediador citotoxico de células imunes no
organismo, sendo o precursor de nitritos e nitratos excretados pelos macréfagos em
respostas imunoldgicas especificas (SNYDERS & BREDT, 1992). O potencial
citotéxico do NO se revela oportuno na medida em que € produzido em quantidades
significativas durante a resposta imunolégica e provoca danos oxidativos letais as
células-alvo (BARRETO & CORREIA, 2005). Faz parte da primeira linha de defesa
do organismo com seu poder microbicida.

O oxido nitrico além de atuar de forma direta na vasodilatacéo, ainda possui a
propriedade de inibicdo da agregacdo plaquetaria, prevenindo a formacdo de
trombos, inibe também a adesdo plaquetaria e leucocitaria na parede dos vasos
(FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). A variedade de interacdes e acodes
possiveis dessa molécula |he rendeu o titulo de “molécula do ano” em 1992 na
revista Science, quando os estudos, envolvendo uma diversidade de hipodteses, se

multiplicavam na comunidade cientifica (KOSHLAND, 1992).

Sintese e acao

O o6xido nitrico € produzido pelas enzimas Oxido nitrico sintase (NOS) que séo
hemeproteinas divididas em trés isoformas que possuem 0 mesmo mecanismo
catalitico e utilizam os mesmos substratos, co-fatores e co-substratos. A isoforma 1,

NNOS, ou Oxido nitrico sintase neuronal, é constitutiva e esta presente em neurénios
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principalmente e no 6rgdo sexual masculino, & célcio-calmodulina dependente e
regula a transmissao sinaptica no sistema nervoso central. Atua na regulacdo central
da pressdo sanguinea, no relaxamento da musculatura lisa de artérias e na
regulacéo do fluxo sanguineo ao cérebro (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

A isoforma 2 € induzida (iNOS) por citocinas e lipopolisacarideos no endotélio
vascular, ndo € calcio dependente e é regulada pelo estimulo imunolégico,
produzindo grandes quantidades de NO para a defesa contra patégenos invasores.
Sua sintese nao é verificada em condicfes basais e dura em torno de 24 horas apés
o0 estimulo inicial.

A isoforma 3, também constitutiva, € a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
que produz o NO continuamente no endotélio em condi¢des basais. O aumento do
fluxo sanguineo, ao produzir maior atrito (shear estress), leva a eNOS a aumentar a
producdo de NO. Também é célcio-calmodulina dependente (CERQUEIRA &
YOSHIDA, 2002). Atua na regulacdo da pressao sanguinea e do tdnus vascular da
musculatura lisa, inibe a proliferacdo de células da musculatura lisa das artérias, e
ainda exerce influéncia na contratilidade da musculatura cardiaca (MURREL et al,
1996). A inibicdo da eNOS pode provocar aumento da permeabilidade vascular e
acentuar a agregacao plaquetaria e a aderéncia de leucécitos ao endotélio.

A reacdo de formacdo do 6xido nitrico se da a partir da L-arginina, como
substrato, que tem como co-produto o NO e a L-citrulina ao final. A L-arginina é um
aminoécido semi-essencial produzido no organismo, também utilizado no ciclo da
uréia, a partir de proteinas ingeridas e degradadas e da neo-sintese a partir da
citrulina (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). Na reacdo de conversdo da L-
arginina em NO e L-citrulina (figura 1) também é necessaria a presenca de O, e

nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-hidrgénio (NADPH) como co-substratos.

o 0,+ i S 0,+ L-citrulina +
NADPH N-hidroxi-L-arginina NADPH NO

Figura 1: Reacgé&o catalisada pela NOS

Apos ser produzido nas células do endotélio, o NO migra para o interior da
célula muscular lisa, onde ira exercer a acdo vasodilatadora. A acdo do NO no

processo vasodilatador envolve a interagdo com a enzima guanilato ciclase (GC)
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ativando-a (figura 2). A guanilato ciclase ativada ir4 catalisar a molécula de
guanosina trifosfato (GTP), fazendo-a perder dois grupos fosfatos, e se tornar
guanosina monofostato ciclica (GMPc). O aumento na quantidade de GMPc ira levar
a um relaxamento da célula muscular pelo aumento na concentracdo de calcio
intracelular (CONGER, 1994).

e Célula
* NO + GC l e GTP J muscular

Relaxamento

Figura 2: A¢do do NO no relaxamento muscular liso

Apos a reacéo, o NO restante deixa a célula muscular e migra para a corrente
sanguinea, onde ira penetrar nas plaquetas e hemacias. No interior das plaquetas
ocorre 0 mesmo processo descrito na célula muscular lisa, aumento na GMPc e
diminuicdo de ions calcio livres, requeridos para o interior da célula, mais
especificamente para o reticulo endoplasmatico (DUSSE, VIEIRA & CARVALHO,
2003). Como os ions célcio sdo essenciais na ativacdo das plaguetas, essa
atividade serd em parte inibida. O NO que penetra as hemacias sera eliminado na
forma de nitrato e nitrito, pela rea¢do com o ferro presente na célula.

Com a conclusdo de que o NO é uma molécula extremamente importante
para diversas funcdes do organismo humano, a possibilidade de encontrar formas
de potencializar ou otimizar a entrega deste composto ao organismo passou a ser
tema de diversas pesquisas. O que se verifica € que ha uma grande diversidade de
estruturas quimicas capazes de gerar NO. A busca por doadores de NO com
potenciais usos terapéuticos levou ao incremento das pesquisas envolvendo o 6xido
nitrico e sua diversidade de fun¢des (BARRETO & CORREIA, 2005) (PAULO, 2011).

Além do uso terapéutico, as pesquisas em doadores e precursores de NO
buscam formas de aumentar o desempenho atlético esportivo, na medida em que
todo o sistema cardio-circulatério, de trocas gasosas e o0 metabolismo basal se
beneficiam da presenca fisioldgica deste composto. A busca mais comum entre os

precursores de NO ligados ao desempenho atlético se firma na hipétese de que o
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oxido nitrico esta ligado & melhora da perfusdo sanguinea ao nivel muscular,
contribuindo para maior aporte de nutrientes e de oxigénio, a0 mesmo tempo em
gue atua como sinalizador no sistema imune e na rede neuronal (PAULO, 2011).
Suplementos protéicos ricos em determinados aminoacidos sao teoricamente
precursores da producido de Oxido Nitrico no organismo (BARRETO & CORREIA,
2005). Contudo, ainda ndo existem estudos que confirmem o aumento de
desempenho atlético, via incremento da producdo de NO, a partir da ingestao de

proteinas ricas em arginina, citrulina ou glutamato.

Oxido nitrico e exercicio

O exercicio fisico é caracterizado por uma saida do organismo de seu estado
de homeostase, pela demanda energética imediata que ocorre na musculatura, de
modo geral. A todo o momento da execucdo do exercicio, novas adaptacdes
fisiolégicas séo requeridas.

A quantidade de secdes semanais de exercicio, 0 tempo de exercicio e a
intensidade com que € realizado parecem interferir nos efeitos hipotensores
(HAMER, 2006). A diminuicdo da pressao arterial produzida pelo exercicio diz
respeito, tanto ao efeito hipotensor pds exercicio, que perdura pelo tempo de
recuperacdo, quanto pelo efeito anti-hipertensivo duradouro, que se verifica em
individuos treinados (BRUM et al, 2000). Verifica-se, no entanto, que o efeito de
controle da presséo arterial ocorre mais acentuadamente quando o exercicio é de
intensidade moderada, em torno de 50 a 65% da intensidade maxima (FORJAZ et
al, 1998).

A medicdo da concentracdo dos niveis de Oxido nitrico raramente se dé pela
deteccdo do gas propriamente dito, devido ao seu curto periodo de meia vida. Em
geral essa medicdo se faz pela quantificacdo do produto da reacédo de oxidacao do
NO, nitratos e nitritos, que sdo mais estaveis, pelo composto precursor da formagéo
do NO, a L-arginina, ou por seus subprodutos como a L-citrulina ou a guanosina
monofosfato ciclica (GMPc). Também pela expressdo génica da enzima NOS. Os
diversos estudos que abordam a questdo da concentracdo de NO em exercicio e
seus desdobramentos se valem desses parametros acima mencionados, cada um

deles diferindo no que tange a metodologia e ao protocolo utilizado. Esse talvez seja
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o fator fundamental da divergéncia verificada na literatura quanto aos resultados de
estudos dessa natureza.

Ainda assim, alguns resultados parecem apontar conclusdes seguras, tais
como: 0s exercicios moderados, abaixo do limiar anaerébico, realizados até por
volta de 65% da capacidade maxima de esfor¢o, tem melhores resultados na
producdo de NO e consequentemente nos efeitos que este composto pode
proporcionar. Isto porque o esfor¢co mais elevado gera uma producao de metabdlitos
indesejaveis que caracterizam o stresse oxidativo, com efeitos antagbnicos aos
apontados por concentracfes Otimas de NO. As atividades fisicas que envolvem
grandes grupamentos musculares, como caminhadas, corridas e natagdo, também
se destacam em relacdo a exercicios mais localizados. Isso devido ao aumento da
frequéncia cardiaca, do volume sistolico e do débito cardiaco que em atividades
desse tipo s&o mais pronunciados (BRANDAO & MARTINS-PINGE, 2007).

O 6xido nitrico € um mediador da microcirculacao local do midcito, atuando
no fornecimento de energia do musculo esquelético através da modulacdo hormonal,
principalmente do horménio GH. Segundo estudo recente (DYAKOVA et al, 2015), o
NO atua na ativagdo da biogénese mitocondrial do musculo esquelético, melhorando
a respiracdo do midcito. Interfere diretamente no abastecimento de nutrientes e
oxigénio do midcito através da regulacdo do fluxo sanguineo. A exposicédo a longo
prazo ao NO, por células musculares, desencadeia a biogénese mitocondrial
envolvendo a ativacdo da GMPc (DYAKOVA et al, 2015). Outro estudo recente vem
apontar a relacdo do exercicio fisico com doencas como Parkinson e Alzheimer
mediadas pela producédo de NO no organismo (PAILLARD, ROLLAND & BARRETO,
2015). O exercicio fisico de carater aerobico ativa a liberacdo de fatores neutréficos
e promove a angiogénese, facilitando a neurogénese e a sinaptogénese que por sua
vez melhoram as funcgdes cognitivas. Esses estudos demonstraram que 0S
mecanismos protetores induzidos pelo exercicio estdo ligados a um aumento da
sintese endotelial de NO e ainda um aumento do fator de crescimento endotelial

vascular.

Oxido nitrico salivar e exercicio

A saliva tem sido muito utilizada na quantificacdo do Oxido nitrico

principalmente em estudos da cavidade oral, relacionados a doencas periodontais,
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implantes dentarios, carcinomas, etc. principalmente devido a facilidade que a
técnica oferece. A técnica de quantificacdo colorimétrica de nitrito usando o reagente
de Griess € relativamente rapida e de custo ndo tdo elevado, possibilitando a
testagem de uma variedade de hipéteses. No campo da atividade fisica, a saliva é
utilizada na busca de se estabelecer um protocolo seguro e confiavel para a
testagem de respostas fisiolégicas do organismo ao esforco e a definicdo de
parametros de controle do exercicio que sejam nao invasivos (ZUARDI, 2012).

A salivacdo € regulada por estimulos nervosos, principalmente sinais
parassimpaticos. A estimulacdo simpatica diminui a atividade glandular e o volume
salivar. Outro fator que afeta a salivacdo € o suprimento de sangue nas glandulas
salivares, que sdo sempre dependentes dos nutrientes adequados para a secrecao.
Os sinais parassimpaticos que induzem a salivacdo atuam também na vasodilatacéo
da regido glandular. E composta basicamente de agua, moléculas organicas e
eletrdlitos. A porcdo aquosa da saliva vem da irrigacdo capilar local, passando da
corrente sanguinea para as células secretoras por difusdo (ZUARDI, 2012).

O o6xido nitrico se apresenta na saliva basicamente em duas formas: sob a
forma de gas produzido pelas células de defesa contra bactérias e processos
inflamatorios presentes na boca, como neutroéfilos, macréfagos e plaquetas, e sob a
forma convertida e estavel de nitrito, proveniente da reducéo de nitratos e do préprio
oxido nitrico. A digestdo de folhas como alface, couve, espinafre, produz grande
quantidade de nitrato que é absorvido e da corrente sanguinea retorna a boca
secretado pelas glandulas salivares. E rapidamente reduzido a nitrito pela agdo da
enzima nitrato redutase (TAKAHAMA, HIROTA & TAKAYUKI, 2008). O nitrito pode
vir também da corrente sanguinea juntamente com o0 componente aquoso do sangue
gue chega as células secretoras das glandulas salivares, expressando assim, na
saliva, as variagdes que este metabolito teria na corrente sanguinea (CLODFELTER
et al, 2015).

Algumas pesquisas relatam que o exercicio fisico ndo produz variacdes
significativas nas concentracdes de nitrito salivar, afirmando que ndo h& associacao
entre essas duas variaveis (GONZALES et al, 2008), (ZAMBRANO et al, 2009),
(CLODFELTER et al, 2015). Por outro lado, outros estudos relatam variacdes
significativas na concentragdo de nitrito salivar a partir do exercicio fisico
(PANOSSIAN et al, 1999), (DIAZ, et al, 2013). Nesses séo relatados aumento na

concentracdo de No salivar a partir do exercicio, corroborando a hipotese de que o
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exercicio, ao potencializar a producdo de NO circulante, expressa essa producao
também no nitrito salivar. H4 também relato de efeito inverso, isto €, o aumento da
producdo de NO circulante estimulada pelo exercicio, acompanhado pela diminui¢do
na concentracdo do nitrito salivar (MORAES, 2014).

O objetivo deste estudo é discutir sobre o 6xido nitrico no organismo humano
a partir de dados de pesquisa que buscam relacionar as variagdes deste composto
com o treinamento especifico de atletas de Jiu Jitsu, em suas particularidades de
esforco e intensidade, e ainda procurando testar a viabilidade da saliva como
marcador seguro de quantificacdo que possa expressar as variacdes do 6xido nitrico

circulante.

METODO

Este estudo foi desenvolvido dentro dos mais elevados padrdes de qualidade
e da ética em pesquisa envolvendo seres humanos, teve aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da UFG pelo parecer 692.581. Todos os voluntarios assinaram
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes do inicio do estudo.

O estudo é do tipo longitudinal de mensuragédo e contou com a participacéo
de 14 voluntérios, atletas da modalidade Jiu Jitsu brasileiro com pelo menos 2 anos
de prética, competidores em eventos regionais e nacionais, com média de idade de
27 (¥4,56) anos. Os atletas foram acompanhados por 9 meses em seu ciclo de
treinamento anual. Em cada més de acompanhamento foi selecionado um dia de
coleta de material, que consistiu do seguinte procedimento:

e No dia anterior foi entregue a cada voluntario um kit de coleta de saliva e foi
orientado que néo se alimentasse de folhas na noite anterior a coleta e nem
no dia da coleta.

e Pela manh&, ao acordar, o voluntario deveria se levantar, lavar a boca com
agua e em seguida fazer a coleta de saliva. Manter essa primeira amostra
resfriada até o horéario do treinamento e levar ao local.

e Ao chegar ao local de treinamento, os atletas foram orientados a descansar
por cerca de 10 minutos, em seguida foi feita nova coleta de saliva.

e Ao término da secéo de treinamento, os atletas descansaram por cerca de 10

minutos e nova coleta de saliva foi feita. Nessa coleta, os atletas relataram
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dificuldades na salivacdo, alegando boca seca. Foram orientados que

lavassem a boca com agua para entéo proceder a coleta da saliva.

Essas amostras se mantiveram resfriadas durante o procedimento e
imediatamente apds o termino da coleta, foram congeladas a freezer -20°. A
salivacédo nao foi induzida por nenhum instrumento ou mecanismo.

O experimento de laboratorio foi conduzido apés os 9 meses de coleta de
amostras. A dosagem de Oxido nitrico foi por meio da reacdo de Griess, método
utilizado na quantificacdo de nitrito. Utilizou-se o kit reagente de Griess para
detecgéo de nitrito produzido pela Molecular Probes® (Eugene, EUA).

Foi utilizada microplaca de 96 pocos, de fundo chato. Os padrdes foram
obtidos da diluicdo de nitrito de sédio para 5 concentracdes diferentes: 150, 100, 50,
10 e 5 yL. Os padrdes foram utilizados para obtencéo da curva padréo e foram feitos
em triplicatas.

A leitura das placas, com filtro de 550 nm de comprimento de ondas,
forneceu valores de absorbancia que foram aplicados a equacdo da curva padrdo
para obtencdo de valores de concentracdo de nitritos. Foram produzidas 8
microplacas no total.

ApOs o experimento, as amostras foram descartadas como material biolégico
em local adequado, assim como todos os materiais utilizados, como, ponteiras,
microplacas, criotubos de 2 mL e tubos ependorffs de 1,5 mL.

Ao longo do periodo de treinamento acompanhado, a frequéncia cardiaca dos
atletas foi monitorada a fim de inferir sobre a intensidade do treinamento realizado.
A cada duas semanas cinco atletas selecionados aleatoriamente no grupo de 14
realizaram, em dia especificado, o treinamento usando aparelho frequencimetro que
forneceu a frequéncia cardiaca média pelo tempo de medicdo. A frequéncia cardiaca
meédia de cada frequencimetro foi utilizada para obtencdo da média de frequéncia
cardiaca do grupo. Como foram em torno de duas medicdes de frequéncia cardiaca
por més, essas medias foram utilizadas para obtencdo da média mensal.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, conforme Callegari-
Jacques (2008) e Approbato (2010). Os teste utilizados foram: teste de normalidade
Shapiro Wilk, teste de correlacdo de Pearson, teste de Analise de Variancia de uma
entrada (ANOVA one way), com p0s teste de Tukey e ainda teste de Kruskal Wallis
para comparacdo de agrupamento de dados que n&o apresentaram distribuicéo

normal.
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RESULTADOS

Os valores encontrados de concentracdo de nitrito salivar foram obtidos da
meédia aritmética entre as amostras testadas em duplicatas. O erro experimental
aceitavel foi da ordem de 15 % de variacdo entre as duplicatas.

Os dados obtidos foram agrupados e tratados estatisticamente de duas
formas:
1. Agrupados més a més e expressos em media Unica mensal (tabela 1);
2. Agrupados em manhad, tarde e noite, expressando média geral e média més a
meés (tabela 2).

Na tabela 1 os dados estdo expressos em média + erro padrdo com unidade
de medida em micromolar (Tabela 1). A tabela expressa a média do grupo de atletas

participantes em cada coleta realizada.

Tabela 1: médias de concentracao de nitrito do grupo de atletas em pM

Més 1 31,99 +8,29 56,23 + 16,31 35,62 5,78 42,91 +7,69
Més 2 49,10 + 15,67 66,10 + 10,46 42,59 +12,20 52,60+7,72
Més 3 30,62 + 8,72 58,54 + 15,26 40,9 + 8,38 43,36 + 8,38
Més 4 19,31 +13,15 57,14 + 14,93 45,93 £9,53 40,80 + 8,46
Més 5 29,24 +£12,94 57,07 £13,0 38,93 +11,99 41,68 +£9,32
Més 6 30,57 £ 14,41 89,44 + 18,57 80,54 + 26,09 68,90 +13,4
Més 7 30,03+12,23 47,17 £ 15,15 41,78 £9,93 39,66 * 8,50
Més 8 31,53+18,16 48,05 + 11,27 31,42 +14,0 37,70+ 7,92
Més 9 11,54 + 6,67 23,35+5,11 29,59 + 8,65 21,64 £4,51
Média 29,14+ 4,13 55,75 +4,77* 42,65+ 4,17 42,52 + 4,36

*Diferenca significativa em relagdo a manha com p < 0,05

t Diferenca significativa com p < 0,05

Esses dados foram testados pelo ANOVA one way com post hoc de Tukey.
O resultado do teste ANOVA foi significativo com p-valor de 0,0208. O pos teste
Tukey, entre os meses, demonstrou significancia somente entre os meses 6 e 9,
com p-valor de 0,00246.

As médias mensais na concentragdo de nitritos apresentaram dois picos, no
més 2 e no més 6 (grafico 1), mostrando semelhanga com as médias mensais de

frequéncia cardiaca, indicativas da intensidade do treinamento realizado (grafico 2).
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Gréfico 1: Médias mensais de concentragdo de nitrito salivar
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Grafico 2: Médias mensais de freqliéncia cardiaca de treinamento
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Os graficos 1 e 2 demonstram a relacdo do nitrito salivar com a intensidade
do treinamento. As médias mensais de nitritos apresentaram correlagéo forte com os
dados de frequiéncia cardiaca. O teste de correlagcdo de Pearson ficou em 0,7409
com P-valor de 0,0379 mostrando que as variacdes de nitrito salivar ao longo do ano
de treinamento sofrem influéncia da intensidade do treinamento realizado. Somente
no més 3 verificou-se um comportamento diferente em relagdo ao restante dos
meses. Neste més houve um aumento na frequéncia cardiaca do més 2 para o 3
(gréfico 2) e uma diminuigdo na concentragdo de nitrito (grafico 1). Nos outros
meses, 0 aumento ou queda na média de frequéncia cardiaca foi sempre

acompanhado pela concentracdo de nitrito salivar. Durante o tempo de
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acompanhamento do grupo de atletas, houve duas competicbes em que parte dos

atletas participou. As competi¢cdes foram na ultima semana do més 2, e na ultima

semana do més 6.

Tabela 2: dados de nitrito salivar separados por coleta realizada, expressos em intervalo de
confianga, média, erro padrao da média e coeficiente de variacdo

Meses

Més 1. Manha
Més 1. Tarde
Més 1. Noite
Més 2. Manha
Més 2. Tarde
Més 2. Noite
Més 3. Manha
Més 3. Tarde
Meés 3. Noite
Més 4. Manha
Més 4. Tarde
Més 4. Noite
Més 5. Manha
Més 5. Tarde
Més 5. Noite
Més 6. Manha
Més 6. Tarde
Més 6. Noite
Més 7. Manha
Més 7. Tarde
Més 7. Noite
Més 8. Manha
Més 8. Tarde
Més 8. Noite
Més 9. Manha
Més 9. Tarde
Més 9. Noite

Confidence interval

95%

16,940 a 47,049

26,639
25,121
24,468
49,653
23,407
14,791
30,853
28,435
0,000

30,042
28,641
5,757

32,521
16,279
7,916

58,680
37,319
8,782

58,680
30,528
1,446

29,386
8,215

1,054

14,885
15,255

a

a

a

85,834
46,132
73,731
82,556
61,780
46,458
86,238
53,382
43,176
84,255
63,234
52,732
80,628
61,594
53,223
120,205
123,762
51,279
73,513
65,033
61,625
66,731
54,624
22,035
31,826
43,936

Mean

31,995
56,237
35,627
49,100
66,105
42,594
30,625
58,546
40,909
19,315
57,149
45,938
29,245
57,075
38,937
30,570
89,443
80,541
30,031
47,178
41,781
31,536
48,059
31,420
11,545
23,356
29,596

Standard error

8,665
16,311
5,789

15,674
10,468
12,209
8,725

15,261
6,874

13,150
14,938
9,531

12,944
13,000
11,996
14,415
18,571
26,092
12,230
15,159
9,930

18,164
10,747
13,356
6,763

5,113

8,657

Coefficient of
variation
0,898

1,004
0,562
0,957
0,475
0,859
0,987
0,902
0,582
1,358
0,905
0,718
1,533
0,821
1,110
1,414
0,656
1,024
1,350
1,065
0,788
1,821
0,741
1,409
1,734
0,692
0,924

De més a més, as concentragcdes de nitrito nas coletas de manha, tarde e noite

variaram pouco (tabela 2). Contudo, a estatistica ndo mostrou diferenca significativa

em nenhum dos agrupamentos. Como 0s conjuntos manhd, tarde e noite foram

testados separadamente, més a més, a maioria ndo apresentou distribuicdo normal,

devido a elevada variabilidade. Por isso, esses conjuntos foram testados pelo teste
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Kruskal Wallis. A distribuicdo dos conjuntos de dados apresentou normalidade em
12 das 27 coletas, pelo teste shapiro-wilk.

Como se observa, os dados sdo heterogéneos, contudo a média de cada
periodo desenha um grafico especifico que se repete més a més. Eram esperados
valores mais homogéneos e baixos para as coletas da manha, devido a baixa
atividade tanto fisica quanto neuronal, elevag¢édo dos valores para o periodo da tarde,
antes do treino e elevacdo ainda maior para o periodo da noite, depois do treino,
como resposta ao treinamento de modo a expressar no nitrito salivar a maior
producéo de NO pelo aumento da frequéncia cardiaca.

Na observacao dos dados agrupados em manhg, tarde e noite, sendo manha:
concentracdo basal de nitrito salivar; tarde: concentracdo antes da secdo de
treinamento; noite: concentracdo ap6s a secdo de treinamento, verificou-se um
comportamento especifico. Como se observa no gréfico 3, a distribuicdo dos dados,
considerando as coletas da manha, tarde e noite, formam um padrdo que varia
pouco de més a més e que se resume a valores baixos pela manha, valores altos a
tarde, antes do treinamento, e uma queda nos valores logo apos o treinamento. O
anico més em que esse padrao se modificou foi 0 més 9, no qual verificou-se um
crescimento constante nas concentragdes de nitrito (tabela 2).

Na comparacdo entre as médias de todas as coletas da manhda, todas da
tarde e todas da noite, o teste ANOVA indicou p-valor de 0,000141. O pds teste
Tukey revelou diferenga significativa somente entre manha e tarde, com p-valor de
0,004 (gréfico 3). As outras comparacdes (manha e noite / tarde e noite) ndo foram
significativas. As trés distribuicbes apresentaram normalidade pelo teste Shapiro-

wilk.

Gréfico 3: Média geral das coletas manha, tarde e noite

Média geral de todas as coletas

*

manha tarde noite

* Diferenca significativa com p valor < 0,05 ; teste ANOVA one Way com post hoc Tukey
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DISCUSSAO

O nitrito salivar € um composto que se mostra suscetivel a uma série de
variaveis que podem interferir na sua concentracdo, tornando a tarefa de associa-lo
a uma variavel especifica algo bem dificil. Nesse estudo verificou-se, ndo raro,
voluntarios que pela manh@, ao acordar, ja apresentavam valores elevados de nitrito
salivar refutando a expectativa de valores baixos em funcédo da baixa atividade.
Outro fato intrigante presente nos dados obtidos foi que, contrariamente ao que se
esperava, as concentracées de nitritos diminuiam apds a secao de treinamento. A
literatura especifica, quando aponta relacéo entre nitrito salivar e esforco fisico, tem
demonstrado aumento nas concentracdes de nitrito como resposta ao esforco
(PANOSSIAN et al, 1999), (DIAZ, et al, 2013). No presente estudo verificou-se o
efeito contrario: a diminuicdo do nitrito salivar como resposta aguda ao treinamento
fisico.

O acompanhamento més a més por 9 meses dos atletas de Jiu Jitsu permitiu
verificar que ha uma evidencia estatistica de que o nitrito salivar € influenciado pelo
treinamento fisico e acompanha as variagfes de intensidade, conforme constatado
pelos graficos 1 e 2. As variagBes de carater cronico nos niveis de nitrito salivar
tendem a acompanhar as variacdes de frequéncia cardiaca média. Essa variacdo do
nitrito salivar se expressa na média mensal do grupo de voluntarios e das coletas
realizadas no més. Com base nesses dados, pode-se concluir que o nitrito salivar
expressa a intensidade do treinamento realizado, acompanhando suas variagoes.

Outro fator que indica a susceptibilidade do nitrito salivar ao treinamento fisico
foi a resposta aguda ao treinamento mostrado na comparacdo entre os resultados
antes e ap0s o treinamento. A resposta ao treinamento verificada por uma queda
das concentracdes de nitrito salivar se repetiram em 8 dos 9 meses de
acompanhamento, conforme mostrado nas tabelas 1 e 2.

O nitrito salivar é proveniente de duas vias principais:

e via endogena, que compreende a secrecao pela glandula salivar de nitratos
(provenientes da dieta e da conversdo do NO pela hemoglobina), que séo
rapidamente reduzidos a nitrito pela enzima nitrato redutase produzida por
bactérias da boca; e pela secrecao de nitrito e 6xido nitrico (Que oxida a nitrito
na boca), vindo da corrente sanguinea, e da enzima NOS presente na propria
glandula (ZUARDI, 2012), (CLODFELTER et al, 2015).
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e via exdgena, que se da pela oxidacdo da molécula de 6xido nitrico produzida
por bactérias ou por reacdes de células de defesa presentes na boca, como
macréfagos, neutrdfilos e plaquetas (TAKAHAMA, HIROTA & TAKAYUKI,
2008).

Na pesquisa de Clodfelter et al. (2015), os autores afirmaram que o nitrito
salivar ndo é proveniente do NO circulante. Essa afirmacdo se baseia na
comparacao entre o nitrito plasmatico e o salivar, apds exercicio fisico, em que o
primeiro tem sua concentracdo aumentada ao passo que 0 segundo nao se altera
significativamente. O aumento na producdo do NO pela NOS endotelial a partir do
exercicio fisico € um mecanismo automatico que tem como fator principal o shear
stress. Esse NO que circula na corrente sanguinea produz o relaxamento do
endotélio. Parte dele penetra na hemoglobina e reage com o ferro, convertendo-se
em nitrito e alcanga todo o organismo. A glandula salivar recebe o NO e o nitrito da
corrente sanguinea, juntamente com a agua, e o excreta (PANOSSIAN et al, 1999)
(DIAZ et al, 2013). Sendo assim, deveria expressar aumento de concentracdo, e nao
queda, como foi verificado.

Como se V&, outras argumentacdes se fazem necessdrias para explicar as
variacfes do nitrito salivar em atletas. Estudos tém demonstrado que a producéo de
NO é largamente influenciada pela estimulacdo nervosa predominante, na qual a
atividade predominantemente parassimpéatica estimula a producdo, ao passo que a
atividade simpética esta associada a baixa producdo de NO (ROSSI et al, 2009). Ao
qgue tudo indica, o estimulo simpatico tende a diminuir as concentracbes de NO
endotelial, e até causar o aumento da pressdo arterial. O aumento da atividade
simpatica, por razfes variadas, esta associado a diminui¢do nas concentracdes de
NO (ROSSI et al, 2009).

O sistema nervoso autbnomo é composto pelo ramo parassimpéatico e pelo
ramo simpatico, cujos mensageiros sdo a acetilcolina e a noradrenalina que
conduzem mensagens para todo o corpo. A acao simpatica capacita ao organismo
responder a situacoes de estresse, de ansiedade e de tensédo, como as reacdes de
lutar ou fugir, e sdo acompanhadas de efeitos como a aceleracdo da frequéncia
cardiaca, aumento da pressédo arterial e descargas de adrenalina (BEAR, 1996).
Essa acdo modula a distribuicdo do fluxo sanguineo nos Orgédos e sistemas,
direcionando maior fluxo para os 6rgéos e sistemas envolvidos na reacao de alerta

geral do organismo e diminuindo para 6rgdos ndo envolvidos diretamente. A
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atividade das glandulas salivares é controlada por impulsos nervosos que chegam
as glandulas por nervos secretores motores pos-ganglionares simpaticos e
parassimpaticos. Os impulsos sdo recebidos pelos quimiorreceptores acetilcolina e
noradrenalina que irdo ativar os receptores situados na membrana epitelial das
glandulas. A estimulacdo da glandula salivar compreende um processo analogo ao
reflexo de relaxamento da musculatura lisa dos vasos sanguineos com um aumento
na concentracao intracelular de calcio e aumento no fluxo sanguineo localizado
(DANTAS, 2011).

As secOes de treinamento de Jiu Jitsu sempre terminam com a luta
propriamente dita, os atletas se confrontam em disputas que duram 6 a 8 minutos e
cada atleta faz pelo menos 3 lutas antes do encerramento da secao. Essas lutas séao
sempre acompanhadas de uma ansiedade natural, de um estado de estresse e
medo, visto que sao lutas reais que procuram preparar o atleta para situagbes de
conflito. Ndo h& duavida que neste momento ocorre larga estimulacado simpatica com
consideraveis descargas de adrenalina. O treinamento das lutas, de forma geral, é
sempre acompanhado de estimulos simpaticos, o que gera rea¢des no organismo. A
producdo da saliva pelas glandulas salivares € inibida, assim como a irrigacdo
sanguinea dessas glandulas. Com isso, ocorre a diminuicdo da difusdo de nitritos
provenientes da NO endotelial para o interior da glandula salivar e ocorre também a
diminuicdo na concentracdo de nitritos provenientes da reducdo de nitratos e da
oxidacdo do NO na cavidade oral pela simples falta de saliva. Essa tese se confirma
também pelo fato de no momento da coleta de saliva realizada ao final do
treinamento com os voluntarios, estes reclamavam que ndo conseguiam salivar.
Havia uma clara dificuldade de salivacao ap0s a secao de treinamento.

Alguns mais que em outros, a ansiedade pela luta em si, pelo resultado
incerto e pela presenca da possibilidade da derrota, leva os atletas a uma forte
descarga de estimulos simpaticos, o que causou a inibicAo momentanea da
atividade das glandulas salivares, gerando queda nas concentracdes de nitritos. Foi
justamente no més de menor intensidade de treinamento (més 9), no qual a
ansiedade pela luta e pela disputa seria menor, € que a concentragdo meédia de
nitrito ndo diminuiu em relacdo ao antes do treino. Nesse més, a concentracdo de
nitrito salivar revelou um discreto aumento. O mesmo efeito foi confirmado em
estudantes em periodo preparatério para exames escolares, conforme o estudo de

Minasian et al (2007). No estudo citado verificou-se que a resposta simpatotdnica a
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ansiedade do exame escolar provocou uma diminui¢cado da atividade glandular com
diminuicdo no volume salivar e também nas concentracdes de NO, efeito que foi
normalizado por volta de 24 horas ap0s 0 exame escolar.

No estudo de Rossi et al, (2009), os autores procuraram demonstrar que 0
exercicio fisico pode diminuir a atividade simpética, com consequéncias
potencialmente benéficas ao organismo. Contudo, ndo faz meng¢do a modalidades
esportivas que seriam por natureza estimuladoras da atividade simpatica, como as
lutas por exemplo. Em estudo sobre a associacdo entre nitrito salivar, fatores de
risco cardiovascular e nivel de atividade fisica também foi verificado o mesmo efeito
de queda aguda na concentracao de nitrito salivar, apds teste, em relacao a antes
do teste. O autor, no entanto, ndo conseguiu identificar que fator seria responsavel
pela queda (MORAES, 2014). Possivelmente, a ansiedade de realizar um teste ate
entdo desconhecido pelos voluntarios levou a uma maior atividade simpatica e

consequentemente a queda na concentracao de nitrito salivar.

CONCLUSAO

Os estudos sobre o Oxido nitrico sdo muitos, sdo divergentes e em grande
parte inconclusivos, mostrando o quanto esse composto, e suas diversas relacdes
com os processos fisiolégicos no homem, precisam continuar sendo estudados.
Novas implicagbes sao verificadas a cada novo estudo, bem como diferentes
organizac6es metodoldgicas, que nem sempre sao capazes de permitir a afirmacéo
de hipéteses, justificando assim a continuidade das pesquisas nessa tematica.

O nitrito salivar responde ao treinamento alterando sua concentracéo
conforme o Oxido nitrico circulante. Na medida em que o treinamento promove shear
stress suficiente para o aumento na producéo de NO, o nitrito salivar expressa esse
aumento, contudo sofre influéncia de outros fatores que podem mascarar essa
expressao. O tipo de exercicio fisico ou a modalidade esportiva € um desses fatores.
Na medida em que o exercicio € acompanhado por um estado de ansiedade e
estresse, como nas lutas, a quantificacdo da concentracdo de nitrito salivar é
comprometida pela acdo simpatica direta na glandula, e, nessa situacdo, o nitrito
salivar ndo expressa o aumento agudo na producao de NO circulante.

Possivelmente, se tivesse sido utilizado outro protocolo, como a coleta de

saliva 30 minutos ou 1 hora apés o término da sec¢éo de treinamento, na tentativa de
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minimizar a ac¢do nervosa simpatica, poderiam ter sido encontrados valores
diferentes que expressassem o aumento de NO circulante. Embora o objetivo deste
trabalho fosse quantificar a influéncia do treinamento especifico do Jiu Jitsu nas
concentracfes de Oxido nitrico, considera-se importante o achado, uma vez que ha
uma conclusdo acerca de uma variavel que interfere decisivamente nessa
quantificacdo. Novos estudos, no entanto, sdo requeridos a fim de se estabelecer,
com cada vez maior exatiddo, as interacdées do NO com os diversos sistemas do

organismo humano e com os estimulos externos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O exercicio fisico promove multiplas adaptacdes no organismo, conforme os
estimulos que recebe, e este se aproxima mais ou menos do limiar entre o que é e 0
que ndo é saudavel. A modalidade esportiva investigada nesse estudo flutua neste
limiar, produzindo tanto efeitos desejaveis quanto indesejaveis para o praticante. Os
estudos sobre exercicios fisicos e suas interagcbes com os diversos sistemas do
organismo humano buscam as condi¢des ideais para a realizacdo com resultados
otimizados. Essa busca levou a uma quase unanimidade na literatura da area, cuja
indicagdo se refere a exercicios realizados em intensidade moderada, e a
constatacdo de que exercicios de intensidade submaxima ou maxima produzem
mais efeitos indesejaveis e prejuizos a saude do que beneficios. O Jiu Jitsu é uma
modalidade esportiva em que, mesmo o atleta estando em periodo de transicédo
entre competicdes, é levado ao esforco maximo ou submaximo no seu treinamento,
0 gue gera respostas adaptativas ndo tdo favoraveis a condicdo de saude desse
atleta.

A avaliacdo do efeito crénico do treinamento de jiu jitsu, ao longo dos meses,
mostrou que o sistema de transporte de gases pelos eritrocitos responde de forma
positiva ao treinamento, aumentando a quantidade de hemoglobina e otimizando o
sistema. Por outro lado, quando a intensidade do treinamento foi diminuida é que se
observou este efeito. Em intensidade elevada o efeito adaptativo de aumento de
hemoglobina ndo se manifesta ou sofre influencia de outros fatores. E possivel que a
intensidade maxima, ao propiciar o aumento de lesdes e microlesdes por esforco e a
geracdo de espécies reativas do oxigénio pelo estresse oxidativo, esteja causando
hemolise localizada especificamente nos sitios inflamatérios. O que se conclui é que
a concentracdo de hemoglobina responde de forma positiva a estimulos moderados
do exercicio fisico.

O oxido nitrico expresso na saliva também responde ao treinamento variando
sua concentragcdo a medida que varia a intensidade, e esse composto é muito
importante para a manutencgdo do sistema circulatério. Mesmo tendo constatado que
0 nitrito salivar acompanha as variacfes crénicas do esforc¢o fisico, conclui-se que a

7

saliva ndo € um marcador seguro das variacdes do Oxido nitrico induzidas pelo
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exercicio, por estar sujeita a variacdo da estimulacdo nervosa da glandula e dos
efeitos fisiologicos dessa estimulagéao.

Os efeitos imediatos desse treinamento, tratados aqui como efeitos agudos,
confirmam a tese de que o treinamento moderado produz melhores efeitos, tanto
nos parametros hematolégicos quanto nas concentragfes de 6xido nitrico, do que o
treinamento maximo e submaximo. A resposta aguda verificada pelos parametros da
série branca, que é mais pronunciada no més de menor intensidade, demonstra que
o sistema imune responde de forma mais eficiente ao treinamento menos intenso,
mobilizando as células de defesa. O aumento da frequéncia cardiaca, da ordem do
exercicio moderado, ja é suficiente para produzir o aumento na concentracdo das
células de defesa circulantes, células essas que estavam aderidas as paredes dos
vasos ou marginadas em orgaos especificos.

Outra observacao importante que se faz € que o aumento na concentracao de
plaguetas, tanto em intensidade mais elevada quando em intensidade moderada, se
deve a diminuicdo da agregacao plaguetaria ocasionada, entre outras coisas, pelo
aumento de oxido nitrico circulante. Ou seja, ndo ha duvidas quanto ao aumento de
NO estimulado pelo exercicio, pois 0 NO tem poder anti trombotico em plaquetas e
anti aderente em leucdcitos, ambos efeitos verificados nesse estudo. Contudo, a
guantificacdo da magnitude desse aumento de NO e sua relagcdo com a intensidade
do treinamento ficou em parte comprometida em funcédo da natureza da modalidade
esportiva estudada. A expressao do NO circulante na saliva foi prejudicada pelo tipo
de estimulo nervoso predominante na luta de Jiu Jitsu, que tende a uma inibicdo da
glandula salivar.

O fato aqui observado cuja explicacdo carece de novas investigacdes foi a
diminuicdo na concentracdo de eosindfilos como efeito agudo, tanto em exercicio
mais intenso quanto menos intenso. A hipotese que se levanta sobre o fato € que o
local de treinamento (tatame do Nucleo de Praticas Corporais da UFG Jatai) e a
vestimenta que os atletas utilizam (Quimono trancado) favorecem a proliferacao de
bactérias e microrganismos que produzem uma resposta alérgica rapida, causando
a mobilizacdo e a migracdo desses eosindfilos para as vias respiratorias. Os
resultados da pesquisa indicam que houve uma migracdo de eosindfilos, fazendo
com que sua concentracdo fosse diminuida na corrente sanguinea. Para verificar

esta hipétese novos estudos se fazem necessarios.
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O Jiu Jitsu é um esporte de combate que gera grandes descargas de
adrenalina devido ao seu treinamento ser constantemente votado para a luta real. A
tensdo e a ansiedade sdo constantes, principalmente ao final das secfes de
treinamento, momento em que o0s atletas se confrontam em disputas entre si,
buscando se preparar para as competicbes. E clara a predominancia dos estimulos
nervosos simpaticos, mais acentuadamente entre 0s mais novos que ainda néo
conseguem dominar a tenséo e a ansiedade geradas pelo confronto. Os atletas mais
experientes conseguem permanecer mais tranquilos nesse momento. Esse é um
dos objetivos do treinamento do Jiu Jitsu, desenvolver a capacidade de se manter
calmo e sob controle numa situacdo de confronto. Por esse ponto de vista, o Jiu
Jitsu € uma modalidade que contribui positivamente para a saude do sujeito, na
medida em que proporciona o controle da tensdo, da ansiedade, dos estimulos
nervosos simpaticos que sdo acompanhados por efeitos indesejaveis, como
aumento do ritmo cardiaco, aumento da pressao arterial, diminuicdo da ventilacéo
pulmonar, entre outros.

A hematologia relacionada ao treinamento de jiu jitsu, apesar das variacfes
aparentemente nao tdo favoraveis, ndo apresentou sequer um valor fora dos
padroes de referéncia, o que permite concluir que a modalidade contribui para a
manutencdo de niveis saudaveis dos parametros hematoldgicos. E preciso
considerar que, em 6 meses de acompanhamento, € comum que 0s voluntarios de
uma modalidade esportiva apresentem infeccées de vias aéreas, gripes ou outras
enfermidades que poderiam afetar os resultados da hematologia, o que n&o ocorreu
neste estudo.

O acompanhamento do nitrito salivar por 9 meses forneceu dados que
permitem concluir que o nitrito salivar expressa a variagdo de Oxido nitrico circulante
induzido pelo esforgo fisico. Contudo, a verificagdo do efeito agudo do exercicio no
nitrito salivar foi prejudicada pela estimulacdo nervosa predominante no Jiu Jitsu
esportivo.

Para um estudo de carater introdutério, considera-se que foi produzido
avango no conhecimento sobre a bioquimica relacionada ao exercicio fisico, abrindo
possibilidades de novas hipoteses e novas investigacfes acerca dos efeitos do
exercicio e do treinamento para a saude humana. Sobre a modalidade esportiva
estudada, € necessario que sejam feitos novos estudos e recomendac¢des quanto as

condi¢cbes de sua pratica. Por ora, o que se deixa como recomendacdes € que o Jiu



80

Jitsu seja praticado, sempre que possivel, em intensidade moderada, procurando
evitar o esforco maximo, a fim de que sejam evitadas as lesbes e 0 estresse
oxidativo. Que um dos objetivos da pratica seja mesmo o controle da ansiedade e da
tensdo. Que os locais de treinamento, bem como a vestimenta que se utilizam,
sejam muito bem higienizadas regularmente.

Novos estudos séo requeridos a fim de alcangar resultados mais precisos e
agui se sugere a alteracdo do protocolo utilizado, como a coleta de saliva em varios
momentos apos o termino do treinamento, imediatamente apds, 15 minutos apos, 30
minutos apos, etc. A dosagem do oxido nitrico em atletas de outras modalidades
seria também esclarecedora. A pesquisa em hematologia requer especificidades em
relacdo a série branca e a vermelha e deve-se procurar centrar em parametros mais
especificos e pontuais a fim de possibilitar a investigacdo das causas e

consequéncias dos efeitos verificados.
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
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MNiamero do Parecer, B42 531
Data da Relatoria: 16/06/2014

Apresentagio do Projeto:

A atividade fisica tem sido indicada como fator preventivo em diversas doengas, tanto ligados ao sistema
vascular quanto ao sistema imunoldgica, em seus aspectos mais amplos. Os estudos envalvendo
pardmetros hioguimicos de salde se multiplicam na literatura internacional, mostrando que o interesse por
esses parametros & cada vez maior, por representarem possibilidades efetivas na compreens&o da saude
humana. Estudos recentes

tern procurada evidenciar a relagio entre o exercicia fisico, em suas mais diversas variagdes, e pardmetros
hioguimicos da sadde humana. Nesta pesquisa, a proposta & quantificar as variagies nas concentragdes de
dxido nitrico e de citocinas em atletas de Jiu Jitsu, a partir de amostras de sangue e saliva. Este estudo ira
verificar a relagdo entre o treinamento do Jiu Jitsu e 0s niveis de dxido nitrico e de citocinas em um grupo de
atletas ao longo de um ano. Mossa proposta é selecionar 20 atletas do grupo de competidores da Jiu Jitsu
de Jatai GO e monitorar, ao longo de um ano, as variagbes plasmaticas e salivares de oxido nitrico e de
citocinas. Esta pesquisa se configura como um estudo ohservacional descritiva longitudinal de mensuracao,
no gual iremos coletar amostras de sangue e de saliva de atletas de Jiu Jitsu do municipio de Jatai GO ao
lango de um ano de rotina de treinamenta. A coleta serd realizada em 15 maomentos distribuidos ao longo do
ano. Apos a coleta, o material sera submetido a ensaios laboratariais a fim de se verificar as concentragdes
de citocinas e dxido nitrico aa longo do tempo, quando entao serdo feitas as
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analises descritivas e comparativas possiveis, utilizando ferramentas estatisticas variadas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo FPrimario: O objetiva dessa pesquisa & analisar o comportamento das citocinas e dos teares de
oxido nitrico e a relagdo com o treinamento de Jiu Jitsu em atletas ao longo de um ano. Ohbjetivo
Secundario: Mensurar as variagdes de um painel de 13 citocinas (IL-1, IL-2, IL-4,IL-2 IL-6. IL- &, IL-10, IL-
12(p70%, IL-13, IL-17, INF, TMF, GM-CSF) no plasma e na saliva. - Mensurar as variagdes do 0xido nitrico
plasmatico e salivar.

- Correlacionar os valores de citocinas e de dxido nitrico com par&metros relacionados a preparacio atlética

desportiva. - Avaliar a acdo do Jiu Jitsu como exercicio fisico valtado 3 sadde humana.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: A utilizagio de amostras de sangue envolve o risco de contaminagao. Pretendemos minimizar esse
risco utilizando material descartavel, de pungdo a vacuo, tubos EDOTA e agulha de pungao a vacuo BD
Eclipse, com dispositivo de seguranca que recobre toda a agulha apds o uso. O material sera coletado par
tecnico em laboratdrio da propria UFG, habilitado para tal tarefa. Além disso o procedimento tera o
acompanhamento de enfermeira (professor do curso de enfermagem). A utilizagio de amostras de saliva
envolve risco minimo de gualquer tipo de contaminacio. Pretendemos usar material esterilizada, com
minimo contato dos participantes. Todo o material sera conservado em freezer do laboratario de Ciéncias
Biomedicas Il - Parasitologia, da UFG, Campus Jatai, ate 0o momento dos ensaios laboratoriais para
dosagem, que serdo realizados no laboratdrio de Bioguimica celular do departamento de Bioquimica e
Biologia molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG em Goiania. O transporte sera feito em caixa
termica contendo gelo seco. Beneficios: Esperamos, com esse estudao, contribuir com a compreens&o sobre
o5 efeitos dos exercicios fisicas para os sistemas fisioldgicos do organismo humana. Oferecer um parecer
seguro sobre a pratica do Jiu Jitsu e sua relagao com a sadde e ainda testar a saliva como parametro

seguro de monitoramento do exercicio, abrindo novas possibilidades de procedimentos menos invasivos.

Comentarios e Consideragdes sohre a Pesquisa:

O projeto & relevante para o campo de conhecimento da Educagaao Fisica, sendo importante a sua
realizacdo. O projeto apresenta cronograma com coleta de dados pessoais a partir de maio de 2014 e as
primeiras coletas a partir de junho de 2014 . Mao informa gue a coleta acontecera apos autarizagao do CEP.

Houve readequacio do TCLE sugerida anteriormente.
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Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
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Consideragdes sobre 0s Termos de apresentagio obrigatdria:

Apresenta todos os termos de apresentagio obrigatoria. © TCLE se apresenta em linguagem clara e

adequada ao grupo pesguisado.

Recomendagdes:

Clue o projeto detalhado (final), tenha correcdo do Cronograma, alinhando cam as Informagdes Basicas

apresentadas na plataforma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:

Motificar ao CEP, o alinhamento do cronograma de inicio da coleta de dados iniciais e da data de coletas

sanguineas no projeto detalhado com as informacdes basicas da Plataforma Brasil.

Situagio do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Consideragdes Fihais a critério do CEP:

Enviar asrecomendacées acima elencadas sob a forma de NOTIFICACAD

GOIANIA, 20 de Junho de 2014

Assinade por:
Jodo Batista de Souza

(Coordenador)
Enderego: Frédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Tdlefone  (523521-1215 Fax: (B2)3521-1163 E-mail: cep prppg. ufg@omail com
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolugio n? 196/96 — Conselho Nacional de Sadde
Resoluc8o 4662012 — Conselho Nacional de Sadde

O senhor foi selecionado e esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada, "Estudo
das citocings e do dxido nitrico em atletas de jiv jitsu”, que tem como objetivo avaliar os efeitos do
Jiu Jitsu, como exercicio fisico, para alguns parédmetros de sadde humana, Além disso, com a sua
participacio poderemos avaliar algumas substincias presentas no sangue & na saliva (citocing e
dxido nitrico) gue apds a conclusio desta pesquisa poderdo dar informacfes importantas para a
compreensao dos efeitos do exerdldo fisico nas pessoas. As amostras serfio coletados 9 vezes ao
longo do ano de treinamento. A coleta de dados terd inicio previsto para abril de 2014 e
encerramento para dezembrode 2014,

A pesguisa se justifica pela necessidade de compreendermos melhor a interferéncia do
exercicio flsico em geral, & o Jiu litsu especificamente, em diferentes intensidades, para o sistema
imunaldgico e na sadde do sistema cardiovascular.

Sua participacio & voluntiria, a qualquer momento do estudo wvocd poderd retirar seu
consentimento. Sua recusa em participar ndo acarretara em nenhum prejuizo de qualguer
natureza ou na relagio com os colegas participantes ou mMesmo com o pesquisador responsavel,

A coleta de amostras de sangue sera redlizada por profissional habilitado na pratica
(Bidlogo, técnico responsavel pelo laboratdrio de Cigndas Biomédicas Il — parasitologia), em
mgulhas descartaveis BD Eclipse de pungio a wacuo e tubos Vacutainer BD jateados com EDTA
{anticoagulante) e serdo coletados 4 ml de sangue em cada retirada. A coleta de sangue seré uma
vez a0 més, de maio de 2014 a outubro de 2014, com excecBo dos meses em que houver
competicdo oficial de liu litsu. Nesses meses, a coleta de sangue sera uma vez em dia anterior &
competicio e uma vez em dia posterior & competigio, configurando duas coletas nesses meses.
Vocd serdinformado com a devida antecedéndia sobre os dias em que se realizard a coleta.

A coleta de amostras de saliva sera feita nos mesmos dias das coletas de sangue. A saliva
serd coletada em trés momentos do dia: 1) a0 acordar, em jejum (essa coleta serd realizada pelo
senhor mesmo, apds instrucdes detalhadas que serfo dadas pelo pesquisador responsivel); 2)
imediatamente antes da se¢Bo de treinamento; 3) imeadiatamente apds a segdo de treinamento.
Em cada momento desses serdo coletadas duas amostras, uma para anadlizse de dtocinas e outra
para analise de dxido nitrico. As amostras serdo coletadas em frascos estéreis e individualmente
embalados, forneddos pelo pesqguisador. Apds a coleta em jejum, o senhor deverd manter os
frascos no refrigerador até o momento da secio de freinameanto, em gue devera ser enfregue ao
pesquisador responsavel.

O senhor nBo terd nenhum custo ou guaisquer compensagdes financeiras com 2
participacio nesse estudo. Os riscos decorrentes dos procedimentos {risco de contaminacio)
serdo minimizados com uso de material descartavel. Em nenhuma hipdtese o material de coleta
de amostras sera reutilizado. Todo o procedimento de coleta de amostras de sangue serd
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acompanhado por um enfermeiro credendado da UFS Campus latal GO (30 qual Vsa podera
solicitar). O material coletado sera utilizado nesta pesguisa.

Os participantes dessa pesguisa poderio ligar para o pesquisador responsavel antes, durante
2 apds a realizagio da pesquisa, em ligacio a cobrar, para sanar quaisguer ddvidas ou solicitacdes
relacionadas ao estudo. © Comité de Etica em Pesquisa da UFG pode ser contatado para sanar
dividas também pelo telefone (62) 3521 1215.

Apds as analises laboratorials previstas as amostras utilizadas serdo descartadas como
material bioldgico, Todos os procedimentos terdo garantido o sigilo dos particdpantes, em nenhum
momento sera divulgado seu nome em gualguer etapa do estudo. Os resultados desse estudo
serdo divulgados em publicacdes de carater dentifico e sua identidade serd sbsolutamente
preservada, ndo sendo divulgada em hipdtese alguma. Os registros dos resultados da pesquisa
serao arquivados e serdo mantidos codificados a fim de garantir o sigilo de sua identidade.

MNestor Persio Alvim Agricola Lidia Andreu Guillo
Pesguisador responsavel Pesguisador orientador
Tel (64) 363142 91  Cel. (64) 9223 3809
Email : Nestoralvim @hotmail.com

Participante da pesquisa Ri3 CPF
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ANEXO 3: NORMAS PARA PUBLICACAO
AMERICAN JOURNAL OF SPORTS SCIENCE AND MEDICINE

Instructions to Authors

Online submission of manuscript is now mandatory for all types of paper.
Please prepare your manuscript following the instructions for authors given below before
submitting it online at http://mts.sciepub.com. If submission is completed successfully, a
paper ID will be allocated to you and an e-mail acknowledgement will follow. All subsequent
correspondence should be sent to the Assistant Editor, David Rain, at editor@sciepub.com.

Required files
Manuscripts must be in Microsoft Word format only.

Preparation of Manuscripts

Manuscripts should be in English and written in a concise, straightforward style. Authors not
fluent in English are advised to have their manuscript checked by a colleague with a good
command of the language. The manuscript should present scientific findings which are
essentially new and which have not been published or submitted for publication elsewhere.
Review papers are also welcomed.

1. Format:

Prior to submission, authors who believe their manuscript would benefit from professional
editing are encouraged to use language-editing and copyediting services. Obtaining this
service is the responsibility of the author, and should be done before initial submission. A
template (download) is available to guide authors in the preparation of the manuscript.

2. Length:

Although there is no page limit for a Regular Paper, it is strongly suggested that a complete
manuscript be no less than 5 pages and no more than 25 pages (10 pt, double-spaced,
including figures, tables, and references).

3. Sections of Manuscript:

Articles should be organized into the following sections:

Reviews and Mini-reviews

Article Title, Authors’ names and institutional affiliations, Abstract and Keywords,
Introduction, Main text (divided into subheadings), Conclusions, Acknowledgements (if any),
Statement of Competing Interests, List of Abbreviations (if any), References.
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Article Title, Authors’ names and institutional affiliations, Abstract and Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions, Acknowledgements
(if any), Statement of Competing Interests, List of Abbreviations(if any), References

3.1. Title (20 words or less)

The title should accurately, clearly, and concisely reflect the emphasis and content of the
paper. The title must be brief and grammatically correct. Titles do not normally include
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3.2. Authors’ names and institutional affiliations

This should include the full author names (with no titles or qualifications), institutional
addresses (Department, Institute, City, Post/Zip code, Country), and email addresses for all
authors. Authors and affiliations must be linked using superscript numerals. The
corresponding author should also be indicated.

3.3. Abstract and Keywords

The abstract should be comprehensive but concise consisting of no more than 300 words and
should be structured to give a brief introduction to the study, main findings of the study,
conclusions drawn from the study and their significance. Do not include references, headings
and non-standard abbreviation. While the abstract is conceptually divided into three sections
(Background, Methodology/Principal Findings, and Conclusions/Significance), please do not
apply these distinct headings to the abstract within the article file. Please do not include any
citations and avoid specialist abbreviations. Also provide 5-7 carefully chosen keywords.

3.4. Introduction

Here authors should make a case for the study, providing a brief literature survey (avoid citing
literature older than ten years, unless absolutely necessary) and background to the study, the
hypothesis and the significance of the presented research.

3.5. Materials and Methods

Experimental procedures should be given in sufficient detail to allow these to be replicated by
other researchers. The source of the various reagents and materials used in the study should be
given, where possible.

3.6. Results

The results section should provide details of all of the experiments that are required to support
the conclusions of the paper. There is no specific word limit for this section, but details of
experiments that are peripheral to the main thrust of the article and that detract from the focus
of the article should not be included. The section may be divided into subsections, each with a
concise subheading. Large datasets, including raw data, should be submitted as supporting
files; these are published online alongside the accepted article. We advise that the results
section be written in past tense.

3.7. Discussion
This section should present comprehensive analysis of the results in the light of any previous
research. Discussion may also be combined with results.

3.8. Conclusions

Conclusion section should bring out the significance of your research paper, show how
you’ve brought closure to the research problem, and point out remaining gaps in knowledge
by suggesting issues for further research.

3.9. Acknowledgements
The authors should first acknowledge the source of funding for the research presented in their
article followed by any personal credits.

3.10. Statement of Competing Interests
Include an explicit disclosure of any competing interests (financial or others) that may have
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influenced the study or the conclusions drawn from the study. If none, state 'the authors have
no competing interests'.

3.11. List of Abbreviations
Define all non-standard abbreviations in parenthesis on their first appearance in the text as
well as provide a list. Standard abbreviations need not to be included in the list.

3.12. References

The reference list appears at the end of your paper. It provides the information necessary for a
reader to locate and retrieve any source you cite in the body of the paper. Each source you cite
in the paper (with the exception of personal communications) must appear in your reference
list; likewise, each entry in the reference list must be cited in your text. Only published or
accepted manuscript should be included in the reference list. Papers that have been submitted
but not yet accepted should not be cited. Limited citation of unpublished work should be
included in the body of the text only as "unpublished data".

Citation

As you write your report, you will cite your references. A citation to a reference in the body
of the text is indicated by a bracketed number corresponding to the reference number in the
References section. Example: During high stress periods, individuals should focus on the
situation-specific tasks rather than rely on general knowledge structures. [1]

Reference Formats

GENERAL INSTRUCTIONS

A complete reference should contain the name(s) of the author(s) and/or editor(s), the title of
the article, the name of the book or conference proceedings where appropriate, and
bibliographic information about the article such as the name of the publisher, the city of
publication, and the page numbers. The basic concept is that the reference should be
sufficiently complete so that the reader could readily find the reference and can judge the
authority and objectivity of the reference.

All author names appear as Last name, Initials. For example, if Kirsten Patrick is the primary
author and Alice M. Agogino is the second author, the correct appearance of the author names
would be: Patrick, K., and Agogino, A.M.

Books

Standard format

Authors,  Title(in italics), Publisher, City of Publication, Year of Publication, page
numbers(if appropriate).

Example :

1. Fogg, B.J, Persuasive technology: using computers to change what we think and do,
Morgan Kaufmann Publishers, Boston, 2003, 30-35.

Journal articles
Standard format
Authors, “Title of the article,” Journal name(in italics), Volume (Issue), Pages, Month
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Year.

Example :

Hirsh, H., Coen, M.H., Mozer, M.C., Hasha, R. and Flanagan, J.L, “Room service, Al-
style,” IEEE intelligent systems, 14 (2). 8-19. July 2002.

Conference Proceedings

Standard format

Authors, “Title of the article,” in  Title of conference(in italics),Publisher, Pages.
Example :

Leclercq, P. and Heylighen, “A. 5,8 Analogies per hour: A designer's view on analogical
reasoning,” in 7th International Conference on Artificial Intelligence in Design, Kluwer
Academic Publishers, 285-303.

E-Books

Standard format

Authors,  Title of E-book(in italics),Publisher, Date of original publication.

[Format] Available: Source.

Example :

T. Eckes, The Developmental Social Psychology of Gender, Lawrence Erlbaum, 2000.
[E-book] Available: netLibrary e-book.

E-journal

Standard format

Authors, "Title of Article,”  Title of Journal(in italics), Volume (Issue), pages, month year.
[Format] Available: Database Name (if appropriate), article number (if given), internet
address. [Accessed date of access].

Example :

A. Altun, "Understanding hypertext in the context of reading on the web: Language
learners' experience", Current Issues in Education, 6(12), July 2003. [Online].

[Online]. Available: http://cie.ed.asu.edu/volume6/numberl12/. [Accessed Dec. 2, 2004].

3.13. Tables

The table title should be concise, no more than one sentence. The rest of the table legend and
any footnotes should be placed below the table. Footnotes can be used to explain
abbreviations.

Tables must be cell-based, such as would be produced in a spreadsheet program or in
Microsoft Word. Do not provide tables as graphic objects. Tables must be no larger than one
printed page (7inches x 9.5inches). Larger tables can be published as online supporting
information. Bold and italics formatting will be preserved in the published version; however,
more extensive formatting will be lost. Do not include color, shading, lines, rules, text boxes,
tabs, returns, or pictures within the table.

All tables must be numbered consecutively (in Arabic numbers). Table headings should be
placed (centered) above the table. Place tables as close as possible to where they are
mentioned in the main text. All Tables should be referred to in the text as Table 1, Table 2,
etc.

3.14. Figures

Figures should be as small and simple as is compatible with clarity. The goal is for figures to
be comprehensible to readers in other or related disciplines, and to assist their understanding
of the paper. Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data
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presented in small tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text
instead. Avoid unnecessary complexity, coloring and excessive detail.

All illustrations should be original drawings or photographic prints of originals. Photographs
should be glossy prints. Photocopies are often not good enough and should be avoided. All
illustrations must be numbered consecutively, as Fig. 1, Fig. 2. Center figure captions beneath
the figure. Do not assemble figures at the back of your article, but place them as close as
possible to where they are mentioned in the main text. No part of a figure should go beyond
the typing area.

3.15. Figure Legends

The aim of the figure legend should be to describe the key messages of the figure, but the
figure should also be discussed in the text. Each legend should have a concise title of no more
than 15 words. The legend itself should be succinct, while still explaining all symbols and
abbreviations. Avoid lengthy descriptions of methods.

3.15. Equations
Number equations consecutively. Equation numbers, within parentheses, are to position flush
right, as in Eq. (1) or equation (1), using a right tab stop.

S+v+d+nm
At S v gy o) €y

Note that the formula is centered using a center tab stop. Be sure that the symbols in your
formula have been defined before or immediately following the equation. Use “Eq. (1)” or
“equation (1)”, not “(1)”, in the sentences.

Notation. Notation must be legible, clear, compact, and consistent with standard usage. In
general, acronyms should be defined at first use.

Variables and Vectors. Set single-letter variables in italics (e.g. m). Set vectors in boldface
(e.g. E). Derivative "d," abbreviations, and multi-letter identifiers should be set in roman
(plain) type (e.g. cos, ...dx).

4. Submission self-checklist
Before submitting your manuscript online, please check that all style and format requirements
have been carefully followed.

English spelling and punctuations are used throughout the paper.

The paper is original, not submitted anywhere else.

The length of the paper is commensurate with content.

The title and headings are brief and catchy.

Names and affiliations (including postal codes) of all authors are correct and
complete.

Figures are of sufficient quality for printing, with clear resolution of detail.
Abstract and keywords are provided.

All table captions and figure legends are provided.

Tables/Figures are properly placed and numbered with brief titles/ captions.
References are in standard style.
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Publishing process

The following sections summarize the journals' publishing processes and describe how
manuscript are handled from submission to publication. At all stages of the process, you can
access the online submission system and find the status of your manuscript.

1) Author submits a manuscript

2) Journal editor screens manuscript

Within one week of being submitted, each journal paper undergoes a preliminary review by
the journal editor. The journal editor decides among three options for routing the paper:

The journal editor decides among three options for routing the paper:

Send out for review.

The manuscript meets the basic requirements of SciEP. At least two reviewers will be located
by the journal editor, who will send each reviewer a copy of the paper.

Return for revision If your manuscript has not passed the preliminary review, the review
comment will be returned to you for revision.

Rejection without peer review While manuscript have to go through the peer review process
in order to be published, they can be rejected without peer review. For high-impact, general
science journals, the majority of submitted papers may be rejected in this manner. While this
may appear surprising or disturbing, it is essential to understand the underlying reasons and
the inevitability of this undesired aspect of the research publication process.

There could be many reasons for rejection without review:

o Content of the article is not within the scope of the journal.

o Non-conformity with journal style, format or guidelines.

« Duplication or large overlap with existing work or apparent plagiarism.

« Results are not novel or significant enough; lead to only an incremental advance in
field.

o Article is too specialized/in-depth or superficial.

o Limited interest to journal target audience.

o Poor quality of research.

o Results or interpretation are too preliminary or speculative.

o Lack of clarity/conciseness in presentation.

3) Manuscript is peer reviewed

4) Journal editor/editorial board decides whether to publish

Once peer review has been completed, the original author(s) of the article will modify their
submission in line with the reviewers' comments, and this is repeated until the editor is
satisfied.

Review Decisions by Reviewers and Editors:

1. Accept in present form

The reviewer will decide that the manuscript is ready for publication in its present form when
at least two reviewers are in agreement. The associate editor will sum up the results of the
review and report them to the chief editors. The secretary will then send an acceptance letter
to the author on behalf of the chief editors. The paper will be moved to final editing for online
publication.
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2. Revision Required

The reviewer will decide that the paper is not ready for publication and needs revision when
at least two reviewers are in agreement. The associate editor will send the reviewers’
comments to the author for revision. The author should include with his(her) resubmitted
version a new cover letter that includes a point-by-point response to the reviewers' and
editors' comments, including an explanation of how you have altered your manuscript in
response to these, and an estimation of the length of the revised version with figures/tables.
3. Declined final

The reviewers will decide that the paper is inappropriate for publication when at least two
reviewers are in agreement. No revisions will be requested for further consideration. The
paper may not be resubmitted without substantial revision.

5) Copy Editing and Typesetting

Copy editing seeks to ensure that an article conforms to the journal's house style, that all of
the referencing and labelling is correct, and that there are no spelling or grammatical errors.
Typesetting deals with the appearance of the article — layouts, fonts, headings etc., both for
print and online publication.

Copy editing and typesetting are carried out by copyeditors (also called subeditors), who
refine it so that the text and figures are readable and clear to those outside the immediate field;
choose keywords to maximize visibility in online searches as well as suitable for indexing
services; and ensure that the papers conform to house style. The copyeditors are happy to give
advice to authors whose native language is not English, and will edit those papers with special
care.

6) Proof Reading
The typeset first proofs are sent to the author electronically as a PDF. Corrections to the
proofs should be minor — authors should not rewrite or make substantial additions.

7) Printing

The final text and cover proofs will undergo a thorough editorial review before they are
accepted and sent to print. All papers are published in the print edition and, in PDF and
HTML format, in the online edition of the journal, in full.



ANEXO 4: Curvas padréo das placas de quantificacao de nitrito salivar
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ANEXO 5: Imagens da pesquisa

Imagem 1: voluntdrios participantes Imagem 2: Treinamento do Projeto Tatame

Imagem 5: Retirada de sangue de voluntario Imagem 6: Retirada de sangue devoluntario
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Imagem 7: Retirada de sangue de voluntdrio

Imagem 9: dosagem de nitrito salivar Imagem 10: Coleta de amostras de saliva

Imagem 11: Kit de coleta de saliva Imagem 12: Kits de coleta de saliva



