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APRESENTACAO



O exercicio fisico é considerado um agente promotor de estresse e
alteracdes no balanco redox, tais alteracdes dependem principalmente do tipo,
intensidade e duracdo dos estimulos ou do nivel de condicionamento do
individuo. Nesse sentido, a competicdo esportiva pode ser considerada uma
agente promotora de estresse em varias dimensdes, desde psicologicas, com
alteragbes nos sentimentos que variam de medo, ansiedade e nervosismo até
alteracOes fisiologicas nos marcadores de atividade autbnoma e de estresse

oxidativo.

J& esta bem evidenciado na literatura que a competicdo gera alteracdes
no sistema nervoso autbnomo tanto antes da competicdo, como durante e apds
o periodo de competicdo. Além disso, o exercicio fisico gera aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento das enzimas
antioxidantes que compdem o sistema de defesa do organismo. Porém,
quando o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio ndo é
acompanhado por uma producdo antioxidante eficiente ocorre a geracao do
estresse oxidativo, responsavel por varios processos celulares, podendo

ocasionar danos as estruturas protéicas, lipidicas e aos acidos nucléicos.

O futebol é considerado o esporte mais popular do mundo, é
amplamente vivenciado pelo brasileiro em seu cotidiano, seja ditado pela
competicdo racionalizada, seja impregnado pelo sentimento ludico ou utilizado
pelo Estado atuando na coesao social, assim, podemos dizer que o futebol

desempenha um papel central na nossa cultura e também na cultura mundial.

Contudo, apesar do futebol ser o esporte mais praticado no Brasil,
podemos dizer que existem poucas pesquisas de cunho cientifico a respeito
dessa modalidade esportiva. Portanto, temos certo que a compreensao acerca
das variaveis fisiologicas e bioquimicas do jogador de futebol, em periodo de

competicao, pode contribuir para um melhor entendimento sobre o esporte.

Para uma melhor compreensdo sobre variaveis fisioldégicas e
bioquimicas do jogador de futebol, estratégias como a utilizacdo da saliva como
biofluido para analisar possiveis alteracbes sdao bem vistas aos olhos dos

treinadores e preparadores fisicos, uma vez que sao analises rapidas, nao



invasivas, que podem ser feitas no préprio ambiente de treinamento e

competicao.

Nesse sentido, monitorar marcadores biologicos de estresse (atividade
autbnoma) e alteracbes no balanco redox (estresse oxidativo) durante um
periodo de competicao se faz necessario, principalmente para se fazer um bom
planejamento das atividades a serem desenvolvidas, procurando assim um
melhor rendimento dos atletas nas competi¢cdes alvos e também evitar futuras

lesdes.

O presente estudo foi delineado com objetivo de avaliar o efeito da
competicdo sobre marcadores de estresse fisico (atividade autbnoma) e
marcadores do balanco redox (estresse oxidativo), utilizando a saliva de
jogadores de futebol antes e ap6s os jogos do Campeonato Brasileiro

Universitario de Futebol realizado na Cidade de Uberlandia — MG.

A apresentacdo da dissertacdo foi dividida em capitulos, conforme as
normas do Instituto de Genética e Bioquimica e, a formatacdo seguiu as
normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capitulo 1,
€ apresentada uma revisdo bibliografica do assunto, incluindo tépicos
referentes ao contexto historico, caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas do
futebol, competicdo e estresse, marcadores de estresse, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, a relacdo do exercicio fisico na producdo do estresse
oxidativo. A saliva como biofluido promissor na busca de biomarcadores de
estresse e balanco redox. No capitulo 2, mostramos os métodos utilizados,
estatistica, os resultados obtidos e a discussdo sob a forma de um artigo, que

serd submetido a uma revista cientifica indexada.



INTRODUCTION



Exercise promotes stress and changes in redox balance. Such changes
depend on the individual's fitness level, type, intensity and duration of the
exercise. The sports competition can be considered a promoter agent of stress
in different ways: psychological (changes in feelings ranging from fear, anxiety
and nervous ness) and physiological (changes in markers of autonomous

activity and oxidative stress).

The literature shows that competition promotes changes in the autonomic
nervous system before the competition, during and after the competition period.
In addition, exercise leads to increased production of reactive oxygen species
and increase in antioxidant enzymes that make up the body's defense system.
But when the increased production of reactive oxygen species is not
accompanied by an efficient antioxidant production oxidative stress occurs.
Oxidative stress is responsible for several cellular processes and may cause

damage to protein structure, lipid and nucleic acids.

Football is considered the most popular sport in the world. However, we
can say that there are few studies of scientific nature about this sport. It's
important to understand the physiological and biochemical variables soccer
players have in competition period, because this findings can contribute to a

better understanding of the sport.

To search about physiological and biochemical variables in soccer
players, some strategies as the use of saliva as biofluid are important to
facilitate the analyzes. The use of saliva is well regarded in the eyes of coaches
and trainers, as they are quick analysis, non-invasive, which can be made in

own training and competition environment.

Follow biological markers of stress (self-employment) and changes in
redox balance (oxidative stress) during a period of competition is important to
plan better the activities to be developed, looking for a better performance of

athletes targets in competitions and also prevent future lesions.

The present study was designed to evaluate the effect of competition on
physical stress markers (self-employment) and markers of redox balance
(oxidative stress) using saliva soccer players before and after the games of the

Brazilian College Football Championship.



The presentation of the dissertation was divided into chapters according
to the standards of the Institute of Genetics and Biochemistry and formatting
followed the rules of the Brazilian Technical Standards Association, ABNT. In
Chapter 1, we present a literature review of the subject. In chapter 2 is in the

form of an article to be submitted to an indexed journal.



CAPITULO 1

Fundamentacéao Tedrica



1 - FUTEBOL: Contexto historico, caracteristicas metabodlicas e
fisioldgicas.

Segundo a FIFA (2014) o futebol é considerado o esporte mais popular
do mundo. E praticado em centenas de paises devido principalmente a seu
jeito simples de jogar. S&o necessérios apenas uma bola, equipes de jogadores
e, em qualquer espaco, seja na rua, no clube, escola, campo de grama, quadra

de cimento, pode-se jogar o futebol.

Os Jogos oficiais e amadores de futebol sdo caracterizados pela disputa
de duas equipes, cada equipe com 11 jogadores. O arbitro principal é o
responsavel pela conducéo da partida e aplicacdo das regras do jogo. A partida
de futebol é jogada em um gramado retangular, com uma baliza (traves) em
cada lado do campo. O objetivo do jogo é deslocar a bola através do campo e
coloca-la dentro da baliza do adversario, assim, ocorre o gol, considerado o
momento magico do futebol. A equipe que conseguir efetuar mais gols ao

término da partida é considerada a vencedora.

O futebol, por sua condi¢cdo especifica, envolve um grupo elevado de
atletas e é disputado em diferentes condi¢cdes climaticas, com alternativas
técnicas, taticas e fisicas variadas, constituindo, portanto, um desporto de

elevada complexidade de interpretacdo e estudo (Fonseca et al., 2007).

E um esporte com caracteristicas intermitentes, de intensidade
extenuante com énfase nos componentes de forga, velocidade e resisténcia
(Gorostiaga et al., 2009). Devido ao longo periodo de uma partida de futebol,
grande parte da sua liberacdo de energia provém do metabolismo aerébio
(Bangsbo, 1994), além disso, durante um jogo, os atletas percorrem em média
10km em uma intensidade proxima ao limiar anaerobio ou 80-90% da
frequéncia cardiaca maxima (Bangsbo et al., 1991; Helgerud et al., 2001;
Reilly, 1997). Alta intensidade e sobrecargas intermitentes de exercicio
estimulam as vias metabdlicas da glicolise anaerdbia. A contribuicdo desse
metabolismo energético para com o futebol tem sido examinada em varios
estudos, principalmente por meio da determinacdo da concentracdo de lactato

sanguineo (Helgerud et al., 2001).



Embora o futebol apresente predominancia aerobia, a aptiddo anaerdbia
demonstrada em agbes de poténcia muscular, esta relacionada com atividades
decisivas das partidas como sprints, saltos, chutes e cabeceios (Abrantes et al.,
2004) (Wragg et al., 2000).

No que diz respeito aos movimentos caracteristicos num jogo de futebol,
tem sido observado que um sprint ocorre em média a cada 90s (Reilly &
Thomas, 1976) com duracdes entre 2s e 4s (Spencer et al., 2005). Além disso,
0s sprints constituem 1 a 11% da distancia total percorrida na partida,

correspondendo de 0.5 a 3% do tempo do jogo (Hoff and Helgerud, 2004).
2 - ESTRESSE E COMPETICAO

O estresse pode ser definido como um estado antecipado ou real de
ameaca ao equilibrio do organismo e a reacdo do mesmo, que visa
restabelecer o equilibrio através de um complexo conjunto de respostas
fisiolégicas e comportamentais. A manutencdo deste estado de equilibrio,
homeostase, € essencial para a vida e é constantemente desafiado por forcas

internas ou externas (Ulrich-Lai and Herman, 2009).

As respostas ao estresse sdo mediadas por componentes do sistema
nervoso autbnomo (SNA) e pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), com
acOes complementares através de todo o organismo (Diaz et al., 2012). O SNA
€ 0 responsavel pela resposta mais imediata a exposi¢cdo ao estressor. Suas
duas partes, simpético e parassimpatico, provocam alteracBes rapidas nos
estados fisiologicos através da inervacao dos o6rgdos alvos (lversen et al.,
2000).

Ja o eixo HPA quando ativado por agentes estressores, resulta na
elevacdo dos niveis de glicocorticéides circulantes. A exposi¢cdo ao estressor
ativa os neurbnios do nudcleo paraventricular do hipotalamo que secretam
horménios liberadores, como o hormonio liberador de corticotrofina
(corticotropin-releasing hormone — CRH), esse horménio vai agir na hipofise
anterior promovendo a liberacdo do horménio adrenocorticotrofico

(adrenocorticotropic hormone - ACTH) que, por sua vez, vai atuar no cortex da



glandula adrenal iniciando a sintese e liberacédo de glicocorticoides, como, por

exemplo, do cortisol em humanos (Ulrich-Lai and Herman, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Sistema nervoso autdbnomo e eixo HPA, sistemas responsaveis pela resposta
ao estresse. Fisiologia do estresse e sua influencia na sadde. Disponivel
em:http://rnp.fmrp.usp.br/~psicmed/doc/Fisiologia%20do%20estresse.pdf.

Dentre os varios agentes causadores de estresse, pode-se dizer que o
esporte € um dos principais agentes estressores. Neste sentido, o estresse
associado a competicdo esportiva € um topico altamente relevante, relacionado
principalmente ao desempenho de atletas profissionais e amadores,
submetidos aos rigores de treinamento e as demandas de contextos

competitivos (Hanton, Thomas & Mellalieu, 2008).

A competicéo esportiva profissional e amadora oferece um cenario unico
para avaliar as respostas ao estresse, pois estes tipos de competicdes
envolvem avaliac6es e comparacdes sociais, além de ser uma importante fonte
de pressdo para os atletas (Gucciardi and Dimmock, 2008). Outro fator

interessante de avaliacbes em competicbes esportivas se deve ao fato das

10



mesmas serem altamente organizadas, os critérios de desempenho sdo bem
claros e os atletas sdo avaliados em ambientes de situagdes reais (Diaz et al.,
2012).

J& esta bem evidenciado na literatura que a competicdo gera alteracdes
no sistema nervoso autdnomo tanto antes da competicao (Alix-Sy et al., 2008),
como durante e apos o periodo de competicdo (Passelergue and Lac, 1999).
Essas variacOes na atividade autbnoma estéo relacionadas principalmente com
a concorréncia e as demandas do contexto competitivo. Neste sentido, os
atletas experimentam diversos sentimentos que variam de ansiedade,
inseguranca, medo, agressividade, vigor, sendo que esses sentimentos
dependem principalmente da experiéncia do atleta, da competicdo que sera

disputada e da forma que o atleta lida com o estresse.

2.1 - MARCADORES DE ESTRESSE (ATIVIDADE AUTONOMA)

2.1.1 - Amilase salivar

Desde que alguns estudos farmacol6gicos demonstraram uma ligacédo
direta entre a atividade da alfa amilase salivar (AAas) e o Sistema Nervoso
Simpéatico (SNS) (van Stegeren et al., 2006), a determinacdo da mesma, sob
condicdes fisicas e psicologicas estressantes, € cada vez mais utilizada em
estudos biocomportamentais. Baseados nas observagdes de (Gilman et al.,
1979), de que a AAs poderia ser um indicador de estresse devido a sua
liberacdo ser regulada pelo SNS, estudos dirigidos por (Chatterton et al., 1996)
mostraram uma correlacdo positiva entre a AAs e norepinefrina, no plasma,

durante exercicio fisico.

s

Sabe-se que a secregcao de a-amilase salivar € influenciada pela
regulacdo adrenérgica do sistema nervoso simpatico e do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (Granger et al., 2007). Diante disso, o exercicio pode afetar os

niveis de a-amilase salivar (Koibuchi and Suzuki, 2014).

A utllizacdo da atividade da alfa-amilase como marcador de estresse
fisico foi citada na literatura por pesquisadores espanhois que observaram o

comportamento da atividade da alfa-amilase em 12 jovens bem treinados em
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ciclo ergbmetro com incremento de 25 watts até a exaustdo. Eles observaram
que, nos instantes que precedia a exaustdo dos voluntarios, a atividade da alfa-
amilase salivar aumentava na mesma propor¢do que o lactato sanguineo;
sendo assim, a mensuracdo da atividade enzimatica da amilase salivar, poderia
ser um novo método para avaliacdo da performance no exercicio (Chicharro et
al., 1999).

Em estudo realizado por Bishop et al. (2006), onze homens treinados
apresentaram aumento da atividade da alfa-amilase apos exercicio em bicicleta
ergometrica a 70% do VO, pico cOM duragdo de 90 minutos. Fortes e Whitham
(2011) também demonstraram aumento da atividade da alfa-amilase quando
avaliaram homens treinados em duas intensidades (50 e 70 % VO3 max/30 min)
de corrida. Por outro lado, também foi demonstrado que embora a atividade da
alfa-amilase tenha aumentado em corredores treinados, apés 2h de corrida a
75% VO, max N80 houve diferenca significativa entre os momentos pré e pés

corrida na atividade enzimética (Costa et al., 2012).

No que diz respeito a atividade da alfa-amilase antes e apés periodos de
competicdo existe apenas dois estudos, um envolvendo Taekwondo (Chiodo et
al., 2011) e o outro envolvendo natacdo (Diaz et al., 2012). No primeiro estudo
dezesseis atletas de taekwondo, faixa preta, participaram de uma competicéo
oficial, que consistiu em 3 rounds de 2 minutos, com intervalo de 1 minuto. A
atividade da alfa-amilase aumentou em 115% em relacdo aos valores pré-
competicdo. No segundo estudo (Diaz et al., 2012), verificou aumento nas
concentracbes de alfa-amilase ap6s uma competicdo de natacdo. Assim, o
estresse fisico e psicologico contribuem para 0 aumento das concentracdes de

a-amilase.

2.1.2 - Cortisol

O cortisol € um horménio glicocorticoide frequentemente usado como
indicador de estresse de treinamento agudo e crbénico (Drucker and New,
1987). Esse hormonio relaciona-se com uma variedade de funcdes fisioldgicas
de comportamento e cognitivas, como por exemplo, a depressdo do sistema

imune (Martinac et al.,, 2014), a regulagdo do metabolismo da glicose e do
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metabolismo de gorduras (Shafer et al., 2013), alteracdo de humor e prejuizo
na formacdo e na consolidacdo da memadria em resposta as circunstancias de
estresse cronico (Di Corrado et al.,2014).

Tradicionalmente, a avaliacdo do cortisol mostrou-se um método util
para Vverificar a atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
relacionado a resposta ao estresse (Kirschbaum and Hellhammer, 1994). O
cortisol livre ou biologicamente ativo, por difusdo passiva, pode ser transferido
para a saliva, além disso, apresenta a correlacdo entre nos niveis de cortisol
plasmatico ou salivar (Vining et al., 1983).

Em situagBes de estresse e exercicio fisico provavelmente o cortisol € o
horménio que mais sofre alteracdes (Passelergue and Lac, 1999) e, devido a
diferencas nos niveis de circulacdo frente a diferentes formas de exercicio, o
cortisol tem sido utilizado para determinar o estresse fisiolégico imposto

durante uma Unica e varias sessdes de exercicio (Moreira et al., 2009).

2.1.3 Concentracao de Proteina total (PT)

Biomarcadores presentes na saliva podem monitorar as alteracdes
decorrentes do exercicio fisico. A concentracdo de proteina total salivar sofre
alteracbes durante o exercicio fisico em individuos jovens, além disso, a
concentracdo de proteina total da saliva apresenta 0 mesmo comportamento
que o lactato, podendo também ser um parametro de analise do Limiar salivar
(LAS) (Oliveira et al., 2005).

Steerenberg et.al (1997) revelaram alteracdes tanto na concentracéo de
proteina total e IgA na saliva em triatletas apdés competicdo. Os niveis de
proteina total no decorrer da competicdo aumentaram significativamente ao
final da competicdo em comparacdo aos niveis iniciais. Resultados similares
foram obtidos num trabalho dinamarqués que utilizou onze atletas de ciclismo
que exercitaram por 2 horas, em sessdes de exercicio, em dias alternados
(Krzywkowssky, 2001). Eles avaliaram, na saliva, as concentracdes de proteina
total e verificaram que as mesmas mantiveram-se elevadas ao final do
exercicio, mas, foram reduzidas para valores proximos aos niveis basais duas

horas apds o término do exercicio.
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3 - ESTRESSE OXIDATIVO E FORMACAO DE ESPECIES REATIVAS

O termo estresse oxidativo foi definido pela primeira vez em 1985 e
significa “um distarbio entre o balanco pro-oxidante e antioxidante, a favor do

primeiro” (Sies and Cadenas, 1985).

Segundo (Halliwell and Cross, 1994) o estresse oxidativo é considerado
uma condi¢ao na qual o delicado equilibrio entre a producdo de radicais livre e
sua subsequente melhoria, através do sistema de defesa antioxidante fica
inclinado a favor do aumento da producéo dos radicais livres. Num esforco para
aperfeicoar o sentido de estresse oxidativo, tem sido sugerido que este termo
deve ser redefinido como "uma perturbagao da sinalizacdo redox” e de controle
(Jones, 2006).

A producdo ou a formacdo de radicais livres in vivo € iniciada pelo
consumo de oxigénio molecular, o qual, devido a sua estrutura €, na verdade,
em si, uma espécie radicalar (Halliwell and Cross, 1994). Um radical livre é
qualquer espécie que contém um ou mais elétrons desemparelhados (Halliwell,
1991). Embora exista um grande nuamero de radicais livres (a4tomos de
hidrogénio, ions de metais de transicdo, radicais centrados no carbono e
enxofre), os que sdo derivados a partir de oxigénio e/ ou nitrogénio,
representam a classe mais importante dos radicais gerados em sistemas vivos
(Miller et al., 1990). Ambos os radicais, derivados do oxigénio e nitrogénio, séo
referidos como (RONS) espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Valko et al.,
2007).

Os agentes oxidantes produzidos nos musculos esqueléticos sado
derivados a partir de duas moléculas-mée, o anion superoéxido (O,~) e o 6xido
nitrico (NO’) (Powers and Jackson, 2008). Estima-se que 0,1 a 4% do oxigénio
possam sofrer redugcdo univalente e ser convertido ao anion superoéxido através
do complexo | e lll da cadeia respiratéria. Os anions superéxidos séao
dismutados pela enzima superoxido dismutase (SOD), nas células, para formar
peréxido de hidrogénio, radical hidroxila e outros oxidantes de baixo peso
molecular situado na cascata produtora de espécies reativas (Asmus et al.,

2000). O superéxido pode reduzir o Fe™ a Fe* facilitando a producdo do
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radical hidroxila (OH"). O conjunto de reacdes entre o peroxido de hidrogénio,
superoxido e ferro é chamada reacédo de Haber-Weiss(Stohs and Bagchi, 1995)

- esquema abaixo:
O, +Fe** — 4 0, + Fe” (ferroso)

H,O, + Fe?* —_, OH + OHe+ Fe*" (férrico) Fenton

0O, +H,O, —— OH + O, + OH* Haber- Weiss

Outras formas de producdo de espécies reativas de oxigénio sao
produzidas através da enzima xantina oxidase (Zweier et al., 1988) e
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, esta por sua vez
gera superoxido atraveés da transferéncia de elétrons do NADPH para o
oxigénio molecular (Halliwell et al., 2007). A partir da oxidacdo dos acidos
graxos nos peroxissomos, metabolizacdo de xenobibticos por enzimas
microssomais P450 (Beckman and Ames, 1998), leucdcitos (contra micro-
organismos invasores) (Segal, 2005), ciclooxigenases, lipoxigenases,
hemoglobina, mioglobina, epinefrina, dopamina e de aclUcares (Hermes-lima,
2004) também podem produzir espécies reativas de oxigénio.

Pelo fato dos radicais livres serem potencialmente danosos, o organismo
possui um sistema de defesa antioxidante, responsavel pela protecdo das
células contra o excesso de producdo de ROS. Tais defesas antioxidantes
(enzimatico e ndo enzimatico), tém como funcao inibir e/ou atenuar os danos
provocados pela acao deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo
radicais.

O sistema de defesa enzimatico € constituido pelas seguintes enzimas:
Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A
SOD foi descoberta em 1969 por (McCord and Fridovich, 1969) e forma a
primeira linha de defesa contra os radicais superoxido, tem a funcdo de
catalisar a formac&o do anion superoxido em peréxido de hidrogénio (H2O; ) e
oxigénio (O, ). A Catalase (CAT) serve para varias fungdes bioquimicas, mas o

objetivo principal da CAT é catalisar a decomposi¢éo do peroxido de hidrogénio
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(H202) em éagua (H.O) e oxigénio (O,) (Powers and Jackson, 2008). A
glutationa peroxidase (GPX) catalisa a reducdo de perdxido de hidrogénio
(H.0,) em agua (H,0O) usando a glutationa reduzida (GSH) como doadora de
elétrons ou catalisa a reducdo do hidroperoxido organico (ROOH) em alcool
(ROH) (Bjornstedt et al., 1994).

O sistema de defesa nado-enzimatico inclui, os compostos antioxidantes
de origem dietética, como o acido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-
caroteno, precursores das vitaminas E e A, respectivamente, SG0 compostos
vitaminicos potencialmente antioxidantes (Prasad et al., 2007). A glutationa
(GSH) é o antioxidante ndo-enzimatico mais importante nas fibras musculares,
tem como fungdes servir de substrato para a enzima GPX eliminar H,O,, reage
diretamente com alguns radicais e também na reducdo de outros antioxidantes,

como por exemplo, a vitamina E (Powers and Jackson, 2008).

Em niveis basais a producdo e remocdo de RONS ocorrem
constantemente, podendo gerar efeitos positivos e negativos sobre a funcéo
fisiolégica (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009). Este delicado equilibrio entre
producdo de radicais livres e defesas antioxidantes serve para determinar o
estado redox intracelular que, por sua vez, desempenha um papel chave na

otimizacao da funcao celular (Allen and Tresini, 2000).

As vias de sinalizagéo celular dos mamiferos sédo sensiveis ao ambiente
redox intracelular, podendo serem ativadas pelo estresse oxidativo (Ji et al.,
2006). Diante disso, distarbios transitorios no equilibrio redox, levando a um
ambiente mais oxidante, pode ocorrer via aumento producdo de RONS e ou
diminuicdo das defesas antioxidantes, e parece ser um “sinal” para ativar varios
mecanismos de sinalizacdo celulares importantes para funcéo fisiologica ideal
(Droge, 2002). Um exemplo claro disso é o aumento da expressdo de enzimas
antioxidantes e ou glutationa em resposta a MAPK e ativacdo de NF-kB em um
esforco para restaurar o equilibrio redox, isso ocorre principalmente em
situacdes onde o exercicio fisico agudo aumenta a producéo de RONS, e serve
como um “sinal” necessario para a regulacao dos sistemas de defesas
antioxidantes (Ji et al., 2006).
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Sabe-se que a producdo de RONS € necessaria para iniciar varias vias
de sinalizag&o, entretanto, condigcbes que favorecem a producdo acelerada e
ou cronica de RONS pode servir pra sobrecarregar a capacidade do sistema de
defesa antioxidante, interrompendo a sinalizacdo, causando uma mudanca
permanente no equilibrio redox (Droge, 2002). Assim, essa mudanca
permanente no ambiente redox pode gerar efeitos nocivos e danos diretos
sobre os &cidos nucléicos, lipideos e proteinas (Dalle-Donne et al., 2006) bem
como alteracdes na expressao de genes que promovem a apoptose no interior

das células saudaveis, e inflamacéo sistémica (Chung et al., 2009).

A producdo em excesso de RONS resulta de diferentes fatores
estressores, tais como consumo excessivo de nutrientes (Sies et al., 2005),
exposi¢do a poluentes ambientais (Halliwell, 1991), exercicio fisico (Vollaard et
al., 2005). Contudo, qualquer situacdo em que o consumo de oxigénio é
aumentado, tal como durante o exercicio fisico, poderia resultar em um estado

agudo de estresse oxidativo (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009).

3.1 - Estresse oxidativo e exercicio

O aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
levando ao estresse oxidativo celular estd ligado a inimeras patologias,
incluindo céancer (Valko et al., 2007) e diabetes (Wei et al., 2009). Portanto,
parece paradoxal que, embora o0 exercicio promova 0 estresse oxidativo, uma
rotina de exercicio fisico regular estd associada a inimeros beneficios a saude,
incluindo um menor risco de mortalidade por qualquer causa, reduzindo as
ameacas de doenca cardiovascular, cancer e diabetes (Hayes and Kriska,
2008); (Kraus and Slentz, 2009).

O primeiro estudo que relatou o estresse oxidativo induzido pelo
exercicio foi publicado em 1978 (Dillard et al., 1978). Segundo os autores, 60
minutos de exercicios de resisténcia a 60% do VO,max resultou em aumento
nos niveis de pentano expirado (biomarcadores de peroxidacao lipidica) e que
a suplementagéo antioxidante com vitamina E reduziu a produgdo de pentano
induzida pelo exercicio. Foi concluido que o exercicio promove o aumento da

producao de oxidantes.
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Desde a descoberta de que a contracdo dos musculos esqueléticos
produz espécies reativas de oxigénio (ROS) (Davies et al., 1982), muitos
pesquisadores tém assumido que o musculo esquelético fornece a principal
fonte de geracédo de radicais livres e ROS durante o exercicio (Powers and
Jackson, 2008).

A geracdo primaria dessas espécies reativas de oxigénio, em resposta
ao exercicio agudo, pode ocorrer através dos seguintes caminhos: respiracdo
mitocondrial (vazamento de elétrons a partir da cadeia transportadora de
elétrons e posterior producdo do radical superoxido), metabolismo dos
prostandides, auto-oxidacdo das catecolaminas e atividade das enzimas

oxidases NADPH oxidase e xantina oxidase (Jackson 2000).

A geracdo de ROS durante o exercicio depende principalmente do modo
(aerdbico, anaerodbico), intensidade e duracdo do exercicio, como também
diferentes tipos de exercicio e suas necessidades energéticas, niveis de
consumo de oxigénio e tensGes mecanicas impostas aos tecidos (Jackson
2000).

(Fig.2)

Durante o exercicio

T Tran sporte de eletrons mitocondrial
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(Ex: Exercicio resistido) ou
Desvio sanguineo
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saeguido pela reoxigénacio T Prostanéides

Pds exercicio Proteolise
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(Mecénica)
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Figura 2: Potenciais mecanismos de aumento da producéo de relacionado a sessfes
agudas de exercicio. Adaptado de Bloomer RJ, & Goldfarb AH. Anaerobic exercise and
oxidative stress: A review. Canadian Journal of Applied Physiology, 29(3): 245-263, 2004.

Vérias evidéncias apontam o aumento da producdo de RONS durante e
apo0s o exercicio fisico; assim, inumeras investigacdes tém relatado um
aumento de varios biomarcadores de estresse oxidativo, tanto apds o exercicio
aerébio agudo (Vollaard et al., 2005) e exercicio anaerébio (Bloomer and
Goldfarb, 2004).

J& é claro que o exercicio fisico realizado com volume, intensidade e
duracdo elevada pode levar a um aumento da producdo de RONS, gerando
oxidacdo de diversas moléculas bioldgicas (lipideos, proteinas e acidos
nucleicos). Diante disso, esta condicdo € indicativa de estimulos nocivos e
ainda continua a ser um tema de debate (Vollaard et al., 2005). Isto se da
principalmente pelo potencial que as RONS tém em prejudicar o desempenho
do exercicio através de alteracdes na funcdo contratil, provocando lesGes

musculares e acelerar a fadiga (Reid, 2001).

Atualmente nao existem dados de “causa e efeito” para indicar que o
aumento de RONS resultante do exercicio fisico agudo realmente causa
problemas de saude e doenca (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009). Pelo
contrario, pelo principio da hormesis, parece ser necessario um esfor¢co de
baixo grau oxidativo para varias adaptacoes fisiologias (Schulz et al., 2007).
Uma exposi¢cado do organismo repetidas vezes frente ao aumento da producao
de RONS durante o treinamento fisico crénico leva a uma regulacao positiva no

sistema de defesa antioxidante (Elosua et al., 2003).

Dessa forma, o estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico pode
funcionar de uma forma semelhante a todos os outros principios das ciéncias
do exercicio, ou seja, a producdo de RONS deve ultrapassar um limiar minimo,
para que ocorra uma sobrecarga de forma eficaz ao sistema, assim, se a
sobrecarga for alcancada, a capacidade fisiolégica do corpo vai se expandir e
se adaptar, gerando uma melhora na saude e ou no desempenho esportivo
(Fisher-Wellman and Bloomer, 2009).
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3.2 - Marcadores de estresse oxidativo

Uma das metodologias mais comum para verificar o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio aerdébio tém sido a avaliacdo da peroxidacao lipidica,
com o malondialdeido (MDA) e espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009).

Em estudo realizado por (Miyazaki et al., 2001) a concentracdo de
TBARS aumentou apds 12 semanas de corrida a 80% da frequéncia cardiaca
maxima, em estudo apresentado por (Laaksonen et al., 1999) foi realizado
exercicio submaximo em bicicleta ergométrica, durante 40 minutos e a 60% do
VO2max € Vverificou aumento de 50% nas concentracdes de TBARS. Por outro
lado, alguns estudos verificaram n&o haver aumento de TBARS frente a
protocolos de exercicios submaximos e maximos. Segundo (Rahnama et al.,
2007), o treinamento realizado 3 vezes por semana durante 8 semanas e a
70% da frequéncia cardiaca méaxima nédo apresentou diferengas significativas

nos niveis de MDA.

Em resposta a exercicios fisicos extenuantes, parece que a capacidade
antioxidante total pode ser temporariamente reduzida, principalmente porque
0S seus componentes estdo agindo no combate a agentes oxidantes nocivos
(Rahnama et al., 2007). Em oposicdo a este estudo, imediatamente apds o
exercicio fisico e durante o periodo de recuperacao, 0s niveis aumentam além

dos niveis basais (Gonzalez et al., 2008; Ispirlidis et al., 2008).

4 — SALIVA

4.1 Composicéao, inervacao e secrecao

7

A saliva é um liquido transparente ligeiramente acido (pH 6-7), que é
secretado na boca, principalmente pelas glandulas salivares (Spielmann and
Wong, 2011). Diariamente e, sob condi¢cdes normais, humanos adultos
produzem entre 500 e 1500 mL de saliva (Navazesh, 1993).

Toda saliva € uma mistura complexa de fluidos orais, contendo também

o fluido crevicular, células epiteliais descamadas orais e micro-organismos, tais
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como, virus, fungos, bactérias e endotoxinas bacterianas. Em alguns casos, o
sangue e soro oriundos de feridas na cavidade oral, secre¢cdes bronquicas e
nasais, oriundos da expectoracdo e restos de alimentos, podem ser
encontrados na saliva (Kaufman e Lamster, 2002 ; Marcantoni, 2009 ) (Figura
3).

Whole Saliva
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Figura 3: Representacdo esquematica dos componentes de toda a saliva. O tamanho de
cada goticula individual € uma representagdo aproximada da sua concentracdo no conjunto de
saliva. Cuevas-Cordoba, B., and J. Santiago-Garcia, 2014, Saliva: a fluid of study for OMICS:
Omics, v. 18, p. 87-97.

Embora a diversidade deste fluido seja grande, cerca de 99% do teor da
saliva € agua, enquanto o 1% restante sdo componentes organicos e
inorganicos (Navazesh and Kumar, 2008). Os componentes organicos podem
ser protéicos ou nao-protéicos, os componentes ndo protéicos da saliva sao
(acido urico, bilirrubina, creatinina, glicose, lipideos, acidos aminados, aminas,
lactato, dentre outros). Os componente protéicos sdo proteinas ricas em
prolina, amilase, mucina, lisozima, lactoferrina, IgA, peroxidase, estaterinas,
histatinas, metaloproteases de matriz, glicoproteinas e lipoproteinas, inibidores
de enzimas, citocinas, tais como interleucina-8 e hormonios, tais como
catecolaminas, tiroxina, triiodotironina, cortisol, horménio do crescimento,

testosterona, progesterona, prolactina e melatonina (Marcantoni, 2009).
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A parte inorganica da saliva € composta por eletrélitos, como sodio,
potéssio, calcio, magnésio, cloreto, e fosfato, j& o fluido crevicular contém
varios elementos plasmaticos, como a albumina, transferrina, IgG, IgM,
neutrofilos polimorfonuclear, linfocitos T e B, macréfagos, entre outros. Toda a
saliva pode também conter células epiteliais bucais, produtos de degradacéo
do sistema imunologico e endotoxinas (Chiappin et al., 2007). Estes
componentes desempenham varias fungdes, incluindo respostas imunes,
protecdo tecidual, atividade antimicrobiana, inibicdo da precipitacdo de calcio,
percepcdo do aroma, digestdo, inibicdo de proteases, bem como outras
funcdes, tais como a transcricdo, proliferacdo de células, transducédo de sinal,
quimiotaxia, e motilidade celular (Spielmann and Wong, 2011).

Muitos componentes que ndo sdo habituais da saliva sao oriundos a
partir de varios érgdos e sistemas. Algumas moléculas plasmaticas atravessam
a barreira dos capilares, o espaco intersticial, e as membranas das células
acinares e ductal, até atingir o limen dos tlubulos de excrecdo das glandulas
salivares. Assim, diferentes moléculas entram na saliva através de rotas

intracelulares e extracelulares (Llena-Puy, 2006).

As glandulas salivares maiores (parétida, submandibular e sublingual)
produzem cerca de 90% da secre¢fes salivares, enquanto as glandulas
salivares menores (labial, bucal e palatal) produzem os 10% restantes
(Navazesh and Kumar, 2008). Inicialmente a saliva é produzida pelas células
acinares, que sdo divididas em dois tipos: células serosas e mucosas. A
glandula parétida tem células acinares serosas e secreta uma saliva fina,
aguosa e rica em amilase, a glandula submandibular é constituida por células
acinares serosas e mucosas e produz uma saliva mais viscosa e rica em
mucina e a glandula sublingual tem células acinares mucosas e também

produz uma saliva rica em mucina viscosa (Mese and Matsuo, 2007).

A secrecdo salivar é controlada exclusivamente pelo sistema nervoso
autbnomo simpatico e parassimpatico (Mese and Matsuo, 2007). O SNS é o
principal responsavel pela secrecdo de proteinas e o SNP é o principal
responsavel pela secrecdo de agua e eletrolitos (Garrett et al., 1991). A

estimulacdo do nervo simpatico ou dos receptores ou beta-adrenergicos causa
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exocitose, mas diminui a secre¢cdo do fluido. A ativacdo dos receptores
aumenta os niveis celulares de adenosina monofosfato ciclico (CAMP), que é o
principal segundo mensageiro para a secrecdo de amilase (Garrett et al.,
1991). O (cAMP) ativa a proteina kinase (PKA) levando a fosforilagdo das
proteinas e estimulando as células a liberar o conteddo dos granulos

secretores (Mese and Matsuo, 2007).

A estimulagdo do nervo parassimpético ou receptores colinérgicos
muscarinicos inicia através de segundos mensageiros das células acinares, ou
seja, 0 sistema de transducdo de sinal envolve a liberagéo de Ca**. O aumento
nos niveis de Ca*" intracelular leva a abertura de canais de CI" ha membrana
apical, o que promove a secre¢do de CI" no lumen. A secrecao liquida de NaCl
cria um gradiente osmatico através dos acinos, o que extrai 4gua a partir da
corrente sanguinea por meio das jun¢des comunicantes (Garrett et al., 1998).
Assim, a saliva secretada no lumen (saliva priméaria) € um fluido isoténico
semelhante ao plasma. Na proxima etapa, a composicao da saliva primaria é
modificada no sistema ductal (hiptese de 2 etapas),processo no qual os
ductos intralobulares reabsorvem Na* e CI, mas ndo agua, o que torna a saliva

final um fluido hipotdnico (Pousen,1998).

4.2 - Saliva como um fluido para diagnostico

A identificacdo e analise de biomoléculas presentes na saliva podem
fornecer informacgdes sobre a fungéo de varios 6rgédos do corpo (Oppenheim et
al., 2007); (Tiwari, 2011). Dessa forma, a saliva representa uma atrativa
ferramenta para o monitoramento e para o diagndstico precoce de doencas da

cavidade oral e também da saude sistémica.

Até o presente momento, o liquido mais popular e universalmente aceito
para diagnosticos clinicos sobre doencas € o sangue. Pelo fato deste fluido
circular ao redor de todos os tecidos e 6rgaos e coletar subprodutos de areas
doentes, a andlise dos componentes do sangue revelou ligagbes com varios
processos patologicos (Loo et al., 2010). Entretanto, nos ultimos anos a saliva
tem chamado atencdo como um fluido potencialmente utii em termos de
descoberta de biomarcadores para diagnésticos e acompanhamento de varias

doencas.
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Quando comparado ao sangue, a saliva apresenta varias vantagens em

sua utilizacdo, principalmente pela sua natureza nao invasiva durante as

coletas, consequentemente reduzindo o estresse e ansiedade (Shah et al.,

2011). Isto se torna de grande importancia principalmente em pacientes

criancas, idosos, pacientes com problemas vasculares (Malamud, 2011) e

pensando nos profissionais das ciéncias do exercicio fisico, € de grande

importancia realizar coletas que seja pratica e facil tanto para vida do treinador

e também do atleta. Além disso, a simplicidade da coleta, manuseio,

armazenamento e processamento, faz com que ocorra redugéo de custos

(Tiwari, 2011). Outras comparacdes da saliva em relacdo ao plasma séo

apresentadas na tabela 1.

COMPARAGAO DAS CARACTERISTICAS ENTRE PLASMA E SALIVA

Plasma

Bemaceito para diagnosticos clinicos

Associadoa marcadores com processo de varias doengas
Coletainvasiva e estressante
Altorisco de exposigio dos trabalhadores do laboratorio a amostras perigosas

Métodos de coletas s30 padronizados

Baixa variagiona concantracio das moléculas

Alta concentracdo de biomoléculas

Alfa e mais complexas substancias inibidoras

23% das protetnas enconfradas no plasma sédo tambeém presentes na saliva

77% das proteinas presentes no plasma sdo ausentes nasaliva (exclusiva ao plasma)
60% das proteinas dopplasma consideradas como candidatas a marcadores de doencas
muitas sio exclusivas doplasma

Algumas proteinas de elevada abundancia na saliva sdo encontradas no plasma em
concentragdes similares

Saliva

Potencialmente atrativo para diagnosticos clmicos
Namaoria dos casos, os marcadores ndo sdo completamente validados para diagnosticos
& monitoramento de doencas

Coleta ndo invasiva, baxosniveis de estresse e ansiadade
Baixos riscos de exposicio dostrabalhadores dolaboratorio a amostras perigosas

Métodos de coletas ndo totalmente padronizados
Variagdo na concentrago de muitas moléculas e afetada por ritmo circadiano,
estimulos, idade, entre outros

Baixa concentragio de biomoléculas
Baixa e menos complexaas substancias inibitdrias
27% das proteinas presentes na saliva séo também presentes no plasma

73% das proteinas presentes na saliva séo ausentes no plasma (exclusivas dopplasma)
Cerca de 40% das proteinas do plasma consideradas candidatas a marcadores para vérias
doengaspods serenconfradas nasaliva

Algumas das muitas proteinas abundantes no plasma sdo tambeém enconfradas nasaliva
em moderadas a altas concentracdes

Tabela 1: Comparacdo das caracteristicas entre plasma e saliva. Cuevas-Cordoba, B., and
J. Santiago-Garcia, 2014, Saliva: a fluid of study for OMICS: Omics, v. 18, p. 87-97.

A saliva pode facilmente ser coletada por humanos, o paciente deve

receber informacdes detalhadas sobre o protocolo de coleta, sendo de grande

importancia ndo escovar os dentes, evitar alimentos, liquidos, e goma de
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mascar por pelo menos 30 minutos antes da coleta. E lavar a boca com agua

destilada de preferéncia (Chiappin et al., 2007 ).

A padronizagéo da coleta de saliva tem uma grande importancia na sua
analise, pois varios fatores podem afetar o fluxo e a composicao salivar.
Atualmente, varios métodos e dispositivos estdo disponiveis, entre eles o
método mais facil e viavel € a coleta do fluido oral total. E possivel fazer coletas
em regibes mais especificas e verificar diferengcas na composicdo secretada
por diferentes glandulas, entretanto, sdo métodos mais dificeis e menos
viaveis, e de um ponto de vista pratico, sdo metodologias que necessitam de
profissionais  especializados, inviabilizando  assim uma  possivel

comercializagao.

A saliva total (ou fluido oral total) é facil de recolher, e é mais
representativo do ambiente oral, a coleta ndo necessita ser realizada por um
técnico especializado e pode ser feita pelo paciente ou pelo préprio participante
do estudo (Chiappin et al., 2007). A saliva total ndao estimulada pode ser
recolhida por varios dispositivos coletores dos fluidos orais e estes dispositivos
estdo disponiveis comercialmente. A coleta ndo estimulada pode ser das
seguintes formas: (1) Babando passivamente (sem movimentos orais)
permitindo a saliva descer pelo labio inferior para dentro do frasco de plastico
(Dawes et al., 2001), ou (2) Cuspindo diretamente no frasco coletor, mas dessa
maneira a saliva pode conter 14 vezes mais bactérias do que a saliva recolhida
pelo método de babar, isso pode afetar o armazenamento e futuras analises
(Nurkka et al., 2003).

A saliva total estimulada pode ser obtida com movimentos orais, como a
mastigacdo suave e 0 uso de acido citrico, entretanto o acido citrico pode
interferir na analise de alguns analitos, como a testosterona (Granger et al.,
1999). Os dispositivos mais utilizados sao rolos de algodao estéreis no salivete
(SARSTED, Newton, NC). O rolo de algodéao é colocado na boca do sujeito e
suavemente mastigada durante cerca de 1 a 2 minutos, em seguida, colocado
no interior do frasco. A saliva é obtida através da suc¢do do algodéo utilizando

uma seringa sem agulha ou por centrifugagéao (Chiappin et al., 2007).
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Outros métodos ndo absorventes sdo utilizados para obter a saliva de
forma estimulada, sdo eles: mastigar um pedaco de cera de parafina com
tamanho padronizado (Laine et al., 1999), mascar goma base neutra (Dawes et
al., 2001), mastigar parafilme ou elasticos(Gonzalez et al., 1997), manter na
boca cristais de bebida em p6 (Granger et al., 2004) ou algum produto

alimentar que tenha acido citrico (Jensdottir et al., 2005).

Apés as coletas, as amostras de saliva devem ser mantidas no gelo, em
seguida ser aliquotadas e congeladas o mais rapido possivel, para manter a
integridade das amostras, a refrigeracdo evita a degradacdo de algumas
moléculas da saliva e o crescimento bacteriano. A saliva contém varias
proteases bacterianas que podem degradar proteinas salivares, afetando as
analises de compostos proteicos, para evitar a degradacdo de compostos
salivares, deve-se armazenar imediatamente as aliguotas de saliva sem
qualquer processamento; armazenar em temperatura ambiente quando a
andlise for realizada de imediato ou em ate 30 a 90 minutos da coleta;
armazenar em -20°C quando a analise for realizada entre 3h e 6h apds a coleta
e armazenar em -80°C quando a analise for realizada dias e até meses apoés a
coleta (Chiappin et al., 2007).

4.3 - Saliva e exercicio fisico: possibilidades futuras

O exercicio fisico tem sido considerado um fator determinante na
manutenc¢do, promocao e recuperacdo das funcdes organicas, contribuindo na
prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer, obesidade, diabetes e
evitando elevagcao no numero de mortalidade gerado por essas doencas.

Nos ultimos anos cresceu o numero de trabalhos envolvendo analises
sobre marcadores de estresse, balanco redox e seus efeitos sobre varios
tecidos. Além disso, a influéncia do exercicio fisico em diferentes contextos tem
merecido destaque, principalmente por ser um agente estressor e promover
alteracdes no organismo.

Nesse sentido, o fluido corporal considerado como padrdo ouro para

analises é o sangue, porem, a saliva tem despertado interesse em muitos

pesquisadores por apresentar algumas vantagens em relacdo a coleta
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sanguinea. Principalmente por ser um meétodo simples, ndo invasivo e seguro,
além da facilidade na logistica e a possibilidade de coleta nos proprios
ambientes de treinamento.

Assim, podemos dizer que a saliva é uma ferramenta importante e de
grande utilidade para o monitoramento ndo sO da saude oral, mas também da
saude sistémica. Entretanto, varias precaucdes devem ser tomadas para que
esse fluido represente de maneira fidedigna a resposta a qual se pretende

avaliar.
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Resumo

O futebol € um esporte com caracteristicas intermitentes, de intensidade
extenuante com énfase nos componentes de forca, velocidade e resisténcia.
Nesse sentido, a competicdo esportiva oferece um cenario Unico para avaliar
as respostas ao estresse e alteracfes no balanco redox. A andlise e coleta de
amostras menos-invasivas, como a coleta de saliva, ttm se destacado por
oferecer oportunidade de coletas no proprio campo de treinamento ou
competicdo. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da competicdo sobre
biomarcadores salivares de estresse e balanco redox em atletas de futebol. A
amostra foi composta por 14 individuos homens (24,05+ 3.1 anos, 173 + 0,05
cm, 71.84 £ 8.50 kg). Os voluntérios foram monitorados durante o campeonato
brasileiro universitario e realizaram quatro jogos de futebol com intervalo de
24h de descanso entre os jogos. Amostras de saliva foram coletadas antes e
apos o término dos jogos e acondicionadas até 0 momento da analise. Nossos
achados mostram que nos 4 jogos a sAA e a taxa de secrecao de Proteinas
totais poOs-jogos apresentaram aumentos significativos em relacdo aos
momentos pré-jogos. No jogo 1, 2 e 3 a concentracdo de cortisol foi maior nos
momentos pds-jogos em relagdo aos momentos pré-jogos. No que diz respeito
as alteracdes do balanco redox, ndo foi verificado alteracbes nas taxas de
danos oxidativos a lipideos antes e ap0s os 4 jogos, que foram quantificados
através da concentracdo dos produtos de peroxidacao lipidica (TBARS). Por
outro lado, a resposta antioxidante total no jogo 3 apresentou aumento
significativo no momento pds-jogo em relacdo ao pré-jogo, mostrado pela
capacidade antioxidante total (FRAP). A atividade da catalase ndo sofreu
alteracdo significativa em nenhum dos momentos avaliados. Esses resultados
sugerem que os 3 marcadores de estresse (atividade autbnoma) apresentaram
alteracOes frente a competicdo esportiva. A taxa de secrecdo de Proteinas
Totais pode ser um marcador atraente de estresse, pela facilidade e baixo
custo do método. Os jogos mesmo com pouco intervalo de recuperagcdo nao
foram suficiente para promover danos oxidativos a lipideos, fato esse ocorreu

provavelmente pelas adaptac¢des induzidas pelo treinamento da equipe.

Palavras chave: Competicao, futebol, saliva, estresse, balanco redox.
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ABSTRACT

Football is a sport with intermittent characteristics, high intensity and emphasis
on components of strength, speed and endurance. This sport competition offers
a unique setting for assessing stress responses and changes in redox balance.
The collection and analysis of less-invasive samples such as saliva, offer the
opportunity to collect in the field of training or competition. So, the aim of this
study was to evaluate the effect of competition on salivary biomarkers of stress
and redox balance in soccer players. The sample consisted of 14 male subjects
(24.05 = 3.1 years, 173 + 0.05 cm, 71.84 kg = 8:50). The volunteers were
monitored during the college national championship (four games) with an
interval of 24 hours between games. Saliva samples were collected before and
after the games and put up until the time of analysis. Our findings show that in 4
games SAA and the rate of secretion of total protein post-games showed
significant increases over the pre-game moments. Game 1.2 and 3 cortisol
levels showed significant increases in post-game moments in relation to pre-
game moments. With regard to changes in redox balance, was not observed
changes in rates of oxidative damage to lipids before and after 4 games, which
were quantified by the concentration of the products of lipid peroxidation
(TBARS). On the other hand, total antioxidant response in Game 3 was
significantly increased in the post-game compared to the pre-game, shown by
the total antioxidant capacity (FRAP). Catalase activity did not change
significantly in any of the time points. These results suggest that 3 markers of
stress (autonomous activity) showed changes due to athletic competition. The
secretion rate of total protein can be an attractive marker of stress, ease and
low cost of the method. The games even with little recovery range were not
enough to promote oxidative damage to lipids, probably because of the induced

training adaptations.

Keywords: Competition, Football, saliva, stress, redox balance.

38



1 - Introducéo

O estresse provocado pela atividade fisica € mediado por componentes
do sistema nervoso autbnomo (SNA) e pelo eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal
(HPA) (Diaz et al., 2012). O SNA é o responsavel pela resposta imediata a
exposicdo ao agente estressor e estimula a adrenal para produzir
catecolaminas; ja o eixo HPA resulta na elevacao dos glicocorticoides (Tsigos
and Chrousos, 2002). Além disso, 0 sistema simpatico € responsavel por
estimular as glandulas salivares na secrecdo de proteinas e o parassimpatico

responsavel pela estimulacdo do fluxo salivar (Proctor and Carpenter, 2007).

A alfa-amilase salivar (SAA) é utilizada como um marcador de atividade
autdbnoma, pois a sua concentracao/atividade altera com a variagédo do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico (Rohleder and Nater, 2009). Assim, esta
enzima é considerada um biomarcador de estresse fisico (Chicharro et al.,
1999) e, consequentemente, utilizada para mensurar a intensidade do exercicio
em competicbes esportivas ( Chiodo et al., 2011, Diaz et al., 2012). A proteina
total (PT) apresenta resposta semelhante a sAA frente aos estimulos de
estresse (Diaz et al., 2012). Sendo, portanto, uma mensuracédo rapida e barata
de um marcador alternativo para atividade autondmica. Entretanto, ainda é
necessario estudos para confirmar a concentracdo de proteina total salivar

como tal biomarcador.

O cortisol € um horménio corticosterodide liberado na circulagdo pelo
cortex adrenal, utilizado como um método util para acessar a reatividade do
eixo HPA em relacdo ao estresse (Kirschbaum and Hellhammer, 1994). Em
situacbes de estresse o cortisol € o hormbénio que mais sofre alteracdes
(Passelergue and Lac, 1999). Dessa forma, o cortisol tem sido utilizado para
determinar o estresse fisiol6gico imposto durante uma ou varias sessées de
exercicio (Moreira et al., 2009). Porém em relagdo ao cortisol salivar existem
estudos controversos, alguns verificaram que as concentracbes de cortisol
aumentam (Haneishi et al., 2007) e outros ndo encontraram mudancas apos

periodos competitivos (Moreira et al., 2009; Mortatti et al., 2012).
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Outras variacOes relacionando o exercicio fisico e estresse sao as
alteracdes provocadas no balanco redox celular. Ja € bem relatado na literatura
que o exercicio fisico aumenta o estresse oxidativo (Vollaard et al., 2005),
embora seja paradoxal, parece que uma rotina de exercicio fisico regular esta
associada a inumeros beneficios a saude (Hayes and Kriska, 2008), indicando
que além de gerar o estresse oxidativo, o exercicio fisico aumenta a

capacidade antioxidante (Rahnama et al., 2007).

Neste sentido, a competicdo esportiva oferece um ambiente Unico e
primordial para avaliar as respostas ao estresse em suas diferentes dimensoes,
principalmente pela pressdo e pelos varios sentimentos experimentados e
impostos aos atletas. Outro fator interessante de avaliagcbes em competicdes e
que os critérios de desempenho sédo bem claros, e os atletas sdo avaliados em
ambientes de situacles reais (Diaz et al., 2012). Para tais procedimentos, a
utilizacao de instrumentos de facil aplicacdo se faz necessario, nesse sentido, a
coleta de saliva e uma boa alternativa principalmente pelo seu carater néo-

invasivo, coleta e andlises rapidas e faceis.

Neste estudo, avaliamos o efeito do periodo de competicdo sobre
marcadores de estresse fisico (cortisol salivar e sAA) em atletas de futebol
amadores. Adicionalmente foram mensuradas marcadores do balanco redox
(Atividade antioxidante total, Catalase e TBARS). Assim, a hipétese do nosso
estudo é de que: (1) As concentracbes de marcadores de estresse fisico
estariam alteradas durante diferentes momentos da competi¢éo; (2) O balanco

redox na saliva estaria alterado pela sobrecarga dos jogos.

2 — Métodos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia e cada
participante preencheu um termo de consentimento livre e esclarecido, no qual
0s riscos da sua participacdo, na investigacdo proposta, foram explicados. O
projeto ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres

humanos, nos limites da redacédo e da metodologia apresentadas.
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2.1 Sujeitos

Vinte jogadores de futebol do sexo masculino da equipe de futebol da
Universidade Federal de Uberlandia inicialmente foram recrutados para o
estudo, mas somente 14 foram selecionados para as andlises, isso ocorreu
pelo fato dos 14 jogadores participarem de todos os 4 jogos do campeonato

brasileiro universitario.

2.2 Avaliacdo da composicdo corporal, estatura e caracteristicas gerais
da amostra.

Na semana que antecedeu ao campeonato brasileiro universitario os
atletas realizaram o Soccer Test para verificar a Resisténcia e Poténcia
Aerdbia Maxima (VO2max). O teste consiste em quatro corridas de 15 metros
com intervalo de 10s. O objetivo é fazer o maior numero de repeticdes
possiveis e a cada 240 metros (4 repeticdes) finaliza-se um estagio e com isso
ha um incremento de 1 km/h na velocidade de corrida no estagio seguinte. O
teste comeca com a velocidade de 9 km/h e a velocidade da corrida é
controlada mediante sinais sonoros (bips) gravados em um CD. O teste é
encerrado quando o atleta ndo conseguir acompanhar a velocidade

estabelecida (Barros e Guerra, 2004).

A massa corporal, percentual de gordura e massa muscular foi verificado
através de uma balanca de bioimpedancia da marca tetrapolar Tanita BC558, a

altura foi mensurada utilizando um estadiébmetro da marca Sanny (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas antropométricas e fisicas dos participantes.

IDADE (anos) 24,05% 3.1
ALTURA (cm) 1,73 £ 0,05
MASSA (Kg) 71.84 £ 8.50
MASSA MUSCULAR (Kg) 62.44%5.43
PERCENTUAL DE GORDURA (%) 9.9213.81
IMC 20.8%1.7
VO2Max (ml.kg-1.min-1) 59.2 5.5

Idade, altura, massa, massa muscular, percentual de gordura, indice de massa corporal (IMC)
e VO,yax dos participantes. Os dados sédo expressos como média + desvio padréo (n=14).

2.3 Procedimentos do treinamento

Durante seis meses anterior ao periodo de competicdo os jogadores da
equipe de treinamento da Universidade Federal de Uberlandia realizaram
treinamentos 3 vezes por semana, sendo que o primeiro dia de treino era
voltado para o trabalho fisico e técnico, no segundo dia o trabalho era voltado
para a parte tatica e técnica e o terceiro dia de trabalho era voltado para o jogo
propriamente dito, devido ao volume total de treino podemos considerar a
equipe de futebol da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) como uma

equipe de futebol Amador.

2.4 Delineamento experimental - Procedimentos da Competicao

O campeonato Brasileiro Universitario aconteceu na cidade de
Uberlandia, o periodo total de competicéo foi de quatro dias. Durante os quatro
dias de competicdo a equipe de futebol da UFU realizou um jogo por dia, com
intervalo de descanso de 24h entre 0s jogos.

Os jogos foram disputados de acordo com as regras internacionais,

sendo 2 tempos de 45 minutos, com 15 minutos de intervalo de descanso.
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Para as analises escolhemos os voluntarios que jogaram por pelo menos

45 minutos e participaram de todos 0s jogos.

Somente agua foi fornecida aos atletas nos intervalos de descanso.

2.5 Coleta e processamento da saliva

Os atletas foram orientados a absterem-se de compostos antioxidantes
no dia dos jogos além de produtos alimentares e de cafeina por pelo menos 1h
antes das coletas de saliva e fizeram higienizacdo da cavidade oral através da
escovagdo dental e da lingua 30 minutos antes da coleta pré-partida. As
amostras de saliva foram coletadas em dois momentos: pré e pos 0s jogos.

As amostras de saliva pré-jogo foram coletadas 30 minutos antes do
inicio das partidas, antes do aquecimento e sempre no mesmo horario do dia
(08:30h). A saliva coletada poés-partida foi coletada imediatamente apds o
término dos jogos ou apds o atleta ter sido substituido, o tempo de coleta da
saliva foi padronizado em trés minutos para todos os atletas (Figura 1).

Figura 1: Procedimento da coleta de saliva em seus respectivos momentos

A saliva foi coletada de forma nao-estimulada, pelo método de cuspe
(Navazesh, 1993), em tubos plasticos (falcon) de 15 mL. Apés as coletas os
tubos foram guardados no gelo para transporte até o laboratério. A saliva foi

centrifugada a 3500 rpm, durante 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi
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coletado e aliquotado (400uL) microtubos de 1,5 mL e armazenados a -80°C

até serem analisados.

2.6 Andlise do fluxo salivar

O fluxo salivar das amostras de saliva coletada foi avaliado pela seguinte

formula:

pesodo tubo Falcon cheio (g) — pesodo tubo Falcon vazio(g)
densidade da saliva (g /mL)

Fluxo salivar = [ J +tempode coleta (min)

Apbs calcularmos o fluxo salivar do pré-jogo e do pés-jogo, fizemos a
diferenca entre os dois para avaliarmos se houve ou ndo diferenca do fluxo

salivar ap0s 0s jogos.

2.7 Dosagem da concentracéo total de proteinas na saliva

A dosagem de proteinas totais das amostras de saliva foi realizada de
acordo com o protocolo de Bradford (1976) adaptado para microplaca, com
albumina sérica bovina como padrdo. Em cada poco da microplaca adicionou-
se 5 pL da saliva bruta, 95 yL de agua deionizada e 200 pyL do reagente de
Bradford. O ensaio foi realizado em duplicata e a leitura feita a 595 nm em

temperatura ambiente.

2.8 Andlise da atividade de Alfa-Amilase

Uma aliquota de 10 pL da saliva foi diluida (1:200 ) em tampdo MES (
MES 50 mM , NaCl 300 mM , CaCl, 5 mM , KSCN 140 mM , pH 6,3 ) ,
seguindo-se a adicdo de 300 pL do substrato (2-cloro-p-nitrofenol , associado a
maltotriose), pré-aquecido a 37°C. A densidade 6ptica foi lida a 405 nm em
intervalos de 1min durante 3 min a 37°C, utilizando um leitor de microplacas
(Molecular Devices, Menlo Park , CA) . A atividade da enzima foi determinada
através da férmula : [diferenca de absorbancia por minuto x volume total do

ensaio (308puL ) x fator de diluicdo (200)] / [ absortividade milimolar de 2-cloro-
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p-nitrofenol (12,9) x volume da amostra ( 0,008mL) x caminho da luz (0,97)]

(Granger et al. 2007, adaptado).

2.9 Determinagéo da concentragéo de cortisol

A concentracdo de cortisol salivar foi determinada utilizando-se um
ensaio imunoenzimatico competitivo por meio do Kit Cortisol Expanded Range
EIA (Salimetrics,USA).

3 —Técnicas de medida de estresse oxidativo

3.1 Peroxidacéo lipidica

O TBARS representa um método de mensuracdo de peroxidacao
lipidica. O método consiste na analise dos produtos da peroxidacao lipidica
(perdxidos lipidicos, malondialdeido e outros aldeidos de baixo peso molecular)
que, ao reagirem com o acido tiobarbitarico (TBA), formam bases de Schiff, que
podem ser lidas espectrofotometricamente.

A mensuracdo dos metabdlitos, reativos ao TBA foi realizada pelo
método descrito por (Buege and Aust, 1978). A saliva (100uL) foi
homogeneizado em 900uLde &cido tricloroacético (TCA) 10% e centrifugadas
por 6 minutos a 10.000g. Desta solucdo, 400uL de cada amostra foi colocado
em eppendorfs e foi adicionado 400uL de TCA 20%. Dessa nova diluicdo foram
separados tubos para o branco e tubos para o teste, sendo 400uL da amostra e
600uL de é&cido cloridrico (HCL) 0,5M para o branco e 400uL da amostra e
600ul do (TBA) a 0,75% em HCL 0,5M e BHT 0,1mM para o teste. As amostras
foram mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e depois
centrifugadas por 6 minutos a 10.000g. O sobrenadante do branco e do teste
foi usado para leitura no espectrofotdmetro a 532 nm e a 600nm.

Para o calculo consideramos o coeficiente de extincdo molar do
malondialdeido (156 mmol.L™*.cm?). Os resultados foram expressos em nmol de

substéancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS).
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3.2 Determinacéao da atividade da catalase

A catalase € uma hemoproteina que catalisa a decomposicdo do
perdxido de hidrogénio (H.0,) em H,0 e O,. Sua atividade foi medida na saliva
segundo o método proposto por Aebi (1984), por meio da decomposi¢cao do
peréxido de hidrogénio, lida a 240 nm em espectrofotdémetro (Thermo Scientific
GENESYS 10S - Vis e UV). O reagente de trabalho, preparado imediatamente
antes do experimento € composto por tampdao fosfato de sédio (NaH,PO450
mM e Na,HPO,50 mM, pH7.4 e EDTA 0.5 mM) e perdxido de hidrogénio a
30%. A proporcao foi de 1000 mL de tampéo para 340 uL de peroxido de
hidrogénio. Todas as leituras foram feitas em cubeta de quartzo. O aparelho foi
zerado com tampéo fosfato (890 pL) e em seguida, as amostras foram lidas em
duplicata, adicionando-se a cubeta 100 pL da solucéo de trabalho e 10 pL da
saliva pura.

O consumo do peroxido de hidrogénio foi monitorado durante 60
segundos, anotando-se as absorbéncias a cada intervalo de 15 segundos. O
calculo da atividade da catalase € dado pela equacado: [((t0 — t60)/ 0,04) /
proteina], sendo t0 o tempo de leitura inicial, t60 o tempo de leitura final, (¢ 240 =
0,04 mM™ cm™) coeficiente de extincdo molar do peréxido de hidrogénio. A

qguantificacdo de proteina total € necesséria para o calculo.

3.3 Determinacdo da capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi avaliada por meio da reducao do ferro
no seu estado férrico (Fe®") para seu estado ferroso (Fe**) em pH baixo,
formando o complexo ferro-tripiridiltriazina (TPTZ) de coloragdo azul intensa,
lido espectofotometricamente a 593 nm (Benzie and Strain, 1996). Os
reagentes incluem tamp&o acetato de sédio (300 mM. L™, pH 3,66), e 16 ml de
C,H.0, por litro de tamp&o; 10 mmol . L™ de TPTZ preparado em HCL a 40
mmol . L™ e cloreto férrico (FeCls.6H,0) a 20 mM, preparado no tamp&o
acetato de sédio (300 mM. L™, pH 3,6). O reagente de trabalho foi preparado
adicionando-se 25 ml de tampéao acetato de sodio, 2,5 ml da solugéo de TPTZ
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e 2,5 ml da solucéo de FeCl3.6H,0, sendo aquecido a 37°C por cinco minutos.
Na microplaca foram adicionados 10 yL da amostra, 25 pL de 4gua destilada e
250 pL do reagente de trabalho, incubados a 37°C por seis minutos. A
absorbancia foi mensurada em espectofotbmetro a 593 nm utilizando uma
leitora de microplaca. A atividade antioxidante total foi calculada, baseada na
curva padrdo construida a partir de trolox, nas concentracdes de 1000, 800,
400, 200 e 50 pM. Os reagentes foram preparados imediatamente antes do

experimento.

4 Estatistica

Foi aplicado o teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov), havendo
normalidade fizemos a analise de variancia (ANOVA) entre 0s momentos pré e
pds de todos 0s quatro jogos, entre somente 0s momentos pré e somente entre
0os momentos pés. Para saber entre quais momentos haveria diferenca
significante aplicamos o post-hoc de tukey. O nivel de significancia adotado foi
de p<0,05. O programa utilizado foi o graph-pad prism.

5 Resultados

5.1 Efeito da competi¢cdo no fluxo salivar, proteina total, atividade da
amilase salivar e cortisol salivar

Quanto ao fluxo salivar observamos reducao do mesmo apdés todos os

jogos analisados (Figura 2)
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Figura 2: Fluxo salivar em atletas jogadores de futebol antes e apés quatro
jogos de futebol consecutivos (24h de descanso entre cada jogo). Os dados
foram expressos como média * erro padrdo da média; * Diferencas
significativas (Teste de Anova oneway, P<0.05); n=14.

No que diz respeito a taxa de secrecdo de proteinas totais, foi verificado
em todos 0s jogos, aumento nos momentos pos-partida quando comparado
aos momentos pré, indicando diferenca estatisticamente significativa entre os
momentos pré e poés-partidas p=0,0157. Quando comparado o momento pos-
partida do jogo 1 versus o momento pos-partida do jogo 4, foi verificado

diferenca estatistica significante p=0,0157.
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Figura 3. Taxa secrecdo de proteinas totais em atletas jogadores de futebol
antes e apos quatro jogos de futebol consecutivos (24h de descanso entre
cada jogo). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média;
* Diferencas significativas entre os momentos pré e pos (Teste de Anova
oneway, p=0,0157); * Diferencas significativas entre.0 momento pés do jogo 1
versus momento pos do jogo 4 (Teste de Anova oneway, p=0,0157); n=14.

A atividade da enzima alfa-amilase apresentou aumento nos momentos
pos-partida quando comparado aos momentos pré-partida de todos os quatro
jogos. Indicando diferenca estatisticamente significativa entre 0s momentos pré

e pés-partidas p= 0,0150 (Figura 4).
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Figura 4. Atividade da alfa-amilase salivar em atletas jogadores de futebol
antes e ap0s quatro jogos de futebol consecutivos (24h de descanso entre
cada jogo). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média;
* Diferencas significativas (Teste de Anova oneway, p= 0,0150); n=14.

Como observado na figura 5, as concentracbes de cortisol foram
maiores nos momentos poés-partida em relagdo aos momentos pré-partida de
todos os jogos, porem, diferencas estatisticamente significantes foi verificada
nos jogos 1,2 e 3 (p=0,0006).
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Figura 5. Concentracdo de cortisol salivar em atletas jogadores de futebol
antes e apds quatro jogos de futebol consecutivos (24h de descanso entre
cada jogo). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média;
* Diferencgas significativas (Teste de Anova oneway, P<0.05).

5.2 Efeito da competicdo sobre marcadores de estresse oxidativo
salivares

As concentracfes dos produtos de peroxidacdo lipidica (Figura 6) néao

mostram aumento do dano oxidativo a lipideos, no momento pdés-partida, em

nenhum dos quatro jogos analisados.
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Figura 6. ConcentracGes salivares de produtos de peroxidacdo lipidica em
atletas jogadores de futebol antes e apds quatro jogos de futebol consecutivos
(24h de descanso entre cada jogo). Os dados foram expressos como média *
erro padréo da média; n=14.

Quanto a capacidade antioxidante total (Figura 7) apresentou aumento
significativo no momento pds-partida em relacdo ao momento pré-partida do
jogo 3, indicando diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0120) . Os jogos
1, 2 e 4 apresentaram aumento na capacidade antioxidante total, entretanto
nao foi suficiente para provocar alteracbes estatisticamente significantes
(p=0,3123).
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Figura 7. Avaliacdo da atividade antioxidante total da saliva em atletas
jogadores de futebol antes e apds quatro jogos de futebol consecutivos (24h de
descanso entre cada jogo). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo da média. * Diferencas significativas entre o momento pré e pos do
jogo 3 (Teste de Anova oneway, P<0.05); n=14

A atividade da enzima catalase foi aumentada no momento pds-partida
em relacdo ao momento pré-partida dos jogos 1, 2, 3, 4, entretanto, ndo foi
verificado diferencas estatisticamente significantes entre os valores (p=
0,0710).
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Figura 8. Avaliacdo da atividade da enzima catalase em atletas jogadores de
futebol antes e apds quatro jogos de futebol consecutivos (24h de descanso
entre cada jogo). Os dados foram expressos como média = erro padrdo da
média; n=14.

6 — Discussao

Para uma melhor compreensdo, do que um periodo competitivo, em
atletas de futebol, provoca nos marcadores salivares de estresse, é necessario
entender o comportamento e mecanismos de secrecao de proteinas na saliva.
Segundo (Navazesh and Kumar, 2008) as glandulas salivares maiores
(pardtida, submandibular e sublingual) produzem cerca de 90% das secrecfes
salivares, enquanto as glandulas menores (labial, bucal e palatal) produzem os
10% restantes. No geral, 0os nervos simpaticos sao responsaveis pela secrecao
de proteinas, enquanto 0s nervos parassimpaticos sdo responsaveis pela

secrecdo de agua e eletrolitos (Diaz et al., 2012).

De acordo com a nossa hipétese inicial, nos momentos pds-jogos
comparados aos pré-jogos de todas as partidas, encontramos um aumento na

atividade da alfa-amilase e na taxa de secrecdo de proteinas totais. Quando
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comparamos isoladamente somente os momentos pré de todos os jogos nao
obtivemos diferenca significante e quando comparamos somente 0S momentos
pés de todos 0s jogos obtivemos uma reducgdo significativa na taxa de secre¢éo

de proteina do jogo 4 comparada ao jogo 1.

Nossos achados corroboram com os dados de outros estudos (Chiodo et
al., 2011; Diaz et al.,, 2012) que avaliaram as respostas de marcadores de
estresse em situacbes adversas. O primeiro estudo verificou aumento da
atividade da alfa-amilase salivar ap6s combates de taekwondo e no segundo
estudo foi verificado aumento da atividade da alfa-amilase e proteinas totais

apos competicdo de natacao.

Um possivel mecanismo para o aumento na atividade da sAA € a sua
liberacdo dos granulos secretores, tal procedimento ocorre principalmente via
exercicio fisico induzindo a ativacdo de receptores beta (Castle and Castle,
1998), o que pode aumentar a atividade simpatica e alterar a secrecdo na
glandula salivar (Schneider et al.,, 2000). Outra possivel resposta para o
aumento da sAA e taxa de secrecao de proteina total € a desidratacdo durante
o exercicio fisico prolongado, ocasionando a reducao do fluxo salivar (Walsh et
al., 2004). Devido ao tempo total (90 minutos) e estimulos de altas intensidades
exigidas em cada jogo de futebol, os atletas ao final da partida encontram-se
desidratados. Nosso estudo n&o verificou a desidratacao dos atletas, entretanto
apresentou reducbes na taxa de fluxo salivar apdés o0s quatro jogos,
corroborando com a ideia que o fluxo salivar reduzido pode vir a ser um

marcador de desidratacdo (Walsh et al., 2004).

Em relacdo a concentracdo de cortisol salivar, a previsdo era de que
ocorresse alteracdes significativas entre os momentos pré-jogos da competicédo
ou, somente entre 0sS momentos pos-jogos, entretanto, ndo foi o que
observamos. Porem ocorreu diferencas significativas quando comparados o0s
momentos pré-jogos com 0s momentos pos-jogos. Nossos resultados sao
consistentes com alguns estudos envolvendo competicdo (Haneishi et al.,
2007; Kraemer et al., 2001; Mortatti et al., 2012), mas ndao com outros (Moreira
et al., 2009).
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Devido a situacdo desafiadora da competicAo, componentes
psicolégicos contribuem em grande parte para o aumento do cortisol. Em
estudo realizado por (Elloumi et al., 2003) os niveis de cortisol aumentaram
significativamente apds jogo de rugbi, entretanto, quando o jogo foi simulado
em laboratorio, os niveis de cortisol ndo corresponderam da mesma forma. Os
voluntarios do nosso estudo sdo atletas amadores, apresentando diferencas
em relagdo atletas de elite, diante disso, sentimentos relacionados ao estresse,
medo, angustia, nervosismo podem influenciar no aumento de cortisol nessa

populacao.

Além disso, fatores fisioldégicos devem ser levados em consideracéo. Ja
€ bem estabelecido que o aumento do cortisol é dependente da intensidade do
exercicio (Few, 1974). O futebol é um esporte que exige muito de componentes
aerobios e anaerobios, a distancia total percorrida por um jogador e cerca de
10 a 12 km em 90 minutos e os sprints ocorrem uma vez a cada 30 a 90
segundos (Kirkendall, 2000). Competicbes organizadas no contexto amador
nao disponibilizam uma infraestrutura e organizagdo como em esportes de
elite, assim, o tempo total de competicao e reduzido, consequentemente, varios
jogos sdao realizados durante a semana de competicdo, o pouco tempo entre
um jogo e outro faz com que os atletas ndo se recuperem por completo,

podendo aumentar ainda mais o estresse.

No que diz respeito as alteragbes no balanco redox, os danos de
peroxidacao lipidica através do ensaio de TBARS na saliva dos jogadores nao
apresentaram diferencas significantes. Nossos achados estdo de acordo com
(Djordjevic et al., 2012). Por outro lado nossos resultados ndo corroboram com
o estudo de (Ispirlidis et al., 2008), que verificou danos de peroxidagao lipidica
imediatamente ap0s o término de uma partida de futebol competitiva em
analises feitas no plasma. Este resultado pode ser explicado pela eficiéncia do
treinamento pré-competicio em promover adaptagbes nas defesas
antioxidantes. Tais adaptacoes sao relatadas nos estudos de (Ascensao et al.,
2008; Silva et al., 2014).

A atividade antioxidante total aumentou em todos oS jogos nos

momentos pos-partida, porém, somente no jogo 3 houve diferenca significativa.
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Fato que também pode explicar a atenuacdo dos dados de peroxidacdo
lipidica. Nossos achados estdo de acordo com varios autores (Ispirlidis et al.,
2008; José et al., 2009; Gonzalez et al., 2008), mas ndo com outros (Atsumi et
al., 1999; Atsumi et al., 2008). O aumento da capacidade antioxidante total é
consequéncia da mobilizacdo das reservas de vitamina C e E como mecanismo
de protecdo contra as espécies reativas de oxigénio (Finaud et al., 2006) ou
significante aumento da sintese de acido Urico ocasionado pela ativacdo da
xantina oxidase (Ascensao et al.,, 2008). Esse aumento da capacidade
antioxidante total reflete as defesas antioxidante melhoradas, em resposta ao
periodo de treinamento, antes da competicdo. Os atletas do presente estudo
realizaram treinamentos especificos do futebol (técnico, tético, fisico) durante 6
meses, 0 que provavelmente gerou adaptacfes enzimaticas necessarias para
combater o estresse oxidativo. Para nosso conhecimento, esse € 0 primeiro
estudo a verificar a capacidade antioxidante total na saliva durante periodo
competitivo de atletas de futebol.

Embora a atividade da enzima catalase apresentou aumento em todos
0s momentos pos jogo, nao foi verificado diferenca estatisticamente
significante. O aumento da expressdo e atividade da catalase no musculo
esquelético em resposta ao exercicio crbnico é controverso, com estudos
relatando aumento, diminuicdo, ou nenhuma alteracdo (Powers and Jackson,
2008). Para nosso conhecimento, dois estudos relacionaram atividade da
catalase, saliva e exercicio (Benitez-Sillero et al., 2011; Cavas et al., 2005),
entretanto, nenhum deles verificou o efeito da competicdo sobre esta enzima

antioxidante.

Varios resultados do nosso estudo merecem destaque, esse € o0 primeiro
estudo a verificar a atividade da alfa-amilase e a taxa de secregéo de proteinas
totais como marcadores de estresse na saliva de jogadores de futebol em
periodo competitivo. Através desses marcadores verificamos que a atividade
autbnoma reduziu do inicio da competicdo até o ultimo jogo, Supomos que isso
ocorreu devido a uma reducdo da atividade simpatica, em consequéncia
principalmente da fadiga acumulada nos jogadores, levando os atletas a uma
gueda na intensidade dos gestos esportivos (correr, saltar, caminhar, chutar).

Assim, corroborando com os resultados de (Diaz et al., 2012), sugerimos a
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utilizacdo da taxa de secrecdo de proteinas totais como um marcador da
atividade autbnoma, pois do ponto de vista laboratorial € uma alternativa
rapida, barata e mais pratica quando comparada aos ensaios cinéticos ou

imunoldgicos tradicionais.

Nosso estudo € um dos poucos a verificar 0 estresse oxidativo na saliva
de jogadores de futebol durante um periodo de competicio. Embora, so
verificamos diferencas significantes na capacidade antioxidante total,
acreditamos que estudos futuros sobre estresse oxidativo na saliva de
jogadores, principalmente na atividade de outras enzimas antioxidantes como
SOD, GPX, séo necessarios. O fato de a saliva ser amostras biolégicas de
coleta ndo invasiva, a facilidade e rapidez das suas analises faz com que esse
biofluido seja coletado no préprio ambiente de treinamento dos atletas,
facilitando o planejamento dos técnicos e preparadores fisicos de equipes

desportivas, evitando futuras lesfes e otimizando o rendimento.

7 — Conclusoes

O conjunto dos dados nos permite dizer que a atividade da amilase
salivar e a taxa de secrecdo de proteinas apresentaram comportamento similar
apos periodo de competicao em futebol. Acreditamos que tais comportamentos
das proteinas foram principalmente devido a atividade simpatica, influenciada
pelos estimulos exigidos no futebol. A taxa de secrecdo de proteinas totais
pode ser utilizada como um possivel marcador de atividade autdbnoma,
principalmente pela facilidade e simplicidade do método. As concentracdes de
cortisol refletiram o0 estresse que a competicdo gerou aos atletas, fato esse
ocorreu principalmente por fatores psicolégicos e fisioldgicos relacionados as
altas demandas fisicas exigidas pelo futebol. No que diz respeito ao estresse
oxidativo, durante o periodo de competicdo nao foi verificado danos de
peroxidacao na saliva de jogadores, entretanto, a capacidade antioxidante total

aumentou, indicando melhorias nas defesas e atenuando os danos oxidativos.

58



Agradecimentos

Os autores expressam sua gratiddo a Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo apoio financeiro.

Declaramos nao haver conflito de interesse.

8 — Referéncias

Aebi, H., 1984, Catalase in vitro: Methods Enzymol, v. 105, p. 121-6.

Ascensao, A., A. Rebelo, E. Oliveira, F. Marques, L. Pereira, and J. Magalhaes,
2008, Biochemical impact of a soccer match - analysis of oxidative stress and
muscle damage markers throughout recovery: Clin Biochem, v. 41, p. 841-51.

Atsumi, T., I. Iwakura, Y. Kashiwagi, S. Fujisawa, and T. Ueha, 1999, Free
radical scavenging activity in the nonenzymatic fraction of human saliva: a
simple DPPH assay showing the effect of physical exercise: Antioxid Redox
Signal, v. 1, p. 537-46.

Atsumi, T., K. Tonosaki, and S. Fujisawa, 2008, Salivary free radical-
scavenging activity is affected by physical and mental activities: Oral Dis, v. 14,
p. 490-6.

Barros, T. and Guerra, |I. Ciéncia do Futebol. Sdo Paulo: Manole, 2004.

Benitez-Sillero, J. D., J. L. Perez-Navero, |. Tasset, M. Guillen-Del Castillo, M.
Gil-Campos, and I. Tunez, 2011, Cardiorespiratory fitness and oxidative stress:
effect of acute maximal aerobic exercise in children and adolescents: J Sports
Med Phys Fitness, v. 51, p. 204-10.

Benzie, I. F., and J. J. Strain, 1996, The ferric reducing ability of plasma (FRAP)
as a measure of "antioxidant power": the FRAP assay: Anal Biochem, v. 239, p.
70-6.

Bosch, J. A., E. C. Veerman, E. J. de Geus, and G. B. Proctor, 2011, alpha-
Amylase as a reliable and convenient measure of sympathetic activity: don't
start salivating just yet!: Psychoneuroendocrinology, v. 36, p. 449-53.

Bradford, M. M., 1976, A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding:
Anal Biochem, v. 72, p. 248-54.

Buege, J. A., and S. D. Aust, 1978, Microsomal lipid peroxidation: Methods
Enzymol, v. 52, p. 302-10.

59



Castle, D., and A. Castle, 1998, Intracellular transport and secretion of salivary
proteins: Crit Rev Oral Biol Med, v. 9, p. 4-22.

Cavas, L., P. Arpinar, and K. Yurdakoc, 2005, Possible interactions between
antioxidant enzymes and free sialic acids in saliva: a preliminary study on elite
judoists: Int J Sports Med, v. 26, p. 832-5.

Chiodo, S., A. Tessitore, C. Cortis, G. Cibelli, C. Lupo, A. Ammendolia, M. De
Rosas, and L. Capranica, 2011, Stress-related hormonal and psychological
changes to official youth Taekwondo competitions: Scand J Med Sci Sports, v.
21, p. 111-9.

Diaz, M. M., O. L. Bocanegra, R. R. Teixeira, S. S. Soares, and F. S. Espindola,
2012, Response of salivary markers of autonomic activity to elite competition:
Int J Sports Med, v. 33, p. 763-8.

Djordjevic, B., I. Baralic, J. Kotur-Stevuljevic, A. Stefanovic, J. Ivanisevic, N.
Radivojevic, M. Andjelkovic, and N. Dikic, 2012, Effect of astaxanthin
supplementation on muscle damage and oxidative stress markers in elite young
soccer players: J Sports Med Phys Fitness, v. 52, p. 382-92.

Elloumi, M., F. Maso, O. Michaux, A. Robert, and G. Lac, 2003, Behaviour of
saliva cortisol [C], testosterone [T] and the T/C ratio during a rugby match and
during the post-competition recovery days: Eur J Appl Physiol, v. 90, p. 23-8.

Few, J. D., 1974, Effect of exercise on the secretion and metabolism of cortisol
in man: J Endocrinol, v. 62, p. 341-53.

Finaud, J., G. Lac, and E. Filaire, 2006, Oxidative stress : relationship with
exercise and training: Sports Med, v. 36, p. 327-58.

Gonzalez, D., R. Marquina, N. Rondon, A. J. Rodriguez-Malaver, and R. Reyes,
2008, Effects of aerobic exercise on uric acid, total antioxidant activity, oxidative
stress, and nitric oxide in human saliva: Res Sports Med, v. 16, p. 128-37.

Granger DA, Kivlighan KT, EI-Sheikh M. Salivary a-amylase in Biobehavioral
Research: Recent Developments and Applications. New York Acad Sci.
2007;1098:122-44.

Guerrero, J., Gonzalez, D, R Marquina, Zambrano Jean C, A. J. Rodriguez-
Malaver, R Reyes 2009, Exhaustive physical exercise causes a decrease in
oxidative stress and an increase in salivary total antioxidant activity of elite
triathlete: Rev Fac Farm, v 51 (1): 2-7.

Haneishi, K., A. C. Fry, C. A. Moore, B. K. Schilling, Y. Li, and M. D. Fry, 2007,
Cortisol and stress responses during a game and practice in female collegiate
soccer players: J Strength Cond Res, v. 21, p. 583-8.

Ispirlidis, 1., I. G. Fatouros, A. Z. Jamurtas, M. G. Nikolaidis, I. Michailidis, 1.
Douroudos, K. Margonis, A. Chatzinikolaou, E. Kalistratos, |. Katrabasas, V.

60



Alexiou, and K. Taxildaris, 2008, Time-course of changes in inflammatory and
performance responses following a soccer game: Clin J Sport Med, v. 18, p.
423-31.

Kraemer, W. J., A. C. Fry, M. R. Rubin, T. Triplett-McBride, S. E. Gordon, L. P.
Koziris, J. M. Lynch, J. S. Volek, D. E. Meuffels, R. U. Newton, and S. J. Fleck,
2001, Physiological and performance responses to tournament wrestling: Med
Sci Sports Exerc, v. 33, p. 1367-78.

Moreira, A., F. Arsati, Y. B. de Oliveira Lima Arsati, D. A. da Silva, and V. C. de
Araujo, 2009, Salivary cortisol in top-level professional soccer players: Eur J
Appl Physiol, v. 106, p. 25-30.

Mortatti, A. L., A. Moreira, M. S. Aoki, B. T. Crewther, C. Castagna, A. F. de
Arruda, and J. M. Filho, 2012, Effect of competition on salivary cortisol,
immunoglobulin A, and upper respiratory tract infections in elite young soccer
players: J Strength Cond Res, v. 26, p. 1396-401.

Navazesh, M., and S. K. Kumar, 2008, Measuring salivary flow: challenges and
opportunities: J Am Dent Assoc, v. 139 Suppl, p. 35s-40s.

Powers, S. K., and M. J. Jackson, 2008, Exercise-induced oxidative stress:
cellular mechanisms and impact on muscle force production: Physiol Rev, v. 88,
p. 1243-76.

Schneider, D. A., T. M. McLellan, and G. C. Gass, 2000, Plasma catecholamine
and blood lactate responses to incremental arm and leg exercise: Med Sci
Sports Exerc, v. 32, p. 608-13.

Silva, J. R., A. Rebelo, F. Marques, L. Pereira, A. Seabra, A. Ascensao, and J.
Magalhaes, 2014, Biochemical impact of soccer: an analysis of hormonal,
muscle damage, and redox markers during the season: Appl Physiol Nutr
Metab, v. 39, p. 432-8.

Walsh, N. P., J. C. Montague, N. Callow, and A. V. Rowlands, 2004, Saliva flow
rate, total protein concentration and osmolality as potential markers of whole
body hydration status during progressive acute dehydration in humans: Arch
Oral Biol, v. 49, p. 149-54.

61



