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RESUMO

O aumento das respostas antioxidantes promovido pela pratica de exercicios
fisicos esta fortemente associado com a atenuacido do estresse oxidativo crénico e a
melhora da saude cardiometabdlica induzida pelo exercicio. Assim, € importante
compreender como diferentes tipos de exercicio podem promover diferencialmente
estas alteragbes bioquimicas. Neste trabalho, 13 individuos do sexo masculino
fisicamente treinados foram submetidos a 3 diferentes protocolos agudos de exercicio
fisico: HIIE - Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do inglés High Intensity Interval
Exercise, desempenhado em cicloergbmetro, com 1 minuto de exercicio a 100% do
VO2zmax seguido de 1 minuto de recuperacao passiva a 40% do VOzmax até a exaustao
voluntaria); EC - Exercicio Continuo (realizado em cicloergdbmetro, consistindo em um
exercicio continuo de 60 minutos com intensidade entre 50 e 60% do VO2max); € ER -
Exercicio Resistido (3 séries de 12 repeticbes maximas dos exercicios resistidos de
agachamento, leg press, mesa flexora e stiff). Amostras de sangue e saliva foram
coletadas nos momentos pré-exercicio, pos-exercicio e 3 horas pds-exercicio. Foram
avaliados biomarcadores de estresse oxidativo (capacidade antioxidante total,
conteudo de proteina carbonilada, atividade de superoxido dismutase e catalase, niveis
de glutationa reduzida e acido urico), marcadores de intensidade de exercicio (proteina
total salivar e atividade de amilase), além da concentragcdo de oOxido nitrico salivar.
Como resultado, todos os protocolos apresentaram aumento na concentracdo de
proteina total e atividade de amilase salivar, indicando a similar e alta carga dos
exercicios, que € caracterizada pela relagdo da intensidade e do volume dos testes.
Também foi verificado o aumento nos niveis de éxido nitrico, que foi maior no momento
3 horas pos-exercicio. O perfil de resposta antioxidante das amostras salivares
mostrou-se muito similar ao plasma, indicando a saliva como uma ferramenta
alternativa no estudo do estresse oxidativo em diferentes protocolos de exercicio. De
forma geral, a resposta antioxidante aumentou apds os exercicios, de modo que a
sessao de HIIE mostrou um padrao de resposta antioxidante similar ao EC, enquanto
que o ER apresentou menores alteragdes. Dessa forma, sugere-se que as adaptagdes
favoraveis que ocorrem em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio
possam ser alcancadas de forma relativamente rapida através da pratica do

treinamento intervalado de alta intensidade.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Exercicio; Plasma; Saliva; Biomarcadores.
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ABSTRACT

The increase in antioxidant responses promoted by physical exercise is strongly
associated with the attenuation of chronic oxidative stress and the improvement of
cardiometabolic health induced by exercise. Thus, it is important to understand how
distinct types of exercises can promote these biochemical alterations. In this study, 13
physically trained male subjects were submitted to 3 different acute physical exercise
protocols: HIIE - High Intensity Interval Exercise, performed on a cycle ergometer, with
1 minute of exercise at 100% of VO2max followed by 1 minute of passive recovery at
40% of VO2max until voluntary exhaustion); EC - Continuous Exercise (performed on a
cycle ergometer, consisting of a continuous exercise of 60 minutes with intensity
between 50 and 60% of VO2zmax); ER - Resistance Exercise (3 sets of 12 maximum
repetitions of resistance exercises of squat, leg press, flexor and stiff exercises). Blood
and saliva samples were collected at the points: pre-exercise, post-exercise and 3
hours post-exercise. Biomarkers of oxidative stress (total antioxidant capacity, protein
carbonylation, superoxide dismutase and catalase activities, levels of reduced
glutathione and uric acid), markers of exercise intensity (salivary total protein and
amylase activity) and salivary nitric oxide were evaluated. As a result, all exercise
protocols showed increased protein concentration and salivary amylase activity at the
post-exercise moment, indicating the similar and high load of the exercises, which is
characterized by the intensity and volume ratio of the tests. An increase in nitric oxide
levels was also observed, which was verified to be higher 3 hours after the protocols
were performed. The antioxidant response profile of salivary samples was very similar
to plasma, indicating saliva as an alternative tool in the study of oxidative stress in
different exercise protocols. In general, antioxidant response was increased after
exercise and it was found that a HIIE session exerts a similar pattern of antioxidant
response compared to EC, while ER presented minor alterations. Thus, it is suggested
that the favorable adaptations that occur in response to exercise-induced oxidative
stress can be achieved relatively quickly through the practice of the high-intensity

interval training.

Keywords: Oxidative stress; Exercise; Plasma; Saliva; Biomarkers.
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1. INTRODUGAO

Sabe-se que a pratica de exercicio fisico regular traz diversos beneficios
para a saude e representa uma forma de tratar e prevenir doengas cronico-
degenerativas. Assim, individuos fisicamente ativos tendem a apresentar redugao
da presséo arterial, melhoras na tolerancia a glicose e perfil lipidico, menores
chances de desenvolvimento de obesidade, entre outros beneficios a saude em
geral (Adamu et al., 2006; Ahlskog et al., 2011). Entretanto, € fundamental
compreender como os tipos, a intensidade, a duracao e a frequéncia do exercicio
podem proporcionar os diferentes beneficios que a pratica do mesmo pode
proporcionar.

Diversos mecanismos moleculares estdo envolvidos na resposta ao
exercicio fisico, tais como modificagdes em mecanismos de sinalizagao celular e
alteracdo da expressao génica, de forma que os treinamentos resistido e aerdbio
promovem diferentes perfis adaptativos (Coffey e Hawley, 2007; Egan e Zierath,
2013; Nielsen et al., 2014). O primeiro esta relacionado ao desenvolvimento de
forca e massa muscular, envolvendo diversos grupos musculares durante um
determinado e constante periodo de tempo. Ja o exercicio aerdbio € caracterizado
pela alta utilizagcdo de oxigénio para gerar energia nos musculos, fortemente
relacionado com a melhora do sistema cardiovascular. Além disso, o aumento do
tamanho das fibras musculares é fortemente relacionado ao exercicio resistido,
enquanto que o exercicio aerobio proporciona um maior estimulo mitocondrial
(Holloszy e Booth, 1976; Fry, 2004; Egan e Zierath, 2013).

Dentre as diferentes modalidades de treino existentes, o treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT — do inglés “high-intensity interval training”)
tem se mostrado um protocolo alternativo aos treinos tradicionais, promovendo
adaptacgoes fisioldgicas similares ou até mesmo superiores a estes. Esse treino
pode ser definido como a pratica de exercicios caracterizados por breves explosoes
de atividade vigorosa, intercaladas por periodos de descanso ou exercicio de baixa
intensidade (Gibala et al., 2012).

A pratica do HIIT tem ganhado muita atencdo pelo fato de promover
melhoras na aptidao tanto aerdbia quanto anaerdbia (Ziemann et al., 2011). Além



disso, compreende um método de treino que pode ser realizado em um curto
periodo de tempo, o que melhora a aderéncia ao treinamento, uma vez que a
disponibilidade de tempo é considerada uma grande barreira para a pratica regular
de exercicio fisico pela populacao (Stutts, 2002; Trost et al., 2002; Kimm et al.,
2006). Evidéncias sugerem também que o HIIT seja um método de treino mais
agradavel de ser praticado quando comparado a um exercicio continuo de
intensidade moderada (Bartlett et al., 2011).

Varios efeitos benéficos da pratica do HIIT associado a saude também ja
foram observados, tais como melhoras no sistema vascular (Ramos et al., 2015),
cardiorrespiratério (Williams e Kraemer, 2015) e também sobre o metabolismo da
glicose, onde apresentou melhora do controle glicémico em humanos portadores
de diabetes tipo 2, de forma comparavel ao exercicio continuo (Liubaoeriijin et al.,
2016). Além disso, recentemente foi observado que a pratica de uma uUnica sessao
de exercicio intervalado de alta intensidade esta relacionada com o aumento da

sensibilidade a insulina em individuos obesos (Parker, L. et al., 2016).

Sabe-se que a pratica de exercicios fisicos intensos € acompanhada pela
producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (Finkler et al., 2014). As ROS
constituem os radicais livres ou anions e moléculas reativas que contém atomos de
oxigénio, tais como o radical hidroxila (OH"), anion superéxido (O2"), peréxido de
hidrogénio (H20:2) e peroxinitrito (ONOO-)(Floyd, 1999). Em organismos aerdbios
saudaveis, existe um balanco entre a producao de espécies reativas e as defesas
antioxidantes. Entretanto, o excesso de ROS pode alterar este equilibrio, levando

ao processo conhecido como estresse oxidativo (Halliwell, 2007).

As ROS podem provocar danos oxidativos as células principalmente através
da inativagdo enzimatica, peroxidacao lipidica e alteragées do DNA (Floyd, 1999).
A peroxidagao dos lipidios das membranas celulares esta entre uma das mais
importantes consequéncias do estresse oxidativo, de forma que pode induzir
alteragdes na fluidez da membrana e interferir na permeabilidade de ions,
comprometendo assim a capacidade de seletividade celular para a entrada e saida

de diferentes compostos (Halliwell e Chirico, 1993).



Outra importante consequéncia do estresse oxidativo € o processo de
oxidagao proteica, que pode ser mensurado através da quantificagdo de proteinas
carboniladas (Fedorova et al., 2014). As ROS podem danificar as proteinas através
da reacado direta com elas ou por meio indireto, através de seus produtos
secundarios gerados por reagdes com outras moléculas, como os lipideos e
agucares. Essas reagbes de oxidagao promovem modificacbes que podem
acarretar na perda da funcao estrutural ou catalitica da proteina, além de torna-las
mais susceptiveis a degradacgao proteolitica (Levine e Stadtman, 2001; Fedorova
etal., 2014).

Com o objetivo de neutralizar estas ROS e atenuar os danos promovidos
pelo estresse oxidativo, o organismo possui um sistema antioxidante com
mecanismos enzimaticos e nado enzimaticos (Michiels et al., 1994; Sies, 1997). A
enzima Superoxido dismutase (SOD) é responsavel pela catalise da dismutagao do
anion superoxido (Oz2’) em oxigénio (O2) e perdxido de hidrogénio (H202) (Gilgun-
Sherki et al., 2001). Este composto é entdo neutralizado pela enzima Catalase
(CAT) (Ferro et al., 2010) e pelo sistema glutationa (Dringen, 2000). A Glutationa
peroxidase (GPx) € uma enzima capaz de reduzir o H202 a partir da oxidacao da
glutationa reduzida (GSH), formando Glutationa oxidada (GSSG). Além disso, a
enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase (Glc6PDH) também participa deste ciclo e
€ responsavel por fornecer o NADPH necessario para a agao da Glutationa
redutase (GR), que regenera a GSH a partir da GSSG (Dringen, 2000; Huber et al.,
2008).

Além da GSH mencionada acima, tem-se também outros antioxidantes nao
enzimaticos enddgenos e exdgenos que vao exercer seu papel neutralizando as
ROS por diferentes mecanismos, tais como o acido urico, acido lipdico, vitamina A
(retinol), vitamina C (acido ascdrbico), vitamina E (tocoferol), compostos fendlicos,
além dos diferentes minerais como ferro, cobre, zinco e manganés, que atuam
como cofatores para diferentes enzimas antioxidantes (Finaud et al., 2006;
Pisoschi e Pop, 2015).

Apesar das consequéncias negativas do estresse oxidativo e ao fato deste
estar relacionado a diversas doengas (Gupta et al., 2014; Ogura e Shimosawa,

2014), sabe-se que a produgao de ROS €& fundamental para diversos mecanismos
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fisiolégicos, tais como processos de sinalizagdo celular que aumentam a
capacidade oxidativa muscular e promovem o aumento da capacidade antioxidante
(Sen, 2001). As ROS estao envolvidas por exemplo, no controle do fator nuclear
kB (NF-kB), relacionado a expressdo de genes relacionados a inflamacgao,
respostas ao estresse e apoptose; e no aumento do fator respiratorio nuclear 1
(NRF1) e do coativador alfa do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PGC-1 a), estimulando assim processos de biogénese mitocondrial
(Jietal., 2006; Powers et al., 2010). Além disso, a produc¢ao de ROS por células do
sistema imune inato, como neutréfilos e macréfagos, consiste em um importante

mecanismo de defesa do sistema imunolégico (Galli et al., 2011) .

A pratica regular de exercicios fisicos leva entdo a um processo adaptativo
no organismo, em que a constante producdo de ROS promovida pelo exercicio
estimula o aumento de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Tal processo
adaptativo faz com que os individuos fisicamente treinados sejam menos

susceptiveis ao dano oxidativo cronico (Radak et al., 2001).

O exercicio fisico aerdbio é considerado um importante agente indutor de
estresse oxidativo principalmente devido ao aumento nos niveis de consumo de
oxigénio, que vao levar a uma maior liberagdo de anions superoxido pela cadeia
transportadora de elétrons (Sjodin et al., 1990). Em contrapartida, apesar do
exercicio anaerdbio envolver menor circulagao de oxigénio quando comparado com
0 aerobio, também pode gerar o aumento de ROS por diferentes mecanismos e
vias, tais como a ativagao de xantina oxidase (Koyama et al., 1999) e nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato-oxidase (NADPH oxidase) (Hessel et al., 2000), pela
lesdo de isquemia-reperfusdo (Ji, 1995), aumento do catabolismo de purinas
(Starling et al., 1996), danos as proteinas contendo ferro, interrupgdo da
homeostase de Ca?* e auto-oxidagdo de catecolaminas, uma vez que ha um
grande aumento destas durante exercicios de alta intensidade (Zouhal et al., 1998;
Bloomer et al., 2005). Assim, €& importante compreender melhor como tais
exercicios podem alterar diferencialmente os biomarcadores de estresse oxidativo

nos diferentes fluidos bioldgicos.

Algumas evidéncias sugerem ainda que o exercicio pode afetar os

marcadores de estresse oxidativo de forma variavel, conforme o nivel e tipo de
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treinamento da populagdo estudada, além de variacbes conforme a duragao e
intensidade do exercicio aplicadas (Leaf et al., 1997; Bloomer et al., 2007; Park e
Kwak, 2016).

Apesar do aumento da popularidade na pratica do HIIT, seus efeitos sobre o
sistema antioxidante ainda sao pouco explorados (Deminice, Trindade, et al., 2010;
Bogdanis et al., 2013; Parker, Lewan et al., 2016; Parker, L. et al., 2016; Wadley et
al., 2016; Cipryan, 2017; Parker et al., 2017). Além disso, pelo nosso conhecimento,
nenhum trabalho avaliou biomarcadores de estresse oxidativo salivares nesta

modalidade de exercicio.

A saliva representa uma ferramenta interessante para a busca de
biomarcadores na area de pesquisa e medicina esportiva, principalmente pela
facilidade no procedimento de coleta, que ndo é invasivo, ndo necessita de
profissional qualificado para execucdo, e ndo causa dor e nem incdbmodo, como

ocorre nas coletas de sangue (Wong, 2006; Malamud, 2011).

Diversas analises em amostras salivares tem sido estudadas e aplicadas na
area do exercicio, tais como para o monitoramento de importantes marcadores de
estresse cronico, como os horménios cortisol e testosterona (Hayes et al., 2015),
biomarcadores da resposta imune, como a taxa de secrecao de IgA salivar (Pacque
et al., 2007) e de funcao endotelial, através da analise dos niveis de 6xido nitrico
salivar (Diaz et al., 2013).

O Oxido Nitrico (NO) corresponde a uma molécula gasosa simples,
produzido por uma familia de enzimas denominadas Oxido Nitrico Sintases (NOS)
a partir da I-arginina (Moncada et al., 1991). Este composto possui uma ampla agéo
biolégica, sendo bem conhecida sua importante agdo vasodilatadora, além de
moduladora de repostas inflamatérias (Adams, 1996; Cerqueira e Yoshida, 2002).
O metabolismo do NO gera como produto os anions inorganicos nitrato (NOs.) e
nitrito (NO2-), sendo estes mais comumente determinados em amostras bioldgicas
(Flora Filho e Zilberstein, 2000; Lundberg et al., 2008).

Além dos analitos mencionados, alguns biomarcadores salivares de

intensidade do exercicio também tem sido avaliados, tais como o lactato salivar,



atividade de amilase, concentragao de proteina total e de cromogranina A (Bortolini
et al., 2009; De Oliveira et al., 2010; Bocanegra et al., 2012).

Em relacdo ao estresse oxidativo promovido pelo exercicio, pelo nosso
conhecimento, apenas um trabalho comparou biomarcadores plasmaticos e
salivares (Deminice, Sicchieri, et al., 2010). Neste, ao avaliarem um protocolo de
exercicio resistido, nenhum marcador de estresse oxidativo além do acido urico &
alterado na saliva, enquanto que no plasma sado observados aumentos na
peroxidacgao lipidica, oxidagao proteica, acido urico e GSH. Tais resultados levaram
estes pesquisadores a sugerir que os biomarcadores salivares ndo sao adequados

para avaliar o estresse oxidativo induzido por uma sessao de exercicio resistido.

Contudo, alguns trabalhos ja demonstraram a alteracdo de biomarcadores
de estresse oxidativo salivares apos diferentes modalidades agudas de exercicio,
tais como judé (Cavas et al., 2005), corrida (Gonzalez et al., 2008; Benitez-Sillero
Jde et al., 2009) e caminhada (Zambrano et al., 2009). Assim, torna-se necessario
a melhor compreensdo dos mecanismos de resposta ao estresse oxidativo em
amostras salivares frente a diferentes protocolos de exercicio fisico e, além disso,
comparar o perfil de resposta com amostras plasmaticas, uma vez que o plasma

constitui o fluido mais estudado neste contexto.



2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes sessdes agudas de exercicio fisico (HIIE:

exercicio intervalado de alta intensidade; EC: exercicio continuo; e ER: exercicio

resistido) em individuos treinados sobre biomarcadores salivares e plasmaticos de

estresse oxidativo e intensidade de exercicio.

2.2,

Objetivos especificos

Avaliar como a intensidade promovida pelos protocolos de exercicio
(HIIE, EC e ER) pode modular os biomarcadores salivares de atividade
de amilase e concentracao de proteina total;

Verificar como estes protocolos podem promover a modulagéo nos niveis
de o6xido nitrico, estimados através da concentragao do nitrito salivar;
Determinar o efeito destes exercicios sobre os niveis de proteina
carbonilada plasmaticas;

Analisar como estes diferentes protocolos alteram as respostas
antioxidantes moduladas pelo exercicio, comparando o perfil de resposta
de amostras plasmaticas com amostras salivares em relagao a diferentes
biomarcadores de estresse oxidativo, como a analise da capacidade
antioxidante total, niveis de glutationa reduzida, atividades de superoxido
dismutase e catalase, além dos niveis de acido urico;

Avaliar o tempo de resposta e de recuperacido dos biomarcadores
analisados, através de mensuragdes realizadas nos tempos: antes, apds

e 3 horas apds cada protocolo de exercicio.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Voluntarios

Participaram deste estudo treze individuos do sexo masculino, saudaveis e
fisicamente treinados (idade: 27,62 + 1,28 anos; altura: 174,20 + 2,14 cm; peso:
72,07+1,77 kg; IMC: 23,76+0,54 kg.m; percentual de gordura: 15,16+0,99%;
média £ EPM).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (parecer n°: 1.908.151), e foram
selecionados aqueles voluntarios que se adequavam aos seguintes critérios de

inclusao:

» Individuos saudaveis e ndo portadores de necessidades especiais;
» Fisicamente treinados em exercicio aerobio e resistido ha pelo menos
6 meses;

> l|dade entre 18 e 35 anos;

A\ 4

N&o fumante;

» Nao usuario de medicamentos ou suplementos antioxidantes.

3.2. Desenho experimental

Apos se adequarem aos critérios de inclusdao e assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os voluntarios compareceram ao
Laboratério de Fisiologia Cardiorrespiratéria e Metabdlica — LAFICAM da
Faculdade de Educacao Fisica — UFU. Cada voluntario realizou 5 visitas ao
laboratdrio, de forma que na primeira foi realizado um teste de avaliacdo da aptidao
aerobia e na segunda a determinagao da carga maxima na musculagao, para assim

se estabelecer as intensidades das sessdes agudas experimentais.

A avaliagdo da aptidao aerdbia (VOomsx) foi realizada através de teste
incremental maximo em cicloergdmetro de frenagem mecénica (Cefise, Campinas
- SP) com carga inicial de 100W e incremento de 45w a cada 2 minutos. Todo o
teste foi realizado com rotagao de 90 rpm. Durante o teste foi avaliada a frequéncia
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cardiaca (Polar RS800, Filand) e a Percepg¢ao Subjetiva de Esforgo (PSE) através
da escala de pontos de Borg (Borg, 1974). O critério de interrupgéo do teste foi a
PSE de 20 associada a incapacidade de manuteng¢ao da rotacdo a 90 rpm e
desisténcia voluntaria por exaustdo. A intensidade associada ao VO2max (WVO2max)

foi considerada a do ultimo estagio completo do teste incremental.

A intensidade de exercicio resistido foi avaliada e prescrita baseada no teste
de 12 repeticdes maximas (12RM). Apos familiarizagdo com os aparelhos de
musculacgao, foi realizado o teste de 12RM em todos os exercicios utilizados no
estudo para obtermos a carga maxima (em kg). Foram realizadas no maximo 5
tentativas por aparelho e a carga maxima de cada exercicio foi determinada na

mesma sequéncia dos exercicios realizados na sessdo aguda experimental.

Posteriormente, os voluntarios realizaram os trés protocolos experimentais
agudos de exercicios fisicos em ordem randomizada, no formato crossover e
separada por no minimo 72 horas entre elas. Todos os exercicios foram orientados,
acompanhados e devidamente esclarecidos por profissionais educadores fisicos.
Os voluntarios foram instruidos a nao realizarem exercicios fisicos e a nao
consumirem bebidas alcodlicas ou cafeinadas nas 24 horas prévias a cada teste.
Além disso, os participantes também foram orientados a realizarem um lanche uma
hora antes da realizacdo da sessédo de exercicio e a manter o mesmo lanche
previamente as sessdes experimentais seguintes. Os protocolos de exercicio

consistiram em:

» Exercicio Intervalado de Alta Intensidade — HIIE (do inglés High Intensity
Interval Exercise): Desempenhado em cicloergbmetro, consistindo na
realizacéo de 1 minuto de exercicio a 100% do VO2max seguido de 1 minuto

de recuperacao passiva a 40% do VO:2max até a exaustao voluntaria;

» Exercicio Continuo — EC: Desempenhado em cicloergbmetro, consistindo
em um exercicio continuo de 60 minutos com intensidade entre 50 e 60% do
VOZmax;

» Exercicio Resistido — ER: Desempenhado os exercicios resistidos de

agachamento, leg press, mesa flexora e stiff, nessa ordem, 3 séries de 12



repeticbes maximas, com intervalo de dois minutos entre as séries e os

exercicios.

Apos a realizacdo dos trés exercicios acima, foi fornecido a todos os
participantes um lanche padronizado (constituido por bolachas de sal e suco de

péssego light).

3.2.1. Coleta e processamento das amostras de sangue e saliva

Todas as amostras foram coletadas no periodo da manha nos momentos:
pré-exercicio, pos-exercicio e trés horas pds-exercicio em todas as trés sessdes

agudas experimentais (HIIE, EC e ER).

As amostras de sangue foram coletadas através da puncédo da veia
antecubital ou radial em tubos contendo EDTA e as amostras de saliva foram
coletadas pelo método de cuspe. Todas as amostras foram mantidas a 4°C e
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos para a obtengcdo do sobrenadantes.
Posteriormente as amostras de plasma e saliva foram armazenadas a -80° C até

a realizagao das analises bioquimicas.

3.2.2. Determinagao dos biomarcadores salivares de intensidade de

exercicio

3.2.2.1. Atividade de amilase salivar

Para a determinacao da atividade da amilase salivar, 10 uL de saliva foram
diluidos (1:200) em tampao MES (MES 50mM, NaCl 300mM, CaCl2 11 5mM, KSCN
140mM, pH 6.3). Dessa solugéo, 8 uL foram adicionados em microplaca seguido
pela adigdo de 320 pyL de substrato (2-cloro-4-nitrofenol- (-D
galactopiranosilmaltosideo: GALG2-CNP) aquecido a 37°C. A densidade 6ptica foi
mensurada a 405 nm durante trés minutos a 37°C, com intervalo de um minuto

entre cada leitura. (Granger et al., 2007).
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3.2.2.2. Concentragao de proteina total

A determinagao da concentragao de proteina total foi realizada pelo método
de Bradford (Bradford, 1976), usando como padrao a proteina de soro albumina
bovina (BSA). As amostras foram incubadas com o reagente de Bradford em
microplaca durante 10 minutos a temperatura ambiente e a leitura

espectrofotométrica foi feita em 595 nm.

3.2.3. Concentragio de Oxido Nitrico (NO) salivar

A concentracdo de Oxido nitrico salivar foi determinada através da
quantidade de nitrito formado. O nitrito foi mensurado pela reacdo das amostras
com o reagente de Griess, por meio de um ensaio colorimétrico, realizado em

espectrofotbmetro com comprimento de onda de 570nm (Tsikas, 2007).

3.2.4. Determinagao dos niveis de proteina carbonilada no plasma

A deteccao de grupos de proteinas carboniladas no plasma foi baseada na
derivatizagdo do grupo carbonila com o 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), o que
leva a formagao do produto estavel (DNP), quantificado espectrofotometricamente
a 370 nm (Reznick e Packer, 1994). As amostras de plasma foram incubadas com
DNPH 10 mM em HCI 2,5 N no escuro durante 1 hora e em seguida, foi adicionado
TCA 20%. Apo6s centrifugagdo a 9000 g por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com etanol — acetato de etila (1:1). Uma nova
centrifugacao foi realizada nas mesmas condi¢cdes para a ressuspensao do pellet
em guanidina 6 M solubilizada em HCI 2,5 N e aquecimento em banho-maria a 37

°C por 5 minutos. O produto formado teve sua leitura realizada a 370 nm.
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3.2.5. Determinagao dos biomarcadores de estresse oxidativo

plasmaticos e salivares

3.2.5.1. Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

A capacidade antioxidante total foi avaliada através da metodologia de
FRAP. Esta se baseia na capacidade de redugéo do Fe*® a Fe*?, o qual é quelado
pelo TPTZ (2,4,6—Tris(2-piridil)-s-triazina) para formar o complexo Fe*2-TPTZ, de
coloragao azul intensa (Benzie e Strain, 1999). Foram adicionados 10 yl de amostra
ao meio de reagao contendo tampéao acetato de sodio 300 mM pH 3.6, TPTZ 10
mM em HCI 40 mM e cloreto férrico 20 mM (10:1:1, respectivamente). As amostras
foram incubadas por 6 min a 37°C e a absorbancia foi lida a 593 nm. A capacidade

antioxidante foi calculada a partir da curva padrao de trolox.

3.2.5.2. Niveis de Glutationa reduzida (GSH)

Para a quantificacdo dos niveis de GSH, 150 uL de amostra foram
adicionados a 150 L de acido metafosforico e em seguida centrifugados a 7000
xg por 10 min. a 4°C (Browne e Armstrong, 1998). Foram retirados 30 uL do
sobrenadante, ao qual foi adicionado 185 uL de tampao fosfato de sédio 100 mM,
pH 8.0, contendo EDTA 5mM e 15 L de o-ftaldialdeido (1 mg/ml em metanol). Essa
mistura foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 15 min. e a
fluorescéncia foi lida a 350 nm (excitagao) e 420 nm (emisséo). As concentracdes

de GSH foram calculadas utilizando uma curva padrdo de GSH (0.001-0.1mM).

3.2.5.3. Atividade de Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD é baseada na capacidade de auto-oxidagao do pirogalol,
um processo dependente do radical superoxido (Fernandes et al., 2011). A inibicao
da auto-oxidagao do pirogalol ocorre na presencga de SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente analisada em espectrofotdmetro a 420 nm, em um meio contendo
tampao Tris 50 mM com EDTA 1 mM pH 8.2, 80 U/mL de catalase, pirogalol 0.38
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mM e 15 pl de amostra. Uma curva de calibragao foi realizada utilizando SOD
purificada como padrao. A inibicdo de 50% da auto-oxidagao do pirogalol é definida

como uma unidade de SOD.

3.2.5.4. Atividade de catalase (CAT)

A atividade de catalase foi determinada baseada no monitoramento da
decomposigéo do perdxido de hidrogénio (H202) a 240 nm, em um meio de reagéo
contendo H202 20 mM, tampao fosfato 10 mM (pH 7.0) e 10 uL de amostra (Aebi,
1984). A leitura cinética foi realizada aplicando um comprimento de onda de 240

nm durante 10 minutos.

3.2.5.5. Concentragao de Acido urico

A mensuragao das concentracées de acido urico foi realizada através de
método colorimétrico enzimatico, de acordo com as recomendacdes do fabricante
do kit Labtest®.

3.3. Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como médiaterro padrdao da média
(EPM), utilizando o software GraphPadPrism (GraphPad Prism versédo 7.0 para
Windows; GraphPad Software, San Diego, CA, USA). O teste de normalidade de
D'Agostino-Pearson foi aplicado e as analises entres os grupos foram realizadas
por analise de varidncia com medidas repetidas (ANOVA-RM), seguido do teste de

Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise dos biomarcadores salivares de intensidade de exercicio

antes, apos e 3 horas apés os protocolos de HIIE, EC e ER

4.1.1. Atividade de amilase salivar

Foi observado um aumento da atividade da enzima alfa-amilase salivar em
todos os protocolos nos tempos Pds comparado com o Pré-ex. 3 horas apds os
exercicios, os niveis de atividade enzimatica diminuiram tanto nos HIIE e EC 3h

pos comparado com o Pés ex. (Figura 1).

5-
—— HIIE
44 =l EC
oy ER

78]
1

]
1

—
1

Atividade de Amilase salivar
(mudanga percentual)

o

Pré-ex. Pos-ex. 3h pos-ex.

Figura 1: Atividade da enzima alfa-amilase salivar, nos momentos pré-exercicio, pés-exercicio e 3
horas pds-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do inglés High Intensity Interval
Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores expressos como média
percentual em relagédo ao pré-exercicio +E.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; # p<0.05 vs. Pés-ex. (ANOVA-
RM seguida do teste de Tukey, n=13).
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4.1.2. Concentragao de proteina total

A concentragdo de proteina total na saliva aumentou no HIIE, EC e ER Pés-
ex. comparado com o Pré-ex. Além disso, no tempo 3h Pds-ex. houve um retorno

aos niveis basais no HIIE e ER (Figura 2).

2.5
2.0

1.5-

Proteina Total salivar
{mudanga percentual)

0.0 I I 1
Pré-ex. P6s-ex. 3h pds-ex.

Figura 2: Concentragao de proteina total nas amostras de saliva nos momentos pré-exercicio, pos-
exercicio e 3 horas pds-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do inglés High
Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores expressos
como média percentual em relagao ao pré-exercicio tE.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; # p<0.05 vs. Pés-
ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13).

4.2. Concentragao de Oxido Nitrico salivar antes, apés e 3 horas apds os
protocolos de HIIE, EC e ER

Em relacdo a concentragdao do o6xido nitrico salivar foi observado um
aumento no EC P6s comparado com o Pré-ex. Contudo, no tempo 3h Pds houve
um aumento da concentracédo de NO salivar tanto no HIIE quanto no ER comparado

com o Pds-ex, enquanto que o EC permaneceu aumentado (Figura 3).
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Figura 3: Concentragéo de oxido nitrico (nitrito) salivar, nos momentos pré-exercicio, pos-exercicio
e 3 horas poés-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do inglés High Intensity
Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores expressos como média
percentual em relagéo ao pré-exercicio tE.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; # p<0.05 vs. Pds-ex. (ANOVA-
RM seguida do teste de Tukey, n=13).

4.3. Determinacao dos niveis de proteina carbonilada no plasma antes,
apos e 3 horas apos os protocolos de HIIE, EC e ER

Observou-se um aumento dos niveis de proteina carbonilada no HIIE e EC Pés
comparado com o Pré-ex., com os niveis de carbonilagdo de proteinas

permanecendo elevados 3 horas apods apenas no grupo EC (Figura 4).

2.01
-o— HIIE
1.5+ = EC

Contetdo de proteina carbonilada
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0.0 1 1 L}
Pré-ex. Pos-ex. 3h pos-ex.

Figura 4: Conteudo de proteina carbonilada nas amostras de plasma, nos momentos pré-exercicio,
pos-exercicio e 3 horas pds-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do inglés
High Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores
expressos como média percentual em relagdo ao pré-exercicio £tE.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; #
p=<0.05 vs. Pés-ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13).
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FRAP Plasma

4.4. Determinacao dos biomarcadores de estresse oxidativo plasmaticos e
salivares antes, apos e 3 horas apo6s os protocolos de HIIE, EC e ER

4.41. Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

Em relacdo a capacidade antioxidante total no plasma, foi observado um
aumento em todos os protocolos HIIE, EC e ER pds-exercicio comparado com o
pré-exercicio. No tempo 3h Pds-ex houve uma diminuicdo de FRAP no EC,
comparando com Pds-ex, retornando aos valores basais (Figura 5-a). Além disso,
a capacidade antioxidante na saliva apresentou resultados similares ao plasma. A
Figura 5-b mostrou um aumento do FRAP em todos os protocolos pds-exercicio
(HIE, EC e ER), contudo 3h Pds-ex. o FRAP diminui tanto no EC quanto no HIIE
comparado com Pds-ex. No ER, a capacidade antioxidante salivar permaneceu

elevada 3 horas pos-exercicio (Figura 5-b).

(a) (®)
131 2.01
—e— HIIE

— ~
£ 12 E = EC
5 £5 » ER
] 35 & 1.5
2 1.1 =&
(>3] O
g S
= -
g 1.0 g 1.0

0.9 T L T L T T

Pré-ex. Pos-ex. 3h pbs-ex. Pré-ex. Pds-ex. 3h pés-ex.

Figura 5: Capacidade antioxidante total nas amostras de plasma (a) e saliva (b) nos momentos pré-
exercicio, pés-exercicio e 3 horas pds-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do
inglés High Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores
expressos como média percentual em relagao ao pré-exercicio +E.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; #
p=<0.05 vs. Pds-ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13).

4.4.2. Niveis de Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH plasmaticos aumentaram apenas no HIIE Pds-ex
comparado com o Pré-ex. Nenhuma outra alteracao deste parametro foi encontrada

no plasma (Figura 6-a). Em relacdo aos niveis de GSH na saliva, houve um
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aumento no HIIE e o EC P6s comparado com o Pré-ex, com o restabelecimento

dos valores basais 3h Pds-ex. Nenhuma alteragao foi observada no ER (Figura 6-

b).

(a) (b)
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-+ HIIE
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24 4 BR
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Pré-ex. Pds-ex. 3h pés-ex. Pré-ex. Pés-ex.  3h pos-ex.

Figura 6: Niveis de Glutationa reduzida (GSH) nas amostras de plasma (a) e saliva (b) nos
momentos pré-exercicio, pds-exercicio e 3 horas pos-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta
Intensidade (do inglés High Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio
Resistido. Valores expressos como média percentual em relacdo ao pré-exercicio £E.P.M. * p<0.05
vs. Pré-ex.; # p<0.05 vs. Pds-ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13).

4.4.3. Atividade de Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade de SOD no plasma diminuiu apenas no HIIE Pés comparado com
o Pré-ex, retornando aos valores basais 3h pds-ex (Figura 7-a). Nas amostras de
saliva a atividade de SOD diminuiu no HIIE e EC P6s comparado com o Pré-ex. A

atividade da SOD salivar continuou baixa no HIIE 3 horas apds o exercicio (Figura

7-b).
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Figura 7: Atividade de Superoxido Dismutase (SOD) nas amostras de plasma (a) e saliva (b) nos
momentos pré-exercicio, pos-exercicio e 3 horas pods-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta
Intensidade (do inglés High Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio
Resistido. Valores expressos como média percentual em relagéo ao pré-exercicio +E.P.M. * p<0.05
vs. Pré-ex.; # p<0.05 vs. Pos-ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13)
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4.4.4. Atividade de catalase (CAT)

A atividade da catalase plasmatica aumentou no HIIE, EC e ER Poés
comparado com o Pré-ex, retornando aos valores basais 3h Pos-ex tanto no HIIE
quanto no EC (Figura 8-a). A atividade da catalase salivar também aumentou nos

grupos HIIE, EC e ER P6s comparado com o Pré-ex, mantendo-se elevada 3 horas

apo6s no EC (Figura 8-b).
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Figura 8: Atividade de Catalase (CAT) nas amostras de plasma (a) e saliva (b) nos momentos pré-
exercicio, pos-exercicio e 3 horas pds-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do
inglés High Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores
expressos como média percentual em relagao ao pré-exercicio +E.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; #
p=<0.05 vs. P6s-ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13).

4.4.5. Concentragao de Acido Urico

Nao foram observadas alteracbes nas concentragdes de acido urico nas

amostras de plasma e saliva no Pés e 3h P6s comparado com o Pré-ex. em nenhum

dos protocolos analisados (Figura 9).
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Figura 9: Concentragéo de acido Urico nas amostras de plasma (a) e saliva (b) nos momentos pré-
exercicio, pés-exercicio e 3 horas pds-exercicio. HIIE: Exercicio Intervalado de Alta Intensidade (do
inglés High Intensity Interval Exercise); EC: Exercicio Continuo; ER: Exercicio Resistido. Valores
expressos como média percentual em relagao ao pré-exercicio +E.P.M. * p<0.05 vs. Pré-ex.; #
p=<0.05 vs. P6s-ex. (ANOVA-RM seguida do teste de Tukey, n=13).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi apresentado como diferentes protocolos de exercicio
aplicados em individuos treinados (HIIE: exercicio intervalado de alta intensidade;
EC: exercicio continuo; e ER: exercicio resistido) podem alterar os niveis de
proteina total e atividade de amilase salivar (marcadores de intensidade de
exercicio), além de verificar sua influéncia sobre a concentragdo de 6xido nitrico.
Mais importantemente, este estudo também mostrou como estes diferentes
protocolos alteram as respostas antioxidantes moduladas pelo exercicio,
comparando o perfil de resposta de amostras plasmaticas com amostras salivares
em relagao a diferentes biomarcadores de estresse oxidativo, como a analise da
capacidade antioxidante total, niveis de glutationa reduzida, atividades de

superoxido dismutase e catalase, além dos niveis de acido urico.

A andlise de amostras de saliva constitui uma ferramenta alternativa na
determinacdo de importantes parametros relacionados ao exercicio fisico, como
biomarcadores de intensidade (Calvo et al., 1997; Chicharro et al., 1998; Bortolini
et al., 2009; De Oliveira et al., 2010), analise de horménios (Beaven et al., 2008) e
mecanismos de resposta ao estresse oxidativo (Cavas et al., 2005; Gonzalez et al.,
2008; Deminice, Sicchieri, et al., 2010).

Dentre os biomarcadores de intensidade de exercicio, tem-se como
destaque o monitoramento da alfa-amilase salivar, uma vez que sua atividade se
correlaciona com o limiar de lactato (Calvo et al., 1997; Chicharro et al., 1998). Aqui,
foi observado o aumento da atividade da enzima alfa-amilase salivar apés a
realizacdo de todos os protocolos de exercicio fisico (HIIE, EC e ER). Estes
resultados corroboram com outros estudos que também verificaram este aumento
pos-exercicio (Chatterton et al., 1996; Walsh et al., 1999; Li e Gleeson, 2004; Leicht
etal., 2017).

Tal comportamento enzimatico pode ser justificado pelo estimulo simpatico
promovido pelo exercicio, com efeito direto sob as glandulas salivares pelas
catecolaminas plasmaticas, como a norepinefrina (Green e Hughson, 1985;

Chatterton et al.,, 1996). Em relagdo a funcéo, sugere-se que o aumento na
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atividade de amilase com o exercicio pode estar relacionado ao efeito protetor
salivar contra infecgbes, uma vez que esta enzima pode inibir a aderéncia

bacteriana as superficies bucais (Scannapieco et al., 1994).

Além da amilase, também ja foi demonstrado que a concentragdo de
proteina total salivar pode ser uma ferramenta util na determinagdo do limiar
anaerobio, visto que se correlaciona com o lactato sanguineo em testes de esforgo
(Bortolini et al., 2009; De Oliveira et al., 2010). De Oliveira e colaboradores (2010)
demonstraram ainda que os limiares de alfa-amilase, proteina total salivar e lactato
sanguineo correlacionam-se entre si. Assim, da mesma forma que o monitoramento
da alfa-amilase salivar, a determinagdo da concentracdo de proteina total € uma
ferramenta eficiente e um método alternativo para se determinar a intensidade de

um exercicio, além de menos invasivo do que o lactato sanguineo.

Em relagcdo a concentracédo de proteina total salivar avaliada neste estudo,
observou-se o seu aumento apods todos os protocolos de exercicio (HIIE, EC e ER).
Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos que também verificaram
esta elevagdo apds a realizacdo de diferentes protocolos de exercicio fisico
(Blannin et al., 1998; Walsh et al., 1999; Bortolini et al., 2009). Tal aumento na
concentragédo de proteina total salivar é justificado pelo aumento na secrec¢ao de
amilase e mucinas induzido pelo exercicio, entre outras proteinas (De Oliveira et
al., 2010; Ligtenberg et al., 2015).

Além disso, Ligtenberg e colaboradores (2015) mostraram que a
concentracédo de proteina salivar aumentou apds em um exercicio aerobio de alta
intensidade, enquanto que ao avaliar um exercicio aerdbio de intensidade
moderada, o mesmo nao ocorreu. Portanto, os dados observados neste estudo,
com aumento de proteina total e de atividade de amilase salivar apés a realizacao
de todos os protocolos, sugerem a similar e alta carga dos exercicios, que é

caracterizada pela relagao da intensidade e do volume dos testes.

Tratando-se dos efeitos do exercicio sobre os niveis de nitrito, foi observado
que todos os protocolos promoveram o aumento de sua concentragao nas amostras
de saliva. A dosagem de nitrito salivar pode ser usada como uma representacéo da

producao e disponibilidade total de 6xido nitrico pelo organismo (Bryan, 2015) e a
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sua avaliagdo é muito importante na medicina esportiva, visto que o 6xido nitrico
esta fortemente associado aos beneficios da pratica regular de exercicio fisico
sobre a hipertenséo arterial e doencgas relacionadas (Korsager Larsen e Matchkov,
2016). Esta elevacdo da biodisponibilidade do oOxido nitrico € atribuida
principalmente ao aumento do “shear stress” ou estresse de cisalhamento induzido
pelo exercicio fisico, que aumenta a produgao de 6xido nitrico e outras moléculas
vasorrelaxantes, levando a reducéo da pressao arterial (Kingwell, 2000; Kuru, O. et
al., 2002; Kuru, Oktay et al., 2002).

Poucos trabalhos avaliaram o efeito agudo do exercicio fisico sobre os niveis
de nitrito salivares em individuos jovens saudaveis ndo suplementados (Gonzalez
et al., 2008; Zambrano et al., 2009; Rahman et al., 2010). Gonzalez e
colaboradores (2008) nao verificaram diferengas nos niveis de nitrito salivar logo
apdés um protocolo de exercicio aerdbio continuo, enquanto que Rahman e
colaboradores (2010) observaram este aumento apds um teste incremental, de
forma que apdés 1 hora os niveis detectados foram ainda maiores. Nossos
resultados mostraram o aumento dos niveis de nitrito logo apds a realizagéo do EC,
enquanto que no HIIE e ER o mesmo foi verificado somente apés 3 horas do
término do teste. Estes dados juntamente com os de Rahman e colaboradores
(2010) apontam para a importancia do monitoramento dos niveis de nitrito em
diferentes momentos apds o exercicio, uma vez que pico desta molécula pode
ocorrer horas depois do estimulo. E assim contribuem para um melhor
entendimento acerca dos efeitos do exercicio sobre a modulacdo dos niveis de

oxido nitrico salivares.

Em relacédo as analises de estresse oxidativo, foi observado o aumento do
conteudo de proteina carbonilada no plasma apds os protocolos de HIIE e EC,
enquanto nenhuma alteragéo foi observada no ER. Estes dados corroboram com
outros trabalhos que também verificaram aumento dos niveis de proteina
carbonilada no pds-exercicio (Alessio et al., 2000; Bloomer et al., 2005; Bloomer et
al., 2007; Bogdanis et al., 2013). Este aumento na carbonilagao pds-exercicio deve-
se a oxidacdo das proteinas, principalmente a albumina e outras proteinas
plasmaticas (Michailidis et al., 2007). Estas biomoléculas possuem diversas

fungdes nos sistemas bioldgicos, de forma que a sua conformacao e estrutura estao
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diretamente relacionadas a sua funcéao e atividade. Assim, a carbonilagao proteica,
como consequéncia do estresse oxidativo induzido pelo exercicio, pode ser
responsavel pela alteragao da fungao de diversas proteinas no organismo (Chevion
et al., 2000; Suzuki et al., 2010). Cabe ressaltar porém, que este dano € transiente
e faz parte de um processo adaptativo. Varios estudos mostram que este é
atenuado pelo treinamento tanto aerdobio quanto anaerobio, que leva ao aumento
da producgao de antioxidantes endogenos e diminuigdo da geragao de radicais livres
(Bloomer e Goldfarb, 2004; Vollaard et al., 2005).

Bloomer e colaboradores (2007) verificaram que a elevagao de proteinas
carboniladas no plasma promovida pelo exercicio aerdobio € maior conforme mais
longa for a duragdo do protocolo. Assim, aqui mostramos que o protocolo de HIIE
(de curta duracao) foi tdo eficiente quanto o protocolo de EC (de mais longa
duracao), mostrando a relativa equivaléncia destas duas praticas em relagao ao

estresse oxidativo.

O estudo de biomarcadores de estresse oxidativo induzido pelo exercicio
agudo em amostras de saliva ainda é pouco explorado (Cavas et al., 2005;
Gonzalez et al., 2008; Deminice, Sicchieri, et al., 2010). Pelo nosso conhecimento,
apenas um trabalho comparou o perfil de resposta entre amostras plasmaticas e
salivares, onde Deminice, Sicchieri e colaboradores (2010) consideraram que a
saliva nao reflete adequadamente a resposta plasmatica. Entretanto este estudo é
limitante, visto que: apenas um tipo e protocolo de exercicio é avaliado (resistido);
nenhuma enzima antioxidante € mensurada; e apenas dois momentos de coleta
sao aferidos (pré e pos-exercicio). Aqui nés analisamos os biomarcadores salivares
e plasmaticos comparando diferentes protocolos de exercicio, investigamos a
atividade de enzimas antioxidantes e capacidade antioxidante total das amostras e

ainda monitoramos os biomarcadores 3 horas apds a realizagao dos exercicios.

Em relagdo a capacidade antioxidante total, foi observado que as amostras
de plasma e saliva apresentaram um comportamento similar, com aumento da
capacidade antioxidante total logo apds a realizagdo de todos os protocolos de
exercicio (HIIE, EC e ER). Tal resultado indica 0 aumento das defesas antioxidantes
em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico e corrobora com o

estudo de Gonzalez e colaboradores (2008), que também mostraram aumento da
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capacidade antioxidante salivar apos um protocolo de exercicio aerdbio continuo.
No plasma, diversos trabalhos também mostram o aumento da capacidade
antioxidante total promovido pelo exercicio (Child et al., 1998; Schneider et al.,
2005; Berzosa et al., 2011; Wadley et al., 2016). Child e colaboradores (1998) e
Gonzalez e colaboradores (2008) atribuem o aumento da capacidade antioxidante
total principalmente aos niveis de acido urico. Neste estudo, nds acreditamos que
este aumento na capacidade antioxidante total deva estar relacionado a outros
componentes além do acido urico, como os elevados niveis de GSH e atividade de
CAT observados, além de outras moléculas e enzimas antioxidantes nao

analisadas aqui.

Um estudo recente comparou o efeito de diferentes protocolos de HIIE sobre
a capacidade antioxidante total plasmatica e verificou que todos aumentavam pos-
exercicio e retornavam aos niveis basais 3 horas apos o término (Cipryan, 2017).
Aqui, o aumento também foi verificado nas amostras plasmaticas e salivares apos
o HIIE, entretanto o retorno aos niveis basais 3 horas apos foi observado apenas
nas amostras de saliva. Assim, nossos resultados mostram que apenas uma unica
sessao aguda de HIIE é capaz de aumentar a capacidade antioxidante total em
amostras de saliva, de forma similar ao que ocorre no plasma. Além disso, o perfil
de resposta na capacidade antioxidante total observado no HIIE foi similar ao EC.
Estes resultados também estdo de acordo com um recente trabalho que, ao avaliar
um protocolo de HIIE e EC, verificou um aumento similar na capacidade

antioxidante plasmatica pos-exercicio (Wadley et al., 2016).

Neste trabalho foi observado um aumento dos niveis de GSH plasmaticos
apenas apos o HIIE, enquanto que na saliva os niveis de GSH aumentaram apdés
o HIIE e o EC, de forma que o ER n&o mostrou alteragbes. A glutationa é um
tripeptideo, y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, correspondente ao tiol ndo protéico mais
abundante nas células dos mamiferos e grande responsavel pela defesa contra o
estresse oxidativo. Essa molécula é considerada um antioxidante fisiolégico chave,
dada sua alta capacidade de doar elétrons, além de estar envolvida em processos
como a modulagao da proliferagéo celular e fungdo imune (Ookhtens e Kaplowitz,
1998; Sen e Packer, 2000; Lu, 2013). O exercicio fisico pode influenciar no
equilibrio de GSH agindo principalmente no figado, aumentando a sua liberacao
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para sangue e dessa forma garantindo seu suprimento adequado aos tecidos extra-

hepaticos, como o0 musculo esquelético (Lew et al., 1985; Ji et al., 1998).

Nossos dados mostram o aumento de GSH plasmatico seguido do HIIE,
corroborando com um outro estudo que observou este aumento apos um protocolo
de HIIE em nadadores (Deminice, Trindade, et al., 2010). Além disso, outros
trabalhos também verificaram a elevacdo dos niveis de GSH plasmaticos apos
diferentes protocolos de exercicio (Deminice, Sicchieri, et al., 2010; Deminice,
Trindade, et al., 2010; Li et al., 2016), enquanto que outros relatam a sua diminuigéo
(Laaksonen et al., 1999; Wiecek, Maciejczyk, Szymura, Szygula, et al., 2015; Seifi-
Skishahr et al., 2016). Deminice, Sicchieri e colaboradores (2010) ao avaliarem o
efeito de um protocolo de ER sobre os niveis de GSH, ndo observaram nenhuma
alteragao nas amostras de saliva, enquanto que no plasma o aumento de GSH foi
observado. Apesar de nenhuma mudanga na concentragao dessa molécula ter sido
observada apds o protocolo de ER deste estudo, nossos dados mostram que a
analise salivar se mostrou efetiva no monitoramento de GSH, uma vez que seus

niveis foram alterados apés o HIIE e o EC.

Em relagdo a analise das enzimas antioxidantes, foram avaliadas as
atividades das enzimas SOD e CAT nas amostras de plasma e saliva. Foi verificado
a diminuicdo da atividade da SOD no plasma apés o HIIE e na saliva apods o HIIE
e EC. Este resultado de diminui¢cdo da atividade de SOD plasmatica também foi
recentemente observado em um estudo que avaliou trés diferentes protocolos:
HIIE, exercicio intervalado de “sprint” e exercicio continuo de intensidade moderada
(Parker et al., 2017). Além disso, outros trabalhos também verificaram a redugao
da SOD apos exercicio (Groussard et al., 2003; Estrela et al., 2017). Entretanto, os
mecanismos para tal comportamento enzimatico ndo sao bem elucidados. Aqui nés
sugerimos que durante a execuc¢ado do exercicio, possa ter sido gerada grandes
quantidades de H202 (baseado na alta atividade de catalase observada), o que
pode ter promovido a inibicdo da SOD e consequentemente a diminuicdo da sua
atividade observada no péds-exercicio. Alguns estudos ja verificaram este
mecanismo de inibicdo da SOD promovida por H202 (Bray et al., 1974; Goldstone
et al., 2006).
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Apesar do monitoramento da atividade de SOD em resposta aos efeitos
agudos do exercicio ser bem menos explorado em amostras de saliva, alguns
estudos mostram a elevagéo da sua atividade no pos-exercicio (Cavas et al., 2005;
Damirchi et al., 2015). Além disso, outros trabalhos também observaram este
aumento pés-exercicio em amostras de plasma (Schneider et al., 2005; Berzosa et
al., 2011). Aqui, nés verificamos o mesmo comportamento de diminuigdo de
atividade enzimatica tanto nas amostras de plasma quanto nas de saliva, portanto
as diferencas observadas por estes trabalhos com os dados aqui apresentados

podem ser devido aos diferentes protocolos de exercicio utilizados.

A atividade de CAT aumentou tanto nas amostras de plasma como nas de
saliva ap0s a realizagédo de todos os protocolos de exercicio (HIIE, EC e ER). Este
resultado esta de acordo com outros trabalhos que também verificaram o aumento
da atividade de CAT pds-exercicio em amostras salivares (Cavas et al., 2005;
Damirchi et al., 2015) e plasmaticas (Berzosa et al., 2011; Bogdanis et al., 2013;
Parker et al., 2017). Tal aumento na atividade de CAT pode ser devido ao aumento
da liberagao desta enzima pelas células musculares e eritrocitos promovidos pelo
exercicio (Michailidis et al., 2007).

No que se refere aos niveis de acido urico, nenhuma alteragao foi observada
apods os protocolos. Apesar de alguns trabalhos relatarem o aumento de acido urico
pos-exercicio em plasma (Maxwell et al., 1993; Aguilo et al., 2005; Gul et al., 2011;
Kabasakalis et al., 2014) e saliva (Gonzalez et al., 2008; Arazi et al., 2016), existem
também estudos que verificaram a sua diminuicdo, além da nao alteracdo nos
niveis desta molécula no plasma (Quindry et al., 2003; Wiecek, Maciejczyk,
Szymura e Szygula, 2015). Os dados observados aqui diferem do estudo de
Deminice, Sicchieri e colaboradores (2010), que ao avaliarem os niveis de acido
urico em amostras de plasma e saliva apds uma sessao de ER, verificaram um
aumento dos mesmos, além de uma correlagao positiva entre os dados. Além disso,
aqui so foi observada correlagéo para acido urico entre plasma e saliva no ER no
momento pré-exercicio (r=0,63; p=0,02). Interessantemente, neste mesmo estudo
de Deminice, Sicchieri e colaboradores (2010) nenhum outro parametro de estresse
oxidativo foi observado nas amostras de saliva, além do acido urico. Os niveis

inalterados desta molécula observados neste estudo sugerem que outras
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moléculas antioxidantes estejam agindo como mecanismo de defesa contra o

estresse oxidativo induzido pelo exercicio.

Michailidis e colaboradores (2007) ao monitorarem em diversos tempos
biomarcadores sanguineos de estresse oxidativo apds uma sessédo de exercicio
aerobio, verificaram que cada biomarcador apresenta picos e retornam ao baseline
em tempos especificos, tornando dificil estabelecer um melhor tempo para a analise
dos biomarcadores. Comparar estes tempos com a literatura se mostrou uma tarefa
ardua, visto que cada biomarcador pode apresentar um tempo de resposta variavel
conforme o nivel de treinamento da populacéo estudada, além da intensidade, tipo

€ a duracio dos protocolos de exercicio.

De forma geral, foi visto que os biomarcadores apresentaram tempos de
recuperacao diferentes conforme o protocolo de exercicio aplicado e também
conforme o fluido biolégico analisado. Entretanto, o tempo de recuperagao de 3
horas possibilitou verificar o retorno ao baseline de alguns biomarcadores, como
proteina total, capacidade antioxidante total, GSH, e atividades de SOD, CAT e
amilase. Além disso, foi possivel melhor compreender a relagao de tempo do nitrito
salivar e verificar alteracdes promovidas pelo exercicio que nao sio tao transientes,

como a carbonilacdo de proteinas plasmaticas.

O perfil de resposta antioxidante das amostras de saliva se mostrou muito
similar ao plasma, frente a todos os protocolos: HIIE, EC e ER. Assim, nossos
resultados sugerem que a coleta e analise de amostras de saliva pode ser uma
excelente ferramenta alternativa para o estudo do estresse oxidativo em diferentes
protocolos de exercicio fisico. O que é bastante interessante, visto que se trata de
um método de coleta ndo-invasivo e com menores desconfortos, apresentando-se
como um procedimento mais viavel para aplicacdo em estudos com atletas e

monitoramento de atividades que requerem um maior numero de coletas.

Os efeitos crénicos do HIIE sobre o estresse oxidativo plasmatico também ja
foram avaliados (Bogdanis et al., 2013). Bogdanis e colaboradores (2013), ao
avaliarem o efeito de um treinamento curto de HIIE durante 3 semanas, verificaram

aumento da capacidade antioxidante total, aumento da atividade das enzimas
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catalase e glutationa peroxidase, além de uma redugao nos niveis de TBARS e

proteinas carboniladas (anteriormente elevados na primeira sessdo aguda).

O protocolo de ER empregado neste trabalho, diferentemente do HIIE e EC,
nao apresentou alteracdées nos niveis de proteina carbonilada, atividade de SOD e
concentragbes de GSH. Provavelmente a geragdao de ROS promovida por este tipo
de exercicio foi menor quando comparado aos outros. Shi e colaboradores (2007),
ao avaliarem exercicios aerobios e anaerdbios com cargas de trabalho similares,
sugeriram que o exercicio aerébio parece gerar inicialmente mais ROS, enquanto
que o exercicio anaerobio pode induzir uma geragdo mais prolongada destas
espécies (Shi et al., 2007).

Nosso estudo mostrou que uma unica sessao de HIIE exerce um padrao de
resposta antioxidante muito similar a uma sessao de EC, verificado tanto em
amostras de plasma como de saliva. Os mecanismos pelos quais o treinamento
intervalado apresentou resultados similares ao continuo de longa duragdo podem
estar relacionados ao aumento do estresse mecéanico promovido no musculo
esquelético (Fisher-Wellman e Bloomer, 2009) e também pelo aumento nas
flutuagdes metabdlicas induzidas por este exercicio (Combes et al., 2015). Dessa
forma, sugere-se que as adaptacdes favoraveis que ocorrem em resposta ao
estresse oxidativo induzido pelo exercicio possam ser alcangadas de forma
relativamente rapida através da pratica do treinamento intervalado de alta

intensidade.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que todas as sessdes agudas de exercicio (HIIE:
exercicio intervalado de alta intensidade; EC: exercicio continuo; e ER: exercicio
resistido) aplicados em individuos treinados, provocaram o aumento da
concentracdo de proteina total, atividade de amilase e concentracdo de nitrito
salivar, indicando a similar e alta carga dos exercicios, além de seu efeito

modulador sobre os niveis de 6xido nitrico.

Ao comparar biomarcadores de estresse oxidativo, foi visto o perfil de resposta
antioxidante salivar se mostrou muito similar ao plasma, sugerindo entdo o uso da
saliva como uma ferramenta alternativa para o estudo do estresse oxidativo em
diferentes protocolos de exercicio fisico. Em relagdo as modalidades, foi verificado
que o ER apresentou menores alteragcbes das respostas antioxidantes quando
comparado ao HIIE e EC. E que a sessao de HIIE, que é realizada em um intervalo
de tempo menor comparado ao EC, exibiu um perfil antioxidante similar, verificado
tanto nas amostras de plasma como nas de saliva. Assim, nds sugerimos que as
adaptacgdes favoraveis que ocorrem em resposta ao estresse oxidativo induzido
pelo exercicio possam ser alcangadas de forma relativamente rapida através da

pratica do treinamento intervalado de alta intensidade.
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