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MENSAGEM

Um dia voc2 acorda e pensa: Serd que realmente “Nada é, mas Tudo estd”?

Apés este questionamento, tenho algumas palavras a dizer:
Durante toda nossa vida, sempre se ganha e se perde:
Se ganha experiéncia e se perde juventude:

Se ganha dinheiro e se perde alegria;
Conquistamos o que queremos e perdemos o que ndo sabemos que necessitamos.

Perdemos muito tempo tentando ganhd-lo, ndo aproveitando o que temos.

Enfim, s6 sei que nada sei, pois o que é um grdozinho de areia comparado com

toda a praia. A dnica certeza que tenho no “hoje”, é que sé levarei para o

L) ~ . . " L0
amanhd”, as boas ou ndo agdes que realizei no “ontem™.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.7 INTRODUCAO

A saliva vem sendo muito pesquisada nos Gltimos 20 anos. Ela oferece
diversas vantagens, em relagdo a outros fluidos, no monitoramento de
biomarcadores do estado fisioldgico do organismo. Alguns destes
biomarcadores salivares, filtrados do sangue (lactato, cortiso| e dxido nitrico)
ou proprios das glandulas salivares (amilase salivar, o sodio, o potassio, e
agora a proteina total), podem avaliar a capacidade fisica dos individuos.

Assim, dar-se-do definicdes de termos e esclarecimentos chaves, para uma

melhor compreenséo desta dissertagao.

1.2 LIMIAR |

A palavra limiar € um substantivo masculino que tem sua origem do
latim Liminare, tendo varios significados, tais como: ‘entrada”, “comeco’,

“inicio”, “Fisiologia: Intensidade minima abaixo da qual um estimulo deixa de

produzir uma determinada resposta” (FERREIRA, 1986).

A capacidade anaerobica de um individuo é mensurada de varias
formas nos dias de hoje, biomarcadores salivares sdo exemplos. Pesquisas a
respeito desta capacidade, j4 vém sendo realizadas de longa data.
Wasserman e Mcllory (1864) introduziram o termo “Limiar Anaerdbico” (Lan) e
propuseram o uso de parametros ventilatorios para detectar o inicio da
acidose metabdlica durante o exercicio de cargas progressivas. E Mader et al,,
(1976) definiram o termo “Limiar-aerdbio-anaerdbico” (LL) para identificar a
intensidade do exercicio correspondente & 4mmol/L de Jactato sangliineo. No
mesmo ano Davis et al., (1976) encontram uma alta correlacdo entre Limiar
Ventilatorio (LV) e Limiar de Lactato (LL) (r = 0,95). O LL foi definido no estudo
de Wasserman (1984), como sendo “o nivel de VO, durante o exercicio no
qual a energia aerobia € supfementada por mecanismos anaerobicos”. E
redefinido como sendo “o ponto de inflexdo da lactatemia, caracterizado pela

transicdo do aumento linear para exponenciaf’ (WASSERMAN, 1986).




Com a descoberta do aumento da atividade adrenérgica durante um
exercicio submaximo com incremento de cargas (GLEIN et al, 1984;
LEHMANN et al., 1985), sugeriu-se que este aumento estava correlacionado
com o aumento do lactato sanglineo, sendo “o ponto de aumento da
concentragdo de epinefrina plasmatica” (Thea) podendo estar correlacionado
ao limiar de lactato sanguineo (AT) (GREEN, et al., 1983; MAZZEO e
MARSHALL, 1989), sendo mais tarde confirmado (NEDERFORS e DAHLOF,

1992; CHICHARRO et al., 1994).

Em Simdes et al., (1998) encontrou-se uma relagéo entre concentragéo

de lactato e glicemia, propondo-se a determinacdo de limiar anaerébico

através de dosagens glicémicas.

Além dessa forma de se identificar o limiar anaerébico, foi proposta uma
forma ndo invasiva: limiar salivar (Thsa). Esse foi feito por andlise da mudanca
da composicdo da saliva durante exercicio cicloergométrico com incremento
de cargas e definido como “o ponto 1o iyual fouve o 1° aumento continuo de
um deles (CI, Na* ou K') que ocorre durante o exercicio”, (CHICHARRO et al.,
1994) Neste mesmo trabalho, definiu-se também o limiar de catecolaminas
(The,), como “o ponto no qual ocorreu um aumento ndo linear em um deles
(nora-adrenalfina ou adrenalina)” (CHICHARRO et al, 1994). Nenhuma
diferenca significativa foi enconfrada entre 0 Ths e os outros métodos de
identificacao. Além disso, altas correlagbes foram encontradas entre o Thy, e
limiar de lactato sangiineo (Thu) (r =0,82, P<0,01) e Ths e The, (r =0,75,
P<0,05) (CHICHARRO et al,, 1994). Mais tarde 0 mesmo limiar salivar foi
determinado pela andlise da concentracdo de amilase salivar (Ts,), na saliva
total, durante teste ergométrica em esteixa. O ponto de limiar foi definido como
sendo, “o ponto no qual o 1° aumenlo conlinuo da amilase salivar ocorre
durante o exercicio” . Neste estudo foram usados 20 voluntarios homens:
idade 21+/- 3 anos; altura 176,1+/-6,4; peso 69,9 +/-8,6; Os testes foram
realizados em esteira, mantendo a inclinacdo em 1% e aumentando-se a
velocidade em 0,28m/s a cada 3 minutos (CALVO et al,, 1897). O mesmo

grupo de pesquisa que propds o limiar salivar (Tsa), 0 redefiniu como sendo, “o




ponto durante o exercicio no qual os niveis da alfa-amilase salivar e eletrolitos
(especialmente Na®) também comegam a aumentar acima dos niveis basais”
(CHICHARRO et al., 1998).

Um importante dado em relag@o a avaliagéo fisica, &€ que a variagéao
diurna na temperatura do corpo assim como outras respostas fisioldgicas, para
corrida, na velocidade de limiar de lactato, ndo é afetada. No entanto, um
longo aquecimento pode ser requerido nos teste matutinos, devido ao baixo
aumento da temperatura corporal, que pode ter um impacto na resposta
ventilatéria e na avaliagdo da percepcdo de esforgco (MARTIN; DOGGART;
WHYTE, 2001).

1.3 MARCADORES BIOLOGICOS

Marcadores biolégicos, como definido pelo National Research Council
Committee on Biological Markers, sao “indicadores de eventos sinalizantes no
sistema biolégico ou em amostras™ (National Research Council, 1989; apud
SILBERGELD, E.K. 1993)

Segundo a National Research Council, (1989 apud SILBERGELD,
1993) os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos: Exposicao,

efeito e susceptibilidade.

1.3.1 ExposicAo:

Este € uma substancia exdgena, ou seus metabdlitos, ou o produto de
integragao entre um agente xenobidtico e alguma molécula alvo ou célula, que

é mensurado em um compartimento dentro de um organismo.

Ex.: Concentragdo de chumbo sangilineo; concentragdo de mercdrio no

cabelo; precursores do grupo heme.

1.3.2 EFETo:

Este pode ser um mensuravel bioguimico ou fisioldgico, ou outra
alteragdo contida em um organismo que, dependendo da magnitude, pode ser
reconhecido como um prejuizo estabilizado ou em potencial de saude ou de

uma doenga.




Ex.: Proporgéo da subpopulagéo dos linfocitos T.; concentracdo da proteina

total salivar; atividade da amilase salivar, o-2-microglobulina; concentragao de

Na“ salivar.

1.3.3 SUSCEPTIBILIDADE:

Este € um indicador de uma limitagdo natural ou adquirida de uma
habilidade dos organismos para responder ao desafio de exposicao para uma

substancia xenobidtica especifica.

Ex.: Ferro sangtineo: Deficiéncia de ferro; ALA urinaria: Porfiria hereditaria-

1.4 SALIVA
A palavra saliva originada do Latim saliva quer dizer “liquido

transparente e insipido, segregado pelas glandulas salivares,” ... (FERREIRA,
1986).

A saliva conhecida por nos, é conceitualmente chamada de saliva fotal,
essa €& um complexo das secregbes das glandulas parotidianas,
submandibulares, sublinguais e menores, além de fluido cervical e gengival,
mais produtos da mucosa oral, mais leucdcitos, residuos celulares e epiteliais
(GUILBAULT e PALLESCHI, 1995). Seu principal componente, em
quantidade, é a agua, perfazendo 90% do total. A saliva & hipoténica em

relagéo ao seu principal formador, o plasma (CHICHARRO et al.,1994).

A analise de biomarcadores salivares representa uma importante alternativa
de monitoramento do exercicio fisico, pois a saliva ndo tem sido s6 utilizada
como um fluido marcador do estado fisioldgico normal, fisiopatoldgico
(GUILBAULT e PALLESCHI, 1995), mas também do fisiologico do exercicio
(CHICHARRO et al., 1994, 1998; CALVO et al, 1997). Pesquisadores
analisaram alguns destes biomarcadores salivares (em humanos), tais como,
IgA, proteina total, alfa amilase salivar, eletrolitos (RANTONEN e MEURMAN,
2000; WALSH et al., 1999, CHICHARRO et al., 1994, 1998: CALVO et al.,
1997) e descobriram correlagdes entre a concentracao de lactato sangiliineo
com a atividade da alfa amilase e concentragdo de eletrdlitos (CHICHARRO et

al., 1994, 1998; CALVO et al., 1997).




A saliva ndo estimulada sofre influéncia de muitos fatores, o principal é o
grau de hidratagdo (HOLMENS, 1964 apud NAVAZESH, 1993), mas também
pode ser influenciada devido a exposigdo a luz, ao estimulo gustatorio, ao
estimulo mastigatdorio, ao estimulo olfatério, ao posicionamento do corpo
(NAVAZESH, 1993), as estagbes do ano, ao horario do dia (ciclo circadiano)
(SHANNON, 1966; DAWES, 1974 apud NAVAZESH, 1993), a medicamentos
(estes sdo dependentes da composigdo e do fluxo), & natureza do estimulo, a
duracgdo do estimulo e ao tamanho das glandulas (NAVAZESH e SHIP, 1983;
SREEBNY, 1989; SREEBNY e BROICH, 1989; DAWES, 1969 e 1984;
DAWES, et al., 1978 apud NAVAZESH, 1993).

Varias fungdes foram atribuidas a saliva: A saliva &€ importante para
manutencdo da salde dental, da mucosa oral, dos tractos esofagial e
gastrointestinal (HERRERA et al., 1988, MANDEL, 1987; VALDEZ e FOX,
1991), e quaisquer alteragbes na quantidade ou qualidade da saliva pode
alterar o estado de salde (LENANDER-LUMIKARI et al., 2000). Segundo
Mandel (1987) a saliva também tem outras vantagens: Lavagem da cavidade
oral (agregagdo, manutengao do pH, e integridade dos dentes); Protegéao
(antibacteriana, antifingica, lubrificaggo, manutencdo da integridade da
mucosa oral, ajuda na reparagdo tecidual oral, manutencdo do balango
ecologico oral); Excregao (balango da hidratacao). E Prakobphol et al., (2000),
atribuiu outras fungdes a saliva, como a digestao e a formagao de barreira
semipermeavel bioativa que recobre a superficie oral e regula a composigéo
de sua flora. E complementou dizendo que a saliva realiza a fungdo de
protegdo pela sua atividade microbicida e capacidade de promover a remogao
seletiva de microbios ou aderéncia devido a muitos de seus componentes,
(incluem amilases, cistatinas, proteinas ricas em prolina, glicoproteinas ricas
em prolina, anidrases carbonica, peroxidases, estaterinas, histatinas,

lactoferrina, lisozima, slgA, mucinas e aglutinina).

Os principais componentes da saliva das glandulas submandibular e

sublingual s&o: mucinas, amilases, cistatinas, proteinas ricas em prolina e

estaterinas (RAMASUBBU et al., 1991).
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HUMANA ‘

PRINCIPAIS AGENTES ANTIMICROBIANOS DA SALIVA TOTAL

AGENTE

ALVO PRINCIPALIFUNCAO

FATORES IMUNES

IgA secret6rio

Inibidor da adeséao

IgM Acentuador da fagocitose
_lgG Acentuador da faggcitose

FATORES NAO IMUNE E INATO

Salivar e mieloperoxidase
Lisozima

Antimicrobicida, e decomposigdo de H,0,
Bactéria gram-positiva - Candida

Lactoferrina Bactéria gram-positiva e gram-negativa

Aglutinina Aglutinacao/agregagao de um numero de
microorganismos

Histatinas (Peptideos ricos em Antibacteriana e antifingica

Histidina)

PRPs (Proteinas ricas em Antibacteriana e antifungica

prolina)

Cistatinas Antiviral

Leucocitos polimorfonucleares Fagocitose

Fonte: TENOVUO, J., 1998.

Segundo VAN DER REIJDEN, (1993) a viscosidade (média entre taxa

de cisalhamento e forca de cisalhamento) da saliva depende da taxa de
cisalhamento (shear rate) e do tempo. A saliva pode assim ser classificada
como um fluido nao newtoniano. A eficacia da saliva como um lubrificante,
depende de sua viscosidade e como ela pode mudar com a sua taxa de
cisalhamento (WATERMAN, 1998). Sabe-se que ndo ha diferenca de
viscosidade salivar entre os sexos, os quais nao sio afetados pela variagao

das viscosidades salivares e taxa de fluxo salivar (RANTONEN e MEURMAN,
1998).

Segundo Dawes, (1993) o fluxo normal da saliva nao estimulada e de
0.3 mL/min, mas a faixa de normalidade & extremamente grande. Um ponto
muito importante € que a boca seca (Xerostomia) pode ser aplicada para um
paciente, ndo somente quando o fluxo salivar € zero, mas quando a taxa de

fluxo é reduzida a 40-50% do valor normal para aquele paciente.
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E sugerido por Bishop et al., (2000), que o volume de fluido ingerido
pode ter uma influéncia importante tanto na taxa de fluxo salivar como na
concentracao de IgA, durante um exercicio submaximo ou prolongado num
ambiente termoneutro. E sugere também que uma bebida com carboidrato

desenvolve um importante papel na resposta da taxa de fluxo salivar durante

a recuperagao do exercicio.

1.4.1 POR QUE UTILIZAR SALIVA?

A analise da saliva ou do suor oferece vantagens, em relagao a outros
fluidos como: a facilidade na coleta (podendo ser coletadas mais
freqientemente e com muito menos estresse do paciente), a coleta ser ndo
invasiva, a coleta possibilitar amostragem de grupos populacionais especiais
(criangas, idosos, atletas, sedentarios, etc) e em circunstancias que seriam
inviaveis a coleta de urina ou soro. A saliva ndo contaminada com sangue é
considerada como de bioseguranca de classe |, de acordo com o Centro de
Doengas do Estados Unidos, sendo segura para a manipulagdo pelos

pesquisadores dos laboratorios envolvidos em pesquisa com saliva

(SHIRTCLIFF et al. 2000).

Tabela - 2

VANTAGENS POTENCIAIS DAS AMOSTRAS DE SALIVA SOBRE AMOSTRAS
DE SORO.

Mais aceptividade Mais conveniente Mais versatil

Coleta propria, Populagdes de dificil alcance,
por exemplo, usuario de
o . drogas e grandes grupos
Menor recusa Rapido e simples populacionais (idosos,

Sem precaugdo de esterelicidade. criangas etc.).

Nao invasiva
Sem dor Coleta barata

Fonte: PARRY, 1993.
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1.4.2 GLANDULAS SALIVARES: HISTOLOGIA E NEUROFISIOLOGIA

1.4.2.1 Histologia

As glandulas parétidas, na nossa espécie sao praticamente glandulas
serosas, pois nas suas secregdes faltam mucinas, ja as submaxilares e
sublinguais sao uma mistura de secregbes serosas e mucosas. As glandulas
salivares sdo estruturas tubuloalveolares onde esta a acina (células terminais
secretorias) e sistemas de ramificagcdo de ductos, que levam a saliva da regiao
acinar para cavidade oral. Estes ductos sao referidos como ductos
intercalados, estriados e secretores. Sendo assim, 0s principais parénquimas
das glandulas salivares sdo o acinar e o ductico, os quais participam da

excregao salivar.

Figura - 1. Formag3o da saliva.

o|lojolo o
N, CI
A -
Hzo Saliva 1° Algumas proteinas Eletrolitos sa"va final
Eletrolitos Isotonica elololel® (hipoténica)
© na cavidade
L 1 bocal.
0 Regiio do ducto

L 1
Regiao acinar

Fonte: BAUM, 1993.

No Iimen das células acinares ha a secregdo de fluido e da maioria
(85%) das proteinas exdcrinas das glandulas (YOUNG e VAN LENNEP, 1979).
O componente do fluido & derivado da rede vascular na forma de um isoténico
(i.e., ~140 miliequivalente (mEquiv)/L NaCl). Este fluido primario & conduzido
pelo sistema de ductos (de 4 a 5 tipos de células distintas) até a cavidade oral.
As células acinares sao permedveis a agua enquanto as do ducto ndo. A

formagao da saliva final, através do ducto, é feita com uma consideravel




13

ocorréncia de fluxo de eletrélitos. Grande parte do Na* e CI', sdo reabsorvidos
e uma pequena quantidade de K" e HCOj3 sdo secretados junto com uma
pequena parte de proteinas. Assim, finalmente a saliva é secretada na regiao
bucal, valendo ressaltar sua hipotonia (25mEg/LL NaCl) (THAYSE et al., 1954
apud BAUM, 1993; YOUNG e VAN, 1979).

A principal via do transporte de agua, através do epitélio secretor, para
a formagéo da saliva esta ligada a osmolaridade. Esta secregao salivar parece
estar envolvida com a rede de canais de agua das glandulas, o aquapério, em
especial o do tipo 3 (AQP3) que esta localizado na membrana basolateral das

células acinares e o do tipo 5 (AQP5) localizado na membrana do limen.
(GRESZ, 2001).

Baseados em estudos com glandulas salivares de coelho e ratos, trés
mecanismos ou modelos foram propostos para secregao do fluido primario
através da acinar salivar (TURNER, 1993).

Mecanismo 1: Ele € um combinado de 4 sistemas de membranas de
transporte. (i) Os co-transpotadores de jons Na®, K" e 2CI localizados na
membrana basolateral das células acinares. (ii) O canal de K* que é ativado
por um ion Ca™ basolateral. (iii) Uma via de condutividade apical por ion CI
presumivelmente canal de Cloro que é ativado por ion Ca™. (iv) A Na'/K"
ATPase. (ver figura 2). Secretagogos estimulados levam ao aumento da
concentracdo de fon Ca* intracelular, assim ativando os canais de ion CI' e K".
Retirado o estimulo a concentragao de ion Ca*™ diminui fechando os canais de
ion CI' e K*, voltando suas concentragdes no limen a niveis do repouso. Estas
coagbes prolongam-se com a estequiometria conhecida dos co-
transportadores de sodio, potassio e cloro (Na":K":2ClI) e Na‘'/K" ATPase
(3Na":2K":1ATP). Neste modelo seis ion CI" sdo transportados a para cada
ATP gasto (SILVA, 1977; PETERSEN e MARUYAMA, 1984 apud TURNER,
1993).
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Figura-2.

) Y

o

Tha® &

INTERSTIC1O

| MECANISMOC 1

Mecanismo 1 para a hipétese de secregdo do fluido primario

Fonte: TURNER, 1993,

Mecanismo 2: Este mecanismo é similar ao primeiro, no entanto nele
os co-transportadores basolateral de ions Na*, K™ e 2CI" sdo substituidos pelos
trocadores de CI/HCOs'em paralelo com o trocador Na*/H. A concentragéo do
cloro intracelular cai, resultado da indugdo do secretagogo pela perda de KCl,
levando a um aumento do cloro interno trocado por HCOj, via trocador CI
/[HCO3. A acidificacao do citoplasma resulta na perda do bicarbonato
tamponado pelo trocador Na*/H*, que usa o gradiente de sodio, extracelular e
intracelular, gerado pela Na'/K* ATPase (3Na":2K":1ATP) para conduzir os
protons para fora da célula (SILVA, 1977; PETERSEN e MARUYAMA, 1984
apud TURNER, 1993).
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Figura - 3

INTERSTICIO

MECANISMO 2

Mecanismo 2 para a hip6tese de secrecdo do fluido primario.

Fonte: TURNER, 1993.

Mecanismo 3: Este mecanismo envolve a secregao de bicarbonato
acinar. O CO; entra nas células acinares através da membrana basolateral e
em meio aquoso ele é convertido em HCO5™ mais o proton (H') pela anidrase
carbdnica. Ao HCOj3 é permitido atravessar a membrana apical via canal de
anions, possivelmente pelo mesmo canal envolvido na secregao de cloreto. O
préton é expulso pelo trocador de Na*/H* basolateral. Neste modelo trés ions
bicarbonatos sdo secretados por ATP hidrolisado (YOUNG et al., 1987,
PETERSEN e GALLANCHE, 1988; MELVIN et al., 1988; LAU, et al., 19889,
apud TURNER, 1993).
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Figura -4

)NCO," -

LUMEN

€O,
INTERSTICIO

MECANISMO 3

Mecanismo 3 para a hipotese de secregio do fluido primario.

Fonte: TURNER, 1993.

As artérias que suprem a paroétida séo derivadas da artéria carétida
externa. A glandula sublingual é suprida pelas artérias sublingual e submental
e a glandula submandibular & suprida por um ramo da artéria facial e lingual
(WILLIAMS, 1980). A densidade de capilar que supre a regidao do ducto é
menor que a que supre a regigo acinar, para suportar o transporte ativo ao
longo do ducto (DAVENPORT, 1992). A estimulagdo parassimpatica causa
vasodilatagdo dos vasos que suprem as glandulas salivares, resultando em
um acentuado aumento do fluxo sanglineo (SCHNEYER; YOUNG;
SCHNEYER, 1972; SUDDICK e DOWD, 1986). O pico de fluxo sangtiineo nas
glandulas salivar poderia ser 10 vezes mais alto, por peso relativo de tecido,
do que nos misculos contrateis (SCHNEYER; YOUNG; SCHNEYER, 1972).

1.4.2.2 Neurofisiologia

Todas as respostas das glandulas salivares humanas ocorrem com a
estimulagdo de neurotransmissores (GARRET, 1982; BAUM, 1987). As

glandulas sdo inervadas tanto pelos nervos simpaticos como pelos
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parassimpaticos (Nervos Autbnomos). A estimulagdo simpatica (via
noraepinefrina) leva a alta secrecdo de proteinas enquanto que a
parassimpatica (via acetilcolina) leva a producdo de fluidos. Os nervos
anatdomicos sdo adjacentes as células acinares e aos ductos, sugerindo que
eles podem ter um papel fundamental na resposta reguiatoria em todos os
tipos de células das glandulas salivares (SCHNEYER, 1976; DENNISS, e
YOUNG, 1978) e suas composi¢cdes seguem o ciclo circadiano (DAWES,
1972, 1975; apud KIVELA, et al, 1997). H4 boas evidéncias de que a
estimulagdo simpatica nas glandulas salivares & aumentada, por exemplo,
com mastigacao, e quando superposta na estimulagao parassimpatica tem um
efeito sinergista na fluidez e no fluxo salivar (JOHNSON, 1987; EMMOL/LELIN
e GJORSTRUP, 1976; ASKING, et al., 1979, apud TURNER, 1993).

A secregdo salivar é regulada pelo arco reflexo, consistindo de
receptores e nervos aferentes, conexdo central e nervos e receptores
eferentes agindo no orgao efetor (células das glandulas salivares). Estes
estimulos, sendo mediados por quimiorreceptores (ex.: pela goma de mascar)
nos pontos de gustagido e mecanorreceptores (ex.: pela goma de mascar e
tablete de parafina) no ligamento periodontal, representam a maioria da
produgdo aferente, levando a despolarizagdo e aumento da taxa de fluxo
salivar (KERR, 1961 apud JENSEN; KARATSAIDIS; BRODIN, 1998).

A percepgao do gosto ocorre como consegiiéncia da ativagédo dos
pontos gustatorios, nas papilas gustatorias finguais, que resulta da
estimulagdo da salivagdo. O gosto azedo tem se mostrado o mais potente
estimulo para o reflexo gustatorio salivar, seguido por salgado, doce e amargo
(KERR, 1961 apud JENSEN; KARATSAIDIS; BRODIN, 1998).

A secrecao de proteina na saliva humana tal como, amilase, estaterina
e histidina, sdo mediadas por receptores p-adrenérgico (JENSE et al., 1991;
JENSEN, et al., 1994). A noraepinefrina (NE) possui extrinsecamente atividade
a- e p-adrenérgicas, que se ligam aos seus receptores o~ e p-adrenérgicos (o~

AR e B-AR) e a acetilcolina se liga a receptores muscarinicos (mAChRs)
(KERLAVAGE et al., 1987).
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Figura—-5

Transdugao de sinal para a formagao da saliva primaria. Fonte: BAUM, 1993.

Ha varias hipoteses a respeito do processo de transdugao de sinal nas
glandulas salivares. Os dois melhores estudos a respeito deste processo sao
(i) a geragdo de cAMP seguindo a estimulagéo B-AR, o qual leva a exocitose
de proteinas; (ii) a formacao de 1,4,5-inositol trifosfato (IP3) apos a estimulagao
dos mAChR (Receptor muscarinicos) o qual leva a mobilizacao de Ca™’ e
subseqlientemente a formagéo de fluido (BAUM, 1993). A estimulagao dos
receptores B-adrenérgicos, leva ao aumento da concentragdo de cAMP que
ativa a quinase A, fosforilando ou desfosforilando varias proteinas celulares e
secretando amilase (parétida) e glicoproteinas (submandibular) (BUTCHER et
al., 1976; QUISSEL et al., 1981 apud BAUM, 1993). O receptor de IP; tambéem
funciona como liberador dos canais de Ca’, permitindo um estoque destes
fons Ca'™" para diminuir a concentragdo de gradiente no citoplasma, que tem
sua concentragdo aumentada 10 vezes pela estimulagdo dos mMAChR
(BERRIDGE e IRVAINE, 1989 apud BAUM, 1993; TURNER, 1993).

1.4.3 NOMENCLATURAS

A proposta da nomenclatura glandular estd em conformidade com

aquela na Nomina Anatomica (1983, 5 edigdo, p.A33) exceto que o inglés
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estd no lugar do latim. Esta proposta foi formulada por varios autores em
conjunto (ATKISON et al., 1993). '

1.4.3.1 Saliva total:

Fluido obtido da boca por expectoracao.

1.4.3.2 Saliva parotidica:

Fluido secretado pela glandula parétida e obtido diretamente do orificio
do ducto parotideo.

1.4.3.3 Saliva submandibular:

Fluido secretado pela glandula submandibular e obtido diretamente do
orificio do ducto submandibular.

1.4.3.4 Saliva submandibular/sublingual:

Fluido secretado principalmente das glandulas submandibular e
sublingual e obtido do assoalho da boca, na vizinhanga da abertura dos
ductos submandibular, onde secregdes das glandulas parétida e glandulas

salivares menores sao impedidas de terem acesso a essa regiao.

1.4.3.5 Secregdes das glandulas salivares menores:

Fluido secretado pelas glandulas salivares menores obtido diretamente
da abertura do ducto. A localizagdo das glandulas deve ser indicada (e.g.,

labial, palatina, etc.) porque ha diferengas nas secregges.

1.4.3.6 Fluido crevicular gengival:

Fluido que ganha acesso a cavidade oral via crevice gengival.

1.4.3.7 Fluido oral:

Fluido obtido pela insergéo de absorventes coletores dentro da boca.
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1.4.3.8 Saliva nao-estimulada:

E a secre¢do basal; saliva secretada na auséncia de estimulos
gustatorio, mastigatério, ou mecanico.

1.4.3.9 Saliva estimulada:

Saliva secretada em resposta a estimulos mecéanicos, farmacologicos,
ou gustatérios.

1.4.4 METODOS DE COLETA DA SALIVA

A saliva estimulada tem fatores que a influenciam, tais como:
exposigao a luz, estimulo gustatério, estimulo mastigatdrio, estimulo olfatorio,
horario do dia (ciclo circadiano), posicionamento do corpo, grau de hidratagéo,
estagdes do ano, medicamentos (estes s&o dependentes da composigéo e do

fluxo), natureza do estimulo, duragio do estimulo e tamanho das glandulas.

Sao definidos quatro métodos de coleta de saliva (NAVAZESH, 1993).
1.4.4.1 Método da drenagem:

Num tubo de pré-pesagem ou em um tubo graduado adequado
com funil, coleta-se a saliva que pinga do semilabio menor. No final do
periodo de coleta o sujeito expectora no tubo. O “Sialometer” de pro-fluxo é

um recipiente de coleta graduado, acoplado a um funil, que pode realizar este
tipo de coleta.

1.4.4.2 Método de cuspe:

Acumula-se a saliva no assoalho da boca e se cospe em um tubo
de pré-pesagem ou graduado.

1.4.4.3 Método de sucgao:

A saliva é continuamente aspirada do assoalho da boca em um

tubo, por um ejetor ou um aspirador.
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1.4.4.4 Método do bastio:

A saliva é coletada, através da absor¢@o, por um bastao de pré-
pesagem ou tufo de algodao ou gaze, sendo esses colocados nos orificios

das principais gléandulas da boca, sendo removidos para repesagem no final

do periodo de coleta.

1.4.5 INFLUENCIADORES SALIVARES

Ha muitos influenciadores salivares e a base para eles é qualquer
acontecimento que acometa diretamente a anatomia das glandulas ou a parte
auténoma do organismo. Um exemplo é o da secrec¢do salivar que pode ser

prejudicada pelo tratamento com drogas anti-hipertensivas (NEDERFORS, et
al., 1995).

Tabela -3

FATORES QUE INFLUENCIAM NA COMPOSIGAO
DA SALIVA TOTAL HUMANA

Contribuigdo proporcional das diferentes fontes glandular
Contribuigdo do sangue e fluido crevicular gengival
Qualidade da higiene oral
Composicéo do plasma
Taxa de fluxo
Natureza do estimulo
Duragéo do estimulo
Tempo de pos previa estimulagao
. Ritmos Circadiano e circanual
10. Polimorfismo genético
11.Estimulag&o antigénica
12. Exercicios
13.Drogas
14.Condigées da parada de fluxo
15.Doencas variadas

©CONDOA DN

Fonte: DAWES, 1993.

SISBI/UFU
210965
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Tabela -4
TABELA DE INSTRUCOES PREVIAS PARA COLETA DE
SALIVA NO TESTE ERGOMETRICO
Procedime  Procedimento Procedimentos quanto a pessoa
nto quanto  guanto ao local
ao material
Manter a A luminosidade e Instrugdes Prévias Logo Antes da Durante a coleta
saliva no ‘som devem ser Coleta
gelo padronizados. (0.5 -2 horas antes)
Centrifugacd *A umidade doar  Higiene Bucal Enxaguar a Deve-se descartar
0 previa. deve estar boca com toda saliva
adequada. Hidratacdo (ingerir 400mL H2O destilada durante 10" de
de H,0) ou coleta
desionizada
Tubos O cheiro do Abster-se de:” Nao deixar
resfriados.  ambiente, deve ser Ciaarro contaminar a
sempre 0 mesmo. g saliva com suor
Comida
Congelar *A temperatura . Descartar a Seguir as
até a dever esta entre Bebida (café, Cha) saliva dos recomendagdes
analise. 21-25°C. Drogas (incluindo primeiros 2’ do teste de
medicamentos esteira.
simpatomiméticos)

Baseada em PANDAL, S., 1990 apud BODIS HAREGEWOIN, 1993; NAVAZESH, 1993; WILSON, 1993; CHATTERTO,
1996; SHIRTCLIFF, 2001; NEDERFORS e DAHLOF, 1992; ERICSON e TWETMAN, 1995; MORRISON, et al., 2003.

Tabela-5
DOEN(_;AS SISTEMICAS QUE AFETAM
GLANDULAS SALIVARES E SALIVA
Sindrome de Sjogren Disfun¢cbes hormonais
Doengas reumaticas Diabetes
Graft versus hoste disease Pancreatite
Sarcodiases Doenca adreno-cortical
Fibrose cistica Tireoidite
Hipertensao Acromegalia
Desnutri¢do Paralisia Bell's
Paralisia cerebral

Fonte: MANDEL, 1993.




23

1.4.6 PROBLEMAS CLINICOS NO QUAL A SALIVA CONTRIBUI PARA DIAGNOSTICO

Baseado em Mandel (1990) e Gilbard (1978) fez-se uma lista de
problemas clinicos na qual a saliva contribui para diagnostico. Sao exemplos
destes problemas: Toxidade digital (caicio e potassio); Desordens afetivas
(prostaglandina); Imunodeficiéncia (IgA secretdrio); Estomatites em
quimioterapia (albumina); Uso de cigarro (cotinina); Cancer gastrico (Nitrato e
Nitritos); Medicamento forense (substancia de grupos sangtiineos); Doenga

celiaca (gliadina anti-IgA); Funcao do figado (liberagao de cafeina).

1.4.7 SALIVA, DROGAS E SEUS MENSURAMENTOS

Suposigdes precisas para nivel de drogas na saliva, foram feitas por
Wilson, (1993) que as elaborou com base em outros estudos (KOYSOOKO;
ELLIS; LEVY, 1974; TROUPIN e FRIEL, 1975; DAVIS, 1943, SCHRAMMOL/L
et al., 1991; SCHRAMMOL/L e SMITH 1991; MORNSTAND, 1986; VON
KNORRING e MORNSTAND 1986; COUDERT, 1990).

v A droga e seus metabolitos sdo excretados na saliva.
v" A maioria das drogas encontradas na saliva esto livres ou desligadas.
v" O pH da saliva tem efeito minimo.

v' Existe concordancia na concentragdo de drogas na saliva e no plasma e

seus efeitos clinicos.

v A taxa de drogas da saliva/plasma ¢ invariavel em relagao a doses simples,

ao intervalo entre elas, e estima o estado estatico.
v Parametros farmacocinéticos sao similares aqueles do plasma.

v Idade, estado fisiologico ou estado de doenga nao fazem mudar a fragao

da droga n&o ligada no plasma nem a concentragdo na saliva.
v" Outras drogas tém efeito minimo na concentragédo de saliva.
v A droga € estavel na saliva.

v Frag6es da saliva total contém concentragées similares de drogas.
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Tabela - 6
COMPONENTES MENSURADOS NA SALIVA
Cortisol ~ Carbamazepina
Aldosterona Teofilina
Testosterona Cafeina
Progesterona Litio
Estrogénio Metadiona
Insulina Maconha
Melatonina Cocaina
Antipirina Etanol
Feniton Drogas hipertensivas

Fonte: Mandel (1990), NEDERFORS, T., DAHLOF, C, ERICSON, T. E TWETMAN,
S. (1995).

1.5 COMPONENTES SALIVARES ORGANICOS

1.5.1 PROTEINA TOTAL

E sugerido que ha na saliva mais de 200 tipos de proteinas
(MARSHALL, 1984 apud JENZANO et al., 1986). No trabalho de Rantonen e
Meurman (2000), que avaliaram em 16 homens e 14 mulheres (média de
idade 24,2 e 21,7 e desvio padrédo 2,9 e 1,5 respectivamente) a variacdo de
amilase, proteina total, imunoglobulinas, lisozima e albumina na saliva total
estimulada durante o dia (08:00, 11:00, 14:00, 17:00 e 20:00 horas).
Sugeriram que as variagdes da concentragdo na Imunoglobulina do tipo A
(lgA), albumina, amilase e proteina total estdo sujeitas a uma variacio

pequena. A proteina total foi correlacionada positivamente com a amilase
salivar.

Sabe-se que a atividade simpatica pode causar um grande aumento na

secregdo das proteinas salivares diretamente via impulso neural para as
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glandulas salivares ou através das catecolaminas circulantes nos B-
adrenoceptores. Um estudo evidenciou que um bloqueio nos p-adrenoceptores
pode reduzir, significantemente, tanto a proteina totai como a atividade da «-
amilase (NEDERFORS e DAHLOF, 1992).

As pesquisas de Walsh et al., (1999) tiveram como objetivo a avaliagéo
do efeito do esforco agudo em um exercicio intenso intermitente na
concentracdo salivar da IgA, da atividade da alfa-amilase e da concentragao
proteina total. Constataram que a proteina total aumentou 3 vezes (p <0.01),
em relagéao ao basal, durante um exercicio continuo e retornou, 2,5 horas pos-

exercicio, a niveis de pré-exercicio.

1.5.2 ALFA-AMILASE SALIVAR

A a-amilase humana (1,4-a-D-glicano glicanohidrolase; EC 3.2.1.1)) é
monomeéricas. Sao proteinas ligantes de célcio, com uma tnica cadeia
polipeptidica de 496 aminoacidos (RAGUNATH; SUNDAR; RAMASUBBU,
2000), que hidrolisam figagdes glicosidicas do tipo a-1,4 no amido e no
glicogénio, havendo um grande nimero de isoenzimas (KELLER et al., 1971
apud MINAGUCHI e BENNICK, 1989; WALSH et al., 1999). As melhores
condigbes de temperatura e pH para a atividade da alfa-amilase séo
respectivamente, 60°C e pH 6,5 (OZBEK e YUCEER, 2001). A quantidade de
amilase em relagdo a proteina total € de aproximadamente 10-70%. E a
glandula pardtida € responsavel por 30% da producéo total de proteinas
salivares (MANDEL e ELLISON, 1965; BERNFELD, 1951 apud MINAGUCHI e
BENNICK,1989).

Duas familias podem ser distinguidas: a familia A que é glicosilada e tem
um peso molecular de 62kD, e a familia B que n&o € glicosilada e tem um
peso molecular de 56kD (KAUFFMAN et al., 1970; KELLER et al., 1971 apud
MINAGUCHI e BENNICK., 1989). Rahim e Yaacob (1992) detectaram por

eletroforese a atividade de alfa-amilase na saliva total humana, revelando-se

mais de 20 bandas de proteinas.
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A amilase € sintetizada, ndo somente, por glandulas salivares, mas
também pelo pancreas. As duas amilases tém composigdes quimicas muito
similares e s&o imunologicamente indistingliveis (STIEFEL e KELLER, 1973
apud MINAGUCHI e BENNICK, 1989), mas tém diferentes pontos isoelétricos,
pesos moleculares e propriedades cataliticas (STIEFEL e KELLER1973, 1975
apud MINAGUCHI e BENNICK, 1989). Foi demonstrado que a estrutura
primaria da amilase salivar e amilase pancreatica, quando deduzida de uma
seqiiéncia de cDNA, sdo 94% homologas (NAKAMURA et. Al., 1984 apud
MINAGUCHI e BENNICK.,1989). Estes resultados indicam que diferentes
genes codificam a amilase pancreatica e a salivar. Isso tem suporte nos dados
polimérficos de proteinas, os quais mostram que amilase salivar (Amyq) e
amilase pancreatica (Amy,) sdo de genes separados (MERRIT e KARN, 1977
apud MINAGUCHI e BENNICK, 1989). A estrutura e o locus para a amilase
humana sdo muito proximos, localizados no cromossomo 1 (ZABEL et al,,
1983; TRICOLI e SHOWS, 1984 apud MINAGUCH! e BENNICK, 1989). Por
gel de eletroforese de poliacrilamida foi demonstrada a presenga de 11 tipos
da amilase safivar (Amyq) incluindko 10 alelos variantes
(Amy4B,C,D,E,F,G,H,1,J, e K) que sdo herdados co-dominantemente com um
alelo comum (AmysA). (MERRIT e KARN, 1977 apud MINAGUCHI e
BENNICK, 1989).

E sugerido que a amilase salivar seja um indicador da fungéo das
células acinares das glandulas salivares (MAKINEN, 1984 apud JENZANO et
al.,1986). No trabalho de Lenander-Lumikari et al., (2000) foi mencionado que
a amilase é sintetizada principalmente em célula acinar e menos em célula
proximal dos ductos intercalados. A amilase foi correlacionada negativamente
com outras proteinas salivares e positivamente com o total de proteinas
(RANTONEN e MEURMAN, 2000). Uma alta concentragéo de aifa-amilase &
considerada o melhor indicador da secregéo salivar evocada pela atividade
adrenérgica (ANDERSON et al., 1984).

As concentragdes da alfa-amilase salivar sao predicativas de niveis

plasmaticos de catecolaminas, particularmente NE, sob uma variedade de
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condigdes de estresse. A alfa-amilase pode ser um marcador mais direto e
mais simples para mensurar a atividade das catecolaminas do que o &€ o
batimento cardiaco (CHATTERTON et al.,1996).

A amilase salivar foi utilizada tambem para a determinagéo do limiar
anaerobico (Tsa) pela analise de sua concentragéo na saliva total durante teste
de exercicio em laboratério. O Ts, foi determinado como “o ponto no qual o 1°
aumento continuo da amilase salivar ocorre durante o exercicio” . Foram
usados 20 voluntarios homens (idade 21+/- 3 anos; altura 176,1+/-6,4; peso
69,9 +/-8,6). Os voluntarios faziam exercicios militares de 5 a 6 vezes por
semana (corrida, treinamento de peso e treinamento militar). Eles passaram
por um exame fisico, assinaram um termo de consentimento e um contrato de
declaracdo do American College of M. Sports. Eles fizeram dois testes em
esteira, submaximo e maximo, que foram realizados das 9:00 as 11:00. No
submaximo fizeram 5 minutos de aquecimento, com os estagios durando 3
minutos, onde a velocidade aumentava em 0,28m/s por estagio até a
exaustdo. A inclinagdo da esteira foi fixada a 1% para todo o estagio
submaximo. Sendo a carga do 1° estagio individualmente determinada. O teste
Maximo foi realizado apds 80' da realizagdo do teste submaximo para
determinagdo do VO,. Foi utilizado analisador de gases (CPX, medical
graphic). Coletaram a saliva: antes do aguecimento (cinco minutos de
aquecimento) e nos Ultimos 30" de cada estagio. Deu-se agua destilada antes
de remover debris e hidratou-se os voluntarios com 400mL de agua 30min
antes do teste. A saliva coletada foi diluida de 100-1000 vezes para a analise
da amilase pelo método de Dahlquis (1962), a atividade da enzima foi dada
por U/L (uma Unidade internacional é igual a quantidade de enzima gerando 1
pmol de produto por minuto). A coleta do sangue foi feita furando-se um dedo
da méo; retirando-se, com capilar, 25pl para analise do lactato. Os resultados
obtidos foram: r=0,95 AT com Tsa €xpressado com o batimento cardiaco e
outra de r=0,93 AT com Ts, expressado com a velocidade de corrida, 4

individuos foram descartados ficando um n = 16 (CALVO et al., 1997).
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No ano seguinte o limiar salivar (Tsa) foi redefinido como sendo “o ponto
durante o exercicio, no qual os niveis da alfa-amilase salivar e eletrdlitos

(especialmente Na®) também comegam a aumentar acima dos niveis basaijs”

(CHICHARRO et al., 1998).

Num estudo, realizado durante exercicio fisico intermitente de
competigio, constatou-se um aumento de cinco vezes na atividade da o-
amilase (p< 0.01), com sua taxa de secre¢édo sendo menor imediatamente no
pré-exercicio do que em qualquer outro instante. A explicagdo para isso pode

ser um estresse fisiologico antecipado (WALSH et al., 1999).

O estresse leve pode reduzir a inibigdo de atencio seletiva. E discutido
que com um aumento da alfa-amilase e com a correlagio entre atencio e
cortisol ap0s o estresse, parece provavel que o processo de atengédo esta sob

um rigoroso controle do sistema cerebral, esse media a resposta de luta ou

fuga (SKOSNIK et al., 2000).

A Saliva excretada em resposta & estimulagdo adrenérgica, geralmente,
tem um alto conteido organico, incluindo elevados niveis de alfa-amilase

comparada com a saliva excretada pela estimulagéo colinérgica (CHICHARRO
et al., 1998).

1.5.3 LACTATO SALIVAR

O pH muscular e sangliineo varia de 6,8-7,4 ou mais, assim 99% do
acido latico que esta presente no corpo esta na forma de lactato e ion
hidrogénio, pois o acido latico possui o log negativo da constante de
dissociagdo (pK) aproximadamente em 3,7. O lactato tem sido considerado um
doador imediato de energia para contragdo muscular (através de sua
reconversao a piruvato), & também fator primario da dor muscular. O débito de
oxigénio é o agente causador da fadiga muscular. (ROWELL e SHEPHERD,

1996; McARDLE et al.,1996.)
Testou-se a hipotese de que a concentragao de lactato na saliva possa

refletir aquela presente no sangue e de que o lactato salivar possa ser usado

como uma variavel atil no estudo do metabolismo anaerdbico. A determinacao
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de lactato foi feita pelo método eletroenzimatico, usando-se 25yl de amostra
de ambos fluidos. Resultados para cada situagdo: a concentragao de lactato
na saliva mostrou-se ser 15% a mais do que no plasma, sendo seguido a
amostra padrao durante o exercicio teste. Uma boa correlagao (r=0.81) entre
lactato sangilineo e salivar foi encontrada. O lactato aparenta ser bem estavel
sob um periodo de quarenta dias apos a coleta, quando mantido por 4°C.
Assim, a determinagao de lactato na saliva pode ser usada como uma
alternativa para sua deteccdo no sangue, superando o maior dos
inconvenientes dos procedimentos usados até o momento, pois a coleta das

amostras nao requereu atengao especial (SEGURA et al., 1996).

Foi demonstrado que a Lactato desidrogenase (LDH) salivar humana é
uma enzima ubiqua com significativa fungdo no diagnéstico clinico de
processos patoldgicos. A saliva total em contraste com o plasma contém ions
de metal ativados-redox, tais como ferro e cobre gue podem aumentar a perda
da atividade da LDH. Conclui-se que a saliva total na presenga de fumaca de
cigarro torna-se um potente agente modificante de proteina que pode destruir

alguns dos seus componentes endégenos (NAGLER et al., 2001).

Também foi estudado o efeito do exercicio sobre os niveis de eletrodlitos e
de cortisol. O teste consistia na execugcdo de uma série de exercicios
submaximo por nove minutos, até um pico de 85% de seu batimento cardiaco
predito pela idade. Registrou-se um significativo aumento de niveis séricos de
Na*, K*, e lactato salivar imediatamente apos o exercicio. Nivel reduzido de
fluxo salivar e elevados niveis de K+, proteina, e lactato foram observados 10
minutos apos o exercicio (BEM-ARYEH et al., 1989).

1.6 COMPONENTES SALIVARES INORGANICOS

1.6.1 OXIDO NITRICO

1.6.1.1 Introdugéo

Nos ultimos anos tem-se pesquisado muito o “6xido nitrico” (NO). Todas
as principais isoformas do Oxido nitrico sintase (NOS), incluindo um splice

variante de musculo-especifico e de um tipo neuronal (n) da NOS sag
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alguns dos seus componentes endogenos (NAGLER et al., 2001).
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variante de musculo-especifico e de um tipo neuronal (n) da NOS, séo
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expressados nos musculos do esqueleto de todos os mamiferos. Expressao e
localizagdo de isoformas da NOS sao dependentes da idade, fase de
desenvolvimento, da inervagdo, da atividade, da histéria da exposigdo a

citocinas, do fator de crescimento e do tipo de fibra de muisculo e espécies

(STAMLER et al., 2001).

Tabela -7.
METABOLITOS OXIDADOS DO NITROGENIO

Simbolo Nome Comentario

NO® Oxido Nitrico Radical livre

NO*, Diéxido de Nitrogénio Radical livre, agente nitrante e oxidante.

N,O Oxido Nitroso Anestésico

N2Os Trioxido de Dinitrogénio Agente nitrositio, oxidante

N,O4 Tetradxido de Dinitrogénio Dimero de NO*, ; Agente nitrositio;

NO, Nitrito | Produz NO®em pH acido.

NO7, Nitrato Anion estavel

Fonte: CONNER. e GRISHAM, 1995.

O nNOS podem mostrar uma predominancia particular no musculo de
contragdo rapida. A localizaggo e atividade da NOS nos musculos sio
reguladas por varias interagoes proteina-proteina e modificagbes co- e/ou pos-
translacional. A compartimentalizagdo subcelular das NOS habilita distintas
fungbes que sdo mediadas por aumentos em cGMP e por S-nitrosilagio de
proteinas como o canal de liberagéo de receptor-calcio de rianodina . Funcoes
do musculo do esqueleto reguladas por NO ou moléculas relacionadas,
incluem produgéo de forga (que junta excitagdo-contragéo), autoregulagio de
fluxo sangiineo, diferenciagdo de midcito, respiragdo, e homeostasia de
glicose. Destes estudos provéem novas percepgdes com aspectos
fundamentais de fisiologia de musculo, de célula, de biologia, de fisiologia de

canal de ion, de homeostase de calcio, de sinal de transducdo, e da
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bioguimica dos sistema de redox-relacionado (STAMLER et al,, 2001). O NO
reage facilmente com a molécula de oxigénio formando compostos mais
estaveis, tais como, nitrito (NO7 ) e nitrato (NO3) (MARLETTA, M.A., 1988).

1.6.1.2 Nomenclatura

As enzima oxido nitrico sintetase (NOSs) € o produto de trés genes
(NATHAN e XIE, 1994.; GASTON e STAMLER, 1999 apud STAMLER et al.,
2001 ). Esses sao nomeados, depois das células ou sistemas dos quais eles
foram purificados, originalmente em ordem de descoberta, sendo assim
designados: neuronal (n) NOS (NOS1), macrofagécito (imune)/calcio
calmodulina-independente ou “indiziveis” (i) NOS (NOS2) e endotelial () NOS
(NOS3). A designagdo numérica estda em concordancia com a recente
avaliagdo que cada uma das NOSs tem sua distribuico nos tecido. No
entanto, a classificagdo de NOSs como “constitutivo” ou “indizivel” se mostrou
ser incerto, porque cada uma das isoformas podem ser reguladas
dinamicamente. A inducibilidade & uma fungdo de maior taxa de estimulo do
que o produto de gene. Fatores de splicing alternativo sao importantes no
padrao-de expressdo de NOS. Em particular, "NOS em maturagao no musculo
esquelético e no cardiaco contém um 34-amino &cido suplementares que
surge do splicing alternativo de pré-RNA do nNOS entre os éxons 16 e 17
(SILVAGN; XIA; BREDT, 1996; BRENMAN et al., 1997 apud STAMLER et al.,
2001). A isoforma do musculo & chamada de nNOSm. Trés cDNAs distintos,
(de éxon 1 variante) surge de promotores alternativos de um Unico gene de
nNOS, s#o vigorosamente expressados no musculo esquelético (WANG et al.,

1999 apud STAMLER et al., 2001).

1.6.1.3 Atividade Oxido Nitrico relacionada

Todos as trés NOSs compartilham um esquema catalitico semelhante
dentro do qual 0 aminoacido L-arginina & transformado em uma variedade de
éxido nitrico (moléculas NO). O termo NO ¢ assim usado em um senso

genérico ou coletivo (STAMLER, 1999).
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Figura = 6. Formagdo do NO.
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As moléculas mais proximas que se identificam com a atividade do NO
incluem: ele mesmo (NO), S-nitrosotidis (SNOs), complexos metal-NO e os
maiores Oxidos de nitrogénio (NOx incluindo peroxinitrito) (STAMLER;
SINGEL; LOSCALZO, 1992 apud STAMLER et al., 2001). A nNOS também
pode produzir um ion de nitroxil (SCHMIDT et al., 1996; STAMLER; SINGEL;
LOSCALZO, 1992 apud STAMLER et al., 2001). Todas as NOSs geram NO,
SNO, e provavelmente quantidades pequenas de peroxinitrito  (NO/O2)
(STAMLER, 1999). Ha uma boa razao para se acreditar que a disponibilidade
de co-fatores e co-substratos como também a localizagao subcelular podem
influenciar na identidade do produto enzimatico (STAMLER et al., 1997 apud
STAMLER et al.,2001).

1.6.1.4 Saliva, NO e Exercicio Fisico

O Oxido nitrico (na forma de nitrato e nitrito) pode ser encontrado na
saliva refletindo sua concentragdo no sangue, essa aumenta durante o
exercicio fisico prolongado (PANOSSIAN et al., 1999).

Os mecanismos controladores do fluxo sangiliineo no musculo
esquelético, durante o exercicio, sdo complexos e envolvem um controle
neural, metabdlico, endotelial, miogénico e da bomba muscular. Este

mecanismo modula o fluxo salivar via efeito na presséo de perfusado e no
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calibre da resisténcia dos vasos. Tradicionalmente o calibre dos vasos sugere
um balango, diretamente mediado pela vasodilatagao e pela producdo de
metabolitos, do musculo em exercicio e ativagdo simpatica via estimulagao
metabolica e mecanorreceptores. O NO deriva tanto do endotélio (NOS
endotelial do tipo 1) como do musculo esquelético (NOS neuronal, tipo D,
podendo assim, desenvolver um importante papel na manutencio da perfusdo
tecidual demandada (KINGWELL, 2000).

Os mecanismos causadores da hiperemia induzida pelo exercicio fisico,
através da produgdo de NO no endotélio dos vasos, sao dois: (1°) O “shear
stress” (atrito de cisalhamento) vascular que € determinado pelo fluxo e pela
viscosidade sangiiinea, e € agora um estimulo bem estabelecido para o
aumento do nivel de Ca™ e liberagdo do NO no endotélio vascular. Entso o
NO se difunde para as subjacéncias das células do musculo liso vascuiar,
onde ativa a guanilato ciclase para a produgdo de cGMP a partir de GTP e,
finaimente, a vasodilatagio (SEGAL, 1994). Assim, a dilatagio de microvasos,
em resposta a acumulagao de metabdlitos vasodilatadores, cria um gradiente
de pressdo que estimula a dilatagao do fluxo mediado da circulagzo arteria)
pela indugdo do “shear stress’, ocomendo entdo a liberagdo de NO do
endotélio (SEGAL, 1994). E interessante ressaitar que a forga de cisathamento
é aumentada nos vasos durante o exercicio fisico em humanos (TAYLOR et
al., 2002). (2°) Através da liberagao de acetilcolina da jungdo neuromuscular,
que pode difundir-se para o endotélio vascular, ativando os receptores
muscarinicos liberando assim NO (KINGWELL, 2000).

Estes dois mecanismos podem ser melhor entendidos na figura 7, que &
uma representagdo esquematica da nutrigdo das artérias (esquerda) e
microvasos (direita) ilustrando o potencial do mecanismo do NO mediando a

hiperemia exercicio induzido.
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Figura - 7. Mecanismos de liberagdo do NO no endotélio dos vasas
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Fonte: KINGWELL, 2000.

Em relacéo a figura 7: 1) A Acetilcolina (ACh) da jungdo neuromuscular
pode difundir-se para o endotélio vascular onde ativa os receptores (trianguio
cinza invertido), promovendo a liberagéo do NO, relaxamento local das células
do musculo liso e a dilatagdo conduzida via hiperpolarizagido das células
endoteliais. 2) A acetilcolina ativa acumulagdo de metabolitos no misculo
contratil (2a). A dilatagao induzida nos microvasos promove um gradiente de
presséo (P1 > P2), com circulagdo em resposta das artérias. O resultante
aumento do fluxo eleva o atrito de cisalhamento e libera o NO endotelial
derivado. (2b) Embora o preciso mecanismo de transduc&o de sinal da
acetilcolina néo esteja ainda bem determinado. 3) O sistema nervoso central e
o ergoreflexo-gerado elevam a atividade simpatica para promoverem a
resposta das artérias. A liberagéo de NO, via estimulag&o dos a-2-receptores
endoteliais (trapezodide cinza). O NO pode tambeém inibir a calibragéo, pré-
juncional, de noraepinefrina (NE) e constricgao mediada por o-2 no musculo
liso vascular. 4) O NO originado do musculo esquelético (NNOSm),
possivelmente produzido em resposta a contragdo-induzida pela elevacgéao do
célcio intracelular, pode também se difundir nas arteriolas do musculo liso e

promover a vasodilatagdo (KINGWELL, 2000).
Foi evidenciado que a forga de cisalhamento, acentuado pela

viscosidade de perfusdo, aumentou a condutancia vascular renal basal pelo
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mecanismo NO-dependente. Com o aumento da forga de cisalhamento
durante a vasoconstricgao nos rins, ocorre redugao da vasopressina induzida
(LOICHOT et al., 2002). Durante o exercicio intenso, com o aumento da
freqiiéncia cardiaca e da viscosidade do sangue, tem-se um aumento do atrito

na parede dos capilares. (CAILLAUD et al., 2002)

Segundo CLARK et al., (1998) ha dois tipos de vasoconstriccao: a do
tipo “A” e a do “B”. O tipo A e B aumentam a presséao de perfusdo para chegar
mais sangue nos vasos. No entanto, somente a do tipo A causa um aumento
adicional da entrega do sangue (NEWMAN et al.,, 1996). Este tipo A é
chamado assim porque, pois concomitante com sua atividade
vasoconstrictora, aumenta uma variedade de trocas metabdlicas, incluindo
produgdo de oxigénio, efluxo de lactato, de glicerol, de urato e de uracil, tal
como, produgdo de glicose insulina-mediada. A vasoconstricgdo do tipo A
inicia-se quando o Ca"" ndo se encontra na perfusdo média ou quando o O, &
substituido por N,. Além disso, os vasodilatadores que liberam o NO
bloqueiam os canais de Ca'" ou levam a produgdo do AMP ciclico na
vasculatura do musculo liso. O NO blogueia tanto a atividade vasoconstrictora
como a metabdlica. Assim, se caracteriza por uma proporcionalidade entre
vasoconstricgdo e aumento do metabolismo. O tipo B difere do tipo A, dado
que pode iniciar-se com baixas quantidades de Ca™ ou quando o O, &
substituido por Ny durante a perfusdo dos membros. A vasoconstricgao do tipo
B reduz uma variedade de trocas metabdlicas, além, de ndo ser bioqueadas
pela adigdo de vasodilatadores. Mas os dois tipos aumentam a perfuséo no

musculo em repouso (CLARK et al., 1998).

As evidéncias de que o NO é um importante regulador hemodinamico e
metabdlico, durante a atividade fisica, sdo cada vez mais nitidas (BALON e
NADLER, 1994). Panossian, et al, (1999) realizaram uma pesquisa em
exercicio fisico e verificaram um aumento, no sangue e na saliva, do contelido
do 6xido nitrico e cortisol. Eles também investigaram o uso de raizes e de fito-
ervas Schizandra chinesis e brionia alba administradas em diferentes grupos

de atletas. Estes extratos aumentaram a concentragéo de Oxido nitrico (NO) e
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de cortisol, no sangue e na saliva, de maneira semelhante a que ocorria em
atletas submetidos a exercicio fisico intenso. Estes resuitados estao
relacionados com um aumento da performance fisica em atletas com
adaptogens verso atletas com placebo. Apds o tratamento, em atletas em
exercicio fisico pesado, com adaptogen ndo houve um aumento nem do NO
salivar e nem do cortisol. Ja os atletas tratados com placebo, no exercicio
fisico pesado, tiveram o NO salivar aumentado. Em exercicio fisico pesado o
NO aumentou no sangue e na saliva. O NO salivar pode ser utilizado tanto na
avaliacdo da carga fisica quanto no efeito protetor contra o estresse de um

adaptogen.

Salvolini et al., (2000) realizaram um estudo bioquimico da saliva nao-
estimulada e perceberam que em relagao a idade e o envelhecimento das
pessoas. Achados, relativos & saliva total humana nao estimulada, mostraram
um aumento significativo na producéo de NO em idosos, sugerindo que esse
aumento poderia depender de uma estimulagao dos leucécitos induziveis pela
atividade da NO sintase (i-NOS). Ainda, sugeriu que, durante o
envelhecimento, os tecidos orais podem ficar mais suscetiveis a fatores
ambientais devido a uma modificagdo no equilibrio entre agentes

antimicrobiais diferentes.

A via da L-arg/NO desenvolve um papel modulador no controle
colinérgico, tanto do fluido salivar como na secregao da amilase, mas nao na
produgdgo de EGF. A L-arg n&o & um fator limitante na regulagdo. O
mecanismo de agao do NO precisa ser identificado com a conciéncia de que
pode envolver a inibigao do mecanismo dos secretagogos, nao identificados
até o presente e que precisam ser caracterizados em estudos posteriores.
Além disso, € sugerido que uma intencional resposta secretéria em ratos,
quando da estimulagdo de receptores muscarinicos, depende da fisiologica

estimulagao dos B-adrenorreceptores (LOHINAI et al., 1999).

A localizagé@o neural, em ratos e em porcos, da NOS sugere que o NO
pode participar na regulagao tanto do fluxo sangtiineo quanto da secregio das

glandulas salivares. Sabe-se que o NO controla o “tdnus vascular’ nas
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glandulas salivares em descanso, e 0 nervo auténomo apds estimulagao.
(SCHACHTER e MATTHEWS, 1992, EDWARDS e GARRTTE, 1993;
KEREZOUDIS et. al., 1993; MODIN, et al., 1994; FAZENKAS et al., 1994;
LOHINAI et al., 1994; LOHINAI. et al., 1996; apud LOHINAI et al., 1999).

O efeito modulatorio da secregdo de fluido e amilase salivar pode
envolver a supresséo da atividade simpatica, pois a vasoconstricgdo periférica
inibida pelo NO & um importante elemento de controle da vasodilatagdo em
vivo. (ZANZINGER; CZACHUSRSKI; SELLER, 1994). Inibindo-se a NOS, em
ratos (fémeas adultas normais), notou-se que houve uma diminuigdo da
secregdo salivar estimulada, indicando que o NO exerce um papel

estimulatorio na secregao salivar (RETTORI et al., 2000).

Ha evidéncias da liberagcdo de NO em saliva humana e do importante
papel fisiologico que ele pode realizar, tanto na propriedade antibacteriana
quanto na desintoxicagdo de carcindgenos orais (BODIS e HAREGEWOIN,
1993).

Recentemente foi mostrado que num exercicio, de 45min até a
exaustdo, em ratos tanto a atividade NOS endotelial como a neuronal
aumentaram (ROBERTS et al., 1999).

Lau et al., (1998) encontraram que no musculo extensor digital longo o
contetldo de cGMP aumentou em 250% com a estimulagao elétrica, e que
este aumento nao ocorreu nas fibras mais rapidas do camundongo (mdx), ja
que essas sao deficientes em nNOS, pois sabe-se que os doadores de NO
aumentam a sintese de cGMP (ABRAHAM et al., 1998; KOBZIK, et al.,1994).

A atividade da NOS inibiu a respiragdo mitocondrial no musculo
esquelético (KING et al., 1994; KOBZIK et al., 1995). Alem disso, o NO pode
influenciar na respiracdo celular ou na homeostasia do calcio (STAMLER e
MEISSNER, 2001).

O tratamento do musculo com fornecimento de NO pode inibir a
atividade da actomiosina ATPase e, portanto, reduzir a forga do musculo
esquelético (PERKINS et al., 1997). No entanto, & dificil imaginar como as
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concentragbes de NO ou SNO podem ativar esse efeito (STAMLER e
MEISSNER, 2001).

Mostrou-se, em experimentos realizados em caes, que ha uma
continuidade na vasoconstricgdo do musculo esquelético durante o exercicio,
que €& mediada pelos receptores adrenérgicos a-1 e a-2. Com o aumento da
intensidade de exercicio ocorre uma proporcional diminuigdo da
vasoconstriccdo (BUCKWATER e CLIFFORD, 1999).

1.6.2 SALIVA E ELETROLITOS

Como ja mencionado no topico 2.1.2, Chicharro et al., (1994),
determinaram o limiar anaerobico por analise da mudanga da composigao da
saliva durante exercicio cicloergométrico com incremento de cargas. Foram
utilizados 13 homens com idade média de 23,1 anos e com desvio padrao de
3,3 anos, com altura média de 177 centimetros e com desvio padrao de 6,7,
com média de peso de 73,4 e desvio padrao de 6,5 Kg. Realizou-se um teste
submaximo, iniciado com 50W (Watts) e aumentado, a cada 3 minutos, em
50W até o lactato sangliineo exceder 4mmol/lL. Um teste maximo de
determinagéo da produgao de O, (VO3), iniciando com 100W e aumentando, a
cada 2 minutos 50W foi realizado. As amostras de saliva e sangue foram
obtidas somente no teste submaximo. O limiar de saliva (Thg,) foi definido
como, “o ponto no qual houve o 1° aumento continuo em um dos ions, (CI,
Na* ou K') durante o exercicio”. O Limiar de catecolaminas (Thc,) foi definido
como “o ponto no qual um aumento n&o linear ocorreu em um deles, nora-
adrenalina ou adrenalina”. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada

entre o Ths, € os outros métodos de identificagdo. Uma alta correlacgao foi
encontrada entre o Thg, e limiar de lactato sangiiineo (Thy,) (r = 0,82, P<0,01)
e Thea € Thea (r = 0,75, P<0,09).

Em Chicharro et al., (1998) redefiniram o “Ts,” como sendo “o ponto,

durante o exercicio, no qual 0s niveis da alfa-amilase salivar e eletrolitos

(especialmente Na') também comegam a aumentar acima dos niveis basais”.
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Chicharro et al., (1999) tiveram como objetivo conhecer porque o
exercicio pode causar mudangas na concentragdo de componentes salivares,
tais como amilase, Na, e Cl. Amostras de concentragées de Fe, Mg, Sc, Cr,
Mn, Co, Cu, Zn, Se, Sr, Ag, Sb, Cs, e Hg foram determinadas por
espectrometria de massa de plasma. Ja as concentragdes de Ca e Na foram
determinadas por espectrometria de absorgao atdmica. Concluiram que o
exercicio fisico intenso induz mudangas nas concentragdes de somente trés

(Na, Mg e Mn) dos dezesseis elementos analisados em amostra de saliva.

Ljungberg et al., (1997) analisaram as mudangas na saliva e soro apos
exercicio extenuante prolongado. A concentragéo salivar de cloreto, fosfato e
potassio sao significantemente maiores apds que antes da corrida. Concluiram
que houve em varias mudangas na composicdo da saliva logo apos a
maratona, mas muitos dos valores retornaram a linha basal ap6s uma hora de
descanso. No entanto, os valores de sodio, calcio, fosfato, peroxidase salivar,

amilase e IgA salivares estiveram ainda elevados uma hora apds a corrida.

Czegeny et al., (2001) relatam em seu artigo a homogeneidade e
estabilidade de amostras de saliva tratadas e armazenadas em diferentes
condigbes. Os produtos escolhidos para esta avaliagdo foram Na, Ca e Mg
como elementos menores e Mn como elemento trago. Os resultados obtidos
mostraram que quando a amostra foi homogeneizada em uma ultrabanheira,
foi requerido um minimo de 25mL de volume para se considerar essa amostra.
A estabilidade dos analisados depende da sua propria concentragdo. Os
contetdos de Ca e Mg pareceram ser estaveis por menos de uma semana,
quando as amostras foram estocadas em temperatura ambiente, e o contetudo
de Mn pareceu ser instavel por um dia, mesmo quando as amostras foram

congeladas em -20 °C.

1.7 CONCLUSAO
Portanto, mostramos que a capacidade fisica tem varias formas de ser
avaliada. Uma das formas que vem se sobressaindo € a avaliagdo de
biomarcadores salivares para 0 monitoramento. Isso se deve as varias

vantagens da saliva em relagdo a outros fluidos corporais, tendo como a
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principal, a ndo invasdo do corpo para ser coletada. Assim, sugere-se o uso da
saliva, através de seus biomarcadores, ndo sO para o monitoramento do
estado fisiologico normal ou patologico do organismo e sim para a verificagéo
do estado fisiologico do organismo quando submetido a exercicio fisico sendo

este o objetivo principal desta dissertagao.
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2 CAPITULO I: PROTEINA TOTAL SALIVAR: UM NOVO

METODO PARA DETERMINAGCAO DO LIMIAR

ANAEROBICO.

2.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentragéo da proteina total
salivar e compara-la a concentracdo de lactato sangiiineo, durante exercicio
com incremento de cargas. Quinze homens saudaveis nao fumantes
realizaram um teste maximo em cicloergdbmetro. O teste iniciou com 50 Watts
(W), aumentando de 50 em 50W até 200W, em seguida aumentando de 25 em
25W até a exaustao, com duragdao de 3min por estagio. Coletou-se sangue e
saliva no final de cada estagio. O limiar anaerdbico de lactato (AT), esta de
acordo com o que ha na literatura. Nossos resultados ndo mostraram
diferencas significativas (teste t-student) e ainda encotrou-se altas correlagbes
de Pearson (p<0,05) de r=0,95 para lactato comparado com proteina total
salivar sozinha, dividida por W ou pela média da freqiiéncia cardiaca (mFC -
para fimiares expressos em W ou mFC); para o lactato dividido por W ou pela
mFC comparado com proteina total salivar sozinha dividida por W ou pela
mFC, encontrou-se r=0,89 (para limiares expressos em W) e =0,87 (para
limiares expressos em mFC). Portanto conclui-se que o limiar anaerdbico de
proteina total salivar esta fortemente correlacionado ao limiar de factato

sanguineo, podendo ser usado como um novo método na determinagdo do

limiar anaeroébio.

Palavras chaves: Proteina total salivar, Limiar anaerdbico, Saliva, Exercicio,

Lactato.
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2.2 INTRODUGCAO

A analise de biomarcadores salivares representa uma importante
alternativa de monitoramento do exercicio fisico, pois além de serem
marcadores do estado fisiologico normal e fisiopatologico (GUILBAULT e
PALLESCHI, 1995) sdo também do fisiologico do exercicio. Pesquisadores
analisaram alguns destes biomarcadores salivares (em humanos), tais como,
IgA, proteina total, alfa amilase salivar, eletrdlitos durante exercicio fisico
(RANTONEN e MEURMAN, 2000; WALSH et al., 1999; CHICHARRO et
al.,1994 e 1998; CALVO et al., 1997) e descobriram altas correlagbes entre a
concentragdo de lactato sangliineo com a atividade da alfa amilase e
concentragido de eletrdlitos, definindo limiares anaerdbicos salivares
(CHICHARRO et al., 1994 e 1998; CALVO et al., 1997). No entanto, para a
concentragao de proteina total salivar, dentro da revisao deste estudo, nao ha
ainda uma descricdo de sua correlagdo com o limiar anaerobico lactato

sangiiineo.

A hipdtese para estabelecer a correlagao entre proteina total salivar e
lactato sangtiiineo, refere-se ao controle simpatico e parassimpatico nas
glandulas salivares. A estimulagdo simpatica, via noraepinefrina, promove o
aumento da secregcao de proteinas enquanto que a parassimpatica, via
acetilcolina, induz a producdo de fluido na saliva. Além disso, a localizagao
adjacente dos nervos autdbnomos as células acinares e aos ductos, sugere um
papel fundamental na resposta regulatoria em todos os tipos de células das
glandulas (SCHNEYER, 1977, DENNISS e YOUNG, 1979), as quais tem suas
respostas seguindo o ciclo circadiano (DAWES, 1981; KIVELA et al., 1997).

O aumento na secregdo de proteinas salivares pela a atividade
simpatica pode ser direto, ou via impulso neural as glandulas salivares ou
através das catecolaminas atuando nos B-adrenoceptores. Nederfors e Dahiof,
(1992) demonstraram que um bloqueio nos B-adrenoceptores das glandulas
salivares, pode reduzir significantemente tanto a proteina total como g

atividade da a-amilase .
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A partir da descoberta do limiar anaerobico salivar (Ths,), definido como
sendo “a intensidade na qual ha o primeiro aumento continuo de um destes,
Cl', Na* ou K', durante o exercicio”, e o limiar de catecolaminas (Thc,) como
sendo “o ponto no qual ha um aumento nao linear ou da nora-adrenalina ou da
adrenalina” (CHICHARRO et al., 1994), foi possivel encontrar outros limiares
anaerébicos salivares, tais como o limiar a partir da analise da concentragao
de amilase salivar, na saliva total, durante teste de exercicio em laboratorio,
definido como sendo “a intensidade na qual ha o primeiro aumento continuo
da amilase salivar durante o exercicio” (CALVO, et al., 1997) que em outro
trabalho foi redefinido mais tarde como sendo “a intensidade na qual os niveis
da alfa-amilase salivar e eletrélitos (especialmente Na') comecam aumentar
acima dos niveis basais” (CHICHARRO, et al., 1998). Faz-se importante para
nosso estudo ressaltarmos a definicdo de limiar anaerdbico de lactato de
WASSERMAN, (1986) definido como “o ponto de inflexdo da lactatemia,
caracterizado pela transigao do aumento linear para exponencial’, pois & base

das pesquisas de limiares anaerdbicos salivares.

Um dado importante citado no trabalho de Walsh et al., (1999) que
avaliou a concentracio salivar de IgA, de proteina total e a atividade da alfa-
amilase durante exercicio intenso intermitente, revelou que a concentragao de
proteina aumentou trés vezes (p <0.01) quando comparado com os niveis de
pré-teste, retornando aos valores iniciais encontrados antes do exercicio, apos

duas horas e meia do término do mesmo.

Assim, apesar da resposta do lactato, do sistema nervoso auténomo
(SNA), da secregdo salivar durante o exercicio e as relagbes entre eles
estarem bem descritas na literatura, até este trabalho ndo se encontraram
descricdes nenhuma durante o exercicio fisico, entre concentragao de proteina
total salivar e concentragao de lactato sangiiineo. Sendo interessante ressaltar
o baixo custo para se dosar a proteina total salivar em relagdo ao lactato

sangliineo.




60

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar uma alta correlagao da
concentracdo de proteina total salivar com a concentragdo de lactato

sangilineo, durante exercicio em cicloergbmetro com cargas crescentes.

2.3 METODO

O projeto foi aproyado pelo conselho de ética da Universidade Federal

de Uberlandia.

2.3.1 VOLUNTARIOS

Apos carta informativa a véarias pessoas, selecionou-se 22 homens
saudaveis nao fumantes, os quais assinaram um termo de consentimento
conforme determina o Conselho Nacional de Saude do Brasil, resolugao 2/01.
Destes voluntarios, sete (07) nao puderam ser aproveitados em nosso estudo,
pois em dois (02) voluntarios ndo foi possivel identificar nenhum ponto de
inflexdo tanto na curva de lactato como na de proteina total (um terminou o
teste antes até 200W e o outro terminou antes de 250W); dois (02) voluntarios
nao puderam ser aproveitados por erro na andlise ou na estocagem do sangue
e dois (02) por falta de amostra de saliva e um (01) por erro na dosagem de

proteina total.

Assim o “n” deste trabalho foi de 15 homens saudaveis nao fumantes
(idade em anos: 24,3, +/-4,9; altura em metros: 1,78, +/-0,08; peso em kg:
72.3, +/-8). Pediu-se aos voluntarios (oito ciclistas, quatro jogadores de
basquete e trés praticantes de atividade fisica ndo especifica) que nao
fizessem esforgo pesado ou moderado, no dia anterior ao mesmo, que sua
daltima refeigio fosse pelo menos duas horas antes do teste, que ingerissem
bastante agua no dia do teste e no dia anterior, que héo ingerissem qualquer
substancia estimulante (café, gu'arané...), ou contendo corantes e que a

higiene bucal fosse feita corretamente.
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2.3.2 TESTE CICLO ERGOMETRICO

Todos os testes no ciclo ergdbmetro (Ergofit 167, German) foram
realizados entre 15:30 e 17:30 horas, com a temperatura da sala sendo
mantida em 25°C. Todos os voluntarios ingeriram +/- 400mL agua, 30 minutos
antes do teste e realizaram o teste com os pés fixados no pedal através de
sapatilhas proprias ou amarrados. Previamente os voluntarios realizaram
alongamento e um breve aquecimento de dois minutos (sem carga na
bicicleta). Sua freqliéncia cardiaca foi mensurada com um frequencimetro com
interface (Polar, S610). O teste iniciou com 50 Watts (W), aumentando de 50
em 50W até 200W, em seguida aumentando de 25 em 25W até a exaustao,
com duragdo de 3min por estagio, sendo a freqliéncia de rotagdo, no

cicloergémetro, sendo realizada estritamente entre 58 e 62 rpm.

2.3.3 COLETA DA SALIVA

A saliva estimulada, por goma de mascar (trident-menta), foi coletada
pelo método de cuspe segundo Navazesh, (1993). Dez minutos antes do teste
fisico, coletou-se saliva estimulada durante os primeiros cinco (05) minutos
(saliva basal), onde a saliva dos dois (02) primeiros minutos foi rejeitada e a
dos trés (03) restantes era coletada numa proveta graduada. Logo antes desta
coleta o voluntario enxaguou a boca varias vezes com agua desionisada, para
limpeza de “debris” celulares e outros. Avisava-se o voluntario 30 segundos
antes de cada mudanga de estagio, para que engolisse a saliva e comegasse
a mastigar o chiclete. A coleta da saliva iniciava 10 segundos antes de
terminar o estagio. A saliva era colocada em mini-tubos pré-resfriados (4°C)
durante um tempo maximo de trés horas, centrifugada a 14.000g descartado-
se o pélet e congelado o sobrenadante a -20°C. /A proteina total foi mensurada
(saliva pura) pelo método de Bradford (1976), com as amostras sendo lid‘as

- entre 10'20” e 10°30", apds se colocar o reagente de Bradford. As siglas PRO,
PRO/M e PRO/FC significam proteina total saliva sozinha, dividida pefa carga
em watts e dividida pela média da freqiiéncia cardiaca respectivamente. A
definicao de limiar anaerdbico de Wasserman, (1986) foi tomada como base

se uma definicao de limiar anaerdbico de proteina total salivar (PAT). Ao
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utilizar-se da definicao de Villiger et al., (1995) e Kiss e Lima, (1999) junto com
a de Wasserman, (1986), propomos uma outra definicao para o PAT. Todos os

limiares PAT foram identificados por inspeg¢ao visual.

2.3.4 COLETA DO SANGUE

O sangue (25uL) foi coletado com capilares heparinizados e colocados
em mini-tubos com 50uL de fluoreto de sddio e armazenados no gelo por no
maximo 3 horas e congelado a —20°C;‘\ O lactato sangtiineo foi analisado por
método eletro-enzimatico (lactimetro YSI 1500 Sport da Yellow Springs). As
siglas LSG, LSG/W e LSG/FC significam lactato sangliineo sozinho, dividido
pela carga em watts e dividido pela meédia da freqiiéncia cardiaca
respectivamente. A definigao de limiar anaerdbico base foi a de Wasserman,
(1986), e junto a ela a definigao de Villiger et al., (1995) e Kiss e Lima, (1999),
propomos uma outra definigdo. Todos os limiares AT foram identificados por

inspegao visual.

2.3.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste t-student para amostras dependentes foi utilizado para se
identificar se as médias dos limiares AT e PAT eram diferentes. O coeficiente
de correlagdo de Pearson foi utilizado para estabelecer a correlacdo entre o
AT e PAT com a= 0,05. O intervalo de confianga também foi utilizado para

reafirmar os resultados obtidos.
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2.4 RESULTADOS:

A tabela 8 mostra as correlagdes de Pearson (p<0,05) e t-student dos
limiares AT (LSG, LSG/FC e LSG/W) e PAT (PRO, PRO/FC e PRO/W).
Correlagdes altas de r=0,95 para LSG com PRO, PRO/FC e PRO/W, quando
os limiares foram expressos em watts (W) ou média da freqiiéncia cardiaca
(mFC); de r=0,89 para LSG/FC e LSG/W com PRO, PRO/FC e PRO/W,
(limiares expressos em W); de r=0,87 LSG/FC e LSG/W com PRO, PRO/FC e
PRO/MW, (limiares expressos em mFC). No teste de t-student encontrou-se um
p>0,05 para todas as médias das varidveis, mostrando que em nivel de

significancia (o)) de 0,05, os limiares AT e PAT s&o iguais.

A tabela 9 mostra, além das médias dos limiares e desvios padrdes o
intervalo de confianga das médias (o =0,05) dos 15 voluntarios. Podemos
observar que estatisticamente os intervalos sao iguais, pois todos os intervalos
de confianga sobrepdem-se. Sendo este mais um dado que da suporte a
validagdo do PAT.

A tabela 10 mostra as médias das frequiéncias cardiacas dos 15
voluntarios em cada estagio. Pode-se notar que nos primeiros estagios
(repouso, média=66 bpm, +/-3,15; primeiro estagio, média= 93,16 bpm, +/-
7,16; segundo estagio, média=106,06 bpm +/-8,33dos) as médias da FC s3o,
numericamente, maiores que os W correspondentes (0, 50 e 100

respectivamente), podendo interferir na definicao de limiar.

A tabela 11 mostra as médias da concentragdo de proteina total salivar,
no estagio basal e trinta minutos ap6s o exercicio. Podemos notar a
sobreposi¢cdo dos intervalos de Conﬁan(;a (2=0,05), isso quer dizer que
estatisticamente a concentragao no estagio basal e trinta minutos apés o teste
sdo iguais. E interessante notar que dos 15 individuos, cinco tiveram suas
concentragbes de proteina total iguais ou inferiores aos niveis basais, oito
tiveram suas concentragoes de proteina total perto dos niveis basais e dois

distantes.




64

Nas figuras 8 e 9, &€ mostrada na ordenada a esquerda a concentragao
de lactato sangiiineo (LSG) em mmol/L, na direita a concentragao de proteina
total (PRO) em mg/mL e na abscissa, a carga em W de cada estagio. Pode-se
notar os dois limiares (AT e PAT) dos voluntarios em 225W. E interessante
notar a quase ha uma sobreposi¢ao das curvas de variagao de proteina total

salivar de lactato.

Nas figuras 10 e 11 é mostrado na ordenada da esquerda, as
concentragdes de lactato sangiiineo em mmol/L dividido pela mFC (LSG/FC) e
pela carga em W (LSG/W) e na da direita a concentragao de proteina total em
mg/mL dividido pela mFC (PRO/FC) e pela carga em W (PRO/W) e na
abscissa a carga em W de cada estagio. Pode se notar que os limiares dos

voluntarios também estao em 225W.

Nas figuras 12 e 13, & mostrado na ordenada a esquerda as
concentragdes de lactato sanglineo em mmol/lL (LSG), a direita a
concentragdes de lactato sangtineo dividido pela mFC (LSG/FC) e pela carga
em W (LSG/W), e na abscissa a carga em W dos estagios. Como ja mostrado

nas figuras 8, 9, 10 e 11 os limiares também estdo em 225W.

Nas figuras 14 e 15, &€ mostrado na ordenada a esquerda a
concentragdes de proteina total salivar em mg/mL (PRO), a direita a
concentragbes de proteina total salivar em mg/mL dividido pela mFC
(PRO/FC) e pela carga em W (PRO/W), e na abscissa a carga em W dos
estagios. Como ja mostrado nas figuras 8, 9, 10 e 11 os limiares estdo em
225W.

Observando as figuras 8, 9, 10 e 11, podemos demonstrar as trés
formas de expressar o AT e o PAT, definidas neste estudo: (1) Na ordenada
da esquerda concentragdes de lactato (mmol/L) e na da direita concentragao
de proteina total salivares (mg/mL); na abscissa a carga em W
(correspondente de cada estagio). (2%) Ao dividirmos, tanto as concentragdes
de lactato quanto as de proteina total salivar, pela freqiiéncia cardiaca
teremos: na ordenada da esquerda concentragao de lactato/mFC (mmol/L/FC)

e na da direita a concentracao de proteina total salivares/mFC (mg/mL/FC), e
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na abscissa a carga em W (correspondente de cada estagio). (3%) Ao
dividirmos tanto as concentragoes de lactato quanto as de proteina total salivar
pela carga em W teremos: na ordenada da esquerda, concentragbes de
lactato/W (mmol/L/W) e na da direita a concentragdo de proteina total
salivares/W (mg/mL/W); na abscissa a carga em W. Para o limiar de lactato,
além da definigdo classica de AT como sendo “a intensidade de inflexao da
lactatemia, caracterizado pela transigdo do aumento linear para exponencial”
(WASSERMAN, K., 1986) temos também “a intensidade na qual ha um
aumento continuo ndo linear ou tendendo a exponencial da concentragdo de
lactato dividido pela carga (watts) ou média da FC” e para o limiar anaerdbico
de proteina total da saliva (PAT) temos a definicao de “a intensidade na qual
ha um aumento continuo, ndo linear tendendo a exponencial, da concentragdo
de proteina total da saliva” ou “a intensidade qual ha um aumento continuo,
néo linear ou tendendo a exponencial, da concentragdo de proteina total da

saliva dividida pela carga (walls) ou média da FC".

Graficamente o modo de se identificar, mais facilmente, os limiares de
lactato e principalmente o de proteina total, foi aquele em que dividimos suas

concentragdes pela frequiéncia cardiaca, como nas figuras 10 e 11.

As tabelas de 12 a 14 mostram os valores individuais dos dados
pessoais durante o teste (peso, aitura, idade e tempo de exercicio), da

concentragdo de lactato sangiiineo em mmol/L e proteina total saliva.

E importante ressaltar que dos quinze voluntarios, quatorze tiveram os
" limiares AT (LSG) e PAT (PRO) iguais e onze destes tiveram todos os seus
limiares AT e PAT iguais (LSG, LSG/W, LSG/FC, PRO, PRO/W e PRO/FC)
(nove com limiares acima de 200W e dois com limiares respectivos iguais a
100 e 150W). Os demais voluntarios tiveram seus limiares AT e PAT, entre
150 e 200 W. Dois destes voluntarios, tiveram os proprios limiares de lactato
(LSG, LSG/W e LSG/FC) na faixa 150 e 200W, indicando assim, que seus

limiares reais estdo proximos do meio da faixa (entre 150 e 200W).
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Tabela - 8

CORRELAGAO DE PEARSON (a<0,05) E t-STUDENT PARA
AMOSTRAS PAREADAS ENTRE O “AT” E “PAT”.

Quando os limiares foram analisados, humericamente, em Watts.

LSGFC_W LSGW_wW LSG_wW

Correl. Pearson t-student Correl. Pearson t-student Correl. Pearson t-student

PROFC_W r=0,89 p <0,082 =0,89 p <0,082 r=0,95 p <0,33
PROW_W r=0,89 p <0,082 r=0,89 p <0,082 r=0,95 p <0,33
PRO_W r=0,89 p <0,082 r=0,89 p <0,082 r=0,95 p <0,33

Quando os limiares foram analisados, numericamente, em frequiéncia
cardiaca.

LSGFC_FC LSGW_FC LSG_FC

Correl. Pearson t-student Correl. Pearson t-student Correl. Pearson t-student

PROFC_FC r=0,87 p <0,082 r=0,87 p <0,082 =0,95 p <033
PROW_FC r=0,87 p <0,082 r=0,87 p <0,082 r=0,95 p <0,33
PRO_FC (=0 87 p <0,082 r=0,87 p <0,082 =0,95 p <0,33

LSG/FC: Lactato sangilineo - com limiar determinado pela concentragio de acido ltico sangilineo dividido pela média
da freqiéncia cardiaca e expressado pela mesma; LSG/W: Lactato sangiineo - com limiar determinado pela concentragso de
acido latico sangiifneo dividido por watts e expressado pelo mesmo; LSG: Lactato sangiineo - com limiar determinado pela
concentragao de Acido latico sangliineo; PROJFC: Proteina total - com limiar determinado pela concentragao de proteina total
salivar dividido pela média da freqiiéncia cardiaca e expressado pela mesma; PRO/W: Protelna total - com limiar determinado
pela concentragdo de proteina total salivar dividido por watts e expressado pelo mesmo; PRO: Proteina total - com limiar
determinado pela concentragdo de protefna total salivar;
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Tabela -9
MEDIA COM DESVIO PADRAO E INTERVALO DE CONFIANCA DAS
MEDIAS DOS LIMIARES DE LACTATO E PROTEINA E TOTAL DA SALIVA.
Média Desv. Pad. Intervalo de confianga (40,05
Valores em Watts
LLSG/FC 188,3333333 45,1848057 163,308333 <p< 213,358333
LSG/W 188,3333333 45,1848057 163,308333 <p< 213,358333
LSG 195 42 4684757 171,479403 <p< 218,520597
PROIFC 198,3333333 40,6055356 175,844501 <uc< 220,822166
PRO/W 198,3333333 40,6055356 175,844501 <p< 220,822166
PRO 198,3333333 40,6055356 175,844501 <p< 220,822166
Valores em Freqiiéncia Cardiaca

LSGI/IFC 138,5468 15,4849928 129,970644 <p< 147,122956
LSG/W 138,5468 15,4849928 129,970644 <p< 147,122956
LSG 141,0981333 156,2260865 132,665369 <p< 149,530898
PRO/FC 142,3454667 15,1312781 133,965211 <p< 150,725723
PRO/W - 142,3454667 15,1312781 133,965211 <p< 150,725723
PRO 142,3454667 15,1312781 133,965211 <p< 150,725723

LLSG/FC: Lactato sanglineo - com limiar determinado pela concentrag8o de acido latico sangiiineo dividido pela
média da freqiéncia cardiaca e expressado pefa mesma; LSG/W: Lactato sangtineo - com limiar determinado pela
concentragio de Acido latico sanglifneo dividido por watts e expressado pelo mesmo; LSG: Lactato sang(iineo - com limiar

determinado pela concentragao de 4cido Iatico sangiineo; PRO/FC: Proteina total - com fimiar determinado pela concentragio

de protefna total salivar dividido pela média da freqiéncia cardiaca e expressado pela mesma; PRO/W: Proteina total - com

limiar determinado pela concentragio de proteina total salivar dividido por watts e expressado pelo mesmo; PRO: Proteina

total - com limiar determinado pela concentragao de proteina total salivar;
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Tabela - 10
MEDIA DAS “FC” DE CADA ESTAGIO
ESTAGIOS N° MEDIA DESVIO PADRAO

0 15 66,00 3,15
01 15 93,16 7,16
02 15 106,06 8,33

03 15 123,22 11,94
04 15 142,30 11,90
05 15 154,77 16,12
06 14 165,85 14,59
07 12 176,04 12,55
08 8 178,28 8,31

09 7 186,83 9,10
10 2 173,00 17,17

P.S.: N° significa nimero de individuos.

Tabela - 11

MEDIAS E INTERVALO DE CONFIANCA DA CONCENTRAGAO DE
PROTEINA TOTAL DOS 15 VOLUNTARIOS EM REPOUSO E 30 MINUTOS

APOS O TESTE
Média Desvio padrao Intervalo de Confianca
BASAL 0,532208007 0,222780666 0,408823916 . TS 0,655592097

30 MIN POS-TESTE  0,732064 0,444347 0,485968314 p< 0978159201
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Tabela - 12
VALORES INDIVIDUAIS
PESO ALTURA IDADE TEMPO TOTAL

MVF 92 1,9 25 19'50"
AMV 80 1,98 22 19'

JTJ 64 1,74 30 26'

Css 58 1,73 19 21

RRC 75 1,75 29 27'40"
MAP 70,5 1,7 30 27'35"
EMR 70 1,79 23 24'55"

LGD 70 1,75 23 24'15"
VPM 68,5 1,79 30 31'08"

LSB 82 1,88 20 22'03"
0SS 74 1,66 33 27

ACS 68,3 1,71 21 16'20"
WBO 73,5 1,8 19 13'30"
EMS 71 1,77 18 21

SRM 67,5 1,76 22 18'
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VALORES INDIVIDUAIS DA CONCENTRAGAO DE

LACTATO SANGUINEO EM mmol/L.

T0O

MVF 144

AMV 1,11

JTJ4 0,81

CSs 1.2

RRC 1,62

MAP 225

FMR 1,5

LGD 0,540

VPM 0,690

LSB 1,800

0ss 0,600

ACS 0,960

WBO 0,840

EMS 1,140

SRM 0,870

TO1 T02 T03 T04 TO5 T06

1,47

1,26

1,08

0,81

1,8

0,66

0,84

1,71

0,87

1,32

1,08

1,23

0,84

1,83

1,59

1,38

0,81

1,29

1,41

1,77

1,65

1,62

2,37

2,04

1,6

1,35

1,69

1,5

0,99

1,29

0,87

2,52

1,02

3,84

3,15

1,95

2,91

5,46

3,87

2,28

1,77

2,73

1,71

1,2

1,44

1,14

1,35
7.2
5,82

3,51

54

8,01

6

1,62

3,18

3,42

1,68

1,56

3,24

1,38

4,92

1,98

7,8

7,47

8,97

11,01

10,71

2,58

5,94

5,85

2,46

2,67

5,76

2,13

6,78

2,94

13,56

6,93

13,65

TO7 TO08 TO09 T10
17,04

4,17 8,01 14,79

9,24

5,49 15,66

3,561 669 894

534 10,41

9,36

24 408 4,08 11,16

11,04

4563 642 8,91

12,57

TR7 TR30

17,07 10,44

11,13 6,99

10,41 4,62

9,36 4,32

13,68 6,48

9,27 4,74

10,86 6,51

72 3,84

10,66 5,28

11,49 4,02

9,15 4,53

14,37 9,87

942 495

13,56 7,08

12,27 5,61

P.S.: A letra “T” significa teste e as numeragdes sdo os estagios do teste. Ex.: T06 significa o 6° estagio de teste
Lembrando que cada estigio tem uma dura¢do de 3 minutos. A letra “R” significa recuperaglio pés-exercicio. '

As letras da 1" coluna signifiéﬁm as iniciais de cada voluntario.
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Tabela - 14
VALORES INDIVIDUAIS DA CONCENTRACAO DE
PROTEINA TOTAL SALIVAR EM mg/mL.

T00 T01 T02 TO3 T04 TO5 T06 TO7 T08 T09 T10 TR7Y TR30
MVF 0,629 0,767 0,842 0,568 0,636 0,989 1,419 1,839 0,86 0,61
AMV 0,576 066 0,404 0,566 1,246 1,59 1,038 0,676
JTJ 0,439 0,504 0,666 0,684 1,074 1,068 1,47 1,775 0,986 0,571
CSS 0,811 0,785 1,06 1,004 1,087 1,384 1,466 2,03 1,504 1,487
RRC 0,467 0,572 0,488 0,526 0,702 0,843 1,112 1,353 1,488 1,636 0,539
MAP 041 4,014 0,434 0,448 0,588 063 0,864 1,087 1,21 1,587 0,819 0,43
FMR 0,424 1,001 0,972 0,978 1,158 1,516 1,612 2,363 1,48 0,89
LGD 0,215 0,636 0,6 0,502 0,383 0,392 0,494 0,671 1,061 0,389 0,435
VPM 0,628 1,426 1,412 1,192 1,151 1,006 1,107 1,262 1,609 1,782 2,14 1,276 0,53
LSB 0,424 0,629 0,674 0,527 0,652 0,766 1,02 1,621 0,838 0,289
0SS 0,664 0,907 1,061 1,124 1,351 1,798 2,278 2,709 2,838 2,288 1,384
ACS 1,133 1,273 1,44 2,055 2,368 2,693 2,456 1,692
WBO 0,43 0,551 0,453 0,46 0,851 1,581 0,39 0,516
EMS 0,352 0,467 0,49 0,513 0,535 0,725 1,043 1,777 0,653 0,714
SRM 0,381 0,436 0,407 0,463 0,452 0,647 0,039 0,204 0,198

P.S.: A letra “T" significa teste e as numeragdes so os estagios do teste. Ex.: T06 significa o 6° estagio de teste.
Lembrando que cada estagio tem uma duragiio de 3 minutos. A letra “R” significa recuperago pés-exercicio.

As letras da 12 coluna significam as iniciais de cada voluntario.
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Figura - 8. Limiares PAT e AT.
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Nestes graficos podemos observar os limiares PAT e AT (225W) de um voluntéario quando acontece o aumento
tendendo a exponencial da proteina total salivar (PRO) e do lactato sangiineo (LSG). E interessante notar a

quase perfeita sobreposigdo das duas curvas.

Figura - 9- Limiares PAT e AT.
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Nestes graficos podemos observar os limiares PAT e AT (225W) de um voluntario quando acontece o aumento
tendendo a exponencial da proteina total salivar (PRO) e do lactato sangtiineo (LSG).




Figura - 10 - Limiares PAT/W, PAT/FC, AT/W e AT/FC
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Pode-se observa os limiares PAT e AT (225W) de um voluntario quando acontece o aumento n&o linear ou
tendendo a exponencial. A concentragio de lactato e proteina total salivar foram divididos tanto pela FC (LSGFC e
PROFC) quanto pelo W (LSGW e PROW).

Figura - 11- Limiares PAT/W, PAT/FC, AT/W e AT/FC.
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Nestes graficos podemos observar os limiares PAT e AT (225W) de um voluntario quando acontece o0 aumento nao
linear ou tendendo 4 exponencial. A concentragdo de lactato e proteina total salivar foram divididos tanto pela FC

(LSGFC e PROFC) quanto pelo W (LSGW e PROW).
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Figura - 12- Limiares AT, AT/W e AT/FC.
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Nestes graficos podemos observar os limiares AT (225W). A concentragao de lactato sem divisdo (LSG) e
dividida tanto pela FC (LSGFC) quanto pelo W (LSGW).

Figura - 13- Limiares AT, AT/W e AT/FC.
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Nestes graficos podemos observar os limiares AT (225W). A concentragdo de lactato sem divisdo (LSG) e
dividida tanto pela FC (LSGFC) quanto pelo W (LSGW).




Figura - 14Limiares PAT, PAT/W e PAT/FC
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Nestes graficos podemos observar os limiares PAT (225W). A concentragdo de proteina total salivar sem
divisdo (PRO) e dividida tanto pela FC (PROFC) quanto pelo W (PROW).

Figura - 15. Limiares PAT, PAT/W e PAT/FC
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Nestes graficos podemos observar os limiares PAT (225W). A concentragdo de proteina total salivar sem
divisdo (PRO) e dividida tanto pela FC (PROFC) quanto pelo W (PROW).
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2.5 Discussio

Neste trabalho estudamos a variagao de proteina total salivar da saliva
total durante um exercicio de cargas crescentes e obtivemos alta correlagao
com a variagdo da concentragdo de lactato sangiiineo, definindo um limiar
anaerobico de proteina total salivar (PAT). A base fisiologica deste estudo & g
modulagdo do sistema nervoso auténomo (SNC), principalmente simpatico,
nas glandulas salivares e a relagdo adrenérgica (catecolaminas) com o limiar

de lactato.
Nossos resultados mostram uma alta correlagdo entre o PAT e o AT

(Tab. 8). A explicagdo para esta correlagdo baseia-se nos dados ja
demonstrados sobre a relagao do fimiar anaerdbico de lactato (AT) com o de
catecolaminas (The) (GREEN, et al., 1683, MAZZEO e MARSHALL, 1989).
Aléem disso, esta correlagao foi também relatada entre limiar de lactato
plasmatico com biomarcadores salivares do limiar anaerébico (Ths,) (atividade
da amilase ou eletrdlitos ou os dois combinados) (CHICHARRO et al., 1994 e
1998; CALVO et al., 1997). Sabe-se também que a atividade adrenérgica
modula a produgdo e secregcdo de proteinas pelas glandulas salivares
(SCHNEYER, 1977, DENNISS e YOUNG, 1979; NEDERFORS e DAHLOF,

1992).
Em nossos estudos, observou-se que alguns voluntarios retornaram

suas concentragbes de proteina total salivar a niveis de pré-exercicio até 30
minutos pos-teste (Tab. 11). Em contra partida, no estudo de Walsh et al.,
(1999) evidenciou-se que os valores desta concentragdo, s6 retornaram gz
niveis de pré-exercicio 2,5 horas apos o término do teste, sendo esse um

exercicio submaximo.
Em relagdo aos quatro voluntarios que tiveram os limiares diferentes, em

especial aos dois que tiveram os limiares de lactato (LSG, LSG/W e LSG/FC)
diferentes, sugerimos uma ndo adeguacdo do teste para estes quatro
voluntarios, pois ou o amento da carga ou o tempo dos estagios deveriam ser

diminuidos. Os voluntarios (com limiar igual a 100 e 150W) entre aqueles onze
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com limiares idénticos, provaveimente tem seus limiares reais respectivos
muitissimo préximo do mesmo valor. Assim, as correlagbes entre o PAT e AT

podem ser maiores que as mostradas neste artigo (Tab. 8).

A definicdo de limiar anaerobio, tanto para o AT quanto para o PAT, que
nio foi somente baseada em Wasserman, (1986) mas também em Villiger et
al, (1995) e Kiss e Lima, (1999), foi neste estudo proposta pois, ao
compararmos os limiares da concentragao de lactato ou proteina total salivar,
dividida pela intensidade de exercicio correspondente, notamos que alguns
limiares estavam subestimados em um estagio (intensidade em watts) ou em
mais de um (intensidade em media da freqiiéncia cardiaca). Uma hipdtese
para isso & que no caso da carga (intensidade de exercicio) em watts, a
diferenca entre o estagio subestimado e o seguinte foi minima e no caso da
média da freqiiéncia cardiaca (mFC), quase sempre o estagio de limiar estava
em algum estagio inicial, pois a carga em W tem seu aumento quase que
linearmente, enquanto que a fregiiéncia cardiaca (FC) tem a média dos valores
numéricos dos primeiros estagios (em repouso igual a 66 +/- 3,15; 1° estagio
igual a 93,16, +/-7,16; 2° estagio igual a 106,06, +/-8,33), maior que a da carga
em W (repouso igual a 0, 1° igual a 50W, e 2° igual a 100W) (Tab. 10).

Realizamos os testes deste trabalho na parte da tarde (15-17:30), ja que
a concentragao de proteina total sofre somente uma pequena variagao durante

o dia (07:00 as 20:00 horas) (RANTONEN e MEURMAN, 2000). Além disso, na

parte da manha os voluntarios teriam que fazer um aquecimento mais longo, o
qual pode ter um impacto na resposta ventilatoria e na avaliagdo da percepgéo

de esforgo (MARTIN; DOGGART; WHYTE, 2001).

Em relagao a dosagem da proteina total salivar, utilizou-se o método de

Bradford. De acordo com este trabalho a leitura da absorbancia deve ser feita
5-20minutos). Desse modo, realizou-se com

no intervalo recomendado (
tras entre 10°20"" a 10°30"". O controle do

bastante critério a leitura das amos
tempo nesta dosagem possibilitou alcangarmos resultados precisos e

confiaveis. Este método também se mostrou muito usual, em termos de
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simplicidade e rapidez de execugdo, e sua escolha foi definida mesmo
havendo indicagéo na literatura de que a dosagem de proteina pelo método de

biureto tivesse maior precisdo (JENZANO et al., 1986).

Um fator positivo a ressaltar € referente a analise de proteina tota] da
saliva, que fem custo financeiro muito menor em relagao a do lactato
sangiineo, tanto na dosagem como na manutengdo dos respectivos
equipamentos. Além disso, diversas vantagens do uso da saliva para
diagnostico sdo consideradas, tais como, aceitabilidade (ndo-invasiva, sem
dor, menor recusa), conveniéncia (coleta propria, coleta barata, rapido e
simples, sem precaugdo com assepsia), versatilidade (populagdes de dificil
alcance, por exemplo, usuario de drogas e grandes grupos) (PARRY, 1993) e
ainda a saliva é considerada de bioseguranga de classe i, de acordo com o
Centro de Doengas do Estados Unidos, isto significa maior segurancga na sua

manipulagio (SHIRTCLIFF et al., 2001).
Com a alta correlagdo (Pearson) dos resultados estatisticos,

superposigoes dos intervalos de confianca das médias e a diferenca nao
significante (t-student) entre os limiares anaerobicos de lactato (AT) e de
proteina total salivar (PAT), podemos concluir que o AT estad fortemente
correlacionado ao PAT, sendo este um novo método ndo invasivo de se

mensurar o limiar anaeraébico.
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3 CAPI{TULO Il - AVALIAGAO DO NO SALIVAR DURANTE

EXERCICIO FiSICO EM CICLOERGOMETRO.

3.1 RESumoO

. A concentragdo de oxido nitrico (NO) sangiiineo € aumentada durante
um exercicio fisico intenso, e esta concentragao pode ser refletida na saliva.
Até este estudo nao foi descrita nenhuma relagédo de NO salivar com limiar
anaerobico (AT) ou limiar anaerdbico de proteinas totais salivares (PAT) e
atividade da amilase salivar, sendo estes os objetivos deste trabalho% Realizou-
se um teste em cicloergdmetro com homens jovens sadios, nao fumantes com
idade (anos):Y=23,5 ,s=5,14; altura (m) Y=1,78, s=0,083 e peso (kg) Y=72,4
s=4,62, iniciando com 50Watts(W) e aumentando de 50 em 50 até 200 W, apos
isto os aumentos eram de 25 em 25W. ldentificou-se dois padrdes (1° n=7 e o
2° n=4) da variagdo da concentragdo de NO durante o exercicio. Encontrou-se
trés caracteristicas comuns entre os dois padrdes: (1) mudanga brusca na
concentragdo de NO para cima ou para baixo, justamente no ponto de limiar
(AT ou PAT), (2% no udltimo estagio a concentragdo de NO foi menor que no
anterior (p<0,005); (3%) até 30 minutos apds o témmino do exercicio a
concentragdo de NO, volta a subir, ficando acima dos niveis de pré-exercicio.
Assim nossos resultados sugerem que o possivel aumento da concentragao de
catecolaminas durante o exercicio pode se dar pela necessidade de haver uma
maior vasoconstric¢ao; que pode haver uma possivel regulagao reciproca entre
NO e sistema adrenérgico e que NO seja um biomarcador da exaustdo fisica e
um dos responsaveis por ela. Esses dados precisam ser repetidos, pois o “n”

pode néo ser adequado.

Palavras Chaves: Oxido Nitrico, Exercicio, Limiar anaerobico, Saliva,

amilase salivar.
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3.2 INTRODUCAO

A analise de biomarcadores salivares representa uma importante
alternativa de monitoramento do exercicio fisico. A saliva tem sido utilizada
como um fluido marcador do estado fisioldgico normal, fisiopatologico
(GUILBAULT e PALLESCHI, 1995) e do exercicio (RANTONEN e MEURMAN,
2000; WALSH et al., 1999; CHICHARRO et al., 1994 e 1998; CALVO et ai.,
1997). Pesquisadores analisaram alguns destes “biomarcadores” salivares
durante o exercicio (humanos), fais como, IgA, proteina total, alfa amilase
salivar, eletrolitos (RANTONEN e MEURMAN, 2000; WALSH et al., 1999;
CHICHARRO, et al., 1994 e 1998; CALVO et al., 1997). Entre eles, nota-se a
presenga do oxido nitrico (NO), o qual esta aumentado durante o exercicio

fisico. O NO salivar que se encontra na forma de nitrato e nitrito, pode refletir a
concentragdo sanguinea. (PANOSSIAN et al., 1999).

Os mecanismos controladores do fluxo sangiliineo no masculo
esquelético durante o exercicio sdo complexos e envolvem controle neural,
metabolico, endotelial, miogénico e controle da bomba muscular. Estes
mecanismos modulam o fluxo sangiiineo, via efeito na pressao de perfuséo e
no calibre da resisténcia dos vasos. Tradicionalmente o calibre dos vasos
sugere um balango diretamente mediado pela vasodilatago, e pela produgio
de metabdlitos do musculo em exercicio e ativagdo simpatica via estimulagao
metabolica e mecanorreceptores. O NO deriva tanto do endotélio (NOS
endotelial do tipo 1ll) como do musculo esqueiético (NOS neuronal, tipo 1),

podendo assim, desenvolver um importante papel na manutengao da perfusao

tecidual demandada (KINGWELL, 2000).
A hiperemia induzida pelo exercicio, através da produgdo de NO no

endotélio dos vasos, pode Ser explicada pelo mecanismo do atrito de

cisalhamento (“shear stress’) e pelo da liberagdo de acetilcolina vascular. O
o de cisalhamento), gue & determinado pelo fluxo e viscosidade
sanguinea, consiste num estimulo bem estabelecido para explicar o aumento
do nivel de Ca® e liberagdo do NO endotélio vascular. Este se difunde

subjacentemente para células do musculo liso vascular, onde ele ativa a

primeiro (atrit
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guanilato ciclase para produgao de cGMP a partir de GTP e finalmente causa a
vasodilatagao (SEGAL, 1994). Assim, a dilatagdo de microvasos em resposta
ao acumulo de metabolitos vasodilatadores, cria um gradiente de pressao, que
estimula a dilatagao fluxo mediada na circulagao arterial. isto ocorre, pois NO &
liberado no endotélio por estimulo do atrito de cisalhamento (SEGAL, 1994), o
qual aumenta durante o exercicio fisico em humanos (TAYLOR et al.,, 2002). O
segundo mecanismo explica-se através da liberagao de acetiicolina da jungao
neuromuscular, que pode difundir-se para o endotélio vascular, ativando os
receptores muscarinicos liberando assim NO. Em resumo, & sugerido que ou 0
NO desenvolve um papel a resposta de hiperemia ao exercicio ou ha uma
redundancia no mecanismo vasodilatador, pois o NO nao tem um papel
obrigatorio na hiperemia do exercicio se outros mecanismos sao funcionais. A
determinacgdo destas duas possibilidades sera dificil, mas pode ser possivel
com a inibigdo de outro mecanismo dilatador metabdélico principal, incluindo
adenosina, prostaciciina e canais de K'ATP (KINGWELL, 2000).

Tem-se evidenciado que o NO & um importante regulador-hemodinamico
e metabdlico durante a atividade fisica (BALON e NADLER, 1994).
Recentemente mostrou-se que, durante exercicio fisico exaustivo a
concentragdo de NO aumentou no sangue e na saliva, podendo o NO salivar
ser utilizado tanto na avaliagao da carga fisica, quanto no efeito protetor contra
o estresse de um adaptogen (PANOSSIAN et al.,1999). Em outro trabalho,
mostrou-se que num exercicio de 45min até a exaustido houve aumento da
atividade da NOS endotelial e da neuronal em ratos (ROBERTS et al., 1999).

O tratamento do musculo com fornecimento de NO pode inibir a
atividade da actomiosina ATPase e reduzindo a forga do musculo esquelético
(PERKINS et al., 1997), mas & dificil imaginar como as concentragdes de NO
ou s-nitrosotiol (SNO) podem ativar esse efeito (STAMLER e MEISSNER,
2001). Sabe-se que a atividade da NOS tem sido mostrada inibir a respiragao
mitocondrial no musculo esquelético, pois 0 NO pode influenciar na respiragao
celular ou na homeostasia do calcio. Isto pode ocorrer sob condigoes
fisiologicas normais, ou entdo, em células expostas a forga nitroativa (KING et
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). Sabe-se que os doadores de NO aumentam a

al., 1994; KOBZIK et al., 1995
esquelético (ABRAHAM et al., 1998; KOBZIK et

sintese de cGMP no musculo
al.,1994). Em um experimento com camundongos mostrou-se que suas fibras
(mdx), tiveram c¢GMP aumentado bem abaixo das fibras controle

mais rapidas
ficiéncia de nNOS nas mdx

com estimulagao elétrica, possivelmente dada a de

(LAU et al., 1998).

Num experimento em cavalos que observou 2 relagdo entre lactato e

NO, mostrou que uma inibicao nao especifica das isoformas de NOS durante o

aumentou 2 concentragdo de lactato
(MILLS et al., 1999). Assim, potencialmente o NO

o exercicio, via muitiplos mecanismos

exercicio, plasmatico, no entanto o

mecanismo continua incerto

afeta o controle metabdlico durante

lar do musculo esquelético do estoque de

incluindo a preservagao intracelu
glicose, inibigao da glicolise, da respiragao

energia pela captagdo de
tina (KlNGWELL, 2000). No entanto, a

mitocondrial e da quebra da fosfocrea

inibigao da NOS, nao mostrou afetar a captagao de oxigénio durante o

exercicio (BRADLEY et al., 1999).

Nas glandulas salivares a estimulagdo simpatica (via noraepinefrina)

roteinas enquanto que a parassimpatica (via

leva a alta secre¢do de P
dos (SCHNEYER, 1976; DENNISS e

acetilcolina) leva a produgao de flui
YOUNG, 1978). A via da L-arg/NO desenvolve um papel modulador no controle

fluido salivar como na secrecao da amilase (LOHINAL et

colinérgico tanto do
nos, da NOS sugere que o

al., 1999). A jocaliza

NO pode participar na regulagao tanto do

as salivares. Sabe-se que O
pos estimulagao do nervo autonomo

cao neural, em ratos e em sui
fluxo sangiineo quanto da secre¢ao

das glandul NO controla o “tdnus vascular’ nas

s salivares em repouso € @

glandula
ncentragao de alfa-amilase € considerada o

(LOHINAl et al., 1999). Uma alta c0
melhor indicador da secregao salivar evocada pela atividade adrenérgica

(ANDERSON et al., 1984).
A saliva que € excretada em resposta a estimulagao adrenérgica,

m um alto contetdo organico, incluindo elevados niveis de alfa-

geralmente te
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amilase, comparada com a saliva excretada pela estimulagdo colinérgica
(CHICHARRO et al, 1998). O efeito modulatério da secrecdo de fluido e
amilase salivar pode envolver a supressdo da atividade simpatica, pois a
vasoconstricgdo periférica inibida pelo NO & um importante elemento controle
da vasodilatagdo in vivo (ZANZINGER; CZACHUSRSKI; SELLER, 1994). Uma
alta concentragdo de a-amilase é considerada o melhor indicador da secregao
salivar evocada pela atividade adrenérgica (ANDERSON et al., 1984). Ela pode
ser um mais direto e um mais simples, ponto final da atividade de
catecolaminas do que mudangas do no batimento cardiaco (CHATTERTON et
al.,1996).

Segundo CLARK et al., (1998) ha dois tipos de vasoconstricgao a do tipo
“A” e do “B”. O tipo A e B aumentam a pressao de perfusdo, para assim chegar
mais sangue nos vasos, mas somente o tipo A causa um aumento adicional da
entrega do sangue (NEWMAN et al., 1996). Este tipo A € chamado assim, pois
concomitante com sua atividade vasoconstrictora, aumenta uma variedade de
trocas metabolicas, incluindo produgdo de oxigénio, efluxo de lactato, de
glicerol, de urato e de uracil, tal como produgao de glicose insulina-mediada.
Ela inicia-se quando o Ca** ndo se encontra na perfusdo média ou quando o
O, é substituido por N,. Em adigdo, os vasodilatadores que liberam o NO,
bloqueiam os canais de Ca™ ou levam a produgdo do AMP ciclico na
vasculatura do musculo liso, o qual bloqueia tanto a atividade vasoconstrictora
como a metabdlica. Assim ela se caracteriza por uma proporcionalidade entre
vasoconstriccdo e aumento do metabolismo. O tipo B difere do tipo A, dado
que pode iniciar com baixas quantidades de Ca*™ ou quando o O, é substituido
por Ny durante pgrfusdo dos membros, n&o é totalmente bloqueado por adicao
de vasodilatadores e reduz uma variedade de trocas metabolicas. No entanto,
os dois tipos de vasoconstriccdo aumentam a perfusdo no musculo em
repouso (CLARK et al., 1998).

Embora o NO seja amplamente estudado em todos seus aspectos, em
especial suas relagao com o exercicio, nao se havia estudado ainda nenhuma

relacdo entre a concentragao de NO salivar comparando com limiar anaerdbico
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(AT ou PAT) e atividade da amilase salivar. Assim o objetivo deste trabalho &
avaliar a variagdo da concentracdo de Oxido nitrico salivar, durante exercicio
com incremento de carga em cicloergdmetro, e comparar a concentracao de
lactato sangiiineo, proteina total salivar e atividade da amilase salivar com a

concentragdo de NO salivar.

3.3 METopo

Previamente o projeto foi enviado e aprovado pelo conselho de ética da

Universidade Federal de Uberiandia.

3.3.1 VOLUNTARIOS

Apos carta informativa a varias pessoas, selecionou-se 11 homens
saudaveis nao fumantes (idade em anos: 23,5, +/-5,14; altura em metros:1,78,
+/-0,083; peso em kg:72,4, +/-4,62), os quais assinaram um termo de
consentimento conforme determina o Conselho Nacional de Satde do Brasil,
resolugdo 2/01. Pediu-se aos voluntarios {(quatro ciclistas, trés jogadores de
basquete e quatro praticantes de atividade fisica ndo especifica) que nao
fizessem esforgo pesado ou moderado, no dia anterior ao mesmo, que sua
Gltima refeicdo fosse pelo menos duas horas antes do teste, que ingerissem
bastante agua no dia do teste e no dia anterior, que n&o ingerissem qualquer

substancia estimulante (café, guarana...), ou contendo corantes e que a

higiene bucal fosse feita corretamente.

3.3.2 TESTE CICLO ERGOMETRICO

Todos os testes no ciclo ergdbmetro (Ergofit 167, German) foram
realizados entre 15:30 e 17:30 horas, com a temperatura da sala sendo
mantida em 25°C. Todos os voluntarios ingeriram +/- 400mL agua, 30 minutos
antes do teste e realizaram o teste com os pés fixados no pedal através de
sapatilhas proprias ou amarrados. Previamente os voluntarios realizaram
alongamento e um breve aquecimento de dois minutos (sem carga na
bicicleta). Sua frequiéncia cardiaca foi mensurada com um frequencimetro com
interface (Polar, $610). O teste iniciou com 50 Watts (W), aumentando de 50
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em S0W até 200W, em seguida aumentando de 25 em 25W até a exaustao,
com duragdo de 3min por estagio, sendo a freqliéncia de rotagdo, no

cicloergémetro, sendo realizada estritamente entre 58 e 62 pm.

3.3.3 COLETA DA SALIVA

A saliva estimulada, por goma de mascar (trident-menta), foi coletada
pelo meétodo de cuspe segundo Navazesh, (1993). Dez minutos antes do teste
fisico, coletou-se saliva estimulada durante os primeiros cinco (05) minutos
(saliva basal), onde a saliva dos dois (02) primeiros minutos foi rejeitada e a
dos {rés (03) restantes era coletada numa proveta graduada. Logo antes desta
coleta o voluntario enxaguou a boca vérias vezes com agua desionisada, para
limpeza de debris celulares e outros. Avisava-se o voluntario 30 segundos
antes de cada mudanga de estdgio, para que engolisse a saliva e comecasse a
mastigar o chiclete. Comegava-se a coleta da saliva 10 segundos antes de
terminar o estdgio. A saliva era colocada em mini-tubos pré-resfriados (4°C)
durante um tempb‘ maximo de trés horas, centrifugada a 14.000g descartado-
se o pélet e congelado o sobrenadante & -20°C. A proteina total foi mensurada
(saliva pura) pelo método de Bradford, M.M.(1976) sem HCI, com as amostras
sendo lidas entre 10'20” e 10°30", apds se colocar o reagente de Bradford. A
concentragdo de NO salivar (saliva pura) foi determinada conforme método de
Griess (Granger, et al., 1995). E a atividade da amilase salivar (saliva 200x
diluida) foi realizada por dosagem por cloronitrofenol (kit Cat. 225 da analisa).
A sigla PRO significa proteina total saliva sozinha. A definicdo de limiar

anaerobico de proteina total salivar (PAT) esta de acordo com a definigio do

Capitulo 2 desta dissertagao.

3.3.4 COLETA DO SANGUE

O sangue (25uL) foi’coletado com capilares heparinizados e colocados

em mini-tubos com 50uL de fluoreto de sédio e armazenados no gelo por no
maximo 3 horas e congelado a ~20°C. O lactato sangiineo foi analisado por
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método eletro-enzimatico (lactimetro YS! 1500 Sport da Yellow Springs). As

sigla LSG significa lactato sangliineo sozinho. A definicao de limiar anaerobico
base foi a de Wasserman, (1986).

3.3.5 ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos o teste de “” para amostras dependentes, para identificar

diferengas entre as médias de porcentagem da atividade da amilase dos

voluntarios antes durante & pos-exercicio.
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3.4 RESULTADOS

Apos a realizagao do teste maximo em cicloergémetro, e analisou-se 3

Concentragdo de lactato sangiiineo, a concentracdo de proteina total, a
atividade da amilase e concentragdio de NO salivar. Determinamos
graficamente os pontos de limiar anaerdbicos, tanto o do lactato (AT) como o
da proteina total salivar (PAT), dos onze individuos. Realizamos gas
Comparagdes gréaficas das curvas de lactato e de proteina com a variagao de

NO durante o exercicio. Além destas, realizamos também comparagles entre o

NO com a atividade da amilase salivar.
Pode-se notar dois padrées de variagdo de NO durante a atividage
fisica. O primeiro (Fig. 17 e 19) com 7 voluntarios, a concentragdo de NO do
estagio de limiar anaerobico (AT ou PAT) para o estagio seguinte, tem uma
queda (geralmente brusca) e um aumento ndo linear até o pentitimo estagio,
voltando a cair no ditimo. A concentragdo de NO até 30 minutos pos-teste,
geraimente, aumenta acima da concentragao basal (Tab. 15). No segundo (Fig.
16 e 18) com 4 voluntarios: a concentragdo de NO do estagio de limiar
anaerobico (AT ou PAT) para o estagio seguinte, tem uma queda brusca e caj
até o ultimo estagio. A concentragdo de NO até 30 minutos pos-teste,

geralmente, também aumenta acima da concentragao basal (Tab. 15).

E interessante notar que os dois padrdes (Fig. 16, 17, 18, 19) tiveram
trés pontos em comum: (1°) mudanga brusca na concentragdo de NO
aumentando ou diminuindo, justamente no ponto de limiar (AT ou PAT), (2°) no
ultimo estagio a concentragdo de NO € menor que no anterior (Tab. 15), (39

até 30 minutos apos o término do exercicio a concentragdo de NO, volta a
subir, ficando acima dos niveis de pré-exercicio (Tab. 15).

Em relagéo a estes padroes, observou-se que num dos voluntarios do 2°¢
padrio teve o caimento ndo no ponto de limiar, e sim no estagio seguinte. Em
trés voluntarios ndo foi possivel quantificar o NO no dltimo estagio por
insuficiéncia de amostras de saliva. Dois voluntarios néo tiveram um aumento
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da concentragdo de NO apés 30 minutos de teste em relagdo a sua

Concentragao basal (Tab. 15).

A atividade da amilase, geralmente, seguiu um certo padro (Fig. 20 e
21). A atividade da amilase no repouso (basal), geralmente, é menor que nos
estagio durante o exercicio. Com o inicio do exercicio pode haver um aumento
Consideravel (Fig. 20) ou nao (figura 21). Ao chegar no estagio de limiar nota-
S um aumento abrupto. A atividade da amilase no estagio de limiar,
geralmente é um pouco maior que o do basal, elevando-se consideravelmente

até o dltimo estagio do exercicio (Fig. 20 e 21).
Por falta de amostra do uitimo estagio, ndo foi possivel mostrar as
Porcentagens (relativo ao NO) dos voluntarios 1, 2 e 4 (Tab. 16). Todos os

voluntarios tiveram, percentualmente, a atividade da amilase do estagio de
limiar e do Gitimo estagio maiores que a basal. Com excegéo do voluntario 9

que teve suas médias de porcentagem abaixo da basal em relagéo ao restante.
As trés meédias de porcentagens foram diferentes entre elas para p<0,01.

E interessante notarmos que no Gifimo estagio de exercicio, enquanto o
NO tem uma queda, a atividade da amilase chega ao seu maximo. Na
recuperacgo acontece o contrario 0 NO sobe e a atividade da amilase cai.

Um dado importante que a ser mencionado, e a dificuldade de coletar a
saliva no ultimo estagio, dado tanto ao aumento visivel da viscosidade da

saliva como pela falta de saliva, propriamente dita.
As tabelas de 17-21 mostram dados pessoais (peso, altura, idade e
tempo de exercicio) e valores individuais, durante o teste, da concentragdo de

lactato sangiiineo em mmol/L de proteina total saliva em mg/mL e de oxido

nitrico em umol/L e a atividade da amilase salivar em U/L.

,x
|
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Tabela - 15

COMPARAGOES DOS DOIS PADROES DE RESPOSTA DE NO
SALIVAR DURANTE O EXERCICIO EM CICLOERGOMETRO COM
CARGAS CRESCENTES.

Voluntarios % de T oud da[NO], % dequedada[NOjdo % de T oul da[NO] 30min
entre o estagio de limiar peniltimo estagio, em  pés-teste em relagéo & [NO]
com o préximo relagéo ao Gltimo basal.

Padrio de variagdo “1” [NO]

L 6,032 915
2 33,691 225
3 23,443 -3,947 20
4 118,19 10
5 15,622 14,737 24,5
6 45,098 -36,616 61,5
7 16,25 43,7 101
Média 36,904 - 24,750) 70,500
padrio de variagdo “2” [NO]
8 -11,054 -5,397 161
9* 13,491 -13 159
10 +7,44* -12,82 132
11 31,142 -41,713 -38
L Média - 18,562 - 18,233 103,5

Teve a queda no estagio seguinte ao do limiar, com @ porcentagem iguat & -11,504.
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Tabela - 16
ATIVIDADE DA AMILASE SALIVAR DURANTE O TESTE
Voluntarios % da atividade da % da atvidade % T ou 4 da % T ou | da
amilase no da amilase no atividade da atividade da
estagio de limiar dltimo  estagio  amilase 30min amilase do Gltimo
em relaggo ao em relagdo ao  pos-teste em estagio em
basal. basal. relagdo ao basal. relagdo aos 30min
pés-teste.

1 129,6313 591,7266 -21,31294964 86,702

2 108,9112 27,5489 -29,89846619 74,185

3 133,3183 453,9119 2,045143885 77,320

4 134,6455 431,8599 17,06422018 -72,893

5 166,5296 37,44860943

6 142,5759 514,8893 -42,57588187 -88,847

7 156,0284 238,1987 -30,22191718 -70,706

Média 138,8058 417,0225 -10,91890176 74,988

H; Padrao de variagdo “2” [NO]

8 220,2459 746,8306 51,7479831 79,681

9 74,64229 62,55962 -49,20508744 -18,806

10 178,8996 282,2339 241,1479302 20,874

11 104,951 144,8355
Média 144,6847 309,1149 72,50434869 -13,915
Média Total 140,9435 373,8595 17,71395845 -60,91843




Tabela - 17
VALORES INDIVIDUAIS
VOLUNTARIOS PESO ALTURA IDADE  TEMPO
TOTAL
RRC 75 1,75 29 27'40"
MAP 70,5 1,7 30 27'35"
LGD 70 1,75 23 24'15"
VPM 68,5 1,79 30 31'08"
LSB 82 1,88 20 22'03"
ACS 68,3 1,71 21 16'20"
wsJ 73,5 1,8 19 14'10"
WBO 73,5 1,8 19 13'30"
TVG 80,3 1,99 18 21"
RBM 68 176 19 16'15"
SRM 67,5 1,76 22 18'

95
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Tabela - 18
VALORES INDIVIDUAIS DA CONCENTRA(}AO DE
L ACTATO SANGUINEO EM mmol/L.

\E’gy T00 To{ Toz T03 Toa Tos T06 TO7 TO8 709 T10 TR7 TR30
RRC 162 1,8 129 159 273 342 585 549 15,66 13,68 6,48
MAP 2025 147 141 15 171 1.68 045 351 669 894 927 474
LGD 054 066 1,11 1,29 144 324 576 9,36 72 384
VPM 069 084 081 087 114 1.38 213 24 408 408 1116 10,56 5,28
LSB 180 171 168 252 3 4% 678 11,04 11,49 4,02
ACS 096 1,32 1,83 384 7.2 13,56 14,37 9,87
WSJ 102 141 19 3 63 9,48 9 5,01
WBO 084 1,08 177 315 582 738 942 495
TVG 066 066 051 15 249 399 6 81 87 459
RBM 075 123 246 4,32 651 1017 11,64 13,74 6,42
SRM o087 084 162 291 54 8% 13,65 12,27 561
————TEC

L
embrando que cada estagio tem um
iniciais de c2@

A
s letras da 1* coluna significam as

a duragéo de 3 min

da voluntéario.




Tabela - 19

A CONCENTRAGAO DE
LIVAR EM mg/mL.

6 To7 T08 T09 T10 TR7 TR3O

VALORES INDIVIDUAIS D
PROTEINA TOTAL SA

v

ol/Est. Too Toi To2 T03 T04 TOS T
0,526 0,702 0,843 1,112
0,864 1,087 1,21 1,587

1,353 1,488 1,536 0,539

RRC 0467 0572 0488
0,819 0,43

MAP 041 4014 0434 0448 0,588 0,63

0,392 0,494 0,671 1,061 0,389 0,435

LGD 0215 0636 05 0502 0,383

VPM 0,628 1,426 1,412 1,192 1,151 1,006 1,107 1262 1,609 1,782 2,14 1,276 0,53

LsB 0,424 0,629 0,674 0,527 0,652 0,766 102 1621 0,838 0,289

ACS 1133 1,278 144 2,065 2.3 2,693 2456 1,692

WSJ 0377 0371 0414 0363 0868 1,198 0,724 0,541

WBO 043 0551 0453 046 0,851 1,581 0,39 0,516

VG 0,487 0,919 07 0,637 0,653 0,688 0,777 0,994 0,717 1,171 R

RBM 0588 1207 076 0622 0818 0,009 0,866 0,709 B

SRM 0,381 0436 0407 0463 0,452 0,647 0,039 0,204 0,198
1;%;‘3:;.:;::233;:12;2"::;?;:,:;:?“- .

P'S': e
Lembl:algga T significa teste e as numeragoes 4
0 que cada estagio tem uma durago de 3 minutos. A0

s de cada voluntérlo.

As letra:
s da 1° coluna significam as iniciai




Tabela - 20
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VALORES INDIVIDUAIS DA ATIVIDADE DA AMILASE SALIVAR

EM U/L.

To0 TO1 TO2 TO3 To4 TO5 TO06 To7 To08 T09 T10 TR7 TR30
RRC 1311 7788 837 1302 20 2046 2659 33,54 31,23 3588 9,16
MAP 445 395 35 333 481 577 781 10,74 17,56 26,32 616 349
LGD 260 820 524 58 445 573 751 679 19,44 445 3,95
VPM 1250 12,52 1568 1773 1334 2138 1312 039 2208 1565 7,88 23,06 639
LSB 926 1143 1601 1410 1008 1522 19,14 25,14 12,88 6,49
ACS 969 2063 17,33 2023 39,87 21,88 27,35 42,77 33,05
WSJ 445 511 593 11,10 481 202 8,76 4,58
WBO 6 985 7,51 807 1196 259 409 7,02
TVG 866 1634 12,09 1153 9,09 947 11,99 12,55 6,85
RBM 827 2366 1539 1400 1377 1624 16,24 11,37
SRM 488 521 6 646 695 834 25,11 336 2,80
P.S.: A letra “T” significa teste e as numeragdes so os estagios do teste. Ex.: T06 significa o 6° estagio de teste. Lembrando que

os. A letra “R” significa recuperagao pés-exorcicio.

c .
ada estagio tem uma durag

A
S lotras da 1* cofuna signifi

10 do 3 minut
cam as iniciais de cada voluntario.




Tabela - 24

99

NiTRICO SALIVAR EM pM.

VALORES INDIVIDUAIS DA CONCENTRACAO DE 6XIDO

ToOO 7101 TO2 TO3 7T04 TO5 TO6 TO7 TO8

RRC 69,96 131,60 92,18 141,22 116,16 122,63 142,58

MAP 35,35 148,74 105,01 93,20 138,28 126,06 133,67 198,17

LGD 46,26 138,92 138,78 7552 87,31 9069 8067 7782 73,62
VPM 63,71 24145 220,57 26562 252,92 238,04 227,94 200,36 173,33

LsB 17,98 37,64 59,21 66,99 5511 7368 151,22

ACs 151,03 347,39 397,16 426,72 377,63 329,22

Wsy 56,82 4829 44,50 54,93 52,76

WBO 49,38 66,31 84,87 67,06 189,95

7
VG 41,18 93,53 78,47 103,97 9624 6627 66,00 384

RBM 6546 67,22 54,34 3820 44,16 4878 4159

SRM 26,10 47,16 52,43 3906 57,02 114,66 72,67

T09 TR7

169,79 91,70
80,26
154,36
39,14
278,36
16,86
39,565
65,05
45,66

51,75

TR30

138,65 96,52 286,72 142,17

68,08

119,96

230,40

58,52

351,86

44,90

54,34

25,45

81,46

42,03

A

. &0 os
P.S.: Aletra 1" significa tgpte e as numeragbes s >
Que cada estagio tem uma duragéo de 3 minutos. A lot

io.
As lotras da 1% coluna significam as iniciais de cada voluntéri

“R” significa recuperagio pés-exercicio.

esiégios do teste. Ex.: T06 significa o 6° estagio de teste. Lembrando



Figura. 16. Comportamento do NO (Padréo 2) no limiar anaerébico (PAT).
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PRO:
Rd% concentracso de proteina total salivar em mg/mL; NO: concentragéo de nitrito e nitrato salivar em pumol/L;
Mos observar o PAT deste voluntario em 225W, no qual hd uma queda da concentragéo de NO

Po
Figura - 17. Comportamento do NO (Padrao 1) no limiar anaerébico (PAT).
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PRO: concentragdo de proteina total salivar em mg/mL; NO: concentragdo de nitrito e nitrato salivar em
HMOl/L: Podemos observar o PAT deste voluntario em 150W, no qual hé uma queda da concentragéo de NO
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Figura ~ 19, Comportamento do NO (Padrao 1) no limiar anaerébico (AT).
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concentraggo de nitrito e nitrato salivar em umol/L;

LSG: concentragéo de lactato sangiiineo em mmoL/L; NO:
uma queda da concentragédo de NO

‘'odemos observar o AT deste voluntario em 150W, no qual ha
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Fi . i .
gura - 20- Comparagio do NO e da amilase no ltimo estagio (Padrio 2).
VOLUNTARIO "LGD"
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AMI: ativigade da amilase salivar em U/di (Ul); NO: concentragéo de nitrito e nitrato salivar em umol/L; Podemos observar no
0 estégio, a concentragdo de NO sofrendo uma queda enquanto que a atividade da amilase chega ao seu pico maximo.

Figura - 21, Comparagdo do NO e da amilase no ultimo estagio (Padréo 1).

VOLUNTARIO "WSJ"
22 60
20 f
18 o 50
16 |
S5 1} 0
T ]
» 12} £
b i
S 10 430 9_
£ =
< st
6F 120
4
J -o- AMI (L)
2 A L A ' A A A A 10 —E NO (R)
0 50 100 150 200 225 TR7 TR30
watts
alivar em pmol/L; Podemos observar no

AMI: ativig i - - NO: 4o de nitrito e nitrato s
il ade da amilase salivar em U/dl (Ul); NO: concentragdo de nitrito e liv L .
Mo estagio, a concentracdo de NO sofrendo uma queda brusca enquanto que a atividade da amilase chega ao seu pico

Maximo.
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3.5 DiscussAO

- A concentragao de NO san
isico intenso, e esta concentragdo P
se ha alguma relag
AT) e limiar anaerobico de

gtiineo & aumentada durante um exercicio

ode ser refletida na saliva. Nossa

50 entre @ concentragao de

proposta de estudo € observar
0obico
)e atividade da @

de lactato (

NO :
salivar com limiar anaer
milase salivar.

proteinas totais salivares (PAT
e responsével pela modulagdo do fluxo

ulador hemodinamico €
ER, 1994). Além disso,
bicao simpatica da
(ZANZINGER;
contramos

nal € endotelia|)
do importante reg

(BALON e NADL
ar, via ini

O NO (neuro

sangiineo (KINGWELL, 2000)
te a atividade fisica
o e amilase saliv
gléndulas

s experimentos en
pico (PAT ou AT) e

metabolico duran

pode modular a secregao de fluid
nas
CZACHUSRSKI; SELLER 1994). EM nosso
00 estagio de limiar anaero

com a concentragao de

galivares

va i
soconstricgao periférica

al

guns resultados relacionand

ativi ) i
idade da amilase no gitim

NO sali
salivar dos estagios corres

ho observamos um gqumento da concentra¢ao de NO

Em nosso trabal
rescente em cicloerg()metro (Fig- 16, 17, 18, 19, 20, 21),
sua concentragéo. Na literatura,
gumentou na atividade NOS
1999), a qual esta refletida
nto no sangue

salivar durante testé ©
dangas chaves
ostrou-S€
ERTS et al.,
NO aqumenta ta

1.,1999).

evidenciando-se Mu em
du .
rante exercicio exaustivo, M
| de ratos (ROB

concentraan
(PANOSSIAN €12

um

endotelial e neurond

também em humanos: pois @

rante exercicio intenso
ye ha dois padrd

drao

es de resposta da variagao
“4" (Fig. 17 e 19), € que ©

celular, fazendo com que

quanto na saliva du

Nesse trabalh0 sugerimos q
da concentragdo de NO- A hipo
NO esteja associado com a

0 de jactato

haja um aumento d2 conce

(ROWELL e SHEPHERD: 1996; McARDLE et al., 199

itocondrial no musculo esquelético (KING et al.
stasia do calcio

NOS pode inibir @ respiragdo ™
o pode influe

1994: KOBZIK et al., 1999 0
(STAMLER e MEISSNER. 2001)-
Em relagao a hip(')tese pard padréo wom (Fig- 16e 18). mostrou-se em
< esp ciﬁcamente 45 isoformas de NOS durante 0

avalos, que inibindo-s€ ndo
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e lactato plasmético (MILLS et al.

mostrou afetar 2 captagdo de
RADLEY et al., 1999). Assim

estao em concordéncia.

da concentragéo d

199 . .
9). Alem disso, a inibiga0 da NOS nao

oxigénio durante O exercicio €
dados da literatura em relagéo 2°

A primeira caracteristica chave na analise dos resultados € O

queda (4 voluntarios) acentuados, da concentragao de NO

sbico (PAT elou AT). Sabe-se que 0 limiar

olaminas plasmaticas,

exercicio hé
xercicio, ha um aumento

m humanos (B

NOe jactato nao
aumento

(7 voluntarios) ou

(Ta .
b. 15), no estagio de fimia" anaero

cionado com
_ Sabe-se que o NO

AZZEO © MAR

pelo qumento da sua concentragéo endotelial,
de cnsalhamento (SEGAL 1994)

muscular (KINGWELL 2000),

1981, VANHOUTTE e

para estd analise no

anaerdbico esta correla
(GREEN et al., 1983; M
m

odula a calibragao dos vasos

send
0 que sua liberagdo S€ da
e acetllcohna na

renérgico (VAN

ou pela for¢d
jungao neuro
NHOUTTE et al.,

portante

ou pela liberagéo d
que inibe o sistema ad

Mi
LLER, 1989). A segul
de NO, em relagdo ao

.15), a atividade da

ab. 16)- Em refacao a isso, foi

ase € considera
a atividade adrenérgica
saria

estagio anterior, sofreu UMa a
amilase salivar aican '

-aﬁlmado que uma alta 30 de & -amﬂ da o melner
indicador da secresa®
(ANDERSON et al., 1984) A

para haver um aume

MAN et al., 1996). Sugerimos assim
aminas durante O
cessidade de uma maior
robico € também d

ecessndade em
aumento acentuado na

que :
este posswel au
ue no final do

ar pea

e
xercicio pode S€ d
realizar

va :
soconstricgao apos © estagi
yma nova

ex o
ercicio o organism®
a isso pr a um p055|

Vv .
asoconstricgao € Pa
faminas

Co <
ncentragao de cateco
nal do

acteristica
46 O exerclcio, nove dos on
5) (Tab 15), enquanto que

s apos
suas concentragoes d° acima
m relagao ao Itlmo estagio (P< 0,05) (Tab.
erimos

e teve U
mbasamen

S

A terceira car
ze individuos tiveram

ex s - . .
ercicio. Trinta minuto

4 ativ:
atividade da amilas teristic
qracteristica, sug

16). Tendo em vista ©
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ciproca entre NO © sistema adrenérgico

que h3a .
4 uma possivel regulagdo e
eceoNOse contrapdem.

pois na mai
maior parte do exercicio @ amilas

houve diﬁculd tengao da saliva pelos

ade com 2 ob
uficiente para dosagem de NO), e

iscosidade. Sabe-se que 2

a secregao de proteinas

ina) leva @ alt
lina) leva @ produgao de fluidos

. DENNISS. € YOUNG,

No ultimo estagio,

volu
ntarios (em trés deles ndo

observ
ou-se um acentuado aum

esti o
imulacao simpatica (via
enqua

nto que a parassimpatica (via acetilc

este & .
é derivado da rede yascuiar (sC

1 .
978: BAUM, 1993). E M

sanguinea aumenta durante
m aqueles
pormOS uma

seja um bi

Estes fatos, junto €0

se
vem de base para PO
requeo NO

om arcador da exaustao fisica e um

sanaui ]
guinea e saliva

dos
responsaveis por ela.
e O possivel aumento da

gerem qu
exercicio pode € dar pela

inas durante
que pode haver uma

r uma maiof vasoconstn cgao ©
ma adrenérgico © que NO seja
r ela Contudo,

onsaveis PO

c
oncentragao d
necessi

cessidade de have
pos

sivel regulagao recip

um bi

biomarcador da exau

Su

gerimos que © NO desempen e um paP
endo sel um

individuo po
porf ela.

foca entre NO e siste
stao fisiC dos 1esP

a
erdbica maxima do
ponsave|s

fisi
sica e um dos rés
dequad

p0|s w n o~
o “n” pode nao sera
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¢ ANExos

4.1 .
ANEXO- | - ANALISE DE PROTEINA
(BRADFORD, 1976)

PR .
EPARACAO DO REAGENTE DE BRADFORD:

1.
100 mg de Comassie Blue G;
2. 50 mL de Etanol 95%; pensad
3. 100 mL de Acido Orto-fosférico; Cairagao: Dispencar 5 sezes o o
) ! Calibragio: Dispensar 5 vezes o volume de 3mL
ompletar para 1000 L com Ha0 desionisada. em uma proveta graduada e analisar.

A q -
NALISE DE PROTEINA:
Substancias:
B . .
SA desionisada (Soro Albumina Bovina);
H20 (de acordo com a curva);
Reagente de Bradford;

AW

Amostra alvo.
Material:
; tcaixa de isopor com gelo;
i l.’bos de 6mL (de acordo com o n° de amostras)
Pipetas de 10 uL e 100 pL;
4 suporte para tubos;
:' dispensador;
7 Obs.: a quantidade de tubos de 6mL dependerd
8
8

do nimero de amostras de saliva, deve-se

Pisseta com égua;
considerar 0 nimero em duplicata.

CUbeta;
Papet higignico;
Espectrofotometro (ligar 15min antes);
10. Cubeta;
1. Papel Higiénico;

Procedimentos
Ligar o espectrofotometro 15 minutos antes do inicio da anélise;

Identificar os tubos de 6 mL;
ratura ambiente;

(ver tabela abaixo); obs: ndo adicionar o reagente ainda;

Descongelar a saliva em tempe
Preparar a curva padréo de BSA em duplicata
Colocar 30 plL. de saliva nos tubos correspondentes;

Preparo da curva padréo para dosagem de saiiva;
ficados,

6.1. coloque a &gua nos tubos previamente identi
entes.

ubos correspondentes.

A

6.2. coloque o BSA nos tubos correspond
Colocar 30 pL de saliva, em duplicata, nos t




Tabela ~ 22
PREPARAGCAO DA CURVA PADRAO DE BRADFORD
Pontos da  H,O (pL) BSA- Reagente de 10" Ler
curva 1mg/mL Bradford {mL} R
(uL) A 535nm
1]
P1 90 10 M
P2 80 20 '
N
P3 70 30 U
P4 60 40 T
P5 50 50 iy
S
P6 40 60

8. Colocar o reagente de Bradford, comegan
amostras: e suas duplicatas com um intervalo de 50 segundos entre

cada tubo.

112

do pelo controle; P1, P2, P3, P4, P5, PB, sucessivamente nas

Tabela ~ 23
TABELA DE TEMPO DA COLOCAGAO DO REAGENTE DE BRADFORD
B P1 P2 P3 P5 P§ A1 A2 A3
P1D P2D P3D P5D P6D A1D A2D A3D
0 00’ 140" 320" 640" 820"  1000" 1140”1320
50" 230" 4107 7307 910" 1050"  12330"  1410”

8. Ler no espectrofotdmetro a
terlo de ser lidas com 0 mesl

595nm de 9'-11'(maior ativid
mo intervalo de tempo da co

ade do reagente). Porém, ao ler a primeira, as outras
locagao das amostras (50” segundos).

Tabela — 24
TABELA DE TEMPO DA LEITURA DA AMOSTRA
B P1 p2 P3 ! P5 P6 At A2 A3
pip P20 P3D psp  PeéD  AID  A2D  A3D
- 10207 12007 13407 700" 1840" 20207 22000"  2340"
11107 12507 14307 17sor 19307 2110"  22%50"  24'30”
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2 ANEXO- [I - ANALIS

[<e]

N AW

£ DO OXIDO NIiTRICO NA SALIVA

ANALI

Material:
tubo de 6 mL;
1 placa de ELISA;
Pipeta de 100 uL;
suporte para tubos de 6 mL;
Caixa de isopor com gelo;
espectrofotometro (deve ser ligado 15 minutos antes);
ponteiras para pipeta;
descarte para ponteiras da pipeta;
agulha descartavel.
Substancias:
15 mL de agua destilada ou desionisada;
N-naftil-etileno-dinidroxicloreto (NEED) 8 0,1%;
100 pL (0,10 mL) de saliva;
acido fosférico a 2,5%;
Sulfanilamida a 1%;
0,069 g nitrito de s6dio (NaNO2);

10 mL 4gua destilada ou desionisada.

Preparagao de solugdo-estoque:

Materiais:
a. 2 provetas de 250U 50 ml;
b. balanga;
c. espdtula;
d. 2 vidros vazios.
e. 2 Pratinhos de plastico-

Substancias:
a. Sulfanilamida P.-M-. 172,21(Sigma) CeHpN2025
NEED) pP.M.= 259,2 (Sigma)

b. N-(1-Naphthyl) ethyl-ene Diamine. {
c. Acido Fosforico a 2,5%.

Procedimento de calculo:
om sulfidrilamina a 1%

c. Fosfoérico @ 2,6%C

A- Para preparar 20mide a
19 (Sulﬁdrilamina) . 100mL
X 20mL
X=0,29

SE PARA ATE 39 AMOSTRAS EM DUPLICATA

113
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B- Para preparar 20mi de acido fosférico a 2,5% com NEED 0,1%
0,1g (NEED) - 100ml
Xg 20mi - X=0,02g
C- Para preparar 1mL NaNO2 a 1M (solugao estoque)
M(g)= PM (massa atomica) . V(Litro) . M(molaridade)

M = 69 .0001L . 1M
M = 0,069 gramas(1ml de agua desionisada)
Procedimentos:

1) L
1ga . . . .
9ar o espectrofotémetro 15 minutos antes do inicio da analise;

9 b
e .
Y p Scongelar a saliva em temperatura ambiente;
re
Parar curva padrao(P1=400 yM) de nitrito a partir da solugéo estoque: NaNO; a 1 M (1.000 mmol/L);:

a) Diluigdo de 1M para 10 mmoliL

C1 X V1 = Cz XV2
10 mmol/L x 600 pL = 1000 mmol/L x V,-V,=6pL

6 pL de NaNO, + 594 L de agua desionisada mmol/L

b) Diluicao de 10mmol/L para 400 UM

C1 X V1 = CZ xV,
0,4 mmol/L x 1.000 pL = 10 mmol/L X V,

V2 =40yl
40 pl. de NaNO2 + 960 pL de 4gua desionisada (10 mmol/L)

9 p
feparacio da Placa de ELISA com as amostras

Figura . 3,

FIGURA ESQUEMATICA DE UMA PLACA DE ELISA

-4
N

O

1 2 3 4/5 6[7/8,9I10,11I
* 1O o/o /’cﬂO O O ]O |O |O |O |O
° 1O Q/o/o[OO[O]O/O[O[O]O
CO/o]o]o[OO[OjO[O{O[O[O
DO[Q]Q[o[oOOJO[O]O[O{O
EQ007000000000
o To Tolo o |0 [0 |O |0 [0 |0 |O
GC)OOOOOOOOOOO

5To 0 100 000 O O

Obg - ;
.t identifique todos os pogos utilizados na tampa da placa de ELISA.




5)
§)

8)
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Coloc 400 uM (0,4 mmol/L) nos pogos 1A e 1B da placa de ELISA
| ar 50 uL da solugio NaNO; a (©, VL) nos pogos 1A e 1 ! ’
Coloca 5 400 uM (0,4 mmol/L) nos pogos 2A e 2B da placa de ELISA
r 100 p L da solugio NaNO; a uM (0, WL) nos pogos 2 lac ISA;

a)

b)
¢) Col ;
ocar 50 L de agua desionisada nos pogos 3A a 8A e 3B a 8B da placa de ELISA;

d) Fg —_
-Zer diluicio de ordem 2 a partir dos pogos 2A e 2B até 8A e 8B, ao final descartar 50 pl. dos pogos 8A e

&) Co
' locar 50 L. de agua desionisada nos pogos 9A e 9B (Brancos);
Coloc ; .
ar 50 L de saliva até 39 amostras em duplicata, nos restantes dos pogos (excega@o 1A a 9A e 1B a 9B);

Pr
)eparar 0 reagente de GRIESS:
a C
olocar em tubo de 6 mL 50% do volume final do reagente de GRIESS de sulfanilamida a uma

C ~
b ooncentragao de 1% e 50% do volume final do reagente de GRIESS de NEED a concentragdo de 0,1%
bs.: de acordo com o ndmero de amostras calcular a quantidade deste reagente, preparando sempre

aproximadamente 400-1000pL a mais;
todos 0s pogos comegando pelos 9A e 9B (controle), 1A, 1B, 2A, 2B

Co
locar 50% do reagente de GRIESS em
). Nos pogos em que houver saliva, comegar sempre da original para

assj ;
M sucessivamente até 8A e 8B (curva

duplicata correspondente.
Lej
a a placa de ELISA imediatamente no espectrofotometro a 570nm duas vezes consecutivas.

Obs.: dé leves toques na placa para que 0S reagentes se misturem até que toda solugéo fique
thas retire-as com uma agutha descartavel.

no fundo do pogo. Caso haja bo
Digite os dados da leitura mais confidvel para o Software “Microplate”.
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4.3 ANEXO- Il - COLETA E ANALISE SANGUINEA

Material Utilizado:
1) Capilares eparinizados.
2) Lanceta (02).
3) Luvas cirurgicas.
4) Alcool
S) Algodso
6) Lactimetro
7) Eppendorfes de 1,5mL.
8) Eparina.
9) Solugsio de Fiuoreto de Sodio a 1%.
10)Oculos protetor.
11)Caixa com Gelo.

Procedimento prévios:

Calibrar os capilares.

Identificar os eppendorfs; colocar 50pL. de fluoreto de sodio a 1%; e coloca-los no

gelo.
Realizar a assepsia do local com ajcool.

Furar o lobo da orelha com lanceta descartavel.

Procedimento de coleta
Estimular o lobo da orelha. . o
le antes de comegar a coletar, para evitar contaminagao com Suor.
e

Secarbemap )
Coletar 25l de sangue e colocar no eppendort.

Congelar (-20°C) e realizar a analise.
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44 ANEXO- IV - ANALISE DA AMILASE SALIVAR POR CLORONITROFENOL

2 o0 o o

Material Utilizado: ’ Férmula de calculo:
tubos de 6mL (de acordo com o n° de amostras) Uy 02 amiase = (A ~ At} x 3953
. At = Absorbéncia do teste.
Pipeta de 1000ul. e 10uL; pkat = 0,01667 x U/DI
Definicio de Unidade: uma Unidade
infernacional é igual & quantidade de

enzima gerando 1 umol de produto por

banho-maria a 37°C:
minuto.

1.

2,

3.

4. 1 suporte para tubos de 6mL;
5.

6.

7.

1 suporte para eppendorfs (de borracha sem fundos);

1 caixa de isopor com gelo;
1 vibrador para tubo 6mL e eppendorf (Vortex);
8. espectrofotdmetro a 405nm (ligar 15 minutos antes );
1. Papel Higiénico.
12.Pisseta com agua destilada ou desionizada.
Substancias:
10mL de ggua destilada ou desionizada:
Substrato (de acordo com o n° de amostras);

T0uL de saliva por amostra;
Kit da empresa Analisa para amilase salivar por cloronitrofenol, Cat. 225,

Procedimentos: —_ -
tro 405nm e banho-maria 15 minutos antes do inicio da analise.

Ligar o espectrofotome X o:
Descongelar a saliva em temperatura ambiente & manté-la no gelo; .
ada colocando no agitador

Diluir a saliva de 200 vezes em 4gua destilada ou desioniz
ria a 37°C por mais

Por 10 segundos. _ ho-ma
Colocar 0,5mL do substrato em tubos de 6mL e deixar em panho-m

de 1 minuto. t
. 6metro.
Colocar 10uL de saliva acionando simultaneamente o cronom

Agitar a amostra por 5 segundos. a0
rimento de on .

90 segundos em um comp ‘

e e y e duplicatas, deve-se fazer a meédia e calcular a

; ancia dos testes .
Obs.: Apos a leitura da abso(r)b(f;l(;lnc1 . soguinte formula do kit Cat. 225 da analisa.

atividade da amilase na saliva de acord
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SENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

q,
5 ANEXO-V - TERMO DE CON
nal de Sadde, Resolugao 196/96)

(Consetho Nacio
,RG

Eu
_ nascido em _/_/ e domiciliado a
usuario (ou responsavel legal pelo usuario

Municipio d
R
, declaro que consinto em participar como

Vi - ,
oluntario do Projeto de pesquisa. “BIOMARCADORES SALIVARES DO EXERCICIO FiSICO PARA

DETERMlNAQAo DO LIMIAR ANAEROBICO HUMANO” sob coordenagéo do Prof. Dr. Foued Salmen
E?pmdola, com responsabilidade médica Rimmel Amador Guzman Heredia e andlise bioquimica
Miguel Armando Bortolini Junior. Declaro qué fui satisfatoriamente esclarecido que: a) 0 estudo sera
e saliva (Método de cuspe) e sangue (lobo da orelha, 25ul) para pesquisa
isador em qualquer época, pessoalmente ou

de quaisquer duvidas; ¢) estou livre para a
sem prejuizo a

realizado com amostras d

de bi .
e biomarcadores na saliva; b) posso consuiltar o pesqu

pelo telefone (OXX) 34 3218-2477, pard esclarecimento

qualquer momento dei a sem ap
as as informagbes por m das e 0S resultados indivi

mantidos em sigilo e que 05 resuitados coletivo s e revistas cientificas;

e) Este estudo sera importante na investigagao
Estou plenamente informado do projeto, conforme

o responsavel.

xar de participar da pesquis resentar justificativa €
im forneci duais obtidos ser&o
s serao divulgados em reunioe:

minha pessoa; d) tod
ares correlacionados aos

de biomarcadores saliv
a Carta de Esclarecimento,

plasmaticos; f)
previamente lida por mim e discutida com

participar do Projeto de pesquisa em questao.

Assim, consinto em
de .

de

o

-

- e
ponsavel legal Prof. Dr. Foued salmen Espindola
Coordenador

entante legal € @ outra ao Pesquisador.

Usuario/Res

destinada a0 LSUArio Ou Seu repres

ni Junior
Instituto de Genét

Obs:

- Este termo apresenta-s€ em duas vias, uma
sor: Miguel Armando Bortoli
andia,

Profes
icae Bioquimica

Universidade Federal de Uberl

Laboratério de Bioquimica € Biologia
e - Bloco 2E39A — Camp

Molecular.
Endereco: Rua Acr us Umuarama
CEP- 38400-982-Uberléndia- MG.
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4.6 ANEXO- VI - OPERAGAO DO FOTOMETRO

I- LIGAR

1- Ligar o compressor — press&o=18 kgf/cm (deixar a agulha livre — sem agua);
2- Ligar o aparelho Fc 130;

3- Abrir valvula de gas do botijdo;

Abrir valvula de gas do aparelho Fc 130;

Apertar ignicdo até acender a chama;
Regular entrada de gas na chaminé até conseguir chama azul, em piramides de

8-
altura um pouco superior ao “patamar” de referéncia.

Il - CALIBRAR
1. Material utilizado:
a. 3 Becker de 50-80mL
b. Pipeta de 1000pL e 100uL.

¢. 1 Recipiente de 10mL.

2. Substancias Utilizadas:
a. 200mL de agua destilada/desionisada (dependendo de qual foi utilizada para diluir

a amostra.)
b. Substancia padrio {dependendo da quantidade a ser feita para calibragéo)

“ZERO", com agua destilada/desionisada

3. Estabilizar 15 minutos, no ajuste do
(Dependendo qual da 4gua utilizada para diluiu a amostra; ndo deixar faltar agua).

Obs.: Cuidado: ndo encostar na agulha (sensivel, quebra facif).

Difuir o padrao com agua destilada/desionisada, 100X.

5. Calibragéo do Sédio (Na)

Posicione o filtro na posigdo Na';

a.
a agua (destilada/desionisada) e ajuste o zero até que a agutha do visor

b. Aspire
fique bem estavel,
30 e ajuste no valor 72 (utilizar botéo “sensibilidade” fina -

Aspire a solugdo padr
P P e bem estéavef;

C.
grossa) até que a agulha do visor fiqu
gua (destilada/desionisada).

d. Ajuste novamente o zero com a
e. Repetir 3 vezes o processo até estabilizarem os valores zero e 72.
ntragao do padrdo, para Na', é de 144mEq e a calibragcgo esta
e-a a leitura das amostras por 2, se a diluicdo for & mesma.

f. Dado que a conce
em 72, multiplicar-s
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Obs.: No caso do volume da i
‘ amostra ser reduzido (<10mL), cologque-a em eppend
ajuda de uma 22 pessoa, pipetando a solugdo no eppendorf, também siga os zz«sso: Zczn(;om

8. Calibrago do potassio (K*);
a) Posicione o filtro na posigao k;
b) Aspire a agua (destilada/desionisada) e ajuste o zero até que a agulha do visor

fiqgue bem estavel;
Aspire a solugio padrdo e ajuste no valor 50 (utilizar botdo “sensibilidade” fina -

grossa) até que a agulha do visor fique bem estave!;
Ajuste novamente o zero com agua (destilada/ desionisada).
Repetir 3 vezes o processo ate estabilizarem os valores zero e 50.

f) Dadq que a concentragdo do padrdo, para K’, é de 5mEq e a calibracéo estéd em
50, dividir-se-a a leitura das amostras por 10, se a diluicio for a mesma.

c)

d)

Obs.: No caso do volume da amostra ser
’ reduzido (<10mL), coloque-a em eppe
2-Fechar valvula de gas do botijéo; com aiuda . ndorf
' ajuda de uma 2* pessoa, pipetando a
3-Desligar chave liga ~ desliga do aparelho Fc 130; salugdo no eppendorf, siga as passos acima

Il - DESLIGAR

1-Fechar valvula de gés do aparelho Fc 130;

4-Desligar compressor;
5-Desligar pinos de tomada da rede:

Aparelho Fc 130 (220v)

Compressor (110v).
ATENCAO: Durante o uso NAO encoste nem olhe por cima da chaminé. Vocé pode se

queimar, olhe a chama pela janela apropriada.

IV ~ Anélise de Na* e K* na saliva, por Fotometria de Chama.

1. Material utilizado:
a. Tubos eppendorfs (de acordo com o ndmero de amostra).

b. 1 Pipeta 1000pL.
c. Recipientes de 10mL(de acordo com o ntmero de amostra).

d. 1 becker de 200-1000mL

2. Substancias Utilizadas
a) Amostra de saliva dilufda 100X para Na' e 200X K.

b) Padrao diluido 100X (de acordo com 0 n° de amostras)

¢) Agua destilada/desionizada
ocolo de operagdo do Fotémetro de Chama, poderé fazer a analise de

3. Apos seguir o Prot
Na“ e K” na saliva.

4. Para as andlises de Na* e K".
m 7.920mL de agua (destilada/desionizada)‘

a. Diluir 80uL de saliva &
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b. Pegar 2,5mlL desta saliva diluida 100 vezes (Da analise de Na') e acrescentar
2,5mL da mesma agua (Para andlise de K°).

9. Quando estiver com o Fotémetro equilibrado para Na™.
a. Pegue os 5ml. da saliva dilulda 100 vezes e coloque 1,5mL em um eppendorf.

b. Coloque-o na agulha do Fotometro e comece a aspiragéo.

Obg.: Com a pipeta mantenha sempre o volume do eppendorf suficiente para

aspiragao do liquido.

Anote o resultado quando a agutha do visor estiver estabilizada.

c.
Obs.: A cada 10 (ou menos) mensuragdes calibre o aparelho novamente.

8. Quando estiver com o Fotémetro equilibrado para K"
Proceda da mesma forma que o fez para o Na*,_salvo que a saliva deve estar diluida

200 vezes.
Obs.: A cada 10 (ou menos) mensuragdes calibre o aparetho novamente.

V. Principios da Fotometria de Chama

Os metais alcalinos, quando elevados a uma temperatura suficientemente alta, absorvem

energia da fonte de calor e passam ao estado de excitagdo em sua forma atdmica. Quando
oltam ao estado normal néo excitado e reemitem sua energia

estes atomos se esfriam, eles v
absorvida por radiagdo com comprimento de onda especificos, alguns dos quais na regido

visivel da luz.

Figura - 23, DIAGRAMA DOS COMPRIMENTOS DE ONDA
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Fig. 14. DIAGRAMA DOS COMPRIMENTOS
DE ONDA EMITIDOS.
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Um metal alcalino aspirado por uma chama de baixa temperatura, na forma nebulizada
vai, depois de excitado pela chama, emitir uma onda de freqiéncia discreta que pode ser
isolada por um filtro éptico. A emisséo é proporcional (par baixas concentragbes somente) ao
numero de atomos que estao voltando ao estado original que é por sua vez proporcional ao

numero de atomos excitados e, portanto, & concentragéo da amostra.

Figura ~ 24. DIAGRAMA DA CURVA DE EMISSAO

f
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. .
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Flg. 1.2- DIAGRAMA DA CUR
EMISSAO e

co proporcional & concentragéo do elemento na solugdo sera obtido através

Um sinal elétri
de um fotodetector colocado atras do filtro.
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4.7 ANEXO- VIl - PROTOCOLO DE COLETA DE FLUXO SALIVAR

Material Utilizado:

Caixa de isopor
Gelo

Proveta de 50mL
Chicletes
Guardanapo de papel

Eppendorfs, de 0,6 e 1,5mL,
aliquotas).

7. Becker para descarte.
8. Suporte para eppendorfs.
9. Pipeta de 1000uL com ponteiras.

10. Descarte para ponteiras.
11. Mensurador de freqiiéncia cardiaca (Polar 610).

resfriados e ja iden

12. Cronbmetro.
Procedimento de coleta do fluxo salivar

recomendagse

Apos seguir as
teriais a serem ytilizados

também preparar 0s ma
1. Identificar tubos de eppendorfs 1,5mL an

2. Colocar: FLT (Fluxo controle).

a. Trés letras, para
voluntario (Ex.: Luiz
tenha, entre nomes € S0

b. Identificar tubos de eppendo
voluntario do ftem 2a fazer 7
(Aibumina), N

as siglas AMY (amilase), ALB
PRO (Proteina Total), GEL (SDS-PAGE).

Carlos V. 8. Jr. =
brenomes, Menos de

Pré pese a provela e anote o resultado.

s da tabela acima, pri
siga 0s passos abaixo.

o ID do yoluntario, sendo es
LCV) letrado

diaca no voluntario

po, pega a0 voluntario que €s

tificados (de acordo com ©O n.° de

ncipalmente “instrugdes prévias’, e

tes de comegar a coleta

tas as primeiras do nome do
s trés 1° nomes. Caso a pessoa

trés, adicione & letra X.
comegar a coleta, para cada

fs 0,6mL antes de
os no item 2ae acrescentando

destes, identificando-
OX (Oxido Nitrico

), ELE (Eletrélitos),

(Polar-S610) e inicie

vazie a boca, e a

3.
4. Certifique-se do correto andamento dos procedimentos.
5. Cologue a proveta dentro da caixa de isopor com gelo.
6. Deixe o guardanapo a mio do voluntario.
7. Cologque © Mensurador de freqiiéncia car
simultaneamente a coleta.
megar a marcar o tem
nizada.

8. Logo antes de coO '
enxague trés vezes com 4gua destilada ou desio
9 Deve-se esclarecer ao voluntario a importancia dele

engolir nada e etc.

cuspir toda saliva na proveta, e nao
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10. A freqiiéncia de mastigagao deve ficar em +/- 1/min.
11. Como crondémetro & mao, dé o chiclete ao voluntario.

Tabela - 25

TABELA DE INSTRUGOES PREVIAS PARA COLETA DE
SALIVA NO TESTE ERGOMETRICO

Procedimentos quanto a pessoa

Procedimento Procedimento

Quanto ao  quanto ao local
material
r’:’éam?r asaliva A luminosidade Instrugbes Prévias Logo Antes da Durante a coleta
gelo
seen:: som devem (0,5 -2 horas antes) Coleta
padronizados.
Ce}n%rifugagéo *A umidade do  Higiene Bucal Enxaguar a Deve-se descartar
previa, ar deve estar boca com toda saliva
adequada. Hidratagao - Ingerir H20 destilada durante 10” de
400ml de H,0. ou coleta
desionizada
Tubos O cheiro do Abster-se de: Nao deixar
resfriados. ambiente deve ; contaminar a
Cigarro .
ser sempre 0 saliva com suor
mesmo. Comida
Congelar até a *A temperatura Bebida (café, Cha) Descartar a Seguir as
andlise. dever estar Drogas (incluindo saliva dos recomendagdes
entre 21-25°C.  medicamentos primeiros 2’ do teste de
simpatomiméticos) esteira.

Baseada em PANDAL, S., 1990 apud BODIS HAREGEWOIN, 1993; NAVAZESH, 1993; WILSON, 1983; CHATTERTO,
1996; SHIRTCLIFF, 2001; NEDERFORS e DAHLOF, 1992; ERICSON e TWETMAN, 1995; MORRISON, ef af,, 2003.

12. Ao seu mando de voz, o voluntario deve colocar o chiclete na boca e mascar.
Obs.: ele deve mastiga-lo sempre a uma mesma freqiiéncia e alterando os lados da

boca.
13. Com um outro mando de voz, o voluntario deve descartar a saliva no Becker de descarte
(durante 2 minutos num copo descartével e 3 minutos em uma proveta graduada).

14. Quando o tempo estipulado estiver terminando deve-se avisar ao voluntario para que
cuspa e esvazie totalmente a boca nos dltimos dez segundos finais.

15. Ap6s isso, o voluntério estara liberado da coleta de fluxo salivar.

16. Pese a proveta com saliva, diminua o peso dela sem a saliva e anote.

17. Espere 5 minutos, deixe a saliva parada na proveta e anote o fluxo.
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Para a analise da saliva
Centrifugue a saliva de acordo com o recomendado (10 minutos; 4°C a 14000g de acordo
com os testes).

Retire o sobrenadante, aliquote

~20 °C, de acordo com o tempo para futura analise).
tadas, quando o volume for suficiente, em sete partes.

-os em eppendorfs e congele-os (no freezer a ~80 °C ou a

Todas amostras devergo ser aliquo
Para o Projeto de exercicio em esteira
. Amilase - 20uL;
If. Proteina total - 80uL;
ill. Eletrélitos (Na” e K') - 80uL;
V. Oxido Nitrico-250pL;
V. Albumina-250pL;
VI. Gel comum - 50pL;
Vii. Gel para metaloprotease - 50pL.

VIll. Imunoglobutinas — 100 pL.




126

4.8 ANEXO- VIl - PROTOCOLO DE ANALISE DO LACTATO

Tabela - 26
RECEITA PARA FAZER 2L DO TAMPAO “YSI” PARA
LACTIMETRO
SUBSTANCIA FORMULA MOLECULAR QUANTIDADE
EDTA (Etileno dinitriio) Acido C1oH140sNzNA#2H;0
tetracético dissodio sal hidratado rofa Do 0%
Acido Benzdico CgHsCOOH 1,659
Sédio fosfato monobasico NAH,POeH,0 3.29
Sédio fosfato NAH,PO;4 7,729
Cloreto de sédio NACL 6,152
Cloreto de Potassio KCL 0,662g
Triton X-100 CHay-O~( CHz- CHZ-O)rH 2,0mL
Solugdo Tampao “YSI”:
Pesar os sais, coloca-los em Becker de 500mL & dissolvé-los (usar
agitador magnético). ’
lo em um baldo volumétrico

Apos estar totalmente dissolvido, coloca-
acima de 2L, pipetar 2,0mL de Triton X-100, € com
pem homogéneo.

Agitar (usar agitador magnético) até estar

pletar o volume.

Solugao Referéncia “YSI”:
50 tampao de { actato 30mmol/L em um baldo

Pipetar 9,0mL de solu¢
ra 1L agitar bem (usar

pletar com tampao “YSI” pa

volumétrico (1L) e com
agitador magnético).

CALIBRAGAO DO LACTIMETRO "YSI”

1. Colocar a solugao tampao “YSI"
cdo referéncia «“YSI" no reci

no recipiente “BUFFER".
piente “REFERENCE".

2. Colocar a solu

S

o
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3. Lavar “PRIMER” a camera de reagdo (minimo de ?X) e aguardarwa
polarizacdo da membrana de 6nA (Lavando a camera de reagdo

algumas vezes).
Para calibrar: entrar no modo “CAL" e quando solicitado, injetar 25ul

4, ! t
de solugido padrao de lactato Smmol/L. Repetir para confirmagao.
P.S.(1): A calibragdo deve ser feita a cada 10 amostras.

5. Esta pronto para dosar as amostras.
P.S.(2); Testar a linearidade da membrana, periodicamente (antes do

inicio das dosagens) com a solugdo de lactato (15 e 30mmol/L) YSL
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4.9 ANEXO- IX - CARTA DE ESCLARECIMENTO

Uberlandia (MG), 17de jutho de 2002

Prezado senhor,

gostariamos de informa-lo que sera realizada uma pesquisa que
procurara estudar os biomarcadores salivares durante o exercicio fisico. O
objetivo desse trabalho & o de efetuar um estudo do exercicio fisico,
relacionando a influéncia das substancias endoégenas expressas na saliva com
as do sangue e avaliando a qualidade e intensidade de atividades fisicas
programadas. O desenvolvimento do projeto dar-se-4 em um teste agudo em
ciloergdbmetro para avaliagdo fisica, coletando-se saliva e sangue. O periodo
previsto de duragio deste projeto € de 2 meses, sendo avaliados 2 voluntarios
por dia (de acordo com a disponibiliadade do laboratério de fisiologia no
campus Educagdo Fisica da Universidade Federal de Uberlandia), sob a
responsabilidade geral do Prof Dr. Foued Salmen Espindola, de analise
bioquimica do Prof. Miguel Armando Bortolini Junior e médica de Rimmel
Amador Guzman Heredia. Vimos atraves desta pedir-ihe que participe desta
pesquisa como voluntario, a sua participagdo € muito importante para que
possamos investigar as relagdes das substancias encontradas na saliva com a
atividade fisica. Em caso de divida ou alguma orientagdo, entre em contato
com o Prof Dr. Foued Salmen Espindola ou com o Prof. Miguel Armando

Bortolini Junior (0xx34) 3218-2477 em Uberlandia/MG.

Antecipadamente agradecemos a sua atencao.

Atenciosamente,

Prof Dr. Foued Salmen Espindola
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4-10ANEXO- X- COLETA E ARMAZENAGEM DE SALIVA DURANTE

O TESTE ERGOMETRICO.

Materiaj Utilizado:

1) Caixa de isopor

2) Gelo

3) Proveta de 50mL
4) Chicletes (Trident — Menta)
5) Guardanapo de papel

6)

aliquotas).

Eppendorfs, de 0,6 e 1,5mlb, resfriados e ja identificados (De acordo com o0 n.° de

7} Becker para descarte.
8) Suporte para eppendorfs.
9) Pipeta de 1000uL com ponteiras.

10) Descarte para ponteiras.

11) Relégio.

Procedimento de coleta da saliva.
Apds a coleta basal da saliva (J& armazenada em mini-tubo pré-

resfriados a 4°C), realizar os seguintes procedimentos para a coleta.

A mesma goma de mascar utilizada na coleta de fluxo basal

devera ser utilizada para a coleta de saliva durante o teste.

Ao final de cada estagio (30 segundos antes), pede-se ao
voluntario que engula a saliva que esta na cavidade bucal e
comece a mascar a goma de mascar, armazenando a saliva até o

momento de expeli-la (método de cuspe).
Deve-se coletar uma quantidade suficiente para as posteriores

analises (de acordo com a quantidade de saliva que ira se gastar

nas analises).

A saliva podera ser coletada 15" antes do término de cada
estagio até 40” apds o infcio do préximo estagio. Recomenda-se
coleta-la o mais rapido possivel.




VI.

ViL.

VL.
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ApoOs cada coleta de saliva, a mesma devera ser colocada em um
mini-tubo previamente resfriado a +4°C.
No maximo 3 horas ap6és o término do teste, a saliva devera ser

centrifugada a 14 000g, pré-resfriada a +4°C e congela o

sobrenadante a —20°C.

Caso se tenha algum tipo de coloragdo avermelhada na amostra
de saliva, principaimente no pélet, a respectiva devera ser
descartada, pois pode indicar uma contaminagdo com sangue.

Apos o congelamento da saliva -20°C, devera se garantir que até
a analise ndo se tenha um aumento da temperaturg das
amostras.

P.S.: Todos os procedimentos devem ser seguidos a risca e 0s

erros devem constar num relatério.




