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APRESENTAÇÃO 
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O exercício físico é considerado um agente promotor de espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio (RONS) e a magnitude desse processo é dependente do 

tipo, duração e intensidade do exercício assim como da condição ou estado de 

treinamento atual de cada individuo.  

O aumento da produção de RONS quando não acompanhado de uma 

resposta antioxidante adequada gera o estresse oxidativo, que é responsável por 

vários processos celulares, podendo estes ser lesivos às células ou não.  

Tais processos oxidativos estão relacionados durante o exercício a uma 

série de conseqüências dentre elas a queda na produção de força nos músculos 

esqueléticos e/ou ainda danos celulares frente a uma demanda de exercício na 

qual o organismo não foi treinado e/ou adaptado para suportar. 

Assim, o monitoramento de marcadores biológicos durante uma temporada 

de treinamento para que seja possível avaliar, analisar e adequar da melhor 

maneira possível as cargas de treinamento para atletas profissionais, amadores e 

recreacionais, faz-se necessário. 

O surgimento de análises e coletas de amostras mais rápidas e fáceis, 

como por exemplo, a coleta da saliva, oferece um futuro promissor para que as 

análises possam ser aplicadas em campo e sejam mais fidedignas a situações 

reais, pois poderão ser realizadas onde os atletas treinam e competem, dessa 

maneira não excluindo toda a atmosfera que envolve o âmbito da competição. 

Para que este panorama seja concreto se faz necessários diversos 

trabalhos em diversos campos da ciência do exercício, para que assim possamos 

efetivar a aplicação dessas analises onde elas precisam estar, ou seja, nos locais 

de treinamento e competição. 

As corridas de rua vêm se tornando, a cada ano, mais populares e contam 

com um grande numero de atletas amadores. Essas provas longas de maratona e 

meia maratona são encaradas como desafio e não se sabe ao certo se os atletas 

possuem o treinamento adequado para suportar tais desafios, que podem 

desencadear lesões articulares e musculares e também os danos oxidativos. 

O presente estudo foi delineado no intuito de examinar alguns marcadores 

do balanço redox, utilizando a saliva de indivíduos jovens e ativos antes e após 

uma prova de meia maratona que realizou-se na cidade do Rio de Janeiro. 
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  A apresentação da dissertação foi dividida em capítulos, conforme 

as normas do Instituto de Genética e Bioquímica e, a formatação seguiu as 

normas da Associação Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capítulo 1, é 

apresentada uma revisão bibliográfica do assunto, incluindo tópicos referentes às 

características fisiológicas e metabólicas da prova, produção de espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio, a relação do exercício com a produção e defesa das  

ERONS, a saliva como um biomarcador para o estresse oxidativo e sua relação 

com o exercício. No capítulo 2, mostramos os métodos utilizados, os resultados 

obtidos e a discussão sob a forma de um artigo, que será submetido a uma 

revista científica indexada. 
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CAPÍTULO 1 
 

Fundamentação Teórica 
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1 – Meia maratona: características fisiológicas e metabólicas 

A meia maratona é uma corrida com uma distância igual à metade de 

uma maratona, ou seja, de 21,1 km (21.097,5 metros). 

Fisiologicamente essa prova é considerada de resistência, 

predominantemente aeróbica, dinâmica, intensa, prolongada e exaustiva (COYLE, 

1992). O tempo médio da prova de atletas profissionais é de aproximadamente 1 

hora no masculino e um pouco mais de 1 hora no feminino. 

Considerando a magnitude de tal prova várias capacidades físicas são 

exigidas do indivíduo para que o organismo consiga manter a atividade muscular 

e realização da corrida. 

Dentre aptidões, destacamos a força e a resistência, que são 

desenvolvidas e alcançadas pelo treinamento aeróbio crônico. Além disso, 

também se fazem necessários um adequado aporte e utilização de oxigênio. 

Durante os treinamentos e durante a prova de meia maratona, a demanda 

energética requer aumento do consumo de oxigênio, que depende do fluxo 

sanguíneo e da captação de nutrientes e oxigênio. O aumento do fluxo sanguíneo 

é resultado da elevação de débito cardíaco e da redistribuição do fluxo para a 

musculatura ativa (COYLE, 1992).  

Outro importante fator na manutenção do desempenho é a oxidação dos 

nutrientes utilizados durante os treinamentos e a prova. Portanto, a capacidade do 

músculo em produzir energia é dependente da concentração intracelular de 

mitocôndrias e de substratos como o glicogênio e os triglicerídeos, ou seja, o 

desempenho dos indivíduos em eventos de resistência depende da capilarização, 

da musculatura e da atividade oxidativa do músculo (CHARLTON, 1997). 

 

2 – Formação de espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo 

 

O oxigênio obtido através da respiração chega às células, às mitocôndrias 

e, pelo processo de respiração celular é reduzido à água. Estima-se que 0,1 a 4% 

do oxigênio possa sofrer redução univalente e ser convertido no ânion superóxido 
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(O2
-.) através do complexo I e III da cadeia respiratória.  O superóxido, uma 

espécie reativa de oxigênio, através da superóxido dismutase (SOD), pode ser 

convertido a outra espécie reativa de oxigênio, o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(MORÁN et al., 2012). Este, embora não seja um radical livre, reage com átomos 

de Fe+2 formando o radical hidroxila (OH•) através da reação de Fenton (BARJA, 

1999; HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1984). O superóxido pode reduzir o Fe+3 a 

Fe+2 facilitando a produção do radical hidroxila (OH•). O conjunto de reações entre 

o peróxido de hidrogênio, superóxido e ferro é chamada reação de Haber-Weiss 

(STOHS E BAGCHI, 1995) - esquema abaixo: 

 

 

O2
.- + Fe3+                O2 + Fe2+ (ferroso) 

H2O2 + Fe2+                 OH- + OH•+ Fe3+ (férrico) Fenton 

 

O2
.- + H2O2                 OH- + O2 + OH•     Haber- Weiss 

 

 

Outras formas de produção de espécies reativas de oxigênio a partir do 

oxigênio incluem a formação de superóxido (O2
-.) através da enzima xantina 

oxidase (ZWEIER et al., 1988). As espécies reativas de oxigênio também são 

produzidas através da oxidação de ácidos graxos nos peroxissomos, 

metabolização de xenobióticos por enzimas microssomais P450 (BECKMAN E 

AMES, 1998), leucócitos (contra microorganismos invasores) (SEGAL, 2005), 

ciclooxigenases, lipoxigenases, hemoglobina, mioglobina, epinefrina, dopamina e 

de açúcares (HERMES-LIMA, 2004) 

As espécies reativas de oxigênio são altamente reativas e capazes de 

reagir como várias biomoléculas, causando danos a lipídeos, proteínas, 

carboidratos e DNA, processo conhecido como estresse oxidativo (KREGEL e 

ZHANG, 2007).  

Devido ao potencial danoso dos radicais livres, o organismo possui 

inúmeros mecanismos de defesa contra a formação das ROS, essas defesas têm 

a função de inibir e/ou reduzir os danos causados pela ação deletéria dos radicais 

livres ou das espécies reativas não-radicais. Elas são divididas em enzimáticas 
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(Figura 1) e não enzimáticas (BARBOSA, 2010). O sistema de defesa enzimático 

inclui as enzimas Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (Cat) e 

GlutationaPeroxidase (GPx). Essas enzimas tem como função prevenir os danos 

oxidativos, impedindo e/ou controlando a formação de radicais livres e espécies 

não-radicais (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).O sistema de defesa não-

enzimático inclui, os compostos antioxidantes de origem dietética, como o ácido 

ascórbico (vitamina C), o α-tocoferol e β-caroteno, precursores das vitaminas E e 

A, respectivamente, são compostos vitamínicos potencialmente antioxidantes 

(PRASAD et al. 2007).A glutationa, um tripeptídeo formado no fígado, é 

considerado o principal antioxidante não enzimático das fibras musculares. Tem 

como funções servir de substrato para a enzima GPX eliminar H2O2, reagir 

diretamente com alguns radicais e também na redução de outros antioxidantes, 

como por exemplo, a vitamina E (POWERS e JACKSON, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alguns mecanismos de defesa antioxidantes. Ânions superóxido (O2
 -) são 

dismutados pela enzima superóxido dismutase em H2O2. Este, por sua vez, sob a ação 

da enzima catalase, pode ser convertido em H2O+ O2 ou sofrer ação da 

glutationaperoxidase (GSH-peroxidase) formando H2O. A Ferritina pode remover os íons 

ferro e a vitamina E seqüestra radicais livres impedindo a peroxidação lipídica (LPO). 
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O estresse oxidativo é definido como sendo o desequilíbrio entre 

compostos oxidantes e antioxidantes, favorecendo a geração excessiva de 

radicais livres ou em detrimento da velocidade de remoção desses.Tal processo 

conduz à oxidação de biomoléculas com consequente perda de suas funções 

biológicas e/ou desequilíbrio homeostático, cuja manifestação é o dano oxidativo 

potencial contra células e tecidospodendo desencadear danos irreversíveis e até 

mesmo morte celular (HALLIWELL e WHITEMAN, 2000). 

 

2.1 – Exercício e estresse oxidativo 

 

A prática regular de atividades físicas associadas a uma dieta balanceada 

é um importante fator na promoção da saúde. Todavia, a freqüente realização de 

exercícios físicos de alta intensidade ou exaustivos podem aumentar a 

suscetibilidade às lesões, promover a fadiga crônica e overtraining, parcialmente 

em razão da elevada síntese de ROS (CRUZAT et al. 2007). 

Evidências experimentais apontam que estes compostos podem estar 

envolvidos com o desenvolvimento de diversos processos fisiopatológicos como 

envelhecimento, câncer, doenças inflamatórias e aterosclerose. Por outro lado, as 

ROS também podem ter efeitos considerados positivos sobre o sistema imune e 

exercer funções metabólicas essenciais para a homeostasia celular. Além disso, 

diversas alternativas nutricionais têm surgido na tentativa de reduzir o estresse 

oxidativo e melhorar o desempenho atlético (CRUZAT et al. 2007). 

Durante o exercício o consumo e a captação total de oxigênio são 

aumentados em resposta ao aumento da intensidade do exercício (HALLIWELL, 

1989).Tais alterações no metabolismo de oxigênio favorecem a geração de 

radicais livres e/ou espécies reativas não-radicalares. A atividade física intensa é 

capaz de gerar as espécies em questão, por meio da ativação de vários 

mecanismos: atividade da xantina oxidase, produção mitocondrial, citoplasmática 

e favorecida pelos íons ferro e cobre (KOURY et al. 2003). 

A fosforilação oxidativa aumenta em resposta ao exercício, este aumento 

também é acompanhado do aumento dos radicais livres. As catecolaminas que 
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também são liberadas durante o exercício podem levar a produção de radicais 

livres. Outras fontes de radicais livres aumentam com o exercício, incluindo a 

xantina oxidase, devido a eventos de isquemia e reperfusão, NADPH oxidase, e 

algumas fontes secundárias, como, a liberação de radicais pelo recrutamento de 

macrófagos para reparação de tecidos lesados (URSO e CLARKSON, 2003 apud 

JACKSON, 2000).  

Os eventos isquêmicos aumentam o catabolismo das purinas, ou seja, o 

ATP em uma alta demanda de trabalho muscular é degradado até AMP, uma vez 

que a disponibilidade de oxigênio esteja baixa durante o processo isquêmico o 

AMP é continuamente degradado a hipoxantina, que é convertida a xantina e, 

posteriormente, a ácido úrico pela enzima xantina-oxidase, juntamente com a 

redução do oxigênio, produzindo radical superóxido (•O2
-) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (CRUZAT et al. 2007). 

Por outro lado, o exercício promove uma resposta adaptativa que faz com 

que as espécies reativas geradas tenham uma ação de sinalizadores celulares 

capazes de ativar vias de regulação de genes relacionados à expressão de 

enzimas e proteínas específicas responsáveis por manter o equilíbrio intracelular 

entre oxidantes e antioxidantes (SOUZA et al. 2005). 

Segundo Finkel e Holbrook (2000), a estratégia mais eficiente em aumentar 

a quantidade endógena de antioxidantes pode ser a maior indução do próprio 

estresse oxidativo, que, gradativamente, estimularia os mecanismos antioxidantes 

celulares e aumentaria a resistência a lesões induzidas pelo exercício. 

Alguns trabalhos relacionando intensidade do exercício mostram que 

intensidades ≥ 70% do consumo máximo de oxigênio VO2máx, aumentam a síntese 

de ROS (JI, 2002).Ji et al. (2007) demonstraram que, agudamente, o músculo 

esquelético submetido a uma carga isolada de trabalho exaustivo produzia 

aumento da peroxidação lipídica (PL) e estimulava a atividade de diversas 

enzimas antioxidantes como a glutationa-peroxidase (GPx), superóxido-dismutase 

(SOD) e catalase (CAT).  

Souza et al.(2005) mostraram o efeito da atividade física intensa sobre 

marcadores do estresse oxidativo, comparado ao repouso. Estes autores 

mostraram que a corrida de alta intensidade até a exaustão em esteira rolante 
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determinou aumento nos níveis plasmáticos de malondialdeído, principalmente 

decorridos 23 e 26 minutos. 

Burneikoet al. (2006) estudaram, em ratos Wistar, o efeito da atividade 

física, natação, sobre o estresse oxidativo. Os ratos foram distribuídos em três 

grupos (n=8): sedentário (S), praticantes de atividade física por dois dias/semana 

(AT2) e cinco dias/semana (AT5). Após oito semanas de experimentação, 

independentemente da frequência de realização da atividade física, o grupo dos 

ratos ativos mostrou maiores níveis séricos totais de substâncias antioxidantes. 

Portanto o estresse oxidativo é um acontecimento normal no metabolismo 

aeróbio, este fenômeno tende a aumentar quando praticamos uma atividade física 

seja ela aeróbica ou anaeróbica, mas a exposição a esta possível “agressão” ao 

organismo leva ao aumento das respostas antioxidantes e também a um aumento 

da resistência a novos estresses, fato chamado de adaptação ao treinamento. 

Os músculos esqueléticos também geram constantemente ROS e incluem 

um amplo espectro de espécies radicalares, como o radical ânion superóxido (O2
-

.) e o radical hidroxila (OH•) e não radicalares como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2).O músculo esquelético também produz radical óxido nítrico (NO•), pela 

reação catalisada pela enzima óxido nítrico sintase, a partir do aminoácido 

arginina. O NO•, por sua vez, pode reagir com O2
-.. Formando peroxinitrito 

(ONOO-), um intermediário instável, de alta reatividade (GANDRA et al. 2004). 

 

3 – Saliva: composição, inervação e secreção 

 

A saliva é um produto da secreção de três pares principais de glândulas 

salivares, as glândulas parótidas, submandibulares e sublinguais, mas também da 

secreção de numerosas glândulas salivares menores, presentes na mucosa da 

língua, bochechas, lábios e palato (SCHIPPER et al., 2007). Assim como outros 

fluídos das mucosas, a saliva forma uma camada móvel na superfície da mucosa 

oral e contém arranjos de componentes que desempenham importantes funções 

(PROCTOR e CARPENTER, 2007). Este fluido constantemente banha os dentes 

e as mucosas orais, atuando como solução de limpeza, reservatório de íons, 

lubrificante e tampão (BATTINO et al., 2002). 
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Segundo Mese e Matsuo (2007), a saliva é essencial para a função 

adequada do corpo. Esse líquido ajuda a amolecer alimentos, formando um bolo 

alimentar que auxilia na deglutição, além de limpar os tecidos orais e proteger os 

dentes contra danos. Além disso, a saliva contém enzimas digestivas (amilase e 

lipase) e receptores que permitem a percepção do sabor dos alimentos e de 

outras substâncias. Ainda de acordo com esses autores, pequenas proteínas 

como a imunoglobulina A (sIgA), histaminas e citocinas, além de fatores de 

crescimento, hormônios, mucinas e outros componentes salivares, podem 

desempenhar um papel na manutenção da imunidade inata e na defesa das 

superfícies da mucosa oral. Por fim, a saliva protege o trato gastrointestinal 

superior por tamponamento do refluxo ácido, em casos de regurgitação e protege 

os dentes por promover a remineralização trazendo minerais essenciais a 

superfície do esmalte, o que aumenta a captação mineral no esmalte 

desmineralizado. 

Segundo Battino et al. (2002) a saliva pode ser descrita como um fluído 

heterogêneo, composto por proteínas, glicoproteínas, eletrólitos e moléculas 

orgânicas menores, além de componentes transportados a partir do sangue.As 

proteínas da saliva (1-2 mg / mL) são constituídas principalmente por 

glicoproteínas, enzimas (por exemplo alfa-amilase, a anidrase carbônica), 

imunoglobulinas, e uma vasta gama de peptídeos com atividade antimicrobiana. A 

fração inorgânica da saliva contém os eletrólitos usuais dos fluidos corporais, mas 

em diferentes concentrações, o que torna a saliva um fluido hipotônico 

(SCHIPPER et al., 2007). Os constituintes inorgânicos da saliva são 

principalmente Na+,Cl-, HCO3
- e K+ e em menor quantidade Ca2+, Mg2+ e fosfato 

(MESE e MATSUO,2007). 

A maioria dos componentes da saliva - água, íons, proteínas - são 

ativamente secretados pelas glândulas salivares. A peça secretória final das 

glândulas salivares consiste em unidades acinares secretórias, as quais são 

responsáveis por sintetizar e secretar a maioria dos componentes protéicos 

funcionalmente importantes da saliva. Os ácinos são especializados para cada 

glândula e são classificados de modo a refletir as proteínas secretadas por cada 

tipo de ácino - as glândulas parótidas têm principalmente células serosas, as 
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glândulas sublinguais, principalmente células mucosas e as glândulas 

submandibulares, ambos (PROCTOR e CARPENTER, 2007).  

Segundo Mese e Matsuo (2007), a secreção salivar é exclusivamente 

controlada pelo sistema nervoso autônomo simpático e parassimpático. De 

acordo com esses autores, geralmente, não é necessário estímulo hormonal para 

o início da secreção deste fluído. A inervação parassimpática é responsável 

principalmente pela secreção de água e eletrólitos, enquanto a inervação 

simpática está relacionada com a secreção de proteínas, acompanhada pela 

exocitose em células acinares. Complementando, Proctor e Carpenter (2007), 

afirmaram que a secreção salivar é um reflexo mediado por inervação autonômica 

e quando há interrupção dessa inervação, particularmente da inervação 

autonômica parassimpática, a secreção deste fluído na maioria das glândulas, 

cessa quase que completamente. Ainda segundo esses autores, há algumas 

poucas glândulas salivares que mantêm uma secreção espontânea na ausência 

de um estímulo mediado por inervação, mas até mesmo nessas glândulas, uma 

taxa normal de secreção requer inervação autonômica intacta.  

A integração entre os impulsos dos centros salivares primários e as 

glândulas depende de modulação central. O arco reflexo sensorial consiste de 

neurônios aferentes, neurônios retransmissores, que levam os impulsos até os 

centros salivatórios simpáticos e parassimpáticos, fibras eferentes dos centros 

salivatórios e células ganglionares autonômicas que inervam as glândulas 

salivares.Estímulos aferentes são integrados nos centros primários salivares de 

medula. Nervos autonômicos parassimpáticos eferentes conduzem o sinal até as 

glândulas salivares por meio de gânglios parassimpáticos, situados próximos à 

glândula alvo. A inervação é projetada a partir da medula até o centro simpático 

localizado nos segmentos torácicos superiores da medula espinal, e a partir daí 

nervos eferentes simpáticos conduzem o sinal até as glândulas salivares via 

gânglios cervicais. A partir do córtex até os centros parassimpáticos há projeções 

nervosas e essas podem ter efeitos excitatórios ou inibitórios sobre a secreção 

salivar. Nervos eferentes autonômicos estimulam a secreção salivar e não há 

inibição desta, por meio de nervos simpáticos (PROCTOR e CARPENTER, 2007). 

A sinalização celular para o aumento da secreção salivar parece estar 

relacionada ao aumento nos níveis intracelulares de Ca2+. De acordo com Mese e 
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Matsuo (2007), o aumento nos níveis de Ca2+ intracelular, iniciado por estimulação 

parassimpática, leva a abertura de canais de Cl- na membrana apical, o que 

promove a secreção de Cl- no lúmen. A eletronegatividade devida à secreção de 

Cl- transporta Na+ através das junções comunicantes permeáveis a cátions entre 

as células acinares para preservar a neutralidade. A secreção líquida de NaCl cria 

um gradiente osmótico através dos ácinos, o que extrai água a partir da corrente 

sanguínea por meio das junções comunicantes. Assim, a saliva secretada no 

lúmen(saliva primária) é um fluído isotônico semelhante ao plasma. Na próxima 

etapa, a composição da saliva primária é modificada no sistema ductal (hipótese 

de 2 etapas),processo no qual os ductos intralobulares reabsorvem Na+ e Cl-, mas 

não água, o que torna a saliva final um fluído hipotônico.  

As glândulas salivares fornecem um fluxo basal de saliva na boca, que 

permite uma ação protetora na cavidade oral. Entretanto, durante curtos períodos, 

nos quais há estímulos evidentes proporcionados pelo cheiro, pelo sabor e pela 

mastigação dos alimentos, ocorre um aumento considerável do fluxo, em relação 

à quantidade basal. Esses reflexos salivares ao gosto, à mastigação e a outros 

fatores são devidos à presença de vários receptores incluindo receptores 

gustatórios, mecanoreceptores, receptores olfatórios e nociceptores. Não só o 

volume, mas também a composição da saliva na cavidade oral pode variar 

dependendo da contribuição das diferentes glândulas durante esses estímulos. 

Por exemplo, a glândula parótida tem uma taxa de secreção basal muito baixa 

(sem estimulação), comparada ao período de estimulação. Em contraste, as 

glândulas submadibular e sublingual secretam relativamente mais saliva em 

condições sem estimulação. Isso demonstra que diferentes estímulos aferentes 

podem alterar a composição da saliva secretada pelas glândulas (PROCTOR e 

CARPENTER, 2007). 

 

3.1 – Saliva como um fluído para diagnóstico 

 

A saliva representa uma atrativa ferramenta para o monitoramento e para o 

diagnóstico precoce de doenças orais. De acordo com Miricescu et al. (2011), 

esse fluído contém substâncias produzidas localmente, assim como outras 
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moléculas derivadas da circulação sistêmica, como produtos do soro, fluido 

crevicular gengival, eletrólitos, microorganismos dentre outras substâncias e, até 

mesmo marcadores para doenças hormonais, infecciosas e imunológicas podem 

ser determinados na saliva. Dessa forma, a cavidade oral pode ser uma 

ferramenta alternativa não só para o monitoramente da saúde oral, mas também 

da saúde sistêmica. 

Segundo Lee et al. (2009), as barreiras para a implementação generalizada 

de diagnóstico por meio da saliva para permitir a detecção de doenças múltiplas 

estão sendo amplamente superadas. De acordo com esses autores, técnicas 

estão surgindo a partir de uma combinação de tecnologias de miniaturização e 

descobertas em diversos campos da biologia, química, física e engenharia, 

levando a alta taxa de transferência, automatização, baixo custo e análises 

bioquímicas mais eficientes e rápidas, o que permite o desenvolvimento de 

tecnologias de diagnóstico com pequenas quantidades de fluidos corporais, que 

poderão refletir o estado de saúde do paciente. 

Para Kamodyová e Celec (2011), as principais vantagens da saliva, em 

relação ao sangue referem-se á coleta simples, segura e não invasiva, além da 

possibilidade de um monitoramente longitudinal com número maior de amostras e 

maior diversidade populacional, incluindo crianças e pessoas idosas, por 

exemplo. Uma grande desvantagem de se utilizar saliva como um fluido de 

diagnóstico, entretanto, é o fato de que os analitos informativos estão geralmente 

presentes em quantidades inferiores, na saliva do que no soro. Em relação a essa 

desvantagem, com técnicas novas e extremamente sensíveis as quais vêm sendo 

desenvolvidas atualmente, o nível mais baixo de analitos na saliva já não é uma 

limitação. Atualmente, quase tudo que se pode medir no sangue, pode também 

ser dosado na saliva. A saliva tem sido utilizada para detectar o vírus HIV e a 

hepatite viral, além de poder ser utilizada para monitorar uma variedade de 

drogas, incluindo maconha, cocaína e álcool (LEE et al., 2011). 

Muito importante para as análises realizadas na saliva é a padronização da 

coleta, para que a mesma possa ganhar maior aceitação como um fluido 

diagnóstico. Existem várias possibilidades para a coleta de amostras salivares, 

sendo o padrão ouro atual, segundo Celec e Ostatníková (2012), a coleta da 

saliva não estimulada, por meio de cuspe em tubos específicos. Ainda de acordo 



15 

 

com esses autores para tornar a coleta mais rápida e fácil, a salivação pode ser 

induzida pela utilização de ácido cítrico ou ingredientes alimentares com sabor 

doce. Entretanto, a salivação induzida pode alterar as concentrações dos analitos 

na saliva e deve, portanto, ser utilizada com precaução. 

Segundo Kammdyová e Celec, (2011) além da coleta passiva, estimulada 

ou não estimulada, a saliva pode ser coletada utilizando-se dispositivos 

comerciais, como por exemplo, o sistema de salivete tradicional com um cotonete 

revestido com algodão e o sistema de salivete cortisol (utilizado para análise de 

glicocorticóides e drogas terapêuticas) com um cotonete de polipropileno.As 

vantagens da coleta com salivete em relação ao cuspe são a facilidade e a 

higiene, uma vez que esse tipo de coleta reduz a viscosidade da saliva e remove 

células mortas, glicoproteínas e outras substâncias subcelulares. Entretanto, a 

saliva coletada por meio de salivetes difere da saliva total não estimulada, pois 

pode sofrer alterações na sua composição incluindo mudanças nas 

concentrações iônicas, na atividade de várias enzimas e nos níveis hormonais e 

protéicos. Alguns estudos indicam que pelo menos os níveis de esteróides são 

afetados pelo sistema de coleta por salivete, sendo este dispositivo não 

remendado para esse tipo de análise (KAMMDYOVÁ e CELEC, 2011; CELEC e 

OSTATNÍKOVÁ 2012).  

Assim, a partir do que foi apresentado acima, podemos dizer que a saliva é 

uma ferramenta importante e de grande utilidade para o monitoramento não só da 

saúde oral, mas também da saúde sistêmica. Entretanto, várias precauções 

devem ser tomadas para que esse fluido represente de maneira fidedigna a 

resposta a qual se pretende avaliar. 

 

 

4 –Exercício, saliva e métodos de avaliação do estresse oxidativo 

 

O exercício físico regular tem muitos benefícios para a saúde incluindo 

prevenção contra todas as causas de mortalidade advindas de doenças crônicas 

degenerativas como, doenças cardiovasculares, câncer, obesidade e diabetes. 

(POWERS e JACKSON, 2008). 
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Nas últimas décadas cresce o número de trabalhos envolvendo o 

desbalanço redox e seus efeitos, as espécies produzidas, o aprimoramento das 

defesas antioxidantes e as técnicas laboratoriais para a detecção dessas 

espécies. Assim como a influência do exercício de diferentes tipos, intensidades e 

volumes nesses marcadores. 

O fluido corporal geralmente utilizado para tais análises é o sangue, mas 

ultimamente cresce o interesse na saliva por apresentar algumas vantagens 

frente ao sangue. Como por exemplo, o simples, não invasivo e seguro processo 

de coleta, a possibilidade de um monitoramento longitudinal e com repetidas 

coletas e também a ampla aplicação de crianças a idosos (KOHLER et al. 2008). 

A saliva é rica em antioxidantes, principalmente ácido úrico, com 

contribuições menores de ascorbato, albumina e glutationa (BATTINO et al. 

2002), e demonstrou-se que a saliva tem um papel na supressão da peroxidação 

lipídica dos alimentos ingeridos (TERAO e NAGAO, 1991). 

Portanto a saliva é um fluido que pode ser usado para o diagnóstico de 

várias doenças orais, assim como para avaliação do balanço redox em situações 

não patológicas e patológicas (MIRICESCU et al. 2011). 

Estudos mostram que várias análises de estresse oxidativo podem ser 

feitas na saliva entre elas estão avaliação da peroxidação lipídica, capacidade 

antioxidante total, atividades enzimáticas e dosagens de antioxidantes não 

enzimáticos como ácido úrico e glutationa. 

Um método bastante utilizado é a dosagem dos produtos da peroxidação 

lipídica pelo TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) que utiliza o 

malonaldeido como padrão (KAMODYOVÁ e CELEC, 2011; DEMINICE et al., 

2010).O método FOX também é utilizado para avaliar a peroxidação lipídica 

através da oxidação do ferro do estado ferroso para férrico usando peróxido de 

hidrogênio como padrão (GONZÁLES et al,. 2008; ZAMBRANO et al. ,2009).A 

avaliação da capacidade antioxidante total (CAT) da saliva inclui todos os 

antioxidantes salivares, está técnica vem sendo bastante utilizada uma vez que a 

avaliação de cada antioxidante ficaria mais cara e impossibilitaria a aplicação em 

análises clinicas pela demanda de tempo. 
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Segundo Prior e Cao (1999) a CAT pode ser determinada no sangue por 

três técnicas bioquímicas: a) ensaio espectrofotométrico; b) ensaio de 

quimiluminescência; c) voltametria cíclica. 

Várias técnicas foram desenvolvidas para a medição da CAT de fluidos e 

todos são essencialmente métodos de inibição: um radical livre é gerado, existe 

uma extremidade através do qual a presença do radical é detectada, e o CAT do 

fluido adicionado inibe o ponto final por limpeza do radical livre. O ensaio 

espectrofotométrico também é denominado ''Capacidade antioxidante equivalente 

ao Trolox'' (CAET) (BATTINO et al. 2002). 

Outro método para a medição da atividade antioxidante salivar é baseado 

em ensaios por quimiluminescência (CHAPPLE et al. 1997, HIRAYAMA et al. 

1997, HIRAYAMA e YIDA 1997apud BATTINO et al. 2002). Um ensaio de 

quimioluminescência aumentada baseia-se na enzima peroxidasede rábano 

(HRP)- catalisando a oxidação do luminol po rH2O2 (CHAPPLE et al. 1997). A luz 

produzida a partir da reação é aumentada pela p-iodofenol, que prolonga e 

intensifica o sinal de luz. O sinal resultante pode ser temporariamente suprimido 

por antioxidantes. Tal supressão dura até os antioxidantes serem esgotados. A 

capacidade antioxidante da solução sob teste pode ser calculada a partir de uma 

curva padrão executada com um calibrador (BATTINO et al. 2002).  

O segundo método de quimiluminescência baseia-se na extinção 

dependente de antioxidante gerado a partir de hidroperóxidos lipídicos e o 

reagente isoluminol/microperoxidase. Quando um antioxidante está presente na 

mistura de ensaio, ele recolhe o oxiradical lipídico e reduz a produção de luz 

(HIRAYAMA et al. 1997apud BATTINO et al. 2002) 

O terceiro método baseia-se na geração de OH· pela reação de Fenton e 

sua subseqüente determinação por quimiluminescência. Este simples, sensível e 

útil método avalia a capacidade de oxidar OH· de fluidos biológicos tais como a 

saliva (HIRAYAMA et al.,1997apud BATTINO et al. 2002). 

Outro método para a medição atividade antioxidante salivar parece ser o 

menos difundido e requer o uso da técnica de voltametria cíclica (KOHEN et al. 

1999). O método foi concebido para avaliar CAT salivar, tendo em conta que os 

principais eliminadores de radicais livres na saliva são moléculas com 

propriedades de redução. 
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O procedimento de voltametria cíclica (BATTINO et al. 2002) avalia o poder 

redutor geral dos antioxidantes de baixo peso molecular na saliva. Seguido a 

preparação, a amostra é colocada numa “célula” com 3 elétrodos de trabalho: o 

(por exemplo,carbono vítreo), a referência (Ag / AgCl) e do auxiliar (fio de platina). 

A aplicação de um potencial constante de velocidade para o eletrodo de trabalho 

quer em direção o potencial positivo (para avaliar redutores equivalentes) ou para 

o eletrodo negativo (para avaliar as espécies oxidantes), permite a gravação de 

uma curva de corrente ou potencia “voltamograma cíclico” (BATTINO et al. 2002) 

A atividade das enzimas antioxidantes também pode ser mensurada 

utilizando testes colorimétricos por espectrofotometria. Entre as enzimas mais 

estudadas podemos citar: catalase (Cat), superóxido desmutase (SOD), glutationa 

peroxidase (GPX) e xantina oxidase (OX). 

A catalase tem várias funções bioquímicas ,mas o principal objetivo da 

catalase é catalisar a quebra de H2O2 em H2O e O2. Ela possui uma massa 

molecular de 240k Da e é distribuída extensamente no interior da célula. O ferro é 

um co-fator obrigatório ligado ao sítio ativo da enzima (Powers e Jackson, 2008). 

Embora CAT e GPX compartilhem substratos comuns, CAT tem uma afinidade 

muito menor para a H2O2 em concentrações baixas em comparação com GPX 

(POWERS e JACKSON, 2008). 

A superóxido dismutase (SOD) foi descoberta em 1969 por McCord e 

Fridovich e forma a primeira linha de defesa contra os radicais superóxido. A SOD 

catalisa a oxidação de radicais superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

oxigênio (O2). Em mamíferos, existem três isoformas de SOD (SOD1, SOD2, 

SOD3), e todas exigem um metal de transição no centro ativo catalítico para 

realizar a reação de oxidação do ânion superóxido (POWERS e JACKSON, 

2008). 

As isoformas das enzimas GPX catalisam a redução de H2O2 ou 

hidroperóxido orgânico (ROOH) a água (H2O)e álcool (ROH), respectivamente, 

utilizando glutationa reduzida (GSH) ou, em alguns casos, tioredoxina ou 

glutarredoxina como o doador de elétrons. Quando é o GSH doador de elétrons, 

doa um par de íons de hidrogênio e de GSH é oxidado em glutationa dissulfeto 

(GSSG) (POWERS e JACKSON, 2008). 
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 A enzima xantina oxidase catalisa uma série de reações que levam a 

conversão de hipoxantina a ácido úrico. Sobre condições normais 80-90% da XO 

existe na forma desidrogenase, que utiliza NAD+ como aceptor de elétrons. No 

entanto, durante o exercício, ela é convertida para forma oxidase e nessa forma 

ela utiliza o oxigênio ao invés de NAD como aceptor de elétrons (KNEZ et al. 

2006). 

Outras técnicas utilizadas para a avaliação do perfil redox dos fluidos e a 

quantificação de antioxidantes não enzimáticos como ácido úrico e glutationa. 

O ácido úrico é o antioxidante mais encontrado na saliva, a maioria dos 

trabalhos utiliza kits comerciais para a realização desta dosagem (GONZÁLES et 

al. 2008; ZAMBRANO et al. 2009). A glutationa (GSH) é um tripeptídeo tiol 

antioxidante (γ-glutamilcisteinil-glicina) e suas concentrações intracelulares é um 

indicador de estresse oxidativo. Dentro das células, a GSH existe em duas formas 

diferentes: a forma sulfidrila glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada 

(GSSG) (RAHMAN et al. 2006). 

O estresse oxidativo tem um profundo efeito sobre o equilíbrio celular tiol e 

pode levar a uma diminuição da razão de GSH / GSSG em muitos órgãos. 

Espécies reativas de oxigênio ânion superóxido, radical hidroxila, peróxido de 

hidrogênio e hidroperóxidos xenobióticos e outros radicais orgânicos são 

neutralizados por GSH em uma cascata de desintoxicação que envolve a 

glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferases (GST) e glutationa 

redutase (GR) (RAHMAN et al. 2006). 

Portanto a aplicação da saliva em situações clinicas como auxiliar de 

diagnostico está sendo ampliada, uma vez que, vários métodos foram 

desenvolvidos para avaliar o perfil redox da saliva, o que indica um aumento do 

interesse dos pesquisadores (MANDEL, 1990). 
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Resumo 

 

O exercício físico é considerado um agente promotor de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio (RONS); a magnitude desse processo é dependente do tipo, 

duração e intensidade do exercício. O surgimento de análises e coletas de 

amostras mais rápidas e fáceis, como por exemplo, a coleta da saliva, oferece um 

futuro promissor para que as análises possam ser aplicadas em campo para 

quantificar a produção dessas espécies frente ao exercício. O objetivo desse 

estudo foi avaliar e analisar alguns marcadores do balanço redox, utilizando a 

saliva de indivíduos jovens e ativos antes, logo após e 24 horas após uma prova 

de meia maratona. A amostra foi composta por 11 indivíduos cinco homens e seis 

mulheres (23,93 ± 4,9 anos, 1,69 ± 0,07 cm, 62,80 ± 6,6 kg). Os voluntários 

completaram uma prova de corrida de rua com percurso de 21,1 km. Nossos 

achados mostram que no grupo avaliado não houve alterações nas taxas de  

danos oxidativos a lipídeos antes (0, 574 ± 0, 068 nmol TBARS/ mg proteína) logo 

após (0,407 ± 0,072nmol TBARS/ mg proteína) e 24 horas após a prova (0,154 ± 

0,060 nmol TBARS/ mg proteína), que foram quantificados através da 

concentração dos produtos de peroxidação lipídica (TBARS). Por outro lado a 

resposta antioxidante teve aumento após a prova (305,5 ± 118,8 µmol Trolox eq / 

L) e 24 horas depois (369,4 ± 219,2 µmol Trolox eq / L), mostrado pela 

capacidade antioxidante total (FRAP). A concentração de GSH não foi diferente 

após a prova (4,503 ± 0,387 nM/µg proteína), mas teve uma diminuição 24 horas 

após a prova (3,356 ± 0,477 nM/µg proteína). A atividade da catalase não sofreu 

alteração significativa em nenhum dos momentos avaliados (5,686 ± 4,645 antes 

vs 1,863 ± 6,581 logo após vs 3,449 ± 1,826 U/mg proteína 24 horas após). Esses 

resultados sugerem que para esse grupo, mesmo um exercício de longa duração 

como uma meia maratona, não foi suficiente para promover danos oxidativos a 

lipídeos uma vez que, as respostas antioxidantes aumentaram após a prova. 

 

Palavras chave: meia maratona, saliva, estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 

Exercise is considered a promoter of reactive oxygen and nitrogen (RONS), the 

magnitude of this process is dependent on the type, duration and intensity of 

exercise. The emergence of analyzes and sample collection faster and easier, 

such as saliva collection, offers a promising future for the analyzes to be applied in 

the field to quantify the production of these species to the exercise. The aim of this 

study was to evaluate and analyze some markers of the redox balance, using the 

saliva of young and active before, immediately after and 24 hours after competing 

in a half marathon. The sample consisted of 11 individuals five men and six 

women (23.93 ± 4.9 years, 1.69 ± 0.07 cm, 62.80 ± 6.6 kg). The volunteers 

completed a proof of street racing with a route of 21.1 km. Our findings show that 

in the studied group there were no changes in the rates of oxidative damage to 

lipids before (0, 574 ± 0, 068 nmol TBARS / mg protein) after (0.407 ± 0.072 nmol 

TBARS / mg protein) and 24 hours after the test (TBARS 0.154 ± 0.060 nmol / mg 

protein) that were measured by the concentration of lipid peroxidation products 

(TBARS). On the other hand antioxidant response was increased after the test 

(305.5 ± 118.8 µmol Trolox eq / L) and 24 hours (369.4 ± 219.2 µmol Trolox eq / 

L), shown by total antioxidant capacity ( FRAP). The concentration of GSH was 

not different after the race (4.503 ± 0.387 nM / mg protein), but had decreased 24 

hours after the test (3.356 ± 0.477 nM / mg protein). Catalase activity did not 

change significantly in any of the time points evaluated (5,686 ± 4,645 vs. 1,863 ± 

6,581 before after vs. 3,449 ± 1,826 U / mg protein after 24 hours). These results 

suggest that for this group, even a long duration exercise as a half marathon, was 

not sufficient to cause oxidative damage to lipids since the answers antioxidants 

increased after the race. 

 

Keywords: half marathon, saliva, oxidative stress. 
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1 - Introdução 

 

A meia maratona é uma corrida com uma distância igual à metade de 

uma maratona, ou seja, de 21,1 km (21.097,5 metros). Fisiologicamente essa 

prova é considerada de resistência, predominantemente aeróbica, dinâmica, 

intensa, prolongada e exaustiva (COYLE, 1992). O tempo médio da prova de 

atletas profissionais é de aproximadamente 1 hora no masculino e um pouco mais 

de 1 hora no feminino. 

Durante os últimos anos muitos estudiosos vêm procurando maneiras de 

mensurar as cargas de treino e o desempenho de atletas de diversas 

modalidades em diferentes fases de seu calendário esportivo, procurando verificar 

pré-competição e pós-competição o nível de condicionamento físico em que o 

atleta está, para que este consiga sua melhor condição física durante a 

competição (Borin et al., 2007). 

Entretanto, os métodos de mensuração de rendimento e fadiga dos atletas 

ainda são invasivos, pois a grande maioria dos métodos utiliza-se da coleta de 

sangue do atleta que posteriormente é levado a um laboratório dispendendo 

horas e até dias para que tudo seja analisado e obtenha-se um resultado 

fidedigno. O que se têm buscado atualmente são métodos de coleta e análises 

mais rápidos, precisos e menos invasivos. 

Recentemente pesquisas apontam para o desenvolvimento de técnicas 

menos invasivas para a análise de biomarcadores de condicionamento físico, 

fadiga, produção de substratos, produção de radicais livres em atletas, seja pré-

treino, durante ou após o treino e em competições. Neste contexto a saliva 

aparece com um futuro promissor (Diaz et al., 2012; Reid, 2012;Demenice et al., 

2010; Gonzáles et al., 2008) 

 Recentemente a análise da saliva representa uma ferramenta atrativa para 

o monitoramento e para o diagnóstico precoce de doenças orais e também na 

área do exercício (Antunes-Neto et al., 2012, Diaz et al.,2012; Demenice et al., 

2010, Gonzáles et al., 2008) .Para Kammdyová e Celec (2011), as principais 

vantagens da saliva, em relação ao sangue referem-se à coleta simples, segura e 

não invasiva, além da possibilidade de um monitoramento longitudinal com 
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número maior de amostras e maior diversidade populacional, incluindo crianças e 

pessoas idosas, por exemplo.  

Considerando que as corridas de rua vêm se tornando, a cada ano, mais 

populares e contam com um grande numero de atletas amadores o presente 

estudo objetivou examinar alguns marcadores do balanço redox, utilizando a 

saliva de indivíduos jovens e ativos antes e após uma prova de meia maratona 

realizada na cidade do Rio de Janeiro. 

 

2. Métodos 

 

2.1 Sujeitos 

 

A amostra foi composta por onze voluntários (5 homens e 6 mulheres) 

participantes do grupo de corrida de rua da Universidade Federal de Uberlândia. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa em Humanos da 

Universidade Federal de Uberlândia (parecer número 166.247 – anexo I) e cada 

participante preencheu um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo I), 

no qual os riscos da sua participação na investigação proposta foram explicados. 

 

2.2 Avaliação da composição corporal 

 

Na semana que antecedeu a prova os atletas realizaram avaliação física 

através de uma balança de bioimpedância da marca tetrapolar Tanita BC558 e 

medidas antropométricas utilizando um estadiômetro Sanny (TABELA 1). 

 

2.2 Delineamento experimental 

 

No dia da realização da meia maratona, os atletas foram orientados a não 

mudarem os padrões de sua alimentação e hidratação durante a prova. Foi 

solicitado que fizesse o melhor tempo possível para a prova.Para a avaliação do 
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balanço redox dos atletas coletamos amostras de saliva em três pontos: pré, 

imediatamente após o término da prova e 24 horas após o término da prova. 

 

2.3 Coleta e processamento da saliva 

 

 A saliva foi coletada, durante três minutos em cada ponto, de maneira não 

estimulada pelo método de cuspe (Navazesh, 1993) em tubos plásticos (falcon) 

de 15 mL. Após as coletas os tubos foram guardados no gelo para transporte até 

o laboratório. A saliva foi centrifugada a 3500 rpm, durante 15 minutos, a 4°C e o 

sobrenadante foi coletado e aliquotado (400µL) em 3 microtubos de 1,5 mL e 

armazenado -80°C para as futuras análises. 

Avaliamos a atividade da enzima catalase, a concentração glutationa reduzida, 

peroxidação lipídica e atividade antioxidante total. 

 

2.4 Análises bioquímicas 

 

2.4.1Técnicas de medida de estresse oxidativo 
 

A peroxidação lipídica foi medida através da formação de subprodutos da 

lipoperoxidação (malondialdeído – MDA), que são substâncias reativas ao 

aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBA). Este método consiste na análise dos 

produtos finais da peroxidação lipídica (peróxidos lipídicos, malondialdeído, e 

outros aldeídos de baixo peso molecular) que, ao reagirem com o ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA), formam bases de Schiff. Esses complexos são coloridos e 

sua concentração pode ser determinada espectrofotometricamente.  

Foram preparados quatro reagentes: 

a) Ácido Tiobarbitúrico (TBA): 67g em 1ml DMSO e acrescentado mais 9 ml 

de água.  

b) TCA 10%: Adicionamos 10 g de ácido tricloroacético em 100 ml de água 

destilada. 
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c) TMP (1,1,3,3-tetrametoxipropano): 4,167 L em 1 mL de etanol e 

adicionado 49 ml de água (500 M). 

d) Tampão fosfato (KPE) – misturou-se 80 mL da solução de KH2PO4 (100 

mM) a 420 mL da solução de K2HPO4 (100 mM), juntamente com 930 mg 

de EDTA, pH 7.4. 

A saliva foi diluída na razão de um para três (v/v); para 50 L de saliva, 150 L de 

tampão fosfato 100 mM. Após a diluição, adicinou-se 100 µL de ácido 

tricloroacético a 10% (TCA 10%) a 200 µL de amostra, resfriando-as por 15 

minutos a 4°C e centrifugando-as logo em seguida a 6000 rpm por 15 minutos, a 

4°C. Após a centrifugação 250 µL do sobrenadante foram retirados de cada 

amostra e então 300 µL do ácido tiobarbitúrico (TBA) a 50 mmol foram 

adicionados. Após a adição de TBA as amostram foram encubadas por 120 

minutos a 95°C, e depois resfriadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Por 

fim, foram adicionados à microplaca 150 µL de amostra em duplicada, as quais 

foram lidas espectrofotometricamente a 532nm. A concentração dos produtos de 

peroxidação lipídica foi calculada baseada em uma curva padrão construída a 

partir de malondialdeído nas concentrações de 100, 50, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 

µmol. 

A atividade antioxidante total foi avaliada por meio da redução do ferro no 

seu estado férrico (Fe3+) para seu estado ferroso (Fe2+) em pH baixo, formando o 

complexo ferro-tripyridyltriazine (TPTZ) de coloração azul intensa, lido 

espectofotometricamente a 593 nm (Benzie & Stain, 1996).Os reagentes incluem 

tampão acetato de sódio (300 mM. L-1, pH 3.6), e 16 ml de C2H4O2 por litro de 

tampão; 10 mmol . L-1 de TPTZ preparado em HCL a 40 mmol . L-1 e cloreto 

férrico (FeCl3.6H2O) a 20 mM, preparado no tampão acetato de sódio (300 mM. L-

1, pH 3.6). O reagente de trabalho foi preparado adicionando-se 25 ml de tampão 

acetato de sódio, 2.5 ml da solução de TPTZ e 2.5 ml da solução de FeCl3.6H2O. 

A absorbância foi mensurada em espectofotômetro a 593 nm utilizando uma 

leitora de microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). A atividade 

antioxidante total foi calculada, baseada em uma curva padrão construída a partir 

de trolox, nas concentrações de 1000, 800, 400, 200, 100 e 50 µM. 
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A atividade da catalase foi medida na saliva segundo o método proposto 

por Aebi (1984), por meio da decomposição do peróxido de hidrogênio, lida a 240 

nm em espectrofotômetro (Thermo Scientific GENESYS 10S – Vis e UV). O 

reagente de trabalho, preparado imediatamente antes do experimento é composto 

por tampão fosfato de sódio (NaH2PO4 50 mM e Na2HPO250 mM) e peróxido de 

hidrogênio a 30%. A proporção é de 1000 mL de tampão para 340 µL de peróxido 

de hidrogênio. Antes da leitura as amostras foram diluídas em tampão fosfato 

(1:10 v/v). Todas as leituras foram feitas em cubeta de quartzo. O aparelho foi 

zerado com tampão fosfato (1000 µL) e em seguida, as amostras foram lidas em 

duplicata, adicionando-se à cubeta 1000 µL da solução de trabalho e 10 µL do 

hemolisado diluído. O consumo do peróxido de hidrogênio foi monitorado durante 

30 segundos, anotando-se as absorbâncias a cada intervalo de 15 segundos. O 

cálculo da atividade da catalase é dado pela equação: [((t0 – t30). 10) / proteína] x 

30, sendo t0 o tempo de leitura inicial, t30 o tempo de leitura final, 10 o fator de 

diluição da amostra e 30 o tempo total de leitura. A quantificação de proteína total 

é necessária para o cálculo.  

O ensaio para avaliação da GSH é baseado na reação desse tripeptídeo 

com o DTNB [ácido 2- nitro-benzóico (5,5’ – ditiobis)], que produz como cromóforo 

o TNB, o qual tem absorbância máxima a 412 nm. A taxa de formação do TNB 

medida a 412 nm é proporcional á concentração de GSH na amostra (Rahman et 

al., 2007). 

 

2.4.2 Dosagem de proteínas 
 

A dosagem de proteína totais das amostras foi realizada de acordo com o 

protocolo de Bradford (1976) adaptado para microplaca. Em cada well da 

microplaca foi adicionado 5µL de saliva, 95µL de água deionizada e 200µL do 

reagente de Bradford. O ensaio foi realizado em duplicata e lido à 595nm à 

temperatura ambiente. 

 

2.5 Estatística 
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Inicialmente, foi verificada a normalidade de distribuição dos dados através 

do teste de D’Agostino e Pearson. Para análise dos dados que passaram no teste 

de normalidade utilizamos anova one–way com pós teste de Tukey. Para os 

dados não paramétricos utilizamos o teste de Friedman e pós-teste de Dunn. Para 

a análise dos tempo para realização da prova utilizamos o teste  t de student. O 

nível de significância adotado para todas as análises foi de p < 0,05. Os dados 

foram mostrados em média e desvio padrão para dados normais. Para dados não 

paramétricos foram utilizados a mediana e o desvio padrão. 

3. Resultados 

 

Todos os atletas completaram a prova. A temperatura no dia estava em 

torno de 17°C, nublado e, em alguns momentos, choveu. O tempo médio do 

cumprimento da prova pelos atletas foi de 156 ± 24,9 min, não houve diferença 

entre os tempos para homens e mulheres (p= 0,125). 

A concentração dos produtos de peroxidação lipídica foi maior antes da 

prova quando comparada com o pós prova. Os níveis de TBARS seguiram 

diminuindo após a prova, sendo que, 24 horas após o término da prova as 

concentrações estavam menores do que os valores iniciais e após a prova 

(p<0,0001) (Figura 1). 

Quanto à capacidade antioxidante total houve aumento significativo da 

mesma, logo e 24 horas após a prova quando comparada com os valores antes 

da prova (p<0, 0001) (Figura 2).  

Na análise das concentrações da glutationa reduzida não houve diferença 

significativa após a prova quando comparada com os valores antes da prova. Os 

valores de GSH 24 horas depois da prova foram menores que os valores pré e 

pós prova (p<0,0001) (Figura 3). 

Na avaliação da atividade da enzima catalase não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os três tempos analisados (p<0,4698) (Figura 

4). 

 

4. Discussão 
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O resultado de dano oxidativo demonstrado através do ensaio de TBARS 

mostra que após a prova de meia maratona não houve danos oxidativos a 

lipídeos neste grupo de atletas. 

Por um lado esse achado vai ao encontro com alguns trabalhos como o de 

Tian e colaboradores (2010) que nas primeiras horas após o término de uma 

corrida de 21 km não houve diferença nas concentrações de tais produtos 

reativos ao ácido tiobarbitúrico TBARS, mas neste trabalho foi analisado plasma. 

Por outro lado, outros trabalhos mostram diferentes resultados nos valores de 

peroxidação lipídica após exercício (Demenice et al, 2010). 

Este resultado pode ser explicado pelo fato de que as sessões de 

treinamento realizado para esta foi eficiente em promover adaptações nas 

defesas antioxidantes. Tais adaptações são descritas na literatura como um dos 

efeitos do treinamento de aeróbico. 

Outro fator que poderia colaborar para a diminuição do dano oxidativo seria 

o clima ameno encontrado no dia da prova, o que pode atenuar o estresse 

térmico. 

Alguns trabalhos reportam que exercícios praticados em ambientes 

quentes (33°C) quando comparados à prática de exercícios em ambientes frios 

(7°C) contribuem para o aumento da temperatura corporal e também para o 

aumento de biomarcadores de desbalanço redox ou estresse oxidativo (Quindry 

et al., 2013; Gomes et al., 2011). 

Alguns fatores que são determinantes para a diminuição da incidência de 

raios ultravioletas (UV) foram observados durante a prova, como, o tempo 

nublado, a hora da realização da prova (antes das 10 horas da manhã) e a 

estação (inverno) (Utrillas et al., 2013). A menor incidência de raios UV sob estas 

condições também poderiam ter amenizado a produção de espécies reativas de 

oxigênio (Yin et al., 2013). 

A atividade antioxidante na saliva total aumentou após a prova, fato que 

também pode explicar a redução dos produtos de peroxidação lipídica e também 

demonstra uma resposta induzida pelo treinamento aeróbico o que pode refletir 

melhoradas defesas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo induzido 

pelo o exercício. Nossos resultados estão de acordo com estudos anteriores que 

analisaram saliva (González et al., 2008) e plasma, esses trabalhos relataram 
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aumento de nutrientes antioxidantes e potencial antioxidante em resposta ao 

exercício (Child et al., 1998; Liu, 1999; Mastaloudis et al., 2004; McAnulty et al., 

2003; Nieman et al., 2003). 

A concentração do marcador antioxidante GSH na saliva não apresentou 

diferença significativa no pós-exercício.Outros estudos que também utilizaram 

saliva como biomarcador do estado redox não mostraram diferença e até 

diminuição das concentrações de GSH após o exercício.  O trabalho de Demenice 

et al (2010) não mostrou diferença nas concentrações salivares de GSH, 

utilizando o exercício resistido em uma sessão aguda de 3 séries de 10 repetições 

a 75% de 1RM.  Benitez-Sillero et al (2009) mostraram redução nas 

concentrações salivares de GSH em crianças não atletas após teste incremental 

de corrida. O trabalho de Nikolaidis et al (2007) analisou o estado redox do 

sangue em crianças com experiência em treinamento de natação, eles mostraram 

diminuição nas concentrações de GSH sanguíneo após 12 sessões de 50 metros 

com velocidade entre 70% - 75% da velocidade máxima dos voluntários para 50 

metros. 

A concentração de GSH 24 horas após a prova diminuiu significativamente 

quando comparado aos outros tempos medidos (pré e pós). A diminuição de GSH 

pode estar relacionada ao papel deste composto na regulação das vias de 

transcrição do fator de transcrição nuclear KB (NF-kB), proteínas quinases 

ativadas dos mitógenos (MAPK), e proteína quinase B (Akt)/ alvo de rapamicina 

em mamífROS (mTOR) que estão envolvidas no processo de inflamação e 

recuperação muscular após microlesões induzidas pelo exercício (Michailidis et 

al., 2013). 

A atividade da enzima antioxidante catalase também não teve diferença 

significativa após o exercício, embora na literatura temos resultados controversos 

com relação a atividade dessa enzima (Powers e Jackson, 2008) 

5. Conclusão 

 

Nossos dados sugerem que, após uma prova de meia maratona, em um 

grupo de atletas universitários os níveis de atividade antioxidante total aumentam 
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na saliva em resposta ao exercício, atenuando dessa maneira as respostas 

oxidativas com a diminuição da peroxidação lipídica. 
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Legendas 

 

Tabela 1. Idade, massa, altura, índice de massa corporal (IMC) e percentual de 

gordura 4 dias antes da prova. Os dados foram expressos como média e desvio 

padrão (n=11). 

Figura 1. Concentrações salivares de produtos de peroxidação lipídica em atletas 

amadores antes, após e 24 horas depois de uma meia maratona. Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão (DP) da média. * Diferenças significativas 

(Teste de Anova oneway, P<0.05); n=11 

Figura 2. Avaliação da atividade antioxidante total da saliva em atletas amadores 

antes, após e 24 horas depois de uma meia maratona. Os dados foram expressos 

como média ± desvio padrão (DP) da média. * Diferenças significativas (Teste de 

Anova oneway, P<0.05); n=11 

Figura 3. Concentrações salivares de glutationa reduzida em atletas amadores 

antes, após e 24 horas depois de uma meia maratona. Os dados foram expressos 

como mediana e intervalo interquartil. * Diferenças significativas (Teste de 

Friedman, P<0.05), n=11 

Figura 4. Avaliação da atividade da enzima catalase em atletas amadores antes, 

após e 24 horas depois uma meia maratona. Os dados foram expressos como 

mediana e intervalo interquartil. * Diferenças significativas (Teste de Friedman, 

P<0.05), n=11 
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Tabela 1 

 

  

IDADE                   
  

23,93 ± 4,9 

MASSA (kg) 62,80 ± 6,6 

ALTURA (cm) 1,69 ± 0,07 

IMC 21,84 ± 1,4 

% GORDURA 15,98 ± 5,8 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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ANEXO 1 – Parecer do comitê de ética e pesquisa 

 

 

 



48 

 

 

 

 

 



49 

 

 

 

 

 



50 

 

ANEXO 2 –Termo de consentimento livre e esclarecido  

Você está sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliação de 
biomarcadores salivares de estresse oxidativo após meia maratona, em 
corredores amadores”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Prof. Dra. 
Françoise Vasconcelos Botelho Prof. Dr. Foued Salmen Espindola, Erickson 
Messias Bezerra dos Santos, Maria Carolina Siqueira, Miguel Mauricio Díaz 
Gómez, Renata Roland Teixeira, Olga Lucia Bocanegra Jaramillo. 
 

 Nesta pesquisa estamos buscando entender dinâmica de 
marcadores salivares que possam predizer o estado redox ou o estresse oxidativo 
após uma prova de endurance em atletas amadores. 

Você irá participar de uma prova de corrida de rua que terá uma distancia 
mínima de 15 quilômetros e uma máxima de 21 quilômetros. A prova consiste em 
percorrer estas distancias um ponto ao outro caminhando ou correndo no menor 
tempo possível.  

 
O procedimento da coleta de saliva será realizado pelos pesquisadores 

responsáveis. O método de coleta e simples rápido, ele será feito sem 
estimulação, como por exemplo, mastigar gomas ou chicletes, a saliva será 
analisada no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 
Federal de Uberlândia. 

Com relação à prova de corrida de rua, não há relatos na literatura sobre 
eventuais problemas físicos ou psíquicos, durante ou após os testes. Embora a 
probabilidade destas lesões ocorrerem é mínima, caso ocorram, você terá todo 
assistência médica assegurada pela organização da competição, como é de 
costume nessas provas, uma vez que, a organização cobra uma taxa de 
inscrição e em contra partida oferece está segurança aos atletas.  
 

Em nenhum momento você será identificado. Os resultados da pesquisa 
serão publicados e ainda assim a sua identidade será preservada. Você não terá 
perda ou ganho financeiro por participar desta pesquisa. O benefício previsto é a 
possibilidade de uma avaliação física e cardiológica, fornecida em uma devolutiva 
ao final do estudo. 

Você é livre para desistir de participar da pesquisa a qualquer momento 
sem lhe causar prejuízo. Uma cópia deste termo de consentimento Livre e 
Esclarecimento ficará com você.  

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa você poderá entrar em contato 
com os pesquisadores no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da 
Universidade Federal de Uberlândia, localizado na Av Pará, nº 1720  Bloco E sala 
39a, Campus Umuarama, Uberlândia – MG, CEP: 38400-902, telefone: (34) 3218-
2477, e com o Comitê de Ética em Pesquisa – CEP, localizado na Av. João Naves 
de Ávila, nº 2121 Bloco 1ª sala 224, Campus Santa Mônica, Uberlândia – MG, 
CEP: 38408-100, telefone: (34) 3239-4131. 

De acordo,  
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Uberlândia,_____ de ____________ de 200__. 

 

 

                   _____________________________________________ 

Assinatura dos pesquisadores 

 

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido 
devidamente esclarecido. 

 

___________________________________________ 

 

Participante da pesquisa - RG: __________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


