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APRESENTACAO



O exercicio fisico € considerado um agente promotor de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (RONS) e a magnitude desse processo é dependente do
tipo, duracdo e intensidade do exercicio assim como da condi¢do ou estado de
treinamento atual de cada individuo.

O aumento da producdo de RONS quando ndo acompanhado de uma
resposta antioxidante adequada gera o estresse oxidativo, que é responsavel por
varios processos celulares, podendo estes ser lesivos as células ou néo.

Tais processos oxidativos estdo relacionados durante o exercicio a uma
série de consequéncias dentre elas a queda na producao de forca nos muasculos
esqueléticos e/ou ainda danos celulares frente a uma demanda de exercicio na
gual o organismo nao foi treinado e/ou adaptado para suportar.

Assim, o0 monitoramento de marcadores biolégicos durante uma temporada
de treinamento para que seja possivel avaliar, analisar e adequar da melhor
maneira possivel as cargas de treinamento para atletas profissionais, amadores e
recreacionais, faz-se necessario.

O surgimento de andlises e coletas de amostras mais rapidas e faceis,
como por exemplo, a coleta da saliva, oferece um futuro promissor para que as
andalises possam ser aplicadas em campo e sejam mais fidedignas a situacfes
reais, pois poderdo ser realizadas onde os atletas treinam e competem, dessa
maneira ndo excluindo toda a atmosfera que envolve o ambito da competicao.

Para que este panorama seja concreto se faz necesséarios diversos
trabalhos em diversos campos da ciéncia do exercicio, para que assim possamos
efetivar a aplicacdo dessas analises onde elas precisam estar, ou seja, nos locais
de treinamento e competicao.

As corridas de rua vém se tornando, a cada ano, mais populares e contam
com um grande numero de atletas amadores. Essas provas longas de maratona e
meia maratona séo encaradas como desafio e ndo se sabe ao certo se os atletas
possuem o treinamento adequado para suportar tais desafios, que podem
desencadear lesbes articulares e musculares e também os danos oxidativos.

O presente estudo foi delineado no intuito de examinar alguns marcadores
do balanco redox, utilizando a saliva de individuos jovens e ativos antes e apés

uma prova de meia maratona que realizou-se na cidade do Rio de Janeiro.



A apresentacdo da dissertagdo foi dividida em capitulos, conforme
as normas do Instituto de Genética e Bioquimica e, a formatacdo seguiu as
normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capitulo 1, é
apresentada uma revisao bibliografica do assunto, incluindo topicos referentes as
caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas da prova, producéo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, a relagcdo do exercicio com a producdo e defesa das
ERONS, a saliva como um biomarcador para o estresse oxidativo e sua relacéo
com o exercicio. No capitulo 2, mostramos os métodos utilizados, os resultados
obtidos e a discussdo sob a forma de um artigo, que serd submetido a uma

revista cientifica indexada.



CAPITULO 1

Fundamentacédo Teorica



1 — Meia maratona: caracteristicas fisiologicas e metabdlicas

A meia maratona € uma corrida com uma distancia igual a metade de
uma maratona, ou seja, de 21,1 km (21.097,5 metros).

Fisiologicamente essa prova ¢é considerada de resisténcia,
predominantemente aerébica, dindmica, intensa, prolongada e exaustiva (COYLE,
1992). O tempo médio da prova de atletas profissionais € de aproximadamente 1
hora no masculino e um pouco mais de 1 hora no feminino.

Considerando a magnitude de tal prova varias capacidades fisicas séo
exigidas do individuo para que o organismo consiga manter a atividade muscular
e realizacao da corrida.

Dentre aptiddes, destacamos a forca e a resisténcia, que sé&o
desenvolvidas e alcancadas pelo treinamento aerobio crénico. Além disso,
também se fazem necesséarios um adequado aporte e utilizacdo de oxigénio.

Durante os treinamentos e durante a prova de meia maratona, a demanda
energética requer aumento do consumo de oxigénio, que depende do fluxo
sanguineo e da captacao de nutrientes e oxigénio. O aumento do fluxo sanguineo
€ resultado da elevacdo de débito cardiaco e da redistribuicdo do fluxo para a
musculatura ativa (COYLE, 1992).

Outro importante fator na manutencdo do desempenho é a oxidagdo dos
nutrientes utilizados durante os treinamentos e a prova. Portanto, a capacidade do
muasculo em produzir energia € dependente da concentracdo intracelular de
mitocondrias e de substratos como o glicogénio e os triglicerideos, ou seja, 0
desempenho dos individuos em eventos de resisténcia depende da capilarizacao,
da musculatura e da atividade oxidativa do musculo (CHARLTON, 1997).

2 — Formacéao de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

O oxigénio obtido através da respiracdo chega as células, as mitocéndrias
e, pelo processo de respiracéo celular é reduzido a agua. Estima-se que 0,1 a 4%

do oxigénio possa sofrer reducdo univalente e ser convertido no anion superoxido



(O2") através do complexo | e lll da cadeia respiratoria. O superoxido, uma
espécie reativa de oxigénio, através da superoxido dismutase (SOD), pode ser
convertido a outra espécie reativa de oxigénio, o peroxido de hidrogénio (H,0O,)
(MORAN et al., 2012). Este, embora ndo seja um radical livre, reage com atomos
de Fe*? formando o radical hidroxila (OH¢) através da reacéo de Fenton (BARJA,
1999; HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1984). O superéxido pode reduzir o Fe** a
Fe*? facilitando a producéo do radical hidroxila (OH¢). O conjunto de reacdes entre
o peroxido de hidrogénio, superdxido e ferro é chamada reacdo de Haber-Weiss
(STOHS E BAGCHI, 1995) - esquema abaixo:

0O, +Fe** — 4 0, + Fe” (ferroso)

H,O, + Fe” — 5 OH + OHs+ Fe®* (férrico) Fenton

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

Outras formas de producdo de espécies reativas de oxigénio a partir do
oxigénio incluem a formacdo de superdxido (O;") através da enzima xantina
oxidase (ZWEIER et al.,, 1988). As espécies reativas de oxigénio também sédo
produzidas através da oxidacdo de acidos graxos hnosS peroxissomos,
metabolizacdo de xenobibticos por enzimas microssomais P450 (BECKMAN E
AMES, 1998), leucdcitos (contra microorganismos invasores) (SEGAL, 2005),
ciclooxigenases, lipoxigenases, hemoglobina, mioglobina, epinefrina, dopamina e
de acucares (HERMES-LIMA, 2004)

As espécies reativas de oxigénio sdo altamente reativas e capazes de
reagir como varias biomoléculas, causando danos a lipideos, proteinas,
carboidratos e DNA, processo conhecido como estresse oxidativo (KREGEL e
ZHANG, 2007).

Devido ao potencial danoso dos radicais livres, 0 organismo possui
iniumeros mecanismos de defesa contra a formacao das ROS, essas defesas tém
a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acéo deletéria dos radicais

livres ou das espécies reativas ndo-radicais. Elas sao divididas em enziméticas



da enzima catalase, pode ser

(Figura 1) e ndo enzimaticas (BARBOSA, 2010). O sistema de defesa enzimatico

inclui as enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (Cat) e
GlutationaPeroxidase (GPx). Essas enzimas tem como funcdo prevenir os danos
oxidativos, impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais livres e espécies
nao-radicais (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).0 sistema de defesa né&o-
enzimatico inclui, os compostos antioxidantes de origem dietética, como o &cido
ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas E e
A, respectivamente, sd80 compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes

(PRASAD et al. 2007).A glutationa, um tripeptideo formado no figado, é

considerado o principal antioxidante ndo enzimético das fibras musculares. Tem
como fungdes servir de substrato para a enzima GPX eliminar H,O,, reagir
diretamente com alguns radicais e também na reducdo de outros antioxidantes,
como por exemplo, a vitamina E (POWERS e JACKSON, 2008).
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Figura 1. Alguns mecanismos de defesa antioxidantes. Anions superéxido (O, ) s&o
dismutados pela enzima superéxido dismutase em H,O,. Este, por sua vez, sob a acéo

convertido em H,O+ O, ou sofrer acdo da
glutationaperoxidase (GSH-peroxidase) formando H,O. A Ferritina pode remover os ions
ferro e a vitamina E sequestra radicais livres impedindo a peroxidacao lipidica (LPO).
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O estresse oxidativo é definido como sendo o desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, favorecendo a geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo desses.Tal processo
conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes
biolégicas e/ou desequilibrio homeostético, cuja manifestacdo € o dano oxidativo
potencial contra células e tecidospodendo desencadear danos irreversiveis e até
mesmo morte celular (HALLIWELL e WHITEMAN, 2000).

2.1 — Exercicio e estresse oxidativo

A prética regular de atividades fisicas associadas a uma dieta balanceada
€ um importante fator na promocao da saude. Todavia, a frequente realizacao de
exercicios fisicos de alta intensidade ou exaustivos podem aumentar a
suscetibilidade as lesbes, promover a fadiga crénica e overtraining, parcialmente
em razdo da elevada sintese de ROS (CRUZAT et al. 2007).

Evidéncias experimentais apontam que estes compostos podem estar
envolvidos com o desenvolvimento de diversos processos fisiopatolégicos como
envelhecimento, cancer, doencas inflamatérias e aterosclerose. Por outro lado, as
ROS também podem ter efeitos considerados positivos sobre o sistema imune e
exercer funcdes metabodlicas essenciais para a homeostasia celular. Além disso,
diversas alternativas nutricionais tém surgido na tentativa de reduzir o estresse
oxidativo e melhorar o desempenho atlético (CRUZAT et al. 2007).

Durante o exercicio 0 consumo e a captacdo total de oxigénio sdo
aumentados em resposta ao aumento da intensidade do exercicio (HALLIWELL,
1989).Tais alteracbes no metabolismo de oxigénio favorecem a geracdo de
radicais livres e/ou espécies reativas ndo-radicalares. A atividade fisica intensa &
capaz de gerar as espécies em questdo, por meio da ativacdo de varios
mecanismos: atividade da xantina oxidase, producdo mitocondrial, citoplasmatica
e favorecida pelos ions ferro e cobre (KOURY et al. 2003).

A fosforilagdo oxidativa aumenta em resposta ao exercicio, este aumento
também é acompanhado do aumento dos radicais livres. As catecolaminas que

8



também sdo liberadas durante o exercicio podem levar a producdo de radicais
livres. Outras fontes de radicais livres aumentam com o exercicio, incluindo a
xantina oxidase, devido a eventos de isquemia e reperfusdo, NADPH oxidase, e
algumas fontes secundarias, como, a liberacdo de radicais pelo recrutamento de
macréfagos para reparacao de tecidos lesados (URSO e CLARKSON, 2003 apud
JACKSON, 2000).

Os eventos isquémicos aumentam o catabolismo das purinas, ou seja, 0
ATP em uma alta demanda de trabalho muscular € degradado até AMP, uma vez
que a disponibilidade de oxigénio esteja baixa durante o processo isquémico o
AMP é continuamente degradado a hipoxantina, que é convertida a xantina e,
posteriormente, a acido Urico pela enzima xantina-oxidase, juntamente com a
reducdo do oxigénio, produzindo radical superoxido (*O,) e peroxido de
hidrogénio (H.0,) (CRUZAT et al. 2007).

Por outro lado, o exercicio promove uma resposta adaptativa que faz com
gue as espécies reativas geradas tenham uma acdo de sinalizadores celulares
capazes de ativar vias de regulacdo de genes relacionados a expressdo de
enzimas e proteinas especificas responsaveis por manter o equilibrio intracelular
entre oxidantes e antioxidantes (SOUZA et al. 2005).

Segundo Finkel e Holbrook (2000), a estratégia mais eficiente em aumentar
a quantidade endégena de antioxidantes pode ser a maior inducdo do proprio
estresse oxidativo, que, gradativamente, estimularia 0s mecanismos antioxidantes
celulares e aumentaria a resisténcia a les6es induzidas pelo exercicio.

Alguns trabalhos relacionando intensidade do exercicio mostram que
intensidades = 70% do consumo maximo de oxigénio VO,nax, aumentam a sintese
de ROS (JI, 2002).Ji et al. (2007) demonstraram que, agudamente, o musculo
esquelético submetido a uma carga isolada de trabalho exaustivo produzia
aumento da peroxidacao lipidica (PL) e estimulava a atividade de diversas
enzimas antioxidantes como a glutationa-peroxidase (GPx), superéxido-dismutase
(SOD) e catalase (CAT).

Souza et al.(2005) mostraram o efeito da atividade fisica intensa sobre
marcadores do estresse oxidativo, comparado ao repouso. Estes autores

mostraram que a corrida de alta intensidade até a exaustdo em esteira rolante



determinou aumento nos niveis plasmaticos de malondialdeido, principalmente
decorridos 23 e 26 minutos.

Burneikoet al. (2006) estudaram, em ratos Wistar, o efeito da atividade
fisica, natacdo, sobre o estresse oxidativo. Os ratos foram distribuidos em trés
grupos (n=8): sedentario (S), praticantes de atividade fisica por dois dias/semana
(AT2) e cinco dias/semana (AT5). Apdés oito semanas de experimentacao,
independentemente da frequéncia de realizacdo da atividade fisica, o grupo dos
ratos ativos mostrou maiores niveis séricos totais de substancias antioxidantes.

Portanto o estresse oxidativo € um acontecimento normal no metabolismo
aerdbio, este fendmeno tende a aumentar quando praticamos uma atividade fisica
seja ela aerdbica ou anaerdbica, mas a exposicao a esta possivel “agressao” ao
organismo leva ao aumento das respostas antioxidantes e também a um aumento
da resisténcia a novos estresses, fato chamado de adaptacéo ao treinamento.

Os musculos esqueléticos também geram constantemente ROS e incluem
um amplo espectro de espécies radicalares, como o radical anion superoxido (O;
) e o radical hidroxila (OH+) e nédo radicalares como o peroxido de hidrogénio
(H202).0 musculo esquelético também produz radical éxido nitrico (NO-), pela
reacdo catalisada pela enzima O6xido nitrico sintase, a partir do aminoacido
arginina. O NOe, por sua vez, pode reagir com O,". Formando peroxinitrito
(ONOO-), um intermediario instavel, de alta reatividade (GANDRA et al. 2004).

3 — Saliva: composicéo, inervagao e secrecao

A saliva é um produto da secrecdo de trés pares principais de glandulas
salivares, as glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais, mas também da
secrecdo de numerosas glandulas salivares menores, presentes na mucosa da
lingua, bochechas, labios e palato (SCHIPPER et al., 2007). Assim como outros
fluidos das mucosas, a saliva forma uma camada moével na superficie da mucosa
oral e contém arranjos de componentes que desempenham importantes fungdes
(PROCTOR e CARPENTER, 2007). Este fluido constantemente banha os dentes
e as mucosas orais, atuando como solucdo de limpeza, reservatorio de ions,
lubrificante e tampé&o (BATTINO et al., 2002).
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Segundo Mese e Matsuo (2007), a saliva & essencial para a funcao
adequada do corpo. Esse liquido ajuda a amolecer alimentos, formando um bolo
alimentar que auxilia na degluticdo, além de limpar os tecidos orais e proteger 0s
dentes contra danos. Além disso, a saliva contém enzimas digestivas (amilase e
lipase) e receptores que permitem a percep¢ao do sabor dos alimentos e de
outras substancias. Ainda de acordo com esses autores, pequenas proteinas
como a imunoglobulina A (slgA), histaminas e citocinas, além de fatores de
crescimento, horménios, mucinas e outros componentes salivares, podem
desempenhar um papel na manutencdo da imunidade inata e na defesa das
superficies da mucosa oral. Por fim, a saliva protege o trato gastrointestinal
superior por tamponamento do refluxo acido, em casos de regurgitacdo e protege
0os dentes por promover a remineralizacdo trazendo minerais essenciais a
superficie do esmalte, o que aumenta a captacdo mineral no esmalte
desmineralizado.

Segundo Battino et al. (2002) a saliva pode ser descrita como um fluido
heterogéneo, composto por proteinas, glicoproteinas, eletrolitos e moléculas
organicas menores, além de componentes transportados a partir do sangue.As
proteinas da saliva (1-2 mg / mL) sdo constituidas principalmente por
glicoproteinas, enzimas (por exemplo alfa-amilase, a anidrase carbdnica),
imunoglobulinas, e uma vasta gama de peptideos com atividade antimicrobiana. A
fracdo inorganica da saliva contém os eletrélitos usuais dos fluidos corporais, mas
em diferentes concentracdes, o que torna a saliva um fluido hipotonico
(SCHIPPER et al., 2007). Os constituintes inorganicos da saliva séo
principalmente Na*,ClI, HCO3 e K* e em menor quantidade Ca®*, Mg?* e fosfato
(MESE e MATSUO,2007).

A maioria dos componentes da saliva - agua, ions, proteinas - séo
ativamente secretados pelas glandulas salivares. A peca secretéria final das
glandulas salivares consiste em unidades acinares secretérias, as quais sao
responsaveis por sintetizar e secretar a maioria dos componentes protéicos
funcionalmente importantes da saliva. Os acinos sé@o especializados para cada
glandula e séo classificados de modo a refletir as proteinas secretadas por cada

tipo de acino - as glandulas parétidas tém principalmente células serosas, as
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glandulas sublinguais, principalmente células mucosas e as glandulas
submandibulares, ambos (PROCTOR e CARPENTER, 2007).

Segundo Mese e Matsuo (2007), a secrecdo salivar € exclusivamente
controlada pelo sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico. De
acordo com esses autores, geralmente, ndo € necessario estimulo hormonal para
0 inicio da secrecdo deste fluido. A inervacdo parassimpatica € responsavel
principalmente pela secrecdo de agua e eletrélitos, enquanto a inervagao
simpatica esta relacionada com a secrecdo de proteinas, acompanhada pela
exocitose em células acinares. Complementando, Proctor e Carpenter (2007),
afirmaram que a secrecao salivar € um reflexo mediado por inervagdo autonémica
e quando ha interrupcdo dessa inervacdo, particularmente da inervacao
autonbmica parassimpatica, a secrec¢do deste fluido na maioria das glandulas,
cessa quase que completamente. Ainda segundo esses autores, h4 algumas
poucas glandulas salivares que mantém uma secrecdo espontanea na auséncia
de um estimulo mediado por inervacdo, mas até mesmo nessas glandulas, uma
taxa normal de secrecao requer inervacdo autonémica intacta.

A integracdo entre os impulsos dos centros salivares primarios e as
glandulas depende de modulagdo central. O arco reflexo sensorial consiste de
neurdnios aferentes, neurdnios retransmissores, que levam os impulsos até os
centros salivatorios simpaticos e parassimpaticos, fibras eferentes dos centros
salivatorios e células ganglionares autonémicas que inervam as glandulas
salivares.Estimulos aferentes séo integrados nos centros primarios salivares de
medula. Nervos autondmicos parassimpaticos eferentes conduzem o sinal até as
glandulas salivares por meio de ganglios parassimpaticos, situados préximos a
glandula alvo. A inervacao € projetada a partir da medula até o centro simpatico
localizado nos segmentos toracicos superiores da medula espinal, e a partir dai
nervos eferentes simpaticos conduzem o sinal até as glandulas salivares via
ganglios cervicais. A partir do cortex até os centros parassimpaticos ha projecdes
nervosas e essas podem ter efeitos excitatorios ou inibitérios sobre a secrecao
salivar. Nervos eferentes autondmicos estimulam a secrecédo salivar e ndo ha
inibicdo desta, por meio de nervos simpaticos (PROCTOR e CARPENTER, 2007).

A sinalizagédo celular para o aumento da secrecdo salivar parece estar

relacionada ao aumento nos niveis intracelulares de Ca?*. De acordo com Mese e
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Matsuo (2007), o aumento nos niveis de Ca** intracelular, iniciado por estimulacéo
parassimpatica, leva a abertura de canais de CI" na membrana apical, o que
promove a secrecdo de CI" no lumen. A eletronegatividade devida a secrecéo de
CI" transporta Na" através das jun¢des comunicantes permeaveis a cations entre
as ceélulas acinares para preservar a neutralidade. A secrecao liquida de NaCl cria
um gradiente osmotico através dos 4cinos, 0 que extrai agua a partir da corrente
sanguinea por meio das jun¢des comunicantes. Assim, a saliva secretada no
[imen(saliva priméaria) € um fluido isoténico semelhante ao plasma. Na proxima
etapa, a composicdo da saliva primaria é modificada no sistema ductal (hipétese
de 2 etapas),processo no qual os ductos intralobulares reabsorvem Na* e CI', mas
nao agua, o que torna a saliva final um fluido hipotdnico.

As glandulas salivares fornecem um fluxo basal de saliva na boca, que
permite uma agao protetora na cavidade oral. Entretanto, durante curtos periodos,
nos quais ha estimulos evidentes proporcionados pelo cheiro, pelo sabor e pela
mastigacdo dos alimentos, ocorre um aumento consideravel do fluxo, em relagéo
a quantidade basal. Esses reflexos salivares ao gosto, a mastigacdo e a outros
fatores sdo devidos a presenca de varios receptores incluindo receptores
gustatorios, mecanoreceptores, receptores olfatérios e nociceptores. Nao s6 o
volume, mas também a composicdo da saliva na cavidade oral pode variar
dependendo da contribuicdo das diferentes glandulas durante esses estimulos.
Por exemplo, a glandula parétida tem uma taxa de secre¢do basal muito baixa
(sem estimulacdo), comparada ao periodo de estimulacdo. Em contraste, as
glandulas submadibular e sublingual secretam relativamente mais saliva em
condicBes sem estimulacdo. Isso demonstra que diferentes estimulos aferentes
podem alterar a composicao da saliva secretada pelas glandulas (PROCTOR e
CARPENTER, 2007).

3.1 - Saliva como um fluido para diagndstico

A saliva representa uma atrativa ferramenta para 0 monitoramento e para o
diagnostico precoce de doencgas orais. De acordo com Miricescu et al. (2011),

esse fluido contém substancias produzidas localmente, assim como outras
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moléculas derivadas da circulagdo sistémica, como produtos do soro, fluido
crevicular gengival, eletrélitos, microorganismos dentre outras substancias e, até
mesmo marcadores para doencgas hormonais, infecciosas e imunologicas podem
ser determinados na saliva. Dessa forma, a cavidade oral pode ser uma
ferramenta alternativa ndo s6 para o monitoramente da saude oral, mas também
da saude sistémica.

Segundo Lee et al. (2009), as barreiras para a implementacéo generalizada
de diagndstico por meio da saliva para permitir a deteccdo de doencas multiplas
estdo sendo amplamente superadas. De acordo com esses autores, técnicas
estdo surgindo a partir de uma combinagédo de tecnologias de miniaturizacéo e
descobertas em diversos campos da biologia, quimica, fisica e engenharia,
levando a alta taxa de transferéncia, automatizacdo, baixo custo e analises
bioguimicas mais eficientes e rapidas, o que permite o desenvolvimento de
tecnologias de diagndéstico com pequenas quantidades de fluidos corporais, que
poderdo refletir o estado de saude do paciente.

Para Kamodyova e Celec (2011), as principais vantagens da saliva, em
relacdo ao sangue referem-se & coleta simples, segura e néo invasiva, além da
possibilidade de um monitoramente longitudinal com niamero maior de amostras e
maior diversidade populacional, incluindo criancas e pessoas idosas, por
exemplo. Uma grande desvantagem de se utilizar saliva como um fluido de
diagnéstico, entretanto, é o fato de que os analitos informativos estdo geralmente
presentes em quantidades inferiores, na saliva do que no soro. Em relagcéo a essa
desvantagem, com técnicas novas e extremamente sensiveis as quais vém sendo
desenvolvidas atualmente, o nivel mais baixo de analitos na saliva ja ndo € uma
limitacdo. Atualmente, quase tudo que se pode medir no sangue, pode também
ser dosado na saliva. A saliva tem sido utilizada para detectar o virus HIV e a
hepatite viral, além de poder ser utilizada para monitorar uma variedade de
drogas, incluindo maconha, cocaina e alcool (LEE et al., 2011).

Muito importante para as analises realizadas na saliva € a padronizacdo da
coleta, para que a mesma possa ganhar maior aceitacdo como um fluido
diagnostico. Existem varias possibilidades para a coleta de amostras salivares,
sendo o padrdo ouro atual, segundo Celec e Ostatnikova (2012), a coleta da

saliva ndo estimulada, por meio de cuspe em tubos especificos. Ainda de acordo
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com esses autores para tornar a coleta mais rapida e facil, a salivagdo pode ser
induzida pela utilizagdo de acido citrico ou ingredientes alimentares com sabor
doce. Entretanto, a salivacdo induzida pode alterar as concentracdes dos analitos
na saliva e deve, portanto, ser utilizada com precaucéao.

Segundo Kammdyova e Celec, (2011) além da coleta passiva, estimulada
ou nao estimulada, a saliva pode ser coletada utlizando-se dispositivos
comerciais, como por exemplo, o sistema de salivete tradicional com um cotonete
revestido com algodao e o sistema de salivete cortisol (utilizado para analise de
glicocorticéides e drogas terapéuticas) com um cotonete de polipropileno.As
vantagens da coleta com salivete em relacdo ao cuspe sdo a facilidade e a
higiene, uma vez que esse tipo de coleta reduz a viscosidade da saliva e remove
células mortas, glicoproteinas e outras substancias subcelulares. Entretanto, a
saliva coletada por meio de salivetes difere da saliva total ndo estimulada, pois
pode sofrer alteracbes na sua composi¢cdo incluindo mudangas nas
concentracdes idnicas, na atividade de varias enzimas e nos niveis hormonais e
protéicos. Alguns estudos indicam que pelo menos os niveis de esterbides séo
afetados pelo sistema de coleta por salivete, sendo este dispositivo néao
remendado para esse tipo de anéalise (KAMMDYOVA e CELEC, 2011; CELEC e
OSTATNIKOVA 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 ndo sé da
saude oral, mas também da salde sistémica. Entretanto, varias precaucdes
devem ser tomadas para que esse fluido represente de maneira fidedigna a

resposta a qual se pretende avaliar.

4 —Exercicio, saliva e métodos de avaliacdo do estresse oxidativo

O exercicio fisico regular tem muitos beneficios para a saude incluindo
prevencao contra todas as causas de mortalidade advindas de doencas cronicas
degenerativas como, doencas cardiovasculares, cancer, obesidade e diabetes.
(POWERS e JACKSON, 2008).
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Nas Ultimas décadas cresce o numero de trabalhos envolvendo o
desbalanco redox e seus efeitos, as espécies produzidas, o aprimoramento das
defesas antioxidantes e as técnicas laboratoriais para a deteccdo dessas
espécies. Assim como a influéncia do exercicio de diferentes tipos, intensidades e
volumes nesses marcadores.

O fluido corporal geralmente utilizado para tais analises é o sangue, mas
ultimamente cresce o interesse na saliva por apresentar algumas vantagens
frente ao sangue. Como por exemplo, o simples, ndo invasivo e seguro processo
de coleta, a possibilidade de um monitoramento longitudinal e com repetidas
coletas e também a ampla aplicacdo de criancas a idosos (KOHLER et al. 2008).

A saliva é rica em antioxidantes, principalmente acido Urico, com
contribuicbes menores de ascorbato, albumina e glutationa (BATTINO et al.
2002), e demonstrou-se que a saliva tem um papel na supresséo da peroxidacao
lipidica dos alimentos ingeridos (TERAO e NAGAO, 1991).

Portanto a saliva € um fluido que pode ser usado para o diagndstico de
varias doencas orais, assim como para avaliacdo do balanco redox em situacées
nao patoldgicas e patologicas (MIRICESCU et al. 2011).

Estudos mostram que varias andlises de estresse oxidativo podem ser
feitas na saliva entre elas estdo avaliacdo da peroxidacdo lipidica, capacidade
antioxidante total, atividades enzimaticas e dosagens de antioxidantes n&o
enzimaticos como acido Urico e glutationa.

Um método bastante utilizado é a dosagem dos produtos da peroxidacao
lipidica pelo TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico) que utiliza o
malonaldeido como padrdo (KAMODYOVA e CELEC, 2011; DEMINICE et al.,
2010).0 método FOX também é utilizado para avaliar a peroxidacao lipidica
através da oxidacdo do ferro do estado ferroso para férrico usando peroxido de
hidrogénio como padrdo (GONZALES et al,. 2008; ZAMBRANO et al. ,2009).A
avaliacdo da capacidade antioxidante total (CAT) da saliva inclui todos os
antioxidantes salivares, esta técnica vem sendo bastante utilizada uma vez que a
avaliacdo de cada antioxidante ficaria mais cara e impossibilitaria a aplicagdo em

analises clinicas pela demanda de tempo.
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Segundo Prior e Cao (1999) a CAT pode ser determinada no sangue por
trés técnicas bioquimicas: a) ensaio espectrofotométrico; b) ensaio de
quimiluminescéncia; c) voltametria ciclica.

Vaérias técnicas foram desenvolvidas para a medicdo da CAT de fluidos e
todos sdo essencialmente métodos de inibicdo: um radical livre € gerado, existe
uma extremidade através do qual a presenca 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 medicdo da atividade antioxidante salivar € baseado
em ensaios por quimiluminescéncia (CHAPPLE et al. 1997, HIRAYAMA et al.
1997, HIRAYAMA e YIDA 1997apud BATTINO et al. 2002). Um ensaio de
quimioluminescéncia aumentada baseia-se na enzima peroxidasede rabano
(HRP)- catalisando a oxidacdo do luminol po rH,O, (CHAPPLE et al. 1997). A luz
produzida a partir da reacdo € aumentada pela p-iodofenol, que prolonga e
intensifica o sinal de luz. O sinal resultante pode ser temporariamente suprimido
por antioxidantes. Tal supressdo dura até os antioxidantes serem esgotados. A
capacidade antioxidante da solucéo sob teste pode ser calculada a partir de uma
curva padréao executada com um calibrador (BATTINO et al. 2002).

O segundo método de quimiluminescéncia baseia-se na extincao
dependente de antioxidante gerado a partir de hidroperoxidos lipidicos e o
reagente isoluminol/microperoxidase. Quando um antioxidante esta presente na
mistura de ensaio, ele recolhe o oxiradical lipidico e reduz a producao de luz
(HIRAYAMA et al. 1997apud BATTINO et al. 2002)

O terceiro método baseia-se na geracdo de OH- pela reacdo de Fenton e
sua subsequente determinacao por quimiluminescéncia. Este simples, sensivel e
uatil método avalia a capacidade de oxidar OH- de fluidos biologicos tais como a
saliva (HIRAYAMA et al.,1997apud BATTINO et al. 2002).

Outro método para a medi¢do atividade antioxidante salivar parece ser o
menos difundido e requer o uso da técnica de voltametria ciclica (KOHEN et al.
1999). O método foi concebido para avaliar CAT salivar, tendo em conta que 0s
principais eliminadores de radicais livres na saliva sdo moléculas com

propriedades de reducao.
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O procedimento de voltametria ciclica (BATTINO et al. 2002) avalia o poder
redutor geral dos antioxidantes de baixo peso molecular na saliva. Seguido a
preparacdo, a amostra € colocada numa “célula” com 3 elétrodos de trabalho: o
(por exemplo,carbono vitreo), a referéncia (Ag / AgCl) e do auxiliar (fio de platina).
A aplicagéo de um potencial constante de velocidade para o eletrodo de trabalho
quer em direcéo o potencial positivo (para avaliar redutores equivalentes) ou para
o eletrodo negativo (para avaliar as espécies oxidantes), permite a gravacao de
uma curva de corrente ou potencia “voltamograma ciclico” (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), superéxido desmutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX) e xantina oxidase (OX).

A catalase tem varias fun¢des bioguimicas ,mas o principal objetivo da
catalase é catalisar a quebra de H,O, em H,O e O,. Ela possui uma massa
molecular de 240k Da e é distribuida extensamente no interior da célula. O ferro é
um co-fator obrigatério ligado ao sitio ativo da enzima (Powers e Jackson, 2008).
Embora CAT e GPX compartilhem substratos comuns, CAT tem uma afinidade
muito menor para a H,O, em concentracdes baixas em comparacdo com GPX
(POWERS e JACKSON, 2008).

A superoxido dismutase (SOD) foi descoberta em 1969 por McCord e
Fridovich e forma a primeira linha de defesa contra os radicais superéxido. A SOD
catalisa a oxidacdo de radicais superoxido em perdxido de hidrogénio (H.O,) e
oxigénio (Oy). Em mamiferos, existem trés isoformas de SOD (SOD1, SODz2,
SOD3), e todas exigem um metal de transicdo no centro ativo catalitico para
realizar a reacdo de oxidacdo do anion superoxido (POWERS e JACKSON,
2008).

As isoformas das enzimas GPX catalisam a reducdo de H,O, ou
hidroperdxido organico (ROOH) a agua (H,O)e &lcool (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 ions de hidrogénio 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 reacfes que levam a
conversdo de hipoxantina a &cido Urico. Sobre condigbes normais 80-90% da XO
existe na forma desidrogenase, que utiliza NAD* como aceptor de elétrons. No
entanto, durante o exercicio, ela é convertida para forma oxidase e nessa forma
ela utiliza o oxigénio ao invés de NAD como aceptor de elétrons (KNEZ et al.
2006).

Outras técnicas utilizadas para a avaliacdo do perfil redox dos fluidos e a
guantificacdo de antioxidantes ndo enzimaticos como acido Urico e glutationa.

O &cido urico € o antioxidante mais encontrado na saliva, a maioria dos
trabalhos utiliza kits comerciais para a realizacdo desta dosagem (GONZALES et
al. 2008; ZAMBRANO et al. 2009). A glutationa (GSH) é um tripeptideo tiol
antioxidante (y-glutamilcisteinil-glicina) e suas concentracdes intracelulares € 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 equilibrio celular tiol e
pode levar a uma diminuicdo da razdo de GSH / GSSG em muitos 6rgaos.
Espécies reativas de oxigénio anion superéxido, radical hidroxila, peréxido de
hidrogénio e hidroperéxidos xenobibticos e outros radicais organicos sé&o
neutralizados por GSH em uma cascata de desintoxicacdo que envolve a
glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferases (GST) e glutationa
redutase (GR) (RAHMAN et al. 2006).

Portanto a aplicagcdo da saliva em situagbes clinicas como auxiliar de
diagnostico estd sendo ampliada, uma vez que, varios 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 exercicio fisico é considerado um agente promotor de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (RONS); a magnitude desse processo € dependente do tipo,
duracdo e intensidade do exercicio. O surgimento de analises e coletas de
amostras mais rapidas e faceis, como por exemplo, a coleta da saliva, oferece um
futuro promissor para que as analises possam ser aplicadas em campo para
quantificar a producdo dessas espécies frente ao exercicio. O objetivo desse
estudo foi avaliar e analisar alguns marcadores do balanco redox, utilizando a
saliva de individuos jovens e ativos antes, logo apos e 24 horas ap0s uma prova
de meia maratona. A amostra foi composta por 11 individuos cinco homens e seis
mulheres (23,93 = 4,9 anos, 1,69 + 0,07 cm, 62,80 £ 6,6 kg). Os voluntarios
completaram uma prova de corrida de rua com percurso de 21,1 km. Nossos
achados mostram que no grupo avaliado ndo houve alteracdes nas taxas de
danos oxidativos a lipideos antes (0, 574 £ 0, 068 nmol TBARS/ mg proteina) logo
apos (0,407 £ 0,072nmol TBARS/ mg proteina) e 24 horas apos a prova (0,154 +
0,060 nmol TBARS/ mg proteina), que foram quantificados através da
concentracdo dos produtos de peroxidacao lipidica (TBARS). Por outro lado a
resposta antioxidante teve aumento apos a prova (305,5 + 118,8 umol Trolox eq /
L) e 24 horas depois (369,4 + 219,2 pmol Trolox eq / L), mostrado pela
capacidade antioxidante total (FRAP). A concentracdo de GSH néo foi diferente
apos a prova (4,503 = 0,387 nM/ug proteina), mas teve uma diminuicdo 24 horas
apos a prova (3,356 + 0,477 nM/ug proteina). A atividade da catalase nao sofreu
alteracdo significativa em nenhum dos momentos avaliados (5,686 + 4,645 antes
vs 1,863 + 6,581 logo apos vs 3,449 + 1,826 U/mg proteina 24 horas apés). Esses
resultados sugerem que para esse grupo, mesmo um exercicio de longa duracéo
como uma meia maratona, nao foi suficiente para promover danos oxidativos a
lipideos uma vez que, as respostas antioxidantes aumentaram apds 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 umol Trolox eq / L) and 24 hours (369.4 + 219.2 umol 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 - Introducéo

A meia maratona é uma corrida com uma distancia igual & metade de
uma maratona, ou seja, de 21,1 km (21.097,5 metros). Fisiologicamente essa
prova € considerada de resisténcia, predominantemente aerobica, dinamica,
intensa, prolongada e exaustiva (COYLE, 1992). O tempo médio da prova de
atletas profissionais € de aproximadamente 1 hora no masculino e um pouco mais
de 1 hora no feminino.

Durante os ultimos anos muitos estudiosos vém procurando maneiras de
mensurar as cargas de treino e o desempenho de atletas de diversas
modalidades em diferentes fases de seu calendario esportivo, procurando verificar
pré-competicdo e pds-competicdo o nivel de condicionamento fisico em que o
atleta esta, para que este consiga sua melhor condicdo fisica durante a
competicéo (Borin et al., 2007).

Entretanto, os métodos de mensuracdo de rendimento e fadiga dos atletas
ainda séo invasivos, pois a grande maioria dos métodos utiliza-se da coleta de
sangue do atleta que posteriormente € levado a um laboratério dispendendo
horas e até dias para que tudo seja analisado e obtenha-se um resultado
fidedigno. O que se tém buscado atualmente sdo métodos de coleta e andlises
mais rapidos, precisos e menos invasivos.

Recentemente pesquisas apontam para o desenvolvimento de técnicas
menos invasivas para a analise de biomarcadores de condicionamento fisico,
fadiga, producdo de substratos, producdo de radicais livres em atletas, seja pré-
treino, durante ou apdés o treino e em competicdes. Neste contexto a saliva
aparece com um futuro promissor (Diaz et al., 2012; Reid, 2012;Demenice et al.,
2010; Gonzales et al., 2008)

Recentemente a analise da saliva representa uma ferramenta atrativa para
0 monitoramento e para o diagndéstico precoce de doencas orais e também na
area do exercicio (Antunes-Neto et al., 2012, Diaz et al.,2012; Demenice et al.,
2010, Gonzales et al., 2008) .Para Kammdyova e Celec (2011), as principais
vantagens da saliva, em relacdo ao sangue referem-se a coleta simples, segura e

nao invasiva, além da possibilidade de um monitoramento longitudinal com
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namero maior de amostras e maior diversidade populacional, incluindo criancas e
pessoas idosas, por exemplo.

Considerando que as corridas de rua vém se tornando, a cada ano, mais
populares e contam com um grande numero de atletas amadores o presente
estudo objetivou examinar alguns marcadores do balanco redox, utilizando a
saliva de individuos jovens e ativos antes e ap0s uma prova de meia maratona

realizada na cidade do Rio de Janeiro.

2. Métodos

2.1 Sujeitos

A amostra foi composta por onze voluntarios (5 homens e 6 mulheres)
participantes do grupo de corrida de rua da Universidade Federal de Uberlandia.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (parecer numero 166.247 — anexo |) e cada
participante preencheu um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1),

no qual os riscos da sua participacao na investigacao proposta foram explicados.

2.2 Avaliacdo da composicao corporal

Na semana que antecedeu a prova os atletas realizaram avaliacéo fisica
através de uma balanca de bioimpedancia da marca tetrapolar Tanita BC558 e

medidas antropométricas utilizando um estadibmetro Sanny (TABELA 1).

2.2 Delineamento experimental

No dia da realizacdo da meia maratona, os atletas foram orientados a néo
mudarem os padrbes de sua alimentacdo e hidratacdo durante a prova. Foi

solicitado que fizesse o melhor tempo possivel para a prova.Para a avaliagdo do

29



balanco redox dos atletas coletamos amostras de saliva em trés pontos: pré,
imediatamente apos o término da prova e 24 horas ap0s o término da prova.

2.3 Coleta e processamento da saliva

A saliva foi coletada, durante trés minutos em cada ponto, de maneira nédo
estimulada pelo método de cuspe (Navazesh, 1993) em tubos plasticos (falcon)
de 15 mL. Apos as coletas os tubos foram guardados no gelo para transporte até
o laboratorio. A saliva foi centrifugada a 3500 rpm, durante 15 minutos, a 4°C e o
sobrenadante foi coletado e aliquotado (400uL) em 3 microtubos de 1,5 mL e
armazenado -80°C para as futuras analises.

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

peroxidacao lipidica e atividade antioxidante total.

2.4 Andlises bioquimicas

2.4.1Técnicas de medida de estresse oxidativo

A peroxidacao lipidica foi medida através da formac&o de subprodutos da
lipoperoxidacdo (malondialdeido — MDA), que sao substancias reativas ao
aguecimento do acido tiobarbitarico (TBA). Este método consiste na analise dos
produtos finais da peroxidacao lipidica (peréxidos lipidicos, malondialdeido, e
outros aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagirem com o &cido 2-
tiobarbittrico (TBA), formam bases de Schiff. Esses complexos sao coloridos e

sua concentracdo pode ser determinada espectrofotometricamente.
Foram preparados quatro reagentes:

a) Acido Tiobarbitdrico (TBA): 67g em 1ml DMSO e acrescentado mais 9 ml

de agua.

b) TCA 10%: Adicionamos 10 g de acido tricloroacético em 100 ml de agua

destilada.
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c) TMP (1,1,3,3-tetrametoxipropano): 4,167 uL em 1 mL de etanol e
adicionado 49 ml de &gua (500 uM).

d) Tampéo fosfato (KPE) — misturou-se 80 mL da solu¢cdo de KH,PO, (100
mM) a 420 mL da solug¢do de K;HPO4 (100 mM), juntamente com 930 mg
de EDTA, pH 7.4.

A saliva foi diluida na razao de um para trés (v/v); para 50 pL de saliva, 150 uL de
tampédo fosfato 100 mM. ApoOs a diluicdo, adicinou-se 100 pL de acido
tricloroacético a 10% (TCA 10%) a 200 pL 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. ApoOs a centrifugacdo 250 pL do sobrenadante foram retirados de cada
amostra e entdo 300 pL do acido tiobarbitarico (TBA) a 50 mmol foram
adicionados. Ap6s a adicdo 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 a microplaca 150 yuL de amostra em duplicada, as quais
foram lidas espectrofotometricamente a 532nm. A concentracdo dos produtos de
peroxidacdo lipidica foi calculada baseada em uma curva padrdo construida a
partir de malondialdeido nas concentra¢des de 100, 50, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625

pmol.

A atividade antioxidante total foi avaliada por meio da reducéo do ferro no
seu estado férrico (Fe®*") para seu estado ferroso (Fe?*) em pH baixo, formando o
complexo ferro-tripyridyltriazine (TPTZ) de coloracdo azul intensa, lido
espectofotometricamente a 593 nm (Benzie & Stain, 1996).0s reagentes incluem
tampéo acetato de sédio (300 mM. L™, pH 3.6), e 16 ml de C,H40O- por litro de
tamp&o; 10 mmol . L™ de TPTZ preparado em HCL a 40 mmol . L™ e cloreto
férrico (FeCl3.6H,0) a 20 mM, preparado no tampéao acetato de sédio (300 mM. L~
! pH 3.6). O reagente de trabalho foi preparado adicionando-se 25 ml de tampé&o
acetato de sodio, 2.5 ml da solugéo de TPTZ e 2.5 ml da solugdo de FeCl;.6H,0.
A absorbancia foi mensurada em espectofotbmetro a 593 nm utilizando uma
leitora de microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). A atividade
antioxidante total foi calculada, baseada em uma curva padréo construida a partir
de trolox, nas concentragdes de 1000, 800, 400, 200, 100 e 50 pM.
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A atividade da catalase foi medida na saliva segundo o método proposto
por Aebi (1984), por meio da decomposicéo do perdxido de hidrogénio, lida a 240
nm em espectrofotbmetro (Thermo Scientific GENESYS 10S — Vis e UV). O
reagente de trabalho, preparado imediatamente antes do experimento € composto
por tampéo fosfato de sdédio (NaH,PO,50 mM e Na,HPO,50 mM) e perdxido de
hidrogénio a 30%. A proporcédo € de 1000 mL de tampé&o para 340 uL de peréxido
de hidrogénio. Antes da leitura as amostras foram diluidas em tampao fosfato
(2:10 v/v). Todas as leituras foram feitas em cubeta de quartzo. O aparelho foi
zerado com tampéo fosfato (1000 pL) e em seguida, as amostras foram lidas em
duplicata, adicionando-se a cubeta 1000 pL da solugcédo de trabalho e 10 uL do
hemolisado diluido. O consumo do perdxido de hidrogénio foi monitorado durante
30 segundos, anotando-se as absorbancias a cada intervalo de 15 segundos. O
calculo da atividade da catalase é dado pela equacéao: [((t0 — t30). 10) / proteina] x
30, sendo t0 o tempo de leitura inicial, t30 o tempo de leitura final, 10 o fator de
diluicdo da amostra e 30 o tempo total de leitura. A quantificacdo de proteina total

€ necessaria para o calculo.

O ensaio para avaliagcdo da GSH é baseado na reacdo desse tripeptideo
com o DTNB [4cido 2- nitro-benzdico (5,5 — ditiobis)], que produz como croméforo
o TNB, o qual tem absorbancia méxima a 412 nm. A taxa de formagédo do TNB
medida a 412 nm é proporcional & concentracdo de GSH na amostra (Rahman et
al., 2007).

2.4.2 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina totais das amostras foi realizada de acordo com o
protocolo de Bradford (1976) adaptado para microplaca. Em cada well da
microplaca foi adicionado 5uL de saliva, 95uL de agua deionizada e 200uL do
reagente de Bradford. O ensaio foi realizado em duplicata e lido a 595nm a

temperatura ambiente.

2.5 Estatistica
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Inicialmente, foi verificada a normalidade de distribuicdo dos dados através
do teste de D’Agostino e Pearson. Para andlise dos dados que passaram no teste
de normalidade utilizamos anova one—way com pos teste de Tukey. Para os
dados ndo paramétricos utilizamos o teste de Friedman e pos-teste de Dunn. Para
a analise dos tempo para realizacdo da prova utilizamos o teste t de student. O
nivel de significancia adotado para todas as analises foi de p < 0,05. Os dados
foram mostrados em média e desvio padrédo para dados normais. Para dados néao

paramétricos foram utilizados a mediana e o desvio padrao.

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

A concentracdo dos produtos de peroxidacado lipidica foi maior antes da
prova quando comparada com o0 pos prova. Os niveis de TBARS seguiram
diminuindo apos a prova, sendo que, 24 horas ap0s o término da prova as
concentracbes estavam menores do que os valores iniciais e apés a prova
(p<0,0001) (Figura 1).

Quanto a capacidade antioxidante total houve aumento significativo da
mesma, logo e 24 horas apés a prova quando comparada com os valores antes
da prova (p<0, 0001) (Figura 2).

Na andlise das concentracdes da glutationa reduzida ndo houve diferenca
significativa ap6s 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
pos prova (p<0,0001) (Figura 3).

Na avaliacdo da atividade da enzima catalase ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os trés tempos analisados (p<0,4698) (Figura
4).

4. Discussao
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O resultado de dano oxidativo demonstrado através do ensaio de TBARS
mostra que apdés a prova de meia maratona ndo houve danos oxidativos a
lipideos 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 apés o término de uma
corrida de 21 km n&o houve diferenca nas concentragcbes de tais produtos
reativos ao acido tiobarbitirico TBARS, mas neste trabalho foi analisado plasma.
Por outro lado, outros trabalhos mostram diferentes resultados nos valores de
peroxidacao lipidica ap6s exercicio (Demenice et al, 2010).

Este resultado pode ser explicado pelo fato de que as sessbes de
treinamento realizado para esta foi eficiente em promover adaptacdes nas
defesas antioxidantes. Tais adaptacfes sdo descritas na literatura como um dos
efeitos do treinamento de aerdbico.

Outro fator que poderia colaborar para a diminuicdo do dano oxidativo seria
o clima ameno encontrado no dia da prova, 0 que pode atenuar o estresse
térmico.

Alguns trabalhos reportam que exercicios praticados em ambientes
quentes (33°C) quando comparados a pratica de exercicios em ambientes frios
(7°C) contribuem para o aumento da temperatura corporal e também para o
aumento de biomarcadores de desbalanco redox ou estresse oxidativo (Quindry
et al., 2013; Gomes et al., 2011).

Alguns fatores que sao determinantes para a diminuicdo da incidéncia de
raios ultravioletas (UV) foram observados durante a prova, como, 0 tempo
nublado, a hora da realizacdo da prova (antes das 10 horas da manhd) e a
estacao (inverno) (Utrillas et al., 2013). A menor incidéncia de raios UV sob estas
condicbes também poderiam ter amenizado a producdo de espécies reativas de
oxigénio (Yin et al., 2013).

A atividade antioxidante na saliva total aumentou apds a prova, fato que
também pode explicar a reducéo dos produtos de peroxidacéo lipidica e também
demonstra uma resposta induzida pelo treinamento aerdbico o que pode refletir
melhoradas defesas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo induzido
pelo o exercicio. Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores que

analisaram saliva (Gonzalez et al., 2008) e plasma, esses trabalhos relataram
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aumento de nutrientes antioxidantes e potencial antioxidante em resposta ao
exercicio (Child et al., 1998; Liu, 1999; Mastaloudis et al., 2004; McAnulty et al.,
2003; Nieman et al., 2003).

A concentracdo do marcador antioxidante GSH na saliva ndo apresentou
diferenca significativa no pdés-exercicio.Outros estudos que também utilizaram
saliva como biomarcador do estado redox ndo mostraram diferenca e até
diminuicao das concentracdes de GSH apos o exercicio. O trabalho de Demenice
et al (2010) ndo mostrou diferenca nas concentragdes salivares de GSH,
utilizando o exercicio resistido em uma sessdo aguda de 3 séries de 10 repeticdes
a 75% de 1RM. Benitez-Sillero et al (2009) mostraram reducdo nas
concentracfes salivares de GSH em criancas nao atletas apos teste incremental
de corrida. O trabalho de Nikolaidis et al (2007) analisou o estado redox do
sangue em criangas com experiéncia em treinamento de natagéo, eles mostraram
diminuicdo nas concentracfes de GSH sanguineo apds 12 sessbes de 50 metros
com velocidade entre 70% - 75% da velocidade maxima dos voluntarios para 50
metros.

A concentracdo de GSH 24 horas ap6s a prova diminuiu significativamente
quando comparado aos outros tempos medidos (pré e pds). A diminuicao de GSH
pode estar relacionada ao papel deste composto na regulacdo das vias de
transcricdo do fator de transcricdo nuclear KB (NF-kB), proteinas quinases
ativadas dos mitégenos (MAPK), e proteina quinase B (Akt)/ alvo de rapamicina
em mamifROS (MTOR) que estdo envolvidas no processo de inflamacédo e
recuperacdo muscular apés microlesdes induzidas pelo exercicio (Michailidis et
al., 2013).

A atividade da enzima antioxidante catalase também néo teve diferenca
significativa ap0s o exercicio, embora na literatura temos resultados controversos

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

5. Concluséao

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

grupo de atletas universitarios os niveis de atividade antioxidante total aumentam
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na saliva em resposta ao exercicio, atenuando dessa maneira as respostas

oxidativas com a diminui¢cao da peroxidacao lipidica.
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Legendas

Tabela 1. Idade, massa, altura, indice de massa corporal (IMC) e percentual de
gordura 4 dias antes da prova. Os dados foram expressos como meédia e desvio
padrao (n=11).

Figura 1. Concentracfes salivares de produtos de peroxidacéao lipidica em atletas
amadores antes, apos e 24 horas depois de uma meia maratona. Os dados foram
expressos como média + desvio padrao (DP) da média. * Diferencas significativas
(Teste de Anova oneway, P<0.05); n=11

Figura 2. Avaliacdo da atividade antioxidante total da saliva em atletas amadores
antes, apos e 24 horas depois de uma meia maratona. Os dados foram expressos
como média * desvio padrdo (DP) da média. * Diferengas significativas (Teste de
Anova oneway, P<0.05); n=11

Figura 3. Concentracfes salivares de glutationa reduzida em atletas amadores
antes, apos e 24 horas depois de uma meia maratona. Os dados foram expressos
como mediana e intervalo interquartil. * Diferencas significativas (Teste de
Friedman, P<0.05), n=11

Figura 4. Avaliacdo da atividade da enzima catalase em atletas amadores antes,
apos e 24 horas depois uma meia maratona. Os dados foram expressos como
mediana e intervalo interquartil. * Diferengas significativas (Teste de Friedman,
P<0.05), n=11
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Tabela 1

IDADE
MASSA (kg)
ALTURA (cm)
IMC
% GORDURA

23,93+4,9
62,80+ 6,6
1,69+0,07
21,84+1,4
15,98 +5,8
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Figura 1
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Figura 3
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ANEXO 1 — Parecer do comité de ética e pesquisa

| UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
UBERLANDIA/MG

~ PARECER CONSUBST

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de biomarcadores salivares de estresse oxidativo ap6s meia maratona, em
corredores amadores

Pesquisador: Francoise Vasconcelos Botelho

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 10549812.8.0000.5152

Instituicao Proponente: Instituto de Genética e Bioquimica

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 166.247
Data da Relatoria: 07/12/2012

Apresentacdo do Projeto:

Durante os ultimos anos muitos estudiosos vem procurando uma maneira de mensurar o desempenho de
atletas de diversas modalidades em diferentes fases de seu calendério esportivo, procurando verificar pré-
competicao e pés competicéo o nivel de condicionamento fisico em que o atleta esta, para que este consiga
ir @ sua competicdo na sua melhor condicéo fisica. Entretanto, os métodos de mensuragao de rendimento e
fadiga dos atletas ainda sdo bem invasivos, pois a grande maioria dos métodos utiliza-se da coleta de
sangue do atleta e posteriormente isto é levado a um laboratério levando horas e até dias para que tudo
seja analisado e obtenha-se um resultado fidedigno. Alguns trabalhos mostram que o exercicio de
endurance ou ultraendurance é capaz de aumentar o estresse oxidativo (Mastaulodis, 2001; Nieman 2002).
Nieman (2003) mostrou aumento nas concentragdes de FRAP, hidroperoxidos lipidicos e F2- isoprostanos
apos uma prova de ultraendurance.

Nesta pesquisa busca-se entender dinamica de marcadores salivares que possam predizer o estado redox
ou o estresse oxidativo apés uma prova de endurance em atletas amadores.

Para isso, sera analisado amostras de saliva de 11 voluntarios atletas da equipe de corrida de rua da
Universidade Federal de Uberlandia. Os atletas participardo de uma prova de corrida de rua entre as
distancias de 15 km e 21 km, as coletas de saliva serdo realizadas antes da prova e em mais dez momentos
depois da prova: imediatamente apés o termino da prova, 30 minutos, 1 hora,

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br
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2 horas, 4 horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas apos. A prova seré realizada entre os
meses de Janeiro e Fevereiro.

Para a determinagéo dos marcadores de estresse oxidativo avaliarao a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. A concentragdo de antioxidantes ndo enzimaticos
glutationa oxidada, glutationa reduzida e acido Grico. Marcadores de dano oxidativo lipidico pela
concentragdo de hidroperoxidos lipidicos e atividade antioxidante total.

Critério de Inclus&o:
Homens e mulheres ativos e saudaveis, atletas praticantes de atletismo; Idade entre 18 e 45 anos;

Critério de Exclusdo:

Diabetes hemorragica, disfungé@o plaquetaria, trombocitopenia com contagem de plaquetas inferior a
150.000/mm?. Terapia anticoagulante com INR, PT ou PTT anormal. Uso de marca-passo ou desfibrilador
implantado. Inabilidade para ler e entender os documentos necessérios. Hipertensao nao controlada.
Disritmia diagnosticada que pode representar risco durante exercicio. Arritmia ventricular complexa;
Historico de sincope relacionada a exercicios. Histérico de infarto do miocardio.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar as mudangas nos marcadores de estresse oxidativo na saliva em corredores amadores apés uma
prova de endurance.

Objetivo Secundario:

Avaliar o estado de treinamento dos atletas e fornecer dados aos treinadores que auxiliem a programagéao
dos treinamentos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Com relagéo a prova de corrida de rua, ndo ha relatos na literatura sobre eventuais problemas fisicos ou
psiquicos, durante ou ap6s os testes. Embora a probabilidade destas lesées ocorrerem € minima, caso
ocorram, os atletas teréo todo assisténcia médica assegurada pela organizagdo da competigéo, como é de
costume nessas provas, uma vez que, a organizagao cobra uma taxa de inscrigdo e em contra partida
oferece esta seguranga aos atletas.
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Beneficios:

Os voluntarios terdo o beneficio de terem, junto aos treinadores, dados que poderao orientar os préximos
ciclos de treinamento para melhorar o desempenho e a recuperagéo apés as atividades que requeiram
grandes esforgos fisicos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta méritos para ser executada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Todos os termos sao apresentados.

Recomendacdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O protocolo néo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagéo e da metodologia apresentadas.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatorio Final: maio de 2013.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentagdo
pertinente ao projeto.

¢c- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugao
196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagbes ao pesquisador :

¢ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 -
Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
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ANEXO 2 =Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdao de
biomarcadores salivares de estresse oxidativo apds meia maratona, em
corredores amadores”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Prof. Dra.
Francoise Vasconcelos Botelho Prof. Dr. Foued Salmen Espindola, Erickson
Messias Bezerra dos Santos, Maria Carolina Siqueira, Miguel Mauricio Diaz
Gbomez, Renata Roland Teixeira, Olga Lucia Bocanegra Jaramillo.

Nesta pesquisa estamos buscando entender dinamica de
marcadores salivares que possam predizer o estado redox ou 0 estresse oxidativo
apos uma prova de endurance em atletas amadores.

Vocé ir4 participar de uma prova de corrida de rua que terd uma distancia
minima de 15 quildmetros e uma maxima de 21 quildbmetros. A prova consiste em
percorrer estas distancias um ponto ao outro caminhando ou correndo no menor
tempo possivel.

O procedimento da coleta de saliva sera realizado pelos pesquisadores
responsaveis. O método de coleta e simples rapido, ele serd feito sem
estimulacdo, como por exemplo, mastigar gomas ou chicletes, a saliva sera
analisada no Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia.

Com relagcédo a prova de corrida de rua, ndo hé relatos na literatura sobre
eventuais problemas fisicos ou psiquicos, durante ou apds os testes. Embora a
probabilidade destas lesGes ocorrerem € minima, caso ocorram, vocé tera todo
assisténcia médica assegurada pela organizacdo da competicdo, como € de
costume nessas provas, uma vez que, a organizacdo cobra uma taxa de
inscricdo e em contra partida oferece esta seguranca aos atletas.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé nao tera
perda ou ganho financeiro por participar desta pesquisa. O beneficio previsto é a
possibilidade de uma avaliacao fisica e cardiologica, fornecida em uma devolutiva
ao final do estudo.

Vocé é livre para desistir de participar da pesquisa a qualquer momento
sem lhe causar prejuizo. Uma cépia deste termo de consentimento Livre e
Esclarecimento ficara com voceé.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa vocé podera entrar em contato
com os pesquisadores no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av Para, n° 1720 Bloco E sala
39a, Campus Umuarama, Uberlandia — MG, CEP: 38400-902, telefone: (34) 3218-
2477, e com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP, localizado na Av. Jodo Naves
de Avila, n° 2121 Bloco 12 sala 224, Campus Santa Ménica, Uberlandia — MG,
CEP: 38408-100, telefone: (34) 3239-4131.

De acordo,

50



Uberlandia, de de 200__.

Assinatura dos pesquisadores

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

Participante da pesquisa - RG:
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