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APRESENTAÇÃO 

  

O diabetes mellitus é uma doença que pode ser caracterizada por hiperglicemia 

crônica, decorrente tanto da deficiência pancreática na produção de insulina pelas 

células β das ilhotas de Langerhans quanto do comprometimento da ação da insulina 

em tecidos alvo, ou de ambos. 

 A permanência de um estado de hiperglicemia por longos períodos de tempo 

têm sido associada a várias conseqüências patológicas, de tal modo que a normaliza-

ção da glicemia é uma meta essencial do tratamento do diabetes. Normalmente pro-

cura-se atingir essa meta com o uso de insulina ou hipoglicemiantes orais, mas a busca 

por intervenções capazes de mimetizar os efeitos da insulina, reduzindo sua necessi-

dade exógena, é muito relevante no tratamento de indivíduos diabéticos. 

A atividade física constitui uma intervenção moduladora da glicemia. Uma úni-

ca sessão de exercícios pode aumentar a captação de glicose por estimular a mobiliza-

ção de transportadores de glicose do isotipo 4 (GLUT4), contidos em vesículas intrace-

lulares, para a membrana plasmática, segundo um mecanismo independente da ação 

da insulina. A prática crônica de exercícios é também capaz de aumentar a sensibilida-

de muscular à ação da insulina.  

A atividade física e o suprimento de insulina são também importantes para o 

desenvolvimento do músculo esquelético em organismos jovens e a manutenção da 

massa muscular em adultos e idosos, o que significa que a inatividade física e o diabe-

tes podem causar perda de massa muscular. 

 Entretanto, o ganho de massa muscular pode ser influenciado por outros fato-

res, como a testosterona, hormônio produzido pelas células de Leydig dos testículos e 

pela glândula adrenal. A testosterona possui efeito anabolizante e é capaz de aumen-

tar a massa, força e resistência muscular, além de estimular o desenvolvimento de 

órgãos como rins, glândulas salivares e fígado.  

 Dentro deste contexto, é razoável admitir que a testosterona possa ter uma 

influência positiva sobre a preservação da massa muscular no diabetes. Entretanto, 
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essa é uma questão que precisa ser melhor avaliada. O capítulo 1 desta tese apresenta 

uma fundamentação teórica sobre o assunto. A influência do uso de testosterona so-

bre ratos com diabetes induzido por estreptozotocina foi investigada nesta tese e os 

resultados obtidos foram descritos no capítulo 2. 

Esta tese também trata de outro tema, a corrida de aventura, tipo de competi-

ção introduzida no Brasil no final da década de 1990. Essa competição é caracterizada 

como uma corrida multi-esportiva de muito longa duração, onde se utilizam obstáculos 

naturais (rios, montanhas, florestas e outros ambientes naturais) para a prática de ati-

vidades físicas como mountain bike, rafting, canoagem, trekking com orientação, téc-

nicas verticais e natação. 

 A distância percorrida nesta modalidade de esporte varia de 30 a 600 km e a 

duração de 36 horas até 10 dias ou mais, com curtos intervalos de descanso durante 

toda a prova. A influência deste tipo de atividade, de longuíssima duração, sobre variá-

veis bioquímicas e fisiológicas precisa ser melhor compreendida.  É com este intuito 

que o capítulo 1 apresenta também um apanhado sobre a influência do exercício so-

bre o sistema imunitário e sobre biomarcadores salivares do exercício e o capítulo 3 

avalia a influência da corrida de aventura sobre diversas variáveis bioquímicas e fisio-

lógicas. 

Várias modalidades esportivas são realizadas em condições térmicas que po-

dem influenciar no desempenho dos atletas, de tal forma que é muito importante en-

tender a influência do exercício no calor sobre o organismo humano. É neste sentido 

que o capítulo 4 procura avaliar a influência do exercício no calor sobre biomarcadores 

de imunidade e estresse presentes na saliva (IgA, α-amilase, cortisol, óxido nítrico e 

proteínas totais). 
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Diabetes mellitus 

O termo diabetes mellitus (DM) designa um grupo de disfunções metabólicas ca-

racterizadas por hiperglicemia crônica, que pode ser decorrente tanto da deficiência 

na produção de insulina pelas células β das ilhotas de Langerhans quanto do compro-

metimento da atuação da insulina em tecidos alvo, ou de ambos. A manutenção por 

longo prazo do estado hiperglicêmico tem sido associada a (1) nefropatia, que pode 

evoluir para insuficiência renal; (2) neuropatia periférica, podendo haver úlceras de 

perna, amputações e articulações de Charcot; (3) neuropatia autonômica, com conse-

qüentes sintomas cardiovasculares, genitourinários e gastrointestinais; (4) retinopatia; 

(5) aterosclerose, com comprometimento do sistema cerebrocardiovascular; e (6) dis-

função sexual [CRIMI et al., 1995; NIGRO et al., 2006]. 

O DM é uma das doenças não-transmissíveis mais comuns no mundo. A doença 

alcançou proporções epidêmicas e no início deste século afetava mais de 170 milhões 

de indivíduos da população mundial, com estimativas de crescimento de quase 50% 

até 2010. Este crescimento será maior especialmente nos países em desenvolvimento 

da África, Ásia e América do Sul [ZIMMET, ALBERTI e SHAW 2001]. Em sociedades mais 

desenvolvidas, a prevalência do DM já alcançou aproximadamente 6%. A prevalência 

mundial de DM para todos os grupos etários em 2000 era de 2,8%, com estimativa 

inicial de atingir 4,4% da população mundial em 2030 [WILD et al., 2004], mas essa 

estimativa foi recentemente reavaliada para 6,4% da população mundial, em decor-

rência do aumento na prevalência da obesidade e do envelhecimento e urbanização da 

população [INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011].  

No Brasil, a população diabética foi estimada em 7,6 milhões de pessoas em 

2010 [INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011] e em 11,3 milhões em 2030 

[WILD et al., 2004].  Um censo realizado entre os anos de 1986 e 1989 pelo Ministério 

da Saúde e Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), 

com o apoio da Sociedade Brasileira de Diabetes, demonstrou uma prevalência de dia-

betes de 7,6% na população entre 30 e 69 anos [MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011]. 

As implicações sócio-econômicas das complicações médicas da doença têm um 

grande impacto no sistema de saúde. Os custos com o aumento de pacientes com DM 
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surgem não só quando o diagnóstico é estabelecido, mas pelo menos 8 anos depois, 

com as devastadoras complicações micro e macrovasculares decorrentes da acelera-

ção da aterogênese. De fato, a morbidade cardiovascular em pacientes com diabetes é 

de duas a quatro vezes maior que em pessoas não-diabéticas [ZIMMET, ALBERTI e 

SHAW 2001]. 

O DM pode ser classificado em quatro tipos, (1) o DM tipo 1 (anteriormente de-

nominado de DM insulino-dependente ou DM juvenil), (2) o DM tipo 2 (anteriormente 

denominado de DM insulino-independente ou DM adulto), (3) o DM gestacional e (4) o 

DM de outros tipos específicos [AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010]. 

O DM tipo 1 pode acometer até 10% dos indivíduos diabéticos. Ele resulta da 

destruição das células β das ilhotas de Langerhans no pâncreas por agressão auto-

imune em indivíduos geneticamente predispostos (DM tipo 1 imuno-mediado) ou por 

etiologias desconhecidas (DM tipo 1 idiopático) [BRESSON e VON HERRATH, 2004; A-

MERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010]. 

O DM tipo 2 se caracteriza por resistência à insulina, podendo ocorrer sem ou 

com deficiência desse hormônio. A maioria destes pacientes apresenta um grau acen-

tuado de obesidade ou possui gordura corporal localizada predominantemente na re-

gião abdominal e geralmente não necessita de insulina exógena para sobreviver [A-

MERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010]. A resistência à insulina eleva a glicemia e 

estimula a produção e secreção desse hormônio pelo pâncreas, resultando durante 

algum tempo em elevação e posteriormente em redução progressiva da insulinemia 

conseqüente de falência das células β pancreáticas [CHANG-CHEN, MULLUR e BERNAL-

MIZRACHI, 2008].  

 
Etapas iniciais da sinalização insulínica 

A transdução de sinal da insulina começa com a sua ligação a um receptor espe-

cífico de membrana, uma proteína tetramérica com atividade quinase, composta por 

duas subunidades α e duas subunidades β. O receptor atua como uma enzima alostéri-

ca na qual a subunidade α inibe a atividade tirosina quinase da subunidade β. A ligação 
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da insulina à subunidade α permite que a subunidade β adquira atividade quinase, 

levando a alteração conformacional e autofosforilação, o que aumenta ainda mais a 

atividade quinase do receptor [DEVLIN, 2010]. 

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila resíduos de tirosina de vários 

substratos. Dez substratos do receptor de insulina já foram identificados. Quatro deles 

pertencem à família dos substratos do receptor de insulina, as proteínas IRS [WHITE, 

1998]; os outros incluem Shc, Gab-1, p60dok, Cbl, JAK2 e APS [SAAD et al., 1996; PES-

SIN e SALTIEL, 2000]. A fosforilação dos resíduos de tirosina das proteínas IRS cria sítios 

de reconhecimento para moléculas contendo domínios com homologia a Src 2 (SH2). 

Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3–quinase (PI 3-quinase). 

As funções do IRS-1 e do IRS-2 foram recentemente estabelecidas através da 

produção de camundongos sem os genes que codificam o IRS-1 e IRS-2 (camundongos 

knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que não expressa IRS-1 apresenta resis-

tência à insulina e retardo de crescimento, mas não é hiperglicêmico [ARAKI et al., 

1994]. O IRS-2 poderia compensar parcialmente a ausência de IRS-1, o que explicaria o 

fenótipo de resistência à insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-

1. O camundongo que não expressa o IRS-2 apresenta um fenótipo diferente do ca-

mundongo sem IRS-1, hiperglicemia acentuada devida a diversas anormalidades na 

ação da insulina nos tecidos periféricos e falência da atividade secretora das células β 

acompanhada de redução significante da massa de células β pancreáticas [WITHERS et 

al.,1998]. Em contraste, camundongos knockout para o IRS-3 e IRS-4 têm crescimento 

e metabolismo de glicose quase normal [FANTIN, 2000]. 

 

O receptor de insulina, além de ter fosforilação de tirosina, também pode ter fos-

forilação de serina, o que atenua a transdução do sinal pela diminuição da capacidade 

do receptor de fosforilar seus próprios resíduos de tirosina após estímulo com insulina 

[HOTAMISLIGIL, 1996]. Essas fosforilações inibitórias causam feedback negativo na 

sinalização insulínica e podem provocar resistência à insulina [CARVALHEIRA et al., 

2002].  

Estudos recentes indicam que a resistência à insulina induzida pela obesidade 
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pode ser decorrente da ativação sequencial da proteína quinase C e da quinase inibi-

dora do fator nuclear, entretanto os detalhes dessa via de sinalização ainda não são 

claros [YUAN et al., 2001; KIM et al., 2001]. 

A ação da insulina também é atenuada por proteínas fosfatases de tirosina-

fosfato, que catalisam a rápida desfosforilação do receptor de insulina e de seus subs-

tratos. Várias proteínas fosfatases de tirosina foram identificadas, dentre as quais se 

destaca a PTP1B. Camundongos knockout para PTP1B têm aumento da fosforilação de 

tirosina do receptor de insulina e das proteínas IRS no músculo, com consequente au-

mento na sensibilidade à ação da insulina [ELCHEBLY et al., 1999]. 

A PI 3-quinase (PI3-K) é uma enzima importante na regulação da mitogênese, di-

ferenciação celular e transporte de glicose estimulada pela insulina [SHEPHERD, NAVE 

e SIDDLE, 1995; SAAD et al.,1996]. A PI-3K foi originalmente identificada como um dí-

mero composto de uma subunidade catalítica (p110) e uma subunidade regulatória 

(p85). A ligação dos sítios YMXM e YXXM (onde Y= tirosina, M = metionina e X = qual-

quer aminoácido) fosforilados de proteínas IRS ao domínio SH2 da subunidade p85 da 

PI3-K ativa a subunidade catalítica dessa enzima [BACKER et al., 1992].  

A PI3K catalisa a fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do anel de inosi-

tol, produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidili-

nositol-3,4,5-trifosfato [LIETZKE et al., 2000]. Atualmente, a PI3-K é a única molécula 

intracelular considerada essencial para o transporte de glicose [CZECH e CORVERA, 

1999]. As proteínas alvo conhecidas dessa enzima são a Akt e as isoformas atípicas da 

aPKC (ζ e λ), porém as funções destas proteínas no transporte de glicose ainda não são 

bem estabelecidas [KOHN et al., 1996]. 

Além da ativação da PI3-K, outros sinais também são necessários para que a in-

sulina estimule o transporte de glicose. Essa via envolve a fosforilação do proto-

oncogene Cbl [RIBON e SALTIEL, 1997]. Na maioria dos tecidos sensíveis à insulina, a 

Cbl está associada com a proteína adaptadora CAP [RIBON et al., 1998]. Após a fosfori-

lação, o complexo Cbl-CAP migra para a membrana celular e interage com a proteína 

CrkII, que também está constitutivamente associada com a proteína C3G [BAUMANN 

et al., 2000; CHIANG et al., 2001]. A C3G é uma proteína trocadora de nucleotídeos 
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que catalisa a troca de GDP por GTP da proteína TC10, ativando-a. Uma vez ativada, a 

TC10 sinaliza para a translocação da proteína GLUT4 para a membrana da célula, em 

paralelo à ativação da via da PI3-K [CHIANG et al., 2001]. 

 

Cascatas de fosforilação estimuladas pela insulina 

Da mesma forma que outros fatores de crescimento, a insulina estimula a mito-

gen-activated protein (MAP) kinase (MAPK). Essa via inicia-se com a fosforilação das 

proteínas IRS e/ou Shc, que interagem com a proteína Grb2 [PAEZ-ESPINOSA et al., 

1999]. A Grb2 está constitutivamente associada à SOS, proteína que troca GDP por GTP 

da Ras, ativando-a. A ativação da Ras requer a participação da SHP2. Uma vez ativada, 

a Ras estimula a fosforilação de resíduos de serina de proteínas da cascata da MAPK, 

que leva à proliferação e diferenciação celulares [BOULTON et al., 1991].   

O bloqueio farmacológico dessa via previne a ação da insulina no crescimento ce-

lular, mas não tem efeito nas ações metabólicas do hormônio [LAZAR et al., 1995]. A 

insulina aumenta a síntese e bloqueia a degradação de proteínas através da ativação 

da mTOR, controlando diretamente a translação de proteínas através da fosforilação 

da p70-ribossomal S6 quinase (p70rsk), que ativa a síntese ribossomal de proteínas 

através da fosforilação da proteína S6 [THOMAS e HALL, 1997]. A mTOR também fosfo-

rila a PHAS1, que aumenta a síntese protéica via aumento da translação de proteínas 

[MIRON et al., 2001]. 

 

Metabolismo protéico no diabetes 

O crescimento do músculo esquelético e a manutenção da massa muscular em 

organismos jovens e adultos requerem um suprimento de hormônios anabolizantes 

(insulina) e uma quantidade adequada de atividade contrátil. A perda de massa muscu-

lar é uma característica do estado diabético e do jejum ou consequência de inatividade 

física prolongada. 

O desenvolvimento ou a atrofia músculo-esquelética depende do balanço entre a 
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taxa de síntese e de degradação das proteínas intracelulares [KIMBALL, VARY e JEF-

FERSON, 1994]. 

Os efeitos anabólicos desses hormônios são reforçados por suas ações anti-

catabólicas. A insulina inibe a proteólise, suprime a liberação e inibe a oxidação dos 

aminoácidos essenciais. Animais jovens ou humanos privados de insulina apresentam 

redução da massa corporal, retardo da estatura e do processo de maturação [ADAMS, 

1998; LUCIANO et al., 2002]. 

A atividade contrátil, por outro lado, parece ser determinante fundamental da 

massa muscular e pode preceder os sinais endócrinos para a depleção protéica no 

músculo. Além disso, os músculos mantidos inativos são mais sensíveis aos sinais cata-

bólicos [GOLDBERG, 1979; WASSERMAN e VRANIC, 1986]. O aumento do trabalho 

muscular é capaz de elicitar várias reações bioquímicas que são essenciais para hiper-

trofia muscular. A captação de aminoácidos pelo músculo esquelético é um evento 

precoce para iniciar a hipertrofia [CARSON, 1997]. Estudos com músculos isolados 

mostram que a taxa de transporte de aminoácidos está diretamente ligada à atividade 

contrátil [GOLDBERG, 1979; CARSON, 1997]. O treinamento físico tem a capacidade de 

reverter as alterações promovidas nas proteínas mitocondriais musculares em decor-

rência de estados de deficiência de insulina [MIDAOUI, TANERED e NADEAU, 1996]. 

 

Esteróides anabolizantes  

Os esteróides anabolizantes ou esteróides anabólico-androgênicos (EAA) são 

compostos naturais ou sintéticos semelhantes à testosterona, que exerce efeitos ana-

bólicos e androgênicos no corpo humano [URBAN, 1999; HANDELSMAN, 2001; SHAHI-

DI, 2001].  

A utilização dos EAA conciliada com o exercício físico tem mostrado resultados 

benéficos em experimentos com animais e seres humanos, como aumento da força 

[BASARIA et al., 2010; SRINIVAS-SHANKAR et al., 2010], diminuição do peso corporal e 

do tecido adiposo [DUŠKOVÁ e POSPISILOVA, 2010; SRINIVAS-SHANKAR et al., 2010], 
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aumento na densidade mineral óssea [MATSUMOTO, 2002] e aumento no desempe-

nho das capacidades motoras funcionais [SRINIVAS-SHANKAR et al., 2010]. Um dos 

efeitos mais almejadas dos EAA sobre o músculo é a hipertrofia muscular, que ocorre 

por aumento do número de células satélites e do tamanho do ventre muscular [ONER 

et al., 2008; KOVACHEVA et al., 2010]. A testosterona auxilia também na modulação da 

resposta imune [CHAO, VAN ALTEN e WALTER, 1994], reduzindo a ação de leucócitos e 

demais células de defesa [MOORADIAN, MORLEY e KORENMAN, 1987; SADER et al., 

2005].  

Durante o processo natural de envelhecimento ocorrem alterações no sistema 

muscular cardíaco e esquelético, como perda da massa muscular, com grande perda 

de força, juntamente com aumento da fadiga durante a realização dos exercícios físi-

cos, redução da função sexual e cognitiva, redução do equilíbrio dinâmico e estático, 

decréscimo da densidade mineral óssea, aumento do risco de quedas e fraturas, perda 

da independência funcional, redução do dispêndio energético total e da oxidação de 

lipídios, aumento da massa adiposa, aumento da resistência à insulina, hipertensão 

arterial e doença arterial coronariana [NAIR, 2005; SANTANASTO et al., 2011].  No pro-

cesso de envelhecimento há também diminuição da massa magra, juntamente com as 

concentrações séricas de testosterona, em decorrência da redução em sua produção 

nos testículos, por alteração na secreção do hormônio liberador de gonadotrofina e 

deficiência na estimulação da secreção de LH na glândula hipófise [NAIR, 2005; ARAU-

JO, TRAVISON e BHASIN, 2008; BASARIA et al., 2010]. Há também aumento das proteí-

nas de ligação aos hormônios sexuais, com diminuição da fração livre de testosterona 

[MORLEY, 2003]. A combinação de EAA com o exercício físico tem sido considerada 

uma alternativa para retardar os prejuízos associados ao processo natural de envelhe-

cimento [NAIR, 2000; NAIR, 2005; BASARIA et al., 2010]. 

   

Exercício e imunidade 

O exercício físico pode acarretar em efeitos desejáveis e indesejáveis sobre o sis-

tema imune, dependendo da natureza, intensidade e tempo de duração [WALSH et al., 

2011].  



11 

 

Tem sido descrito que o exercício físico pode favorecer o desenvolvimento de in-

fecções, como da via respiratória superiores [CARRILLO, MURPHY e CHENG et al., 2008, 

MALTSEVA et al., 2011].  

De fato, o exercício físico pode promover alterações na resposta imune [MALT-

SEVA et al., 2011], que variam conforme a intensidade, tipo do treino [AKIMOTO et al., 

2003; GLEDSON et al., 2011a] e até a temperatura do ambiente [CARRILLO MURPHY e 

EHEUNG, 2008; GILLUM et al., 2011; GLESON et al., 2011b]. 

Ele pode aumentar ou diminuir os níveis de imunoglobulinas plasmáticas [PAC-

QUE et al., 2007; ALLGROVE et al., 2008], dependendo da intensidade e duração do 

exercício, com aumento em exercícios de curta duração e alta intensidade [ALLGROVE 

et al., 2008], mas diminuição em exercícios de longa duração [MAZZEO, 2005; PACQUE 

et al., 2007].  

De acordo com a intensidade e duração do exercício há aumento na quantidade 

de leucócitos [LANDMANN, 1992; KRATZ et al., 2006; GHANBARI-NIAKI et al., 2010] e 

de neutrófilos [ROBSON et al., 1999; PEAKE, 2002], mas diminuição na quantidade de 

linfócitos [MCCARTHY e DALE, 1988; SHEK et al., 1995; KRATZ et al., 2006] e de monó-

citos [WU et al., 2004; KRATZ et al., 2006]. Essas alterações foram associadas à descar-

ga de catecolaminas durante o exercício [RISOY et al., 2003]. De fato, os próprios níveis 

de receptores β-2-adrenérgicos em linfócitos de pacientes saudáveis e mesmo de paci-

entes com insuficiência cardíaca aumentaram após a realização de um protocolo de 

exercício em uma esteira [MAISEL et al., 1990]. As alterações hematológicas observa-

das também foram associadas a elevação nos níveis de cortisol [NIEMAN e NEHLSEN-

CANNARELLA, 1994], promovida pelo aumento na tensão de cisalhamento em conse-

quência das alterações hemodinâmicas observadas durante o exercício [MCCARTHY et 

al., 1992; KRUEGER e MOOREN, 2007], e a reposta inflamatória decorrente de dano 

tecidual [WU et al., 2004, KRATZ et al., 2006].  
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Biomarcadores salivares 

Vários componentes da saliva, como α-amilase, IgA, cortisol, óxido nítrico e pro-

teínas totais têm sido utilizados para avaliar as alterações fisiológicas decorrentes do 

exercício [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010]. A saliva é produzida pelas 

glândulas parótidas, submandibular, sublingual e por pequenas glândulas da região da 

boca [VINING, MCGINLEY e MAKSUJTIS, 1983], sob controle autônomo de estímulos 

simpático e parassimpático [EMMELIN, 1987]. O aumento da quantidade e fluidez da 

saliva seria promovido por estímulo parassimpático vasodilatador, enquanto a diminu-

ição de volume seria decorrente de ação simpática vasoconstritora [DENNIS et al., 

1978].  

O exercício físico promove alterações nos níveis salivares de IgA [GLEESON et al., 

2011], proteínas totais, α-amilase [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010], óxido 

nítrico [DI LUIGI et al., 2008] e cortisol [GREIG et al., 2007]. 

Diminuições na concentração absoluta de IgA salivar têm sido mostradas em pra-

ticantes de diferentes modalidades esportivas, como esquiadores de elite [TIOLLIER et 

al., 2005], nadadores [FRANCIS et al., 2005], maratonistas [PETERS, SHAIK e KLEIN-

VELDT et al., 2010] e ciclistas [SLIVKA et al., 2010]. Essa queda nos níveis de IgA na sali-

va seria decorrente das alterações promovidas pelo exercício no sistema imunitário 

[MCKUNE et al.,2005; GLEESON et al., 2011b].  

O prejuízo à defesa imunológica nas vias respiratórias superiores estaria associa-

do à diminuição da IgA salivar em decorrência de exercícios físicos de alta intensidade 

e/ou longa duração, mas não à prática regular de exercícios moderados, que não pre-

judicam o sistema imunológico e, pelo contrário, vão promover melhora na resposta 

imune [BUYUKYAZI et al., 2004; SARI-SARRAF et al., 2008]. 

Embora a IgA venha sendo preferida como biomarcador salivar de efeitos do e-

xercício, as outras imunoglobulinas (IgG e IgM) também têm sido avaliadas [GLEESON, 

CRIPPS e CLANCY, 1995; NIEMAN et al., 2002; GLEESON et al., 2011a] 

O exercício também pode ser monitorado pela dosagem de proteínas totais sali-
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vares e de α-amilase [BORTOLINI et al., 2009], cujos níveis aumentam com o aumento 

na intensidade e duração do exercício [OLIVEIRA et al., 2010], em decorrência de esti-

mulo simpático adrenérgico [DAWES, 1981; SOLTOFF e HEDDEN., 2010]. O incremento 

de carga em cicloergômetro promove elevações nas concentrações de proteínas totais 

e na atividade da α-amilase em ciclistas [OLIVEIRA et al., 2010] e em jogadores de bas-

quete [BORTOLINI et al., 2009] de forma semelhante ao aumento nos níveis de lactato 

no sangue. 

O óxido nítrico (NO) é um importante regulador hemodinâmico e metabólico que 

está envolvido em diversos processos fisiológicos, tais como relaxamento de muscula-

tura liso, neurotransmissão, agregação plaquetária e defesa contra doenças infecciosas 

(virais), tumores, auto-imunidade e degeneração crônica [BOGDAN, 2001; L'HIRONDEL 

et al., 2007; FILAIRE et al., 2010]. Os níveis de NO aumentam no sangue e na saliva du-

rante exercício físico de baixa [ZAMBRANO et al., 2009] ou alta intensidade [PANOSSI-

AN et al., 1999; JACOBS et al., 2009], tanto de curta [CAMPBELL et al., 2011] quanto de 

longa duração [GONZÁLEZ et al., 2008] . 

O aumento nos níveis de NO pelo exercício físico seria decorrente do (1) atrito de 

cisalhamento vascular, em função do aumento do fluxo e da viscosidade do sangue, o 

que eleva os níveis de Ca++ e promove liberação de NO no endotélio vascular [SEGAL, 

1994], e/ou (2) da liberação de acetilcolina da junção neuromuscular e sua difusão 

para o endotélio vascular, onde ela ativaria receptores muscarínicos e promoveria libe-

ração de NO [KINGWELL, 2000]. O NO então se difunde para as subjacências das célu-

las vasculares da musculatura lisa, onde ativa a guanilato ciclase, promovendo vasodi-

latação [SEGAL, 1994]. De fato, a força de cisalhamento é aumentada nos vasos duran-

te o exercício físico em humanos [TAYLOR et al., 2002].  
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Abstract 

Elderly rats (32) were divided into four groups: normal (N), treated normal (NT), di-

abetic (D) and treated diabetic (DT). They were submitted to 20 sessions of swimming 

with overload (5% body weight), 40 min/day for four weeks. The NT and DT groups 

received application of testosterone twice a week. At the end of the sessions, the ani-

mals were subjected to swimming until exhaustion and then killed for removal of 

blood and visceral fat. We evaluated maximum swim time, weight of visceral fat, eryt-

hrogram, leukogram, lipidogram and serum levels of glucose, lactate, aspartate amino-

transferase and creatine kinase. The results were compared using one-way ANOVA 

followed by the post hoc Tukey test. In elderly diabetic rats, the use of anabolic asso-

ciated with physical training in older rats resulted in improvement in erythrogram, lipi-

dogram and physical performance for high-intensity aerobic exercise. However, it was 

related to changes in leukocyte count, probably associated with inflammation. 

 

Keywords: Anabolic steroid, aging, diabetes, physical training 
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Introduction 

Diabetes mellitus is characterized by a deficiency in the production or action of 

insulin, or both, resulting in increased blood glucose in untreated [1].  

Diabetes can be induced in experimental animals by chemical substances such 

as alloxan or streptozotocin. These substances cause irreversible lesions in the pan-

creatic cells producing insulin. This causes a large reduction in the production of insu-

lin, which results in diabetes [2]. 

The deficiency of insulin causes loss of muscle mass due to exacerbation of the 

decline of proteolysis and protein anabolism.  

Besides insulin, protein anabolism is also stimulated by testosterone, androgen 

steroid hormone produced by the testes and the adrenal [3]. Testosterone promotes 

increased mass [4] and muscle strength [5,6,7]. 

There is evidence that treatment with these compounds can improve the resis-

tance of skeletal muscle against fatigue, which increases the tolerance of experimental 

animals to physical activity [8].  

The intense physical exercise can alter the concentration of blood cells and in-

crease the use of glycogen, resulting in glucose fall [9,10,11,12] and increased produc-

tion of lactic acid. 

Testosterone can also assist in modulating the body's immune response [13], by 

reducing the activity of leukocytes and other cells of defense [14].  

Physical exercise causes numerous physiological and metabolic adjustments in 

the immediate or long term so that the body can supply a higher energy demand and 

to remain in homeostasis [15,16].  

Although it is known that anabolic steroids can increase the tolerance to physi-

cal activity [8], the effects of the combination of many synthetic anabolic steroids with 

the exercise still need to be better known [17].  
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The purpose of this study was to analyze the effects of anabolic steroids on 

physical, haematological and biochemical variables in diabetic rats under aerobic phys-

ical training. 
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Materials and methods 

The study was conducted in accordance with the recommendations of the Bra-

zilian College of Animal Experimentation (COBEA) [18].   

 

Induction of diabetes by alloxan 

Induction of experimental diabetes mellitus followed the protocols described in 

literature [19,20]. After 24 hours of fasting, animals received intravenous injections 

(tail vein) of alloxan monohydrate (Sigma, St Louis, MO, USA) in 0.01 M citrate buffer, 

pH 4.5 (35 mg/kg body weight). The control rats underwent similar handling but only 

with injection of a citrate buffer solution. Two weeks after that treatment, rats that 

had levels of fasting glucose greater than or equal to 126 mg/dl were considered di-

abetic and used in the study [1].  

 

Experimental groups 

For this study we used 32 male albino rats (12 months) from Wistar race (Rat-

tus norvegicus), distributed randomly into four groups (eight rats in each): normal an-

imals without treatment (N), untreated diabetic animals (D ) normal animals with 

treatment (NT) and diabetic animals with treatment (DT). 

 

Containment and nutrition  

The animals were kept in collective cages (100x50x30 cm) with an average of 3 

rats per cage. The temperature inside the chamber of the vivarium was maintained 

between 22-25 °C in a room with controlled photoperiod set to 12 h of light and 12 h 

of darkness. All animals were fed with standard balanced diet and water "ad libitum". 
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Adaptation and physical training  

The animals were subjected to an adjustment period of two weeks. During this 

period, the animals were subjected to physical exercise with initial duration of 10 min. 

Every three days the duration of exercise increased by 10 min until reach 40 min at the 

end of two weeks, with rest on Saturdays and Sundays. 

After the adjustment period, the animals maintained the 40 minutes of physical 

exercise for six weeks, Monday to Friday, between 2 and 5 PM. This period of training 

was higher than achieved in other studies. The exercises consisted of sessions of 

swimming with moderate intensity, with 5% body weight tied to the tail. The animals 

swam in an adapted tank with depth of 48 cm and water temperature maintained be-

tween 30 and 36 °C [21].  

 

Treatment with anabolic 

 During the six weeks of physical training, the animals of the NT and DT groups 

received intramuscular injections of the mixture of esters of testosterone (testoste-

rone propionate, 30 mg; testosterone  phenyl propionate, 60 mg; testosterone isoca-

proate, 60 mg; testosterone decanoate, 100 mg; benzyl alcohol, 0.1 ml; and peanut oil, 

sufficient quantity to 1 ml)  (Durateston™, Organon, Brazil),  with syringes of 1 ml (15 

mg/kg body weight) twice a week (on Tuesdays and Fridays at 4h30min PM). 

Animals not treated with the anabolic (groups N and D) received intramuscular 

injections of peanut oil [22]. 

 

Test of maximum effort and sacrifice of animals  

At the end of six weeks of training, the animals were subjected to intense phys-

ical exercise until exhaustion. It was considered that the exhaustion was achieved 

when the animal could not keep their noses out of the water for more than 10 s. Once 

the exhaustion was reached, the animals were removed from the water and placed on 
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a bench. Body and tail were carefully dried with sterile paper towels. After the last ses-

sion of exercise until exhaustion, the animals were anesthetized with ketamine and 

xylazine and sacrificed by decapitation in guillotine. 

 

Collection of blood samples  

The blood samples were taken at the end of six weeks of treatment. Before and 

after the exhaustion test, samples of 25 µl of blood were transferred from the tail of 

each animal, using heparinized capillary glass, directly into vials containing 50 µl of 1% 

sodium fluoride for inhibition of glycolytic activity. These samples were used for de-

termination of glucose and lactate. After the exhaustion test, two blood aliquots were 

collected by cardiac puncture. The first sample (1 ml), collected in tubes containing 

K3EDTA as anticoagulant, was used to perform the hematologic analyses. The second 

sample (3 ml), collected in tubes without anticoagulant, was centrifuged at 720 xg and 

the serum was transferred to sealed vials and stored under refrigeration until the time 

of biochemical analysis. 

 

Dosage of glucose and lactate 

 The blood glucose was determined using the Accu-Chek apparatus (Roche, São 

Paulo, SP, Brazil). The blood lactate was analyzed by electro-enzymatic method in an 

automatic analyzer (YSI 1500 Sport L-Lactate, USI, Yellow Springs, Ohio, USA). 

 

Erythrogram  

 The erythrogram, including the determination of the erythrocyte indices [mean 

corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and the mean cor-

puscular hemoglobin concentration (MCHC)], were performed in automated cell coun-

ter ABC Vet (ABX Diagnostics, Montpellier, France) using card specific to rats. 
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Leukogram 

 The leukometry was also carried out in the automatic cell counter ABC Vet (ABX 

Diagnostics, Montpellier, France).The identification and differential counting of leuko-

cyte were performed with preparations stained by the method May-Grünwald-Giemsa 

in optical microscope.  

 

Lipidogram and determination of serum activities of AST and CK  

 The activities of creatine kinase (CK) and aspartate aminotransferase (AST) and 

levels of total cholesterol, triacylglycerols (TAG) and cholesterol of high density lipo-

protein (HDL-C) were determined by automated methods, using specific commercial 

kits (Labtest) in automatic multichannel analyzer (ChemWell, USA) previously cali-

brated and measured with calipers (Calibra 1H) and control serum (Qualitrol 1H). The 

cholesterol of lipoprotein, low-(LDL-C) was calculated using the equation LDL-C = total 

cholesterol - (HDL + TAG / 5) [23]. 

 

Statistical analysis  

 The results between the different groups were compared with use of ANOVA, 

with post hoc Tukey test, and were considered significantly different when P <0.05. 

The tests were conducted using the application GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA). 
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Results 

Table 2.1 presents the average values obtained in the erythrogram of different 

groups. The concentration of hemoglobin, the red cell count and hematocrit values 

were higher in treated groups (NT and DT) in relation to non-treated groups (N and D). 

But there was no difference in these parameters between diabetic and normal groups 

in the absence and in presence of treatment with anabolic. The mean corpuscular vo-

lume (MCV) was also higher in treated groups (NT and DT) than in groups that were 

not treated with testosterone (N and D), being higher in DT group than in NT. The 

mean corpuscular hemoglobin (MCH) was higher in treated groups (NT and DT) than in 

group N. The mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) was higher in the 

group of treated normal rats than in the other groups. 

Table 2.2 presents the results of leukocyte counts in different groups. The 

treated groups showed higher values of leukocytes in relation to the untreated ani-

mals. But no difference was observed between diabetic and normal groups in both the 

absence and in presence of treatment with anabolic. In relation to total neutrophils, 

the DT group had the highest count among all groups studied. The situation was re-

versed in the count of lymphocytes, since it was lower in the DT group compared with 

group N. The values of band neutrophils were lower in DT than in D. The segmented 

neutrophils were higher only in the DT when compared with group N. Regarding eosi-

nophils there was no difference between groups. For monocytes, the counts were 

lower in the DT group in comparison with D. 

Figure 2.1 shows the results obtained in lipidogram of rats of different groups. 

The concentrations of triacylglycerols (TAG) were significantly higher in group D than in 

all the other groups (N, NT and DT). The concentration of total cholesterol was higher 

in group D in relation to groups treated with the anabolic (DT and NT), but not in rela-

tion to the healthy rats without treatment (N). The values of HDL-C showed no changes 

resulting from physical training and treatment with testosterone. The concentration of 

LDL-C was higher in group D only in relation to group NT.  

Figure 2.2 shows the values of glycemia and lactatemia before and after the test 
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of maximal effort for rats of different groups. Before the test, blood glucose was higher 

in the D group, followed by the DT group. The blood glucose values dropped signifi-

cantly after the maximal effort test in all experimental groups, but still remained high-

er in group D. 

Regarding lactatemia, there was no difference between groups before the effort 

test (Fig. 2). After the test of maximum effort, the blood lactate concentration in-

creased in all groups. It increased more in group D compared to groups NT and DT. 

Figure 2.3 shows the activity values of AST and CK after the effort test in all ex-

perimental groups. The activity of AST was lower in animals of group NT compared to 

animals in groups D and DT. The activity of CK was higher in group D when compared 

to groups NT and DT. 

Table 2.3 shows time of forced swim and weight of the visceral fat in rats of dif-

ferent groups. Animals treated with testosterone (NT and DT) had longer times of 

forced swimming than their respective non-treated controls (N and D). The amount of 

visceral fat was lower in groups treated with anabolic (NT and DT) in relation to their 

respective untreated controls (N and D). 
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Table 2.1. Erythrogram of rats subjected to six weeks of regular exercise followed by maximal 
effort test 
Variables Without treatment With treatment 

 Normal 

(n=8) 

 Diabetic 

(n=8) 

 Normal 

(n=8) 

 Diabetic 

(n=8) 

 

Hemoglobin (g/dl) 12.67±1.62 a 12.63±1.15 a 14.61±0.80 b 14.61±0.83 b 

Erythrocytes (106/l) 8.09±0.19 a 7.78±0.45 a 8.85±0.44 b 8.69±0.40 b 

Hematocrit (%) 45.50±3.59 a 44.85±4.40 a 51.32±3.07 b 51.77±2.20 b 

MCV (m3) 52.57±1.71 a 55.62±2.38 ab 57.25±2.18 bc 59.62±3.50 c 

MCH (pg) 16.50±0.38 a 17.60±0.55 ab 17.86±0.67 b 17.93±0.44 b 

MCHC (%) 30.21±0.50 a 31.30±0.91 a 32.61±0.84  30.70±1.24 a 

* MCV (mean corpuscular volume); MCH (mean corpuscular hemoglobin); MCHC (mean cor-

puscular hemoglobin concentration).  

** Averages followed by same letter are not different (Tukey) at a significance level of 0.05. 
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Table 2.2. Leucogram of rats Wistar subjected to six weeks of regular exercise followed 

by maximal effort test 

Variables 

 

Without treatment With treatment 

Normal Diabetic Normal Diabetic 

Leukocytes 

(cells/µl) 

4100.0 ± 486.5 a 4612.5 ± 458.0 a 6025.0 ± 384.5 b 6000.0 ± 1192.0 b 

Total neutrophils 

(%) 

37.6 ± 7.7 a 45.8 ± 11.15 a 41.3 ± 7.0 a 52.9 ± 5.2  

Band neutrophils 

(%) 

2.9 ± 0.9 ab 7.0 ± 5.6 a 2.0 ± 1.4 b 2.5 ± 0.9 b 

Segmented 

neutrophils (%) 

34.7 ± 7.4 b 38.8 ± 12.0 ab 39.3 ± 7.7 ab 50.4 ± 5.5 a 

Lymphocytes 

(%) 

58.6 ± 5.4 b 46.1 ± 12.1 a 55.6 ± 5.6 ab 47.5 ± 5.1 a 

Eosinophils 

(%) 

1.6 ± 0.5 a 0.8 ± 0.7 a 1.4 ± 0.5 a 1.3 ± 0.7 a 

Basophils 

(%) 

 0    0    0    0   

Monocytes 

(%) 

5.6 ± 1.5 ab 6.9 ± 3.9 a 5.8 ± 3.5 ab 2.2 ± 2.0 b 

* Averages followed by same letter are not different (Tukey) at a significance level of 

0.05. 
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Figure 2.1. Plasma concentrations of triacylglycerols, total cholesterol, LDL-cholesterol 

and HDL-cholesterol after the maximal exercise test. The symbols N, NT, D and DT 

represent normal, treated normal, diabetic and treated diabetic rats, respectively. Val-

ues with the same symbol are significantly different (P <0.05) when compared by Tu-

key test. 
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Figure 2.2. Plasma concentrations of glucose and lactate before and after the maximal 

exercise test. The symbols N, NT, D and DT represent normal, treated normal, diabetic 

and treated diabetic rats, respectively. Values with the same symbol are significantly 

different (P <0.05) when compared by Tukey test. 
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Figure 2.3. Plasma levels of activities of the enzymes aspartate aminotransferase (AST) 

and creatine kinase (CK) after the maximal exercise test. The symbols N, NT, D and DT 

represent normal, treated normal, diabetic and treated diabetic rats, respectively. Val-

ues with the same symbol are significantly different (P <0.05) when compared by Tu-

key test. 
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Table 2.3. Swimming time and mass of visceral fat of rats subjected to six weeks of 

regular exercise followed by maximal effort test 

Parameter Without treatment With treatment 

Normal 

(n=8) 

Diabetic 

(n=8) 

Normal 

(n=8) 

Diabetic 

(n=8) 

Swimming time (min) 203.75±71.92 119.16±55.34 305.8±34.36 163.8±67.51 

Visceral fat (g) 4.22±1.84 

(1.34%) 

2.27±1.72 

(0.69%) 

1.68±0.93a 

(0.55%) 

1.57±0.65a 

(0.48%) 

* Averages followed by same letter are not different (Tukey) at a significance level 

of 0.05. 

** Values between parentheses represent the percentage of visceral fat in relation to 

the body mass. 
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Discussion  

 In the conditions considered in this study, treatment with testosterone pro-

duced an increase in the time of forced swimming in normal and diabetic rats in rela-

tion to their respective untreated controls. The hematological and biochemical records 

presented in this work should probably reflect some of the reasons that led to the 

change in performance of animals and any problems associated with treatment. 

 The decrease of CK in the diabetic rats treated with testosterone (Fig. 2.3) 

seems a remarkable fact, since elevations in blood activities of CK and AST from the 

liver have been reported in athletes using anabolic steroids [24] and even in athletes 

who do not use these substances [25]. It seems reasonable to admit, then, that the 

anabolic might have increased the resistance of skeletal muscle fibers against injury in 

the diabetic group. 

 Although elevation in CK had been also attributed to increased permeability of 

the sarcolemma during exercise [26,27,28], the activity levels of serum CK are good 

markers of muscle injury [29]. The blood levels of CK are associated to the intensity of 

exercise when duration is kept constant [28]. The metabolic stress and the actions of 

contraction and relaxation can cause mechanical stress to the point of damaging the 

muscle tissue [30]. In fact, a suitable training program for the physical fitness should 

not lead to sharp increase in the activities of AST and CK in plasma or serum [31]. 

 The swimming by longer time in the treated group could also be due to in-

creased availability of fatty acids in plasma, due to the mobilization of fat stores, since 

visceral fat actually fell in the animals treated with the anabolic. Testosterone might be 

associated with reduction in visceral fat content [32], since that aged rats have more 

visceral fat and produce less testosterone.  

 The metabolism of fatty acids involves higher consumption of oxygen than me-

tabolism of glycogen associated with anaerobic glycolysis. It is well known that an in-

creased necessity of oxygen stimulates the release of erythropoietin and, consequent-

ly, the production of red blood cells. Indeed, the quantity of erythrocytes, the concen-

tration of hemoglobin and hematocrit values were higher in treated animals. This im-
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provement in the erythrogram of the treated group would favor the consumption of 

oxygen and would increase the energetic efficiency of the aerobic catabolism. Indeed, 

after the exhaustion test, the amount of lactate in the blood of the diabetic rats was 

lower in the treated group than in non-treated (Fig. 2.2). This indicates that use of 

anabolic steroid associated to physical training was effective in aerobic conditioning of 

the animals. 

 Furthermore, the use of anabolic was associated with reduction in blood glu-

cose, especially in the diabetic group (Fig. 2.2), as would be desirable. 

 Further evidence of better utilization of fat induced by treatment with testoste-

rone is a decrease in blood levels of TAG in diabetic rats (Fig. 2.1). The use of steroids 

combined with the practice of exercise increases the demand for fatty acids in energy 

metabolism, which certainly must be the factor responsible for decreased levels of 

TAG in this work.  

 The concentration of total cholesterol decreased significantly in healthy animals 

and in diabetic animals treated with testosterone, without association with changes in 

levels of HDL-cholesterol (Fig. 2.1), what agrees with the results reported by [33]. Un-

like that article, however, there was no decrease in levels of LDL-cholesterol in our 

work.  

 Some differences between the responses associated with our experimental 

design in relation to the literature should be the result of the complexity of the system. 

Undoubtedly, there must be differences and antagonisms in the results of the combi-

nation of time, nature and intensity of exercises with the nature, dose and duration of 

treatment with anabolic steroids. 

 Although the acute exercise is associated with elevated levels of cortisol  and 

catecholamines, which would decrease the amount of leukocytes [34,35,36], and pre-

dominantly with elevation in the blood levels of white cells [37]. 

 In our study the combination of anabolic with the program of exercise, followed 

by the exhaustion test, was associated with increased number of leukocytes in healthy 
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and diabetic rats (Table 2.2). This change should not be a consequence of the exhaus-

tion test, but certainly of the use of anabolic, because the levels of leucocytes were 

higher in the groups treated with testosterone. These alterations could be due to de-

crease of oxygen in the blood or increase in mitotic activity of bone marrow cells, 

which may reflect exacerbation of the inflammatory processes, especially in the di-

abetic rats [38,39]. 
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Conclusions 

The combination of the use of testosterone with physical training during four 

weeks, followed by maximal effort test, produced elevations of hemoglobin, hemato-

crit and erythrocytes in healthy elderly rats and in elderly rats with alloxan-induced 

diabetes. Although these elevations had been greater in normal rats, they were asso-

ciated with improvement in aerobic metabolism of fatty acids and glucose in diabetic 

animals. The hematological and biochemical changes were also associated with im-

provement in physiological characteristics, with increase of the swimming time and 

decrease of visceral fat levels in normal and diabetic animals. However, treatment with 

testosterone produced leukogram changes that may indicate exacerbation of inflam-

matory processes, especially among diabetic rats. 
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Resumo 

[Introdução] As corridas de aventura (provas combinadas de diversas modali-

dades de ultra-endurance) têm sido cada vez mais procuradas por proporcionar dife-

rentes experiências esportivas, mas poucos estudos têm sido realizados para avaliar a 

alterações provocadas por elas no organismo dos atletas. [Objetivo] Este trabalho teve 

por objetivo investigar a ocorrência de alterações fisiológicas, hematológicas, imuno-

lógicas e bioquímicas em esporte de longuíssima duração e pouco descanso. [Méto-

dos] Vinte e cinco atletas profissionais, sendo 15 homens (idade de 31,4 ± 5,36 anos, 

peso corporal de 77,13 ± 4,7 kg) e 10 mulheres (idade de 27,8 ± 5,18 anos, peso corpo-

ral de 61,3 ± 4,42 kg) percorreram 460 km por 4 dias na competição de corrida de a-

ventura de uma edição internacional do Ecomotion/Pro AR World. Amostras de sangue 

e saliva foram coletadas antes e após a competição. [Resultados] Houve elevações dos 

níveis de óxido nítrico (NO), proteínas totais, α-amilase e cortisol e diminuição nos ní-

veis de IgA na saliva após a corrida. As variações percentuais relativas de NO, proteínas 

totais, α-amilase, IgA e cortisol foram significantemente maiores nas mulheres que nos 

homens. No sangue houve elevações nos níveis de lactato e glicose, e diminuição na 

percentagem de saturação da hemoglobina por O2. Houve menores variações percen-
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tuais relativas dos níveis de glicose e lactato e maior variação percentual relativa da 

saturação da hemoglobina por O2 nas mulheres que nos homens. As quantidades de 

plaquetas, leucócitos, neutrófilos totais e segmentados ficaram mais elevadas após a 

competição e as elevações percentuais relativas foram significativamente maiores no 

grupo das atletas. Houve queda nos valores de linfócitos, eosinófilos e monócitos, com 

reduções percentuais relativas de linfócitos e monócitos significantemente maiores 

nas atletas que nos atletas. Os valores de hemoglobina, hemácias e hematócrito dimi-

nuíram após a competição, sem diferença estatisticamente significantes entre os se-

xos. Houve elevações nas atividades séricas de CK total, CKMB, ALT, AST e LDH ao tér-

mino da prova (p<0,05), com elevações significantemente maiores da CK total, CKMB e 

LDH nos homens e de ALT nas mulheres. [Conclusão] Com base nas alterações sanguí-

neas e salivares pode-se concluir que os exercícios de longa duração com momentos 

de alta intensidade, pouco sono e descanso da corrida de aventura promoveram au-

mento do estresse, lesões musculares, anemia e alterações no sistema imunitário que 

podem prejudicar o estado de saúde e o rendimento esportivo dos atletas. 
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Introdução 

Exercícios multiesportivos de longa duração induzem pronunciadas alterações 

musculares, hematológicas e bioquímicas [ZALCMAN et al., 2007; LEVADA-PIRES et al., 

2010]. 

A corrida de aventura é uma modalidade de competição multiesportiva (mounta-

in bike, rafting, canoagem, trekking com orientação, técnicas verticais e natação) de 

ultraduração (de 36 horas até 10 dias ou mais), pouco sono e pequeno intervalo de 

recuperação, que usa obstáculos naturais (rios, montanhas, florestas e outros ambien-

tes naturais) em percursos de distância variável (de 30 a 600 km). A exposição do cor-

po a essa elevada intensidade e tempo de esforço aumenta a possibilidade de ocor-

rência de lesões musculares [BERGLUND e McKENZIE, 1994; PFEIFFER e KRONISCH, 

1995; KRONISCH, 1998], alterações hematológicas [MALM, 2004; FEHRENBACH e SCH-

NEIDER, 2006; GLEESON, 2007] e bioquímicas.  

A possibilidade de avaliar o impacto do exercício intenso por meio da análise da 

saliva, que é um ultrafiltrado do sangue, é muito interessante, pelo fato da coleta da 

saliva constituir um procedimento de natureza não invasiva e de fácil 

operacionalização. 

As mudanças na composição da saliva compreendem alterações nos níveis de I-

gA, que funciona como primeira barreira de proteção contra infecção nas vias aéreas 

superiores [STEERENBERG et al., 1997; BISHOPE et al., 2000; BISHOP et al., 2006], de 

cortisol [DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010] e 

de α-amilase [WALSH et al., 2003], cuja produção na glândula parótida é aumentada 

pela ação da noradrenalina [NATER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010]. É por isto que a 

avaliação dos níveis de proteínas e de cortisol na saliva tem sido proposta como crité-

rio de avaliação do estresse provocado pelo exercício físico durante competições es-

portivas [GORDIS et al., 2006; NIEROP et al., 2006; VAN STEGEREN et al., 2006; VAN 

VEEN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010]. 

A concentração de proteína na saliva antes, durante e após o exercício varia de 

maneira semelhante ao nível lactato no sangue. Ela aumenta durante o exercício e 
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diminui depois de algumas horas [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010]. 

O presente estudo avaliou as alterações hematológicas e bioquímicas séricas e 

salivares de atletas voluntários que participaram da corrida de aventura Ecomoti-

on/Pro AR World.  
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Material e métodos  

Atletas 

O estudo foi iniciado após a aprovação do projeto de pesquisa pelo Comitê de É-

tica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlândia. Os participantes assinaram 

um termo de consentimento após esclarecimento dos procedimentos que seriam 

realizados durante e após a competição. A amostra deste estudo foi composta por 15 

homens (idade de 31,4 ± 5,36 anos e peso corporal de 77,13 ± 4,7 kg) e 10 mulheres 

(idade de 27,8 ± 5,18 anos e peso corporal de 61,3 ± 4,42 kg), que participaram da edi-

ção internacional do Ecomotion/Pro Adventure Race.  Aos competidores foi permitida a 

ingestão de água e alimento à vontade.  

 

A competição 

O Ecomotion/Pro Adventure Race World teve um percurso de 470 km dividido 

nas seguintes modalidades esportivas: 90 km de mountain bike (19,1%), 211 km de 

trekking (44,9%), 169 km de canoagem (36%) com caiaque duplo e caiaque inflável e 

70 m de rapel (0,015%). A duração foi de 4 a 5 dias, com mínimo de 5 horas de sono. 

 

Coleta e análise das amostras de saliva 

As amostras de saliva foram coletadas antes (logo após acordar) e imediatamen-

te depois da competição, após cuidadosa higienização oral. A salivação foi estimulada 

pela mastigação de um tablete de 0,5 g de parafina (Parafilm™). As amostras de saliva 

foram acondicionadas em mini-tubos pré-resfriados (4 C) e armazenadas a -20 C para 

análise da atividade de α-amilase, proteínas totais, óxido nítrico, IgA e cortisol.  

 

Análise das amostras de saliva 

Todas as análises foram conduzidas em duplicatas.  
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A atividade da α-amilase foi determinada pela análise espectrofotométrica da ci-

nética de hidrólise do substrato 2-cloro-p-nitrofenil--D-maltotriosídeo (CNP-G3) a 405 

nm (Amilasa 405, Wiener lab, Argentina).  

As proteínas totais foram quantificadas pelo método do biureto usando kit co-

mercial (UCFS, DIASYS™, Alemanha) e leituras espectrofotométricas a 604 a 700 nm 

(Autoanalyser Architeet c8000, Abbot™, IL, USA). 

A concentração do óxido nítrico foi determinada colorimetricamente a 570 nm 

em leitora de microplaca (Titertek multiskan plus MK11) [GRANGER et al., 1995]. A 

análise de dados foi conduzida com a utilização do aplicativo Microplate Manager ver-

sion 4.0 (Bio-Rad Laboratories, USA). 

A  IgA total foi analisada por uma adaptação do teste ELISA [MACKINNON e JEN-

KINS, 1993; SILVA et al., 2001], usando placas de polietileno (Nunc F96 Maxi Sorp, Fi-

sher Scientific, Wohlen, Suíça) sensibilizadas com anticorpo anti-IgA humano (Sigma 

Chemical, Buchs) em tampão carbonato a 0,06 M, pH 9,6, a 4 °C por 12 horas e em 

seguida lavadas e bloqueadas com tampão dicloridrato de ortofenilenodiamina (OPD). 

As amostras de saliva foram diluídas a partir de 1:2 em tampão fosfato a 1% com al-

bumina bovina sérica (BSA-PBS-T) e incubadas por 1 h à temperatura ambiente. Após 

lavagem, foram adicionados um conjugado biotinilado anti-IgA marcado com peroxida-

se e o substrato H2O2 em tampão OPD (tampão cromógeno). Após incubação em tem-

peratura ambiente por 1 h, os valores de densidade óptica (DO) foram determinados 

na leitora de microplaca à 405 nm. Os valores da IgA total foram divididos pelo valor 

das proteínas totais na saliva para determinação dos valores de IgA específica. 

O cortisol foi dosado espectrofotometricamente com a utilização de Kit comerci-

al (Salimetrics, USA), com leitura da densidade óptica a 450 nm em leitor de ELISA.  

 

Coleta das amostras de sangue 

As amostras de sangue foram coletados antes (logo após acordar) e imediata-

mente depois da competição. Alíquotas de 25 µL de sangue para dosagem de lactato 
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foram colhidas do lóbulo da orelha, após assepsia local, em capilares de vidro heparini-

zados e calibrados, e transferidos para micro-tubos contendo 50 L de fluoreto de só-

dio a 1%. Para a execução do hemograma foram coletadas, por punção da veia radial, 

amostras de 3 mL de sangue em tubos estéreis contendo 0,1 mL de K3EDTA a 10%. 

Para a execução das dosagens bioquímicas foram coletadas amostras de 3 mL de san-

gue em tubos sem anticoagulante, contendo gel separador e ativador de coágulo, para 

posterior obtenção do soro por centrifugação a 720 x g por cinco minutos. 

 

Dosagem do lactato sanguíneo 

O lactato foi dosado em duplicata, por método eletro-enzimático em um Sport L-

lactate analyser YSI 1500 (USI Inc,yellow Spring, Ohio). 

 

Hemogramas 

As determinações de hemograma foram feitas em contador automático de célu-

las sanguíneas ABX Micros 60 (Horiba ABX Diagnostics, Bangkok, Tailândia), no Labora-

tório de Análises Clínicas do Hospital Santa Casa de Diamantina, MG. 

 

Determinação das atividades séricas de ALT, AST, LDH, CK e CKMB 

As atividades de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase 

(AST), lactato desidrogenase (LDH), creatina quinase total (CK total) e isoforma mio-

cárdica da creatina quinase (CK-MB) foram determinadas por método colorimétrico 

automatizado, utilizando kits comerciais específicos (Labtest Diagnóstica, Belo Hori-

zonte, MG, Brasil) em analisador automático multicanal (Chem Well, Palm City, FL, EU-

A). 
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Aferição da freqüência cardíaca, pressão arterial e saturação da hemoglobina Hb% 

Antes e depois da competição foram aferidas a freqüência cardíaca (monitor 

cardíaco Polar RS800CX Electro Oy, Kempele, Finlândia) e a pressão arterial (stetoscó-

pio e esfigmomanômetro de coluna de mercúrio (Sanny, São Bernardo do Campo, SP, 

Brasil). A saturação da hemoglobina foi determinada por oxímetro de pulso.  

 

Análises estatísticas e edições de gráficos 

A existência de distribuição normal nos resultados obtidos foi avaliada pelo teste 

de Kolmogorov-Smirnov. A existência de diferença estatisticamente significante a um 

nível de 5% foi avaliada por análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey. As aná-

lises e edições de gráficos foram conduzidas com a utilização do aplicativo GraphPad 

Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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Resultados 

 A Tabela 3.1 mostra o comportamento de diversas variáveis bioquímicas do 

sangue (hemoglobina, glicose e lactato) e da saliva (nitrito, α-amilase, proteínas totais, 

IgA e cortisol) dos voluntários deste estudo dos momentos anterior e imediatamente 

posterior à corrida de aventura. Quando se considera a população total, sem estratifi-

cação por sexo, dentre todas as variáveis analisadas houve diminuição significante a-

penas da percentagem de saturação da hemoglobina por O2 e da concentração de IgA 

salivar. Para todas as demais variáveis sanguíneas (lactato e glicose) e salivares (nitrito, 

α-amilase, proteínas totais e cortisol) houve aumento significante durante a competi-

ção. Com a estratificação por sexo, a tendência observada para todo o grupo (diminui-

ção significante da percentagem de saturação da hemoglobina e da concentração de 

IgA e elevação significante de lactato, glicose, nitrito, α-amilase, proteínas totais e cor-

tisol) foi completamente confirmada para o sexo feminino, mas não para o masculino, 

em que não se observou diferença significante na percentagem de saturação da he-

moglobina por O2. 

 Após a competição, as elevações percentuais relativas de nitrito, α-amilase e 

cortisol foram 24,11%, 37,25% e 36,55% maiores nas mulheres que nos homens, mas 

os homens tiveram elevações percentuais relativas de glicose 38,91% maiores que as 

mulheres. Não houve diferença estatisticamente significante nas elevações percentu-

ais relativas de lactato sanguíneo e proteínas totais da saliva entre os sexos. Em rela-

ção às duas variáveis cujos valores declinaram durante a competição (saturação da 

hemoglobina por oxigênio e IgA), os declínios percentuais relativos foram 43,01% e 

22,61%, respectivamente, maiores nas mulheres do que nos homens (Tabela 3.1).  

 A Tabela 3.2 mostra o comportamento das variáveis do eritrograma dos volun-

tários deste estudo dos momentos anterior e imediatamente posterior à corrida de 

aventura. Houve queda estatisticamente significante nas concentrações de hemoglo-

bina, contagens de hemácias e hematócrito, tanto na população total do estudo quan-

to nas populações masculina e feminina, quando analisadas separadamente. Entretan-

to, não houve diferença estatisticamente significante entre os declínios percentuais 
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relativos (percentis) observados nestas variáveis. Os valores das outras variáveis (VCM, 

HCM, CHCM e RDW) não sofreram alterações estatisticamente significantes durante a 

competição, tanto na população total quanto nas populações de cada um dos sexos 

isoladamente. 

A Tabela 3.3 mostra o comportamento das variáveis do plaquetocrama e leu-

cograma dos voluntários deste estudo do momento anterior e o imediatamente poste-

rior à corrida de aventura. Houve elevações significantemente diferentes nas conta-

gens de plaquetas, leucócitos, neutrófilos totais e segmentados na população total e 

na população feminina. Na população masculina, as elevações observadas nas conta-

gens de plaquetas, neutrófilos totais e segmentados foram estatisticamente significan-

tes, mas não a elevação observada na contagem de leucócitos. As elevações percentu-

ais relativas observadas nas contagens de plaquetas, leucócitos, neutrófilos totais e 

segmentados foram 45,53%, 31,50%, 55,63% e 56,98% maiores nas mulheres do que 

nos homens, respectivamente. As contagens de neutrófilos em bastonetes e basófilos 

não sofreram alterações tanto no grupo todo sem estratificação por sexo quanto nos 

grupos das mulheres e dos homens, separadamente. Houve diminuição significante-

mente diferente nas contagens de linfócitos, eosinófilos e monócitos na população 

total e também nas populações masculina e feminina, quando analisadas separada-

mente. As diminuições percentuais relativas observadas nas contagens de linfócitos e 

eosinófilos foram 72,13% e 65,19% maiores no grupo das mulheres em relação ao dos 

homens, mas a diminuição no percentil de monócitos foi 20,24% maior nos atletas do 

que nas atletas. 

A Figura 3.1 apresenta as atividades séricas de creatina quinase total (CK) e de 

sua isoenzima miocárdica (CKMB) no momento anterior e no imediatamente posterior 

ao término da corrida de aventura. Houve elevação estatisticamente significante em 

ambas tanto na população total quanto nas populações masculina e feminina separa-

damente. Ambas as elevações foram significantemente maiores na população mascu-

lina que na população feminina. 

 A Figura 3.2 apresenta a atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT) 

antes e após a corrida de aventura. Houve aumento estatisticamente significante na 
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atividade tanto na população total quanto nas populações masculina e feminina sepa-

radamente, mas sem diferença estatisticamente significante entre os sexos. 

 A Figura 3.3 apresenta a atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST) 

antes e após a corrida de aventura. Houve aumento estatisticamente significante na 

atividade tanto na população total quanto nas populações masculina e feminina sepa-

radamente. A elevação foi significantemente maior na população masculina que na 

feminina. 

 A Figura 3.4 apresenta a atividade sérica da enzima lactato desidrogenase total 

(LDH) antes e após a corrida de aventura. Houve aumento estatisticamente significante 

na atividade tanto na população total quanto nas populações masculina e feminina 

separadamente. A elevação foi maior (4,87%) na população masculina que na femini-

na. 

  



 

 

 
 
 
 
 
 
Tabela 3.1. Médias ± desvios padrões e variações percentuais relativas (percentis) de variáveis bioquímicas do sangue ou saliva dos atletas an-
tes e após a competição. 
 

Hb = % de saturação da hemoglobina por O2; Lac = lactato; Glu = glicose; Amy = amilase; Prot = proteínas salivares totais; IgA = Imunoglobulina; 
B = sangue; S = saliva. Médias em uma mesma linha seguidas de  letras minúsculas diferentes dentro de cada grupo são significantemente dife-
rentes entre si (P < 0,05). Percentis em uma mesma linha seguidos de letras maiúsculas diferentes são significantemente diferentes entre si (P < 
0,05).  

 
  

Variáveis  Todos  Homens  Mulheres 

  Antes Depois  Antes Depois Percentil  Antes Depois Percentil 

Hb B  (%)  97,04±2,50a 94,41±1,97b  96,40±3,07 95,07±1,44 
 2,61±1,23A  98,00±0,67a 93,50±2,32b 

 4,58±2,49B 

LacB (mM )  2,07±1,19a 3,61±0,99b  2,02±1,31a 4,1±1b + 102,69±89,68  2,16±1,05a 3,01±0,7b + 93,96±86,48 

GluB (mg/dL)  79,8±24,18a 100,6±25,96b  78,47±29,41a 103,47±31,19b + 32,89±67,32A  81,80±14,39a 96,30±15,83b + 20,09±25,05B 

NitritoS ( µM)  87,85±20,20a 218,74±46,20b  92,62±22,97a 182,92±27,61b + 130,73±45,20A  80,71±13,19a 242,63±40,5b + 172,28±56,21B 

AmyS (U/mL)  1923±363,42a 2664,48±286,42b  1961±380,35a 2423±294,78b + 32,57±20,15A  1866±380,35a 2825±124,85b + 51,91±47,19B 

ProtS (mg/mL)  0,84±1,12a 1,00±0,13b  0,84±0,13a 0,95±0,11b + 14,27±14,84  0,86±0,13a 1,11±0,09b + 28,73±19,49 

IgAS  (mg/dL)  10,42±0,91a 5,53±1,13b  10,63±0,86a 6,12±0,97b   41,89±11,26 A  10,18±0,99a 4,65±0,74b   54,13±7,57B 

CortisolS (µg/dL)  0,89±0,04a 1,11±0,05b  0,90±0,03a 1,09±0,05b + 20,55±6,82 A  0,88±0,05a 1,16±0,03b + 32,39±9,30B 
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Tabela 3.2. Médias ± desvios padrões e variações percentuais relativas (percentis) das variáveis do eritrograma durante a competição. 

VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina celular média; CHCM = concentração de hemoglobina celular média; RDW = Red Cell 
Distribution Width. Médias em uma mesma linha seguidas de letras minúsculas diferentes dentro de cada grupo são significantemente diferen-
tes entre si (P < 0,05).  Percentis em uma mesma linha seguidos de letras maiúsculas diferentes são significantemente diferentes entre si (P < 
0,05).  

 
  

Variáveis  Todos  Homens  Mulheres  

  Antes Depois  Antes Depois Percentis  Antes Depois Percentis 

Hemoglobina (g/dL)  15,33±1,80a 12,28±3,90b  16,21±0,66a 14,01±0,65 b  14,19±8,60  14,36±0,65a 11,31±4,01 b  9,42±4,87 

Hemácias (x 103/L)  5.33±0,40a 4.25±0,13b  5,63±0,29 a 4.80±0,51b 
 12,53±6,08  4.87±0,33 a 3.89±0,13 b 10,47±3,97 

Hematócrito (%)  45,02±4,90a 37,85±8,76b  48,05±1,49 a 39,08±1,12 b  14,36±10,10  40,48±1,67 a 37,15±1,48 b  8,08±3,74 

VCM (m3)  87,17±2,97 78,76±23,86  86,40±23,13 79,53±22,14 
 1,90±2,87  88,44±2,29 77,60±27,45  3,79±1,64 

HCM (pg)  29,14±1,12 26,69±8,12  28,89±0,77 26,94±7,50 
 0,43±2,40  29,50±1,47 26,32±9,32  1,06±2,54 

CHCM (%)  33,68±0,64 31,20±9,42  33,79±0,73 31,65±8,7   0,88±3,16  33,90±0,92 30,53±10,75 
 0,04±2,59 

RDW (%)  13,68±0,40  12,71±3,87  13,76±0,33 12,94±3,62  1,05±4,77  0,76±4,71 12,36±4,38 
 1,25±3,39 
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Tabela 3.3. Médias ± desvios padrões e variações percentuais relativas (percentis) de plaquetas e das variáveis do leucograma dos atletas du-
rante a competição. 

Médias em uma mesma linha seguidas de letras minúsculas diferentes dentro de cada grupo são estatisticamente diferentes entre si (P < 0,05). 
Percentis em uma mesma linha seguidos de letras maiúsculas diferentes são estatisticamente diferentes entre si (P < 0,05).  

 
 
 
 

Variáveis  Todos  Homens  Mulheres 

  Antes Depois  Antes Depois Percentis  Antes Depois Percentis 

Plaquetas (x 103 m3)  190,64±41,15a 208,92±83,34b  179,80±26,13a 189,27±68,21b + 21,09±16,44A  206,90±55,9a 238,40±98,3b + 38,72±22,94B 

Leucócitos (céls/L)  5910±1380a 7344±2730b  6076±1299 6873±2447 + 23,37±22,99A  5662±1542a 8050±3121b + 73,74±34,74B 

Neutrófilos totais (céls/L)  3191±1054a 5214±2182b  3354±872a 4925±2080b + 65,06±38,37A  2358±5532a 5648±2948b + 146,64±50,51B 

Bastonetes (céls/L)  62±44 104±82  75±65 97±66 + 59,52±94,23  50±43 126±116 150,40±75,10 

Segmentados (céls/L)  3129±1036a 5042±2052b  3285±853a 4716±1833b + 62,64±37,89A  2897±723a 5532±984b + 145,61±50,78B 

Linfócitos (céls/L)  2192±533a 1994±513b  2234±589a 1892±521b − 9,66±26,79A  2128±461a 1567 ±324b − 34,67±15,97B 

Eosinófilos (céls/L)  255±135a 135±211b  232±107a 178±89b − 15,66±40,94  311,77±111a 133,66±59,5b − 44,99±28,87 

Basófilos (céls/L)  0±1 0±0  0±1 0±0 0±0  0±0 0±0 0±0 

Monócitos (céls/L)  278±80a 137±73b  276±96a 116±67b −51,28±34,80A  256±61a 158±80 b − 40,90±31,1B 
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Figura 3.1. Atividades séricas da creatina quinase total (coluna esquerda) e de sua iso-
enzima miocárdica (coluna direita), antes e depois da competição para todos os atletas 
sem (A e D) e com (B e E) estratificação por sexo, e variação percentual relativa das 
atividades (C e F). Valores com o mesmo símbolo ( ou #) foram significantemente 
diferentes entre si (P <0,05). M e F representam atletas do sexo masculino e do femi-
nino, respectivamente.  
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Figura 3.2. Atividade sérica da enzima alanina aminotransferase (ALT), antes e depois 
da competição para todos os atletas sem (A) e com estratificação por gênero (B), e 
variação percentual relativa das atividades da ALT (C). Valores com o mesmo símbolo 
( ou #) foram significantemente diferentes entre si (P <0,05). M e F representam a-
tletas do sexo masculino e do feminino, respectivamente. 
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Figura 3.3. Atividade sérica da enzima aspartato aminotransferase (AST), antes e de-
pois da competição para todos os atletas sem (A) e com estratificação por gênero (B), 
e variação percentual relativa das atividades da AST (C). Valores com o mesmo símbolo 
( ou #) foram significantemente diferentes entre si (P <0,05). M e F representam a-
tletas do sexo masculino e do feminino, respectivamente 
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Figura 3.4. Atividade sérica da enzima lactato desidrogenase (LDH) antes e depois da 
competição para todos os atletas sem (A) e com estratificação por gênero (B), e varia-
ção percentual relativa das atividades da LDH (C). Valores com o mesmo símbolo ( ou 
#) foram significantemente diferentes entre si (P <0,05). M e F representam atletas do 
sexo masculino e do feminino, respectivamente 



67 

 

Discussão  

Este trabalho avaliou os efeitos do exercício físico de ultraduração, privação de 

sono e pequeno intervalo de descanso, sobre variáveis musculares, hematológicas e 

bioquímicas de atletas dos gêneros masculino e feminino. Com certeza, os resultados 

obtidos podem ser úteis na aconselhamento e preparação para futuras competições. 

 Os resultados deste trabalho mostraram que a quantidade de NO (nitrito) na 

saliva aumentou do período anterior (pré) para o posterior (pós) da corrida de aventu-

ra. De fato, estudos prévios já haviam mostrado que a produção de NO aumenta pro-

porcionalmente com a intensidade do exercício físico até exaustão [PERSSON et 

al,1993; IWAMOTO et al., 1994] e que o treinamento regular induz aumento na con-

centração de NO na saliva [PANOSSIAN et al., 1999]. O aumento na produção de NO 

seria conseqüência do aumento da pressão sistólica [SUNG et al., 1990] e seria expli-

cado pelo atrito de cisalhamento nos vasos [GATULLO et al., 1995], o que levaria a ati-

vação da óxido nítrico sintase (NOS) [RANJAN et al., 1995]. No presente trabalho, a 

elevação dos níveis de NO foi maior nas atletas, possivelmente em consequência delas 

terem também apresentado maior freqüência cardíaca e pressão arterial (dados não 

mostrados), o que iria aumentar o estresse de cisalhamento nos vasos. 

O NO apresenta efeitos benéficos de natureza anti-aterogênica, como vasodila-

tação, inibição da agregação de plaquetas, da formação de trombos e da adesão de 

leucócitos à parede do vaso [WALLIS, 2005; VANNI et al., 2007].  

As elevações nas contagens de plaquetas e leucócitos (Tabela 3.3) observadas 

neste trabalho podem estar relacionadas ao aumento nos níveis de NO (Tabela 3.1), 

pois as elevações de NO foram associadas a elevações nas contagens de plaquetas e de 

leucócitos, com maiores níveis de NO e maiores quantidades de plaquetas e leucócitos 

nas mulheres do que nos homens. 

 A elevação da atividade da α-amilase em todos os grupos após a competição 

está de acordo com relatos de que a atividade desta enzima na saliva aumenta em de-

corrência de estresses físico e psicológico [STEERENBERG et al., 1977; VAN STEGEREN 

et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010].  
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 Os aumentos na atividade de α-amilase e nas concentrações de proteínas totais 

na saliva e de lactato no sangue, observados neste trabalho, são coerentes com a exis-

tência de correlação entre estas variáveis [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2010]. 

  Exercícios de intensidade moderada a alta e de longa duração provocaram di-

minuição nos níveis salivares de IgA [NIEMAN et al., 1990; BLANNIN et al.,1998; 

KRZYWKOWSKI et al., 2001; WALSH et al., 2002] e associados ao estresse gerado pela 

competição [NIEMAN, 2000; OLIVEIRA et al., 2010]. De fato, a diminuição nos níveis de 

IgA observada neste trabalho ocorreu com um aumento nos níveis salivares de cortisol 

e da α-amilase, o que deve refletir aumento do estresse pelo exercício. A secreção do 

cortisol salivar aumenta durante exercícios intensos ou moderados de diferentes tipos 

de exercícios juntamente com o estado de ansiedade e estresse psicológico [TESSITO-

RE et al., 2008; DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008]. Neste estudo, as 

mulheres tiveram elevações significantemente maiores nos valores de cortisol após a 

competição do que os homens. Maiores valores de cortisol plasmático em mulheres do 

que em homens foram também reportados [BONIFAZI et al., 2000; CHATARD et al., 

2002]. A elevação sistêmica do cortisol em atividades de longa ou curta duração [BI-

SHOP et al., 2003; DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008] é fundamental 

para manter os níveis de glicose no sangue. De fato, quando ocorreu a elevação nos 

níveis de cortisol neste trabalho os níveis de glicose também se elevaram, embora os 

níveis de cortisol tenham-se elevado mais nas mulheres do que nos homens e o con-

trário tenha ocorrido com os níveis de glicose.  

A redução no número de linfócitos e aumento na quantidade de leucócitos a-

pós a prova, como observado nos atletas deste estudo, está de acordo com resultados 

reportados após maratona de 42 km [KRATZ et al., 2006]. Exercícios exaustivos de a-

penas alguns minutos até algumas horas causam elevação na quantidade de leucócitos 

que é tanto maior quanto menor é o preparo físico e/ou maior é a intensidade do e-

xercício [WU et al., 2004], em decorrência de reposta inflamatória à injúria ao tecido, 

com concomitante aumento da concentração sanguínea de proteína C reativa [SIEGEL 

et al., 2001] e dos níveis séricos de CK e LDH [SUZUKI et al., 2003; PEAKE et al., 2005]. 

No presente estudo, a diminuição na quantidade de linfócitos e aumento na quantida-
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de de leucócitos foi acompanhada de elevação nas atividades séricas de CK e LDH, cer-

tamente em decorrência de resposta inflamatória à lesão muscular, pois os atletas se 

queixaram de muita dor e tiveram que ficar em repouso após a competição. A eleva-

ção na contagem de leucócitos também foi atribuída à elevação nos níveis sanguíneos 

de catecolaminas e/ou de cortisol [PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000; NATALE et 

al., 2003; WU et al., 2004]. De fato, neste estudo também houve associação entre a 

quantidade de leucócitos e a concentração de cortisol na saliva após a corrida de aven-

tura, em níveis percentuais relativos que foram maiores nas mulheres do que nos ho-

mens, embora as mulheres tenham apresentado menor elevação percentual relativa 

de CK e LDH do que os homens. 

A diminuição no número de monócitos observada após a competição neste es-

tudo está de acordo com os resultados reportados por Kratz et al. [2002], mas em de-

sacordo com aqueles reportados por Wu et al. [2004].  

O aumento no número de plaquetas e a diminuição na quantidade de eosinófi-

los após a competição em consideração neste estudo também está de acordo com a 

literatura [KRATZ et al., 2002; WU et al., 2004]. O aumento na quantidade de plaquetas 

pode ser consequência de desidratação, de resposta a uma fase aguda da lesão tecidu-

al por repetição de esforço físico [SIEGEL et al., 2001; KRATZ et al., 2006] ou também 

por desaceleração da agregação. 

A diminuição observada no número de células vermelhas é um achado comum 

e poderia ser explicada por lesão mecânica [WU et al., 2004] e/ou oxidativa [SZYGULA 

Z, 1990]. Esta alteração estaria associada com o fato da renovação das células para 

resistir às deformações pelo estresse de cisalhamento exigir a ocorrência de lise [JOR-

DAN et al.,1998]. A ausência de variação nos índices hematimétricos VCM, HCM, 

CHCM e RDW está em acordo com outros estudos reportados na literatura [YUSOF et 

al., 2007; ZALCMAN et al., 2007].  

A elevação observada no número de neutrófilos poderia estar associada à pro-

dução de radicais livres que degradariam o tecido muscular, com maior saída de enzi-

mas musculares como a CK e LDH para o sangue [CANNON et al., 1990; PIZZA et al., 

1995]. De fato, houve elevação da atividade de CK total, CKMB e LDH ao final da corri-
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da. Embora essas alterações sejam trivialmente associadas à ocorrência de lesão mus-

cular pelo exercício [TOTSUKA et al, 2002; SAYERS & CLARKSON, 2003], elas também 

poderiam ocorrer por aumento do efluxo em decorrência de esforços de repetição de 

movimentos excêntricos envolvendo grande massa muscular [NEUBAUER et al., 2008], 

o que poderia justificar a menor elevação percentual relativa observada nos níveis sé-

ricos daquelas enzimas. 

A elevação nas atividades de ALT e AST deve estar relacionada aos danos às cé-

lulas do músculo esquelético, mas também àquelas do fígado [PRIEST et al.,1982; YAO 

et al., 2003], que também sofre uma enorme sobrecarga de atividade em exercícios 

extenuantes, pois é o fígado que vai promover a gliconeogênese a partir do ácido lácti-

co formado no músculo.  
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Conclusão 

Os exercícios de ultraduração com momentos de alta intensidade e privação de 

sono e descanso promoveram aumento do estresse, lesões musculares, diminuição na 

quantidade de células vermelhas e alterações no sistema imunitário que podem preju-

dicar o estado de saúde e o rendimento esportivo dos atletas. 
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Resumo 

 

Introdução: Várias modalidades esportivas são realizadas em condições térmi-

cas que podem influenciar no desempenho dos atletas. Objetivo: Verificar a influência 

do exercício no calor sobre o sistema imunitário e o nível de estresse por meio de bio-

marcadores da saliva (IgA, α-amilase, cortisol, óxido nítrico e proteínas totais) e do 

sangue (lactato). Métodos: A amostra foi composta por nove homens jovens, estudan-

tes de Educação Física (24,2 ± 2,5 anos; 74,99 ± 7,40 kg; 178,7 ± 4,0 cm; 48,07 ± 4,63 

mL•kg-1•min-1) que realizaram um teste progressivo máximo em cicloergômetro, den-

tro de uma câmara ambiental, em duas situações: quente (temperatura seca de 40 °C; 

T40) e temperada (temperatura seca de 22 °C; T22), ambas com 50% de umidade rela-

tiva do ar. Tanto T22 quanto T40 iniciaram com uma potência de 60 W e tiveram a-

créscimos de 15 W a cada três minutos. Amostras de sangue e saliva foram coletadas 

simultaneamente antes e após cada teste. Resultados: Antes do exercício não houve 
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diferenças significantes nos níveis dos biomarcadores na saliva nem de lactato no san-

gue dos atletas entre os dois ambientes térmicos. Mas após os exercícios, houve au-

mento significante em todos eles tanto a 22 quanto a 40 °C. Entretanto, não houve 

diferença significante entre os níveis de IgA entre os dois ambientes térmicos, mas os 

níveis de  α-amilase, cortisol, óxido nítrico e proteínas totais na saliva foram maiores a 

40 que a 22 °C, enquanto os níveis de lactato no sangue foram menores no ambiente 

quente que no termoneutro. Conclusão: A condução dos exercícios no ambiente 

quente elevou os níveis de estresse, sem alterar a imunidade da saliva. 

 

Palavras-chave: Saliva, Calor, Estresse, Imunidade, Exercício 
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Introdução 

A atividade fisica pode levar a um ajuste homeostático dos sistemas corporais 

para que o atleta suporte as novas condições energéticas, bioquímicas e 

termorreguladoras apresentadas durante o exercício. Esse ajuste será maior de acordo 

com o tipo do exercicio, duração, intensidade [AKIMOTO et al., 2003; FERREIRA et al., 

2010; WALSH et al., 2011], nível de treinamento [VIITALA et al., 2004; KWAK et al., 

2006] e condições ambientais [LAING et al., 2005]. A análise de componentes salivares 

como proteínas totais, α-amilase, imunoglobulina A (IgA), óxido nítrico (NO) e cortisol 

pode representar uma maneira não invasiva de determinar a relação da intensidade, 

duração, temperatura, umidade do ar e tipo de exercício com as alterações que estas 

situações poderiam provocar no sistema imunitário e no estresse físico do atleta 

[LAING et al., 2005; NEUBAUER et al., 2008, BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2010]. 

Vários estudos, em diferentes situações, têm analisado os efeitos do exercício 

físico sobre os níveis de IgA salivar, os quais poderiam aumentar [BLANNIN et al., 

1998], diminuir [WALSH et al., 2002] ou mesmo não sofrer variação alguma [BISHOP et 

al., 2000]. Mas a ocorrência de diminuição nos níveis de IgA salivar após a realização 

de exercício físico levaria a um aumento na vulnerabilidade a infecções do trato 

respiratorio superior (ITRS) [NIEMAN e CANNARELLA-NEHLSEN, 1991]. De fato, baixos 

níveis de IgA salivar foram associados a maior incidência de ITRS [ROSSEN et al. 1970; 

ISAACS et al. 1984]. A secreçao salivar forma uma importante linha de defesa primária 

contra patógenos invasores da cavidade oral, sendo que a saliva proporciona um efeito 

de lavagem mecânica e a IgA tem efeito contra replicação de vírus e bactérias na 

superficie da mucosa oral [MACKINNON e HOOPER, 1994; DOWD, 1999]. Isso significa 

que a análise da variação dos níveis de IgA na saliva após exercícios físicos pode 

estimar a vulnerabilidade do atleta a sofrer ITRS.  

A atividade da α-amilase salivar é regulada pelo sistema simpático adrenal, por 

meio da ação da norepinefrina sobre as glândulas salivares. A atividade da α-amilase 

salivar aumenta após exercícios realizados em cicloergômetro [OLIVEIRA et al., 2010], 

esteira [GILMAN et al., 1979] e corrida [STEERENBERG ET al., 1997]. O estresse físico e 
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psicológico gerado pelo exercício estimula a liberação do hormônio glicocorticóide 

cortisol pela glândula suprarenal [KIRWAN et al., 1988; GOODWIN et al., 1992], 

podendo levar a alterações de humor e redução no desempenho do atleta [KIRWAN et 

al., 1988; NEUBAUER et al., 2008], pois o aumento no cortisol está ligado a diminuição 

na ação cerebral da serotonina, por diminuição dos RNAs mensageiros que codificam 

para a síntese do receptor daquele neurotransmissor [PARIANTE et al., 2001]. Este 

estado de aumento do cortisol e diminuiçao na ação da serotonina afeta domínios 

congnitivo como atenção, percepção, memória e processamento emocional [ERICKSON 

et al., 2003]. Isso significa que a análise dos níveis de α-amilase e de cortisol na saliva 

seriam bons parâmetros para estimar o estresse induzido pelo exercicio [NEUBAUER et 

al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010]. 

Os níveis de lactato no sangue são utilizados para determinar a intensidade 

crítica de tolerância ao exercicio fisico ou mesmo para avaliar o nível de treinamento 

do atleta [WASSERMAN e MCILROY, 1964; SVEDAHL e MACINTOSH, 2003]. As varia-

ções na concentração de lactato no sangue durante e após a realização do exercício 

físico têm forte correlação com as mudanças na concentração de proteínas totais na 

saliva [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010]. Esse aumento nos níveis salivares 

de proteínas totais durante a atividade física é decorrente de ativação do sistema ner-

voso simpático [CHICHARRO et al., 1998; WALSH et al., 2004] e, por isso, deve expres-

sar também o grau de estresse induzido pelo exercício.  

  Exercícios de longa duração, como corridas, ciclismo e triátlon, podem expor o 

atleta a ambientes com diferentes temperaturas, o que poderia prejudicar seu desem-

penho. O objetivo do presente estudo foi comparar as alterações ocorridas na imuni-

dade e no nível de estresse gerado pelo exercício físico em ambiente quente (40 °C) 

em relação a um ambiente temperado (22 °C) pela análise de biomarcadores salivares 

e de lactato sanguíneo.  
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Material e métodos 

Amostra 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Fe-

deral de Minas Gerais (COEP 355/05) e respeitou todas as normas estabelecidas pelo 

Conselho Nacional da Saúde (Res. 196/96) acerca de pesquisas envolvendo seres hu-

manos. Esta pesquisa foi realizada no Laboratório de Fisiologia do Exercício, localizado 

no Centro de Excelência Esportiva da Escola de Educação Física, Fisioterapia e Terapia 

Ocupacional da Universidade Federal de Minas Gerais. Os participantes assinaram um 

termo de consentimento e livre esclarecimento. A população deste estudo foi compos-

ta por 9 homens (idade 24,2 ± 2,5 anos, massa corporal 74,99 ± 7,40 kg; estatura 178,7 

± 4,0 cm; % gordura 13,6 ± 5,8%; VO2 máx 48,07 ± 4,63 mL∙kg-1 ∙min-1).  

O número de voluntários foi escolhido com base na amostra de estudos prévios 

que analisaram a máxima fase estável do lactato (MFEL). Foi adotado como critério de 

inclusão que os indivíduos apresentassem VO2 max entre 40 e 60 mL•kg-1•min-

1.Inicialmente foi realizada uma avaliação física para a caracterização da amostra. Nes-

ta avaliação foram realizadas as medidas de massa corporal, estatura e dobras cutâ-

neas. A massa corporal (kg) foi medida com os voluntários descalços e nus, utilizando-

se uma balança digital (Filizola®) com precisão de 0,02 kg, previamente calibrada. A 

estatura (cm) foi medida utilizando-se um estadiômetro com precisão de 0,5 cm, aco-

plado a uma balança (Filizola®). As dobras cutâneas subescapular, tríceps, peitoral, su-

baxilar, suprailíaca, abdominal e da coxa foram medidas utilizando-se um plicômetro 

(Lange®) graduado em milímetros, o que permitiu o cálculo do percentual de gordura, 

de acordo com a equação proposta por Jackson e Pollock [1978]. 

Procedimentos 

Todos os voluntários realizaram dois exercícios progressivos máximos, um em 

ambiente quente e outro em ambiente temperado. 

Os testes foram realizados com no mínimo cinco dias de intervalo para minimizar 

qualquer tipo de adaptação (treinamento) ao longo do experimento, e sempre no 
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mesmo horário do dia para se evitar influências decorrentes do ritmo circadiano. A 

vestimenta foi padronizada para todas as situações experimentais. Os voluntários fo-

ram instruídos a não ingerir bebida alcoólica ou bebida contendo cafeína e nem reali-

zar atividade física vigorosa 24 horas antes do experimento. Também foi requisitado 

que os voluntários ingerissem 500 mL de água duas horas antes do experimento para 

garantir que iniciariam os testes hidratados (ACSM, 1996).  

Protocolo do exercício progressivo (teste)  

Posteriormente, foram realizados, de forma aleatória, dois exercícios progressi-

vos máximos dentro de uma câmara ambiental (Russels®) em duas situações experi-

mentais: quente (temperatura seca de 40 °C) (T40) e temperada (temperatura seca de 

22 °C) (T22), ambas com umidade relativa do ar (URA) de 50%. Os testes iniciavam-se 

com uma potência correspondente a 60 W e a cada três minutos eram acrescidos 15 W 

até a fadiga voluntária. A cadência foi mantida fixa em 60 rpm. A potência pico (WPi-

co22 e WPico40) foi calculada de acordo com a equação proposta por Kuipers et al. 

[1985]: WPico = W1 + (W2 • t /180), sendo que W1 é a potência correspondente ao 

último estágio completo, W2 é a potência correspondente ao incremento de carga de 

cada estágio e t é o tempo em segundos de duração do estágio incompleto. As variá-

veis ergo-espirométricas foram medidas continuamente durante o teste. A FC foi ano-

tada a cada minuto e ao final de cada estágio do teste, bem como ao final do teste. O 

voluntário classificava seu esforço a partir de chamada Escala de Percepção Subjetiva 

de Esforço de 15 pontos, na qual 6 representa o menor e 20 o maior esforço [BORG, 

1982]. Amostras de saliva e 25 μL sangue foram coletadas do lobo da orelha antes do 

início do exercício (rest) e um (ex) e cinco (post) minutos após o exercício para posteri-

or análise da lactatemia. 

Os critérios para interrupção dos testes foram: 1) solicitação de interrupção do 

exercício pelo voluntário; 2) não manutenção da cadência pré-determinada; 3) tempe-

ratura retal durante o exercício com valor igual ou superior a 39,5 °C; 4) nota igual a 20 

na escala de Percepção Subjetiva do Esforço; 5) ocorrência de tontura, confusão men-

tal, palidez, cianose, náuseas e/ou sinais de insuficiência circulatória periférica; e 6) 

detecção de qualquer problema em alguns dos equipamentos. 
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Durante a realização dos exercícios, a temperatura retal (Tr) foi monitorada con-

tinuamente e registrada a cada minuto, sendo considerada um indicador da tempera-

tura interna (Ti). A mesma foi medida por meio de uma sonda retal descartável (Yellow 

Springs, OH; 4491-E) inserida cerca de 11 centímetros além do esfíncter anal. A tempe-

ratura da pele (Tp) também foi monitorada continuamente por um termossensor de 

pele (Yellow Springs, OH) colocado sobre o peito do atleta e registrada a cada minuto. 

Tanto a sonda retal quanto o termossensor eram ligados a um teletermômetro digital, 

graduado na escala Celsius (Yellow Springs, OH). 

Os voluntários foram pesados nus antes e após a realização do exercício e a taxa 

de sudorese total foi calculada pela diferença na massa corporal, relativizada pela área 

de superfície corporal e dividida pelo tempo de exercício. 

Foi recomendado aos voluntários que ingerissem pelo menos 500 mL de água 

duas horas antes dos testes (ACSM, 1996) para garantir o estado de euidratação, ca-

racterizado por valor de gravidade específica da urina menor ou igual a 1,030 g/cm3 

[ARMSTRONG, 2000]. A densidade urinária foi medida antes do início e após a realiza-

ção dos exercícios com a utilização de refratômetro (JSCP, Uridens®, São Paulo, SP, 

Brasil) previamente calibrado com água destilada. Foi recomendado aos voluntários 

que mantivessem suas dietas habituais e anotassem o teor das refeições realizadas na 

noite anterior e no desjejum do dia do teste. 

Análise salivar 

Antes da coleta da saliva, os voluntários realizaram assepsia oral para limpeza de 

debris celulares e outras impurezas. A salivação foi estimulada pela mastigação de um 

tablete de parafilm (Parafilm™) com peso de 0,5 g. A mastigação do tablete foi realiza-

da de forma natural e pessoal, sem a preocupação com velocidade, força e freqüência 

da mastigação. A coleta da saliva iniciava-se imediatamente após o teste e o tempo de 

coleta era cronometrado em 1 minuto. As amostras de saliva foram colocadas em mi-

ni-tubos pré-resfriados (4 °C), preparados e armazenados a -20 °C para a análise de α-

amilase, proteínas totais, óxido nítrico, IgA e cortisol. Todas as análises foram realiza-

das em duplicata.  
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A análise da atividade da α-amilase foi realizada por método cinético a 405 nm, 

utilizando o substrato 2-cloro-p-nitrofenil--D-maltotriosideo (CNP-G3) conforme o 

protocolo do fabricante (Amilasa 405, linha líquida, Wiener lab, Argentina).  

A dosagem de proteínas totais foi feita pelo método colorimétrico do biureto 

(UCFS DIASYS™, Alemanha), com leituras de absorvância a 604 e a 700 nm (Autoanaly-

ser Architeet c8000, Abbot™, IL, USA). 

A dosagem de óxido nítrico salivar foi feita pelo método colorimétrico de Gran-

ger et al. [1995], com leitura de absorbância a 570 nm em leitora de microplaca (Titer-

tek multiskan plus MK11). Os dados foram analisados por meio do aplicativo Micropla-

te Manager version 4.0 (Bio-Rad Laboratories, USA). 

A análise da IgA total foi feita por uma adaptação do  teste de ELISA [MACKIN-

NON et al., 1993; SILVA et al., 2001]. Placas de poliestireno (Maxi-Sorp, Nunc, Wohlen) 

foram sensibilizadas com anticorpo anti-IgA humano (Sigma Chemical, Buchs) diluído 

na concentração ideal em tampão carbonato, 0,06 M (pH 9,6) por 12 horas a 4 ºC. As 

placas foram lavadas e bloqueadas com tampão específico de dicloridrato de ortofeni-

lenodiamina (OPD). As amostras de saliva foram diluídas a partir de 1:2 em 1% tampão 

BSA-PBS e incubadas por 1 hora à temperatura ambiente. Após lavagem, foi acrescen-

tado conjugado biotinilado anti-IgA marcado com peroxidase. O substrato enzimático 

H2O2 foi incubado com tampão cromógeno (OPD) à temperatura ambiente por 1 hora. 

Para análise individual das placas, os resultados foram expressos em índices ELISA (IE). 

Os valores de densidade óptica (DO) a 405 nm foram determinados em leitora de mi-

croplaca. Após obtenção das concentrações de IgA, elas foram divididas pela concen-

tração de proteínas totais na saliva para obtenção dos valores de IgA específica. A do-

sagem de cortisol foi feita por Kit comercial (Salimetrics, USA), com determinação da 

densidade óptica a 450 nm em leitor de ELISA. 

Análises sanguíneas  

Após assepsia local foram coletados 25 L de sangue arterial do lóbulo da orelha, 

utilizando-se capilares de vidro contendo heparina. As amostras de sangue foram 

transferidas para micro-tubos contendo 50 L de fluoreto de sódio a 1% e armazena-
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das a -20 °C para a análise de lactato. As dosagens de lactato foram feitas em duplicata 

por método eletro-enzimático em analisador automático (YSI 1500 Sport L-lactate a-

nalyser, USI Inc, Yellow Spring, Ohio, EUA). 

Análises estatísticas 

Todos os dados foram expressos em média ± desvio padrão. Os resultados obti-

dos foram estatisticamente comparados por análise de variância (ANOVA) e pós-teste 

de Tukey, com a utilização do aplicativo GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA). As diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente signi-

ficantes quando p foi menor que 0,05. 
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Resultados 

Em ambos os ambientes térmicos (22 e 40 °C) houve alteração nos valores dos 

biomarcadores salivares analisados na condição pós-exercício, tanto a um (ex) quanto 

a cinco minutos (post) pós-exaustão em relação à condição de repouso (rest). 

Embora as concentrações de IgA tenham aumentado com o exercício em ambos 

os ambientes (p<0,05), não houve diferenças estatisticamente significantes entre os 

ambientes tanto em rest quanto em ex e post (p>0,05) e nem alterações entre os tem-

pos de um (ex) e cinco minutos (post) após o teste (p>0,05) (Figura 4.1). 

As atividades de α-amilase salivar não foram diferentes entre P22 e P40 no esta-

do de repouso (p>0,05), mas se elevaram com o exercício em ambos os ambientes 

(p<0,05), com maiores valores em T40 que em T22 (p<0,05) tanto a um quanto a cinco 

minutos após o exercício, porém sem variação significante entre esses dois momentos 

em ambas as temperaturas (p>0,05) (Figura 4.2).  

Os níveis de cortisol salivar não foram diferentes entre T22 e T40 no estado de 

repouso (p>0,05), mas aumentaram após o teste em ambos os ambientes, com valores 

significantemente mais elevados em P40 que em T22 em cada momento (1 e 5 min) 

após o teste (p<0,05), contudo sem variação significante entre esses dois momentos 

em ambas as temperaturas (p>0,05) (Figura 4.3). 

As concentrações de NO na saliva também não foram diferentes entre os dois 

ambientes no estado de repouso (p>0,05), mas aumentaram com o exercício e foram 

maiores em T40 que em T22 tanto a um quanto a cinco minutos após o teste, sem va-

riação significante entre esses dois momentos em ambas as temperaturas (p>0,05) 

(Figura 4.4). 

As concentrações de proteínas totais na saliva não apresentaram diferenças en-

tre os ambientes no estado de repouso (p>0,05), mas aumentaram após o teste em 

ambos os ambientes, tendo sido significantemente maiores em T40 que em T22 

(p<0,05) (Figura 4.5). 

Os níveis de lactato no sangue também não foram diferentes entre os dois ambi-
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entes no estado de repouso (p>0,05), mas aumentaram após o exercício, quando fo-

ram significantemente mais elevados em T22 que em T40 (p<0,05), embora sem alte-

ração significante de um para cinco minutos após o exercício em ambos os ambientes 

(p>0,05) (Figura 4.6). 
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Figura 4.1. Concentrações salivares de IgA antes (rest), um (ex) e cinco minutos após a 
exaustão (post) nas temperaturas de 22 e 40 °C. † e ‡ indicam exclusivamente 
comparações feitas com rest22 e rest40, respectivamente (ANOVA, pós-teste de 
Tukey). Comparações marcadas com o mesmo símbolo indicam que os valores foram 
diferentes entre si (p<0,05). 
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Figura 4.2. Atividades salivares de α-amilase antes (rest), um (ex) e cinco minutos 
(post) após a exaustão nas temperaturas de 22 e 40 °C. †, ‡, *, ** e *** indicam 
comparações feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente (ANOVA, 
pós-teste de Tukey). Comparações marcadas com o mesmo símbolo indicam que os 
valores foram diferentes entre si (p<0,05). 
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Figura 4.3. Concentrações salivares de cortisol antes (rest), um (ex) e cinco minutos 
(post) após a exaustão nas temperaturas de 22 e 40 °C. †, ‡, *, ** e *** indicam 
comparações feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente (ANOVA, 
pós-teste de Tukey). Comparações marcadas com o mesmo símbolo indicam que os 
valores foram diferentes entre si (p<0,05). 
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Figura 4.4. Concentrações salivares de óxido nítrico antes (rest), um (ex) e cinco 
minutos (post) após a exaustão nas temperaturas de 22 e 40 °C. †, ‡, *, ** e *** 
indicam comparações feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente 
(ANOVA, pós-teste de Tukey). Comparações marcadas com o mesmo símbolo indicam 
que os valores foram diferentes entre si (p<0,05). 
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Figura 4.5. Concentrações de proteínas totais salivares antes (rest), um (ex) e cinco 
minutos (post) após a exaustão nas temperaturas de 22 e 40 °C. †, ‡, *, ** e *** 
indicam comparações feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente 
(ANOVA, pós-teste de Tukey). Comparações marcadas com o mesmo símbolo indicam 
que os valores foram diferentes entre si (p<0,05). 
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Figura 4.6. Concentrações de lactato sanguíneo antes (rest), um (ex) e cinco minutos 
(post) após a exaustão nas temperaturas de 22 e 40 °C. †, ‡, *, ** e *** indicam 
comparações feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente (ANOVA, 
pós-teste de Tukey). Comparações marcadas com o mesmo símbolo indicam que os 
valores foram diferentes entre si (p<0,05). 
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Discussão  

Os resultados deste estudo mostraram a ocorrência de aumento significativo dos 

níveis de  IgA na saliva após a realização de exercícios progressivos máximos, sem in-

fluência das temperaturas ambientes consideradas (22 e 40 °C) (Figura 4.1). Como os 

níveis de IgA na saliva são reflexo da capacidade de defesa imune [KRZYWKOWSKI et 

al., 2001], os resultados do presente estudo mostraram que não houve declínio da 

capacidade imune da saliva após o exercício realizados tanto a 22 quanto a 40 °C. Esses 

resultados estão de acordo com outros estudos que também mostraram aumento nos 

níveis de IgA após a realização de exercícios progressivos até a exaustão em diferentes 

intensidades e em um mesmo ambiente térmico [BLANNIN et al., 1998]. No entanto, 

foi reportada diminuição nos níveis de IgA na saliva em ambiente temperado após a 

realização de uma competição de triátlon [LIBICZ et al., 2006] e após a realização de 

exercícios incrementais até a exaustão em ambiente quente (30,3±0,1 °C e 70% de 

URA) [LAING et al., 2005]. Também foi reportada diminuição nos níveis de IgA após a 

realização de duas horas de exercícios em cicloergômetro em intensidade de 70% do 

VO2 máx em uma temperatura de – 6,4 ± 0,1 °C [WALSH  et al., 2002]. Tais discrepâncias 

podem ser decorrentes de diferenças no estado de hidratação dos atletas. No estudo 

descrito no presente trabalho, o estado de euidratação dos voluntários foi devidamen-

te aferido antes e depois do teste pela análise da gravidade específica da urina, que 

esteve sempre abaixo de 1,030 [ARMSTRONG, 2000].  

Exercícios prolongados em ambientes quentes provocam um estimulo adrenérgi-

co que irá aumentar a atividade simpática, com diminuição do fluxo salivar e conse-

quentemente da secreção de IgA  [GALBO et al., 1979; SOLTOFF et al., 2010]. Uma ação 

semelhante também decorreria de estimulação pelo cortisol [SABBADINI e BERCZI, 

1995]. Essas considerações predizem a existência de uma relação inversa entre os ní-

veis de IgA e cortisol, a qual não foi observada no presente trabalho, uma vez que a 

elevação aqui reportada nos níveis de IgA (Figura 4.1) foi associada a elevação nos 

níveis de cortisol (Figura 4.3). Isto concorda com o estudo de Laing et al. [2005], que 

também não encontraram relação inversa entre os níveis de IgA e cortisol  [LAING et 

al., 2005], porém não de forma absoluta, pois esses autores não encontraram 
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diferença na concentração de cortisol salivar após exercicios prolongados em 

cicloergômetro tanto em ambiente temperado quanto quente. Entretanto, o trabalho 

de Laing et al. [2005] não deve representar uma base de comparação adequada com 

os resultados descritos neste trabalho, pois a intensidade do exercício naquele estudo 

foi menor que a aqui utilizada. No presente estudo, os atletas fizeram exercício em 

carga crescente até a fadiga, enquanto naquele estudo o exercício foi feito em 

intesidade constante por duas horas. 

Apesar das discrepâncias em relação aos trabalhos de Laing et al. [2005], a 

elevação mais expressiva nos níveis de cortisol na saliva em ambiente quente concorda 

com outros trabalhos [DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008] e deve ser 

em consequência do maior estresse sistêmico causado pelo calor, podendo levar à 

redução no desempenho dos atletas. 

A ocorrência de maior nível de estresse no ambiente quente deve ter sido o fator 

responsável pela maior elevação da atividade de α-amilase salivar neste ambiente 

(Figura 4.2), pois a α-amilase também tem sido usada como biomarcador do nível de 

estresse gerado pelo exercício [NIEROP et al., 2006; VAN STEGEREN et al., 2006; VAN 

VEEN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010], uma vez que o aumento de sua atividade na 

saliva durante o exercício decorre de aumento na atividade simpática do receptor β-

adrenérgico [CASTLE e CASTLE, 1998; SCHNEIDER et al., 2000]. 

O maior aumento na concentração sanguínea de lactato no ambiente termoneu-

tro e de proteínas totais salivares no ambiente quente concorda com resultados de 

estudos executados em ambiente temperado [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2010] e quente [WALSH et al., 2004]. Como o aumento nas proteínas totais da saliva é 

também consequência de ativação do sistema nervoso simpático [CHICHARRO et al., 

1998; WALSH et al., 2004], a ativação desse sistema deve ter sido mais intensa no am-

biente quente que no temperado [GALBO et al., 1979]. 

A elevação dos níveis de NO com o exercício concorda com estudos que mostram 

um aumento de NO após a realização de diferentes tipos de atividades físicas à tempe-

ratura ambiente [PERSSON et al., 1993; IWAMOTO et al., 1994; PANOSSIAN et al., 

1999]. O aumento do NO está ligado ao atrito de cisalhamento nos vasos, a partir do 
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aumento da pressão sistólica [SUNG et al., 1990, GATULLO et al., 1995], por aumento 

na atividade da óxido nítrico sintase (NOS) proporcionalmente à intensidade do exercí-

cio [PERSSON et al.,1993; IWAMOTO et al., 1994; RANJAN et al., 1995]. A maior eleva-

ção dos níveis de NO em ambiente quente sugere uma maior atividade da NOS neste 

ambiente. 
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Conclusão 

O exercício físico até a exaustão aumentou o nível de estresse de forma mais 

intensa no ambiente quente que no termoneutro, porém sem afetar a imunidade da 

saliva. 
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