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APRESENTACAO

O diabetes mellitus é uma doenca que pode ser caracterizada por hiperglicemia
cronica, decorrente tanto da deficiéncia pancreatica na producdo de insulina pelas
células B das ilhotas de Langerhans quanto do comprometimento da acdo da insulina

em tecidos alvo, ou de ambos.

A permanéncia de um estado de hiperglicemia por longos periodos de tempo
tém sido associada a varias conseqliéncias patoldgicas, de tal modo que a normaliza-
¢do 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 intervencées capazes de mimetizar os efeitos da insulina, reduzindo sua necessi-

dade exdgena, é muito relevante no tratamento de individuos diabéticos.

A atividade fisica constitui uma intervencdo moduladora da glicemia. Uma uni-
ca sessdo de exercicios pode aumentar a captacdo de glicose por estimular a mobiliza-
¢do de transportadores de glicose do isotipo 4 (GLUT4), contidos em vesiculas intrace-
lulares, para a membrana plasmatica, segundo um mecanismo independente da acdo
da insulina. A pratica cronica de exercicios é também capaz de aumentar a sensibilida-

de muscular a acdo da insulina.

A atividade fisica e o suprimento de insulina sdo também importantes para o
desenvolvimento do musculo esquelético em organismos jovens e a manutencdo da
massa muscular em adultos e idosos, o que significa que a inatividade fisica 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, horménio produzido pelas células de Leydig dos testiculos e
pela glandula adrenal. A testosterona possui efeito anabolizante e é capaz de aumen-
tar a massa, forca e resisténcia muscular, além de estimular o desenvolvimento de

drgdos como rins, glandulas salivares e figado.

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

influéncia positiva sobre a preservacdo da massa muscular no diabetes. Entretanto,



essa é uma questdo que precisa ser melhor avaliada. O capitulo 1 desta tese apresenta
uma fundamentacdo tedrica sobre o assunto. A influéncia do uso de testosterona so-
bre ratos com diabetes induzido por estreptozotocina foi investigada nesta tese e os

resultados obtidos foram descritos no capitulo 2.

Esta tese também trata de outro tema, a corrida de aventura, tipo de competi-
¢do introduzida no Brasil no final da década de 1990. Essa competicdo é caracterizada
como uma corrida multi-esportiva de muito longa duracdo, onde se utilizam obstaculos
naturais (rios, montanhas, florestas e outros ambientes naturais) para a pratica de ati-
vidades fisicas como mountain bike, rafting, canoagem, trekking com orientacao, téc-

nicas verticais e natagao.

A distancia percorrida nesta modalidade de esporte varia de 30 a 600 km e a
duracdo de 36 horas até 10 dias ou mais, com curtos intervalos de descanso durante
toda a prova. A influéncia deste tipo de atividade, de longuissima duracao, sobre varia-
veis bioquimicas e fisioldgicas precisa ser melhor compreendida. E com este intuito
que o capitulo 1 apresenta também um apanhado sobre a influéncia do exercicio so-
bre o sistema imunitdrio e sobre biomarcadores salivares do exercicio e o capitulo 3
avalia a influéncia da corrida de aventura sobre diversas varidveis bioquimicas e fisio-

l6gicas.

Varias modalidades esportivas sdo realizadas em condi¢des térmicas que po-
dem influenciar no desempenho dos atletas, de tal forma que é muito importante en-
tender a influéncia do exercicio no calor sobre o organismo humano. E neste sentido
gue o capitulo 4 procura avaliar a influéncia do exercicio no calor sobre biomarcadores
de imunidade e estresse presentes na saliva (IgA, a-amilase, cortisol, éxido nitrico e

proteinas totais).



CAPITULO 1

FUNDAMENTAGAO TEORICA



Diabetes mellitus

O termo diabetes mellitus (DM) designa um grupo de disfuncdes metabdlicas ca-
racterizadas por hiperglicemia cronica, que pode ser decorrente tanto da deficiéncia
na producdo de insulina pelas células B das ilhotas de Langerhans quanto do compro-
metimento da atuacdo da insulina em tecidos alvo, ou de ambos. A manutencdo por
longo prazo do estado hiperglicémico tem sido associada a (1) nefropatia, que pode
evoluir para insuficiéncia renal; (2) neuropatia periférica, podendo haver ulceras de
perna, amputagdes e articulagdes de Charcot; (3) neuropatia autondmica, com conse-
glentes sintomas cardiovasculares, genitourindrios e gastrointestinais; (4) retinopatia;
(5) aterosclerose, com comprometimento do sistema cerebrocardiovascular; e (6) dis-

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

O DM é uma das doencgas ndo-transmissiveis mais comuns no mundo. A doencga
alcancou propor¢des epidémicas e no inicio deste século afetava mais de 170 milhdes
de individuos da populagdo mundial, com estimativas de crescimento de quase 50%
até 2010. Este crescimento serd maior especialmente nos paises em desenvolvimento
da Africa, Asia e América do Sul [ZIMMET, ALBERTI e SHAW 2001]. Em sociedades mais
desenvolvidas, a prevaléncia do DM ja alcangou aproximadamente 6%. A prevaléncia
mundial de DM para todos os grupos etarios em 2000 era de 2,8%, com estimativa
inicial de atingir 4,4% da populagao mundial em 2030 [WILD et al., 2004], mas essa
estimativa foi recentemente reavaliada para 6,4% da populacdo mundial, em decor-
réncia do aumento na prevaléncia da obesidade e do envelhecimento e urbanizacdo da

populagdo [INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011].

No Brasil, a populacdo diabética foi estimada em 7,6 milhdes de pessoas em
2010 [INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011] e em 11,3 milhdes em 2030
[WILD et al., 2004]. Um censo realizado entre os anos de 1986 e 1989 pelo Ministério
da Saude e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq),
com o apoio da Sociedade Brasileira de Diabetes, demonstrou uma prevaléncia de dia-

betes de 7,6% na populacdo entre 30 e 69 anos [MINISTERIO DA SAUDE, 2011].

As implicacOes sdcio-econdmicas das complicacbes médicas da doenca tém um
grande impacto no sistema de saude. Os custos com o aumento de pacientes com DM
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surgem nao sé quando o diagndstico é estabelecido, mas pelo menos 8 anos depois,
com as devastadoras complicacdes micro e macrovasculares decorrentes da acelera-
cdo da aterogénese. De fato, a morbidade cardiovascular em pacientes com diabetes é
de duas a quatro vezes maior que em pessoas ndo-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 especificos [AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010].

O DM tipo 1 pode acometer até 10% dos individuos diabéticos. Ele resulta da
destruicdo das células B das ilhotas de Langerhans no pancreas por agressdo auto-
imune em individuos geneticamente predispostos (DM tipo 1 imuno-mediado) ou por
etiologias desconhecidas (DM tipo 1 idiopatico) [BRESSON e VON HERRATH, 2004; A-
MERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010].

O DM tipo 2 se caracteriza por resisténcia a insulina, podendo ocorrer sem ou
com deficiéncia desse hormonio. A maioria destes pacientes apresenta um grau acen-
tuado de obesidade ou possui gordura corporal localizada predominantemente na re-
gido abdominal e geralmente ndo necessita de insulina exdgena para sobreviver [A-
MERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010]. A resisténcia a insulina eleva a glicemia e
estimula a producdo e secrecdo desse hormdnio pelo pancreas, resultando durante
algum tempo em elevacdo e posteriormente em redugdo progressiva da insulinemia
conseqliente de faléncia das células B pancreaticas [CHANG-CHEN, MULLUR e BERNAL-
MIZRACH]I, 2008].

Etapas iniciais da sinaliza¢ao insulinica

A transducao de sinal da insulina comeca com a sua ligacdo a um receptor espe-
cifico de membrana, uma proteina tetramérica com atividade quinase, composta por
duas subunidades a e duas subunidades B. O receptor atua como uma enzima alostéri-

ca na qual a subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da subunidade B. A ligagao



da insulina a subunidade a permite que a subunidade B adquira atividade quinase,
levando a alteracdo conformacional e autofosforilacdo, o que aumenta ainda mais a

atividade quinase do receptor [DEVLIN, 2010].

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila residuos de tirosina de varios
substratos. Dez substratos do receptor de insulina ja foram identificados. Quatro deles
pertencem a familia dos substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS [WHITE,
1998]; os outros incluem Shc, Gab-1, p60dok, Cbl, JAK2 e APS [SAAD et al., 1996; PES-
SIN e SALTIEL, 2000]. A fosforilagao dos residuos de tirosina das proteinas IRS cria sitios
de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2).

Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3—quinase (Pl 3-quinase).

As funcbes do IRS-1 e do IRS-2 foram recentemente estabelecidas através da
producdo de camundongos sem os genes que codificam o IRS-1 e IRS-2 (camundongos
knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que ndo expressa IRS-1 apresenta resis-
téncia a insulina e retardo de crescimento, mas nao é hiperglicémico [ARAKI et al.,
1994]. O IRS-2 poderia compensar parcialmente a auséncia de IRS-1, o que explicaria o
fendtipo de resisténcia a insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-
1. O camundongo que ndo expressa o IRS-2 apresenta um fendtipo diferente do ca-
mundongo sem IRS-1, hiperglicemia acentuada devida a diversas anormalidades na
acao da insulina nos tecidos periféricos e faléncia da atividade secretora das células B
acompanhada de reducdo significante da massa de células B pancreaticas [WITHERS et
al.,1998]. Em contraste, camundongos knockout para o IRS-3 e IRS-4 tém crescimento

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

O receptor de insulina, além de ter fosforilacdo de tirosina, também pode ter fos-
forilacdo de serina, o que atenua a transducao do sinal pela diminuicdo da capacidade
do receptor de fosforilar seus préprios residuos de tirosina apds estimulo com insulina
[HOTAMISLIGIL, 1996]. Essas fosforilacdes inibitérias causam feedback negativo na
sinalizacdo insulinica e podem provocar resisténcia a insulina [CARVALHEIRA et al.,

2002].

Estudos recentes indicam que a resisténcia a insulina induzida pela obesidade



pode ser decorrente da ativacdo sequencial da proteina quinase C e da quinase inibi-
dora do fator nuclear, entretanto os detalhes dessa via de sinaliza¢cdo ainda ndo sdo

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

A acdo da insulina também ¢é atenuada por proteinas fosfatases de tirosina-
fosfato, que catalisam a rapida desfosforilacdo do receptor de insulina e de seus subs-
tratos. Varias proteinas fosfatases de tirosina foram identificadas, dentre as quais se
destaca a PTP1B. Camundongos knockout para PTP1B tém aumento da fosforilacdo de
tirosina do receptor de insulina e das proteinas IRS no musculo, com consequente au-

mento na sensibilidade a acdo da insulina [ELCHEBLY et al., 1999].

A Pl 3-quinase (PI3-K) é uma enzima importante na regulacdo da mitogénese, di-
ferenciacdo 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 di-
mero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatoria
(p85). A ligacdo dos sitios YMXM e YXXM (onde Y= tirosina, M = metionina e X = qual-
quer aminodcido) fosforilados de proteinas IRS ao dominio SH2 da subunidade p85 da

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

A PI3K catalisa a fosforilagao dos fosfoinositideos na posicdo 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 Unica molécula
intracelular considerada essencial para o transporte de glicose [CZECH e CORVERA,
1999]. As proteinas alvo conhecidas dessa enzima sdo a Akt e as isoformas atipicas da
aPKC (T e A), porém as funcdes destas proteinas no transporte de glicose ainda ndo sdo

bem estabelecidas [KOHN et al., 1996].

Além da ativacdo da PI3-K, outros sinais também s3o necessarios para que a in-
sulina estimule o transporte de glicose. Essa via envolve a fosforilacdo do proto-
oncogene Cbl [RIBON e SALTIEL, 1997]. Na maioria dos tecidos sensiveis a insulina, a
Cbl estd associada com a proteina adaptadora CAP [RIBON et al., 1998]. Apds a fosfori-
lagdo, o complexo CbI-CAP migra para a membrana celular e interage com a proteina
Crkll, que também esta constitutivamente associada com a proteina C3G [BAUMANN
et al., 2000; CHIANG et al., 2001]. A C3G é uma proteina trocadora de nucleotideos
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que catalisa a troca de GDP por GTP da proteina TC10, ativando-a. Uma vez ativada, a
TC10 sinaliza para a translocacdo da proteina GLUT4 para a membrana da célula, em

paralelo a ativacdo da via da PI3-K [CHIANG et al., 2001].

Cascatas de fosforilagao 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 fosforilagdo das
proteinas IRS e/ou Shc, que interagem com a proteina Grb2 [PAEZ-ESPINOSA et al.,
1999]. A Grb2 esta constitutivamente associada a SOS, proteina que troca GDP por GTP
da Ras, ativando-a. A ativacdo da Ras requer a participacao da SHP2. Uma vez ativada,
a Ras estimula a fosforilacdo de residuos de serina de proteinas da cascata da MAPK,

que leva a proliferacao e diferencia¢ao celulares [BOULTON et al., 1991].

O bloqueio farmacoldgico dessa via previne a acao da insulina no crescimento ce-
lular, mas ndo tem efeito nas a¢cdes metabdlicas do hormoénio [LAZAR et al., 1995]. A
insulina aumenta a sintese e bloqueia a degradacdo de proteinas através da ativacao
da mTOR, controlando diretamente a translacdo de proteinas através da fosforilacdo
da p70-ribossomal S6 quinase (p70rsk), que ativa a sintese ribossomal de proteinas
através da fosforilacdo da proteina S6 [THOMAS e HALL, 1997]. A mTOR também fosfo-
rila a PHAS1, que aumenta a sintese protéica via aumento da translacdo de proteinas

[MIRON et al., 2001].

Metabolismo protéico no diabetes

O crescimento do musculo esquelético e a manutencdo da massa muscular em
organismos jovens e adultos requerem um suprimento de hormonios anabolizantes
(insulina) e uma quantidade adequada de atividade contratil. A perda de massa muscu-
lar é uma caracteristica do estado diabético e do jejum ou consequéncia de inatividade

fisica prolongada.

O desenvolvimento ou a atrofia musculo-esquelética depende do balanco entre a
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taxa de sintese e de degradacdo das proteinas intracelulares [KIMBALL, VARY e JEF-
FERSON, 1994].

Os efeitos anabdlicos desses hormonios sdo reforcados por suas ac¢des anti-
catabdlicas. A insulina inibe a protedlise, suprime a liberacdo e inibe a oxidacdo dos
aminodacidos essenciais. Animais jovens ou humanos privados de insulina apresentam
reducao da massa corporal, retardo da estatura e do processo de maturagao [ADAMS,

1998; LUCIANO et al., 2002].

A atividade contratil, por outro lado, parece ser determinante fundamental da
massa muscular e pode preceder os sinais endécrinos para a deplegcdo protéica no
musculo. Além disso, os musculos mantidos inativos sdo mais sensiveis aos sinais cata-
bdlicos [GOLDBERG, 1979; WASSERMAN e VRANIC, 1986]. O aumento do trabalho
muscular é capaz de elicitar varias reagdes bioquimicas que sdo essenciais para hiper-
trofia muscular. A captacdo de aminodcidos pelo musculo esquelético é um evento
precoce para iniciar a hipertrofia [CARSON, 1997]. Estudos com musculos isolados
mostram que a taxa de transporte de aminoacidos esta diretamente ligada a atividade
contratil [GOLDBERG, 1979; CARSON, 1997]. O treinamento fisico tem a capacidade de
reverter as alteragdes promovidas nas proteinas mitocondriais musculares em decor-

réncia de estados de deficiéncia de insulina [MIDAOUI, TANERED e NADEAU, 1996].

Esteroides anabolizantes

Os esterdides anabolizantes ou esterdides anabdlico-androgénicos (EAA) sdo
compostos naturais ou sintéticos semelhantes a testosterona, que exerce efeitos ana-
bdlicos e androgénicos no corpo humano [URBAN, 1999; HANDELSMAN, 2001; SHAHI-
DI, 2001].

A utilizagao dos EAA conciliada com o exercicio fisico tem mostrado resultados
benéficos em experimentos com animais e seres humanos, como aumento da forca
[BASARIA et al., 2010; SRINIVAS-SHANKAR et al., 2010], diminuicdo do peso corporal e
do tecido adiposo [DUSKOVA e POSPISILOVA, 2010; SRINIVAS-SHANKAR et al., 2010],



aumento na densidade mineral éssea [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 musculo é a hipertrofia muscular, que ocorre
por aumento do nimero de células satélites e do tamanho do ventre muscular [ONER
et al., 2008; KOVACHEVA et al., 2010]. A testosterona auxilia também na modulacdo da
resposta imune [CHAO, VAN ALTEN e WALTER, 1994], reduzindo a agao de leucdcitos e
demais células de defesa [MOORADIAN, MORLEY e KORENMAN, 1987; SADER et al.,
2005].

Durante o processo natural de envelhecimento ocorrem alteracdes no sistema
muscular cardiaco e esquelético, como perda da massa muscular, com grande perda
de forga, juntamente com aumento da fadiga durante a realizacdo dos exercicios fisi-
cos, reducdo da fungao sexual e cognitiva, reducdo do equilibrio dinamico e estatico,
decréscimo da densidade mineral 6ssea, aumento do risco de quedas e fraturas, perda
da independéncia funcional, reducdo do dispéndio energético total e da oxidacdo de
lipidios, aumento da massa adiposa, aumento da resisténcia a insulina, hipertensao
arterial e doenca arterial coronariana [NAIR, 2005; SANTANASTO et al., 2011]. No pro-
cesso de envelhecimento hd também diminuicdo da massa magra, juntamente com as
concentracdes séricas de testosterona, em decorréncia da reducdo em sua producao
nos testiculos, por alteracdo na secre¢cdo do hormoénio liberador de gonadotrofina e
deficiéncia na estimulacdo da secrecdo de LH na glandula hipdfise [NAIR, 2005; ARAU-
JO, TRAVISON e BHASIN, 2008; BASARIA et al., 2010]. Ha também aumento das protei-
nas de ligacdo aos hormonios sexuais, com diminuicdo da fracdo livre de testosterona
[MORLEY, 2003]. A combinacdao de EAA com o exercicio fisico tem sido considerada
uma alternativa para retardar os prejuizos associados ao processo natural de envelhe-

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

Exercicio e imunidade

O exercicio fisico pode acarretar em efeitos desejdveis e indesejaveis sobre o sis-
tema imune, dependendo da natureza, intensidade e tempo de duracao [WALSH et al.,
2011].
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Tem sido descrito que o exercicio fisico pode favorecer o desenvolvimento de in-
fecgOes, como da via respiratdria superiores [CARRILLO, MURPHY e CHENG et al., 2008,
MALTSEVA et al., 2011].

De fato, o exercicio fisico pode promover altera¢des 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 niveis de imunoglobulinas plasmaticas [PAC-
QUE et al., 2007; ALLGROVE et al., 2008], dependendo da intensidade e duracdo do
exercicio, com aumento em exercicios de curta duracdo e alta intensidade [ALLGROVE
et al., 2008], mas diminuicdo em exercicios de longa duragcdo [MAZZEO, 2005; PACQUE
et al., 2007].

De acordo com a intensidade e duracdo do exercicio hd aumento na quantidade
de leucdcitos [LANDMANN, 1992; KRATZ et al., 2006; GHANBARI-NIAKI et al., 2010] e
de neutrofilos [ROBSON et al., 1999; PEAKE, 2002], mas diminui¢do na quantidade de
linfocitos [MCCARTHY e DALE, 1988; SHEK et al., 1995; KRATZ et al., 2006] e de mono-
citos [WU et al., 2004; KRATZ et al., 2006]. Essas alteragdes foram associadas a descar-
ga de catecolaminas durante o exercicio [RISOY et al., 2003]. De fato, os préprios niveis
de receptores B-2-adrenérgicos em linfdcitos de pacientes saudaveis e mesmo de paci-
entes com insuficiéncia cardiaca aumentaram apds a realizacdo de um protocolo de
exercicio em uma esteira [MAISEL et al., 1990]. As altera¢des hematolégicas observa-
das também foram associadas a elevacdao nos niveis de cortisol [NIEMAN e NEHLSEN-
CANNARELLA, 1994], promovida pelo aumento na tensdo de cisalhamento em conse-
quéncia das alteragdes hemodinamicas observadas durante o exercicio [MCCARTHY et
al.,, 1992; KRUEGER e MOOREN, 2007], e a reposta inflamatéria decorrente de dano
tecidual [WU et al., 2004, KRATZ et al., 2006].
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Biomarcadores salivares

Varios componentes da saliva, como a-amilase, IgA, cortisol, éxido nitrico e pro-
teinas totais tém sido utilizados para avaliar as alteragdes fisioldgicas decorrentes do
exercicio [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010]. A saliva é produzida pelas
glandulas pardtidas, submandibular, sublingual e por pequenas glandulas da regido da
boca [VINING, MCGINLEY e MAKSUIJTIS, 1983], sob controle auténomo de estimulos
simpatico e parassimpatico [EMMELIN, 1987]. O aumento da quantidade e fluidez da
saliva seria promovido por estimulo parassimpatico vasodilatador, enquanto a diminu-
icdo de volume seria decorrente de acdo simpatica vasoconstritora [DENNIS et al.,

1978].

O exercicio fisico promove alteracGes nos niveis salivares de IgA [GLEESON et al.,
2011], proteinas totais, a-amilase [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010], éxido
nitrico [DI LUIGI et al., 2008] e cortisol [GREIG et al., 2007].

Diminuicdes na concentracdo absoluta de IgA salivar tém 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 niveis de IgA na sali-
va seria decorrente das alteracdes promovidas pelo exercicio no sistema imunitario

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

O prejuizo a defesa imunoldgica nas vias respiratdrias superiores estaria associa-
do a diminuicao da IgA salivar em decorréncia de exercicios fisicos de alta intensidade
e/ou longa duragcdo, mas n3o a pratica regular de exercicios moderados, que ndo pre-
judicam o sistema imunoldgico e, pelo contrario, vao 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-
xercicio, as outras imunoglobulinas (I1gG e IgM) também tém sido avaliadas [GLEESON,

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

O exercicio também pode ser monitorado pela dosagem de proteinas totais sali-
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vares e de a-amilase [BORTOLINI et al., 2009], cujos niveis aumentam com o aumento
na intensidade e duracdo do exercicio [OLIVEIRA et al., 2010], em decorréncia de esti-
mulo simpatico adrenérgico [DAWES, 1981; SOLTOFF e HEDDEN., 2010]. O incremento
de carga em cicloergbmetro promove elevag¢des nas concentracoes de proteinas totais
e na atividade da a-amilase em ciclistas [OLIVEIRA et al., 2010] e em jogadores de bas-
quete [BORTOLINI et al., 2009] de forma semelhante ao aumento nos niveis de lactato

no sangue.

O o6xido nitrico (NO) é um importante regulador hemodinamico e metabdlico que
esta envolvido em diversos processos fisioldgicos, tais como relaxamento de muscula-
tura liso, neurotransmissao, agregacao plaquetdria e defesa contra doencas infecciosas
(virais), tumores, auto-imunidade e degenerac¢ao cronica [BOGDAN, 2001; L'HIRONDEL
et al., 2007; FILAIRE et al., 2010]. Os niveis de NO aumentam no sangue e na saliva du-
rante exercicio fisico 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 duracdo [GONZALEZ et al., 2008] .

O aumento nos niveis de NO pelo exercicio fisico seria decorrente do (1) atrito de
cisalhamento vascular, em fun¢do do aumento do fluxo e da viscosidade do sangue, o
que eleva os niveis de Ca* e promove liberacdo de NO no endotélio vascular [SEGAL,
1994], e/ou (2) da liberacdo de acetilcolina da jungdo neuromuscular e sua difusdo
para o endotélio vascular, onde ela ativaria receptores muscarinicos e promoveria libe-
racao de NO [KINGWELL, 2000]. O NO entdo se difunde para as subjacéncias das célu-
las vasculares da musculatura lisa, onde ativa a guanilato ciclase, promovendo vasodi-
latacdo [SEGAL, 1994]. De fato, a forga de cisalhamento é aumentada nos vasos duran-

te o exercicio fisico em humanos [TAYLOR et al., 2002].
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INFLUENCE OF THE USE OF TESTOSTERONE ASSOCIATED WITH PHYSICAL TRAINING
ON SOME HEMATOLOGIC AND PHYSICAL PARAMETERS IN OLDER RATS WITH ALLOX-
AN-INDUCED DIABETES
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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

29



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 ul of blood were transferred from the tail of
each animal, using heparinized capillary glass, directly into vials containing 50 pl 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
KsEDTA 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, Sdo
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-Griinwald-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-

erin 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 Diabetic Normal Diabetic
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Hemoglobin (g/dl) 12.6741.62°  12.63%1.15 °  14.61#0.80 °  14.61+0.83 °
Erythrocytes (10°/pl) 8.0940.19 ° 7.78+0.45 ° 8.85+0.44 ° 8.69+0.40 °
Hematocrit (%) 45.504#3.59°  44.85+4.40 °  51.324#3.07 °  51.77+2.20°
MCV (um?) 52.57#1.71°  55.6242.38®  57.254#2.18 ™  59.62+3.50 ©
MCH (pg) 16.50+0.38 °  17.60+0.55 ®®  17.86+0.67 " 17.93+0.44 °
MCHC (%) 30.21+0.50°  31.30:#0.91 °  32.61+0.84 30.70+1.24 °

* 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 4100.0 + 486.5 * 4612.5 + 458.0 * 6025.0 + 384.5 ° 6000.0 + 1192.0 °
(cells/pl)
Total neutrophils 376 + 7.7 * 458 + 1115 ° 413 + 70 ° 529 + 52
(%)
Band neutrophils 20 + 09 ® 70 £ 56 ° 20 + 14 ° 25 + 09 °
(%)
Segmented 347 + 74 ° 388 + 120 ® 393 + 77 *® 504 + 55 °
neutrophils (%)
Lymphocytes 586 + 54 ° 461 + 121 ® 556 + 56 *° 475 + 51 °
(%)
Eosinophils 16 + 05 ° 08 + 07 ® 14 + 05 * 13 + 07 °
(%)
Basophils 0 0 0 0
(%)
Monocytes 56 + 15 ® 69 + 39 * 58 + 35 ® 22 + 20 °
(%)

* 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 Diabetic Normal Diabetic
(n=8) (n=8) (n=8) (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 2.27+1.72 1.68+0.93° 1.57+0.65°
(1.34%) (0.69%) (0.55%) (0.48%)

Averages followed by same letter are not different (Tukey) at a significance level
of 0.05.
* %k

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

[Introducgdo] As corridas de aventura (provas combinadas de diversas modali-
dades de ultra-endurance) tém sido cada vez mais procuradas por proporcionar dife-
rentes experiéncias esportivas, mas poucos estudos tém sido realizados para avaliar a
alteragdes provocadas por elas no organismo dos atletas. [Objetivo] Este trabalho teve
por objetivo investigar a ocorréncia de alteragdes fisioldgicas, hematoldgicas, imuno-
l6gicas e bioquimicas em esporte de longuissima duracdo 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 competi¢cdo de corrida de a-
ventura de uma edicdo internacional do Ecomotion/Pro AR World. Amostras de sangue
e saliva foram coletadas antes e apds a competigao. [Resultados] Houve elevagdes dos
niveis de oxido nitrico (NO), proteinas totais, a-amilase e cortisol e diminui¢cdo nos ni-
veis de IgA na saliva apds a corrida. As variacdes percentuais relativas de NO, proteinas
totais, a-amilase, IgA e cortisol foram significantemente maiores nas mulheres que nos
homens. No sangue houve elevagdes nos niveis de lactato e glicose, e diminui¢ao na

percentagem de satura¢ao da hemoglobina por O,. Houve menores variagdes percen-
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tuais relativas dos niveis de glicose e lactato e maior variagdao percentual relativa da
saturacdao da hemoglobina por O, nas mulheres que nos homens. As quantidades de
plaquetas, leucdcitos, neutrdfilos totais e segmentados ficaram mais elevadas apds a
competicdo e as elevacdes percentuais relativas foram significativamente maiores no
grupo das atletas. Houve queda nos valores de linfécitos, eosinéfilos e mondcitos, com
reducdes percentuais relativas de linfocitos e mondcitos significantemente maiores
nas atletas que nos atletas. Os valores de hemoglobina, hemacias e hematdcrito dimi-
nuiram apds a competicao, sem diferenga estatisticamente significantes entre os se-
xos. Houve elevacdes nas atividades séricas de CK total, CKMB, ALT, AST e LDH ao tér-
mino da prova (p<0,05), com elevacdes significantemente maiores da CK total, CKMB e
LDH nos homens e de ALT nas mulheres. [Conclusdao] Com base nas altera¢des sangui-
neas e salivares pode-se concluir que os exercicios de longa duracdo com momentos
de alta intensidade, pouco sono e descanso da corrida de aventura promoveram au-
mento do estresse, lesdes musculares, anemia e alteragdes no sistema imunitdrio que

podem prejudicar o estado de saude e o rendimento esportivo dos atletas.
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Introdugao

Exercicios multiesportivos de longa duracdo induzem pronunciadas alteracdes
musculares, hematoldgicas e bioquimicas [ZALCMAN et al., 2007; LEVADA-PIRES et al.,
2010].

A corrida de aventura é uma modalidade de competi¢cdo multiesportiva (mounta-
in bike, rafting, canoagem, trekking com orientacdo, técnicas verticais e nata¢do) de
ultraduracdo (de 36 horas até 10 dias ou mais), pouco sono e pequeno intervalo de
recuperacao, que usa obstaculos naturais (rios, montanhas, florestas e outros ambien-
tes naturais) em percursos de distancia variavel (de 30 a 600 km). A exposicdo do cor-
po a essa elevada intensidade e tempo de esforco aumenta a possibilidade de ocor-
réncia de lesdes musculares [BERGLUND e McKENZIE, 1994; PFEIFFER e KRONISCH,
1995; KRONISCH, 1998], altera¢des hematoldgicas [MALM, 2004; FEHRENBACH e SCH-
NEIDER, 2006; GLEESON, 2007] e bioquimicas.

A possibilidade de avaliar o impacto do exercicio intenso por meio da anadlise da
saliva, que é um ultrafiltrado do sangue, é muito interessante, pelo fato da coleta da
saliva constituir um procedimento de natureza ndo invasiva e de facil

operacionalizacao.

As mudangas na composicao da saliva compreendem alteracdes nos niveis de I-
gA, que funciona como primeira barreira de protecdo contra infeccdo 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 a-amilase [WALSH et al., 2003], cuja producdo na glandula pardétida é aumentada
pela acdo da noradrenalina [NATER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010]. E por isto que a
avaliacdo dos niveis de proteinas e de cortisol na saliva tem sido proposta como crité-
rio de avaliagcdo do estresse provocado pelo exercicio fisico durante competicdes 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 concentracdo de proteina na saliva antes, durante e apds o exercicio varia de

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

O presente estudo avaliou as altera¢gdes hematoldgicas e bioquimicas séricas e
salivares de atletas voluntarios que participaram da corrida de aventura Ecomoti-

on/Pro AR World.
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Material e métodos
Atletas

O estudo foi iniciado apds a aprovagdo do projeto de pesquisa pelo Comité de E-
tica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia. Os participantes assinaram
um termo de consentimento apds esclarecimento dos procedimentos que seriam
realizados durante e apds a competicdao. 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-
¢do internacional do Ecomotion/Pro Adventure Race. Aos competidores foi permitida a

ingestao de agua e alimento a vontade.

A competicao

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 inflavel e

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

Coleta e andlise das amostras de saliva

As amostras de saliva foram coletadas antes (logo apds acordar) e imediatamen-
te depois da competicdo, apds cuidadosa higienizacdo oral. A salivacao foi estimulada
pela mastigacdo 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

analise da atividade de a-amilase, proteinas totais, dxido nitrico, IgA e cortisol.

Analise das amostras de saliva

Todas as analises foram conduzidas em duplicatas.
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A atividade da a-amilase foi determinada pela analise espectrofotométrica da ci-
nética de hidrélise do substrato 2-cloro-p-nitrofenil-o.-D-maltotriosideo (CNP-G3) a 405

nm (Amilasa 405, Wiener lab, Argentina).

As proteinas 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 concentracdo do éxido nitrico foi determinada colorimetricamente a 570 nm
em leitora de microplaca (Titertek multiskan plus MK11) [GRANGER et al., 1995]. A
analise de dados foi conduzida com a utilizacdo do aplicativo Microplate Manager ver-

sion 4.0 (Bio-Rad Laboratories, USA).

A |gA total foi analisada por uma adaptacdo do teste ELISA [MACKINNON e JEN-
KINS, 1993; SILVA et al., 2001], usando placas de polietileno (Nunc F96 Maxi Sorp, Fi-
sher Scientific, Wohlen, Suica) sensibilizadas com anticorpo anti-IgA humano (Sigma
Chemical, Buchs) em tampao carbonato a 0,06 M, pH 9,6, a 4 °C por 12 horas e em
seguida lavadas e bloqueadas com tampao dicloridrato de ortofenilenodiamina (OPD).
As amostras de saliva foram diluidas a partir de 1:2 em tampao fosfato a 1% com al-
bumina bovina sérica (BSA-PBS-T) e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Apds
lavagem, foram adicionados um conjugado biotinilado anti-IgA marcado com peroxida-
se e o substrato H,0, em tampdo OPD (tampao cromdgeno). Apds incubagdo em tem-
peratura ambiente por 1 h, os valores de densidade 6ptica (DO) foram determinados
na leitora de microplaca a 405 nm. Os valores da IgA total foram divididos pelo valor

das proteinas totais na saliva para determinacdo dos valores de IgA especifica.

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

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

Coleta das amostras de sangue

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

mente depois da competicdo. Aliquotas de 25 uL de sangue para dosagem de lactato
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foram colhidas do |6bulo da orelha, apds assepsia local, em capilares de vidro heparini-
zados e calibrados, e transferidos para micro-tubos contendo 50 uL de fluoreto de sé-
dio a 1%. Para a execuc¢dao do hemograma foram coletadas, por puncdo da veia radial,
amostras de 3 mL de sangue em tubos estéreis contendo 0,1 mL de K3EDTA a 10%.
Para a execucdo das dosagens bioquimicas foram coletadas amostras de 3 mL de san-
gue em tubos sem anticoagulante, contendo gel separador e ativador de codgulo, para

posterior obtengao do soro por centrifugacdo a 720 x g por cinco minutos.

Dosagem do lactato sanguineo

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

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

Hemogramas

As determinacdes de hemograma foram feitas em contador automatico de célu-
las sanguineas ABX Micros 60 (Horiba ABX Diagnostics, Bangkok, Tailandia), no Labora-

tério de Analises Clinicas do Hospital Santa Casa de Diamantina, MG.

Determinagao 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-
cardica da creatina quinase (CK-MB) foram determinadas por método colorimétrico
automatizado, utilizando kits comerciais especificos (Labtest Diagnodstica, Belo Hori-
zonte, MG, Brasil) em analisador automatico multicanal (Chem Well, Palm City, FL, EU-

A).
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Aferigao da freqiiéncia cardiaca, pressao arterial e saturaciao da hemoglobina Hb%

Antes e depois da competicdo foram aferidas a freqiiéncia cardiaca (monitor
cardiaco Polar RS800CX Electro Oy, Kempele, Finlandia) e a pressdo arterial (stetoscé-
pio e esfigmomandmetro de coluna de mercurio (Sanny, Sdo Bernardo do Campo, SP,

Brasil). A saturacdo da hemoglobina foi determinada por oximetro de pulso.

Analises estatisticas e edigdes de graficos

A existéncia de distribuicdo normal nos resultados obtidos foi avaliada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. A existéncia de diferenca estatisticamente significante a um
nivel de 5% foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) e pds-teste de Tukey. As ana-
lises e edicGes de graficos foram conduzidas com a utilizacdo 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 varidaveis bioquimicas do
sangue (hemoglobina, glicose e lactato) e da saliva (nitrito, a-amilase, proteinas totais,
IgA e cortisol) dos voluntarios deste estudo dos momentos anterior e imediatamente
posterior a corrida de aventura. Quando se considera a populagdo total, sem estratifi-
cacdo por sexo, dentre todas as variaveis analisadas houve diminuicdo significante a-
penas da percentagem de saturagao da hemoglobina por O, e da concentragado de IgA
salivar. Para todas as demais variaveis sanguineas (lactato e glicose) e salivares (nitrito,
a-amilase, proteinas totais e cortisol) houve aumento significante durante a competi-
¢do. Com a estratificacdo por sexo, a tendéncia observada para todo o grupo (diminui-
¢do significante da percentagem de saturacdo da hemoglobina e da concentragdo de
IgA e elevacdo significante de lactato, glicose, nitrito, a-amilase, proteinas totais e cor-
tisol) foi completamente confirmada para o sexo feminino, mas ndo para o masculino,
em que ndo se observou diferenca significante na percentagem de saturagdo da he-

moglobina por O,.

Apds a competicdo, as elevagdes percentuais relativas de nitrito, a-amilase e
cortisol foram 24,11%, 37,25% e 36,55% maiores nas mulheres que nos homens, mas
os homens tiveram elevagdes percentuais relativas de glicose 38,91% maiores que as
mulheres. Ndo houve diferenca estatisticamente significante nas eleva¢cGes percentu-
ais relativas de lactato sanguineo e proteinas totais da saliva entre os sexos. Em rela-
¢do as duas varidveis cujos valores declinaram durante a competicdo (saturacdo da
hemoglobina por oxigénio e IgA), os declinios 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 varidveis do eritrograma dos volun-
térios deste estudo dos momentos anterior e imediatamente posterior a corrida de
aventura. Houve queda estatisticamente significante nas concentragdes de hemoglo-
bina, contagens de hemacias e hematdcrito, tanto na populagdo total do estudo quan-
to nas populagdes masculina e feminina, quando analisadas separadamente. Entretan-

to, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os declinios percentuais
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relativos (percentis) observados nestas varidveis. Os valores das outras varidveis (VCM,
HCM, CHCM e RDW) ndo sofreram alteracdes estatisticamente significantes durante a
competicdo, tanto na populacdo total quanto nas popula¢gdes de cada um dos sexos

isoladamente.

A Tabela 3.3 mostra o comportamento das varidaveis do plaguetocrama e leu-
cograma dos voluntarios deste estudo do momento anterior e o imediatamente poste-
rior a corrida de aventura. Houve elevacdes significantemente diferentes nas conta-
gens de plaquetas, leucdcitos, neutroéfilos totais e segmentados na populagdo total e
na populacao feminina. Na populagcdo masculina, as elevacdes observadas nas conta-
gens de plaquetas, neutrdéfilos totais e segmentados foram estatisticamente significan-
tes, mas ndo a elevacdo observada na contagem de leucécitos. As elevagdes percentu-
ais relativas observadas nas contagens de plaquetas, leucécitos, neutrdfilos totais e
segmentados foram 45,53%, 31,50%, 55,63% e 56,98% maiores nas mulheres do que
nos homens, respectivamente. As contagens de neutréfilos em bastonetes e basofilos
nao sofreram alteragGes tanto no grupo todo sem estratificagdo por sexo quanto nos
grupos das mulheres e dos homens, separadamente. Houve diminuicdo significante-
mente diferente nas contagens de linfdcitos, eosinéfilos e mondcitos na populagado
total e também nas populacdes masculina e feminina, quando analisadas separada-
mente. As diminui¢des percentuais relativas observadas nas contagens de linfdcitos e
eosindfilos foram 72,13% e 65,19% maiores no grupo das mulheres em relagdo ao dos
homens, mas a diminuigdo no percentil de mondcitos foi 20,24% maior nos atletas do

gue nas atletas.

A Figura 3.1 apresenta as atividades séricas de creatina quinase total (CK) e de
sua isoenzima miocardica (CKMB) no momento anterior e no imediatamente posterior
ao término da corrida de aventura. Houve elevagao estatisticamente significante em
ambas tanto na populagdo total quanto nas populagdes masculina e feminina separa-
damente. Ambas as elevacdes foram significantemente maiores na populacdo mascu-

lina que na populacdo feminina.

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

antes e apos a corrida de aventura. Houve aumento estatisticamente significante na
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atividade tanto na populagao total quanto nas popula¢des masculina e feminina sepa-

radamente, mas sem diferenca estatisticamente significante entre os sexos.

A Figura 3.3 apresenta a atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST)
antes e apods a corrida de aventura. Houve aumento estatisticamente significante na
atividade tanto na populagdo total quanto nas populacdes masculina e feminina sepa-
radamente. A elevagdo foi significantemente maior na populagdo masculina que na

feminina.

A Figura 3.4 apresenta a atividade sérica da enzima lactato desidrogenase total
(LDH) antes e apds a corrida de aventura. Houve aumento estatisticamente significante
na atividade tanto na populagao total quanto nas popula¢des masculina e feminina
separadamente. A elevacdo foi maior (4,87%) na populacdo masculina que na femini-

na.
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Tabela 3.1. Médias * desvios padrGes e variacGes percentuais relativas (percentis) de varidveis bioquimicas do sangue ou saliva dos atletas an-
tes e apds a competigao.

Variaveis Todos Homens Mulheres
Antes Depois Antes Depois Percentil Antes Depois Percentil
Hb g (%) 97,04+2,50° 9441+197° 96,40+3,07 95,07+1,44 —261+123" 98,00+0,67° 935042,32° —45842 4%
Lacg (MM ) 2,0741,19° 361+099° 2,02+1,31° 41+1° +102,69+89,68 2,16+1,05° 301407 +9396+86,48
Glug (mg/dL) 79,8+24,18 100,6+25,96° 7847+2941° 10347+31,19° +32,89+67,32" 81,80414,39° 96,30+15,83" +20,09+25,05°
Nitritos ( M) 87,85+20,20° 218,74+46 20 926242297 1829242761°  +130,73+45,20" 80,71+13,19° 24263+405°  +172,2845621°
Amys (U/mL) 1923+36342°  2664/48+28642° 1961+380,35° 2423+294,78° +32,5742015" 1866438035  2825+124,85° +51,91+47,19°
Prots (mg/mL) 08441,12° 1,00£0,13° 0,8440,13° 095:0,11° +14,27+14.84 08620,13° 1,11+0,09° +2873+1949
IgAs (mg/dL) 1042+091° 5,53+1,13° 10,63+0,86° 6,12+097° —41,.89+11,26" 10,18+0,99° 4,65+0,74 —54,134757°
Cortisols (ug/dL) 0,89+004° 1,11+0,05° 090+0,03° 1,09+0,05° +20,55+6,32" 0,88+0,05° 1,16:0,03° +32,399,30°

Hb = % de saturagdao da hemoglobina por O,; Lac = lactato; Glu = glicose; Amy = amilase; Prot = proteinas salivares totais; IgA = Imunoglobulina;
B = sangue; S = saliva. Médias em uma mesma linha seguidas de letras minusculas diferentes dentro de cada grupo sao significantemente dife-

rentes entre si (P < 0,05). Percentis em uma mesma linha seguidos de letras maiusculas diferentes sao significantemente diferentes entre si (P <
0,05).
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Tabela 3.2. Médias + desvios padrdes e variacdes percentuais relativas (percentis) das variaveis do eritrograma durante a competicao.

Varidveis Todos Homens Mulheres
Antes Depois Antes Depois Percentis Antes Depois Percentis
Hemoglobina (g/dL) 15,33+1,80° 12,28+390° 16,2140,66° 14,0140,65" —14,19+8,60 14,36+0,65° 11,31+4,01° —9,42+4,87
Hemacias (x 10°/pL) 5.33+0,40° 4254013 5,630,29° 4804051°  —12,53+6,08 4.87+0,33° 3.89+013°  -1047+397
Hematdcrito (%) 45,02+4,90° 37,85+876" 4805+149°  3908+1,12°  —14,36+10,10 4048+167°  37,15+148" —808+374
VCM ( pm3 ) 87,17+297 78,76123,86 86,40+23,13 79,53122,14 —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 26,3219,32 —1,06£2,54
CHCM (%) 33,6810,64 31,20+9,42 33,79+0,73 31,6518,7 —0,8813,16 33,90+0,92 30,53+10,75 —0,04+2,59
RDW (%) 13,68+0,40 12,71+3.87 13,7640,33 12,9443,62 —1,05+4,77 0,7614,71 12,3644,38 +1,2543,39

VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina celular média; CHCM = concentracdao de hemoglobina celular média; RDW = Red Cell
Distribution Width. Médias em uma mesma linha seguidas de letras minusculas diferentes dentro de cada grupo sao significantemente diferen-
tes entre si (P < 0,05). Percentis em uma mesma linha seguidos de letras maiusculas diferentes sdo significantemente diferentes entre si (P <
0,05).
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Tabela 3.3. Médias + desvios padrGes e variacdes percentuais relativas (percentis) de plaquetas e das variaveis do leucograma dos atletas du-
rante a competicao.

Variaveis Todos Homens Mulheres
Antes Depois Antes Depois Percentis Antes Depois Percentis

Plaquetas (x 10° pm?) 190,64+41,15° 2089248334°  179,80#2613°  189,27+6821°  +21,09+1644" 206904559°  23840+983°  +3872+22,94°
Leucdcitos (céls/pL) 5910+1380°  7344+2730° 60761299 6873+2447  +2337+22,99" 5662+1542°  805043121°  +73,74+34,74°
Neutrdfilos totais (céls/pL) 3191+1054°  521442182° 3354+872° 4925+2080°  +65,06+3837" 2358455327  5648+2948°  +146,64+50,51°
Bastonetes (céls/piL) 62+44 104482 75465 97466 +59,52494,23 50443 1264116 150,40+75,10
Segmentados (céls/pL) 3129+1036°  5042+2052° 32854853 4716+1833°  +62,64+37,89" 2897+723° 55324984°  +145,61+50,78°
Linfécitos (céls/uL) 21924533 19944513° 22344589 18924521°  -9,66426,79" 2128+461° 15674324°  -3467+1597°
Eosindfilos (céls/pL) 2554135 1354211° 232+107° 178+89° - 15,66240,94 311,77+4111°  133664595°  -44,99+28.87
Basofilos (céls/ulL) 0+l 010 0t1 010 010 010 010 010
Mondcitos (céls/uL) 278+80° 137473 276+96° 116467 -51,28+34,80" 256161° 158+80° -40,90431,1°

Médias em uma mesma linha seguidas de letras minusculas diferentes dentro de cada grupo sdo estatisticamente diferentes entre si (P < 0,05).
Percentis em uma mesma linha seguidos de letras maiusculas diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P < 0,05).
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Figura 3.1. Atividades séricas da creatina quinase total (coluna esquerda) e de sua iso-
enzima miocardica (coluna direita), antes e depois da competicdo para todos os atletas
sem (A e D) e com (B e E) estratificacdo por sexo, e variagdo percentual relativa das
atividades (C e F). Valores com o mesmo simbolo (% 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 competicdo para todos os atletas sem (A) e com estratificagdo por género (B), e
variacdo percentual relativa das atividades da ALT (C). Valores com o mesmo simbolo
(* 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 competicdo para todos os atletas sem (A) e com estratificacdo por género (B),
e variacdo percentual relativa das atividades da AST (C). Valores com o mesmo simbolo
(* 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
competicdo para todos os atletas sem (A) e com estratificacdo por género (B), e varia-
¢do percentual relativa das atividades da LDH (C). Valores com o mesmo simbolo (> ou
#) foram significantemente diferentes entre si (P <0,05). M e F representam atletas do
sexo masculino e do feminino, respectivamente
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Discussao

Este trabalho avaliou os efeitos do exercicio fisico de ultraduracdo, privacdo de
sono e pequeno intervalo de descanso, sobre varidveis musculares, hematoldgicas e
bioquimicas de atletas dos géneros masculino e feminino. Com certeza, os resultados

obtidos podem ser Uteis na aconselhamento e preparagdo para futuras competicGes.

Os resultados deste trabalho mostraram que a quantidade de NO (nitrito) na
saliva aumentou do periodo anterior (pré) para o posterior (pds) da corrida de aventu-
ra. De fato, estudos prévios ja haviam mostrado que a producdo de NO aumenta pro-
porcionalmente com a intensidade do exercicio fisico até exaustdao [PERSSON et
al,1993; IWAMOTO et al., 1994] e que o treinamento regular induz aumento na con-
centracdo de NO na saliva [PANOSSIAN et al., 1999]. O aumento na produg¢do de NO
seria consequléncia do aumento da pressdo sistdlica [SUNG et al., 1990] e seria expli-
cado pelo atrito de cisalhamento nos vasos [GATULLO et al., 1995], o que levaria a ati-
vacdo da oxido nitrico sintase (NOS) [RANJAN et al., 1995]. No presente trabalho, a
elevacdo dos niveis de NO foi maior nas atletas, possivelmente em consequéncia delas
terem também apresentado maior freqliéncia cardiaca e pressao arterial (dados nao

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

O NO apresenta efeitos benéficos de natureza anti-aterogénica, como vasodila-
tacdo, inibicdo da agregacdo de plaquetas, da formacdo de trombos e da adesdo de

leucécitos a parede do vaso [WALLIS, 2005; VANNI et al., 2007].

As elevacdes nas contagens de plaquetas e leucdcitos (Tabela 3.3) observadas
neste trabalho podem estar relacionadas ao aumento nos niveis de NO (Tabela 3.1),
pois as elevacdes de NO foram associadas a elevagcGes nas contagens de plaquetas e de
leucécitos, com maiores niveis de NO e maiores quantidades de plaquetas e leucdcitos

nas mulheres do que nos homens.

A elevacdo da atividade da a-amilase em todos os grupos apds a competicao
esta de acordo com relatos de que a atividade desta enzima na saliva aumenta em de-
corréncia de estresses fisico e psicolégico [STEERENBERG et al., 1977; VAN STEGEREN
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010].
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Os aumentos na atividade de a-amilase e nas concentra¢Ges de proteinas totais
na saliva e de lactato no sangue, observados neste trabalho, sdo coerentes com a exis-
téncia de correlacdo entre estas variaveis [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2010].

Exercicios de intensidade moderada a alta e de longa duragao provocaram di-
minuicdo nos niveis 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
competicao [NIEMAN, 2000; OLIVEIRA et al., 2010]. De fato, a diminui¢ao nos niveis de
IgA observada neste trabalho ocorreu com um aumento nos niveis salivares de cortisol
e da a-amilase, o que deve refletir aumento do estresse pelo exercicio. A secre¢ao do
cortisol salivar aumenta durante exercicios intensos ou moderados de diferentes tipos
de exercicios juntamente com o estado de ansiedade e estresse psicologico [TESSITO-
RE et al., 2008; DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008]. Neste estudo, as
mulheres tiveram elevacdes significantemente maiores nos valores de cortisol apés a
competicao do que os homens. Maiores valores de cortisol plasmatico em mulheres do
gue em homens foram também reportados [BONIFAZI et al.,, 2000; CHATARD et al.,
2002]. A elevagao sistémica do cortisol em atividades de longa ou curta duragdo [BI-
SHOP et al., 2003; DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008] é fundamental
para manter os niveis de glicose no sangue. De fato, quando ocorreu a eleva¢do nos
niveis de cortisol neste trabalho os niveis de glicose também se elevaram, embora os
niveis de cortisol tenham-se elevado mais nas mulheres do que nos homens e o con-

trario tenha ocorrido com os niveis de glicose.

A reducdo no nimero de linfécitos e aumento na quantidade de leucdcitos a-
pos a prova, como observado nos atletas deste estudo, esta de acordo com resultados
reportados apds maratona de 42 km [KRATZ et al., 2006]. Exercicios exaustivos de a-
penas alguns minutos até algumas horas causam eleva¢ao na quantidade de leucdcitos
que é tanto maior quanto menor é o preparo fisico e/ou maior é a intensidade do e-
xercicio [WU et al., 2004], em decorréncia de reposta inflamatdria a injuria ao tecido,
com concomitante aumento da concentragdo sanguinea de proteina C reativa [SIEGEL
et al., 2001] e dos niveis séricos de CK e LDH [SUZUKI et al., 2003; PEAKE et al., 2005].

No presente estudo, a diminui¢cdo na quantidade de linfécitos e aumento na quantida-
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de de leucdcitos foi acompanhada de elevagao nas atividades séricas de CK e LDH, cer-
tamente em decorréncia de resposta inflamatdria a lesdo muscular, pois os atletas se
queixaram de muita dor e tiveram que ficar em repouso apds a competicdo. A eleva-
¢do na contagem de leucdcitos também foi atribuida a elevagdo nos niveis sanguineos
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 associag¢dao entre a
guantidade de leucdcitos e a concentracao de cortisol na saliva apds a corrida de aven-
tura, em niveis percentuais relativos que foram maiores nas mulheres do que nos ho-
mens, embora as mulheres tenham apresentado menor elevagcdo percentual relativa

de CK e LDH do que os homens.

A diminuicdo no numero de mondcitos observada apds a competicdo neste es-
tudo estd 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 numero de plaquetas e a diminuicdo na quantidade de eosindfi-
los apds a competicdo em consideragao neste estudo também esta de acordo com a
literatura [KRATZ et al., 2002; WU et al., 2004]. O aumento na quantidade de plaquetas
pode ser consequéncia de desidratagdo, de resposta a uma fase aguda da lesdo tecidu-
al por repetigcao de esforgo fisico [SIEGEL et al., 2001; KRATZ et al., 2006] ou também

por desaceleracdo da agregacao.

A diminuicdo observada no numero de células vermelhas é um achado comum
e poderia ser explicada por lesdo mecanica [WU et al., 2004] e/ou oxidativa [SZYGULA
Z, 1990]. Esta alteracdo estaria associada com o fato da renovacdo das células para
resistir as deformacdes pelo estresse de cisalhamento exigir a ocorréncia de lise [JOR-
DAN et al.,1998]. A auséncia de variacdao nos indices hematimétricos VCM, HCM,
CHCM e RDW estd em acordo com outros estudos reportados na literatura [YUSOF et

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

A elevacdo observada no numero de neutréfilos poderia estar associada a pro-
ducdo de radicais livres que degradariam o tecido muscular, com maior saida de enzi-
mas musculares como a CK e LDH para o sangue [CANNON et al., 1990; PIZZA et al.,
1995]. De fato, houve elevagao da atividade de CK total, CKMB e LDH ao final da corri-
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da. Embora essas alteragdes sejam trivialmente associadas a ocorréncia de lesdo mus-
cular pelo exercicio [TOTSUKA et al, 2002; SAYERS & CLARKSON, 2003], elas também
poderiam ocorrer por aumento do efluxo em decorréncia de esfor¢os de repeticdo de
movimentos excéntricos envolvendo grande massa muscular [NEUBAUER et al., 2008],
0 que poderia justificar a menor elevacado percentual relativa observada nos niveis sé-

ricos daquelas enzimas.

A elevagao nas atividades de ALT e AST deve estar relacionada aos danos as cé-
lulas do musculo esquelético, mas também aquelas do figado [PRIEST et al.,1982; YAO
et al., 2003], que também sofre uma enorme sobrecarga de atividade em exercicios
extenuantes, pois é o figado que vai promover a gliconeogénese a partir do acido lacti-

co formado no musculo.
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Conclusao

Os exercicios de ultraduracdo com momentos de alta intensidade e privacdo de
sono e descanso promoveram aumento do estresse, lesdes musculares, diminuicdo na
guantidade de células vermelhas e alteracdes no sistema imunitario que podem preju-

dicar o estado de salde e o rendimento esportivo dos atletas.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DO CALOR SOBRE BIOMARCADORES SALIVARES DE ESTRESSE E IMUNI-
DADE EM EXERCICIO FiSICO ATE A FADIGA

77



Influéncia do calor sobre biomarcadores salivares de estresse e imunidade em exer-

cicio fisico até a fadiga

Romeu Paulo Martins SiIvaa’b'c, Cristiano Lino Monteiro Barros, Thiago Teixeira Men-

des, Pamella Ferreira Rodrigues®, Emerson Silami Garciad, Nilson Penha-Silva®*

%Institute of Genetics and Biochemistry, Federal University of Uberlandia, Uberlandia,
MG, Brazil

PFederal University of Acre, Cruzeiro do Sul, AC, Brazil

‘Universitary Center of the Araxa Plateau, Araxa, MG, Brazil

Federal University of Minas Gerais, School of Physical Education, Physiotherapy and

Occupational Therapy, Belo Horizonte, Brazil

*Correspondence: N. Penha-Silva, Institute of Genetics and Biochemistry, Federal Uni-

versity of Uberlandia, Uberlandia, MG, Brazil

Resumo

Introdugdo: Varias modalidades esportivas sdo realizadas em condicdes térmi-
cas que podem influenciar no desempenho dos atletas. Objetivo: Verificar a influéncia
do exercicio no calor sobre o sistema imunitario e o nivel de estresse por meio de bio-
marcadores da saliva (IgA, a-amilase, cortisol, éxido nitrico e proteinas totais) e do
sangue (lactato). Métodos: A amostra foi composta por nove homens jovens, estudan-
tes de Educacdo Fisica (24,2 + 2,5 anos; 74,99 + 7,40 kg; 178,7 + 4,0 cm; 48,07 + 4,63
mLekg-1emin’') que realizaram um teste progressivo maximo em cicloergdmetro, den-
tro de uma camara ambiental, em duas situacdes: 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 poténcia de 60 W e tiveram a-
créscimos de 15 W a cada trés minutos. Amostras de sangue e saliva foram coletadas

simultaneamente antes e apds cada teste. Resultados: Antes do exercicio ndo houve
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diferencas significantes nos niveis dos biomarcadores na saliva nem de lactato no san-
gue dos atletas entre os dois ambientes térmicos. Mas apds os exercicios, houve au-
mento significante em todos eles tanto a 22 quanto a 40 °C. Entretanto, ndo houve
diferenca significante entre os niveis de IgA entre os dois ambientes térmicos, mas os
niveis de a-amilase, cortisol, éxido nitrico e proteinas totais na saliva foram maiores a
40 que a 22 °C, enquanto os niveis de lactato no sangue foram menores no ambiente
guente que no termoneutro. Conclusdao: A conducdo dos exercicios no ambiente

qguente elevou os niveis de estresse, sem alterar a imunidade da saliva.

Palavras-chave: Saliva, Calor, Estresse, Imunidade, Exercicio
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Introdugao

A atividade fisica pode levar a um ajuste homeostatico dos sistemas corporais
para que o atleta suporte as novas condicdes energéticas, bioquimicas e
termorreguladoras apresentadas durante o exercicio. Esse ajuste serd maior de acordo
com o tipo do exercicio, duracdo, intensidade [AKIMOTO et al., 2003; FERREIRA et al.,
2010; WALSH et al.,, 2011], nivel de treinamento [VIITALA et al., 2004; KWAK et al.,
2006] e condicdes ambientais [LAING et al., 2005]. A andlise de componentes salivares
como proteinas totais, a-amilase, imunoglobulina A (IgA), éxido nitrico (NO) e cortisol
pode representar uma maneira ndo invasiva de determinar a relacdo da intensidade,
duracao, temperatura, umidade do ar e tipo de exercicio com as alteracdes que estas
situacOes poderiam provocar no sistema imunitario e no estresse fisico do atleta
[LAING et al., 2005; NEUBAUER et al., 2008, BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2010].

Varios estudos, em diferentes situacdes, tém analisado os efeitos do exercicio
fisico sobre os niveis de IgA salivar, os quais poderiam aumentar [BLANNIN et al.,
1998], diminuir [WALSH et al., 2002] ou mesmo ndo sofrer variacdo alguma [BISHOP et
al., 2000]. Mas a ocorréncia de diminui¢cdo nos niveis de IgA salivar apds a realizacao
de exercicio fisico levaria a um aumento na vulnerabilidade a infec¢cbes do trato
respiratorio superior (ITRS) [NIEMAN e CANNARELLA-NEHLSEN, 1991]. De fato, baixos
niveis de IgA salivar foram associados a maior incidéncia de ITRS [ROSSEN et al. 1970;
ISAACS et al. 1984]. A secrecao salivar forma uma importante linha de defesa primaria
contra patégenos invasores da cavidade oral, sendo que a saliva proporciona um efeito
de lavagem mecanica e a IgA tem efeito contra replicacdo de virus e bactérias na
superficie da mucosa oral [MACKINNON e HOOPER, 1994; DOWD, 1999]. Isso significa
gue a andlise da variacdo dos niveis de IgA na saliva apds exercicios fisicos pode

estimar a vulnerabilidade do atleta a sofrer ITRS.

A atividade da a-amilase salivar é regulada pelo sistema simpatico adrenal, por
meio da acdo da norepinefrina sobre as glandulas salivares. A atividade da a-amilase
salivar aumenta apds exercicios realizados em cicloergdmetro [OLIVEIRA et al., 2010],

esteira [GILMAN et al., 1979] e corrida [STEERENBERG ET al., 1997]. O estresse fisico e
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psicolégico gerado pelo exercicio estimula a liberacdo do hormdnio glicocorticoide
cortisol pela glandula suprarenal [KIRWAN et al., 1988; GOODWIN et al., 1992],
podendo levar a altera¢des de humor e reducdao no desempenho do atleta [KIRWAN et
al., 1988; NEUBAUER et al., 2008], pois o aumento no cortisol estd ligado a diminuicdo
na acdo cerebral da serotonina, por diminuicdo dos RNAs mensageiros que codificam
para a sintese do receptor daquele neurotransmissor [PARIANTE et al., 2001]. Este
estado de aumento do cortisol e diminuicao na acdo da serotonina afeta dominios
congnitivo como ateng¢ao, percep¢dao, memaria e processamento emocional [ERICKSON
et al., 2003]. Isso significa que a anadlise dos niveis de a-amilase e de cortisol na saliva
seriam bons parametros para estimar o estresse induzido pelo exercicio [NEUBAUER et

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

Os niveis de lactato no sangue sdo utilizados para determinar a intensidade
critica de tolerancia ao exercicio fisico ou mesmo para avaliar o nivel de treinamento
do atleta [WASSERMAN e MCILROY, 1964; SVEDAHL e MACINTOSH, 2003]. As varia-
¢Oes na concentragao de lactato no sangue durante e apds a realizagcdao do exercicio
fisico tém forte correlacdo com as mudancgas na concentracdo de proteinas totais na
saliva [BORTOLINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010]. Esse aumento nos niveis salivares
de proteinas totais durante a atividade fisica é decorrente de ativacdo do sistema ner-
voso simpatico [CHICHARRO et al., 1998; WALSH et al., 2004] e, por isso, deve expres-

sar também o grau de estresse induzido pelo exercicio.

Exercicios de longa duragdo, como corridas, ciclismo e triatlon, podem expor o
atleta a ambientes com diferentes temperaturas, o que poderia prejudicar seu desem-
penho. O objetivo do presente estudo foi comparar as alteragdes ocorridas na imuni-
dade e no nivel de estresse gerado pelo exercicio fisico em ambiente quente (40 °C)
em relacdo a um ambiente temperado (22 °C) pela andlise de biomarcadores salivares

e de lactato sanguineo.
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Material e métodos

Amostra

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Fe-
deral de Minas Gerais (COEP 355/05) e respeitou todas as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional da Saude (Res. 196/96) acerca de pesquisas envolvendo seres hu-
manos. Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Fisiologia do Exercicio, localizado
no Centro de Exceléncia Esportiva da Escola de Educagdo Fisica, Fisioterapia e Terapia
Ocupacional da Universidade Federal de Minas Gerais. Os participantes assinaram um
termo de consentimento e livre esclarecimento. A populacdo 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%; VO, msx 48,07 + 4,63 mL-kg™ -min™).

O numero de voluntdrios foi escolhido com base na amostra de estudos prévios
gue analisaram a méaxima fase estdvel do lactato (MFEL). Foi adotado como critério de
inclusdo que os individuos apresentassem VO, max entre 40 e 60 mL-kg'lomin'
! Inicialmente foi realizada uma avaliagdo fisica para a caracterizagcdo da amostra. Nes-
ta avaliacdo foram realizadas as medidas de massa corporal, estatura e dobras cuta-
neas. A massa corporal (kg) foi medida com os voluntdrios descalcos e nus, utilizando-

. . ope ® . ~ . .
se uma balanca digital (Filizola ) com precisdo de 0,02 kg, previamente calibrada. A
estatura (cm) foi medida utilizando-se um estadiometro com precisdo de 0,5 cm, aco-
g ® ~ s .
plado a uma balanca (Filizola ). As dobras cutdneas subescapular, triceps, peitoral, su-
baxilar, suprailiaca, abdominal e da coxa foram medidas utilizando-se um plicobmetro
® N4 ., . 7
(Lange ) graduado em milimetros, o que permitiu o calculo do percentual de gordura,

de acordo com a equacgao proposta por Jackson e Pollock [1978].
Procedimentos

Todos os voluntarios realizaram dois exercicios progressivos maximos, um em

ambiente quente e outro em ambiente temperado.

Os testes foram realizados com no minimo cinco dias de intervalo para minimizar

qualquer tipo de adaptagdo (treinamento) ao longo do experimento, e sempre no
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mesmo horario do dia para se evitar influéncias decorrentes do ritmo circadiano. A
vestimenta foi padronizada para todas as situacdes experimentais. Os voluntarios fo-
ram instruidos a ndo ingerir bebida alcodlica ou bebida contendo cafeina e nem reali-
zar atividade fisica vigorosa 24 horas antes do experimento. Também foi requisitado
gue os voluntdrios ingerissem 500 mL de dgua duas horas antes do experimento para

garantir que iniciariam os testes hidratados (ACSM, 1996).

Protocolo do exercicio progressivo (teste)

Posteriormente, foram realizados, de forma aleatdria, dois exercicios progressi-
vos maximos dentro de uma camara ambiental (Russels®) em duas situagdes 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 poténcia correspondente a 60 W e a cada trés minutos eram acrescidos 15 W
até a fadiga voluntdria. A cadéncia foi mantida fixa em 60 rpm. A poténcia pico (WPi-
co22 e WPico40) foi calculada de acordo com a equacdo proposta por Kuipers et al.
[1985]: WPico = W1 + (W2 e t /180), sendo que W1 é a poténcia correspondente ao
ultimo estdgio completo, W2 é a poténcia correspondente ao incremento de carga de
cada estdgio e t é o tempo em segundos de duragdo do estagio incompleto. As varia-
veis ergo-espirométricas foram medidas continuamente durante o teste. A FC foi ano-
tada a cada minuto e ao final de cada estdgio do teste, bem como ao final do teste. O
voluntario classificava seu esforco a partir de chamada Escala de Percepcao Subjetiva
de Esforco de 15 pontos, na qual 6 representa o menor e 20 o maior esforco [BORG,
1982]. Amostras de saliva e 25 plL sangue foram coletadas do lobo da orelha antes do
inicio do exercicio (rest) e um (ex) e cinco (post) minutos apds o exercicio para posteri-

or analise da lactatemia.

Os critérios para interrupcdo dos testes foram: 1) solicitacdo de interrupc¢do do
exercicio pelo voluntario; 2) ndo manutengdo da cadéncia pré-determinada; 3) tempe-
ratura retal durante o exercicio com valor igual ou superior a 39,5 °C; 4) nota igual a 20
na escala de Percepgdo Subjetiva do Esforgo; 5) ocorréncia de tontura, confusdo men-
tal, palidez, cianose, nauseas e/ou sinais de insuficiéncia circulatdria periférica; e 6)

detecgao de qualquer problema em alguns dos equipamentos.
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Durante a realizacdo dos exercicios, 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 descartavel (Yellow
Springs, OH; 4491-E) inserida cerca de 11 centimetros além do esfincter 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 teletermémetro digital,

graduado na escala Celsius (Yellow Springs, OH).

Os voluntarios foram pesados nus antes e apds a realizacdo do exercicio e a taxa
de sudorese total foi calculada pela diferenca na massa corporal, relativizada pela area

de superficie corporal e dividida pelo tempo de exercicio.

Foi recomendado aos voluntdrios que ingerissem pelo menos 500 mL de agua
duas horas antes dos testes (ACSM, 1996) para garantir o estado de euidratacdo, ca-
racterizado por valor de gravidade especifica da urina menor ou igual a 1,030 g/cm®
[ARMSTRONG, 2000]. A densidade urindria foi medida antes do inicio e apds a realiza-
cdo dos exercicios com a utilizacdo de refratdmetro (JSCP, Uridens®, Sdo Paulo, SP,
Brasil) previamente calibrado com agua destilada. Foi recomendado aos voluntdrios
gue mantivessem suas dietas habituais e anotassem o teor das refeicdes realizadas na

noite anterior e no desjejum do dia do teste.
Andlise salivar

Antes da coleta da saliva, os voluntarios realizaram assepsia oral para limpeza de
debris celulares e outras impurezas. A salivacdo foi estimulada pela mastigacdo de um
tablete de parafilm (Parafilm™) com peso de 0,5 g. A mastigacdo do tablete foi realiza-
da de forma natural e pessoal, sem a preocupac¢do com velocidade, forca e freqiiéncia
da mastigagdo. A coleta da saliva iniciava-se imediatamente apds 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 andlise de a-
amilase, proteinas totais, éxido nitrico, IgA e cortisol. Todas as analises foram realiza-

das em duplicata.

84



A analise da atividade da a-amilase foi realizada por método cinético a 405 nm,
utilizando o substrato 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriosideo (CNP-G3) conforme o

protocolo do fabricante (Amilasa 405, linha liquida, Wiener lab, Argentina).

A dosagem de proteinas totais foi feita pelo método colorimétrico do biureto
(UCFS DIASYS™, Alemanha), com leituras de absorvancia a 604 e a 700 nm (Autoanaly-
ser Architeet c8000, Abbot™, IL, USA).

A dosagem de 6xido nitrico salivar foi feita pelo método colorimétrico de Gran-
ger et al. [1995], com leitura de absorbancia 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 andlise da IgA total foi feita por uma adaptacao 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) diluido
na concentracao ideal em tampao carbonato, 0,06 M (pH 9,6) por 12 horas a 4 2C. As
placas foram lavadas e bloqueadas com tampdo especifico de dicloridrato de ortofeni-
lenodiamina (OPD). As amostras de saliva foram diluidas a partir de 1:2 em 1% tampao
BSA-PBS e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem, foi acrescen-
tado conjugado biotinilado anti-IgA marcado com peroxidase. O substrato enzimatico
H,0, foi incubado com tampao cromdgeno (OPD) a temperatura ambiente por 1 hora.
Para andlise individual das placas, os resultados foram expressos em indices ELISA (IE).
Os valores de densidade éptica (DO) a 405 nm foram determinados em leitora de mi-
croplaca. Apds obtencdo das concentracdes de IgA, elas foram divididas pela concen-
tracdo de proteinas totais na saliva para obtencdo dos valores de IgA especifica. A do-
sagem de cortisol foi feita por Kit comercial (Salimetrics, USA), com determinacdo da

densidade dptica a 450 nm em leitor de ELISA.

Andlises sanguineas

Apos assepsia local foram coletados 25 plL de sangue arterial do I6bulo da orelha,
utilizando-se capilares de vidro contendo heparina. As amostras de sangue foram

transferidas para micro-tubos contendo 50 pL de fluoreto de sédio a 1% e armazena-
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das a -20 °C para a andlise de lactato. As dosagens de lactato foram feitas em duplicata
por método eletro-enzimatico em analisador automatico (YSI 1500 Sport L-lactate a-

nalyser, USI Inc, Yellow Spring, Ohio, EUA).

Analises estatisticas

Todos os dados foram expressos em média + desvio padrdo. Os resultados obti-
dos foram estatisticamente comparados por andlise de variancia (ANOVA) e pds-teste
de Tukey, com a utilizacdo do aplicativo GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA). As diferengas 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 alteracdo nos valores dos
biomarcadores salivares analisados na condicdo pds-exercicio, tanto a um (ex) quanto

a cinco minutos (post) pds-exaustdao em relacdo a condicdo de repouso (rest).

Embora as concentracdes de IgA tenham aumentado com o exercicio em ambos
os ambientes (p<0,05), ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre os
ambientes tanto em rest quanto em ex e post (p>0,05) e nem alteracdes entre os tem-

pos de um (ex) e cinco minutos (post) apds o teste (p>0,05) (Figura 4.1).

As atividades de a-amilase salivar nao foram diferentes entre P22 e P40 no esta-
do de repouso (p>0,05), mas se elevaram com o exercicio 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 apds o exercicio, porém sem variacao significante entre esses dois momentos

em ambas as temperaturas (p>0,05) (Figura 4.2).

Os niveis de cortisol salivar ndao foram diferentes entre T22 e T40 no estado de
repouso (p>0,05), mas aumentaram apds o teste em ambos os ambientes, com valores
significantemente mais elevados em P40 que em T22 em cada momento (1 e 5 min)
apods o teste (p<0,05), contudo sem variagao significante entre esses dois momentos

em ambas as temperaturas (p>0,05) (Figura 4.3).

As concentracdes de NO na saliva também ndo foram diferentes entre os dois
ambientes no estado de repouso (p>0,05), mas aumentaram com o exercicio e foram
maiores em T40 que em T22 tanto a um quanto a cinco minutos apds o teste, sem va-
riacdo significante entre esses dois momentos em ambas as temperaturas (p>0,05)

(Figura 4.4).

As concentragdes de proteinas totais na saliva ndo apresentaram diferencas en-
tre os ambientes no estado de repouso (p>0,05), mas aumentaram apds o teste em
ambos os ambientes, tendo sido significantemente maiores em T40 que em T22

(p<0,05) (Figura 4.5).

Os niveis de lactato no sangue também nao foram diferentes entre os dois ambi-
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entes no estado de repouso (p>0,05), mas aumentaram apds o exercicio, quando fo-
ram significantemente mais elevados em T22 que em T40 (p<0,05), embora sem alte-
racdo significante de um para cinco minutos apds o exercicio em ambos os ambientes

(p>0,05) (Figura 4.6).
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Figura 4.1. Concentracdes salivares de IgA antes (rest), um (ex) e cinco minutos apds a
exaustdo (post) nas temperaturas de 22 e 40 °C. t e ¥ indicam exclusivamente
comparacdes feitas com rest22 e rest40, respectivamente (ANOVA, pds-teste de
Tukey). Comparagdes marcadas com o mesmo simbolo indicam que os valores foram
diferentes entre si (p<0,05).
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Figura 4.2. Atividades salivares de a-amilase antes (rest), um (ex) e cinco minutos
(post) apds a exaustdo nas temperaturas de 22 e 40 °C. t, §, *, ** e *** indicam
comparacdes feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente (ANOVA,
pos-teste de Tukey). Comparagdes marcadas com o mesmo simbolo indicam que os

valores foram diferentes entre si (p<0,05).
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Figura 4.3. Concentracbes salivares de cortisol antes (rest), um (ex) e cinco minutos

(post) apds a exaustdo nas temperaturas de 22 e 40 °C. t, §, *, ** e *** indicam
comparacdes feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente (ANOVA,
pos-teste de Tukey). Comparagdes marcadas com o mesmo simbolo indicam que os

valores foram diferentes entre si (p<0,05).
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Figura 4.4. Concentragbes salivares de o6xido nitrico antes (rest), um (ex) e cinco
minutos (post) apds a exaustdo nas temperaturas de 22 e 40 °C. T, F, *, ** g ***
indicam comparacgoes feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente
(ANOVA, pés-teste de Tukey). Comparagdes marcadas com o mesmo simbolo indicam
que os valores foram diferentes entre si (p<0,05).
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Figura 4.5. ConcentracOes de proteinas totais salivares antes (rest), um (ex) e cinco
minutos (post) apds a exaustdo nas temperaturas de 22 e 40 °C. T, §, *, ** e ***
indicam comparacoes feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente
(ANOVA, pés-teste de Tukey). Comparacdes marcadas com o mesmo simbolo indicam
gue os valores foram diferentes entre si (p<0,05).
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Figura 4.6. Concentracdes de lactato sanguineo antes (rest), um (ex) e cinco minutos
(post) apds a exaustdo nas temperaturas de 22 e 40 °C. t, §, *, ** e *** indicam
comparacdes feitas com rest22, rest40, ex22, ex40 e post22, respectivamente (ANOVA,
pos-teste de Tukey). Comparagdes marcadas com o mesmo simbolo indicam que os

valores foram diferentes entre si (p<0,05).
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Discussao

Os resultados deste estudo mostraram a ocorréncia de aumento significativo dos
niveis de IgA na saliva apds a realizagdo de exercicios progressivos maximos, sem in-
fluéncia das temperaturas ambientes consideradas (22 e 40 °C) (Figura 4.1). Como os
niveis de IgA na saliva sdo reflexo da capacidade de defesa imune [KRZYWKOWSKI et
al., 2001], os resultados do presente estudo mostraram que ndo houve declinio da
capacidade imune da saliva apds o exercicio realizados tanto a 22 quanto a 40 °C. Esses
resultados estdo de acordo com outros estudos que também mostraram aumento nos
niveis de IgA apds a realizacdo de exercicios progressivos até a exaustdo em diferentes
intensidades e em um mesmo ambiente térmico [BLANNIN et al., 1998]. No entanto,
foi reportada diminuicdo nos niveis de IgA na saliva em ambiente temperado apds a
realizacdo de uma competicdo de triatlon [LIBICZ et al., 2006] e apds a realizacdo de
exercicios incrementais até a exaustdo em ambiente quente (30,3+0,1 °C e 70% de
URA) [LAING et al., 2005]. Também foi reportada diminuicdo nos niveis de IgA apds a
realizacao de duas horas de exercicios em cicloergdmetro em intensidade de 70% do
VO, max €M uma temperatura de — 6,4 + 0,1 °C [WALSH et al., 2002]. Tais discrepancias
podem ser decorrentes de diferencas no estado de hidratacdo dos atletas. No estudo
descrito no presente trabalho, o estado de euidratacdo dos voluntdrios foi devidamen-
te aferido antes e depois do teste pela andlise da gravidade especifica da urina, que

esteve sempre abaixo de 1,030 [ARMSTRONG, 2000].

Exercicios prolongados em ambientes quentes provocam um estimulo adrenérgi-
co que ird aumentar a atividade simpatica, com diminuicdo do fluxo salivar e conse-
guentemente da secrec¢do de IgA [GALBO et al., 1979; SOLTOFF et al., 2010]. Uma acao
semelhante também decorreria de estimula¢do pelo cortisol [SABBADINI e BERCZI,
1995]. Essas consideracdes predizem a existéncia de uma relacdo inversa entre os ni-
veis de IgA e cortisol, a qual ndo foi observada no presente trabalho, uma vez que a
elevacdo aqui reportada nos niveis de IgA (Figura 4.1) foi associada a elevagdo nos
niveis de cortisol (Figura 4.3). Isto concorda com o estudo de Laing et al. [2005], que
também ndo encontraram relacdo inversa entre os niveis de IgA e cortisol [LAING et

al., 2005], porém nao de forma absoluta, pois esses autores ndo encontraram
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diferenca na concentracdo de cortisol salivar apds exercicios prolongados em
cicloergbmetro tanto em ambiente temperado quanto quente. Entretanto, o trabalho
de Laing et al. [2005] n3do deve representar uma base de comparacao adequada com
os resultados descritos neste trabalho, pois a intensidade do exercicio naquele estudo
foi menor que a aqui utilizada. No presente estudo, os atletas fizeram exercicio em
carga crescente até a fadiga, enquanto naquele estudo o exercicio foi feito em

intesidade constante por duas horas.

Apesar das discrepancias em relagdo aos trabalhos de Laing et al. [2005], a
elevacdo mais expressiva nos niveis de cortisol na saliva em ambiente quente concorda
com outros trabalhos [DAVISON e GLEESON, 2006; NEUBAUER et al., 2008] e deve ser
em consequéncia do maior estresse sistémico causado pelo calor, podendo levar a

reducdo no desempenho dos atletas.

A ocorréncia de maior nivel de estresse no ambiente quente deve ter sido o fator
responsavel pela maior elevacdo da atividade de a-amilase salivar neste ambiente
(Figura 4.2), pois a a-amilase também tem sido usada como biomarcador do nivel de
estresse gerado pelo exercicio [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 exercicio decorre de aumento na atividade simpdatica do receptor B-

adrenérgico [CASTLE e CASTLE, 1998; SCHNEIDER et al., 2000].

O maior aumento na concentra¢do sanguinea de lactato no ambiente termoneu-
tro e de proteinas 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 proteinas totais da saliva é
também consequéncia de ativacao do sistema nervoso simpatico [CHICHARRO et al.,
1998; WALSH et al., 2004], a ativacdo desse sistema deve ter sido mais intensa no am-

biente quente que no temperado [GALBO et al., 1979].

A elevagao dos niveis de NO com o exercicio concorda com estudos que mostram
um aumento de NO apds a realizagao de diferentes tipos de atividades fisicas a tempe-
ratura ambiente [PERSSON et al., 1993; IWAMOTO et al., 1994; PANOSSIAN et al.,
1999]. O aumento do NO esta ligado ao atrito de cisalhamento nos vasos, a partir do
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aumento da pressao sistdlica [SUNG et al., 1990, GATULLO et al., 1995], por aumento
na atividade da éxido nitrico sintase (NOS) proporcionalmente a intensidade do exerci-
cio [PERSSON et al.,1993; IWAMOTO et al., 1994; RANJAN et al., 1995]. A maior eleva-
¢do dos niveis de NO em ambiente quente sugere uma maior atividade da NOS neste

ambiente.
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Conclusao

O exercicio fisico até a exaustao aumentou o nivel de estresse de forma mais
intensa no ambiente quente que no termoneutro, porém sem afetar a imunidade da

saliva.
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