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RESUMO

ARAUJO, Vinicius Rodrigues de. Utilizacao de marcadores salivares para avaliacéo e
controle do desempenho fisico e cognitivo em atletas de futebol. 2016. 97 f. Dissertacédo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A elaboracdo de um programa de treinamento fisico depende do controle de diferentes
parametros bioquimicos, que se relacionam com fatores como a intensidade do exercicio,
imunidade e com o estado redox. Além disso, estudos recentes também comegaram a apontar
a relevancia da funcdo executiva como componente determinante para o alcance de um alto
nivel de desempenho esportivo. Por outro lado, poucos estudos foram realizados em atletas
até o momento utilizando estes marcadores na saliva juntamente com os testes de funcdo
cognitiva. O objetivo desse trabalho foi estudar a capacidade discriminatdria das analises
bioquimicas realizadas em saliva para avaliacdo do desempenho fisico e sua relacdo com a
funcdo cognitiva em atletas de futebol. Trinta e dois atletas foram submetidos ao Bangsbo
Sprint Test (BST) para avaliacdo da capacidade fisica e 48 horas depois ao Teste de Stroop
(TSt) e Torre de Hanoi (ToH) para avaliacdo da funcdo executiva. Os niveis de lactato na
saliva aumentaram quando comparados aos valores Pré-BST (6,9 vezes; p<0,05). A proteina
total salivar seguiu 0 mesmo padrdo com aumento observado ap6s 0 BST (+34%; p<0,05). As
concentragdes de imunoglobulina-A salivar (IgA-s) ndo mostraram diferenca significativa
apos o BST. Os niveis de GSH e TBARs na saliva ndo mostraram diferenca significativa,
enquanto que a concentracdo de &cido urico diminuiu ap6s o BST (-26%; p<0,05).
Interessantemente, a superdxido dismutase (SOD) salivar aumentou (3,6 vezes; p<0,05),
enquanto que os niveis de catalase (CAT) na saliva ndo alteraram significativamente. Nao
houve correlacdo de nenhum dos parametros analisados com o desempenho no TSt, entretanto
atletas localizados no percentil superior (P90) de cortisol na saliva (11,2 ng/ mL a 32,7 ng/
mL) apresentaram tempos mais longos para a resolucdo do ToH. A eletroforese 2D mostrou
que 215 spots s6 apareceram no momento Pré-BST, 63 spots aumentaram e 108 diminuiram a
sua expressdo apOs o BST. Concluindo, a saliva é sensivel as modificacGes induzidas pelo
BST. A manutencdo dos niveis salivares de TBARs ap6s o BST parece ocorrer em fungdo da
diminuicdo dos niveis de &cido Urico, componente este que possui uma expressiva acao
antioxidante. Neste sentido, 0 aumento de SOD pés-exercicio parece agir como uma segunda
linha de defesa antioxidante contra a producdo de ROS induzidas pelo BST. Além disso, 0s
resultados dos testes de funcdo executiva indicam que niveis elevados de cortisol salivar
possuem um efeito deletério no tempo de resolucdo da ToH, que se refere a memoria de
trabalho, o planejamento e solucdo de problemas. No entanto o TSt, que envolve a atencéo
seletiva e a velocidade de processamento de informacgdes parecem ndo ser afetados pelos
niveis de cortisol em repouso. E finalmente, a eletroforese 2D mostrou que o BST induziu a
expressao diferencial de proteinas, visto que ndo surgiram proteinas novas apés o teste, e
dezenas de proteinas foram up-reguladas e down-reguladas apos o BST. Estes dados sugerem
gue apds uma andalise protedbmica, estas proteinas possam ser candidatas a marcadores de
desempenho fisico e/ou cognitivo em futuros estudos.

Palavras-chave: Futebol. Desempenho esportivo. Cognicédo. Saliva.



ABSTRACT

ARAUJO, Vinicius Rodrigues de. Use of salivary markers for evaluation and control of
physical and cognitive performance in soccer players. 2015. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The development of a physical training program depends on the control of different
biochemical parameters, which relates to factors such as the intensity of exercise, immunity
and the redox state. In addition, recent studies have also begun to point out the relevance of
executive function as a determinant component for achieving a high sports performance level.
Moreover, few studies have been conducted in athletes until now using these markers in saliva
along with cognitive function tests. The aim of this study was to evaluate the discriminatory
capacity of biochemical analyzes in saliva for evaluation of physical and its relation with
cognitive function in soccer players. Thirty-two athletes were submitted to Bangsbo Sprint
Test (BST) for evaluation of physical capacity and 48 hours later the Stroop test (TSt) and
Tower of Hanoi (ToH) to assess executive function. Lactate levels in saliva increased when
compared to Pre-BST values (6.9-fold; p <0.05). The total salivary protein followed the same
pattern with increase observed after BST (+ 34%; p <0.05). The concentrations of salivary
immunoglobulin-A (slgA) showed no significant difference after the BST. GSH and TBARs
levels in the saliva showed no significant difference, while the uric acid concentration
decreased after BST (-26%, p <0.05). Interestingly, superoxide dismutase (SOD) increased
salivary (3.6-fold; p <0.05), while the levels of catalase (CAT) in saliva did not significantly
change. There was no correlation of performance parameters analyzed with TSt, however
athletes at higher percentile (P90) of salivary cortisol (11.2 ng/ mL to 32.7 ng/ ml) showed
longer times of ToH resolution. The 2D electrophoresis showed that only 215 spots appeared
in the Pre-BST point, 63 spots increased and 108 decreased their expression after the BST. In
conclusion, the saliva is sensitive to changes induced by BST. The maintainance of salivary
TBARs after BST seems to occur in response of uric acid decrement, which presents
expressive antioxidant effects. In this sense the increased post-exercise SOD levels in saliva
seems to act as a second-line antioxidante defense against BST-induced ROS production.
Furthermore, the results of executive function tests indicate that elevated levels of salivary
cortisol have a deleterious effect on the settling time of ToH regarding to the working
memory, the planning and troubleshooting. However, TSt which involves selective attention
and information processing speed does not seem to be affected by cortisol levels at rest.
Finally, the 2D electrophoresis showed that the BST induced differential expression of
proteins, since additional proteins were not detected after the test, and dozens of proteins were
up-regulated and down-regulated after BST. These data suggest that after a proteomic
analysis, these proteins may be candidates for physical performance and/ or cognitive markers
in future studies.

Keywords: Soccer. Sports performance. Cognition. Saliva.
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INTRODUCAO

O termo "esporte” pode ser definido como um sistema complexo de préaticas corporais
ordenadas, fundamentado na superacdo dos competidores ou de resultados e/ou marcas
estabelecidas anteriormente pelo proprio praticante e que envolve atividades de competicédo
regulamentadas por alguma instituicdo (BELART; RANCE, 1991). O esporte passa a ter uma
maior sistematizacao, organizacao e as regras se tornam mais rigorosa no final do século XIX,
onde a seriedade do jogo ¢é intensificada. Com isso 0s métodos de treinamento ficaram mais
rigidos, disciplinando seus praticantes através de uma exigéncia maior pela vitdria, e com
taticas e estratégias para conseguir o melhor desempenho. (ELIAS, 1992).

Para Bompa (2002) e Tubino (2003) o conceito de esporte é dividido em esporte de
lazer e esporte de alto rendimento, competicdo. Onde o esporte de lazer tem como principal
objetivo 0 bem estar dos seus praticantes, sem nenhum compromisso com regras, sendo o
mais importante a participacdo. Ja o esporte de alto rendimento busca constantemente o
melhor desempenho atlético, e os aspectos técnicos, taticos, fisicos, sociais e emocionais séo
determinantes do resultado.

Dentre os esportes de alto rendimento, temos o futebol com 38 milhGes de atletas
profissionais que jogam o desporto regularmente pelo mundo, e no Brasil esse nimero é de
aproximadamente dois milhdes de individuos (COUNT, 2007). As caracteristicas do futebol,
juntamente com as atividades funcionais necessarias, obviamente, colocam uma demanda
significativa nas habilidades fisicas, técnicas, taticas, mentais e psicolégicas de cada atleta. E
uma das razdes que fazem o futebol ser tdo popular em todo o mundo é gue os jogadores ndo
precisam ter uma capacidade extraordinaria dentro de qualquer uma dessas areas de
desempenho, mas possuir um nivel razoavel em todas (MANNING; LEVY, 2006). No
entanto, existem tendéncias para a formacao e selecdo mais sistematica que influenciam os
perfis de jogadores que competem no mais alto nivel. Tal como acontece com outras
atividades, o futebol ndo é uma ciéncia, mas a ciéncia pode ajudar a melhorar o desempenho
(MANNING; LEVY, 2006; ST@LEN et al., 2005).

Especificidade do futebol e protocolos de testes fisicos
O futebol é caracterizado como uma atividade esportiva intermitente, com constantes
alteracdes de intensidade (COELHO et al., 2009; KRUSTRUP et al., 2006). Neste sentido,

Bangsbo et al. (2006) destacam que os jogadores de futebol executam um trabalho
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intermitente, onde 0s jogadores exercerem acdes de baixa intensidade por mais de 70% do
jogo. Em contrapartida, realizam entre 150 a 220 acdes de alta intensidade em um curto
periodo de tempo, o que gera um grau elevado de exigéncia fisica dos atletas que precisa ser
levado em consideragdo ao planejar estratégias de treinamento.

Sob uma otica temporal, utiliza-se majoritariamente da via aerdbia de transferéncia de
energia, uma vez que em mais de 70% do tempo de jogo os atletas efetuam esforcos de baixa
intensidade (BANGSBO; MOHR; KRUSTRUP, 2006). Os autores afirmam ainda que cerca
de 10 a 13 quilémetros séo percorridos em média por jogadores de linha durante uma partida,
variando de acordo com a posi¢do do jogador em campo, bem como o estilo individual de
cada um. No entanto, a maior parte € percorrida através de caminhadas e corridas de baixa
intensidade. Segundo Martin (2002), somente entre 8 a 18% da distancia total € percorrida na
maior velocidade individual. Apesar da aparente predominancia do sistema aerébio, sob uma
Gtica qualitativa, o sistema anaerobio de transferéncia de energia toma proporcfes aumentadas
em termos de relevancia ao longo de uma partida de futebol. Para Wisloeff et al. (1998), seria
inviavel que os atletas efetuassem atividades de alta intensidade durante a maior parte de um
jogo de futebol devido a duracéo de uma partida. Isso pode sugerir que jogadores e/ou equipes
capazes de efetuar atividades em maior intensidade por mais tempo podem obter vantagens
frente a seus adversarios.

A hipotese acima € corroborada por Mohr, Krustrup e Bangsbo (2003), onde atletas
profissionais de futebol considerados superiores efetuaram 28% mais corridas em alta
intensidade e 58% mais sprints em comparacao a atletas profissionais considerados inferiores.
O estudo procurou ainda avaliar a capacidade de recuperacdo desses atletas, submetendo-os a
um teste especifico de caracteristica intermitente, o primeiro grupo obteve uma recuperacao
11% melhor em relacdo ao segundo. Edwards, Clark e Macfadyen (2003) colocam que atletas
com limiar anaer6bio mais alto sdo capazes de percorrer maiores distancias com uma
intensidade maior durante as partidas, sem acumulo excessivo de lactato.

A capacidade de produzir muitos sprints em alta velocidade é essencial para o
desempenho no futebol. Tém sido demonstrado que as corridas em alta velocidade
representam menos de 10% da disténcia percorrida em uma partida, e ainda assim sao
consideradas criticas para o resultado de um jogo (BANGSBO et al., 1991; EKBLOM, 1986;
REILLY; THOMAS, 1976; WITHERS et al., 1982).

O termo "capacidade de sprints repetidos” (CSR) foi introduzido pela primeira vez por
Fitzsimons et al. (1993) e refere-se a "capacidade de reproduzir regularmente os esforcos de

sprint maximo"”. Na tentativa de compreender o mecanismo fisiologico envolvido na CSR,
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varios testes de campo foram desenvolvidos (BAKER; RAMSBOTTO; HAZELDINE, 1993;
BANGSBO, 1994; DAWSON; FITZSIMONS; WARD, 1993; FITZSIMONS et al., 1993;
TUMILTY et al., 1988; WADLEY; LE ROSSIGNOL, 1998). Todos estes protocolos tém
formatos similares, sendo que as distancias percorridas para cada sprints variam entre 20 e 40
metros (m). Por outro lado, o nimero de repetices fica entre 6 e 18, com intervalos de
recuperacdo de 15 a 25 segundos (s).

Todos os estudos anteriores envolvendo protocolos CSR tentaram estabelecer a
validade légica do protocolo. Fitzsimons et al. (1993) e Wadley e Le Rossignol (1998)
colocam que o teste de CSR desafia os sistemas de energia de forma que que melhor
representa a situacdo do jogo. Apenas um dos protocolos examinados usou recuperacdo ativa
(BANGSBO, 1994). Além disso, a maioria dos protocolos CSR envolve uma execucao
unidirecional e tem negligenciado a natureza multidirecional de um esporte como o futebol.
Apenas os protocolos de Baker et al. (1993) e Bangsbo (1994) incorporaram um componente
multidirecional. Neste contexto, s6 o protocolo denominado Bangsbo Sprint Test (BST),
proposto por Bangsbo (1994), incorpora um descanso ativo e 0 componente multidirecional, e
demonstrando alta confiabilidade para ser utilizado como teste de campo especifico para o
futebol (BANGSBO, 1994; WRAGG, 2000).

Fatores associados ao treinamento de alto rendimento

Levando em consideracdo todas as habilidades anteriormente citadas para um bom
desempenho esportivo, é fundamental o atleta ter um bem-estar fisico, psiquico e social. Por
outro lado, para aumentar a desempenho no alto rendimento, a estratégia mais utilizada é o
treinamento rigoroso, onde é exigido uma preparacdo com grande demanda de esforco fisico e
psicolégico. Nos grandes clubes o que se encontra € uma rotina de treinamento caracterizada
por longos periodos de duracdo e carga elevada, isto gera uma pressao nos atletas e forca-os a
desenvolver niveis de adaptacdo excelentes em vista aos estimulos diferentes que o esporte de
alto rendimento requer (BOMPA, 2002; BRANDAO, 2000; GARRETT; KIRKENDALL,
2003; GOMES, 2009; LEHMANN et al., 1998; TUBINO, 2003).

O desequilibrio entre a proporc¢éo de estimulo e resposta ocorre quando atletas de alto
nivel apresentam uma recuperacao insuficiente e a rotina de treinamento excede as exigéncias
psiquicas e fisicas. Sendo assim, o esportista pode ser prejudicado com uma queda de
desempenho, além de possiveis transtornos ligados ao excesso de treino e o surgimento de
lesdes (LEHMANN et al., 1998). Além da diminui¢cdo do desempenho, tém sido observados

varios danos celulares quando os niveis de carga de treino ultrapassam a capacidade do
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organismo de se adaptar, desencadeando consequéncias graves a carreira do atleta, desde um
afastamento por pouco tempo até ao abandono precoce do esporte (COSTA; SAMULSKI,
2005; COUTTS; WALLACE; SLATTERY, 2007). Alguns atletas iniciantes e até mesmo 0s
mais experientes, ndo suportam as demandas de treinamento e ficam proximos de desenvolver
uma grave lesdo musculoesquelética ou algum distdrbio psicolégico (MANNRICH, 2007,
SAMULSKI, 2009). Neste contexto o futebol é um esporte que exemplifica bem esta
situacdo, dentro de um ambiente de cobrancas e almejando uma carreira de sucesso, 0S
jogadores se submetem as exigéncias de seus treinadores.

Branddo (2000) afirma que por tratar-se de um esporte bastante complexo, para
compreender de forma completa o atleta de futebol de alto rendimento, existe a necessidade
de uma perfeita interligacdo entre os aspectos psicologicos, taticos, técnicos e fisicos ligados a
esse contexto. Segundo Confederagdo Brasileira de Futebol (2008) o cronograma
organizacional de uma equipe de futebol de alto rendimento é composto de atividades que
requerem um planejamento sistematizado, estruturado conforme o nivel competitivo que a
equipe se encontra e do calendario das principais competi¢cfes oficiais. Quanto a organizacao
dos treinamentos, as atividades objetivam principalmente a adaptacdo dos atletas as
exigéncias e aos desafios que as situacgdes variadas de uma competicdo podem proporcionar.

Entretanto, devido a alta demanda de jogos, as pressdes e cobrangas, o atleta pode
ficar comprometido e isso pode gerar um prejuizo no seu desempenho esportivo
(BRANDAO, 2000; COSTA; SAMULSKI, 2005; KELLMANN; KALLUS, 2001). Isto
acontece, pois o esporte, no seu formato atual, visando a vitéria “a qualquer custo” e,
consequentemente, 0 maximo desempenho sempre, exige uma demanda psicoldgica e fisica
estressante durante o periodo de preparacdo dos atletas.

Atualmente, percebe-se um consideravel aumento nas cargas de treino, principalmente
durante o periodo de preparacdo que precede uma competicdo. Varios treinadores quando
percebem que seus atletas ndo apresentam um bom desempenho, utilizam da estratégia de
aumentar a carga de trabalho. Além de néo ser a atitude mais adequada, isso pode prejudicar e
aumentar a vulnerabilidade e a susceptibilidade a doencas e, como consequéncia, uma queda
no rendimento fisico (COSTA; SAMULSKI, 2005; KELLMANN; KALLUS, 2001).

A recuperacdo, utilizada para superar os efeitos do estresse e da fadiga gerados pelo
treinamento, tem sido tratada como um fator fundamental no alto rendimento esportivo
(GRANELL; CERVERA, 2003). Ainda sim é importante ressaltar que, em longo prazo, essa

carga de treinamento com alto volume e intensidade pode alterar cronicamente os valores
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basais de determinados marcadores bioquimicos (CREWTHER et al., 2008; HANDZISKI et
al., 2006).

Neste sentido, o desempenho global de um atleta de futebol se deve a diversos fatores.
Basicamente tais condi¢Ges parecem envolver ndo s6 aspectos fisicos, mas também aspectos
cognitivos (WARD; WILLIAMS, 2003). Alem de habilidades fisicas e de coordenagdo, o
sucesso na esfera de desportos também depende de como as informacdes sdo processadas em
funcdo dos complexos contextos e em rapida mudanca. Nas ultimas duas décadas, uma ampla
gama de capacidades de percepgdo-cognitiva tém sido estudadas no desporto (MEMMERT,
2011; VESTBERG et al., 2012).

Handziski et al. (2006) acompanhou jogadores de futebol profissional durante uma
temporada e identificou que apds o periodo de competicdo havia uma diminuicdo nas
concentracdes de ACTH e testosterona e um aumento do cortisol quando comparado ao
periodo preparatorio. Isto € de extrema relevancia, pois, o cortisol desempenha um papel
central na resposta fisiolégica e comportamental a um desafio fisico e/ou psicologico
(GATTI; PALLO, 2011; HE et al., 2010). Alguns estudos mostraram que 0 estresse cronico
induz déficits de memoria (MCEWEN, 2004; MIZOGUCHI et al., 2000), paralelo com dano
estrutural ao citoesqueleto e atrofia neuronal (SOUSA; ALMEIDA, 2002), e plasticidade
sinaptica prejudicada (KIM; DIAMOND, 2002; SOUZA; MAMIYA; ZOUAIN, 1998). Esse
conjunto de fatores pode afetar a funcdo cognitiva, que é 0 processo de aquisicdo
do conhecimento por meio da atengdo, memdria, juizo, associagdo, imaginacdo, percepcao,
raciocinio, pensamento e linguagem (WAGNER et al., 2015; STAWSKI., 2011). De modo
que, consequentemente, o funcionamento cognitivo de ordem superior, as chamadas funcdes
executivas, também possa ser afetado (VERBURGH et al., 2014).

As funcdes executivas gerenciam outras fungdes cognitivas mais basicas (por
exemplo, percepgdo visuo-espacial) e envolvem fungbes tais como a inibicdo do
comportamento, atencdo e memoria de trabalho (ALVAREZ; EMORY, 2006;
PENNINGTON; OZONOFF, 1996). As fungdes executivas podem ser importantes para um
desempenho bem sucedido em vérios esportes, porque facilita a adaptacdo a situagdes novas
ou alteradas, atencdo, bem como a escolha de estratégias de jogo (VERBURGH et al., 2014;
WILLIAMS; ERICSSON, 2005). Vestberg (2012) sugere que um alto desempenho das
fungdes executivas é importante para o futebol e pode até mesmo prever o sucesso futuro
neste esporte, e avaliagcdo dos componentes do funcionamento cognitivo de ordem superior
pode ser realizada através de alguns instrumentos (CONTI et al., 2015; CZERMAINSKI;
BOSA; DE SALLES, 2014). Uma destas ferramentas é o teste de Stroop, amplamente
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utilizado para avaliar a atencdo seletiva, controle inibitério e a atengdo sustentada
(BRUGNOLDO et al., 2015; STROOP, 1935). Outro teste bastante simples de ser aplicado é a
Torre de Hanoi, uma ferramenta neuropsicologica, muitas vezes usada para avaliar
habilidades de planejamento (BALACHANDAR et al., 2015, BRENNAN; WELSH;
FISHER, 1997; GOEL; PULLARA; GRAFMAN, 2001).

Neste contexto, € fato que para um bom desempenho no futebol é necessario um
treinamento ideal de todas as dimens@es: cognitivas, taticas, técnicas e fisicas. E quando isto é
realizado de forma planejada, apresenta um impacto favoravel na salde e desempenho.
Entretanto, este equilibrio muitas vezes se encontra fragilizado devido a relacdo entre os
periodos de treinamento/competicdo com os intervalos de descanso, que quando sao
insuficientes podem levar a queda do desempenho fisico, porém outros sinais e sintomas
podem ser observados como fadiga, alteracBes neuroenddcrinas, irritabilidade e baixa
imunidade (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; MEEUSEN et al., 2006; SMITH, 2000).

Neste sentido, a dosagem dos hormonios testosterona e cortisol, € comumente
utilizada para avaliar este quadro, uma vez que em atletas submetidos a elevadas cargas de
treinamento, podem ser observadas no plasma altas concentracdes de cortisol e baixas
concentragdes de testosterona (BROWNLEE; MOORE; HACKNEY, 2005; FRY;
KRAEMER; RAMSEY, 1998; HOOGEVEEN; ZONDERLAND, 1996; MASO et al., 2004).

Nesta mesma perspectiva de possiveis marcadores para avaliar respostas ao
exercicio/treinamento fisico, o estudo pioneiro de Margonis et al. (2007) demonstrou que um
programa de treinamento de alta intensidade realizado semanalmente, repetido por seis dias
consecutivos, gerou um quadro de estresse oxidativo, compativel com o quadro de queda de
rendimento. A partir dai comecaram a surgir pesquisas considerando o estado redox como um
importante fator para um adequado desempenho fisico (LOMBARDI et al.,, 2010;
TANSKANEN; ATALAY; UUSITALO, 2010).

Contudo, o fluido utilizado como amostra nestes estudos foi o sangue, pois até o
momento € o mais popular e amplamente aceito para uso em diagndsticos clinicos e estudos
experimentais. A analise dos componentes do sangue revelou associacdes com VAarios
processos de doenca; uma vez que este fluido circula em volta de tecidos e érgéos, e €
potencialmente capaz de conter os subprodutos de areas doentes, por exemplo, tumores (LOO
etal., 2010).

Apesar da andlise de sangue e seus componentes tem sido utilizada para
procedimentos de diagndstico de laboratorio durante véarias decadas e bastante utilizado para

avaliacdo em Bioquimica do Exercicio e do Esporte, os atletas apresentam resisténcia a coleta
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de sangue por diversos fatores, como aicmofobia (medo de agulhas), crenca de que a retirada
de sangue promova gqueda de desempenho ou uso do mesmo para exame antidoping (LIPPI et
al., 2009; PENAILILLO, 2015; MOREIRA et al., 2009). Como alguns autores destacam que
outros fluidos biolégicos sdo também frequentemente utilizados para avaliar o
comportamento de doencgas, por exemplo, urina, fluido cerebrospinal e a saliva (Mandel,

1990; Wong, 2008), que neste caso pode oferecer vantagens distintas em algumas situacoes.

Saliva

A saliva é um liquido claro ligeiramente acido (pH 6 a 7), secretado na boca,
principalmente a partir das glandulas salivares (SPIELMANN; WONG, 2011). E um fluido
hipotdnico composto basicamente de agua, eletrolitos e moléculas organicas (por exemplo,
aminoacidos, proteinas e lipideos). Em condi¢des normais, os adultos humanos produzem
entre 500 a 1500 mL de saliva por dia (NAVAZESH, 1993).

A saliva total € composta por uma mistura complexa de fluido oral, contendo também
fluido crevicular ou gengival a partir do soro derivado do sulco gengival, células epiteliais
descamadas, orais e microrganismos tais como virus, fungos, bactérias e endotoxinas
bacterianas. Em alguns casos, o sangue e o soro de feridas orais, expectora¢ao bronquica e de
secre¢des nasais, e detritos de comida também podem ser encontradas na saliva (KAUFMAN
E LAMSTER, 2002; NEGRONI, 2000).

Presente na cavidade oral, este fluido origina principalmente de trés glandulas
salivares: parétida, submandibular e sublingual, que produzem 90% das secrecdes salivares,
enquanto os 10% restantes sdo provenientes das glandulas menores (labial, bucal e palatal)
(NAVAZESH; KUMAR, 2008). As glandulas parétidas, nos seres humanos, sdo inteiramente
serosas uma vez que sua secrecdo carece de mucina (Figura 1), enquanto as glandulas

submandibular e sublingual s&o mucosas e serosas (Figura 2).
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Figura 2- Glandula submandibular e sublingual

AT
Nota: Observe os pequenos ductos da glandula sublingual.
Fonte: HANSEN; LAMBERT; OPPIDO, 2007

As glandulas salivares séo estruturas tubuloalveolares que contém &cinos e um sistema
ramificado de tubos que conduzem para a cavidade oral, a partir da regido do acino. Esses
tubos séo referidos como dutos intercalares, estriados e excretores. Ambos, 0s &cinos e o duto,
participam da secrecdo salivar. A regido acinar é o local de toda a geracdo de fluido e a parte
que secreta mais proteina da glandula. Esta secrecdo primaria é modificada durante a sua
passagem posterior ao longo do duto, onde ocorre consideravel fluxo de eletrélito.
(HAECKEL, 1996; HUMPHRE.; WILLIAMSON, 2001; NUNES; MACEDO, 2013,
VERKMAN, 2000).
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Componentes salivares

Apesar da diversidade da fonte de fluido, 99% do conteudo da saliva é composta por
agua, enquanto que o restante 1% contém uma grande nimero de componentes inorganicos e
organicos (NAVAZESH; KUMAR, 2008).

Os componentes inorganicos incluem eletrélitos como sodio, potéssio, calcio,
magnésio, cloreto, e fosfato, que entram na saliva através de gradientes osmoticos e sao
regulados pela taxa de secre¢do, natureza do estimulo e do nivel de mineralocorticéides na
circulacdo, enquanto que 0s componentes organicos podem ser ndo-proteico ou proteico,
derivados principalmente da sintese de proteinas e sdo armazenados como granulos dentro das
células acinares (CHIAPPIN et al., 2007; MALAMUD, 1992). Os componentes ndo-proteicos
da saliva sdo o acido drico, bilirrubina, creatinina, glicose, lipidios (colesterol e acidos
graxos), aminas, lactato, entre outros (AAS et al., 2005).

As proteinas presentes na saliva sdo ricas em prolina, amilase, mucina, lisozima, IgA,
lactoferrina, peroxidase, estatinas, estaterinas, metaloproteases de matriz, glicoproteinas e
lipoproteinas, entre outros. Outros componentes protéicos incluem enzimas e inibidores de
enzimas, citocinas, tais como interleucina-8, e hormonios, tais como catecolaminas, tiroxina,
tri-iodotironina, cortisol, horménio do crescimento, testosterona, progesterona, prolactina, e
melatonina (NEGRONI, 2000; NIEUW AMERONGEN et al., 2007).

A saliva total pode também conter células epiteliais bucais, produtos da degradacédo do
sistema imunitario do hospedeiro e endotoxinas (CHIAPPIN et al., 2007; NEGRONI, 2000;
SPIELMANN; WONG, 2011). Esses componentes cumprem varios papéis, inclusive de
resposta imune, protecdo do tecido, atividade antimicrobiana, inibicdo de precipitagdo de
calcio, remineralizacdo do esmalte, percepcao de aroma, digestdo, inibicdo da proteinase, bem
como outras funcgdes, tais como a transcricao, a proliferacdo de células, o sinal de transducéo,
quimiotaxia, e motilidade celular (SPIELMANN; WONG, 2011).

Além disso, a saliva auxilia em numerosas fungdes, como a fala, gustacdo e degluticdo
de alimentos, digestdo oral, lubrificacdo de tecidos, acdo antiviral, protecdo antibacteriana,
manutencdo da integridade dentaria e da homeostase oral (LOO et al., 2010; SPIELMANN;
WONG, 2011).

Fisiologia da circulacdo plasmatica/ salivar
A principal funcdo da saliva é a manutencdo da satde oral, entretanto existe um fluxo
do plasma para a saliva (HUMPREY, 2001; NUNES; MACEDO, 2013). Com isso, varios

componentes sdo constituintes ndo-habituais da saliva e sdo derivados de diferentes 6rgéos e
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sistemas. Algumas moléculas plasmaticas cruzam as barreiras capilares, o espaco intersticial,
e as membranas das células acinares e dutais, atingindo o lumen dos tubulos excretores das
glandulas salivares. Assim, moléculas diferentes entram na saliva através de vias
intracelulares e extracelulares (LLENA-PUY, 2006). O transporte seletivo através das
membranas celulares é realizada por difusdo passiva de moléculas lipofilicas (hormonios
esteroide) ou transporte ativo através de canais proteicos (CHIAPPIN et al., 2007). Neste
ultimo caso, as moléculas com peso molecular <1900 Da (agua, ions, horménios) chegam por
ultrafiltracdo através de juncgdes celulares ou jungbes comunicantes presentes entre as células
secretoras das unidades (PFAFFE et al., 2011) (Figura 3).

Figura 3- Transporte de substancias do plasma para as glandulas salivares

Capilares

— Sangue

Capilares

— Ne—

i pliposolivais |
Eletrolitos_

Legenda: (a) entrada de componentes por filtracdo simples. (b) entrada de compostos lipossoltveis por difusdo
passive. (c) entrada de componentes por transporte ativo. (d) bombeamento ativo de ions de Na e
concomitante entrada de H,O. (e) componente produzido e secretado pelas glandulas salivares. (f)
bombeamento de ions de Na para o sangue, produzindo fluido hipoténico.

Fonte: NUNES; MACEDO, 2013; adaptado de WONG, 2006.

Neste contexto, o fluido crevicular contém varios elementos plasmaticos, tais como,
transferrina, 19G, IgM, neutréfilos, linfocitos T e B e macrofagos, entre outros, e algumas
moléculas tipicas de plasma, tais como albumina, sdo também encontradas na saliva devido a
um mecanismo de transudacdo. Esta rota fornece os compostos do plasma com acesso a
cavidade oral a partir do fluido crevicular ou diretamente a partir da mucosa bucal
(CHIAPPIN et al., 2007; NEGRONI, 2000; SPIELMANN; WONG, 2011; YAN ET AL.,
2009).

Como os componentes sericos de saliva sdo principalmente derivados da vasculatura
local que se origina a partir das artérias cardtidas (JOHNSON, 2001), a saliva tem uma fonte

de fluido prodigiosa que fornece muitos, se ndo a maioria, das moléculas encontradas na



25

circulacdo sistémica. Isso faz com que a saliva seja um fluido potencialmente util para o
diagnostico de varias doencas sistémicas, assim como para avaliar respostas crénicas e agudas
ao exercicio (CELECOVA et al., 2013; FABRE et al., 2012; KIRSCHBAUM, 1999;
SAHEBJAMEE et al., 2008; SHIMADA et al., 2008).

Alguns estudos identificaram uma grande diversidade de biomoléculas na saliva que
fornecem informacdes em relacdo a varios 6rgdos e sistemas, visto que elementos como
bactérias, células epiteliais, eritrdcitos, leucocitos podem estar presentes na saliva. Por outro
lado, alguns destes compostos sdo sintetizados nas células das glandulas salivares, isto quer
dizer que alguns componentes da saliva ndo estdo relacionados com as concentragdes
plasmaticas, e sim com a resposta glandular local. (CHICHARRO, 1998; NUNES;
MACEDO, 2013).

Tipos de saliva

A catalogacdo recente do proteoma salivar trouxe informagdes com grande potencial
para aplicacbes diagnostica e analise de comportamentos neste fluido (DENNY, 2008;
HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007). A relevancia clinica desta informacédo é pertinente
para o tipo de saliva em analise, que pode ser especifica de uma glandula ou saliva total.
Existem trés grandes glandulas salivares (parétida, submandibular e sublingual) que
introduzem a saliva na cavidade oral. A saliva a partir destas glandulas fornece diferentes
misturas de fluido seroso e mucinoso, e é principalmente Util para a deteccdo de uma
patologia especifica da glandula. A saliva total, por outro lado, € composta por uma mistura
de fluidos orais a partir das glandulas salivares maiores (submandibular 65%, parétida 23% e
sublinguais 4%) e glandulas salivares menores (8%), e contém constituintes de origem nao-
salivar, incluindo fluido crevicular gengival (FCG), soro transudado para a mucosa e locais de
inflamacdo, células epiteliais e do sistema imunoldgico, restos de alimentos e diversos
micrébios (FOX, 1989; MANDEL, 1976).

A saliva total é mais estudada porque sua coleta € facil, ndo invasiva e rapida de obter,
sem a necessidade de equipamentos especializados. Também pode ser coletada com ou sem
estimulacdo. Sendo a primeira comumente coletada pelo método “drenagem", onde a cabeca
da pessoa deve estar inclinada para a frente, de modo que a saliva se mova em direcdo a
regido anterior da boca e seja recolhida através de algum material auxiliar. J& a segunda é
geralmente obtida por acdo de mastigacdo (isto &, o individuo deve mascar parafina) ou por
estimulacdo gustatoria (isto €, utilizacdo de acido citrico ou doces acidos sobre a lingua dos

individuos) e é expectorada dentro de um tubo. O método estimulado é menos adequado para
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aplicacbes diagnosticas e analise de comportamentos salivares, porque as substancias
utilizadas para estimular a saliva tendem a modular o pH do fluido e, geralmente, estimular a
fase de secrecdo de agua da saliva, resultando numa diluicdo de proteinas de interesse
(OBERG,; IZUTSU; TRUELOVE, 1982; RUDNEY, 1985).

Neste sentido, a identificacdo e analise de biomoléculas presentes na saliva podem
fornecer informacdes sobre a funcdo de varios érgdos do corpo (GREABU ET AL., 2009;
OPPENHEIM et al.,, 2007; TIWARI, 2011; ZIMMERMANN et al., 2007). Dados
discriminatorios de DNA, RNA, proteinas, metabolitos, microrganismos, e outros, podem ser
candidatos a potenciais biomarcadores, com o0s quais é possivel detectar alteracbes

fisioldgicas antes de sintomas clinicos se tornarem aparentes (LOO et al., 2010).

Justificativa

Recentemente a saliva se tornou um fluido potencial para avaliagéo de biomarcadores
no diagnostico e acompanhamento de doencas. O uso da saliva possui varias vantagens sobre
as amostras de sangue, incluindo a natureza ndo invasiva da coleta com a consequente
reducdo dos niveis de ansiedade e estresse (SHAH et al., 2011). Isto é particularmente
importante em pediatria e geriatria, ou em pacientes com problemas vasculares (MALAMUD,
2011), bem como para avaliacdo de atletas. A simplicidade da coleta, tratamento,
armazenamento e processamento reduzindo os custos associados (TIWARI, 2011), bem como
0 baixo risco de exposi¢do dos técnicos de laboratério com amostras perigosas (LIMA et al.,
2010; MILLER, 1994) tornam este fluido uma ferramenta de analise muito interessante.

A saliva fornece dados clinicamente relevantes e informacdes relativas a compostos
celulares biologicamente ativos que podem ser usados para avaliar e monitorar 0 processo
salde-doenca (TIWARI, 2011; ZIMMERMANN et al., 2007), bem como as respostas agudas
e cronicas ao exercicio (NUNES; MACEDO, 2013; CHICHARRO et al., 1998). Existe ainda
o fato de que alguns atletas se recusam a realizar a coleta de sangue. Sendo assim, a saliva
propicia avaliagdo dos voluntarios em diferentes condigdes, inclusive podendo ser coletada
pelo proprio individuo.

Apesar de diversos estudos utilizarem a saliva para avaliar diferentes respostas ao
exercicio, poucos sdo aqueles que estudaram os apesctos fisicos e cognitivos no esporte. Neste
contexto, nenhum estudo demonstrou até o momento os efeitos do exercicio sobre o0s
marcadores de estresse oxidativo em conjunto com os de intensidade do exercicio e

imunidade da mucosa oral. Sendo assim, acreditamos que tais parametros na saliva possam



27

ser utilizados como uma relevante ferramenta para avaliar o desempenho fisico e cognitivo

em atletas de futebol.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

O objetivo desse trabalho foi estudar a capacidade discriminatoria das analises
bioguimicas realizadas em saliva para avaliagdo do desempenho fisico e cognitivo em atletas
de futebol.

1.2 Especificos

a) ldentificar o estado fisico dos atletas utilizando analises realizadas na saliva, um
material biol6gico obtido de forma n&o invasivo e de fécil acesso;

b) Investigar o potencial diagndstico da saliva para a avaliacdo da funcdo executiva em
atletas de futebol;

c) Avaliar o uso de marcadores hormonais salivares, de intensidade do exercicio,
imunidade da mucosa oral e estresse oxidativo como fatores relevantes no desempenho

esportivo dos atletas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desenho experimental

O presente estudo foi dividido em trés partes. Na primeira parte, foi analisada a
resposta aguda de determinados marcadores bioquimicos ao teste de capacidade de sprints
repetidos em atletas de futebol, o0 Bangsbo Sprint Test (BST). Na segunda parte foi avaliada a
funcdo executiva dos jogadores de futebol profissional a partir de alguns testes especificos,
teste de Stroop (TSt) e torre de Hanoi (ToH). E na terceira e Gltima parte foram utilizadas as
amostras de oito atletas, cuja intensidade do exercicio (verificada a partir do lactato) foi
semelhante, para um estudo piloto a partir de uma abordagem preliminar de protedmica
(Figura 4).

Figura 4 - Esquema do desenho experimental

| Parte

- Efeito do Teste Fisico (Resposta
Aguda) [n=32]

*Bansbo Sprint Test (BST)
*Coleta de Saliva Pré e P6s BST

Il Parte
- Avaliacao da Funcdo Executiva [n=32]
*Teste de Stroop (TSt)
*Torre de Hanoi (ToH)
*Coleta de Saliva em Repouso

11l Parte

- Abordagem Preliminar de
Protebmica [n=8]

*Estudo Piloto
*Coleta de Saliva Pré e Pés BST
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2.2 Participantes

Trinta e dois atletas de futebol (idade 21,2 £ 4,2 anos, altura 1,77 + 0,07 m; de massa
corporal 74,8 + 10,1 kg; IMC 23,8 + 2,9 Kg / m?) participaram do estudo. Todos os
voluntarios faziam parte de um centro de treinamento fisico para jogadores de futebol,
CETRAF (Rio de Janeiro, Brasil).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (ID: 30711414.8.0000.5259). O termo de consentimento livre esclarecido foi assinado
por todos os participantes antes do teste. Foram excluidos do estudo os participantes que
apresentaram um ou mais dos seguintes critérios: tabagismo, doencas cronicas, utilizacdo de
farmacos ou suplementos alimentares que pudessem interferir no seu desempenho e/ou

resposta ao teste.

2.3 Procedimentos experimentais

O BST e os testes de funcdo executiva (TSt e ToH) foram realizados em dias
diferentes, com 48 horas (h) de diferenca entre um e o outro. Os participantes foram instruidos
a ndao comer e beber, exceto agua mineral (sem gas), e abster-se de alcool, cafeina e exercicios
extenuantes 2h antes dos testes. Todos avaliados chegaram as 8h e 30 minutos (min.) ao
Centro de Treinamento de Futebol (CETRAF) e ficaram calmamente sentados durante 5 min.
antes de fornecer amostras de saliva que representam as condi¢fes de repouso. A saliva foi
obtida imediatamente antes dos testes (BST, TSt e ToH) e apds a conclusdo do BST.

Os participantes ingeriram 300 mL de agua 1 min. antes de fornecer as amostras de
saliva. Todas as amostras foram coletadas no periodo da manha (9h as 12h am) e garantiu-se

gue nenhuma comida ou bebida fosse consumida 10 min. antes de cada coleta de saliva.
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2.4 Coleta de saliva

A amostra foi coletada através de um modelo adaptado sem estimulagdo, onde um
rolete de algoddo (MasterRoll Plus - Wilcos®) ficou 3 min. na boca do atleta, e durante este
tempo o individuo foi orientado a deixar o algoddo sob a lingua. Apos esse tempo o rolete de
algoddo foi transferido para uma seringa hipodérmica, sem agulha, estéril, de 5 ml (BD
Plastipak®), e desta seringa foi extraido a amostra que estava contida no rolete de algodao
para um microtubo tipo eppendorf graduado de 2,0 mL de tampa lisa, e estes tubos foram
armazenados em gelo temporariamente. Os eppendorfs com as amostras de saliva foram
centrifugados a 3000xg por 10 min. a 4°C para remocdo dos restos celulares, e o sobrenadante

resultante foi armazenado a -20 °C para anélises posteriores.

2.5 Bangsbo Sprint Test (BST)

Neste protocolo de teste de capacidade de sprints repetidos, os jogadores realizaram 7
sprints sucessivos com mudancas de direcdo, em uma distancia total de 40m. Cada sprint foi
separado por 25s de descanso ativo e para aumentar a confiabilidade do teste, os tempos dos
sprints foram registrados com células fotoelétricas (Hidrofit®, Belo Horizonte- MG, Brasil)
(Figura 5). As tentativas falhas durante o BST devido a queda ou escorregdes foram excluidas
e guando observado na primeira tentativa o teste foi interrompido com posterior

reinicializacdo, apds a recuperacdo total do atleta.

Figura 5- Esquema do Bangsbo Sprint Teste

7 x Sprint (A-B) ® Cones

25 seg. Descanso (B-C-D) — ]S)print
- — » Descanso




32

2.6 Testes de Fungdo Executiva

2.6.1 Teste de Stroop (TSt)

Foi utilizada uma versdo computadorizada adaptada do teste Stroop tal como descrito
por Ryu e Kim (2015). Este teste inclui dois tipos de ensaios: congruente (por exemplo, a
palavra azul apresentada na cor azul) e incongruente (por exemplo, a palavra azul apresentada
na cor vermelha). Para cada palavra, os participantes tinham que identificar a cor dos
estimulos visuais dentro do tempo de 2s. O teste teve um tempo total de 1 min. e 30s. Para a
execucdo da tarefa foi posicionado um monitor colorido de 17 polegadas ao nivel dos olhos
dos participantes, a uma distancia aproximada de 80 cm. Durante o teste, as palavras verde,
azul, preto e vermelho foram apresentadas congruentes ou incongruentes a sua cor, de forma
aleatdria, individualmente, no centro do monitor. A cada 2s era trocada a palavra na tela, e a
partir disso foi contabilizado o nimero de acertos e erros ao final da tarefa, de acordo com um

gabarito pré-estabelecido (Figura 6).

Figura 6 - llustracdo do Teste de Stroop

Tela 1l Tela 2 Tela 3 Tela 4
Azul Verde Azul Preto
Telab Tela 6 Tela? Tela 8

Verde Vermelho | Vermelho | Verde
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2.6.2 Torre de Hanoi (ToH)

A tarefa ToH envolve o deslocamento de todos os discos (discos de 2-5) a partir da sua
primeira posi¢do para uma posi¢do final com um nimero minimo de movimentos, sem violar
as regras determinadas. Estas regras incluem: (a) um unico disco deve ser movido de cada
vez; (b) os discos devem ser deslocado apenas para os locais determinados; e (¢) um disco
maior ndo pode ser colocado sobre um disco menor (BALACHANDAR et al., 2015).

Com base em Goel et al. (2001), foi utilizado o jogo Torre de Hanoi com 4 discos
disponibilizado on-line Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
(http://www.ufrgs.br/psicoeduc/hanoi/), 2005, com licenca GPL de software livre (Figura 7).

Figura 7- llustracdo da Torre de Hanoi

#jogadas 0 #jogadas 2

#jogadas 18 arfogo | | #c : - #jogadas 29

2.7 Analises bioquimicas

2.7.1 Contaminacdo por sangue

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Salimetrics™, Palo Alto, EUA),
com metodo de imunoensaio competitivo. Antes da utilizagdo, todos os reagentes e a

microplaca foram mantidos a temperatura ambiente. O tampdo de lavagem foi preparado


http://www.ufrgs.br/psicoeduc/hanoi/
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através da diluicio de um tampdo concentrado [10x] (tampédo fosfato, detergente e
conservante) com agua destilada (100 mL de tampéo de lavagem concentrado (10x) para 900
mL de H,O destilada).

A preparacdo das diluicGes em série do padrdo de contaminacdo por sangue (tampéo
fosfato, indicador de pH e conservante) foi realizado de modo que as concentracdes finais dos
padrdes foram, respectivamente, de 6,6 mg/ dL, 2,2 mg/ dL, 0,73 mg/ dL, 0,24 mg/ dL, e 0,08
mg/ dL.

Foram adicionados 20 uL dos padrdes, controles (transferrina, tampéo e conservante) e
amostras de saliva nos pocos apropriados, seguido de 20 uL do diluente de ensaio de
contaminacdo por sangue em 2 pogos para servir como o zero. Foi adicionado 50 uL da
solucdo do conjugado diluido (20 uL do conjugado de enzima [transferrina conjugada com
peroxidase de rabano silvestre e conservante] para o tubo de 8 mL do diluente de ensaio de
contaminagdo por sangue) a cada pogo. Em seguida foi adicionado 50 uL de anti-soro de
contaminacdo por sangue (solucédo de anticorpo de coelho anti-transferrina humana) em todos
0s pocos. A placa foi agitada durante 5 min. e incubada a temperatura ambiente durante 45
min. Apos a incubacdo os pogos foram lavados 4 vezes com 300 uL de tampéo de lavagem, ,
em seguida, eliminando o liquido por decantacdo. No passo seguinte foi adicionado 100 uL de
solucdo de substrato TMB a cada poco, e a placa foi agitada durante 5 min. e incubada no
escuro (coberta) a temperatura ambiente durante um periodo adicional de 10 min. Logo apds
foi adicionado 100 uL de solugdo de parada (&cido sulfurico, 2M), e a placa foi agitada
durante 3 min. A absorbancia foi determinada a 450 nm dentro de 10 min. As concentrac¢des
dos controles e das amostras de saliva foram determinadas por interpolacdo, e os valores
foram expressos em mg/dL. O limite de sensibilidade foi de 0,08 mg/dL, e coeficientes

médios intra e inter-ensaio de variacdo foram menos de 10% e 15%, respectivamente.

2.7.2 Lactato

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (BioclinTM; Minas Gerais, Brasil),
com o método ultravioleta visivel (UV) enzimatico utilizando a enzima lactato desidrogenase.
Inicialmente foi formado um monorreagente com 20 mL do reagente enzimatico (Tampéao
Borato [pH 10,0], LDH > 24 KU/L e Azida Sédica 15,38 mmol/L) adicionados a 5 mL do
reagente de coenzima (NAD > 4 mmol/L, Tampao Citrato 200 mmol/L [pH 3,0] e Azida
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Sédica 15,38 mmol/L.). Em seguida, foram adicionados em tubos diferentes 10 uL da
amostra, 10 uL do reagente padrdo (Lactato 10 mg/dL e Azida Sodica 15,38 mmol/L.) e 10 uL
de agua destilada (branco), e a cada tubo foi acrescentado 1,0 mL do monorreagente formado
anteriormente. Todos os tubos foram homogeneizados suavemente, e incubados por 5 min. a
37°C. A absorbancia da amostra foi determinada a 340 nm, e a leitura foi realizada em, no
méaximo, 30 min. A concentracdo foi determinada a partir do seguinte calculo: ((Abs. da

Amostra x Concentracdo do Padrédo)/Abs. Padréo), e o resultado foi expresso em mg/ dL.

2.7.3 Proteinas totais

Foi realizado por meio de kit comercial (Bioclin™: Minas Gerais, Brasil), com
método do Biureto (GORNALL, 1949). Foram adicionados em tubos diferentes 50 uL da
amostra, 50 ul do reagente padrdo (Albumina 4g/dL, estabilizador e Azida Sodica 15,38
mmol/L.) e 50 ul de &gua destilada (branco), e a cada tubo foi acrescentado 2,5 mL de
Biureto.

Todos os tubos foram homogeneizados suavemente, e permaneceram em repouso
durante 10 min. A Abs da amostra foi determinada em 545 nm, acertando o zero com branco,
e a leitura foi realizada em, no maximo, 30 min. A concentracdo foi determinada a partir deste

calculo: ((Abs. da Amostra / Abs. Padrdo) x 4), e o resultado foi expresso em g/ dL.

2.7.4 Cortisol

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Diametra™, Foligno, Italia), com
um método colorimétrico imunoenziméatico competitivo. Inicialmente foi feita a preparacéo
dos calibradores, do conjugado diluido e da solucdo de lavagem. Antes da utilizacdo, os
calibradores ficaram em um mixer rotativo por pelo menos 5 min. Os calibradores prontos
para apresentam 6 diferentes concentragdes de cortisol: 0, 0,5, 1, 5, 10, 20 e 100 ng/mL. O
conjugado diluido foi preparado imediatamente antes da utilizacdo, adicionando 10 uL de
conjugado (cortisol conjugado com peroxidase de rabano silvestre) a 1 mL de Tampéo de

Incubacdo (tampéo de fosfato 50 mM [pH 7,4] e BSA 1 g/ L). E a solugédo de lavagem foi
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preparada, antes da utilizacdo, a partir da diluicdo de 50 mL da "Solugdo 10x Concentrada™
(0,2M tampéo de fosfato, Proclin <0,0015%) com agua destilada, para um volume final de
500 ml. Antes do inicio do ensaio todos os reagentes atingiram a temperatura ambiente (22 a
28 °C).

Foram adicionados em diferentes pogos da microplaca revestida com anticorpo anti-
cortisol: 25 uL da amostra, 25 uL dos calibradores e 25 uL de agua destilada (branco), e a
cada poco foi acrescentado 200 uL de conjugado diluido. A placa foi incubada a 37°C durante
1h. O contetdo de cada pogo foi removido e lavados 3 vezes com 300 uL da solucdo de
lavagem diluida. Durante cada etapa da lavagem, a placa foi suavemente agitada durante 5s e
0 excesso foi removido invertendo a placa sobre um papel absorvente. Em seguida foi
adicionado a cada poco 100 uL de substrato de TMB (H,O, - TMB 0,26 g/ L) e a placa foi
incubada a temperatura ambiente (22 °C - 28 °C) durante 15 min. no escuro. Apds a
incubacdo adicionou-se a solucdo de parada (H.SO4 0,15M) e a microplaca foi agitada
suavemente.

A absorbancia da amostra foi determinada em 450 nm dentro de 5 min. Os valores das
amostras na curva de calibragdo foram interpolados para obter os valores correspondentes das

concentracdes, expressas em ng/ mL.

2.7.5 Imunoglobulina A salivar (IgA-s)

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Salimetrics™, Paio Alto, EUA),
com método de imunoensaio competitivo. Inicialmente foi feita a preparacdo do tampao de
lavagem, do IgA-s diluido, da solucdo da solucdo de parada, da diluicdo em série do padréo de
IgA-s e das amostras. Para o tampdo de lavagem foi diluido 100 mL de uma solugdo de
lavagem (tampéo fosfato, detergente e conservantes) concentrada (10x) em 900 mL de &gua
destilada. O IgA-s diluido foi formado a partir de 50 mL do diluente IgA-s (tampdo fosfato e
conservantes) concentrado (5x) em 200 mL de agua destilada. A solucéo de parada liofilizada
fornecida pelo kit foi reconstituida com 10 mL de agua destilada. E apds a diluicdo seriada do
padrdo de IgA-s as concentragdes finais de padrdes foram de 600 ug / mL, 200 ug / mL, 66,7
ug/mL,22,2ug/mL,7,4ug/ mLe25ug/ mL.

Em diferentes tubos, as amostras foram diluidas (1:5), 25 uL de saliva em 100 uL de

IgA-s diluido. Para 10uL dos padrGes preparados a partir da diluicdo seriada e 10 uL IgA-s
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diluido, em tubos distintos, foi adicionado 4 mL de IgA-s diluido, que serviram como padrdo
e branco, respectivamente. O conjugado anticorpo-enzima (anticorpo de cabra anti-IgA
humana conjugado com peroxidase de rabano e tampédo) foi diluido (1:120) por adicdo de 25
uL do conjugado em 3 mL IgA-s diluido. E em seguida, 50 uL do conjugado anticorpo-
enzima diluida foram adicionados a todos os tubos, suavemente misturados por inversdo, e
incubados durante 90 min. a temperatura ambiente. Apds a incubacgéo, o conteudo dos tubos
foram transferidos para placa de ensaio, misturando cada tubo novamente por inversdo suave
e adicionando 50 uL de cada tubo para a microplaca. A placa foi incubada a temperatura
ambiente com agitacdo continua a 400 rpm durante 90 min. Apds este periodo a placa foi
lavada 6 vezes, adicionando 300 uL do tampdo de lavagem em cada po¢o e em seguida
descartando o liquido. Depois foi adicionado 50 uL de solu¢do de TMB, a placa ficou em
rotacdo durante 5 min. e foi incubada no escuro a temperatura ambiente durante um periodo
adicional de 40 min. Apds esta etapa foi adicionado 50 uL de solucdo de parada a cada pogo e
a placa ficou em rotacdo durante 3 min.

A absorbancia da amostra foi determinada em 450 nm dentro de 10 min. apés a adicéo
da solucdo de parada. Os valores dos padrbes foram interpolados para obter os valores
correspondentes as amostras de saliva, este resultado foi multiplicado por 5 para obter a

concentracdo final de IgAs, expressas em ug/ mL.

2.7.6 Acido Urico

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Bioclin™; Minas Gerais, Brasil),
com método do enzimético colorimétrico. Foram adicionados em tubos diferentes 25 ul da
amostra, 25 uL do reagente padrdo (acido drico 6,0 mg/dL, tampdo < 500 mmol/L,
estabilizante e conservante) e 25 uL de agua destilada (branco), e a cada tubo foi acrescentado
1,0 mL de reagente enzimatico (tampdo > 100 mmol/L, 4-Aminoantipirina < 1 mmol/L,
peroxidase < 18.000 U/L, uricase < 3.000 U/L, DHBS < 5 mmol/L, estabilizante, surfactante e
conservante).

Todos os tubos foram bem homogeneizados, e permaneceram em banho-maria (37°C)
durante 5 min. A absorbancia da amostra foi determinada em 505 nm, acertando o zero com

branco e a leitura foi realizada em, no maximo, 30 min. A concentracdo foi determinada a
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partir deste calculo: ((Abs. da Amostra x 6)/Abs. do Padrdo), e o resultado foi expresso em
mg/ dL.

2.7.7 Superdxido Dismutase (SOD)

Este ensaio foi realizado segundo Bannister e Calabrese (1987), onde a atividade da
SOD foi determinada pela inibi¢do da auto-oxidacdo da adrenalina.

Foi utilizado 10, 30 e 50 uL da amostra (homogeneizada em tampédo glicina) e
adicionado 10 uL de catalase (0,0024 g/mL de &gua destilada), 970 uL de tampdo glicina
(0,759 em 200 mL de agua destilada a 32°C), 17 uL de adrenalina (60 mM em &gua destilada
+ 15 uL/mL de HCI).

A leitura foi realizada em 180s, com intervalo de 10s, medida
espectrofotometricamente a 480nm e os valores foram expressos em Unidade de SOD por

miligrama de proteina (U/mg proteina).

2.7.8 Catalase (CAT)

Este ensaio foi realizado segundo Aebi (1984), onde a atividade da Catalase foi
determinada a partir da velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H,0,), pela
enzima presente na amostra.

Foi utilizada a solucdo com 40 uL de peroxido de hidrogénio em 25 mL de tampéo
KPE. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da solucdo de KPE/H,0, e 40 uL de
amostra e homogeneizados.

A leitura foi realizada em 0 e 60s, e medida no espectrofotdmetro a 240 nm. Os

valores foram expressos em unidades de catalase por miligrama de proteina (U/mg proteina).
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2.7.9 Glutationa Reduzida (GSH)

Este ensaio foi realizado segundo Tietze (1969). Foram adicionados 100 uL de saliva
em tubos contendo 200 uL de uma solugdo TCA (&cido tricloroacético) 10%, em seguida
foram agitadas e centrifugadas a 4000xg durante 10 min. a 10° C. Para 200 uL do
sobrenadante foi adicionado 700 uL de tampéo de Tris-HCI (pH 8,9 e 400 mM), seguido pela
adicéo de 100 uL de DTNB (2,5 mM) dissolvido em tampéo de Tris-HCI (pH 8,9 e 40 mM) e
permaneceram 10 min. a temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 412 nm em um leitor

de microplaca (EZ Read 400 Microplate Reader).

2.7.10 Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitlrico (TBARS)

Este ensaio foi realizado segundo Keles et al. (2001). Foram adicionados 100 uL de
saliva a tubos com uma solugédo de 500 uL de TCA (35%) e 500 ul de Tris-HCI (200 mM, pH
7,4). Estes tubos foram incubados durante 10 min. a temperatura ambiente. Adicionou-se aos
tubos 1 mL de solucdo de Na,SO4 (2 M), seguido de 1 mL de solucdo de acido tiobarbitdrico
(55 mM) e os tubos foram incubados a 95°C durante 45 min., ao final os tubos foram
esfriados em gelo durante 5 min. e misturados ap6s a adi¢do de 1 mL de TCA (70%). Ap6s
esta etapa os tubos foram centrifugados a 15.000xg durante 3 min. A leitura foi realizada a

530 nm em um leitor de microplaca (EZ Read 400 Microplate Reader).

2.8 Padronizacéo da analise preliminar de protedmica

2.8.1 Quantificacdo de Proteinas Totais

Foi aliquotado 1mL de saliva e adicionado inibidores de proteases: PMSF 100 uM,

leupeptina 40 uM, pepstatina 1uM, EDTA 1 mM e 0,1 uL de endonuclease (Benzonaze®
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Merck). Em seguida a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. (4°C) para remover
o material insolavel.

Para precipitacdo a amostra foi divida em 5 partes contendo 100 uL cada, mantendo
sempre a 4°C. Apds esta etapa foi adicionado ao material TCA (100%) e acetona (100%),
gelada, na seguinte proporcao e ordem, sem misturar:

a) 100 uL de amostra;

b) 800 uL de acetona 100% gelada;

c) 200 uL de TCA 100% (& 4 °C em vidro coberto com papel aluminio).

Este material ficou precipitando durante 1h a -20°C e em seguida foi centrifugado
durante 15 min. (14.000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi
lavado 5 vezes com 1 mL de acetona (100%) gelada, centrifugado por 15 min. (13.000 rpm,
4°C). Logo ap6s o material foi ressuspendido em 10 uL de tampdo de reidratacdo (Tampdo de
DIGE), e ap0s esta etapa as 5 réplicas foram reunidas novamente, totalizando 50 uL.

A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford no
espectrofotbmetro, a curva padréo foi construida utilizando BSA (2000 ug/mL) e tampdo de
reidratacdo diluido 5 vezes, e a leitura foi feita utilizando o filtro de 595 nm. A leitura de
todas as amostras foi finalizada em no méximo 30 min. A analise dos dados foi realizada no

programa Microsoft Excel 2010.

2.8.2 Eletroforese 1D em mini gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Aliquotas de 10 uL contendo 5 ug de amostra foram misturadas a 10 uL de tampdo de
amostra (Tris-HCI pH 6,8 125 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,02%), DTT
0,2 M e desnaturadas a 96 °C por 5 min. Estas amostras foram entdo submetidas a eletroforese
em gel desnaturante de poliacrilamida formado pelo gel de empilhamento (acrilamida 30%,
bis-acrilamida 2%, Tris-HCI 1 M pH 6,8, SDS 10%, TEMED 1% e PSA 10%) e pelo gel de
corrida, na concentracdo de 12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 2%, Tris-HCI 1M pH 8,8,
SDS 10%, TEMED 1% e PSA 10%) em tamp&o de corrida 1x (Tris 25 mM, glicina 192 mM e
SDS 0,1%, pH 8,3) a 100 V por 15 min., seguido de 150 V por 50 min.

Apbs a eletroforese o gel foi corado pelo método da prata amoniacal, que consistiu nas
seguintes etapas: a) fixacdo: o gel foi incubado em uma solucéo contendo etanol 40%, acido

acetico 10% durante 1h sob agitacdo e em seguida foi transferido para outra solugdo contendo
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etanol 5%, &cido acético 5% por 2h ou overnight sob agitacdo. Ao fim desta etapa o gel foi
lavado 2x em agua ultrapura durante 5 min.; b) sensibilizacdo: nesta etapa o gel foi transferido
para uma solucdo contendo glutaraldeido 1% e acetato de sodio (0,5 M) onde permaneceu
durante 30 min. sob agitagdo. Ao fim desta etapa o gel foi lavado em &gua ultrapura durante 5
min. por 8x; c¢) coloracgdo: o gel foi corado por 30 min. com nitrato de prata amoniacal fresco
sob agitacdo. Esta solucéo foi feita a partir de duas outras solugbes: 6 mL de nitrato de prata
42 uM em 2,6 mL de hidroxido de amonio 25% e 0,4 mL de NaOH 10 N em 42,6 mL de
adgua. Em seguida, o gel foi lavado em &gua ultrapura durante 4 min. por 4x e d)
desenvolvimento: o gel foi transferido para uma solucdo contendo &cido citrico 0,01% e
formaldeido 0,1%, nesta etapa as bandas comecaram a ser visualizadas e a parada da reacéo

ocorreu com a adi¢do da solucéo contendo &cido acético 2% e Tris 5%.

2.8.3 Focalizacdo isoelétrica

Foi realizada a padronizacdo da focalizagdo isoelétrica inicialmente aplicando-se 5 ug
de amostra em uma IPG strip (Immobilized pH Gradients, GE Health) com faixa pH 3 a 11,
ndo linear, e comprimento de 18 cm. Uma vez obtidos os resultados utilizando strips de 18 cm
pH 3 a 11, passou-se a utilizar strips (Immobilized pH Gradients, GE Health) de 18 cm com
faixa pH 4 a 7, ndo linear, que permitem melhor resolucdo das proteinas pelo seu ponto
isoelétrico. Nestas strips de 18 cm foram aplicados 150 ug de amostra.

Primeiramente as amostras foram diluidas na solu¢do tampé&o de rehidratacdo contendo
uréia (7 M), tiouréia (2 M), CHAPS (4 %), Tris (30 mM), DTT (1M 1%). Em seguida, foi
acrescentado D-streak (1,2 %) (GE Healthcare) e IPG buffer (1 %) (GE Healthcare). As
amostras foram incubadas a 25 °C por 30 min. sob agitacdo. A rehidratagéo do gel da strip foi
de forma ativa a 30V durante 12h. A focalizagdo isoelétrica foi realizada na plataforma Ettan
IPGphor Il (GE Healthcare) a 20 °C, de acordo com 0s seguintes parametros:

a) 30 V/12h, 100 V /1h, 500 V/ 1h, 2000 & 8000 V/ 1h e 8000 V até ser atingido um
maximo de 40000 Vhs e 50uA;

b) 30 V/12h, 100 V /1h, 500 V/ 1h, 2000 a 8000 V/ 8h e 200 V até ser atingido um
méaximo de 80000 Vhs e 70uA,

c) 30 V/12h, 100 V /1h, 500 V/ 1h, 2000 a 8000 V/ 8h e 200 V até ser atingido um
méaximo de 100000 Vhs e 50uA;
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2.8.4 Equilibrio das strips e eletroforese bidimensional (2D)

Ap0s a focalizacdo cada strip foi lavada com agua ultrapura e incubada em solucéo de
equilibrio (uréia 6 M, Tris-HCI pH 8,8 75 mM, glicerol 29,3% (v/v), SDS 2% (p/v)) contendo
primeiramente 150 mg de DTT por 15 min. sob agitacdo, e em seguida solucdo de equilibrio
contendo 250 mg de IAA durante 20 min. sob agitacéo.

Para a segunda dimens&o as strips foram lavadas em tampé&o de corrida 2x (Tris 25
mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8,3), depositadas na parte superior de um gel de
poliacrilamida 12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 2%, Tris-HCI 1M pH 8,8, SDS 10%,
TEMED 1% e PSA 10%) e cobertas com uma mistura de agarose 0,5% e azul de bromofenol.
A corrida foi realizada em tampao de corrida 2x (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%,
pH 8,3) a 15 °C sob as seguintes condic¢des: 100 V por 15 min., seguido de 150 V por 50 min.
para 0s mini géis e 5mA/gel por 30 min, seguido de 8 mA/gel por 1h e 60 mA/gel por 3 h para
0s geéis maiores onde strips de 18 cm foram depositadas. Posteriormente, os géis foram
corados pelo método da prata amoniacal como descrito no item 2.8.2., e os perfis de proteinas
comparados pelo Image Master Platinum software v 6.0, (GE Healthcare Bio-Sciences,

Uppsala, Sweden).

2.9 Analise estatistica

As diferencas nos sprints individuais do THSR foram avaliadas através do ANOVA de
uma via emparelhado com pos-teste de Newman-Keuls. E as diferencas nas analises salivares
entre o PRE e POS foram avaliados utilizando teste t de Student pareado. Para a analise da
funcdo executiva foi utilizado teste t de Student ndo pareado para observar se havia diferenca
entre as pessoas com e sem erro no teste de Stroop. Para analise dos dados da torre de Hanoi
os atletas foram separados por percentil de tempo de execucdo do teste, de modo que foram
formados 4 grupos percentis de 25, 50, 75 e 100 (P25, P50, P75, P100) e para avaliar as
diferengas entre esses grupos foi utilizado o ANOVA de uma via emparelhado com o pos-
teste de Newman-Keuls. A expressdo de proteinas no gel 2D foram analisadas em valores

absolutos.
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As andlises estatisticas de teste t de Student pareada e ndo pareada, e ANOVA com
pos-teste de Newman Keuls foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0. Para a
divisdo dos grupos por percentil foi utilizado o programa Microsoft Excel 2010. E a partir do
software ImageMaster 6.0 foi possivel identificar os valores absolutos de aumento e/ou
diminuicdo de expressdo de proteinas na saliva.

Os dados em texto e tabelas sdo apresentados como média £ DP. Para maior clareza,
os dados das figuras estdo apresentados como média = SEM. A significancia estatistica foi

fixado em p <0,05.



3 RESULTADOS

3.1 Parte | — Efeito do Teste Fisico (Resposta Aguda)

3.1.1 Bangsbo Sprint Test (BST)

44

No protocolo de teste especifico aplicado neste estudo, o tempo de cada sprint foi mais

elevado a partir do quarto sprint (1,03 vezes; p <0,05), que ndo foi compensado até ao final do

teste, sugerindo uma caracteristica exaustiva do BST (Grafico 1).

Gréfico 1 - Tempo dos sprints no Bangsbo Sprint Test (BST)
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Legenda: avs 1; b vs 2; ¢ vs 3; p<0,05.

3.1.2 Contaminacao por sangue
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Os valores de transferrina salivar ndo alcancaram o valor de 0,5 mg/ dL proposto

como limiar de tolerancia indicativo de contaminacdo cruzada com sangue. Este padréo foi

mantido mesmo apos os atletas terem sido submetidos ao BST (Grafico 2).
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Grafico 2 — Transferrina Salivar dos atletas submetidos ao BST

Transferrina Salivar (mg/L)
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o
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Legenda: os valores representam a média + 0 EPM dos atletas antes (Pré) e apds (P6s) o BST. Teste t-Student. A
linha pontilhada representa o limite de contaminacéo proposto por (SCHWARTZ; GRANGER, 2004).

3.1.3 Indicadores de Intensidade do Exercicio

Os niveis de lactato na saliva aumentaram quando comparados com valores Pré-Teste
(6,95 vezes; p <0,05). A proteina total salivar seguiu um padrdo semelhante do lactato, com
niveis elevados ap6s o0 BST (1,44 vezes; p <0,05), de forma similar ao que foi observado para

as concentracdes de cortisol na saliva apos 0 BST (1,34 vezes; p <0,05) (Gréfico 3).

Gréfico 3 - Indicadores de intensidade do exercicio.
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Legenda: * vs Pré - Teste; p < 0,05.
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3.1.4 Indicador de Imunidade da Mucosa Oral

Os niveis de imunoglobulina-A salivar (IgA-s) ndo mostraram diferencas
significativas ap6s o BST em atletas de futebol (Gréfico 4).

Grafico 4 - Indicadores da imunidade da mucosa oral
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3.1.5 Indicadores de Estresse Oxidativo

Os parametros de homeostase redox na saliva mostraram um padrdo heterogéneo apos
0 BST. Os niveis de GSH e TBARS néo apresentaram diferencas significativas, enquanto os
niveis de &cido Urico na saliva diminuiram apds o teste fisico (-26%; p <0,05). No entanto a
SOD salivar foi aumentada (3,63 vezes; p <0,05), enquanto que os niveis de CAT na saliva
ndo atingiram diferencas significativas (Gréafico 5).



Gréfico 5 - Homeostase redox
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3.2 Parte Il — Avaliagdo da Fungéo Executiva

3.2.1 Teste de Stroop (TSt) e Torre de Hanoi (ToH)

Durante o TSt quantificamos o namero de erros, a partir de um total de 10 acertos
possiveis, e observamos que a maioria dos atletas realizaram o teste sem cometer nenhum erro
(Tabela 1).

Tabela 1 -NUmero de acertos de acordo com o percentual da amostra

Porcentagem da amostra n° de acertos

72% 10
9,5% 9
4,5% 8
9,5% 7
4,5% 3

Nota: O nimero total de acertos possiveis no TsT sdo 10.

Na ToH quantificamos o nimero de movimentos e cronometramos o tempo de cada
jogo, e a partir disto verificamos o maximo, o minimo e a média relacionado a estes

parametros (Tabela 2).

Tabela 2 - Movimento e tempo de realizacdo da tarefa com 4 disco

Movimentos  Tempo (s)

Maximo 155 882
Minimo 17 38
Média 38,46 169,83
Dp 29,83 167,56

% Acertoem 15 0
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3.2.2 Avaliacdo dos marcadores salivares com os testes de funcdo executiva

As variaveis analisadas ndo mostraram associac¢des significativas no TSt e na ToH. No
entanto a estratificacdo dos valores de cortisol salivar em percentis identificou diferencas
entre estes grupos para o ToH quando consideramos o tempo de execucdo do teste. Neste
sentido, observamos maiores valores de cortisol no grupo localizado no percentil 100 (P100)
que compreende entre 168 s e 862 s, em comparagdo com P75 que compreende entre 125 s e
162 s (2,32 vezes; p<0,05), P50 que compreende entre 91 s e 119 s (2,72 vezes; p<0,05) e P25
que compreende entre 60 s e 80 s (1,72 vezes; p<0,05) (Grafico 6).

Gréfico 6 - Niveis de cortisol salivar por percentil de tempo na ToH
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Legenda: *p< 0,05 vs P25; # vs P50; $ vs P75
3.3 Parte 111 — Abordagem Preliminar de Protemica

3.3.1 Caracterizacdo da amostra

Para o estudo piloto com uma abordagem preliminar de protedbmica, foi utilizada as
amostras de 8 dos 32 atletas que realizaram o BST, cuja a intensidade do exercicio, verificada
pela varia¢do na concentracdo de lactato, foi semelhante. E foi observado também neste grupo

um aumento nos niveis de proteinas totais salivares (Grafico 7).
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Gréfico 7 - Caracterizacdo pela intensidade do exercicio
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3.3.2 Perfil de proteinas em eletroforese unidimensional (1D)

Um ensaio piloto com eletroforese 1D foi realizado e a partir desta anélise € possivel

observar uma modificacdo no perfil de proteinas presentes na saliva ap6s o BST (Figura 8).

Figura 8 - Perfil (1D) de Proteinas Pré e P4s BST

Pré Pos

Legenda: Imagem ilustrativa do perfil de proteinas na saliva em dois momentos diferentes.
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3.3.3 Perfil de proteinas em eletroforese bidimensional (2D)

Para a analise do perfil de proteinas no gel 2D, as 16 amostras foram separadas em
dois momentos, pré (8) e pds (8) BST, e agrupadas formando um pool de proteinas
representativas do grupo pré teste fisico e outro pool de proteinas representando o grupo pos
teste fisico (Figura 9). A partir desta analise foi possivel observar um perfil de expressdo de
proteinas diferente entre estes grupos. Foi identificado que 215 spots sé estavam presentes no
momento pré — teste, e apo6s 0 BST (pos-teste) 63 spots aumentaram e 108 spots diminuiram a
sua expressao.

Figura 9 — Eletroforese 2D

Pré - Teste PoOs - Teste
(Kda) (Kda)
97.2 97.2
55.6 55.6
42.7 42.7
34.6 34.6
27.0 27.0
14.3 14.3

Legenda: Perfil de proteinas no gel 2D, separadas por peso molecular e ponto isoelétrico.
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4 DISCUSSAO

Na primeira parte deste estudo atentamos principalmente para as respostas
bioguimicas salivares a um teste de desempenho fisico. Ao analisar os resultados de tempos
de sprints observamos que apesar dos atletas se encontrarem em um nivel profissional, o
desempenho destes esta abaixo, porém proximo, daquele apresentado por jogadores de futebol
da categoria Junior que participaram do estudo de Silva et al. (2011). Neste estudo, metade
dos participantes faziam parte da equipe camped nacional da categoria dois meses antes dos
testes e a outra metade também estava em uma equipe que se encontrava entre as melhores do
pais.

Analisando somente o BST, identificamos que o mesmo foi intenso o suficiente para
produzir uma fadiga progressiva nos atletas de futebol, como mostrado pelos tempos de sprint
com diferencas cada vez mais significativas a partir da quarto sprint.

A partir deste protocolo de teste fisico foi analisado a respostas bioquimicas salivares
a este tipo de estresse. Um fator a ser considerado quando se analisa a saliva € que as
moléculas celulares encontram-se em niveis muito baixos, na faixa de picogramas ou
nanogramas. No entanto, este problema foi superado gracas aos recentes avancos tecnologicos
em biologia molecular, bem como a disponibilidade atual de equipamentos extremamente
sensiveis que sdo facilmente capazes de medir os baixos niveis de moléculas biologicamente
ativas na saliva, com o0s consequentes beneficios para a pesquisa de biomarcadores neste
fluido (TIWARI, 2011).

Neste contexto, o diagnostico da doenca a partir da saliva, assim como a analise do
comportamento de biomarcadores salivares em resposta a um estimulo fisico, € um campo de
investigacdo crescente com implicacbes basicas e clinicas. E importante considerar que a
saliva total é constituida por secrecdes provenientes de varias fontes (NIEUW AMERONGEN
et al., 2007). Com isso, é de fundamental importancia avaliar se existe a contaminacéo por
sangue neste tipo de amostra, uma vez que isto poderia interferir em alguns parametros
bioguimicos como, por exemplo, o cortisol salivar (KIVLIGHAN et al., 2004). No entanto,
observamos em nossas amostras que todas ficaram abaixo de 0,5 mg / dL, considerado como
limiar de tolerancia da amostras (SCHWARTZ; GRANGER, 2004), isso indica que todos 0s
parametros bioquimicos analisados no presente estudo ndo sofreram influéncia de uma

possivel contaminagdo por sangue.
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Nossos resultados demonstram que alguns pardmetros analisados na saliva sofreram
alteracdes e outros ndo se modificaram em resposta ao BST. Apos o teste fisico a proteina
total salivar aumentou, e esse aumento esta relacionado com a intensidade do exercicio (DE
OLIVEIRA et al., 2010). E importante ressaltar que o controle de secrecio salivar ¢ mediado
pelo sistema nervoso parassimpético (SNP) e simpético (SNS), onde o SNP é responsavel por
uma vasodilatacdo que aumenta a fluidez e a quantidade de saliva, e 0 SNS gera uma
vasoconstricdo que diminui o fluxo salivar e aumenta a quantidade de proteinas e compostos
organicos e inorgénicos na saliva (DENNIS; YOUNG, 1978; SCHNEYER, 1976). Com isso
0 aumento de proteinas totais ap6s 0 BST pode ser explicado pelo aumento da intensidade do
exercicio gque esta diretamente relacionado com ativacdo do SNS (STAINSBY; BROOKS,
1990).

Além disso, o lactato salivar seguiu 0 mesmo padrdo de resposta da proteina total
salivar, 0 que sugere uma maior participacdo do metabolismo anaerébio (TEKUS et al.,
2012). O BST envolve a producdo de energia principalmente pelo metabolismo anaerébio que
tem como produto final altos niveis de lactato sanguineo (BANGSBO et al., 2007), e alguns
estudos mostraram uma correlacdo positiva, neste parametro, entre o plasma e a saliva
(MENDEZ et al., 1976; OHKUWA et al., 1995; SANTOS et al., 2006; ZAGATTO et al.,
2004). Curiosamente, 0 VO, maximo parece ser inversamente associado ao BST sugerindo
que a capacidade aerdbia poderia ter um papel importante durante a recuperacdo para permitir
a adequada reposicao de substrato energético (JONES et al., 2013). Na verdade, as adaptacGes
especificas a nivel musculo esquelético em humanos parecem ser determinantes para o
desempenho de alta intensidade (FAISS et al., 2013). Estudos experimentais mostraram que
ratos submetidos a treinamento intervalado de alta intensidade, apresentam adaptacfes
mitocondriais nos musculos esqueléticos que favorecem um fenétipo oxidativo, que é mais
proeminente em tecidos onde as fibras glicoliticas sdo predominantes (RAMOS-FILHO et al.,
2015). Estes resultados sugerem que os testes intermitentes de alta intensidade semelhante ao
protocolo atual usado neste estudo também poderia oferecer possibilidades interessantes para
vias metabolicas mistas durante o treinamento fisico em atletas de esportes coletivos.

Quanto ao aumento da concentracdo de cortisol na saliva ap6s o teste fisico, € um
indicativo da influéncia do BST no eixo hipotalamo-hipofise. A sua secrecdo parece estar
diretamente estimulada pela intensidade do exercicio, no entanto muitos treinadores associam
esse aumento com a diminuicdo do desempenho, provavelmente devido aos seus efeitos
catabolicos (BROWNLEE; MOORE; HACKNEY, 2005). Na verdade, as sessdes de

treinamento usando protocolos de exercicios resistidos com maior numero de séries e
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repeti¢des induzem niveis de cortisol salivar maior, quando comparado com as sessdes de
treinamento de baixo volume, sugerindo que o trabalho acumulado associado com curtos
intervalos de descanso é mais relevante para a producdo de cortisol do que a intensidade do
exercicio sozinho (CREWTHER et al., 2008).

De uma maneira geral, estd bem estabelecido que o exercicio fisico quando bem
planejado, apresenta um impacto favoravel na saide e desempenho de seus praticantes
(CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; MEEUSEN et al., 2006). Selye (1951) props um
modelo de sindrome de adaptacdo geral, onde a partir do momento que organismo sofre um
estresse ele entra em estado de alarme e concomitante a isso ocorre uma queda desempenho,
logo em seguida ocorrem adaptacdes que aos pouco vao aumentando o desempenho até o
ponto em que os dois, tanto as adaptacGes quanto o desempenho atingem um platd. A partir
desse momento a carga de estresse que for imposta a este organismo pode gerar duas
respostas distintas, quando adequada acarreta numa resposta rebote levando a adaptagdes
benéficas e o aumento do desempenho, que quando inadequada ocasiona adaptacoes
deletérias juntamente com uma queda de desempenho.

Alguns atletas sdo submetidos a estas cargas inadequadas que podem levar
principalmente a queda do desempenho fisico. Além disso, pode levar também a uma
diminuicdo da imunidade (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; SMITH, 2000).

Com isso alguns modelos sobre a relacdo entre exercicio fisico e o risco de infec¢bes
do trato respiratorio superior foram propostos, o primeiro modelo que surgiu para explicar a
relagdo entre o exercicio e a suscetibilidade a infec¢cdes foi o modelo da curva em “J” de
Nieman (1994). O modelo de curva em forma de “J” tem sido bem aceito, sugerindo que a
atividade fisica de intensidade moderada pode melhorar a funcdo imunoldgica, enquanto que
o0 sedentarismo ou quantidades excessivas, prolongadas e intensas de exercicio fisico podem
prejudicar a funcdo imunologica (NIEMAN, 1994).

Pedersen & Ullum (1994) propuseram o modelo da “Janela Aberta”, defendendo que
apos a realizacdo de exercicios fisicos intensos e de longa duracdo o individuo seria induzido
a uma imunossupressdo. Durante esse periodo que poderia durar entre 3 a 72 horas, as
bactérias e virus teriam uma oportunidade para entrar no organismo, aumentando assim o
risco de infeccBes, e principalmente as infeccdes do trato respiratério superior (NIEMAN,
2000). Outro modelo ¢ o da curva em forma de “S” que t€ém como base o modelo da curva em
forma de “J”, apresentando uma modifica¢do e defendendo que para atletas de elite a curva
que melhor se ajustaria seria em forma de S (MALM, 2006). Esse modelo explica que com

elevadas cargas de treinos, que necessitam ser desempenhadas pelos atletas, estes passariam
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por momentos mais suscetiveis as infecces do trato respiratorio. Isso foi formulado por meio
de dados referentes a carga de treinamento e a incidéncia de episddios de infeccdo do trato
respiratorio superior em um corredor de elite, que foi acompanhado por um periodo de 16
anos (MALM, 2006).

Neste contexto, o exercicio fisico € um importante modulador das caracteristicas do
sistema imune, sobretudo do comportamento da IgA-s, componente fundamental na protecédo
de infecgdes do trato respiratorio superior ou ITRS (SILVA, 2009). Além disso, os efeitos do
exercicio fisico sobre este componente parecem estar relacionados com o0s parametros de
duracéo e/ou intensidade. O treinamento de intensidade moderada exerce efeitos estimulantes
sobre os niveis de IgA-s (AKIMOTO et al., 2003 ; SHIMIZU et al., 2007) , enguanto o
exercicio de alta intensidade estd relacionada com a supressdo imunoldgica aguda, que
também esta associada com infeccBes do trato respiratério superior (GLEESON et al., 1999;
GLEESON; PYNE, 2000; NIEMAN et al., 2002). Os nossos resultados mostraram que 0 BST
ndo alterou os niveis de IgA-s, € possivel que isto seja influenciado pela a caracteristica
intermitente do protocolo escolhido, como observado anteriormente por Laing et al. (2005),
Thomas et al. (2009), e Sari-Sarraf et al. (2006).

Ao avaliarmos o estado redox, os parametros salivares analisados parecem ser afetados
de formas diferentes pelo exercicio fisico. Para nosso conhecimento, poucos estudos
avaliaram o efeito do exercicio fisico sobre a homeostase redox em atletas adultos. Gonzalez
et al (2008), relataram aumento dos niveis de &cido Urico com diminuicdo de hidro peréxidos
lipidicos na saliva ap6s a 10.000 m de corrida. O &cido Urico é o principal antioxidante
presente na saliva, responsavel por mais de 70% da capacidade antioxidante neste fluido
(AMES et al., 1981; MOORE et al., 1994), e suas propriedades sao atribuidas a capacidade de
quelar metais de transicdo e por reagir com oxidantes bioldgicos, tais como o 4acido
hipocloroso e radical hidroxila, além de ser um excelente eliminador de espécies reativas de
nitrogénio (BUTTINO et al., 2002; KUSKAYA et al.,2005). Curiosamente, Deminice et al
(2010) observou um aumento significativo na concentracdo de &cido Urico com niveis de
TBARS inalterados apds um protocolo de treino de contra-resisténcia. Estes estudos sugerem
que a homeostase redox salivar pode estar relacionada as demandas de formacdo especifica,
no entanto outros fatores também podem estar envolvidos.

Nossos resultados mostraram que 0s parametros antioxidantes parecem ser regulados
diferencialmente em resposta ao BST em jogadores de futebol. TBARs salivares ndo foram
afetados pelo teste fisico neste estudo, interessantemente o &cido Urico foi menor, enquanto

que os niveis de GSH ndo mostraram diferencas significativas. Os dados referentes a
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respostas de GSH ao exercicio na saliva sdo escassos. O GSH tem agdo antioxidante
relacionada com propriedades redutoras da sulfidrila (-SH) (KIDD, 1997). Os nossos
resultados ndo mostraram nenhuma alteracdo significativa em GSH ap6s o BST, o que
corrobora com os achados anteriores (DEMINICE et al., 2010). O &cido urico parece ser
responsavel por 70% ou mais da capacidade antioxidante da saliva e é normalmente descrito
como o principal antioxidante neste fluido (AMES et al., 1981). Por outro lado, o decréscimo
observado por nds neste componente pode ser um fator principal contra peroxidacao lipidica
induzida pelo exercicio. Além disso, as concentragdes de SOD salivar elevada ocorreram
provavelmente devido ao aumento da producdo de ROS ap6s o exercicio fisico (CAVAS et
al., 2005).

A avaliacdo da CAT salivar foi inicialmente realizada por Kraus, Perry e Nickerson
(1958), mas ainda é escasso na literatura estudos sobre a influéncia do exercicio fisico neste
componente. Tsuber, Kadamov e Tarasenko (2014) observaram efeitos estimulantes apds
estresse psicossocial. Neste estudo os niveis de CAT ndo foram significativamente afetados
pelo exercicio fisico.

Esta resposta especifica em enzimas antioxidantes salivares também poderia sugerir
padrdes diferentes para mecanismos induzido pelo exercicio. Uma superprodugdo de ROS
durante a re-oxigenacdo por dano via isquemia-reperfusdo produz um estado de estresse
oxidativo. Estas moléculas poderiam ativar 0os componentes redox-sensiveis devido ao
aumento da exposicdo a ROS e induzir a expressdo de enzimas antioxidantes como uma
estratégia adaptativa (GOMEZ-CABRERA et al., 2005; POWERS; JACKSON, 2008).

De maneira geral podemos observar que a partir da saliva, um material biol6gico nao
invasivo e de facil acesso, foi possivel mapear o estado fisico dos atletas, onde um exercicio
intermitente de alta intensidade, caracterizado pelo aumento dos niveis de lactato, proteinas
totais e cortisol, ndo alterou os niveis de IgA-s, indicando que o BST ndo afetou o estado
imunoldgico da mucosa oral. E respostas diferentes relacionadas aos marcadores de estado
redox sugerem que ndo houve estresse oxidativo, apenas uma sinalizagdo redox em resposta

ao estimulo (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema de sinalizacdo redox salivar em atletas de futebol induzidos pelo BST
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Legenda: (1) Exercicio aumenta a producéo e anion superdxido; (2) Anion superéxido causa dano oxidativo; (3)
O aumento da superdxido dismutase sugere uma reducdo do anion superéxido a perdxido de
hidrogénio, uma molécula menos reativa; (4) O peroxido de hidrogénio é convertido em agua pela
catalase e pelo sistema da glutationa, que ndo foram alteradas; (5) O perédxido de hidrogénio também
causa dano oxidativo, porém menos que o anion superéxido; (6) O peroxido de hidrogénio pode ser
convertido em radical hidroxila, uma molécula mais reativa, pela reagcdo de fenton; (7) O radical
hidroxila causa mais dano oxidativo que o perdxido de hidrogénio; (8) A diminuicdo de &cido Urico
sugere a acdo do mesmo como antioxidante, reagindo com o radical hidroxila; (9) Uma menor
quantidade de radical hidroxila causaria menos peroxidacéo lipidica, observada pela manutencdo do
TBARs; (10) TBARs € um marcador de peroxidagdo lipidica que indica um possivel dano oxidativo a
membrana celular.

Um dado chamou bastante a atencdo ao analisar os resultados obtidos na primeira e
segunda parte do estudo, observamos que 56% e 61% dos atletas, respectivamente, estavam
com os niveis de cortisol salivar, em repouso, acima de valor de referéncia descrito pelo kit
utilizado para realizar o ensaio. Esta concentracdo elevada pode ser reflexo de uma carga
cumulativa de estresse gerado ao longo dos periodos preparacéo e competicdo, que pode gerar
este tipo de resposta cronica (BANFI et al., 1993; HANDZISKI et al., 2006; MACKINNON
et al., 1997), porém ndo necessariamente indica algum quadro deletério neste grupo. Por outro
lado, o estudo de Lara et al. (2013) mostrou que a concentracéo de cortisol plasmatico elevada
estd diretamente associado a algum tipo de prejuizo cognitivo, em pessoas com e sem doenca
mental. Como ja esta bem estabelecido na literatura uma correlacdo positiva entre as
concentragfes sanguineas e salivares de cortisol (MCGUIGAN et al., 2003; POWELL et al.,
2015; STUPNICKI; OBMINSKI, 1992), bem como validado a utilidade pratica e a precisao



58

deste marcador (GATTI; DE PALO, 2011), n6s avaliamos na segunda parte do estudo se este
grupo de atletas teria algum prejuizo no cumprimento de tarefas cognitivas, e além disso
identificar se outros componentes salivares teriam correlacdo com a execucdo de dois testes
especificos.

Sendo a cognicdo um termo coletivo para funcbes corticais superiores, tais como
pensar, lembrar, conhecer, planejar e analisar (DARDIOTIS et al., 2012), e o futebol um
esporte que tem o seu resultado final determinado, juntamente com outros fatores, por um
bom desempenho cognitivo (MANNING; LEVY, 2006; VERBURGH et al., 2014), a anélise
do desempenho nos testes para avaliar a fungdo executiva nos nossos atletas associado aos
valores de repouso de alguns marcadores salivares podem fornecer informacdes relevantes
para a avaliacdo e controle do treinamento.

A funcdo executiva € um conceito neuropsicolégico que se aplica ao processo
cognitivo responsavel pelo planejamento e execucdo de atividades incluindo iniciacdo de
tarefas, memoria de trabalho, atencdo sustentada e inibicdo de impulsos, por exemplo
(BRENNAN et al., 1997; SHANNON et al.,, 2015). E estes fatores, juntamente com o
desempenho fisico, sdo de fundamental importancia para um bom desempenho esportivo
(STALEN et al., 2005; VESTBERG et al., 2012).

Na segunda parte do presente estudo os atletas foram submetidos ao TSt e ao ToH. O
TSt exercita os I6bulos frontais do cérebro responsaveis por nosso planejamento e acéo,
utilizado com a finalidade de avaliar a atencdo seletiva. Em outras palavras pode se dizer que
este teste se refere a capacidade de manter a meta em uma atividade, inibir a tendéncia de
fornecer respostas impulsivas e a velocidade no processamento de informacgdes (BARBOSA
et al.,, 2009; STROOP, 1935). Ja o ToH ¢ utilizado para avaliar meméria de trabalho e o
planejamento e solucdo de problemas (BALACHANDAR et al., 2015).

N&o foi encontrada correlagdo de nenhum dos pardmetros analisados com o
desempenho nos testes para avaliar a fungdo executiva, com isso separamos o desempenho
dos atletas nos testes em percentis e observamos que, somente no ToH, os atletas que levaram
mais tempo para realizar a tarefa possuem niveis de cortisol significativamente maiores do
que aqueles que realizaram a tarefa em um tempo menor.

Como destacado anteriormente, as caracteristicas cognitivas sdo de suma importancia
para o desempenho esportivo, e os dados sugerem que atletas com niveis elevados de cortisol
na saliva, em repouso, tm a memoria de trabalho e o planejamento e solugdo de problemas
prejudicada, mas a atencdo seletiva e a velocidade de processamento de informag6es parecem

ndo ser afetados pelos niveis de cortisol em repouso.
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Como podemos ver a bioquimica juntamente com alguns testes e estratégias nos
fornece dados extremamente relevantes para o acompanhamento do treinamento de atletas de
futebol (ABRANTES et al., 2014; BALACHANDAR et al., 2015; GATTI; DE PALO, 2011;
DE OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al.,, 2009; STROOP, 1935; WANG et al., 2015).
Contudo outra forma de compreender um pouco destas respostas agudas ao exercicio é através
das Omicas, uma ferramenta que possibilita um novo olhar sobre determinados parametros
(BASSINI; CAMERON, 2014; PFAFFE et al., 2011).

As Omicas partem de uma Otica generalizada de determinado fluido ou amostra
biolégica e sem uma hipdtese pré-suposta (HORGAN; KENNY, 2011). A gendmica,
transcriptbmica, protedmica, metaboldmica e metagendmica tem contribuido para a
identificacdo e caracterizacdo de componentes salivares, incluindo DNA, RNA, proteinas,
metabolitos, e microrganismos (CUEVAS-CORDOVA; SANTIAGO-GARCIA, 2014).

Loo et al. (2010) relataram, através de um estudo de protedbmica, que 27% das
proteinas encontradas na saliva também estdo presentes no plasma, sugerindo que a saliva
poderia ser utilizada como uma alternativa ao sangue para testes de diagnostico. Os restantes
73% de proteinas que estdo presentes na saliva, mas ausente no plasma, apresentam uma
oportunidade de identificar novos marcadores moleculares exclusivos desse fluido. Além
disso, cerca de 40% das proteinas do plasma que sdo considerados candidatos a marcadores
para a doenca cardiovascular, cancer, acidente vascular cerebral, assim como para um bom
desempenho fisico, podem ser encontradas na saliva.

Ambos os fluidos mostram uma grande diversidade em termos de tipo e concentragdo
de proteina. No sangue, 99% do conteldo total de proteinas é representado por 22 proteinas
mais abundantes; em contraste, as 20 proteinas mais abundantes na saliva total representam
apenas 40%. Algumas das proteinas mais abundantes no plasma também sdo encontradas na
saliva em concentracdo moderadamente elevada. Por outro lado, apenas algumas proteinas
que sdo muito abundantes na saliva sdo encontradas no plasma em concentracfes semelhantes
(YAN et al., 2009). Estes dados revelam uma oportunidade significativa para o estudo de
potenciais biomarcadores na saliva usando abordagens protedmicas.

Concordancias também estdo presentes na distribuicdo do proteoma da saliva e do
plasma. Em comparagdo com o proteoma humano total, o proteoma da saliva e do plasma
estdo sobre-representados em termos de funcdo catalitica, componentes citoplasméticos e do
citoesqueleto extracelulares, moléculas de resposta a estimulos e ao estresse, organizacao
celular, biogénese, e proteinas de ligacdo. Por outro lado, ambos os fluidos estdo sub-

representados em comunicacdo celular e componentes intracelulares, ligacdo de &cido
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nucleico, fungdo do regulador de transcrigdo, atividade do transportador, e atividade
transdutor de sinal, e outros processos metabolicos primarios (LOO et al., 2010). Outro
achado importante foi a identificacdo de imunoglobulinas entre proteinas com uma alta
coincidéncia em ambos os fluidos. Esta observagdo levanta a possibilidade de que outros
anticorpos detectados no plasma pode ser detectada na saliva, 0 que poderia contribuir para o
diagnostico e monitorizacdo da doenca (LOO et al., 2010; YAN et al., 2009), bem como para
avaliar e controlar o treinamento fisico. Proteomas salivares e do plasma contém um grande
namero de proteinas associadas com desordens genéticas, alguns dos quais tém fendtipos
reconhecidos, aumentando o valor potencial de proteinas salivares como biomarcadores para
0 acompanhamento de uma série de comportamentos (WONG, 2006; YAN et al., 2009;
ZHANG et al., 2009; ZIMMERMANN et al., 2007).

Neste sentido na terceira parte do estudo realizamos uma abordagem preliminar de
protebmica, onde conseguimos identificar um perfil diferenciado de proteinas expressas na
saliva, ao comparar um pool de amostras pré com pos BST. Inicialmente, atraves da
eletroforese 1D, foi possivel visualmente observar perfis completamente diferentes. E a partir
da eletroforese 2D PAGE observamos que o BST induziu a expressédo diferencial de
proteinas, visto que ndo surgiram proteinas novas apés o teste, e dezenas de proteinas foram
up-reguladas e down-reguladas apés o BST. Sugerindo que ap6s uma andalise protebmica
diferencial mais precisa, estas proteinas possam ser candidatas a marcadores de desempenho
fisico.

De uma maneira geral, as principais criticas a respeito da utilidade da saliva em
diagndsticos estdo relacionadas as suas variacdes frente a diferentes fatores, uma vez que a
guantidade e composicdo da saliva sdo influenciadas pelo ritmo circadiano, estimulacdo da
glandula, dieta, idade, sexo e condicdo fisiologica, entre outros (PFAFFE et al., 2011). N&o
levar esses fatores em consideracdo poderia gerar inconsisténcias nas correlagdes entre
biomarcadores e seu comportamento em resposta a um determinado estimulo. Contudo a
finalidade do presente trabalho ndo é a utilizagdo da saliva para o diagndstico de doengas, e
sim observar o seu comportamento em resposta ao exercicio fisico e a partir desta informacéo
identificar se é possivel avaliar o desempenho esportivo.

Neste sentido, vale ressaltar que diferentes condicdes patolégicas podem causar
alteracbes semelhantes em biomoléculas; por exemplo, mudancas em interleucinas séo
observadas como resultado de varios processos inflamatérios diferentes; igualmente com
imunoglobulinas e doencgas imunes. Por outro lado, os procedimentos de coleta, integridade

da amostra e condi¢cdes de armazenamento também podem causar altera¢cbes nos marcadores



61

bioquimicos, produzindo resultados inconsistentes (AL-TARAWNEH et al., 2011). Todos
estes fatores foram bem controlados durante o estudo para nao permitir um viés no momento
de analise dos dados.

Sendo assim, a interpretacdo e aplicacdo desses biomarcadores em estudos de alta
qualidade é uma grande promessa. E isto ird aumentar o entendimento da patogénese
subjacente de uma doenca ou derivada de um exercicio realizado de forma inadequada, e levar
a melhorias nas estratégias de prevencdo (CARRINGTON; HOELZEL, 2006).
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CONCLUSAO

Concluimos que a saliva é um fluido, alternativo ao sangue, que permite mapear o
estado fisico de atletas de futebol. Neste contexto, foi possivel demonstrar que o BST pode
ser conduzido em atletas de futebol sem riscos de afetar negativamente o estado imunoldgico
da mucosa oral, fato que minimiza possiveis riscos de ITRS como observado pelos niveis
IgA-s inalterados, e os parametros de carga da sessdo de exercicio podem ser monitorados
através da avaliagdo do cortisol salivar.

Além disso, o acido Urico pode ser um fator-chave para a manutencdo dos niveis de
TBARs na saliva durante o exercicio fisico agudo intermitente de alta intensidade.
Curiosamente, niveis mais elevados de SOD na saliva parece atuar como um mecanismo de
segunda linha de defesa contra a produgdo posterior de ROS induzida pelo exercicio fisico
pela via de isquemia-reperfusdo.

A partir dos dados dos testes de funcdo executiva, foi possivel observar a influéncia
negativa dos niveis elevados de cortisol salivar no repouso sobre a funcdo executiva dos
atletas avaliados. Por outro lado, a partir de uma abordagem preliminar de proteémica
verificamos que o teste fisico intenso induz a expressao diferencial de proteinas na saliva em
atletas de futebol. Com isso, em uma perspectiva otimista, através de uma analise protebmica
mais precisa, estas proteinas diferencialmente expressas podem ser candidatas a potenciais
marcadores de desempenho fisico.
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Objectives: To evaluate intensity of exercise, oral mucosal immunity, redox homeostasis
parameters in saliva of athletes subjected to an acute high intensity intermittent exercise
protocol.

Design: Cross sectional study

Methods: Thirty-two professional soccer athletes (age 21.2 £ 4 2y) were subjected to
repeated sprint ability (RSA) test. Saliva aliquots were collected at rest and immediately after
RSA test.

Results: Lactate levels in saliva was increased when compared with pretest values (6.95
fold-increase; p<0.05). Total salivary protein followed a similar pattern with increased levels
obzerved after RSA test (44%; p<0.05). Salivary immunoglobulin-A (slg-A) levels did not
show any significant differences after RSA test. Cortizol levels in saliva was increased after
RSA test (34%; p<0.05) when compared with rest values. Redox homeostasis parameters in
saliva showed heterogenecus pattern after RSA test. GSH and TBARs levels did not show
any significant differences, while wric acid levels in saliva was decreased after RSA test (-
26%; p<0.05). Interestingly, salivary S0D was increaged (3.63 fold-increase; p<0.05) while
CAT levels in saliva did not achieve significant differences. In conclusion, RSA tests could be
conducted in soccer athletes.

Conclusions: Salivary cortisol evaluation could allow load parameters monitoring during
exercise and unaltered sig-A levels suggests the absence of deleterious effects in oral
mucosal immunity. Additionally, uric acid could be a key factor for TBARs maintenance
during acute high-intensity intermittent protocol. Interestingly, increased levels of S0D in
saliva seem to act ag a second-line defense mechanism against exercise-induced ROS/

RMNS production after exercise.

Keywords: Saliva, Biochemical Markers, Soccer Players, Sprint Test, Exercise
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1. Introduction

Many team-sports present periods of shorf-duration sprints interspersed with brief
recoveries, which have been termed repeated-sprint ability or RSA.™ This ability is defined
a&s an important feature for high-level athletic perfformance and could be a determinant factor
im match outcome. Team-sports like soccer impose great physiological demands to the body,
since it involves many periods of high intensity and short duration sprints during the game.
The study of Mohr et al™ observed that during a match elite soccer players could execute
150-250 boutz of high intensity actions lasting 1.9 to 2.7 seconds each. Accounting for
covered distances 49% of these actions were shorter than 10 meters and 96% were shorter
than 30 meters.

From a biochemical point of view, energy sources during RSA must come basically
from muscle phosphocreatine and ATP hydrolysis, however anaerobic glycolysis iz also
involved since high levels of blood lactate are observed in this type of training. ™

In thiz context biochemical monitoring is of paramount importance in high level sports
to evaluate many factors related with exercise prescription, fraining program design and
fatigue monitoring.™

Unfortunately, blood collection has some features that are necessary for successful
results, like adequate equipment and specialized personnel. Besides, Koka et al. obzerved in
general population that for rezearch and clinical purposes subjects regarded =saliva donation
as more comfortable and convenient than bleod or urine, a feature that possibly could alzo
be true for athletes ™ As a non-invasive and siress free altemative fo blood, saliva is a
growing frend that can be confirmed in numerows publications as a source of hormones,
enzymes and many other parameters.™ Indeed, saliva is becoming increasingly studied for
disease diagnostics systemic dizeases like diabetes.™ However, few studies have proposed
the use of salivary biomarkers and its influence in team-sports perfformance athletes. So the
aim of thizs study was to evaluate acute salivary biochemical responses in soccer athletes

subjected to an RS5A test protocol.
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2. Methods

Thirty-two professional soccer athletes (mean + S0r age 21.2 + 4 2 years; height 1.77
+ 0.07 m: body mass 74.8 + 10.1 kg; BMI 23.8 £ 2.9 Kg/m®) were enrolled during the study.
All the woluntaries were part of a physical training center for soccer players named CETRAF
(Rio de Janeiro, Brazil). The Ethics Committee of Rio de Janeiro State University approved
the study (ID: 30711414.5.0000.5259). Informed consent was obtained from all participanis
before testing. Participants presenting one or more of the following criteria were excluded
from the study: smoking, suffering from any known chronic disease, use of any medication or

dietary supplements.

Participants were requested to abstain from alcohol, caffeine and strenuous exercise
prior to the trial. Participantz armived at 8:30 a.m. for the main trial and were required to sit
quietly for 5 min before providing saliva samples representing rest conditions. A final saliva

sample was obtained immediately after completing repeated ability test described below.

Repeated Sprint Ability test (RSA) iz alzo known as Bangsbo Sprint Test and was
performed as described elsewhere. The players must perform seven successive 40 meters
sprints with direction changes. The sprints were separated by 25 seconds of active recovery
which consisted of light jogging to staring point. Photoslectic cells (Hidrofit®, Belo
Horizonte- MG, Brazil) were used to measure the subjects sprint time and to increase test
reliability Failed attempts during RSA tests due to falls or slips were excluded and when
obzarved in the first bout the test was stopped with later restart after full athlete recovery. In
the case of emors during final sprints the performance indexes would be calculated using the
fifth and the sixth sprints. This is a static protocol test, so we did not measure physical
performance directly, since our main interest was to evaluate the salivary biochemical

rezsponzses after a physical test.

Samples were collected in the moming (9.00-12.00 a.m.). Athletes have been

imstructed not to eat and drink, except (non-carbonated) mineral water two hours before
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sampling. Before the collection of saliva, all athletes drank 300 ml water. Whole saliva
samples were collected into Eppendorf tubes before (Pre) and immediately after (Post) the
exercise tests without any chemical stimulation. Salivary samples were centrifuged at 10.000
rpm for 10 min at 4°C to remove cell debriz. The resulting supematant was stored at —20 °C

until analysis.

We evaluated salivary transfemin as a sign of blood contamination in all samples with
commercial kit (Salimetrics ™). The limit of sensitivity was 0.08 mg/dl, and average intra and

interagsay coeflicients of variation was less than 10% and 15%, respectively.

Lactate was measured using a commercial kit (Bioclin™: Minas Gerais, Brazil).
Briefly, 10 w of saliva was mixed with 1.0 ml of buffer containing lactate dehydrogenase and
p-Nicotinamide adenine dinucleotide (MAD™). The reaction was incubated for 5 min at 37°C
and read at 340 nm. The blanks contained 10 w of water and 1.0 ml buffer. The standard
curve was constructed using the kit reagents. Total protein concentration was determined
using the Biuret method, using bovine serum albumin (BSA) as a standard with a commercial
kit (Bioclin™: Minas Gerais, Brazil). The results are express in g/dL. Cortisol was determined
by expanded range enzyme immunoassay wusing commercially available cortisol kits
{Diametra™, Foligno, Italy). Cortizol sensifivity was 0.007 ng.mL™ with respecive intra- and
interassay coeflicients of vanation of 3.1% and 9.8%. The results were expressed in ng/mL.
Salivary immunoglobulin-A (slg-A) was assayed using commercially available enzyme-linked

immunosorbent assays (Salimetrics™, Palo Alto, USA).

The enzymatic activity of the superoxide dismutase (SOD) was determined by the
imhibition of autoxidation of adrenaline measured spectrophotometfrically (480nn) as
described by Bannister and Calabrese™ Catalase (CAT) activity was determined at 25°C
according to Aebi® The reaction mixture contained 30 mM H;O; in @ 50 mM phosphate
buffer pH 7.0, and 0.1 ml enzyme in a total volume of 3 ml. CAT activity was estimated by

decreased in absorbance of HzO: at 240 nm. Glutathione (GSH) was assayed in 100 pl of
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saliva pipetted into Eppendorf tubes containing 200 pL of trichloroacetic acid (TCA) 10%
solution that was mixed and centrifuged at 4,000 x g for 10 min at 16°C. To 200 plL of the
supematant 700 pL of 400 mM Tris{hydroxymethyl)aminomethane-hydrochloride (Tris-HCI)
buffer, pH B.9, was added followed by the addition of 100 ml of 2.5 mM 5 5'-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid (OTMB) dissolved in 40 mM Trs-HCI buffer pH 8.9, After 10 min at room
temperature the estinction of the samples was measured at 412 nm in (BioChrom™, EZ
READ 400, Cambridge, England). Blank consisted of DTNB instead of sample; itz extinction
was subtracted from the test sample extinction before matching it with the standard curve
(S0-1000 pM). Thiobarbituric acid reactive substances (TBARs) were assayed with 100 pL of
saliva mixed with 500 pl TCA 35% and 500 pl Tris-HC1 {200 mM, pH 7.4) and incubated for
10 min at room temperature. One milliliter of 2 M Ma;50s and 55 mM thiobarbituric acid
solution was added and the samples were incubated at 95°C for 45 min. The samples cooled
on ice for 5 min and mixed after the addition of 1 ml TCA T0%. Finally, the samples were
centrifuged at 15,000g for 3 min and the absorbance of the supematant was read at 530 nm.
A molar extinction coefficient was used (g = 156 x 10° M cm™) and the results were
expressed as nmol TBARs/mL. Uric acid concentration was determined by colorimetric assay

{Bioclin™: Minas Gerais, Brazil). Results were expressed in mgldL.

Differences in individual sprints of RSA were assessed using repeated measures
one-way AMNOVA followed by Newman-Keuls positest Differences in salivary analysis
between the Pre and Post were assessed using Student's paired f-tesis. Data in text and
figurez are presented as meantSEM. Stafistical significance was set at p < 0.05. All
statistical analyzes were perfformed with GraphPad Prigm Software (GraphPad Prigm version

5.03 for Windows; GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3. Results

During RSA test the athletes developed higher sprint times at fourth bout (3%
p<0.05), which was not compensated until the end of the test suggesting the exhaustive
characteristic of RSA test (Table 1).

All the samples achieved values of salivary transfermin below the threshold limit for
blood contamination of 5 mg/ L. Lactate levels in saliva was increazed when compared with
pretest values (695 fold, p<0.05). Total salivary protein followed a similar pattern with
increased levels observed after RSA test (44%; p=<0.05). Salivary immunoglobulin-& (slg-A)
levels did not show any significant differences after RSA test in soccer athletes. Cortisol
levels in saliva was increased after RSA test (34%; p<0.05) when compared with rest values,
as shown in (Table 2).

Redox homeostasis parameters in saliva showed heterogeneous patiemn after RSA
test. GSH and TBAR= levels did not show any significant differences, while uric acid levels in
saliva was decreased after RSA test (-26%; p=0.05). However salivary S0D was increased

{3.63 fold; p=0.05) while CAT in saliva did not achieve significant differences (Fig 1).

4, Discussion

RSA test produced progressive fatigue in soccer athletes, as showed by increasingly
gprint imes that attained significance at fourth bout.

Blood contamination could cause interfference during salivary parameters
quantification as observed for salivary corfisol™ However our results did not achieve the
values that could induce analytical ermmors in the biochemical parameters as described by
Schwarlz e Granger."'™

Salivary protein was increazed after the exercise bout that iz related fo exercise
intensity """ Additionally, salivary lactate followed the same pattemn, which is also suggestive
of greater anaerobic metabolism participation, with a similar pattermn reported for blood lactate
levels '3 In fact RSA involves mainly anaerobic energy production that produces high levels

of blood lactate as a consequence.™ Interestingly, maximal oxygen consumption (VOumay
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seems to be inversely associated with RSA suggesting that aerobic capacity could have a
maijor role during recovery fo allow adequate energy subsirate replenishment.™ Indeed,
specific adaptations at the skeletal muscle level in humans seem to be determinant for high
intensity performance ¥ Experimental studies showed that rats subjected to high intensity
imterval training, present mitochondrial adaptations in skeletal muscles favoring an oxidative
phenatype " These results suggest that high intensity intermittent tests similar to the current
protocol used in this study could also offer interesting possibilities to mixed metabolic
pathways during physical training in team-sports athletes.

Salivary Ig-A (slg-A) can be considered the main immunclogical barrier in oral
cavity '™ Besides, the effects of physical exercise on slg-A seems to be related to intensity
andfor duration parameters. Moderate intensity training exeris stimulatory effects on slg-A
lewvels, while high intensity exercize or endurance exercise is related to acute immune
suppression, which is also linked with upper respiratory fract infections ™ Our results
showed that RSA test did not alter slg-A levels, a feature that could be related with the
intermittent characteristics of the chosen protocol as observed previcusly by Thomas et al.™

Increased levels of cortisol in saliva, also indicates a stimulatory effect of RSA test
upon hypothalamic-pituitary adrenal axis. Corlisol secretion seems to be directly stimulated
by exercise intensity, however many training coaches links its increases with perfformances
decrements, probably due o its catabolic effects ™ Indeed, fraining sessions using
resistance exercises protocols with higher number of sets and repetitions induced higher
salivary cortizol levels, when compared with low volume training sessions, which suggests
that cumulative work associated with short rest intervals is more relevant to corisol
production than exercise intensity alone 7 In fact, cortisol secretion was more pronounced
during fraining programs whose objectives were related towards muscle hypertrophy ="

Reactive oxygen and nitrogen species (ROS/ RMNS) production can be evaluated
through some biochemical parameters like specific antioxidants or by its damage in specific

targets like cell membranes and proteins ™
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Salivary redox markers seem fo be differentially affected by physical exercise in
comparizon with blood. To our knowledge, few studies evaluated the effect of physical
exercise upon redox homeostasis in adult athletes. Gonzalez et al., reported increased uric
acid levels with decreased lipid hydroperoxides in saliva after a 10,000-m race ™
Interestingly, Deminice et al. observed a significant increase in uric acid concentration with
unaltered TBARs levels after a resistance training protocol ®? These studies suggest that
salivary redox homeostasis could be related to specific fraining demands; however other
factors could also be involved. Our results showed that antioxidant parameters seem to be
differentially regulated in response to R5A test in soccer players without deleterious signs of
oxidative stress.

Salivary TBARs were not affected by acute RSA test in this study; interestingly wric
ackd was lower while G5H levels did not show any significant differences. Data regarding
G5H responzes to exercize in saliva are scarce. GSH antioxidant action is related to its
electron and sulfydril (-SH) donation properties ™ Our results did not show any significant
alteration in GSH after RSA test, which comoborates with previous findings ™ Since uric acid
accounts for up to 70% of saliva antioxidant capacity it is normally described as the main
antioxidant in this fluid ™ So, the decrement observed in this study could explain why we did
not observed exercise-induced lipid peroxidation.

Salivary CAT evaluation was initially performed by Kraus et al *? but studies
regarding the influence of physical exercize are sfill lacking. Tzuber et al. observed
stimulatory effects after psychosocial stress ™ In our study CAT levels were not significantly
affected by physical exercise. Besides salivary SOD concentrations were higher probably
due to increased ROS! RNS production after physical exercise ™ These specific responses
im salivary antioxidant enzymes could alzo suggest different patterns for exercise-induced
mechanizms. During reoxygenation ROS/ RENS overproduction via izchemia-reperfusion
imjury could activate redox-sensitive components inducing increases of antioxidant enzymes

concentrations like salivary S0D as an adaptive strategy. 50
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Conclusion

In conclusion, R3A tests could be conducted in soccer athletes without short-term
immuncsuppression risks as noted by unaltered slg-A levels and exercise session load
parameters could be monitored through salivary cortisol evaluation. Additionally, uric acid
could be a key factor for TBARs maintenance during acute high intensity intermittent
protocol. Interestingly, increased levels of S0D in saliva seems to act as a second-line
defense mechaniem against exercise-induced ROS/ RNS production after exercise, since it
seems that uric acid iz more important as an anticxidant defense in the saliva. Thus, taken
together all these evaluations could be used as a reliable tool to training monitoring in high

performance athletes.

Practical Implications

Salivary analysis is a growing trend in research as an altemative biological fluid.

Owr regulis show that some biochemical parameters are sensitive to acute physical
exercise related with training intensity.

Redox homeostazis in saliva could offer potential possibilities for additional training
adaptations monitoring.

These parameters could aid in training program design and fatigue evaluation for

soccer athletes.
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Table 1

Descriptive data of the athletes submitted of RSA (mean + standard deviation).
Age (y) 212+432
Height {m); 1.77 2 0.07
Body mass (kg) 748101
Body mass index (Kg/m®) 238+29
Repeated Sprint Ability Test (s)

Sprint 1 6.68 £ 0.05
Sprint 2 678+034
Sprint 3 684 +034
Sprint 4 693+039°
Sprint 5 .98 +043°
Sprint 6 707 +038
Sprint 7 7.08 + 053 ®™

“Significant difference with sprint 12, p < 0.05. "Significant difference with sprint
2° p = 0.05. “Significant difference with sprint 2, p < 0.05.
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Table 2
Salivary markers of the athletes submitted to RSA (mean + standard
deviation)

Pre Post
Transferrin (mg/L) 1.87 £ 0.04 1.94 £0.03
Total Protein (g/dL) 0.25+003 0.36 + 0.247
Lactate (mmol/L) 028+004 2000217
Cortisol {ng/mi} 12.88 £ 0.90 1727 +127°
IgA L) 531.80 £ 2527 54670 +£13.36

Significant difference with Pre, p=0,05.
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Figure legends

Fig 1. Salivary levels of TBARs (A), GSH (B), uric acid (C), SOD (D) and CAT (E) in
professional soccer players at rest (Pre) and after RSA test (Post). “Significant
difference with Pre; p<0,05.
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