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RESUMO 

 

 

ARAUJO, Vinicius Rodrigues de. Utilização de marcadores salivares para avaliação e 

controle do desempenho físico e cognitivo em atletas de futebol. 2016.  97 f. Dissertação 

(Mestrado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 
 

A elaboração de um programa de treinamento físico depende do controle de diferentes 

parâmetros bioquímicos, que se relacionam com fatores como a intensidade do exercício, 

imunidade e com o estado redox. Além disso, estudos recentes também começaram a apontar 

a relevância da função executiva como componente determinante para o alcance de um alto 

nível 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 função 

cognitiva. O objetivo desse trabalho foi estudar a capacidade discriminatória das análises 

bioquímicas realizadas em saliva para avaliação do desempenho físico e sua relação com a 

função cognitiva em atletas de futebol. Trinta e dois atletas foram submetidos ao Bangsbo 

Sprint Test (BST) para avaliação da capacidade física e 48 horas depois ao Teste de Stroop 

(TSt) e Torre de Hanoi (ToH) para avaliação da função executiva. Os níveis de lactato na 

saliva aumentaram quando comparados aos valores Pré-BST (6,9 vezes; p<0,05). A proteína 

total salivar seguiu o mesmo padrão com aumento observado após o BST (+34%; p<0,05). As 

concentrações de imunoglobulina-A salivar (IgA-s) não mostraram diferença significativa 

após o BST. Os níveis de GSH e TBARs na saliva não mostraram diferença significativa, 

enquanto que a concentração de ácido úrico diminuiu após o BST (-26%; p<0,05). 

Interessantemente, a superóxido dismutase (SOD) salivar aumentou (3,6 vezes; p<0,05), 

enquanto que os níveis de catalase (CAT) na saliva não alteraram significativamente. Não 

houve correlação de nenhum dos parâmetros analisados com o desempenho no TSt, entretanto 

atletas localizados no percentil superior (P90) de cortisol na saliva (11,2 ng/ mL à 32,7 ng/ 

mL) apresentaram tempos mais longos para a resolução do ToH. A eletroforese 2D mostrou 

que 215 spots só apareceram no momento Pré-BST, 63 spots aumentaram e 108 diminuíram a 

sua expressão após o BST. Concluindo, a saliva é sensível às modificações induzidas pelo 

BST. A manutenção dos níveis salivares de TBARs após o BST parece ocorrer em função da 

diminuição dos níveis de ácido úrico, componente este que possui uma expressiva ação 

antioxidante. Neste sentido, o aumento de SOD pós-exercício parece agir como uma segunda 

linha de defesa antioxidante contra a produção de ROS induzidas pelo BST. Além disso, os 

resultados dos testes de função executiva indicam que níveis elevados de cortisol salivar 

possuem um efeito deletério no tempo de resolução da ToH, que se refere à memória de 

trabalho, o planejamento e solução de problemas. No entanto o TSt, que envolve a atenção 

seletiva e a velocidade de processamento de informações parecem não ser afetados pelos 

níveis de cortisol em repouso. E finalmente, a eletroforese 2D mostrou que o BST induziu a 

expressão diferencial de proteínas, visto que não surgiram proteínas novas após o teste, e 

dezenas de proteínas foram up-reguladas e down-reguladas após o BST. Estes dados sugerem 

que após uma análise proteômica, estas proteínas possam ser candidatas a marcadores de 

desempenho físico e/ou cognitivo em futuros estudos. 

 

 

Palavras-chave: Futebol. Desempenho esportivo. Cognição. 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. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências 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 (sIgA) 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. 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1 - Glândula parótida e Glândula acessória...................................................... 22 

Figura 2 - Glândula submandibular e sublingual......................................................... 22 

Figura 3 - Transporte de substâncias do plasma para as glândulas salivares.............. 24 

Figura 4 - Esquema do desenho experimental ........................................................... 29 

Figura 5 - Esquema do Bangsbo Sprint Teste............................................................. 31 

Figura 6 - Ilustração do Teste de Stroop..................................................................... 32 

Figura 7 -  Ilustração da Torre de Hanoi...................................................................... 33 

Gráfico 1 - Tempo dos sprints no Bangsbo Sprint Test (BST)..................................... 44 

Gráfico 2 - Transferrina Salivar dos atletas submetidos ao BST.................................. 45 

Gráfico 3 - Indicadores de intensidade do exercício..................................................... 45 

Gráfico 4 - Indicadores da imunidade da mucosa oral.................................................. 46 

Gráfico 5 - Homeostase redox....................................................................................... 47 

Tabela 1 - 

Tabela 2 - 

Gráfico 6 - 

Número de acertos de acordo com o percentual da amostra....................... 

Movimento e tempo de realização da tarefa com 4 disco........................... 

Níveis de cortisol salivar por percentil de tempo na ToH.......................... 

48 

48 

49 

Gráfico 7 - Caracterização pela intensidade do exercício............................................. 50 

Figura 8 -       Perfil (1D) de Proteínas Pré e Pós BST......................................................    50 

Figura 9 -      Eletroforese 2D..............................................................................................   51 

Figura 10 -    Esquema de sinalização redox salivar em atletas de futebol induzidos  

                       pelo BST......................................................................................................... 57 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

1D 

2D 

ACTH 

Abs 

ANOVA 

BSA 

BST 

CAT  

CETRAF 

CHAPS 

CSR 

DHBS 

DNA 

DP 

DTNB 

DTT 

EDTA 

EP 

FCG 

GSH 

H2O  

H2O2 

H2SO4 

IAA 

IgA 

IgA-s 

IgG 

IgM 

IMC 

IPG 

Unidimensional 

Bidimensional 

Hormônio adrenocorticotrófico (Adrenocorticotropic hormone) 

Absorbância 

Análise de variância 

Albumina de soro bovino (Bovine serum albumin) 

Bangsbo Sprint Test 

Catalase 

Centro de treinamento para atletas de futebol 

3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1 propanosulfonato  

Capacidade de sprints repetidos 

Diclorohidroxibenzeno sulfonato 

Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid) 

Desvio padrão 

Ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico 

Ditiotreitol 

Ácido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid) 

Erro padrão 

Fluído crevicular gengival 

Glutationa reduzida 

Água 

Peróxido de hidrogênio 

Ácido sulfúrico 

Iodoacetamida  

Imunoglobulina A 

Imunoglobulina A salivar 

Imunoglonulina G 

Imunoglobulina M 

Índice de massa corporal 

Gradiente de pH imobilizado (Immobilized pH Gradients) 



 

 

ITRS 

KPE 

LDH 

NAD 

Na2SO4 

NaOH 

P25 

P50 

P75 

P90 

P100 

PAGE 

pH 

PMSF 

PSA 

RNA 

ROS 

SDS 

SOD  

TBARs 

 

TCA 

TEMED 

TMB 

ToH 

Tris-HCL 

TSt 

UV 

SH 

SNP 

SNS 

 

Infecções do trato respiratório superior 

Fosfato de sódio com sal dissódio 

Lactato desidrogenase 

Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 

Sulfato de sódio 

Hidróxido de sódio (Sodium Hydroxide) 

Percentil 25 

Percentil 50 

Percentil 75 

Percentil 90 

Percentil 100 

Poliacrilamida 

Potencial Hidrogeniônico 

Fluoreto de fenilmetilsulfonil (phenylmethylsulfonyl fluoride) 

Persulfato de amônio  

Ácido ribonucleico (Ribonucleic acid) 

Espécies reativas ao oxigênio (Reactive Oxygen Species 

Dodecil-sulfato de sódio (Sodium dodecyl sulfate) 

Superóxido dismutase 

Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (Thiobarbituric acid reactive 

substances) 

Ácido tricloroacético (Tricholoroacetic acid) 

Tetrametiletilenodiamina 

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 

Torre de Hanoi 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride 

Teste de Stroop 

Ultravioleta Visível 

Sullfidrila 

Sistema nervoso parassimpático 

Sistema nervoso simpático 

 

 

 



 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

 

+ 

% 

m 

s 

mL  

± 

h 

min. 

am 

xg 

ºC 

- 

cm 

x 

mg/ dL 

uL 

M 

nm 

> 

mmol/L 

KU/L 

/ 

g/dL 

mM 

g/L 

< 

ng/ mL 

ug/ mL 

rpm 

≥ 

Mais 

Porcentagem 

Metros 

Segundos  

Mililitro 

Mais ou menos 

Horas 

Minutos 

Antes do meio dia 

Força centrífuga 

Graus Celsius 

Menos 

Centímetros 

Vezes 

Miligrama por decilitro 

Microlitro 

Molar 

Nanometros 

Maior 

Milimol por litro 

Quilo unidades por litro 

Divisão 

Gramas por decilitro 

Milimolar 

Gramas por litro 

Menor 

Nanograma por mililitro 

Micrograma por mililitro 

Rotações por minuto 

Menor ou igual 



 

 

U/ L 

g/ mL 

uL/ml 

U/ mg 

uM 

N 

V 

Vhs 

uA 

v/v 

p/v 

mg 

mA/ gel 

 

Unidades por litro 

Gramas por mililitro 

Microlitro por mililitro 

Unidades por miligramas 

Micromolar 

Normalidade 

Volts 

Volts horas 

Microamperes 

Volume por volume 

Peso por volume 

Miligramas 

Miliamperes por gel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

 

 INTRODUÇÃO................................................................................................. 15 

1 OBJETIVOS...................................................................................................... 28 

1.1 Geral................................................................................................................... 28 

1.2 Específicos.......................................................................................................... 28 

2 MATERIAL E MÉTODOS.............................................................................. 29 

2.1 Desenho experimental....................................................................................... 29 

2.2 Participantes...................................................................................................... 30 

2.3 Procedimentos experimentais......................................................................... 30 

2.4 Coleta de saliva.................................................................................................. 31 

2.5 Bangsbo Sprint Test (BST).............................................................................. 31 

2.6 Testes de Função Executiva............................................................................ 32 

2.6.1 Teste de Stroop (TSt).......................................................................................... 32 

2.6.2 Torre de Hanoi (ToH)......................................................................................... 33 

2.7 Análises bioquímicas........................................................................................ 33 

2.7.1 Contaminação por sangue................................................................................ 33 

2.7.2 Lactato................................................................................................................. 34 

2.7.3 Proteínas Totais................................................................................................... 35 

2.7.4 Cortisol................................................................................................................ 35 

2.7.5 Imunoglobulina A salivar (IgA-s)..................................................................... 36 

2.7.6 Ácido Úrico......................................................................................................... 37 

2.7.7 Superóxido Dismutase (SOD............................................................................. 38 

2.7.8 Catalase (CAT).................................................................................................... 38 

2.7.9 Glutationa Reduzida (GSH)............................................................................... 39 

2.7.10 Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico..................................................... 39 

2.8 Padronização da análise preliminar de proteômica................................. 39 

2.8.1 Quantificação de Proteínas Totais................................................................... 39 

2.8.2 Eletroforese 1D em mini gel de poliacrilamida SDS-PAGE.......................... 40 

2.8.3 Focalização isoelétrica........................................................................................ 41 

2.8.4 Equílibrio das strips e eletroforese bidimensional (2D)................................. 42 

2.9 Análise estatística............................................................................................... 42 



 

 

3 RESULTADOS.................................................................................................. 44 

3.1 Parte I – Efeito do Teste Físico (Resposta Aguda)..................................... 44 

3.1.1 Bangsbo Sprint Test (BST)................................................................................. 44 

3.1.2 Contaminação por sangue................................................................................. 44 

3.1.3 Indicadores de Intensidade do Exercício......................................................... 45 

3.1.4 Indicador de Imunidade da Mucosa Oral........................................................ 46 

3.1.5 Indicadores de Estresse Oxidativo..................................................................... 46 

3.2 Parte II – Avaliação da Função Executiva................................................... 48 

3.2.1 Teste de Stroop (TSt) e Torre de Hanoi (ToH)................................................. 48 

3.2.2 Avaliação dos marcadores salivares com os testes de função executiva.. 49 

3.3 Parte III – Abordagem preliminar de proteômica...................................... 49 

3.3.1 Caracterização da amostra................................................................................. 49 

3.3.2 Perfil de proteínas em eletroforese unidimensional (1D)............................... 50 

3.3.3 Perfil de proteínas em eletroforese bidimensional (2D)................................. 51 

4 DISCUSSÃO....................................................................................................... 52 

 CONCLUSÃO..................................................................................................... 62 

 REFERÊNCIAS.................................................................................................. 63 

 APÊNDICE - Formato final do 1º artigo científico submetido..................... 

ANEXO A - Aprovação do Comitê de Ética.................................................... 

75 

96 

 ANEXO B - Comprovação de submissão do 1º artigo científico................. 97 

   

 

 

 

 

 

  

 



15 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

O termo "esporte” pode ser definido como um sistema complexo de práticas corporais 

ordenadas, fundamentado na superação dos competidores ou de resultados e/ou marcas 

estabelecidas anteriormente pelo próprio praticante e que envolve atividades de competição 

regulamentadas por alguma instituição (BELART; RANCÉ, 1991). O esporte passa a ter uma 

maior sistematização, organização e as regras se tornam mais rigorosa no final do século XIX, 

onde a seriedade do jogo é intensificada. Com isso os métodos de treinamento ficaram mais 

rígidos, disciplinando seus praticantes através de uma exigência maior pela vitória, e com 

táticas 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, competição. Onde o esporte de lazer tem como principal 

objetivo o bem estar dos seus praticantes, sem nenhum compromisso com regras, sendo o 

mais importante a participação. Já o esporte de alto rendimento busca constantemente o 

melhor desempenho atlético, e os aspectos técnicos, táticos, físicos, sociais e emocionais são 

determinantes do resultado. 

Dentre os esportes de alto rendimento, temos o futebol com 38 milhões de atletas 

profissionais que jogam o desporto regularmente pelo mundo, e no Brasil esse número é de 

aproximadamente dois milhões de indivíduos (COUNT, 2007). As características do futebol, 

juntamente com as atividades funcionais necessárias, obviamente, colocam uma demanda 

significativa nas habilidades físicas, técnicas, táticas, mentais e psicológicas de cada atleta. E 

uma das razões que fazem o futebol ser tão popular em todo o mundo é que os jogadores não 

precisam ter uma capacidade extraordinária dentro de qualquer uma dessas áreas de 

desempenho, mas possuir um nível razoável em todas (MANNING; LEVY, 2006). No 

entanto, existem tendências para a formação e seleção mais sistemática que influenciam os 

perfis de jogadores que competem no mais alto nível. Tal como acontece com outras 

atividades, o futebol não é uma ciência, mas a ciência pode ajudar a melhorar o desempenho 

(MANNING; LEVY, 2006; STØLEN et al., 2005). 

 

Especificidade do futebol e protocolos de testes físicos 

O futebol é caracterizado como uma atividade esportiva intermitente, com constantes 

alterações 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 os jogadores exercerem ações de baixa intensidade por mais de 70% do 

jogo. Em contrapartida, realizam entre 150 a 220 ações de alta intensidade em um curto 

período de tempo, o que gera um grau elevado de exigência física dos atletas que precisa ser 

levado em consideração ao planejar estratégias de treinamento. 

Sob uma ótica temporal, utiliza-se majoritariamente da via aeróbia de transferência de 

energia, uma vez que em mais de 70% do tempo de jogo os atletas efetuam esforços de baixa 

intensidade (BANGSBO; MOHR; KRUSTRUP, 2006). Os autores afirmam ainda que cerca 

de 10 a 13 quilômetros são percorridos em média por jogadores de linha durante uma partida, 

variando de acordo com a posição do jogador em campo, bem como o estilo individual de 

cada um. No entanto, a maior parte é percorrida através de caminhadas e corridas de baixa 

intensidade. Segundo Martin (2002), somente entre 8 a 18% da distância total é percorrida na 

maior velocidade individual. Apesar da aparente predominância do sistema aeróbio, sob uma 

ótica qualitativa, o sistema anaeróbio de transferência de energia toma proporções aumentadas 

em termos de relevância ao longo de uma partida de futebol. Para Wisloeff et al. (1998), seria 

inviável que os atletas efetuassem atividades de alta intensidade durante a maior parte de um 

jogo de futebol devido a duração 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 adversários. 

A hipótese acima é 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 comparação a atletas profissionais considerados inferiores. 

O estudo procurou ainda avaliar a capacidade de recuperação desses atletas, submetendo-os a 

um teste específico de característica intermitente, o primeiro grupo obteve uma recuperação 

11% melhor em relação ao segundo. Edwards, Clark e Macfadyen (2003) colocam que atletas 

com limiar anaeróbio mais alto são capazes de percorrer maiores distâncias com uma 

intensidade maior durante as partidas, sem acúmulo excessivo de lactato. 

A capacidade de produzir muitos sprints em alta velocidade é essencial para o 

desempenho no futebol. Têm sido demonstrado que as corridas em alta velocidade 

representam menos de 10% da distância percorrida em uma partida, e ainda assim são 

consideradas críticas 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 à "capacidade de reproduzir regularmente os esforços de 

sprint máximo". Na tentativa de compreender o mecanismo fisiológico envolvido na CSR, 
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vários 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 têm 

formatos similares, sendo que as distâncias percorridas para cada sprints variam entre 20 e 40 

metros (m). Por outro lado, o número de repetições fica entre 6 e 18, com intervalos de 

recuperação de 15 a 25 segundos (s). 

Todos os estudos anteriores envolvendo protocolos CSR tentaram estabelecer a 

validade lógica 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 situação do jogo. Apenas um dos protocolos examinados usou recuperação ativa 

(BANGSBO, 1994). Além disso, a maioria dos protocolos CSR envolve uma execução 

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, só o protocolo denominado Bangsbo Sprint Test (BST), 

proposto por Bangsbo (1994), incorpora um descanso ativo e o componente multidirecional, e 

demonstrando alta confiabilidade para ser utilizado como teste de campo específico para o 

futebol (BANGSBO, 1994; WRAGG, 2000). 

 

Fatores associados ao treinamento de alto rendimento 

Levando em consideração todas as habilidades anteriormente citadas para um bom 

desempenho esportivo, é fundamental o atleta ter um bem-estar físico, psíquico e social. Por 

outro lado, para aumentar a desempenho no alto rendimento, a estratégia mais utilizada é o 

treinamento rigoroso, onde é exigido uma preparação com grande demanda de esforço físico e 

psicológico. Nos grandes clubes o que se encontra é uma rotina de treinamento caracterizada 

por longos períodos de duração e carga elevada, isto gera uma pressão nos atletas e força-os a 

desenvolver níveis de adaptação excelentes em vista aos estímulos diferentes que o esporte de 

alto rendimento requer (BOMPA, 2002; BRANDÃO, 2000; GARRETT; KIRKENDALL, 

2003; GOMES, 2009; LEHMANN et al., 1998; TUBINO, 2003). 

O desequilíbrio entre a proporção de estímulo e resposta ocorre quando atletas de alto 

nível apresentam uma recuperação insuficiente e a rotina de treinamento excede as exigências 

psíquicas e físicas. Sendo assim, o esportista pode ser prejudicado com uma queda de 

desempenho, além de possíveis transtornos ligados ao excesso de treino e o surgimento de 

lesões (LEHMANN et al., 1998). Além da diminuição do desempenho, têm sido observados 

vários danos celulares quando os níveis de carga de treino ultrapassam a capacidade do 
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organismo de se adaptar, desencadeando consequências graves à 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 os 

mais experientes, não suportam as demandas de treinamento e ficam próximos de desenvolver 

uma grave lesão musculoesquelética ou algum distúrbio psicológico (MANNRICH, 2007; 

SAMULSKI, 2009). Neste contexto o futebol é um esporte que exemplifica bem esta 

situação, dentro de um ambiente de cobranças e almejando uma carreira de sucesso, os 

jogadores se submetem às exigências de seus treinadores. 

Brandão (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 interligação entre os aspectos psicológicos, táticos, técnicos e físicos ligados a 

esse contexto. Segundo Confederação 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 nível competitivo que a 

equipe se encontra e do calendário das principais competições oficiais. Quanto à organização 

dos treinamentos, as atividades objetivam principalmente a adaptação dos atletas as 

exigências e aos desafios que as situações variadas de uma competição podem proporcionar. 

Entretanto, devido à alta demanda de jogos, às pressões e cobranças, o atleta pode 

ficar comprometido e isso pode gerar um prejuízo no seu desempenho esportivo 

(BRANDÃO, 2000; COSTA; SAMULSKI, 2005; KELLMANN; KALLUS, 2001). Isto 

acontece, pois o esporte, no seu formato atual, visando a vitória “a qualquer custo” e, 

consequentemente, o máximo desempenho sempre, exige uma demanda psicológica e física 

estressante durante o período de preparação dos atletas. 

Atualmente, percebe-se um considerável aumento nas cargas de treino, principalmente 

durante o período de preparação que precede uma competição. Vários treinadores quando 

percebem que seus atletas não apresentam um bom desempenho, utilizam da estratégia de 

aumentar a carga de trabalho. Além de não ser a atitude mais adequada, isso pode prejudicar e 

aumentar a vulnerabilidade e a susceptibilidade a doenças e, como consequência, uma queda 

no rendimento físico (COSTA; SAMULSKI, 2005; KELLMANN; KALLUS, 2001). 

A recuperação, 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 bioquímicos (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 condições parecem envolver não só aspectos físicos, mas também aspectos 

cognitivos (WARD; WILLIAMS, 2003). Além de habilidades físicas e de coordenação, o 

sucesso na esfera de desportos também depende de como as informações são processadas em 

função dos complexos contextos e em rápida mudança. Nas últimas duas décadas, uma ampla 

gama de capacidades de percepção-cognitiva têm 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 após o período de competição havia uma diminuição nas 

concentrações de ACTH e testosterona e um aumento do cortisol quando comparado ao 

período preparatório. Isto é de extrema relevância, pois, o cortisol desempenha um papel 

central na resposta fisiológica e comportamental a um desafio físico e/ou psicológico 

(GATTI; PALLO, 2011; HE et al., 2010). Alguns estudos mostraram que o estresse crônico 

induz déficits de memória (MCEWEN, 2004; MIZOGUCHI et al., 2000), paralelo com dano 

estrutural ao citoesqueleto e atrofia neuronal (SOUSA; ALMEIDA, 2002), e plasticidade 

sináptica prejudicada (KIM; DIAMOND, 2002; SOUZA; MAMIYA; ZOUAIN, 1998).  Esse 

conjunto de fatores pode afetar a função cognitiva, que é o processo de aquisição 

do conhecimento por meio da atenção, memória, juízo, associação, imaginação, percepção, 

raciocínio, pensamento e linguagem (WAGNER et al., 2015; STAWSKI., 2011). De modo 

que, consequentemente, o funcionamento cognitivo de ordem superior, as chamadas funções 

executivas, também possa ser afetado (VERBURGH et al., 2014). 

As funções executivas gerenciam outras funções cognitivas mais básicas (por 

exemplo, percepção visuo-espacial) e envolvem funções tais como a inibição do 

comportamento, atenção e memória de trabalho (ALVAREZ; EMORY, 2006; 

PENNINGTON; OZONOFF, 1996). As funções executivas podem ser importantes para um 

desempenho bem sucedido em vários esportes, porque facilita a adaptação a situações novas 

ou alteradas, atenção, bem como a escolha de estratégias de jogo (VERBURGH et al., 2014; 

WILLIAMS; ERICSSON, 2005). Vestberg (2012) sugere que um alto desempenho das 

funções executivas é importante para o futebol e pode até mesmo prever o sucesso futuro 

neste esporte, e avaliação 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 atenção seletiva, controle inibitório e a atenção sustentada 

(BRUGNOLO et al., 2015; STROOP, 1935). Outro teste bastante simples de ser aplicado é a 

Torre de Hanoi, uma ferramenta neuropsicológica, muitas vezes usada para avaliar 

habilidades de planejamento (BALACHANDAR et al., 2015; BRENNAN; WELSH; 

FISHER, 1997; GOEL; PULLARA; GRAFMAN, 2001). 

 Neste contexto, é fato que para um bom desempenho no futebol é necessário um 

treinamento ideal de todas as dimensões: cognitivas, táticas, técnicas e físicas. E quando isto é 

realizado de forma planejada, apresenta um impacto favorável na saúde e desempenho. 

Entretanto, este equilíbrio muitas vezes se encontra fragilizado devido à relação entre os 

períodos de treinamento/competição com os intervalos de descanso, que quando são 

insuficientes podem levar a queda do desempenho físico, porém outros sinais e sintomas 

podem ser observados como fadiga, alterações neuroendócrinas, irritabilidade e baixa 

imunidade (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; MEEUSEN et al., 2006; SMITH, 2000). 

Neste sentido, a dosagem dos hormônios testosterona e cortisol, é comumente 

utilizada para avaliar este quadro, uma vez que em atletas submetidos a elevadas cargas de 

treinamento, podem ser observadas no plasma altas concentrações de cortisol e baixas 

concentrações de testosterona (BROWNLEE; MOORE; HACKNEY, 2005; FRY; 

KRAEMER; RAMSEY, 1998; HOOGEVEEN; ZONDERLAND, 1996; MASO et al., 2004). 

Nesta mesma perspectiva de possíveis marcadores para avaliar respostas ao 

exercício/treinamento físico, 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, compatível com o quadro de queda de 

rendimento. A partir daí começaram a surgir pesquisas considerando o estado redox como um 

importante fator para um adequado desempenho físico (LOMBARDI et al., 2010; 

TANSKANEN; ATALAY; UUSITALO, 2010). 

Contudo, o fluído utilizado como amostra nestes estudos foi o sangue, pois até o 

momento é o mais popular e amplamente aceito para uso em diagnósticos clínicos e estudos 

experimentais. A análise dos componentes do sangue revelou associações com vários 

processos de doença; uma vez que este fluido circula em volta de tecidos e órgãos, e é 

potencialmente capaz de conter os subprodutos de áreas doentes, por exemplo, tumores (LOO 

et al., 2010). 

Apesar da análise de sangue e seus componentes tem sido utilizada para 

procedimentos de diagnóstico de laboratório durante várias décadas e bastante utilizado para 

avaliação em Bioquímica do Exercício e do Esporte, os atletas apresentam resistência à coleta 
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de sangue por diversos fatores, como aicmofobia (medo de agulhas), crença de que a retirada 

de sangue promova queda de desempenho ou uso do mesmo para exame antidoping (LIPPI et 

al., 2009; PEÑAILILLO, 2015; MOREIRA et al., 2009). Como alguns autores destacam que 

outros fluidos biológicos são também frequentemente utilizados para avaliar o 

comportamento de doenças, por exemplo, urina, fluido cerebrospinal e a saliva (Mandel, 

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

 

Saliva 

A saliva é um liquido claro ligeiramente ácido (pH 6 à 7), secretado na boca, 

principalmente a partir das glândulas salivares (SPIELMANN; WONG, 2011). É um fluido 

hipotônico composto basicamente de água, eletrólitos e moléculas orgânicas (por exemplo, 

aminoácidos, proteínas e lipídeos). Em condições normais, os adultos humanos produzem 

entre 500 a 1500 mL de saliva por dia (NAVAZESH, 1993). 

A saliva total é 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 vírus, fungos, bactérias e endotoxinas 

bacterianas. Em alguns casos, o sangue e o soro de feridas orais, expectoração brônquica e de 

secreções 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 três glândulas 

salivares: parótida, submandibular e sublingual, que produzem 90% das secreções salivares, 

enquanto os 10% restantes são provenientes das glândulas menores (labial, bucal e palatal) 

(NAVAZESH; KUMAR, 2008). As glândulas parótidas, nos seres humanos, são inteiramente 

serosas uma vez que sua secreção carece de mucina (Figura 1), enquanto as glândulas 

submandibular e sublingual são mucosas e serosas (Figura 2). 
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Figura 1-  Glândula parótida e Glândula acessória 

 

Fonte: HANSEN; LAMBERT; OPPIDO, 2007 

 

 

Figura 2- Glândula submandibular e sublingual  

 

Nota: Observe os pequenos ductos da glândula sublingual. 

Fonte: HANSEN; LAMBERT; OPPIDO, 2007 

 

 

As glândulas salivares são estruturas tubuloalveolares que contêm ácinos e um sistema 

ramificado de tubos que conduzem para a cavidade oral, a partir da região do ácino. Esses 

tubos são referidos como dutos intercalares, estriados e excretores. Ambos, os ácinos e o duto, 

participam da secreção salivar. A região acinar é o local de toda a geração de fluido e a parte 

que secreta mais proteína da glândula. Esta secreção primária é modificada durante a sua 

passagem posterior ao longo do duto, onde ocorre considerável fluxo de eletrólito. 

(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 conteúdo da saliva é composta por 

água, enquanto que o restante 1% contém uma grande número de componentes inorgânicos e 

orgânicos (NAVAZESH; KUMAR, 2008). 

Os componentes inorgânicos incluem eletrólitos como sódio, potássio, cálcio, 

magnésio, cloreto, e fosfato, que entram na saliva através de gradientes osmóticos e são 

regulados pela taxa de secreção, natureza do estímulo e do nível de mineralocorticóides na 

circulação, enquanto que os componentes orgânicos podem ser não-proteico ou proteico,  

derivados principalmente da síntese de proteínas e são armazenados como grânulos dentro das 

células acinares (CHIAPPIN et al., 2007; MALAMUD, 1992). Os componentes não-proteicos 

da saliva são o ácido úrico, bilirrubina, creatinina, glicose, lipídios (colesterol e ácidos 

graxos), aminas, lactato, entre outros (AAS et al., 2005).  

As proteínas presentes na saliva são ricas em prolina, amilase, mucina, lisozima, IgA, 

lactoferrina, peroxidase, estatinas, estaterinas, metaloproteases de matriz, glicoproteínas e 

lipoproteínas, entre outros. Outros componentes protéicos incluem enzimas e inibidores de 

enzimas, citocinas, tais como interleucina-8, e hormônios, tais como catecolaminas, tiroxina, 

tri-iodotironina, cortisol, hormônio 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 degradação do 

sistema imunitário do hospedeiro e endotoxinas (CHIAPPIN et al., 2007; NEGRONI, 2000; 

SPIELMANN; WONG, 2011). Esses componentes cumprem vários papéis, inclusive de 

resposta imune, proteção do tecido, atividade antimicrobiana, inibição de precipitação de 

cálcio, remineralização do esmalte, percepção de aroma, digestão, inibição da proteinase, bem 

como outras funções, tais como a transcrição, a proliferação de células, o sinal de transdução, 

quimiotaxia, e motilidade celular (SPIELMANN; WONG, 2011). 

Além disso, a saliva auxilia em numerosas funções, como a fala, gustação e deglutição 

de alimentos, digestão oral, lubrificação de tecidos, ação antiviral, proteção antibacteriana, 

manutenção da integridade dentária e da homeostase oral (LOO et al., 2010; SPIELMANN; 

WONG, 2011). 

 

Fisiologia da circulação plasmática/ salivar 

A principal função da saliva é a manutenção da saúde oral, entretanto existe um fluxo 

do plasma para a saliva (HUMPREY, 2001; NUNES; MACEDO, 2013). Com isso, vários 

componentes são constituintes não-habituais da saliva e são derivados de diferentes órgãos e 
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sistemas. Algumas moléculas plasmáticas cruzam as barreiras capilares, o espaço intersticial, 

e as membranas das células acinares e dutais, atingindo o lúmen dos túbulos excretores das 

glândulas 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 difusão passiva de moléculas lipofílicas (hormônios 

esteroide) ou transporte ativo através de canais proteicos (CHIAPPIN et al., 2007). Neste 

último caso, as moléculas com peso molecular <1900 Da (água, íons, hormônios) chegam por 

ultrafiltração através de junções celulares ou junções comunicantes presentes entre as células 

secretoras das unidades (PFAFFE et al., 2011) (Figura 3). 

 

Figura 3- Transporte de substâncias do plasma para as glândulas salivares 

 
Legenda: (a) entrada de componentes por filtração simples. (b) entrada de compostos lipossolúveis por difusão 

passive. (c) entrada de componentes por transporte ativo. (d) bombeamento ativo de íons de Na e 

concomitante entrada de H2O. (e) componente produzido e secretado pelas glândulas salivares. (f) 

bombeamento de íons de Na para o sangue, produzindo fluído hipotônico.  

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

 

Neste contexto, o fluido crevicular contém vários elementos plasmáticos, tais como, 

transferrina, IgG, IgM, neutrófilos, linfócitos T e B e macrófagos, entre outros, e algumas 

moléculas típicas de plasma, tais como albumina, são também encontradas na saliva devido a 

um mecanismo de transudação. Esta rota fornece os compostos do plasma com acesso à 

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 séricos de saliva são principalmente derivados da vasculatura 

local que se origina a partir das artérias carótidas (JOHNSON, 2001), a saliva tem uma fonte 

de fluido prodigiosa que fornece muitos, se não a maioria, das moléculas encontradas na 
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circulação sistêmica. Isso faz com que a saliva seja um fluido potencialmente útil para o 

diagnóstico de várias doenças sistêmicas, assim como para avaliar respostas crônicas e agudas 

ao exercício (CELECOVÁ 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 informações em relação a vários órgãos e sistemas, visto que elementos como 

bactérias, células epiteliais, eritrócitos, leucócitos podem estar presentes na saliva. Por outro 

lado, alguns destes compostos são sintetizados nas células das glândulas salivares, isto quer 

dizer que alguns componentes da saliva não estão relacionados com as concentrações 

plasmáticas, e sim com a resposta glandular local. (CHICHARRO, 1998; NUNES; 

MACEDO, 2013). 

 

Tipos de saliva 

A catalogação recente do proteoma salivar trouxe informações com grande potencial 

para aplicações diagnóstica e análise de comportamentos neste fluido (DENNY, 2008; 

HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007). A relevância clínica desta informação é pertinente 

para o tipo de saliva em análise, que pode ser específica de uma glândula ou saliva total. 

Existem três grandes glândulas salivares (parótida, submandibular e sublingual) que 

introduzem a saliva na cavidade oral. A saliva a partir destas glândulas fornece diferentes 

misturas de fluido seroso e mucinoso, e é principalmente útil para a detecção de uma 

patologia específica da glândula. A saliva total, por outro lado, é composta por uma mistura 

de fluidos orais a partir das glândulas salivares maiores (submandibular 65%, parótida 23% e 

sublinguais 4%) e glândulas salivares menores (8%), e contém constituintes de origem não-

salivar, incluindo fluido crevicular gengival (FCG), soro transudado para a mucosa e locais de 

inflamação, células epiteliais e do sistema imunológico, restos de alimentos e diversos 

micróbios (FOX, 1989; MANDEL, 1976). 

A saliva total é mais estudada porque sua coleta é fácil, não invasiva e rápida de obter, 

sem a necessidade de equipamentos especializados. Também pode ser coletada com ou sem 

estimulação. Sendo a primeira comumente coletada pelo método “drenagem", onde a cabeça 

da pessoa deve estar inclinada para a frente, de modo que a saliva se mova em direção a 

região anterior da boca e seja recolhida através de algum material auxiliar. Já a segunda é 

geralmente obtida por ação de mastigação (isto é, o indivíduo deve mascar parafina) ou por 

estimulação gustatória (isto é, utilização de ácido cítrico ou doces ácidos sobre a língua dos 

indivíduos) e é expectorada dentro de um tubo. O método estimulado é menos adequado para 



26 

 

aplicações diagnósticas e análise de comportamentos salivares, porque as substâncias 

utilizadas para estimular a saliva tendem a modular o pH do fluido e, geralmente, estimular a 

fase de secreção de água da saliva, resultando numa diluição de proteínas de interesse 

(OBERG; IZUTSU; TRUELOVE, 1982; RUDNEY, 1985). 

Neste sentido, a identificação e análise de biomoléculas presentes na saliva podem 

fornecer informações sobre a função de vários órgãos do corpo (GREABU ET AL., 2009; 

OPPENHEIM et al., 2007; TIWARI, 2011; ZIMMERMANN et al., 2007). Dados 

discriminatórios de DNA, RNA, proteínas, metabólitos, microrganismos, e outros, podem ser 

candidatos a potenciais biomarcadores, com os quais é possível detectar alterações 

fisiológicas antes de sintomas clínicos se tornarem aparentes (LOO et al., 2010). 

 

Justificativa 

Recentemente a saliva se tornou um fluido potencial para avaliação de biomarcadores 

no diagnóstico e acompanhamento de doenças. O uso da saliva possui várias vantagens sobre 

as amostras de sangue, incluindo a natureza não invasiva da coleta com a consequente 

redução dos níveis 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 avaliação de atletas. A simplicidade da coleta, tratamento, 

armazenamento e processamento reduzindo os custos associados (TIWARI, 2011), bem como 

o baixo risco de exposição dos técnicos de laboratório com amostras perigosas (LIMA et al., 

2010; MILLER, 1994) tornam este fluido uma ferramenta de análise muito interessante. 

A saliva fornece dados clinicamente relevantes e informações relativas a compostos 

celulares biologicamente ativos que podem ser usados para avaliar e monitorar o processo 

saúde-doença (TIWARI, 2011; ZIMMERMANN et al., 2007), bem como as respostas agudas 

e crônicas ao exercício (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 avaliação dos voluntários em diferentes condições, inclusive podendo ser coletada 

pelo próprio indivíduo.  

Apesar de diversos estudos utilizarem a saliva para avaliar diferentes respostas ao 

exercício, poucos são aqueles que estudaram os apesctos fisícos e cognitivos no esporte. Neste 

contexto, nenhum estudo demonstrou até o momento os efeitos do exercício sobre os 

marcadores de estresse oxidativo em conjunto com os de intensidade do exercício e 

imunidade da mucosa oral. Sendo assim, acreditamos que tais parâmetros na saliva possam 
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ser utilizados como uma relevante ferramenta para avaliar o desempenho físico e cognitivo 

em atletas de futebol. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Geral 

 

 

O objetivo desse trabalho foi estudar a capacidade discriminatória das análises 

bioquímicas realizadas em saliva para avaliação do desempenho físico e cognitivo em atletas 

de futebol. 

 

 

1.2 Específicos 

 

 

a) Identificar o estado físico dos atletas utilizando análises realizadas na saliva, um 

material biológico obtido de forma não invasivo e de fácil acesso; 

b) Investigar o potencial diagnóstico da saliva para a avaliação da função executiva em 

atletas de futebol; 

c) Avaliar o uso de marcadores hormonais salivares, de intensidade do exercício, 

imunidade da mucosa oral e estresse oxidativo como fatores relevantes no desempenho 

esportivo dos atletas. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Desenho experimental 

 

O presente estudo foi dividido em três partes. Na primeira parte, foi analisada a 

resposta aguda de determinados marcadores bioquímicos ao teste de capacidade de sprints 

repetidos em atletas de futebol, o Bangsbo Sprint Test (BST). Na segunda parte foi avaliada a 

função executiva dos jogadores de futebol profissional a partir de alguns testes específicos, 

teste de Stroop (TSt) e torre de Hanoi (ToH). E na terceira e última parte foram utilizadas as 

amostras de oito atletas, cuja intensidade do exercício (verificada a partir do lactato) foi 

semelhante, para um estudo piloto a partir de uma abordagem preliminar de proteômica 

(Figura 4). 

 

Figura 4 - Esquema do desenho experimental 

 

 

  

I Parte  

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

*Bansbo Sprint Test (BST) 

*Coleta de Saliva Pré e Pós BST 

II Parte  

- Avaliação da Função Executiva [n=32] 

*Teste de Stroop (TSt) 

*Torre de Hanoi (ToH) 

*Coleta de Saliva em Repouso 

III Parte  

- Abordagem Preliminar de 
Proteômica [n=8] 

*Estudo Piloto 

*Coleta de Saliva Pré e Pós 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
2
) participaram do estudo. Todos os 

voluntários faziam parte de um centro de treinamento físico para jogadores de futebol, 

CETRAF (Rio de Janeiro, Brasil). 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 excluídos do estudo os participantes que 

apresentaram um ou mais dos seguintes critérios: tabagismo, doenças crônicas, utilização de 

fármacos ou suplementos alimentares que pudessem interferir no seu desempenho e/ou 

resposta ao teste. 

 

 

2.3 Procedimentos experimentais 

 

 

O BST e os testes de função executiva (TSt e ToH) foram realizados em dias 

diferentes, com 48 horas (h) de diferença entre um e o outro. Os participantes foram instruídos 

a não comer e beber, exceto água mineral (sem gás), e abster-se de álcool, cafeína e exercícios 

extenuantes 2h antes dos testes. Todos avaliados chegaram às 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 condições de repouso. A saliva foi 

obtida imediatamente antes dos testes (BST, TSt e ToH) e após a conclusão do BST. 

Os participantes ingeriram 300 mL de água 1 min. antes de fornecer as amostras de 

saliva. Todas as amostras foram coletadas no período da manhã (9h às 12h am) e garantiu-se 

que 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 estimulação, onde um 

rolete de algodão (MasterRoll Plus - Wilcos®) ficou 3 min. na boca do atleta, e durante este 

tempo o indivíduo foi orientado a deixar o algodão sob a língua. Após esse tempo o rolete de 

algodão foi transferido para uma seringa hipodérmica, sem agulha, estéril, de 5 ml (BD 

Plastipak
®

), e desta seringa foi extraído a amostra que estava contida no rolete de algodão 

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 4ºC para remoção dos restos celulares, e o sobrenadante 

resultante foi armazenado à -20 °C para análises posteriores. 

 

 

2.5 Bangsbo Sprint Test (BST) 

 

 

Neste protocolo de teste de capacidade de sprints repetidos, os jogadores realizaram 7 

sprints sucessivos com mudanças de direção, em uma distância 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 à queda ou escorregões foram excluídas 

e quando observado na primeira tentativa o teste foi interrompido com posterior 

reinicialização, após a recuperação total do atleta.  

 

Figura 5- Esquema do Bangsbo Sprint Teste 
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2.6 Testes de Função Executiva 

 

 

2.6.1 Teste de Stroop (TSt) 

 

 

Foi utilizada uma versão 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 

estímulos visuais dentro do tempo de 2s. O teste teve um tempo total de 1 min. e 30s. Para a 

execução da tarefa foi posicionado um monitor colorido de 17 polegadas ao nível dos olhos 

dos participantes, a uma distância aproximada de 80 cm. Durante o teste, as palavras verde, 

azul, preto e vermelho foram apresentadas congruentes ou incongruentes a sua cor, de forma 

aleatória, individualmente, no centro do monitor. A cada 2s era trocada a palavra na tela, e a 

partir disso foi contabilizado o número de acertos e erros ao final da tarefa, de acordo com um 

gabarito pré-estabelecido (Figura 6). 

 

Figura 6 - Ilustração do Teste de Stroop 
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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 posição para uma posição final com um número mínimo de movimentos, sem violar 

as regras determinadas. Estas regras incluem: (a) um único disco deve ser movido de cada 

vez; (b) os discos devem ser deslocado apenas para os locais determinados; e (c) um disco 

maior não 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 licença GPL de software livre (Figura 7). 

 

Figura 7- Ilustração da Torre de Hanoi 

  

  

 

 

2.7 Análises bioquímicas 

 

 

2.7.1 Contaminação por sangue 

 

 

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Salimetrics
TM

, Palo Alto, EUA), 

com método de imunoensaio competitivo. Antes da utilização, todos os reagentes e a 

microplaca foram mantidos à temperatura ambiente. O tampão de lavagem foi preparado 

http://www.ufrgs.br/psicoeduc/hanoi/
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através da diluição de um tampão concentrado [10x] (tampão fosfato, detergente e 

conservante) com água destilada (100 mL de tampão de lavagem concentrado (10x) para 900 

mL de H2O destilada).  

A preparação das diluições em série do padrão de contaminação por sangue (tampão 

fosfato, indicador de pH e conservante) foi realizado de modo que as concentrações finais dos 

padrões 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 padrões, controles (transferrina, tampão e conservante) e 

amostras de saliva nos poços apropriados, seguido de 20 uL do diluente de ensaio de 

contaminação por sangue em 2 poços para servir como o zero. Foi adicionado 50 uL da 

solução do conjugado diluído (20 uL do conjugado de enzima [transferrina conjugada com 

peroxidase de rábano silvestre e conservante] para o tubo de 8 mL do diluente de ensaio de 

contaminação por sangue) a cada poço. Em seguida foi adicionado 50 uL de anti-soro de 

contaminação por sangue (solução de anticorpo de coelho anti-transferrina humana) em todos 

os poços. A placa foi agitada durante 5 min. e incubada à temperatura ambiente durante 45 

min. Após a incubação os poços foram lavados 4 vezes com 300 uL de tampão de lavagem, , 

em seguida, eliminando o líquido por decantação. No passo seguinte foi adicionado 100 uL de 

solução de substrato TMB a cada poço, e a placa foi agitada durante 5 min. e incubada no 

escuro (coberta) à temperatura ambiente durante um período adicional de 10 min. Logo após 

foi adicionado 100 uL de solução de parada (ácido sulfúrico, 2M), e a placa foi agitada 

durante 3 min. A absorbância foi determinada a 450 nm dentro de 10 min. As concentrações 

dos controles e das amostras de saliva foram determinadas por interpolação, 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 variação 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 visível (UV) enzimático utilizando a enzima lactato desidrogenase. 

Inicialmente foi formado um monorreagente com 20 mL do reagente enzimático (Tampão 

Borato [pH 10,0], LDH > 24 KU/L e Azida Sódica 15,38 mmol/L) adicionados a 5 mL do 

reagente de coenzima (NAD > 4 mmol/L, Tampão Citrato 200 mmol/L [pH 3,0] e Azida 
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Sódica 15,38 mmol/L.). Em seguida, foram adicionados em tubos diferentes 10 uL da 

amostra, 10 uL do reagente padrão (Lactato 10 mg/dL e Azida Sódica 15,38 mmol/L.) e 10 uL 

de água 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 

37ºC. A absorbância da amostra foi determinada a 340 nm, e a leitura foi realizada em, no 

máximo, 30 min. A concentração foi determinada a partir do seguinte cálculo: ((Abs. da 

Amostra x Concentração do Padrão)/Abs. Padrão), e o resultado foi expresso em mg/ dL. 

 

 

2.7.3 Proteínas totais 

 

 

Foi realizado por meio de kit comercial (Bioclin
TM

; Minas Gerais, Brasil), com 

método do Biureto (GORNALL, 1949). Foram adicionados em tubos diferentes 50 uL da 

amostra, 50 ul do reagente padrão (Albumina 4g/dL, estabilizador e Azida Sódica 15,38 

mmol/L.) e 50 ul de água 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 máximo, 30 min. A concentração foi determinada a partir deste 

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

 

 

2.7.4 Cortisol 

 

 

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Diametra
TM

, Foligno, Itália), com 

um método colorimétrico imunoenzimático competitivo. Inicialmente foi feita a preparação 

dos calibradores, do conjugado diluído e da solução de lavagem. Antes da utilização, os 

calibradores ficaram em um mixer rotativo por pelo menos 5 min. Os calibradores prontos 

para apresentam 6 diferentes concentrações de cortisol: 0, 0,5, 1, 5, 10, 20 e 100 ng/mL. O 

conjugado diluído foi preparado imediatamente antes da utilização, adicionando 10 uL de 

conjugado (cortisol conjugado com peroxidase de rábano silvestre) a 1 mL de Tampão de 

Incubação (tampão de fosfato 50 mM [pH 7,4] e BSA 1 g/ L). E a solução de lavagem foi 
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preparada, antes da utilização, a partir da diluição de 50 mL da "Solução 10x Concentrada" 

(0,2M tampão de fosfato, Proclin <0,0015%) com água destilada, para um volume final de 

500 ml. Antes do inicio do ensaio todos os reagentes atingiram a temperatura ambiente (22 à 

28 °C). 

Foram adicionados em diferentes poços da microplaca revestida com anticorpo anti- 

cortisol: 25 uL da amostra, 25 uL dos calibradores e 25 uL de água destilada (branco), e a 

cada poço foi acrescentado 200 uL de conjugado diluído. A placa foi incubada a 37°C durante 

1h. O conteúdo de cada poço foi removido e lavados 3 vezes com 300 uL da solução de 

lavagem diluída. Durante cada etapa da lavagem, a placa foi suavemente agitada durante 5s e 

o excesso foi removido invertendo a placa sobre um papel absorvente. Em seguida foi 

adicionado a cada poço 100 uL de substrato de TMB (H2O2 - TMB 0,26 g/ L) e a placa foi 

incubada à temperatura ambiente (22 °C - 28 °C) durante 15 min. no escuro. Após a 

incubação adicionou-se a solução de parada (H2SO4 0,15M) e a microplaca foi agitada 

suavemente. 

A absorbância da amostra foi determinada em 450 nm dentro de 5 min. Os valores das 

amostras na curva de calibração foram interpolados para obter os valores correspondentes das 

concentrações, expressas em ng/ mL. 

 

 

2.7.5 Imunoglobulina A salivar (IgA-s) 

 

 

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Salimetrics
TM

, Paio Alto, EUA), 

com método de imunoensaio competitivo. Inicialmente foi feita a preparação do tampão de 

lavagem, do IgA-s diluído, da solução da solução de parada, da diluição em série do padrão de 

IgA-s e das amostras. Para o tampão de lavagem foi diluído 100 mL de uma solução de 

lavagem (tampão fosfato, detergente e conservantes) concentrada (10x) em 900 mL de água 

destilada. O IgA-s diluído foi formado a partir de  50 mL do diluente IgA-s (tampão fosfato e 

conservantes) concentrado (5x) em 200 mL de água destilada. A solução de parada liofilizada 

fornecida pelo kit foi reconstituída com 10 mL de água destilada. E após a diluição seriada do 

padrão de IgA-s as concentrações finais de padrões foram de 600 ug / mL, 200 ug / mL, 66,7 

ug / mL, 22,2 ug / mL, 7,4 ug / mL e 2,5 ug / mL. 

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

IgA-s diluído. Para 10uL dos padrões preparados a partir da diluição seriada e 10 uL IgA-s 
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diluído, em tubos distintos, foi adicionado 4 mL de IgA-s diluído, que serviram como padrão 

e branco, respectivamente. O conjugado anticorpo-enzima (anticorpo de cabra anti-IgA 

humana conjugado com peroxidase de rábano e tampão) foi diluído (1:120) por adição de 25 

uL do conjugado em 3 mL IgA-s diluído. E em seguida, 50 uL do conjugado anticorpo-

enzima diluída foram adicionados a todos os tubos, suavemente misturados por inversão, e 

incubados durante 90 min. à temperatura ambiente. Após a incubação, o conteúdo dos tubos 

foram transferidos para placa de ensaio, misturando cada tubo novamente por inversão suave 

e adicionando 50 uL de cada tubo para a microplaca. A placa foi incubada a temperatura 

ambiente com agitação contínua a 400 rpm durante 90 min. Após este período a placa foi 

lavada 6 vezes, adicionando 300 uL do tampão de lavagem em cada poço e em seguida 

descartando o liquido. Depois foi adicionado 50 uL de solução de TMB, a placa ficou em 

rotação durante 5 min. e foi incubada no escuro à temperatura ambiente durante um período 

adicional de 40 min. Após esta etapa foi adicionado 50 uL de solução de parada a cada poço e 

a placa ficou em rotação durante 3 min. 

A absorbância da amostra foi determinada em 450 nm dentro de 10 min. após a adição 

da solução de parada. Os valores dos padrões foram interpolados para obter os valores 

correspondentes as amostras de saliva, este resultado foi multiplicado por 5 para obter a 

concentração final de IgAs, expressas em ug/ mL. 

 

 

2.7.6 Ácido Úrico 

 

 

Este ensaio foi realizado por meio de kit comercial (Bioclin
TM

; Minas Gerais, Brasil), 

com método do enzimático colorimétrico. Foram adicionados em tubos diferentes 25 ul da 

amostra, 25 uL do reagente padrão (ácido úrico 6,0 mg/dL, tampão < 500 mmol/L, 

estabilizante e conservante) e 25 uL de água destilada (branco), e a cada tubo foi acrescentado 

1,0 mL de reagente enzimático (tampão ≥ 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 (37ºC) 

durante 5 min. A absorbância da amostra foi determinada em 505 nm, acertando o zero com 

branco e a leitura foi realizada em, no máximo, 30 min. A concentração foi determinada a 
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partir deste cálculo: ((Abs. da Amostra x 6)/Abs. do Padrão), e o resultado foi expresso em 

mg/ dL. 

 

 

2.7.7 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

 

Este ensaio foi realizado segundo Bannister e Calabrese (1987), onde a atividade da 

SOD foi determinada pela inibição da auto-oxidação da adrenalina. 

Foi utilizado 10, 30 e 50 uL da amostra (homogeneizada em tampão glicina) e 

adicionado 10 uL de catalase (0,0024 g/mL de água destilada), 970 uL de tampão glicina 

(0,75g em 200 mL de água destilada à 32ºC), 17 uL de adrenalina (60 mM em água destilada 

+ 15 uL/mL de HCl). 

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 proteína (U/mg proteína). 

 

 

2.7.8 Catalase (CAT) 

 

 

Este ensaio foi realizado segundo Aebi (1984), onde a atividade da Catalase foi 

determinada a partir da velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2), pela 

enzima presente na amostra. 

Foi utilizada a solução com 40 uL de peróxido de hidrogênio em 25 mL de tampão 

KPE. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da solução de KPE/H2O2 e 40 uL de 

amostra e homogeneizados. 

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

valores foram expressos em unidades de catalase por miligrama de proteína (U/mg proteína). 
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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 solução TCA (ácido tricloroacético) 10%, em seguida 

foram agitadas e centrifugadas a 4000xg durante 10 min. a 10º C. Para 200 uL do 

sobrenadante foi adicionado 700 uL de tampão de Tris-HCl (pH 8,9 e 400 mM), seguido pela 

adição de 100 uL de DTNB (2,5 mM) dissolvido em tampão de Tris-HCl (pH 8,9 e 40 mM) e 

permaneceram 10 min. à 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 Ácido Tiobarbitúrico (TBARs) 

 

 

 Este ensaio foi realizado segundo Keles et al. (2001). Foram adicionados 100 uL de 

saliva a tubos com uma solução de 500 uL de TCA (35%) e 500 ul de Tris-HCl (200 mM, pH 

7,4). Estes tubos foram incubados durante 10 min. à temperatura ambiente. Adicionou-se aos 

tubos 1 mL de solução de Na2SO4 (2 M), seguido de 1 mL de solução de ácido tiobarbitúrico 

(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 após a adição de 1 mL de TCA (70%). Após 

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 Padronização da análise preliminar de proteômica 

 

 

2.8.1 Quantificação de Proteínas 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
®

 



40 

 

Merck). Em seguida a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. (4◦C) para remover 

o material insolúvel. 

Para precipitação a amostra foi divida em 5 partes contendo 100 uL cada, mantendo 

sempre a 4°C. Após esta etapa foi adicionado ao material TCA (100%) e acetona (100%), 

gelada, na seguinte proporção e ordem, sem misturar: 

a) 100 uL de amostra; 

b) 800 uL de acetona 100% gelada; 

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

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 após o material foi ressuspendido em 10 uL de tampão de reidratação (Tampão de 

DIGE), e após esta etapa as 5 réplicas foram reunidas novamente, totalizando 50 uL. 

A dosagem de proteínas totais foi realizada pelo método de Bradford no 

espectrofotômetro, a curva padrão foi construída utilizando BSA (2000 ug/mL) e tampão de 

reidratação diluído 5 vezes, e a leitura foi feita utilizando o filtro de 595 nm. A leitura de 

todas as amostras foi finalizada em no máximo 30 min. A análise dos dados foi realizada no 

programa Microsoft Excel 2010. 

 

 

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

 

 

Alíquotas de 10 uL contendo 5 ug de amostra foram misturadas a 10 uL de tampão de 

amostra (Tris-HCl pH 6,8 125 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,02%), DTT 

0,2 M e desnaturadas a 96 ºC por 5 min. Estas amostras foram então submetidas à eletroforese 

em gel desnaturante de poliacrilamida formado pelo gel de empilhamento (acrilamida 30%, 

bis-acrilamida 2%, Tris-HCl 1 M pH 6,8, SDS 10%, TEMED 1% e PSA 10%) e pelo gel de 

corrida, na concentração de 12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 2%, Tris-HCl 1M pH 8,8, 

SDS 10%, TEMED 1% e PSA 10%) em tampão 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. 

Após a eletroforese o gel foi corado pelo método da prata amoniacal, que consistiu nas 

seguintes etapas: a) fixação: o gel foi incubado em uma solução contendo etanol 40%, ácido 

acético 10% durante 1h sob agitação e em seguida foi transferido para outra solução contendo 
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etanol 5%, ácido acético 5% por 2h ou overnight sob agitação. Ao fim desta etapa o gel foi 

lavado 2x em água ultrapura durante 5 min.; b) sensibilização: nesta etapa o gel foi transferido 

para uma solução contendo glutaraldeído 1% e acetato de sódio (0,5 M) onde permaneceu 

durante 30 min. sob agitação. Ao fim desta etapa o gel foi lavado em água ultrapura durante 5 

min. por 8x; c) coloração: o gel foi corado por 30 min. com nitrato de prata amoniacal fresco 

sob agitação. Esta solução foi feita a partir de duas outras soluções: 6 mL de nitrato de prata 

42 uM em 2,6 mL de hidróxido de amônio 25% e 0,4 mL de NaOH 10 N em 42,6 mL de 

água. Em seguida, o gel foi lavado em água ultrapura durante 4 min. por 4x e d) 

desenvolvimento: o gel foi transferido para uma solução contendo ácido cítrico 0,01% e 

formaldeído 0,1%, nesta etapa as bandas começaram a ser visualizadas e a parada da reação 

ocorreu com a adição da solução contendo ácido acético 2% e Tris 5%. 

 

 

2.8.3 Focalização isoelétrica 

 

 

Foi realizada a padronização da focalização isoelétrica inicialmente aplicando-se 5 ug 

de amostra em uma IPG strip (Immobilized pH Gradients, GE Health) com faixa pH 3 à 11, 

não linear, e comprimento de 18 cm. Uma vez obtidos os resultados utilizando strips de 18 cm 

pH 3 à 11, passou-se a utilizar strips (Immobilized pH Gradients, GE Health) de 18 cm com 

faixa pH 4 à 7, não linear, que permitem melhor resolução das proteínas pelo seu ponto 

isoelétrico. Nestas strips de 18 cm foram aplicados 150 ug de amostra. 

Primeiramente as amostras foram diluídas na solução tampão de rehidratação 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 ºC por 30 min. sob agitação.  A rehidratação do gel da strip foi 

de forma ativa a 30V durante 12h. A focalização isoelétrica foi realizada na plataforma Ettan 

IPGphor II (GE Healthcare) a 20 ºC, de acordo com os seguintes parâmetros: 

a) 30 V/12h, 100 V /1h, 500 V/ 1h, 2000 à 8000 V/ 1h e 8000 V até ser atingido um 

máximo de 40000 Vhs e 50uA; 

b) 30 V/12h, 100 V /1h, 500 V/ 1h, 2000 à 8000 V/ 8h e 200 V até ser atingido um 

máximo de 80000 Vhs e 70uA; 

c) 30 V/12h, 100 V /1h, 500 V/ 1h, 2000 à 8000 V/ 8h e 200 V até ser atingido um 

máximo de 100000 Vhs e 50uA; 
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2.8.4 Equilíbrio das strips e eletroforese bidimensional (2D) 

 

 

Após a focalização cada strip foi lavada com água ultrapura e incubada em solução de 

equilíbrio (uréia 6 M, Tris-HCl pH 8,8 75 mM, glicerol 29,3% (v/v), SDS 2% (p/v)) contendo 

primeiramente 150 mg de DTT por 15 min. sob agitação, e em seguida solução de equilíbrio 

contendo 250 mg de IAA durante 20 min. sob agitação. 

Para a segunda dimensão as strips foram lavadas em tampão 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-HCl 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 tampão de corrida 2x (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, 

pH 8,3) a 15 ºC sob as seguintes condições: 100 V por 15 min., seguido de 150 V por 50 min. 

para os mini géis e 5mA/gel por 30 min, seguido de 8 mA/gel por 1h e 60 mA/gel por 3 h para 

os géis 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 proteínas 

comparados pelo Image Master Platinum software v 6.0, (GE Healthcare Bio-Sciences, 

Uppsala, Sweden). 

 

 

2.9 Análise estatística 

 

 

As diferenças nos sprints individuais do THSR foram avaliadas através do ANOVA de 

uma via emparelhado com pós-teste de Newman-Keuls. E as diferenças nas análises salivares 

entre o PRÉ e PÓS foram avaliados utilizando teste t de Student pareado. Para a análise da 

função executiva foi utilizado teste t de Student não pareado para observar se havia diferença 

entre as pessoas com e sem erro no teste de Stroop. Para análise dos dados da torre de Hanoi 

os atletas foram separados por percentil de tempo de execução do teste, de modo que foram 

formados 4 grupos percentis de 25, 50, 75 e 100 (P25, P50, P75, P100) e para avaliar as 

diferenças entre esses grupos foi utilizado o ANOVA de uma via emparelhado com o pós-

teste de Newman-Keuls. A expressão de proteínas no gel 2D foram analisadas em valores 

absolutos. 
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As análises estatísticas de teste t de Student pareada e não pareada, e ANOVA com 

pós-teste de Newman Keuls foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0. Para a 

divisão dos grupos por percentil foi utilizado o programa Microsoft Excel 2010. E a partir do 

software ImageMaster 6.0 foi possível identificar os valores absolutos de aumento e/ou 

diminuição de expressão de  proteínas na saliva. 

Os dados em texto e tabelas são apresentados como média ± DP. Para maior clareza, 

os dados das figuras estão apresentados como média ± SEM. A significância estatística foi 

fixado em p <0,05. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Parte I – Efeito do Teste Físico (Resposta Aguda) 

 

 

3.1.1 Bangsbo Sprint Test (BST) 

 

 

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

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

teste, sugerindo uma característica exaustiva do BST (Gráfico 1). 

 

Gráfico 1 - Tempo dos sprints no Bangsbo Sprint Test (BST) 

 
Legenda: a vs 1; b vs 2; c vs 3; p<0,05.  

 

 

3.1.2 Contaminação por sangue 

 

 

Os valores de transferrina salivar não alcançaram o valor de 0,5 mg/ dL proposto 

como  limiar de tolerância indicativo de contaminação cruzada com sangue. Este padrão foi 

mantido mesmo após os atletas terem sido submetidos ao BST (Gráfico 2). 
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Gráfico 2 – Transferrina Salivar dos atletas submetidos ao BST 

 

Legenda: os valores representam a média ± o EPM dos atletas antes (Pré) e após (Pós) o BST. Teste t-Student. A 

linha pontilhada representa o limite de contaminação proposto por (SCHWARTZ; GRANGER, 2004). 

 

 

3.1.3 Indicadores de Intensidade do Exercício 

 

 

Os níveis de lactato na saliva aumentaram quando comparados com valores Pré-Teste 

(6,95 vezes; p <0,05). A proteína total salivar seguiu um padrão semelhante do lactato, com 

níveis elevados após o BST (1,44 vezes; p <0,05), de forma similar ao que foi observado para 

as concentrações de cortisol na saliva após o BST (1,34 vezes; p <0,05) (Gráfico 3). 

 

Gráfico 3 - Indicadores de intensidade do exercício. 
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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 níveis de imunoglobulina-A salivar (IgA-s) não mostraram diferenças 

significativas após o BST em atletas de futebol (Gráfico 4). 

 

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

 

 

Os parâmetros de homeostase redox na saliva mostraram um padrão heterogêneo após 

o BST. Os níveis de GSH e TBARS não apresentaram diferenças significativas, enquanto os 

níveis de ácido úrico na saliva diminuíram após o teste físico (-26%; p <0,05). No entanto a 

SOD salivar foi aumentada (3,63 vezes; p <0,05), enquanto que os níveis de CAT na saliva 

não atingiram diferenças significativas (Gráfico 5). 
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Gráfico 5 - Homeostase redox 
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Legenda: * vs Pré - Teste; p < 0,05. 
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3.2 Parte II – Avaliação da Função Executiva 

 

 

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

 

 

 Durante o TSt quantificamos o número de erros, a partir de um total de 10 acertos 

possíveis, e observamos que a maioria dos atletas realizaram o teste sem cometer nenhum erro 

(Tabela 1). 

 

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

Porcentagem da amostra nº de acertos 

72% 10 

9,5% 9 

4,5% 8 

9,5% 7 

4,5% 3 

Nota: O número total de acertos possíveis no TsT são 10. 

  

 Na ToH quantificamos o número de movimentos e cronometramos o tempo de cada 

jogo, e a partir disto verificamos o máximo, o mínimo e a média relacionado a estes 

parâmetros (Tabela 2). 

 

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

 Movimentos Tempo (s) 

Máximo 155 882 

Mínimo 17 38 

Média 38,46 169,83 

Dp 29,83 167,56 

% Acerto em 15 0 --- 
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3.2.2 Avaliação dos marcadores salivares com os testes de função executiva 

 

 

As variáveis analisadas não mostraram associações significativas no TSt e na ToH. No 

entanto a estratificação dos valores de cortisol salivar em percentis identificou diferenças 

entre estes grupos para o ToH quando consideramos o tempo de execução 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 comparação 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) (Gráfico 6). 

 

Gráfico 6 - Níveis de cortisol salivar por percentil de tempo na ToH 

 

Legenda: *p< 0,05  vs P25; # vs P50; $ vs P75 

 

 

3.3 Parte III – Abordagem Preliminar de Proteômica 

 

 

3.3.1 Caracterização da amostra 

 

 

 Para o estudo piloto com uma abordagem preliminar de proteômica, foi utilizada as 

amostras de 8 dos 32 atletas que realizaram o BST, cuja a intensidade do exercício, verificada 

pela variação na concentração de lactato, foi semelhante. E foi observado também neste grupo 

um aumento nos níveis de proteínas totais salivares (Gráfico 7). 
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Gráfico 7 - Caracterização pela intensidade do exercício 
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3.3.2 Perfil de proteínas em eletroforese unidimensional (1D) 

 

 

Um ensaio piloto com eletroforese 1D foi realizado e a partir desta análise é possível 

observar uma modificação no perfil de proteínas presentes na saliva após o BST (Figura 8). 

 

Figura 8 - Perfil (1D) de Proteínas Pré e Pós BST 

  

 

 

 

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

 

 

Para a análise do perfil de proteínas no gel 2D, as 16 amostras foram separadas em 

dois momentos, pré (8) e pós (8) BST, e agrupadas formando um pool de proteínas 

representativas do grupo pré teste físico e outro pool de proteínas representando o grupo pós 

teste físico (Figura 9). A partir desta análise foi possível observar um perfil de expressão de 

proteínas diferente entre estes grupos. Foi identificado que 215 spots só estavam presentes no 

momento pré – teste, e após o BST (pós-teste) 63 spots aumentaram e 108 spots diminuíram a 

sua expressão. 

 

Figura 9 – Eletroforese 2D 

  

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

 

 

Na primeira parte deste estudo atentamos principalmente para as respostas 

bioquímicas salivares a um teste de desempenho físico. Ao analisar os resultados de tempos 

de sprints observamos que apesar dos atletas se encontrarem em um nível profissional, o 

desempenho destes está abaixo, porém próximo, 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 campeã nacional da categoria dois meses antes dos 

testes e a outra metade também estava em uma equipe que se encontrava entre as melhores do 

país.  

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 diferenças cada vez mais significativas a partir da quarto sprint. 

A partir deste protocolo de teste físico foi analisado a respostas bioquímicas salivares 

a este tipo de estresse. Um fator a ser considerado quando se analisa a saliva é que as 

moléculas celulares encontram-se em níveis muito baixos, na faixa de picogramas ou 

nanogramas. No entanto, este problema foi superado graças aos recentes avanços tecnológicos 

em biologia molecular, bem como a disponibilidade atual de equipamentos extremamente 

sensíveis que são facilmente capazes de medir os baixos níveis de moléculas biologicamente 

ativas na saliva, com os consequentes benefícios para a pesquisa de biomarcadores neste 

fluido (TIWARI, 2011). 

Neste contexto, o diagnóstico da doença a partir da saliva, assim como a análise do 

comportamento de biomarcadores salivares em resposta a um estímulo físico, é um campo de 

investigação crescente com implicações básicas e clínicas. É importante considerar que a 

saliva total é constituída por secreções provenientes de várias fontes (NIEUW AMERONGEN 

et al., 2007). Com isso, é de fundamental importância avaliar se existe a contaminação por 

sangue neste tipo de amostra, uma vez que isto poderia interferir em alguns parâmetros 

bioquímicos 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 tolerância da amostras (SCHWARTZ; GRANGER, 2004), isso indica que todos os 

parâmetros bioquímicos analisados no presente estudo não sofreram influência de uma 

possível contaminação por sangue. 
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Nossos resultados demonstram que alguns parâmetros analisados na saliva sofreram 

alterações e outros não se modificaram em resposta ao BST. Após o teste físico a proteína 

total salivar aumentou, e esse aumento está relacionado com a intensidade do exercício (DE 

OLIVEIRA et al., 2010). É importante ressaltar que o controle de secreção salivar é mediado 

pelo sistema nervoso parassimpático (SNP) e simpático (SNS), onde o SNP é responsável por 

uma vasodilatação que aumenta a fluidez e a quantidade de saliva, e o SNS gera uma 

vasoconstrição que diminui o fluxo salivar e aumenta a quantidade de proteínas e compostos 

orgânicos e inorgânicos na saliva (DENNIS; YOUNG, 1978; SCHNEYER, 1976). Com isso 

o aumento de proteínas totais após o BST pode ser explicado pelo aumento da intensidade do 

exercício que está diretamente relacionado com ativação do SNS (STAINSBY; BROOKS, 

1990). 

Além disso, o lactato salivar seguiu o mesmo padrão de resposta da proteína total 

salivar, o que sugere uma maior participação do metabolismo anaeróbio (TEKUS et al., 

2012). O BST envolve a produção de energia principalmente pelo metabolismo anaeróbio que 

tem como produto final altos níveis de lactato sanguíneo (BANGSBO et al., 2007), e alguns 

estudos mostraram uma correlação positiva, neste parâmetro, entre o plasma e a saliva 

(MENDEZ et al., 1976; OHKUWA et al., 1995; SANTOS et al., 2006; ZAGATTO et al., 

2004). Curiosamente, o VO2 máximo parece ser inversamente associado ao BST sugerindo 

que a capacidade aeróbia poderia ter um papel importante durante a recuperação para permitir 

a adequada reposição de substrato energético (JONES et al., 2013). Na verdade, as adaptações 

específicas a nível músculo 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 adaptações 

mitocondriais nos músculos esqueléticos que favorecem um fenótipo oxidativo, que é mais 

proeminente em tecidos onde as fibras glicolíticas são 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 metabólicas mistas durante o treinamento físico em atletas de esportes coletivos. 

Quanto ao aumento da concentração de cortisol na saliva após o teste físico, é um 

indicativo da influência do BST no eixo hipotálamo-hipófise. A sua secreção parece estar 

diretamente estimulada pela intensidade do exercício, no entanto muitos treinadores associam 

esse aumento com a diminuição do desempenho, provavelmente devido aos seus efeitos 

catabólicos (BROWNLEE; MOORE; HACKNEY, 2005). Na verdade, as sessões de 

treinamento usando protocolos de exercícios resistidos com maior número de séries e 
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repetições induzem níveis de cortisol salivar maior, quando comparado com as sessões de 

treinamento de baixo volume, sugerindo que o trabalho acumulado associado com curtos 

intervalos de descanso é mais relevante para a produção de cortisol do que a intensidade do 

exercício sozinho (CREWTHER et al., 2008). 

De uma maneira geral, está bem estabelecido que o exercício físico quando bem 

planejado, apresenta um impacto favorável na saúde e desempenho de seus praticantes 

(CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; MEEUSEN et al., 2006). Selye (1951) propôs um 

modelo de síndrome de adaptação 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 adaptações que aos pouco vão aumentando o desempenho até o 

ponto em que os dois, tanto as adaptações quanto o desempenho atingem um platô. 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 adaptações 

benéficas e o aumento do desempenho, que quando inadequada ocasiona adaptações 

deletérias juntamente com uma queda de desempenho. 

Alguns atletas são submetidos a estas cargas inadequadas que podem levar 

principalmente a queda do desempenho físico. Além disso, pode levar também a uma 

diminuição da imunidade (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; SMITH, 2000).  

Com isso alguns modelos sobre a relação entre exercício físico e o risco de infecções 

do trato respiratório superior foram propostos, o primeiro modelo que surgiu para explicar a 

relação entre o exercício e a suscetibilidade à infecções 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 física de intensidade moderada pode melhorar a função imunológica, enquanto que 

o sedentarismo ou quantidades excessivas, prolongadas e intensas de exercício físico podem 

prejudicar a função imunológica (NIEMAN, 1994). 

Pedersen & Ullum (1994) propuseram o modelo da “Janela Aberta”, defendendo que 

após a realização de exercícios físicos intensos e de longa duração o indivíduo seria induzido 

a uma imunossupressão. Durante esse período que poderia durar entre 3 à 72 horas, as 

bactérias e vírus teriam uma oportunidade para entrar no organismo, aumentando assim o 

risco de infecções, e principalmente as infecções do trato respiratório superior (NIEMAN, 

2000). Outro modelo é o da curva em forma de “S” que têm como base o modelo da curva em 

forma de “J”, apresentando uma modificação 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 suscetíveis às infecções do trato respiratório. Isso foi formulado por meio 

de dados referentes a carga de treinamento e a incidência de episódios de infecção do trato 

respiratório superior em um corredor de elite, que foi acompanhado por um período de 16 

anos (MALM, 2006). 

Neste contexto, o exercício físico é um importante modulador das características do 

sistema imune, sobretudo do comportamento da IgA-s, componente fundamental na proteção 

de infecções do trato respiratório superior ou ITRS (SILVA, 2009). Além disso, os efeitos do 

exercício físico sobre este componente parecem estar relacionados com os parâmetros de 

duração e/ou intensidade. O treinamento de intensidade moderada exerce efeitos estimulantes 

sobre os níveis de IgA-s (AKIMOTO et al., 2003 ; SHIMIZU et al., 2007) , enquanto o 

exercício de alta intensidade está relacionada com a supressão imunológica aguda, que 

também está associada com infecções do trato respiratório superior (GLEESON et al., 1999; 

GLEESON; PYNE, 2000; NIEMAN et al., 2002). Os nossos resultados mostraram que o BST 

não alterou os níveis de IgA-s, é possível que isto seja influenciado pela a característica 

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 parâmetros salivares analisados parecem ser afetados 

de formas diferentes pelo exercício físico. Para nosso conhecimento, poucos estudos 

avaliaram o efeito do exercício físico sobre a homeostase redox em atletas adultos. González 

et al (2008), relataram aumento dos níveis de ácido úrico com diminuição de hidro peróxidos 

lipídicos na saliva após a 10.000 m de corrida. O ácido úrico é o principal antioxidante 

presente na saliva, responsável por mais de 70% da capacidade antioxidante neste fluido 

(AMES et al., 1981; MOORE et al., 1994), e suas propriedades são atribuídas à capacidade de 

quelar metais de transição e por reagir com oxidantes biológicos, tais como o ácido 

hipocloroso e radical hidroxila, além de ser um excelente eliminador de espécies reativas de 

nitrogênio (BUTTINO et al., 2002; KUSKAYA et al.,2005). Curiosamente, Deminice et al 

(2010) observou um aumento significativo na concentração de ácido úrico com níveis de 

TBARS inalterados após um protocolo de treino de contra-resistência. Estes estudos sugerem 

que a homeostase redox salivar pode estar relacionada às demandas de formação específica, 

no entanto outros fatores também podem estar envolvidos. 

Nossos resultados mostraram que os parâmetros antioxidantes parecem ser regulados 

diferencialmente em resposta ao BST em jogadores de futebol. TBARs salivares não foram 

afetados pelo teste físico neste estudo, interessantemente o ácido úrico foi menor, enquanto 

que os níveis de GSH não mostraram diferenças significativas. Os dados referentes a 
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respostas de GSH ao exercício na saliva são escassos. O GSH tem ação antioxidante 

relacionada com propriedades redutoras da sulfidrila (-SH) (KIDD, 1997). Os nossos 

resultados não mostraram nenhuma alteração significativa em GSH após o BST, o que 

corrobora com os achados anteriores (DEMINICE et al., 2010). O ácido úrico parece ser 

responsável 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 nós neste componente pode ser um fator principal contra peroxidação lipídica 

induzida pelo exercício. Além disso, as concentrações de SOD salivar elevada ocorreram 

provavelmente devido ao aumento da produção de ROS após o exercício físico (CAVAS et 

al., 2005). 

A avaliação da CAT salivar foi inicialmente realizada por Kraus, Perry e Nickerson 

(1958), mas ainda é escasso na literatura estudos sobre a influência do exercício físico neste 

componente. Tsuber, Kadamov e Tarasenko (2014) observaram efeitos estimulantes após 

estresse psicossocial. Neste estudo os níveis de CAT não foram significativamente afetados 

pelo exercício físico. 

Esta resposta específica em enzimas antioxidantes salivares também poderia sugerir 

padrões diferentes para mecanismos induzido pelo exercício. Uma superprodução de ROS 

durante a re-oxigenação por dano via isquemia-reperfusão produz um estado de estresse 

oxidativo. Estas moléculas poderiam ativar os componentes redox-sensíveis devido ao 

aumento da exposição a ROS e induzir a expressão 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 biológico não 

invasivo e de fácil acesso, foi possível mapear o estado físico dos atletas, onde um exercício 

intermitente de alta intensidade, caracterizado pelo aumento dos níveis de lactato, proteínas 

totais e cortisol, não alterou os níveis de IgA-s, indicando que o BST não afetou o estado 

imunológico da mucosa oral. E respostas diferentes relacionadas aos marcadores de estado 

redox sugerem que não houve estresse oxidativo, apenas uma sinalização redox em resposta 

ao estímulo (Figura 10). 
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Figura 10 – Esquema de sinalização redox salivar em atletas de futebol induzidos pelo BST 

 

 Legenda: (1) Exercício aumenta a produção e ânion superóxido; (2) Ânion superóxido causa dano oxidativo; (3) 

O aumento da superóxido dismutase sugere uma redução do ânion superóxido à peróxido de 

hidrogênio, uma molécula menos reativa; (4) O peróxido de hidrogênio é convertido em água pela 

catalase e pelo sistema da glutationa, que não foram alteradas; (5) O peróxido de hidrogênio também 

causa dano oxidativo, porém menos que o ânion superóxido; (6) O peróxido de hidrogênio pode ser 

convertido em radical hidroxila, uma molécula mais reativa, pela reação de fenton; (7) O radical 

hidroxila causa mais dano oxidativo que o peróxido de hidrogênio; (8) A diminuição de ácido úrico 

sugere a ação do mesmo como antioxidante, reagindo com o radical hidroxila; (9) Uma menor 

quantidade de radical hidroxila causaria menos peroxidação lipídica, observada pela manutenção do 

TBARs; (10) TBARs é um marcador de peroxidação lipídica que indica um possível dano oxidativo a 

membrana celular. 

 

Um dado chamou bastante a atenção ao analisar os resultados obtidos na primeira e 

segunda parte do estudo, observamos que 56% e 61% dos atletas, respectivamente, estavam 

com os níveis de cortisol salivar, em repouso, acima de valor de referência descrito pelo kit 

utilizado para realizar o ensaio. Esta concentração elevada pode ser reflexo de uma carga 

cumulativa de estresse gerado ao longo dos períodos preparação e competição, que pode gerar 

este tipo de resposta crônica (BANFI et al., 1993; HANDZISKI et al., 2006; MACKINNON 

et al., 1997), porém não necessariamente indica algum quadro deletério neste grupo. Por outro 

lado, o estudo de Lara et al. (2013) mostrou que a concentração de cortisol plasmático elevada 

está diretamente associado a algum tipo de prejuízo cognitivo, em pessoas com e sem doença 

mental. Como já está bem estabelecido na literatura uma correlação positiva entre as 

concentrações sanguíneas e salivares de cortisol (MCGUIGAN et al., 2003; POWELL et al., 

2015; STUPNICKI; OBMINSKI, 1992), bem como validado a utilidade prática e a precisão 
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deste marcador (GATTI; DE PALO, 2011), nós avaliamos na segunda parte do estudo se este 

grupo de atletas teria algum prejuízo no cumprimento de tarefas cognitivas, e além disso 

identificar se outros componentes salivares teriam correlação com a execução de dois testes 

específicos. 

Sendo a cognição um termo coletivo para funções 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 análise 

do desempenho nos testes para avaliar a função executiva nos nossos atletas associado aos 

valores de repouso de alguns marcadores salivares podem fornecer informações relevantes 

para a avaliação e controle do treinamento. 

A função executiva é um conceito neuropsicológico que se aplica ao processo 

cognitivo responsável pelo planejamento e execução de atividades incluindo iniciação de 

tarefas, memória de trabalho, atenção sustentada e inibição de impulsos, por exemplo 

(BRENNAN et al., 1997; SHANNON et al., 2015). E estes fatores, juntamente com o 

desempenho físico, são de fundamental importância para um bom desempenho esportivo 

(STØLEN 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 lóbulos frontais do cérebro responsáveis por nosso planejamento e ação, 

utilizado com a finalidade de avaliar a atenção seletiva. Em outras palavras pode se dizer que 

este teste se refere a capacidade de manter a meta em uma atividade, inibir a tendência de 

fornecer respostas impulsivas e a velocidade no processamento de informações (BARBOSA 

et al., 2009; STROOP, 1935). Já o ToH é utilizado para avaliar memória de trabalho e o 

planejamento e solução de problemas (BALACHANDAR et al., 2015). 

Não foi encontrada correlação de nenhum dos parâmetros analisados com o 

desempenho nos testes para avaliar a função 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 níveis de cortisol significativamente maiores do 

que aqueles que realizaram a tarefa em um tempo menor.  

Como destacado anteriormente, as características cognitivas são de suma importância 

para o desempenho esportivo, e os dados sugerem que atletas com níveis elevados de cortisol 

na saliva, em repouso, têm a memória de trabalho e o planejamento e solução de problemas 

prejudicada, mas a atenção seletiva e a velocidade de processamento de informações parecem 

não ser afetados pelos níveis de cortisol em repouso. 



59 

 

Como podemos ver a bioquímica 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 exercício é através 

das Ômicas, uma ferramenta que possibilita um novo olhar sobre determinados parâmetros 

(BASSINI; CAMERON, 2014; PFAFFE et al., 2011). 

As ômicas partem de uma ótica generalizada de determinado fluido ou amostra 

biológica e sem uma hipótese pré-suposta (HORGAN; KENNY, 2011). A genômica, 

transcriptômica, proteômica, metabolômica e metagenômica tem contribuído para a 

identificação e caracterização de componentes salivares, incluindo DNA, RNA, proteínas, 

metabolitos, e microrganismos (CUEVAS-CORDOVA; SANTIAGO-GARCIA, 2014). 

Loo et al. (2010) relataram, através de um estudo de proteômica, que 27% das 

proteínas encontradas na saliva também estão presentes no plasma, sugerindo que a saliva 

poderia ser utilizada como uma alternativa ao sangue para testes de diagnóstico. Os restantes 

73% de proteínas que estão presentes na saliva, mas ausente no plasma, apresentam uma 

oportunidade de identificar novos marcadores moleculares exclusivos desse fluido. Além 

disso, cerca de 40% das proteínas do plasma que são considerados candidatos a marcadores 

para a doença cardiovascular, câncer, acidente vascular cerebral, assim como para um bom 

desempenho físico, podem ser encontradas na saliva. 

Ambos os fluidos mostram uma grande diversidade em termos de tipo e concentração 

de proteína. No sangue, 99% do conteúdo total de proteínas é representado por 22 proteínas 

mais abundantes; em contraste, as 20 proteínas mais abundantes na saliva total representam 

apenas 40%. Algumas das proteínas mais abundantes no plasma também são encontradas na 

saliva em concentração moderadamente elevada. Por outro lado, apenas algumas proteínas 

que são muito abundantes na saliva são encontradas no plasma em concentrações semelhantes 

(YAN et al., 2009). Estes dados revelam uma oportunidade significativa para o estudo de 

potenciais biomarcadores na saliva usando abordagens proteômicas. 

Concordâncias também estão presentes na distribuição do proteoma da saliva e do 

plasma. Em comparação com o proteoma humano total, o proteoma da saliva e do plasma 

estão sobre-representados em termos de função catalítica, componentes citoplasmáticos e do 

citoesqueleto extracelulares, moléculas de resposta a estímulos e ao estresse, organização 

celular, biogênese, e proteínas de ligação. Por outro lado, ambos os fluidos estão sub-

representados em comunicação celular e componentes intracelulares, ligação de ácido 
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nucleico, função do regulador de transcrição, atividade do transportador, e atividade 

transdutor de sinal, e outros processos metabólicos primários (LOO et al., 2010). Outro 

achado importante foi a identificação de imunoglobulinas entre proteínas com uma alta 

coincidência em ambos os fluidos. Esta observação levanta a possibilidade de que outros 

anticorpos detectados no plasma pode ser detectada na saliva, o que poderia contribuir para o 

diagnóstico e monitorização da doença (LOO et al., 2010; YAN et al., 2009), bem como para 

avaliar e controlar o treinamento físico. Proteomas salivares e do plasma contêm um grande 

número de proteínas associadas com desordens genéticas, alguns dos quais têm fenótipos 

reconhecidos, aumentando o valor potencial de proteínas salivares como biomarcadores para 

o 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 

proteômica, onde conseguimos identificar um perfil diferenciado de proteínas expressas na 

saliva, ao comparar um pool de amostras pré com pós BST. Inicialmente, através da 

eletroforese 1D, foi possível visualmente observar perfis completamente diferentes. E a partir 

da eletroforese 2D PAGE observamos que o BST induziu a expressão diferencial de 

proteínas, visto que não surgiram proteínas novas após o teste, e dezenas de proteínas foram 

up-reguladas e down-reguladas após o BST. Sugerindo que após uma análise proteômica 

diferencial mais precisa, estas proteínas possam ser candidatas a marcadores de desempenho 

físico. 

De uma maneira geral, as principais críticas a respeito da utilidade da saliva em 

diagnósticos estão relacionadas as suas variações frente a diferentes fatores, uma vez que a 

quantidade e composição da saliva são influenciadas pelo ritmo circadiano, estimulação da 

glândula, dieta, idade, sexo e condição fisiológica, entre outros (PFAFFE et al., 2011). Não 

levar esses fatores em consideração poderia gerar inconsistências nas correlações entre 

biomarcadores e seu comportamento em resposta a um determinado estímulo. Contudo a 

finalidade do presente trabalho não é a utilização da saliva para o diagnóstico de doenças, e 

sim observar o seu comportamento em resposta ao exercício físico e a partir desta informação 

identificar se é possível avaliar o desempenho esportivo. 

Neste sentido, vale ressaltar que diferentes condições patológicas podem causar 

alterações semelhantes em biomoléculas; por exemplo, mudanças em interleucinas são 

observadas como resultado de vários processos inflamatórios diferentes; igualmente com 

imunoglobulinas e doenças imunes. Por outro lado, os procedimentos de coleta, integridade 

da amostra e condições de armazenamento também podem causar alterações nos marcadores 
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bioquímicos, produzindo resultados inconsistentes (AL-TARAWNEH et al., 2011). Todos 

estes fatores foram bem controlados durante o estudo para não permitir um viés no momento 

de análise dos dados.  

Sendo assim, a interpretação e aplicação desses biomarcadores em estudos de alta 

qualidade é uma grande promessa. E isto irá aumentar o entendimento da patogênese 

subjacente de uma doença ou derivada de um exercício realizado de forma inadequada, e levar 

a melhorias nas estratégias de prevenção (CARRINGTON; HOELZEL, 2006). 
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CONCLUSÃO 

 

 

Concluímos que a saliva é um fluído, alternativo ao sangue, que permite mapear o 

estado físico de atletas de futebol. Neste contexto, foi possível demonstrar que o BST pode 

ser conduzido em atletas de futebol sem riscos de afetar negativamente o estado imunológico 

da mucosa oral, fato que minimiza possíveis riscos de ITRS como observado pelos níveis 

IgA-s inalterados, e os parâmetros de carga da sessão de exercício podem ser monitorados 

através da avaliação do cortisol salivar.  

Além disso, o ácido úrico pode ser um fator-chave para a manutenção dos níveis de 

TBARs na saliva durante o exercício físico agudo intermitente de alta intensidade. 

Curiosamente, níveis mais elevados de SOD na saliva parece atuar como um mecanismo de 

segunda linha de defesa contra a produção posterior de ROS induzida pelo exercício físico 

pela via de isquemia-reperfusão. 

A partir dos dados dos testes de função executiva, foi possível observar a influência 

negativa dos níveis elevados de cortisol salivar no repouso sobre a função executiva dos 

atletas avaliados. Por outro lado, a partir de uma abordagem preliminar de proteômica 

verificamos que o teste físico intenso induz a expressão diferencial de proteínas na saliva em 

atletas de futebol. Com isso, em uma perspectiva otimista, através de uma análise proteômica 

mais precisa, estas proteínas diferencialmente expressas podem ser candidatas a potenciais 

marcadores de desempenho físico. 
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