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RESUMO: O trabalho teve como objetivo analisar o perfil eletroforético da alfa-amilase e concentracéo de proteina total salivar
no exercicio com incrementos de cargas até exaustdo. Quinze voluntdrios (8 ciclistas, 4 jogadores de basquete e 3 praticantes
de atividade fisica ndo especifica), com média de idade de 22,5+/-5,06 anos, altura, 1,75+/-0,08 m e peso de 69,7+/-9,84
kg participaram do estudo. O teste foi realizado em ciclo ergémetro, entre os horérios de 15:30 e 17:30 h. Todos os voluntdrios
ingeriram = 400 mlL de dgua, 30 minutos antes do teste. Este se iniciou com 50 Watts (W), aumentando de 50 em 50 W até 200
W; em seguida, aumentando de 25 em 25 W até a exaustdo. Cada estégio teve duracdo de trés minutos. A saliva estimulada foi
coletada nos Gltimos segundos antes da mudanca de estdgio e o sobrenadante congelado apéds centrifugacdo (14.000g/10min).
Determinou-se a concentracéo de proteina total e aplicou-se 3 g da proteina total em SDS-PAGE (poco/ estdgio). Fez-se andlise
densitométrica (IOD) da banda relativa & alfa-amilase. A andlise da IOD demonstrou significante correlacdo (r=0.88) e obteve-se
p=0.00004 para o teste das amostras dependentes, comparadas com limiar de proteina total salivar (PAT). Revelando um r=0.86
e um p=0.00003, quando comparado a IOD com limiar de lactato (AT), e um r=0.88 e um p=0.025, quando comparado o PAT
e o AT. O estudo admitiu o nivel de p<0,05 para a significlncia estatistica.
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ABSTRACT

Salivary biomarkers for evaluation of anaerobic threshold

The objective of the present work was to analyze saliva total protein concentra-
tion and the electrophoretic profile of salivary alpha-amylase during exercise
test to exhaustion. Fifteen volunteers (8 cyclists, 4 basketball players and 3
practitioners of non specific physical activity), with age 22.5+/-5.06 years;
height 1.75+/-0.08 m; weight 69.7+/-9.84 kg participated in the study. The
test was carried through in cycle ergometer, among the schedules of 15:30
and 17:30. All the volunteers ingested + 400 mL of water, 30 minutes before
the test. The test started at a workload of 50 Watts (W), increasing 50W the
load until 200W, after that increasing by 25 in 25W until the exhaustion. Each
period of training had duration of three minutes. The stimulated saliva was col-
lected in the last seconds of each stage and the supernatant was frozen after
centrifugation (14.000g/10min). The saliva total protein was determined and
three micrograms load in SDS-PAGE. Densitometric analysis (IOD) of the rela-
tive band to the alpha-amylase demonstrated significant correlation (r=0,88)
with the total protein in saliva threshold (PAT) showing p=0,00004 for the
test t-student of the dependent samples. The comparison of IOD with lactate
threshold (AT) showing one r=0.86 and one p=0,00003, and r=0,88 and a
p=0,025 when compared the PAT and the AT. The study admitted the level of
p <0.05 for the significance statistics.

Keywords: anaerobic threshold, electrophoresis, salivary amylase, total protein,
cycloergometer.

INTRODUCAO

Biomarcadores salivares a la evaluacién del umbral anaerobio

El objetivo del trabajo fue de analizar el perfil del eletroforético en la concentracién
de la alfa amilase y de la proteina total salivar en el ejercicio con incrementos
de La carga hasta el agotamiento. La muestra fue constituida por 8 ciclistas, 4
jugadores de baloncesto y 3 practicantes de actividad fisica no especifica, con
la edad 22.5 + 5.06 (afos); talla (m): 1.75 + 0.08; peso (kilogramos): 69.7
+ 9.84. La prueba fue llevada en cicloergometro, entre los horarios de 15:30
y 17:30 h. Todos los voluntarios injirieron = 400 ml de agua, 30 minutos antes
de la prueba. Esto fue iniciada con 50 vatios (w), con progresién de carga de 50
en 50 W hasta 200 W, después los incrementos de carga fueron de 25 en 25 W
hasta el agotamiento. Cada perfodo de carga tuvo una duracién de 3 minutos.
La saliva fue estimulada, siendo recogida en los segundos antes del periodo de
cambio de carga y El sobrenadante congelado después de centrifugalization
(14.000g/10min). Se determiné la concentracién de proteina total y se aplicé 3
Ug da proteina fotal em SDS-PAGE. Se realizé una andlisis densitométrica (IOD)
da banda relativa para alfa-amilase. El andlisis de la 10D indicé significante
correlacién (r=0.88) y se obtuvo un p=0.00004 para o test “-student” en las
muestras dependientes, comparadas con el limiar de proteina total salivar (PAT).
La comparacién de IOD con el umbral del lactato (EN) que demuestra un r=0.86
y un p=0.00003, y r=0.88 y un p=0.025 cuando estd comparado la PAT y LA.
El estudio admitié el nivel de p<0,05 para la significacién estadistica.

Palabras clave: umbral anaerobio, eletroforese, amilase salivar, proteina
total y cicloergometro

O exercicio induz o organismo a mudancas que podem ser
detectadas através de biomarcadores plasmaticos e salivares.
Estes biomarcadores séo indicadores da resposta dos diferentes
sistemas e tecidos corporais ao esforco fisico. A mensuracéo do
lactato sanguineo é a forma cléssica de avaliar o limiar anaeré-
bio (LA), o qual corresponde ¢ intensidade de exercicio em que
a energia aerdbia é suplementada por mecanismos anaerébios
(WASSERMAN, 1986). Outros métodos além da medida do
lactato sanguineo apontam a saliva como uma fonte potencial
de biomarcadores do exercicio fisico, além de representar uma
forma néo invasiva e de biosseguranca classe | (SHIRTCLIFF et
al., 2001). O limiar anaerébio salivar (LAS) foi demonstrado em
estudos de CHICHARRO et al., (1997,1998) e CALVO et al.,
(1997), pela andlise da atividade da alfa-amilase salivar e pela
concentracdo de eletrélitos da saliva. Nesta direcdo, investiga-
mos os biomarcadores salivares em exercicio progressivo em
cicloergbmetro, verificando que a determinacéo de proteina total
da saliva total representa um novo método de obtencéo do LAS

(BORTOLINI-JUNIOR, 2003).

O uso dos biomarcadores salivares ganhou popularidade na
década passada, principalmente em pesquisa biomédica e
psicolégica (NATER et al., 2004). A medida da atividade da
alfa amilase salivar como indicador de estresse pode substituir
medidas convencionais de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca,
e mesmo medidas bioquimicas hormonais (YAMAGUCH] et al.,
2004). As glandulas salivares ndo agem apenas como amplifica-
dores a baixos niveis de noraepinefrina, mas também respondem
mais rapidamente e sGo mais sensiveis que o cortisol. A atividade
da alfa-amilase salivar eleva acentuadamente durante exercicio
fisico progressivo, juntamente com os niveis de catecolaminas, e
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responde a estressores fisioldgicos (CALVO et al., 1997). Dessa
forma, sua avaliacdo tem se tornado foco de estudo também na
drea da bioguimica do exercicio.

A combinacéo da andlise da proteina total da saliva total e da
atividade da alfaamilase salivar pode também ser investigada em
relacGo ao efeito do exercicio sobre a expressdo desta enzima
durante o exercicio. Para isto, uma ferramenta importante é a
andlise do perfil eletroforético das proteinas salivares através da
identificacdo da massa molecular relativa (Mr) em gel de polia-
crilamida desnaturante (SDS-PAGE) e as alteracoes deste perfil
em resposta ao exercicio. O perfil eletroforético das proteinas
da saliva total em humanos foi caracterizado em SDS-PAGE por
SCHWARTZ (1995). Estudos demonstraram que a saliva total
contém aproximadamente 40 bandas de proteinas, as quais
podem ser separadas em 3 grupos: Zona A, 215-45 KDa; Zona
B, 45-25 KDa e Zona C, < 20 KDa. As duas bandas da amilase
(55,5e47,5KDa), juntamente com a albumina, proteina rica em
prolina, MG2 e G1, estdo localizadas na Zona A do gel (SREEBNY
& ZHU, 1996). Embora esta abordagem néo tenha sido relatada
em relacdo ao exercicio fisico, ela é utilizada em estudos asso-
ciados com prevaléncia de cdries (BANDERAS et al., 2002), em
diagnésticos da sindrome de Siégren s (SREEBNY & ZHU, 1996)
e em avaliacdes de polimorfismo (BOAN & CAEIRO, 1998).

Este trabalho teve como objetivo verificar a concentracéo da
alfa-amilase em SDS-PAGE, com a mesma amostragem em
que se determinou o limiar de proteina total da saliva total (PAT)
(BORTOLINI-JUNIOR, 2003). Além disso, observou, também, a
andlise densitométrica da banda da alfa amilase em relacéo &
cinética do lactato durante exercicio fisico até a exaustao.
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MATERIAIS E METODOS

Voluntarios

Fizeram parte do estudo, 8 ciclistas, 4 jogadores de basquete e
3 praticantes de atividade fisica ndo especifica. A média (+ DP)
de idade, peso e altura dos voluntdrios foi: 23,6 = 4,9 anos,
72,3 = 7,9Kg, 1,79 = 0,09 cm, respectivamente.

Os voluntdrios aptos, cientes e interessados em participar do
projeto assinaram um termo de consentimento, estando cien-
tes de todos os procedimentos a serem tomados e executados
antes, durante e apds os testes. O protocolo experimental teve
inicio somente apds o recebimento do parecer (n°® 007/2003)
de aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal de
Uberlandia.

Teste de esfor¢co com incremento de carga em
ciclo ergémetro.

Os testes foram realizados em ciclo ergémetro (Ergofit 167,
German) entre as 15:30 e as 17:30 horas, com a temperatura
da sala mantida entre 24 e 26°C. A freqiéncia cardiaca foi
mensurada durante o teste pelo monitor de freqiéncia cardiaca
(Polar S610TM, Polar Electro Oy, Finlandia). Todos os voluntdrios
ingeriram = 400 mL de dgua, 30 minutos antes do feste. Iniciou-
se o teste com 50 Watts (W), aumentando de 50 em 50 W até 200
W e, em seguida, aumentando de 25 em 25 W a cada estdgio
(trés minutos cada) até exaustdo. A freqiéncia de rotacéo do
pedal deveria ser mantida entre 68 e 75 rpm. Os testes foram
interrompidos: 1) voluntariamente pelo voluntdrio; 2) se a rotacéo
do pedal néo foi mantida; ou 3) quando a freqiéncia cardiaca
permaneceu acima de 90% da sua capacidade méxima.

Coleta e Mensuracéao do lactato sanguineo.

Utilizando luvas cirtrgicas, e apds assepsia local com dlcool, foi
feita puncéo do lobo da orelha por meio de lanceta descartavel. A
primeira gota de sangue foi desprezada para evitar contaminacéo
com o lactato eliminado no suor produzido pelas glédndulas sudo-
riparas, e a seguir 25 L de sangue arterializado foram coletados,
utilizando-se de capilares de vidro heparinizados e calibrados.
O sangue coletado foi depositado em microtubos contendo 50
ulL de fluoreto de sédio 1% (que, por ser hipoténico, provoca
a hemdlise e também a inibicdo da enzima glicolitica enolase,
inferrompendo assim a atividade glicolitica, além de contribuir
para evitar a coagulagdo sanguinea). O lactato sanguineo foi
analisado por método eletro-enzimdtico (lactimetro USI 1500
Sport da Yellow Springs).

Coleta da saliva e dosagem da proteina total

A saliva estimulada por goma de mascar (Trident®-menta) foi
coletada pelo método de cuspe segundo NAVAZESH (1993). Os
voluntérios enxaguavam a boca vdrias vezes com dgua destilada,
para limpeza de “debris” celulares. Um minuto antes do término
de cada estdgio, o voluntdrio engolia a saliva e comegava a
mastigar o chiclete. A coleta foi feita nos Gltimos trinta segundos
de cada estdgio. A coleta da saliva iniciava 30 segundos antes
de terminar o estdgio e a saliva era colocada em mini-tubos
pré-resfriados (4°C) durante um tempo méximo de trés horas e
centrifugada a 12.000g. O sedimento era descartado e o sobre-
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nadante congelado a -20°C. A determinacdo da proteina total
salivar foi feita pelo método de Bradford (1976).

Eletroforese desnaturante em gel de poliacrila-
mida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel desnaturante de poliacrilomida foi realizada
como descrito por Laemmli & Favre (1973). Foram utilizados
mini-géis com gradiente de 5 a 16 % de poliacrilamida. As
amostras foram preparadas pela adicdo de 10% do volume de
tampédo da amostra (TA) [10X] (SDS 75%, sacarose 20%, tampéo
de equilibrio 31mM, B-mercaptoetanol 19%, 11TmM EGTAK e
bromofenol blue 0,25%). Aplicou-se 3ug da amostra em mini-géis
e corridas a 35mA em tampao eletrodo (100mM Tris pH 8,3, 7.8
mM EDTA, 770 mM glicina, SDS 3%). Apés a corrida, as bandas
das cadeias polipeptidicas foram reveladas pela coloracéo do
gel com commassie blue R250 em solucéo de metanol 50% e
d4cido acético 10% . As proteinas foram marcadas pelo tamanho
e infensidade calorimétrica das bandas e identificadas pela sua
mobilidade relativa no gel em relacdo ao padréo de massa
molecular (SDS -6H, Sigma).

Densitometria ética

Os plots (bandas no gel) de amilase das amostras de saliva
total de cada estdgio do exercicio fisico foram quantificados
e analisados, quanto as suas densidades éticas, no programa
(Image Master VDS Software versdo 2.0). O limiar anaerébio
individual (LAl foi determinado por inspecéo visual tanto para a
andlise do lactato sanguineo quanto para os valores do indice
de densitometria ética (IOD).

Tratamento Estatistico

Utilizou-se a estatistica descritiva, com os valores médios e desvio
padrao. O teste t para observar a existéncia ou ndo de diferenca
significativa para p<0,05, entre os valores médios dos limiares
(LA, PAT e IOD). O coeficiente de correlacéo de Pearson foi uti-
lizado para estabelecer a correlacéo entre LA, PAT e IOD.

RESULTADOS

Os voluntdrios avaliados neste estudo apresentaram idade de
23,6 = 4,9 anos, massa corporal de 72,3 += 7,9 e altura de
1,79 = 0,09 m. A andlise da correlacéo entre os valores médios

Grdfico 1 - Ponto de inflexdo da reta “limiar anaerébio salivar e
de lactato”
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da concentracéo de lactato sanguineo [para manter o padréo
com as outras ocorréncias] com a concentragdo de proteina
total da saliva total obtidos dos voluntdrios avaliados em cada
estdgio do exercicio e repouso, apresentou r=0,77 e p=0,0004.
O comportamento das duas varidveis demonstrou através da
correlac@o obtida que a avaliacéo do lactato pode ser predita
pela andlise da proteina total da saliva total embora seus valores
sejam significativamente diferentes (p<0,05).

O grdfico 1 representa a relacéo entre os valores de lactato e a
concentracdo de protefna total salivar de um voluntdrio. A partir
da carga de 200W, tanto a concentracéo de lactato quanto a
de proteina total da saliva apresentam um ponto de inflexdo na
curva (seta), considerada como o ponto de limiar anaerébio de
lactato (LA) e de proteina total salivar (PAT).

No eixo Y, & esquerda, estdo os valores de Lactato plasmdtico em mmol/L
do voluntério “CSS” a cada estdgio. No eixo Y, & direita, estdo os valores
de proteina total da saliva total em mg/mL. No eixo X estdo os estdgios
de exercicio de 1 a 7, sendo “0” os valore de repouso e os sucessivos de
incrementos de carga. O “TR7” e “TR30” foram amostras coletadas 7 e 30

minutos apds o termino do teste. A seta indica o ponto de LA.

As figuras 1 e 2 apresentam a amostra do perfil de proteinas
da saliva total dos diferentes estdgios de exercicio e repouso
para dois voluntérios através da eletroforese em poliacrila-
mida em condicédo desnaturante. A andlise visual das bandas
das isoformas da alfa amilase salivar em SDS-PAGE (Amy,
fig 2 e 3) revela que estas bandas se localizam na zona A,
que corresponde a faixa de separagdo de polipeptideos de
215 — 45 kDa. As duas bandas (Amy, 55,5 e 47,5 kDa) mais
intensamente coradas no gel t&m sua concentracdo aumen-
tada no decorrer do exercicio. Com cinco e 30 minutos de
repouso apds exercicio ocorre reducdo da concentracdo da
banda de alfa amilase.

SDS-PAGE da saliva total do voluntdrio “ACS”. A faixa mais
intensa do gel representa as isoformas da o-amilase (AMY) e
sua concentracdo relativa nos sucessivos estdgios de exercicio

(50,100...). R5 e R30 séo amostras coletadas durante o 7° e 30°
minutos apds o exercicio. Mr = padrdo de peso molecular

Figura 1 - Comportamento da alfa-amilase em gel de eletrofore-
se do voluntdrio “CSS”

Mr 0 50 100 150200225 250275 R7 R30

205
116-
97-
66-

45-

29

Carga (W)

SDS-PAGE da saliva total do voluntario “CSS”. A faixa mais
intensa do gel representa as isoformas da o-amilase (AMY) e
sua concentracdo relativa nos sucessivos estdgios de exercicio
(50, 100,...) R7 e R30 sdo amostras coletadas durante o 7° e
30° minutos apds o exercicio. Mr = padrdo de massa molecular
relativa.

A intensidade da banda da alfa amilase foi quantificada para
uma amostragem de trés voluntdrios, pelo indice de densitometria
6tica (IOD). A andlise da IOD determinou um coeficiente para
correlacao de Pearson significante (r=0.88) e p=0.00004 para o
teste t-student das amostras dependentes, comparadas com limiar
de proteina total salivar (PAT). Mostrando r=0.86 e p=0.00003,
quando comparado o IOD com o limiar de lactato (AT), e r=0.88
e p=0.025 quando comparado o PAT e o AT.

O gréfico 2 mostra os resultados da IOD em relacdo & concen-
tracdo de proteina total da saliva, comprovando os resultados
por inspecdo visual. Além disso, a seta no gréfico 2 indica a
possibilidade de determinar um limiar de IOD semelhante ao
obtido pela andlise da proteina total.

No eixo Y, a esquerda, estao os valores de 10D do voluntario “CSS” a
cada estagio. No eixo Y, a direita, estéo os valores de proteina total da
saliva total em mg/mL. No eixo X estédo os estagios de exercicio de 1
a 7 sendo “0” os valores de repouso e 0s sucessivos incrementos de

carga. O “TR7” e “TR30” foram amostras coletadas 7 e 30 minutos apos
o termino do teste. A seta indica o ponto de LA.

DISCUSSAO

Através da andlise densitométrica das banda da o-amilase
em SDS-PAGE, constatou-se que a concentracéo relativa da
o-amilase no gel, relativa aos sucessivos estdgios de exercicio,
aumenta de forma linear num primeiro instante, até se observar
um ponto de inflexdo na curva (ponto de inflexdo). O “ponto de
limiar” observado em SDS-PAGE coincide com aqueles referen-
tes & intensidade do limiar anaerébio de lactato e limiar salivar
(proteina total).

Com base no trabalho de SCHWARTZ (1995), que caracterizou
o perfil eletroforético das proteinas totais da saliva, pode-se lo-
calizar a a-amilase no gel. As figuras 1 e 2 do presente trabalho,
revelam as bandas polipeptidicas da saliva total coradas com

Figura 2 - Comportamento da alfa-amilase em gel de eletrofore-
se do voluntdrio “ACS”
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Grafico 2 - Ponto de inflexdo da reta “limiar anaerébio salivar”
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Este trabalho mostrou que, além da atividade aumentada da
alfa-amilase na saliva total, sua concentracéo na saliva aumenta
progressivamente com a intensidade do exercicio. Além do mais,
quando os valores do indice de densitometria ética (IOD) séo
plotados contra os estdgios de exercicio, observa-se a existéncia
de um ponto de limiar que coincide com o limiar salivar (Thsa).

CONCLUSAO

De acordo com os achados do presente trabalho, sugere-se que
o perfil da o-—amilase em SDS-PAGE possa ser utilizado como um
parémetro na avaliacdo e andlise do limiar anaerébio.
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