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RESUMO GERAL

7

A saliva é constituida principalmente de agua, além de conter também
constituintes organicos e inorganicos. O controle da secregdo salivar € mediado
por uma agao combinada de estimulos simpaticos e parassimpaticos, onde o
sistema adrenérgico atua primariamente na secregao de proteinas e o colinérgico
na regulacdo da secrecdo de eletrolitos e agua. O exercicio fisico pode induzir
alteracbes na concentragao, atividade e composicdo de varios componentes
salivares, tais como, proteinas, oxido nitrico, amilase e eletrélitos. O limiar
anaerobico foi definido como sendo o ponto no qual ha um aumento nao linear
tendendo a exponencial na concentracdo de lactato sanguineo. Alguns estudos
mostraram uma correlacido entre o limiar anaerdbico de lactato e o limiar salivar
(TSA), onde aumentos na concentragao de a-amilase, eletrélitos e proteinas totais
ocorrem acima dos niveis basais durante o exercicio. O NO é uma molécula
gasosa muito reativa, que € produzida pela agao da enzima Oxido nitrico sintase
(NOS). Esta enzima promove a deaminag&o do aminoacido L-arginina produzindo
L-citrulina e NO, o qual pode atuar como mediador endégeno do ténus vascular,
agente da resposta imune e neurotransmissor ou neuromodulador no sistema
nervoso central e periférico. Varios agentes e estimulos, como a bradicinina,
acetilcolina e o atrito de cisalhamento (shear stress), sdo capazes de promover a
liberagdo de NO. Eles atuam aumentando o influxo de calcio para o interior das
células endoteliais, resultando na ativacdo da NOS e na producado de NO. O atrito
de cisalhamento, em especial, se da pelo aumento do fluxo e da viscosidade
sanguinea no vaso, e como 0s outros estimulos e agentes, eleva a concentragao
de calcio intraendotelial promovendo a liberacdo de NO. Este por sua vez, se
difunde entdo para as células endoteliais subjacentes, nas quais ativa a enzima
guanilato ciclase, a qual produz GMP ciclico a partir de GTP, e desencadeia
assim, o processo de vasodilatagcdo. Técnicas histoquimicas e resultados
funcionais tém sugerido que o NO possui um papel excitatério na regulagado dos
nervos parassimpaticos, induzindo a secregao salivar na glandula submandibular
de ratos. A saliva humana contém niveis relativamente altos de 6xido nitrico e
sua dosagem é efetuada a partir de seus metabdlitos, nitrito e nitrato. O método

mais utilizado nas dosagens de NO é o de Griess, no qual a absorbancia dos



produtos gerados na reagao do nitrito com uma amina aromatica primaria é
mensurado e comparado com uma curva de referéncia. A cafeina é uma
substancia ergogénica popular entre os atletas, e a sua ingestdo como
suplemento é realizada com o propésito de aumentar a “performance” fisica. Uma
das hipdteses para esse aumento na performance, causada pela ingestao de
cafeina, € que ela atua na mobilizagdo de acidos graxos livres, e economiza
assim, o glicogénio usado por musculos ativos. Outra hipotese seria a inibigdo dos
receptores de adenosina a partir da similaridade com a molécula de adenosina.
Entretanto, ndo se sabe ao certo o mecanismo preciso de atuacido da cafeina na
melhoraria do desempenho fisico. Os beneficios ergogénicos da cafeina podem
ser influenciados pela dose, intensidade, tipo de exercicio, uso prévio de cafeina,
status de treinamento e variagao da resposta individual a suplementacéo. O pico
plasmatico da concentragcdo da cafeina € de aproximadamente 1 hora.Nosso
estudo verificou o efeito da ingestdo aguda de cafeina (5mg/kg), uma hora antes
de um teste incremental no cicloergbmetro, até exaustao voluntaria. Observamos
que essa substancia melhorou o desempenho fisico, atuando como ergogénico,
aumentou as concentragcdes de proteinas totais e 6xido nitrico na saliva, e nao
alterou as concentracdes de lactato sanguineo.

Palavras-chaves: saliva, exercicio, limiar anaerdbico, 6xido nitrico, cafeina.



General abstract

The saliva is constituted mainly of water, besides containing also
constituent organic and inorganic. The control of the saliva secretion is mediated
by a combined action sympathetic and parasympathetic, where the system
adrenergic acts primarily in the proteins secretion and the colinergic in the
electrolytes and water regulation. The physical exercise can induce alterations in
the concentration, activity and composition of several saliva components, such as,
proteins, nitric oxide (NO), amilase and electrolytes. The anaerobic threshold was
defined as being the point in which there is an increase no lineal tending the
exponential in the blood lactate concentration. Some studies showed a correlation
between the lactate anaerobic threshold and the saliva threshold (TSA), where
increases in the amilase, electrolytes and total proteins concentration happen
above the basal levels during the exercise. The NO a gaseous molecule
reactivates, that it is produced by nitric oxide synthase (NOS). This enzyme
promotes the L-arginina deamination producing L-citrulina and NO, which can act
as endogenous mediator of the vascular tones, agent of the immune response and
neurotransmissor or neuromodulador in the central and peripheral nervous
system. Several agents and stimulus, as the bradicinina, acetilcolina and the shear
stress are capable to promote the NO liberation. They act increasing the calcium
influx for the endothelial cells, resulting in the NOS activation and NO production.
The shear stress is the increase of the blood flow viscosity in the vessel, and as
the other stimulus and agents, it elevates the intraendothelial calcium
concentration promoting NO liberation. This is diffused then for the underlying
endoteliais cells, in which it activates the enzyme guanylate cyclase, which
produces cyclical GMP starting from GTP, and it unchains like this, the
vasodilation process. Histochemical and functional results have suggested that
nitric oxide (NO) palys an excitatory role in the regulation of parassympathetic
nerve inducing salivary secretion in the submandibular gland of rats. The human
saliva contains levels relatively high of nitric oxide and his dosage is made starting
from their metabolites, nitrito and nitrate. The method more used in the dosages of
NO is the one of Griess, in which the absorbance of the products generated in the

reaction of the nitrito with a primary aromatic amina is measured and compared



with a reference curve. The caffeine is a popular ergogenic substance among the
athletes, and her ingestion as supplement is accomplished with the purpose of
increasing the physical "performance." One of the hypotheses for that increase in
the performance, caused by the caffeine ingestion, it is that she acts in the
mobilization of fat, and it spare the glycogen used by active muscles. Another
hypothesis would be the inhibition of the adenosina receptors starting from the
similarity with the adenosina molecule. However, the mechanism to delay fatigue
remais elusive. The ergogenics benefits of the caffeine can be influenced by the
dose, intensity, exercise type, previous use of caffeine, training status and
variation of the respnse individual after suplementation. The plasma concentration
of the caffeine approximate a maximum level in 1 hour. Our study verified the
effect of the single dose of caffeine (5mg/kg), one hour before a incremental
exercise test in the cycle ergometer, even voluntary exhaustion. We observed that
the caffeine ingestion improved the physical acting, acting as ergogenic, it
increased the saliva nitric oxide and total proteins concentrations, and it didn't alter
the blood lactate concentrations.

Key words: saliva, exercise, anaerobic threshold, nitric oxide, caffeine.
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INTRODUCAO GERAL

A saliva é constituida predominantemente por agua (97-99,5%) originada
do plasma presente na célula acinar (YOUNG E VAN LENNEP, 1979), além de
conter também uma grande proporgéo de constituintes organicos e inorganicos
(CHICHARRO et al.,, 1998). As fungbes da saliva sdo lubrificacdo, digestao,
formagao de barreira semipermeavel bioativa que recobre a superficie oral e
regula a composicao da flora oral (PRAKOBPHOL et al., 2000).

O volume do fluido translocado a cada dia através das glandulas salivares
se aproxima de 750 ml. Isto representa aproximadamente 20% do total do volume
plasmatico (SCHENEYER, YOUNG E SCHENEYER, 1972). As glandulas
parotidas, submandibulares, e sublinguais sdo responsaveis pela maior parte da
producdo salivar; sendo auxiliadas por glandulas salivares menores. A
contribuicdo relativa de cada tipo de glandula na secrecdo da saliva né&o
estimulada é em média de 65% para a submandibular, 23% da parétida, 4% da
sublingual e 8% das glandulas salivares menores (DAWES, 1974). Essas
glandulas sao estruturas tubuloalveolares formadas por uma regido acinar, que é
responsavel pela secreg¢ao do fluido e da maioria das proteinas exdcrinas (85%),
e por uma regiao ductal, que transporta a saliva da regiao acinar para a cavidade
oral (YOUNG E VAN LENNEP, 1979).

O controle da secrecao salivar € mediado por uma agcdo combinada de
estimulos simpaticos e parassimpaticos (EMMELIN, 1987). A inervagéo
parassimpatica provoca vasodilatagdo, o que aumenta a quantidade e a fluidez da
saliva contendo baixos niveis de compostos organicos e inorganicos. A inervagao
simpatica provoca vasoconstrigdo, o que confere um baixo volume do fluxo
salivar, porém contém elevados niveis de proteinas, especialmente a-amilase, e
compostos inorganicos. Este estimulo faz com que a saliva se torne mais viscosa
(SCHNEYER, 1976; DENNIS E YOUNG, 1978).

A secrecéo salivar é regulada por arco reflexo. Este consiste de receptores
e nervos aferentes, conexao central e nervos, e receptores eferentes agindo nas

glandulas salivares. Estes estimulos quando mediados por quimiorreceptores (ex:.
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goma de mascar) nos pontos de gustacdo e, mecanorreceptores (ex:. goma de
mascar e tablete de parafina) no ligamento periodontal, representam a maioria da
producao aferente Isto leva a uma despolarizagao neural e a um aumento da taxa
de fluxo salivar (JENSEN et al., 1998).

A salivagéo pode ser ndo estimulada e estimulada. A primeira seria a saliva
coletada sem nenhuma fonte aparente de estimulos gustatérios, mastigatoério, ou
mecanicos. Esta é dependente da composicdo e do fluxo, da natureza e da
duracao da excitagdo, e do tamanho das glandulas. Ja a segunda, seria a saliva
que sofre influéncia de varios fatores, onde o grau de hidratagdo seria um dos
fatores mais importante, seguido da exposi¢cdo a luz, de estimulos gustatorios,
mastigatorios e olfatérios, do posicionamento do corpo, das estagdes do ano e do
ritmo circadiano (NAVAZESH, 1993).

Além das varias fungbes ja atribuidas a saliva, estudos (CHICHARRO,
1998; WALSH, 1999) tém demonstrado que biomarcadores do esforgo fisico
seriam encontrados na saliva. Os biomarcadores salivares, bem como os
plasmaticos, sao preceptores da capacidade anaerdbica, sendo que os salivares
correspondem com precisdo aos marcadores fisiologicos, oferecendo vantagens,
como: coleta facil e nao invasiva, podendo ser realizada com mais frequéncia e
menos stress dos voluntarios (SHIRTCLIFF et al., 2001). A analise desses
biomarcadores tais como, 6xido nitrico (NO), a-amilase, lactato, proteinas totais &

uma alternativa para o monitoramento do exercicio fisico

LIMIAR DE LACTATO

O limiar de lactato foi definido por Wasserman (1986) como sendo o ponto
no qual ha um aumento nao linear tendendo a exponencial na concentracdo de
lactato sanguineo. Existem diversos métodos de determinagdo desse limiar
utilizando este biomarcador, dentre os quais esta o "Limiar Anaerdbio Individual’
(IAT) (STEGMANN, KINDERMANN E SCHNABEL, 1981), o lacmin e o Vel4mM.
O IAT é determinado em testes de cargas progressivas com estagios de trés

minutos de duragdo e dosagem de lactato sanguineo, onde o AT é determinado
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de acordo com a cinética do lactato durante o exercicio e a recuperacio
(STEGMANN, KINDERMANN E SCHNABEL,1981); o Lacmin & determinado
considerando-se a intensidade do exercicio correspondente ao menor valor de
lactato, durante teste progressivo realizado apos indugdo da “acidose
latica”(TEGTBUR et al.,1993); e o Vel4dmM, onde o individuo avaliado é submetido
a um teste de cargas progressivas, composto no minimo de dois estagios de pelo
menos 4 minutos cada, e a velocidade correspondente a concentragao fixa de
4mmol.I" de lactato é determinada por interpolagdo entre a velocidade de corrida
e a concentragdo de lactato sanguineo ao final de cada estagio (CHICHARRO E
ARCE, 1991).

Simdes et al (1998), compararam esses trés métodos de determinagao do
limiar de lactato citados acima, em fundistas; e tentaram correlaciona-los ao limiar
de glicose. Neste estudo concluiram que todos os trés métodos eram capazes de
predizer com confianga o limiar anaerébico; e que somente o VeldmM néo
apresentou correlagédo com o limiar a partir da glicose.

A correlagcdo do limiar de lactato com outras substancias tem sido muito
estudada. Limiares anaerobicos salivares (CHICHARRO et al,1994; CALVO et
al.,1997; BORTOLINI et al., 2005) vém sendo propostos nos ultimos anos.
Chicharro e cols (1994) apontaram o limiar salivar (TSA) como sendo o ponto no
qual os niveis de eletrélitos como Na e Cl, sofrem o primeiro aumento continuo
durante o exercicio. Calvo e cols (1997) detectaram que o limiar salivar poderia
também ser analisado a partir da concentracdo de amilase. Este seria o ponto no
qual o primeiro aumento continuo na concentragcdo de amilase salivar ocorreria
durante o exercicio. Esses autores apontaram que o limiar de lactato e o salivar
sofrem aumentos tendendo a exponencial no mesmo ponto. Os dois limiares
podem se correlacionar, ja que o limiar de lactato pode ser avaliado por meio da
concentragcdo de amilase salivar e eletrdlitos durante o esforgo fisico (CALVO et
al.,1997).
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OXIDO NITRICO E EXERCICIO

O endotélio vascular € um tecido dindmico capaz de responder a estimulos
fisicos e quimicos, a partir da sintese e liberacdo de inumeros agentes (LUSHER,
1994; RUSH, TURK e LAUGHLIN, 2003). O 6éxido nitrico (NO) € uma das
substancias sintetizadas e liberadas, a partir da isoforma endotelial da 6xido
nitrico sintase (eNOS). A bioatividade do NO é determinada pela sua sintese e
degradagdo, bem como pela sensibilidade do tecido alvo a essa substancia
(RUSH, TURK e LAUGHLIN, 2003). O exercicio fisico foi associado com a
elevacdo nos niveis de NO e com uma reducdo na morbidade e mortalidade
cardiovascular (KINGWELL, 2000). Uma maior adaptacédo vascular € observada
durante o treinamento, onde ha um aumento da expressao da isofoma eNOS nas
células endoteliais (SESSA et al., 1994).

Adaptacdes endoteliais foram relatadas em animais como cées, ratos e
suinos (SESSA et al., 1994; WOODMAN et al., 1997; DAVIS et al., 2003). Em
humanos, o treinamento aumenta a vasodilatagdo dependente do endotélio, bem
como o0s niveis de nitrito e nitrato plasmaticos, os quais sao metabdlitos da
oxidagéo do NO (MAEDA et al., 2001; DAVIS et al., 2003).

Uma reducgao na liberacgao e bioviabilidade do NO, ou seja, uma reducao na
sua taxa de produgdo, um aumento na sua taxa de destruicdo a partir da
interagdo com outras moléculas e, uma diminuicdo da sensibilidade da
vasculatura lisa ao NO (GRAHAM e RUSH, 2004), estdo associadas a doencgas
cardiovasculares, hipercolesterolemia, hipertensdo e diabetes. Estes efeitos
podem ser proprios da baixa ativagao da NOS ou de uma redugao no shear stress
(atrito de cisalhamento) (Kingwell, 2000). Entdo, a regulagéo positiva da NOS, em
resposta ao exercicio fisico pode elucidar, em partes, os seus efeitos benéficos na

prevencao de doencgas cardiovasculares ou cronico-degenerativas.
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Sintese de Oxido Nitrico e Enzimas

O oxido nitrico € gerado a partir da oxidagdo de cinco elétrons de um
nitrogénio guanidino quimicamente equivalente, do aminoacido L-arginina. A
enzima que atua nessa conversao € a oxido nitrico sintase (NOS) e os produtos
finais dessa metabolizagdo sdo o NO e a L-citrulina (CONNER e GRISHAM,
1995) (Figura 1).

A enzima oxido nitrico sintase (NOS) esta subdividida em trés classes, a
endotelial (eNOS), a neuronal (NNOS) e a induzivel (iNOS). Todas as isoformas
possuem o mesmo mecanismo catalitico, operando com os mesmos cofatores e
grupos prostéticos. Sdo hemeproteinas e requerem oxigénio e NADPH como co-
substrato, L-arginina como substrato, além de conterem flavina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e tetrahidrobiopterina (H4B). Essas
enzimas sdo também consideradas monooxigenadas, ja que no processo de
hidroxilagdo da L-arginina ativam o oxigénio molecular e incorporam um de seus
atomos em um intermediario da reagao, o NOHA (SIGEL e SIGEL, 1999).

As enzimas neuronal e endotelial sdo constitutivas, ou seja, estéo
integradas no sistema e os seus niveis podem variar em resposta a variedade de
eventos fisiologicos; ja a induzivel, pode ser expressa em altos niveis durante
uma resposta imune (SIGEL e SIGEL, 1999). A enzima induzivel é regulada
geneticamente e requer muitas horas para ser expressa. A produgcao de NO
atinge niveis maximos 24horas apos a indugao e entdo decresce dramaticamente
(NUSSLER et al.,, 1993). O pico de producdo de RNA mensageiro (MRNA)
precede o pico de producdo de NO por 16 horas, e declina durante o periodo de
producao maxima de NO (GELLER et al., 1993).

A eNOS e a nNOS séo reguladas pelos niveis de calcio. A calmodulina é
uma proteina ligante de calcio que funciona essencialmente como uma
subunidade presente na enzima. Quando o fluxo de calcio aumenta na célula
ocorre uma ativagdo de ambas as enzimas, via complexo calcio/calmodulina,
onde o calcio liga-se a calmodulina, ativando a eNOS e a nNOS, permitindo o

turnover da enzima e a producédo de NO. A calmodulina também esta presente,
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como subunidade, na enzima induzivel, porém sua ativagao por calcio nao se faz

necessario para que a enzima exercga sua atividade (SIGEL e SIGEL, 1999).

NH, *+ N-OH H,N O
\( 2 \( \(
NH NH H,O NH
\_/
\_/ /\
/\ NADPH NADP+
NADPH NADP*
C
2\ NHg*
o o O O o (o)
L-ARGININA N-HIDROXI-L- L-CITRULINA
ARGININA
(NOHA)

FIGURA 1 — formagéo de 6xido nitrico, a partir da L-arginina, pela agdo da 6xido
nitrico sintase (NOS) (CONNER e GRISHAM, 1995).

Efeitos do Oxido Nitrico

Os efeitos vasodilatadores, eliciados pelo NO, sido proprios de sua
interacdo com a enzima soluvel guanilato ciclase (sGC). A guanilato ciclase € uma
hemeproteina que catalisa a conversao de guanosina trifosfato (GTP) para o
segundo mensageiro guanosina monofosfato ciclico (cGMP) e, € a agdo desse
composto que direciona a dilatacdo do musculo liso. A sGC possui uma baixa
atividade basal, entretanto quando é exposta ao NO a sua atividade pode
aumentar em até 200 vezes (SIGEL e SIGEL, 1999).

Alguns agentes e estimulos sado capazes de promover a liberagdo do NO.
Dentre eles, encontram-se a bradicinina, acetilcolina e o atrito de cisalhamento
(shear stress). Quando a acetilcolina é liberada pelos nervos autbnomos, na

parede dos vasos sanguineos, ela induz as células endoteliais a produzirem e
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liberarem NO, relaxando assim as células do musculo liso (ALBERTS et al.,
1994). Todos os agentes e estimulos, que estdo associados com a liberagao do
NO, aumentam os niveis de calcio intracelular e ativam assim, as enzimas

constitutivas (figura 3).

Treinamento

O exercicio fisico regular esta associado com mudancas benéficas na
pressao sanguinea, no metabolismo lipidico, no metabolismo da glicose, em
fatores neurohormonais, no peso corporal e no shear stress (ARAKAWA, 1993).
Os processos pelos quais estes beneficios ocorrem nao estido totalmente
esclarecidos. Um dos mecanismos, muito especulado nos ultimos tempos, seria o
aumento na produgao do NO, juntamente com o aumento na expressao do gene
da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS), bem como a angiogénese induzida pelo
fator de crescimento do endotélio, advindos com o treinamento.

Durante um esforgo fisico, os niveis de nitrato, nitrito e cGMP excretados
na urina sao elevados (KINGWELL, 2000). Husain (2003) reportou que ratos
submetidos a oito semanas de treinamento, na esteira, apresentaram um
aumento significativo nos niveis de NO plasmatico, e assim mantiveram fun¢des
cardiovasculares regularizadas, tais como, pressdao sanguinea e taxa de
batimentos cardiacos (batimentos/minutos). Outro fator importante observado no
estudo de Husain (2003), foi uma queda de aproximadamente 75% nos niveis de
lactato plasmatico apds essas oito semanas de treinamento, quando comparado
com o grupo controle. Nesse mesmo estudo a administragdao de L-NAME, um
analogo competitivo da L-arginina, causou uma depressao significativa nos niveis
de NO plasmatico (84% do controle) e uma elevagdo também significativa nos
niveis de lactato (123% do controle). Entretanto, o treinamento normalizou os
niveis de NO plasmatico e o de lactato, mesmo com a administragcao de L-NAME.

Miyauchi e colaboradores (2002), reportaram que o treinamento afetava a

expresséo da eNOS, de acordo com as mudangas na taxa do fluxo sanguineo. No
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pulm&o, onde o fluxo sanguineo era aumentado durante o exercicio, a expressao
da eNOS também aumentava, e nos rins, onde o fluxo sanguineo diminuia, a
expressao da eNOS também diminuia.

Sessa e colaboradores (1994) reportaram um aumento significativo nos
niveis da eNOS, da aorta de cachorros, submetidos a 10 dias de treinamento
aerobico. Entretanto, Rush, Turk e Laughlin (2003), ndo observaram diferengas
significativas nos niveis dessa enzima em aorta de porcos, submetidos a 12
semanas de treinamento aerdbico. Mas, por outro lado, observaram adaptagdes,
como um menor indice de estresse oxidativo, o que preserva a bioatividade do
NO e contribui para melhoras em fungdes endoteliais e cardiovasculares. As
discrepancias entre os resultados obtidos provavelmente sdo devidas a diferenca
no tempo e no protocolo de treinamento utilizado.

De acordo com Higashi e colaboradores (1999) um programa de
treinamento por 12 semanas, de intenso a moderado, melhorou a vasodilatagao
dependente do endotélio com acetilcolina; e exercicio de longa duragdo de
intenso a moderado, aumentou a vasodilatacdo do endotélio em sujeitos
saudaveis e hipertensos. Goto e colaboradores (2003) mostraram que 12
semanas de exercicio moderado na bicicleta ergométrica, provocou um aumento
na vasodilatagdo dependente do endotélio, aumentando o fluxo sanguineo em
resposta a acetilcolina, a partir da elevagcdo nos niveis de NO, em sujeitos
saudaveis. Entretanto, exercicio de baixa e alta intensidade n&o alteraram as
respostas do fluxo sanguineo a acetilcolina.

A busca, através do exercicio fisico, por regularizacdes de funcgdes
cardiovasculares, torna-se cada vez mais constante. O treinamento melhora a
dilatagdo dependente do endotélio e aumenta a expresséo da oxido nitrico sintase
(NOS). O exercicio fisico entdo, regula a sintese de NO por varios processos e,
promove adaptacdes vasculares benéficas, ja que exerce muitas ag¢des anti-
aterogénicas, via vasodilatagdo, bem como uma inibicdo da agregacido de
plaquetas, proliferagdo das células do musculo liso e adesao dos leucécitos nas

células das paredes dos vasos (FUKAI, 2000).
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FIGURA 2 - O NO difunde-se para células do musculo liso e eleva os niveis do

segundo mensageiro cGMP, promovendo assim a vasodilatacao.

Disfungdes endoteliais sdo associadas com doengas cardiovasculares,
onde condigbes de patologias severas como hipertensdo, aterosclerose e
diabetes sao associadas a uma baixa bioatividade do NO.

O exercicio fisico regular vem sendo relacionado com a recuperagao ou
normalizagdo de fungdes endoteliais, onde os niveis de NO plasmatico sdo
elevados e a concentracdo de lactato decrescida (HUSAIN, 2003). Esse
decréscimo na concentragcdo nos niveis de lactato plasmaticos com o treinamento
fisico, provavelmente esta associado com o aumento no consumo de oxigénio
pelo musculo esquelético. Quando o consumo de oxigénio é aumentado, tem-se,
por conseguinte, uma utilizagdo mais ativa do metabolismo aerdbico, onde o
desvio para a producao de lactato fica menos ativo, ou melhor, necessita-se de
um tempo maior para que essa via se torne predominante na obtencido de

energia, durante o exercicio fisico.
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Embora se tenha postulado que o decréscimo na pressao sanguinea, em
agentes vasoconstrictores e um aumento no shear stress pode contribuir para a
vasodilatagdo dependente do endotélio, 0 mecanismo pelo qual o treinamento
aerobico regular melhora a disfungcdo endotelial, permanece desconhecido
(GOTO et al., 2003). O NO como um potente vasodilatador torna-se uma peca
fundamental nesse processo.

Assim, a partir dos dados encontrados na literatura, podemos dizer que
apesar das pequenas diferengcas entre os estudos pesquisados, que o
treinamento fisico promove um aumento na capacidade funcional e atua na
protecdo do sistema cardiovascular. O o6xido nitrico, como um vasodilatador,
melhora a distribuicdo sanguinea, fornecendo uma quantidade maior de oxigénio
e substratos as células, o que se torna altamente benéfico para a vasculatura

como um todo.

ATRITO DE CISALHAMENTO

O atrito cisalhamento, ou shear stress é o atrito que o sangue faz na
parede dos vasos sanguineos. Os efeitos benéficos na vasculatura, advindos
desse mecanismo, se dado através da ativacdo de muitos caminhos sinalizantes
(TRAUB E BERK, 1998). Mecanossensores encontrados na membrana das
células endoteliais, como receptores ligados a proteina G (TSENG et al., 1995),
canais de ions (SCHWARTZ E LECHENE, 1992), e integrinas (MULLER et al.,
1997) se sensibilizam com o shear stress e, transmitem os estimulos bioquimicos
ativando proteinas como RAS/RAF/MEK/ERK (TRAUB E BERK, 1998) e a tirosina
kinase c-Src (DAVIS et al., 2003), direcionando para um aumento na atividade da
eNOS.

Takeshita e colaboradores (2000), reportaram que shear stress laminar a
niveis fisioldgicos (20 dynes/cm?) induziu uma regulacdo sustentada na expressio
e na atividade enzimatica da GPx-1, em células endoteliais. Entretanto baixos

niveis de shear stress (5 dynes/cm?) ndo promoveram efeitos benéficos. Davis,
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Cai e Harrison (2001), reportaram que o shear stress aumentava os niveis de
MRNA da eNOS por dois caminhos: controlando e estabilizando a transcricao da
enzima, sendo que ambos requeriam a ativagao da tirosina kinase c-Src. Davis et
al., 2003 analisaram os efeitos de trés semanas de treinamento em ratos
knockout da tirosina quinase c-Src (c-Src ¥ /) e em ratos tipo selvagem. Os ratos
c-Src ¥/~ eram fenotipicamente normais, porém continham menos que a metade
da soma das proteinas c-Src aodrticas, quando comparados com os ratos tipo
selvagem. Os ratos tipo selvagem apresentaram um aumento significativo na
eNOS, a qual influenciava a expressdo da ecSOD, ja os ratos knockout n&o
apresentaram aumento na expressao da eNOS e da ecSOD.

Entdo, aumentos na producgao vascular de NO, pode ser resultado de um
aumento no shear stress ou do aumento na expressdo do gene da NOS

endotelial.

CAFEINA

Estrutura quimica:

Quimicamente a cafeina € uma trimetilxantina, onde grupos metilas
substituem hidrogénios ligados a nitrogénios no anel da xantina (fig 3). No
organismo a xantina € um produto de quebra de duas bases purinicas, adenina e
guanina, constituintes chaves do DNA e RNA. A adenina também é a base da
molécula de ATP (adenina trifosfato) e do segundo mensageiro cAMP (fig4).

A cafeina é metabolizada (desmetilada) no figado pelo sistema de enzimas
citocromo P450 (GRAHAM, 2001), conhecidas como 1A2 (ou CYP1A2). Os
primeiros produtos do metabolismo da cafeina sdo dimetilxantinas: paraxantinas
(84% 1,7-dimetilxantina), teobromina (12% 3,7-dimetilxantina), e teofilina (4% 1,3-
dimetilxantina). Em humanos o maior produto da degradagdao da cafeina é a
paraxantina. A teofilina relaxa a musculatura lisa dos brénquios e por isso tem

sido usada no tratamento de asma. As metilxantinas agem como antagonistas
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nao seletivas dos receptores de adenosina e, em vitro a agcado da teofilina como
antagonista dos receptores de adenosina é mais potente do que a propria cafeina
(BRUNS, DALY E SNYDER, 1983). Greer e colaboradores (2000) mostraram que

a teofilina pode ser utilizada como um ergogénico durante um esforgo fisico.
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Xantina Cafeina

Figura 3— formula quimica da xantina e cafeina.

Figura 4- cAMP e adenosina.
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A adenina pode ser desaminada no corpo parg; hipoxantinaj oxidada para

T

xantina e oxidada novamente para acido urico (fig 5):

Purina Hipoxantina - Xantina
metilacdo
deaminagao deaminagao
Adenina Guanina Teofilina Teobromina
\ metilagéc/
Cafeina

Figura 5 — desaminagao e metilagao das purinas.

Como a cafeina atua no organismo para melhorar o desempenho fisico?

A cafeina € uma substancia ergogénica popular entre os atletas, e a sua
ingestdo como suplemento é realizada com o propdsito de aumentar a
“‘performance” fisica. Uma das hipoteses para esse aumento na performance,
causada pela ingestdo de cafeina, € que ela atua na mobilizagdo de acidos
graxos livres, e economiza assim, o glicogénio usado por musculos ativos.

1) Economia do glicogénio — efeito ergogénico

Ja na década de 70 especulava-se o efeito ergogénico da cafeina. Os
pesquisadores propunham que a ingestdo de cafeina antes de um exercicio fisico
promovia um aumento na concentragdo de acidos graxos livres (FFA), em

consequéncia de um aumento do metabolismo das gorduras e da inibicdo do
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metabolismo dos carboidratos. Assim, o glicogénio muscular seria poupado e o
desempenho fisico favorecido (ESSIG E COSTILL, 1980). Entretanto, a hipotese
de que o efeito ergogénico da cafeina é préprio da mobilizagdo de acidos graxos
livres ndo tem encontrado suporte na literatura recente (JACKMAN et al.,1996;
GREER, FRIARS E GRAHAM, 2000).

A cafeina pode ter um efeito indireto no metabolismo por alterar a atividade
neuroenddcrina ou a atividade nervosa simpatica (DAVIS et al., 2003). Laurent e
cols (2000) relataram que a ingestao de cafeina 90 minutos antes do exercicio
aumentava a concentracdo plasmatica de epinefrina, cortisol e (B-endorfinas, as
quais estariam contribuindo com os efeitos benéficos da cafeina durante o
exercicio de endurance. O aumento dessas substancias pode diminuir a
percepcao de dor e promover euforia, o que estaria atuando na melhora do
desempenho durante o exercicio de endurance (HARBER E SUTTON, 1984).

2) Similaridade com a Adenosina

A similaridade na estrutura quimica entre a porgao adenina, da molécula de
adenosina e, a molécula de cafeina € o ponto chave para se compreender uma
das atuacdes mais discutidas da cafeina nos ultimos tempos. Devido a essa
semelhanga a cafeina pode ocupar o lugar da adenosina em algumas fungdes
metabdlicas, como por exemplo se ligar aos receptores de adenosina e inibir a

fosfodiesterase.

2.1) Fosfodiesterase e receptores de adenosina

A fosfodiesterase € a enzima responsavel pela quebra do 3’5’-monofosfato
de adenosina ciclico (cCAMP). O nivel celular dessa molécula depende da
atividade da adenilato ciclase e da fosfodiesterase. As xantinas inibem a
fosfodiesterase e a quebra do cAMP.

O cAMP ¢é a molécula mensageira secundaria de varios hormdnios, como a

acetilcolina, catecolaminas, glucagon, tiroxina e insulina. Aumentos nos niveis de
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cAMP podem afetar o metabolismo de diferentes maneiras (NIKOLIC,
BJELAKOVIC, STOJANOVIC, 2003).

Quando a cafeina se liga ao receptor da fosfodiesterase inibe a agao dessa
enzima, e previne assim, a hidrélise do cAMP. Essa ligagdo se torna possivel
devido a similaridade estrutural entre a cafeina e a adenina. Os niveis de cAMP
aumentam apods tratamento com cafeina (NAHORSKI E ROGERS, 1976).

A adenosina € um constituinte celular normal, originada da degradacao do
ATP e de outros nucleotideos de adenosina (LATINI E PEDATA, 2001). Durante a
contracdo muscular as concentragcbes de adenosina aumentam no musculo € no
plasma. No cérebro ela aumenta quando a pessoa esta acordada e diminui
durante o sono (HUSTON el al., 1996; PORKKA-HEISKANEN, 1999).

Os receptores de adenosina sdo encontrados em muitos tecidos, como
cérebro, coragao, musculo liso, adipdcitos e musculo esquelético, embora a
natureza desses receptores no musculo esquelético ainda seja pouco entendida.
A molécula de cafeina é similar o bastante a de adenina para se ligar aos
receptores de adenosina, mas nao € similar o bastante para estimula-los, sendo
que a ubiquidade e a variedade nos tipos desses receptores facilitam a molécula
de cafeina afetar simultaneamente uma variedade de tecidos (GRAHAM, 2001).
Entdo, uma das principais acdes da cafeina seria bloquear os receptores de
adenosina.

A administracdo intracerebroventricular (SNC) do agonista da adenosina
5’-N-etilcarboxaidoadenosina (NECA) reduziu significativamente o tempo para a
fadiga, enquanto a cafeina aumentou o tempo de corrida para a fadiga. Os efeitos
inibitérios da NECA eram reversiveis quando havia um pré-tratamento com a
cafeina, sugerindo que os efeitos ergogénicos da cafeina no SNC sdo mediados

através do bloqueio dos receptores seletivos de adenosina (DAVIS et al., 2003).
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Doses 6timas:

Bell e Mclellan (2002) demonstraram em seus estudos que a dose de
5mg/kg de cafeina seria uma dose o6tima para ndo consumidores de cafeina,
porém nao seria para consumidores. Graham e Spriet (1995) reportaram que em
um teste onde a dose de 9mg/kg era administrada, os sujeitos que tinham um
consumo mais leve de cafeina tendiam a ter suas respostas mais pobres apos
esta alta dose de cafeina.

Os estudos de Davis e colaboradores (2003) mostraram que a
administragdo de cafeina no SNC, em uma dose de 200ug/rato (~0.6mg/kg),
aumentava o tempo de corrida na esteira para a fadiga em 60% em ratos. Esta
dose é muito menor do que a dose dada perifericamente (6mg/kg). A mesma dose
de cafeina dada perifericamente (intraperitonealmente) é inefetiva.

Os beneficios ergogénicos da cafeina podem ser influenciados pela dose,
intensidade, tipo de exercicio, uso prévio de cafeina, status de treinamento e
variagdo da resposta individual a suplementagcdo. O pico plasmatico da
concentracao da cafeina é de aproximadamente 1 hora (Graham, 2001). A maior

parte dos estudos utilizam a dose de 5 mg/kg ou 6 mg/kg.
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CAPITULO UNICO

EFEITOS DA INGESTAO DE CAFEINA NA TAXA DE
BIOMARCADORES SALIVARES, NO LACTATO PLASMATICO E
NO DESEMPENHO FiSICO.

RESUMO

Este estudo investigou o efeito da ingestdo de cafeina na taxa de
biomarcadores salivares, no lactato plasmatico e na performance fisica, durante
teste incremental no cicloergbmetro. Testamos 16 ciclistas e praticantes de
spinning em um teste adaptativo, fase A, e apds a ingestdo de placebo e cafeina
(5mg/kg), fase B. O protocolo de exercicio iniciava-se com uma carga de 50W,
com incrementos de 25W a cada dois minutos, até exaustao voluntaria. Amostras
de sangue e saliva eram coletadas no repouso e durante o segundo minuto de
cada taxa incremental. Essas amostras eram processadas e armazenadas a -
20°C. Os resultados deste estudo mostraram que houve variagdes inter-
individuais na concentragao de proteinas totais, na fase A. Na fase B a ingestao
de cafeina, uma hora antes do teste, aumentou a concentracdo média de
proteinas totais (p<0.05) e os niveis de 6xido nitrico (p<0.01). Os limiares de
lactato sanguineo e proteinas totais foram altamente correlacionados, nas duas
fases do teste, entretanto na fase B apds a suplementacdo de cafeina a
correlagao caiu devido ao aumento de proteinas salivares e ao ndo aumento de
lactato sanguineo. A cafeina melhorou a performance aumentando o tempo de
exercicio dos individuos suplementados. Entretanto, dois voluntarios
apresentaram indisposigao no pés-exercicio, sugerindo cuidados individuais ao se

consumir cafeina. Entao, concluimos que a cafeina alterou a concentragao de NO
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e proteinas, n&o influenciou na concentragdo de lactato sanguineo, e atuou no

sentido de melhorar o desempenho fisico.

Palavras-chaves: exercicio, cafeina, ergogénico, oxido nitrico, saliva,

limiares anaerodbicos,

ABSTRACT

.This study investigated the effect of the caffeine ingestion in the salivary
biomarkers, blood lactate and the physical performance, during incremental test in
cycle ergometer. We tested 16 cycle men and practitioners of spinning in an
adaptative test, phase A, and after the ingestion of placebo and caffeine (5mg/kg),
phase B. The exercise protocol was initiated with a load of 50W, with increments
of 25W to each two minutes until voluntary exhaustion. Saliva and blood samples
were collected at rest and during the second minute of each work rate increment.
These samples were processed and stored -20°C. The results of this study had
shown that in the Inter-individual variations in the total protein concentration, in the
phase A. In phase B the caffeine ingestion, one hour before the test, increased
the mean total protein concentration (p<0.05) and the nitric oxide levels (p<0.01).
The thresholds of blood lactate and total proteins highly had been correlated, in
the two phases of the test, however in phase B, after the caffeine ingestion, the
correlation falled, due to the increase salivary protein and not the blood lactate
increase. The caffeine improved the performance increasing the time of exercise
of the supplemented individuals. However, two subjects had presented
indisposition in the post-exercise, suggesting well-taken care of individual to if
consuming caffeine.  Then, we conclude that the caffeine modified the
concentration of nitric oxide and proteins, did not influence in the blood lactate

concentration, and improved the physical performance.

Key-words: exercise, caffeine, ergogenic, nitric oxide, saliva, thresholds



44

INTRODUCAO

A ingestao de cafeina é associada com a melhora no desempenho fisico.
Alguns estudos verificaram a influéncia que a cafeina exerce na economia do
glicogénio (ESSIG, COSTILL E VAN HANDEL, 1980), na liberagdo de adrenalina
(JACKAMAN et al., 1996) na inibicdo dos receptores de adenosina (DAVIS et al.,
2003) e na melhora do tempo de exercicio (CONWAY, ORR E STANNARD,
2003).

Para avaliar o efeito da cafeina no esforco fisico, estudos analisam a
atividade elétrica muscular (KALMAR E CAFFARELLI, 1999; PLASKETT E
CAFARELLI, 2001), a presenca de paraxantina e cafeina no sangue e na urina
(CONWAY et al, 2003), a analise de biomarcadores sanguineos do exercicio
como glicsose e glicerol (MOUGLOS et al, 2003), catecolaminas (GREER,
MCLEAN E GRAHAM, 1998), dentre outros. Uma alternativa as analise
convencionais para monitorar o exercicio fisico e o efeito do ingestdo de cafeina
seria a determinacdo na saliva de biomarcadores do exercicio. A utilizagdo da
saliva apresenta algumas vantagens como coleta facil, ndo invasiva (O’'CONNOR
E CORRIGAN, 1987) e nivel de biosegurangca classe | (GUILBAULT E
PALLESCHI, 1995).

Alguns estudos mostraram que durante e apos esforgo fisico havia
alteragdes na taxa de fluxo salivar (WALSH et al, 1999 BISHOP et al., 2000;
WALSH et al, 2004), e em alguns biomarcadores como Oxido nitrico (NO)
(PANOSSIAN et al.,1999), IgA e proteinas (WALSH et al, 1999). Outros estudos
buscam monitorar o exercicio fisico a partir de correlagdes entre biomarcadores
salivares e lactato sanguineo. Pontos de inflexdes nas concentragbes de
eletrolitos (CHICHARRO et al 1994), amilase (CALVO et al., 1997), cortisol
(PORT, 1991) e proteinas totais (PAT) (BORTOLINI et al., 2005), sdo altamente
correlacionados com o limiar anaerdbico de lactato sanguineo (AT).

O oxido nitrico € um gas produzido pela oxidagao da L-arginina a citrulina,

por diferentes isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS), as quais podem ser
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constitutivas, como a endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), ou induzivel (iNOS)
(NATHAN E QXIE, 1994). Fatores mecénicos, como o atrito de cisalhamento
(shear stress), e quimicos como a bradicinina e acetilcolina, sao estimulos para a
sua liberacdo (FURCHGOTT E ZAWDZKI, 1980), a partir do aumento do influxo
de calcio para o interior das células endoteliais (SIGEL E SIGEL, 1999).
Aumentos no fluxo sanguineo sao relatados apds a infusdo de acetilcolina, em
resposta ao exercicio intenso (HAMBRECHT et al, 1998), moderato (GOTO et al.,
2003) e em ratos hipertensivos (GRAHM E RUSH 2004). O treinamento crénico
aumenta os niveis de nitrito e nitrato, produtos de oxidacdo do NO, e a
vasodilatagdo dependente do endotélio (MAEDA et al, 2001). A presenca de NO
pode ser quantificada na saliva pela dosagem dos anions nitrito ou nitrato
resultantes da estimulagao das glandulas salivares com suco de limao (BODIS E
HARGEWOIN, 1993). Dados de monitoramento de NO na saliva durante o
exercicio fisico revelaram que os niveis de NO elevam-se apds exercicio fisico
alta intensidade em atletas inciantes (PANOSSIAN et al., 1999).

A cafeina é conhecida por estimular o sistema nervoso central aumentando
a secrecao de epinefrina (JACKMAN et al.,1996; GRAHAM, HIBBERT e
SATHASIVAN, 1998; LAURENT et al., 2000), o que poderia produzir um numero
de mudangas metabdlicas secundarias. Laurent et al (2000) relataram que a
ingestao de cafeina 90 minutos antes do exercicio aumentava a concentragao
plasmatica de epinefrina, cortisol e B-endorfinas, as quais estariam contribuindo
com os efeitos benéficos da cafeina durante o exercicio de endurance. O
aumento dessas substancias pode diminuir a percepcdo de dor e promover
euforia, o que atuaria na melhora do desempenho durante o exercicio de
endurance (HARBER E SUTTON, 1984; MOTL, O’'CONNOR e DISHMAN, 2003).
Estudos tém mostrado que aumentos na atividade adrenégica podem ser
detectados na saliva a partir de aumentos na alfa amilase e cortisol (NATER et
al,2005).

O propésito deste estudo é investigar o potencial ergogénico da cafeina no

exercicio, examinando apds sua ingestdo, as alteragdes de biomarcadores, tais
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como lactato plasmatico e proteinas totais e 6xido nitrico da saliva. Além disso,
determinar a correlagdo dos limiares anaerdbicos de lactato plasmatico e,
proteinas totais da saliva. Desse modo, considera-se a hipétese de que a cafeina
administrada uma hora antes da atividade fisica no cicloergbmetro até exaustéo
podera melhorar o desempenho fisico e alterar a liberagdo de possiveis
biomarcadores do exercicio em funcdo das respostas metabdlicas secundarias

geradas pela sua ingestéo.

MATERIAIS E METODOS

Voluntarios: Dezesseis voluntarios do sexo masculino, ndo fumantes,
ciclistas ou praticantes de spinning, com idade variando de 19 a 35 anos
participaram deste estudo. A todos foi dado um termo de consentimento conforme
determina o conselho nacional de saude do Brasil, resolugdo 196/96. O projeto foi
devidamente aprovado pelo comité de ética local da Universidade Federal de
Uberlandia.

Procedimentos: Os voluntarios compareceram ao laboratério em trés
ocasioes. A primeira visita era informal onde se explicava o procedimento do teste
e orientava-se quanto aos cuidados a serem tomados. Na segunda e na terceira
visita os voluntarios executavam dois testes incrementais no cicloergbmetro
(ERGO-FIT 167, Pirmasens, Germany) a mesma hora do dia, 14h30min a -
17h30min apds o descanso. Os voluntarios abstinham-se de comidas e bebidas
que continham cafeina por 24 horas antes do teste, e eram instruidos também
para nao realizarem seu treinamentos normais.

Protocolo experimental: o protocolo experimental era dividido em duas
fases, A e B, onde os voluntarios compareciam ao laboratério duas vezes em
estado pds-prandial. Em cada fase realizava-se um teste, sendo que cada teste
era separado pelo intervalo de uma semana. Para um dado sujeito todos os

experimentos eram conduzidos ao mesmo tempo do dia. Os voluntarios
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abstinham-se de seus treinamentos normais e de bebidas que contivessem
cafeina ou qualquer substancia estimulante.

Na fase A os 16 voluntarios eram previamente avaliados e faziam um teste
adaptativo incremental no cicloergbmetro. Eles eram previamente hidratados,
ingerindo aproximadamente 400mL de agua nos 30 minutos anteriores ao teste. O
teste era realizado com incremento de carga, com a frequéncia de pedalada se
situando estritamente entre 68 e 72 rpm. Se o voluntario ndo mantivesse essa
rotacdo de pedalada detectava-se a exaustdo voluntaria. Fazia-se um
aquecimento prévio de 2 minutos a 50 watts, e o teste iniciava-se com a mesma
carga. Esta carga era aumentada em 25W a cada 2minutos. Uma amostra de
sangue e de saliva era coletada no repouso e durante o segundo minuto de cada
taxa de trabalho incremental. A frequéncia cardiaca foi mensurada com um
frequencimetro polar cardiaco (Polar Sport Tester).

Na fase B os procedimentos do teste eram os mesmos, entretanto os
voluntarios ingeriam cafeina (5mg/kg) ou amido 1 hora antes do mesmo. Nessa
fase 9 dos 16 voluntarios foram suplementados com cafeina e 7 com amido.
Essa suplementagdo era realizada em capsulas de gelatina e de uma maneira
duplo-cega randomizada. Este tempo foi escolhido porque de acordo com dados
da literatura, a cafeina é rapidamente absorvida pelo organismo e sua
concentragdo plasmatica aproxima-se de um nivel maximo 1 hora apds sua
ingestdao (GRAHAM, 2001). Apdés o término da segunda fase os grupos foram
divididos em grupo cafeina e placebo para que fossem analisados. Essa
classificagao foi utilizada também no teste adaptativo (fase A), somente para
nomear os grupos. Entretanto, nessa fase nado houve suplementagdo. Ela foi
realizada para que pudéssemos obter uma avaliagdo prévia dos voluntarios.

Estimulagdo salivar e procedimentos iniciais: para se obter um fluxo
salivar satisfatorio foi feita uma estimulagdo prévia das glandulas salivares com
goma de mascar (Trident®-menta), e a partir disso a saliva era coletada em
provetas graduadas de acordo com Navazesh (1993). As amostras de saliva

eram obtidas no repouso, durante o segundo minuto de cada taxa incremental. Os



48

voluntarios enxaguavam a boca repetitivamente com agua deionizada e
posteriormente a saliva era coletada para a obtencdo do fluxo salivar pré-
exercicio. Este procedimento era realizado nos ultimos 5 minutos antecedentes ao
teste. A saliva coletada nos primeiros 2 minutos era descartada e a dos 3 minutos
ulteriores coletada em uma proveta graduada.

Coleta da saliva em cada estagio: dado o inicio do teste, o voluntario era
informado 30 segundos antes de cada mudanga de estagio para que deglutisse a
saliva e, comegasse entdo, a mascar o chiclete; a coleta se processava ao
término de cada taxa incremental. As amostras eram mantidas a 4°C e levadas
para o laboratério em no maximo 3 horas. Uma vez no laboratério as amostras
eram centrifugadas 14000 x g e o sobrenadante separado e estocado a -20°C
para analise.

Coleta de sangue: a coleta de sangue (25ulL) foi feita a partir do I6bulo da
orelha com capilares de vidro heparinizados e devidamente calibrados.
Posteriormente, o sangue era transferido para micro-tubos contendo 50uL de
fluoreto de sodio 1%. Os tubos eram armazenados no gelo por no maximo 3
horas. Apds este periodo as amostras eram congeladas a -20°C até a analise.

Dosagens: a dosagem da concentragdo do oxido nitrico salivar foi feita a
partir do método colorimétrico de Greiss, 0 qual mede a concentracao de nitrito na
saliva. Esse reagente € uma solugdo composta de N-(1-Naphthyl) ethyl-ene
Diamine. (NEED) (sigma) a 0,1%, e sulfanilamida (sigma) a 1%, preparados com
acido fosférico a 2,5% . A absorbancia foi mensurada no espectrofotbmetro
(Titertek multiskan plus MK11) a uma leitura de 570nm e os dados foram
analisados no software “Microplate”.

O lactato sanguineo foi analisado pelo método eletro-enzimatico (lactimetro
USI 1500 Sport da Yellow Springs).

As proteinas totais da saliva foram mensuradas pelo método de Bradford
(1976). Preparava-se uma curva padréo de Soro albumina bovina (BSA) e agua
desionizada. As amostras de saliva (30uL) eram distribuidas nos tubos

correspondentes em duplicata. Logo apds adicionava-se o reagente de Bradford
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nos tubos a partir do controle, seguido pelas amostras. A leitura eram realizadas a
595nm no espectrofotdmetro (Vis-UV Hitachi, modelo U-2000).

Anélise Estatistica

Os dados no texto, tabelas e figuras estdo representados pelos valores
meédios e erro padrdao das médias (+ EP). Utilizou-se o teste t-student para
amostras independentes com o objetivo de identificar o comportamento dos
voluntarios, na fase A do estudo e subdividi-los em dois grupos: grupo cafeina e
grupo placebo. O teste t-student para dados pareados foi utilizado para identificar
o comportamento dos grupos entre o teste adaptativo (T1) e o teste apos a
suplementagdo com cafeina e amido (T2). A correlagdo de pearson foi utilizada
para correlacionar os limiares anaerdbicos de lactato e proteinas totais. A

significancia estatistica foi aceita com p<0.05.

RESULTADOS

Os resultados mostram os valores médios da fase A, onde os voluntarios
realizaram um teste incremental no cicloergométro; e da fase B onde repetiram o

mesmo teste suplementados com cafeina (5mg/Kg) e placebo.

Frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca apresentou uma queda entre as duas fases do teste.
A média da taxa de frequéncia cardiaca na fase A do estudo foi similar entre os
dois grupos (cafeina 120,8 bat/min + 10,5; placebo 127,6 bat/min £ 12,6). Isto
indica uma homogeneidade entre os individuos que pertenciam a esses grupos,
sendo eles similares em seus condicionamentos. Na fase B, a média para os dois
grupos apresentou uma queda significativa (p<0.01) (grupo cafeina 116,9 bat/min
1 10.4; placebo 122,8 bat/min £ 12,23).
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Proteinas totais repouso e exaustao

A concentragao de proteinas totais no repouso nido apresentou alteracoes
significativas apdés as duas suplementacbes. O grupo cafeina teve uma
concentragdo meédia de 1,65 ug/pL (£ 0,09) na fase A (1,65 ug/uL + 0,09) e, 1,77
Mg/uL (2 0,03) na fase B. O grupo placebo apresentou uma produgdo média
de1,76 ug/pL (x 0,15) na fase A, e 1,94 ug/uL (x 0,13). Na exaustao a produgéo
média de proteinas nao sofreu alteragcbes em nenhum dos dois tratamentos. A
concentracdo média de proteinas na exaustao para o grupo cafeina na fase A era
de 2,54 (+ 0,15) e de 2,64 (£ 0,15) apds a suplementacéo na fase B. Para o grupo
placebo a concentragdo média de proteinas na exaustao foi de 2,74 (+0,35) e na
fase B 2,59 (+ 0,27).

Na exaustdo a producao média de proteinas nao sofreu alteracbes em
nenhum dos dois tratamentos. A concentragcdo média de proteinas na exaustao
para o grupo cafeina na fase A era de 2,54 (+ 0,15) e de 2,64 (+ 0,15) apos a
suplementacdo na fase B. Para o grupo placebo a concentracdo média de
proteinas na exaustao foi de 2,74 (x0,35) e na fase B 2,59 (+ 0,27).

Proteinas totais durante o exercicio, Lactato plasmatico e Limiares
anaerdbicos (AT e PAT)

Os limiares anaerdbicos de lactato (AT) e proteinas (PAT) foram altamente
correlacionados durante as duas fases do estudo (A e B) (figura 2). Entretanto, o
tratamento com cafeina alterou a concentracdo de proteinas salivares e nao
influenciou na concentracdo de lactato plasmatico. Na fase A do estudo a
concentragdo média de proteinas totais era diferente entre os dois grupos que
participaram do teste incremental no cicloergbmetro (cafeina e placebo). Os
voluntarios que pertenciam ao grupo placebo apresentaram uma concentragao

média maior de proteinas totais na saliva (2,18 ug/uL + 0,22) do que os que



51

pertenciam ao grupo cafeina (2,00 ug/uL + 0,14) (p<0.05). Em contraste, na fase
B, apos a ingestdo de cafeina esse grupo aumentou significativamente (p<0.01) a
sua concentragao de proteinas na saliva (2,18 ug/uL + 0,13), sendo que o grupo
placebo manteve a média proximo a da fase A (2,20 ug/uL + 0,16). As
concentragdes de lactato sanguineo n&o sofreram alteragbes entre a fase A e a
fase B do estudo. Na fase A, a concentragdo média de lactato para os voluntarios
que pertenciam ao grupo cafeina (2,75 mmol/L+ 0,82) era semelhante a do grupo
placebo (2,95 mmol/L + 1,01). Apds os tratamentos, as médias dos dois grupos
ndo apresentaram alteracdes significativas: cafeina (3,04 mmol/L + 0,92) e
placebo (2,78 mmol/L £ 1,00). O limiar anaerdbico de lactato foi altamente
correlacionado com o limiar de proteinas totais da saliva (r =0.93) na fase A do
estudo. Na fase B essa correlacdo se manteve alta, porém o tratamento com
cafeina provocou uma queda nessa correlagéo (r = 0.84), devido ao aumento na

concentracéo de proteinas (figura 2).

Oxido nitrico

Os dados de NO estdo sumarizados na figura 3. Na fase A do estudo,
durante o teste no ciclo ergbmetro, a producdo de NO para os voluntarios que
pertenciam ao grupo placebo (329,67 uM £ 83,96) foi significativamente maior do
que para o0s que pertenciam ao grupo cafeina (232,73 uM £ 41,75) (p<0,01).
Porém, na fase B, apds os tratamentos os voluntarios que se submeteram a
suplementacdo com cafeina aumentaram significativamente (p<0.05) a
concentragdo de NO (337,15 uM = 103,44), e o grupo placebo (142,83 uM =

61,60) apresentou uma queda drastica na sua concentragao.

Desempenho fisico

Dos nove voluntarios suplementados com cafeina, dois apresentaram
indisposicdo a droga, como nauseas e tonturas no pds-exercicio.

Subsequentemente, eles diminuiram seus tempos de exercicios. A média de
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tempo total com os 9 voluntarios ndo mostrou alteragao significativa apos a
suplementacido. Entretanto, quando se analisou o tempo para os outros sete
voluntarios que nao apresentaram indisposicao, a cafeina aumentou a média do
tempo de exercicio em 6% (1260 segundos fase A e 1340 segundos fase B)
(p<0.05).

DISCUSSAOQ:

Este estudo examinou o efeito da ingestdo de cafeina durante exercicio
intenso no cicloergbmetro. Avaliou-se a produgdo de biomarcadores salivares
como proteinas totais e 6xido nitrico, lactato plasmatico, bem como a correlacao
do limiar anaerdébico de lactato e o limiar salivar de proteinas totais; além do efeito
no endurance até exaustdo voluntaria. Na fase A encontrou-se diferencgas inter-
individuais nas concentracbes dos biomarcadores salivares entre os voluntarios
que participaram dos dois grupos. Na fase B observou-se aumento na produgéo
de NO e na concentragdo de proteinas totais, ambos na saliva, apds a
suplementacado com cafeina.

Na fase A do estudo encontrou-se uma maior producao de proteinas para o
grupo placebo no pré-exercicio. Na fase B do estudo, a ingestdo de cafeina néo
alterou a concentracdo media de proteinas totais no pré-exercicio, uma hora apos
sua ingestdo, em individuos pré-hidratados. Em contraste, aumentou a
concentragdo de proteinas totais significativamente durante o decorrer do teste
incremental. No pré-exercicio houve uma tendéncia da concentracao de proteinas
totais a ser maior, entretanto o aumento significativo ocorreu somente durante o
teste A cafeina como um estimulante do sistema nervoso simpatico, aumenta a
secrecdo de epinefrina (JACKMAN et al.,1996; GRAHAM, HIBBERT e
SATHASIVAN, 1998; LAURENT et al., 2000), produzindo inumeras respostas
metabdlicas secundarias (GRAHAM, 2001). Uma dessas respostas seria a
vasoconstriccdo dos vasos sanguineos das glandulas salivares, que reduziria a

secrecdo de agua e aumentaria a secrecdo de proteinas da saliva (GARRET,
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1999). O aumento na concentragao de proteinas foi detectado com a ingestdo da
droga durante o teste no cicloergbmetro.

No presente estudo identificou-se o PAT, a partir da concentracdo de
proteinas totais na saliva. Uma alta correlagao entre o limiar de lactato sanguineo
e o limiar de proteina totais da saliva tanto na fase A (r = 0.93) foi encontrada.
Entdo, um limiar prediz o outro. Observa-se que embora a correlacdo na fase B
também tenha sido alta a ingestdo de cafeina alterou a correlagao entre os dois
limiares. Como a concentragdo de proteinas aumentou significativamente na
saliva com a suplementacdo, e a de lactato ndo sofreu alteracdo, a curva de
esforco na fase B foi menos coesa que na fase A. Estudos prévios realizados em
nosso laboratério (BORTOLINI et al., 2005) mostraram que a concentragao de
proteinas totais da saliva apresentava uma curva de esfor¢co semelhante a do
lactato sanguineo. Essa curva mostrava que os pontos de inflexdo se
sobrepunham. Outros estudos ja haviam correlacionado limiares salivares com o
AT, onde observaram que os primeiros aumentos continuos na concentracéo de
eletrolitos salivares, tais como, Na* e CI (CHICHARRO et al, 1994), e amilase
salivar (CALVO et al, 1997) correspondia ao ponto de inflexdo do lactato
sanguineo durante o exercicio fisico. Na fase B observou-se uma queda na
correlacao entre os dois limiares (r = 0.84) com a ingestao de cafeina, embora ela
ainda tenha permanecido alta. Como a concentragdo de proteinas aumentou
significativamente na saliva com a suplementagédo, e a de lactato n&o sofreu
alteracao, a curva de esforco na fase B foi menos coesa que na fase A., Porém,
mesmo com essa queda na correlagao pode-se dizer que a medida que o lactato
sanguineo sofreu uma elevacgao, deixando de ser linear e tendendo a exponencial
(WASSERMANN E MELLROQY, 1964), a concentragdo de proteina salivar também
se elevou, mesmo apds o0 aumento na sua concentragao.

A cafeina é relacionada com a melhora no desempenho fisico (JACKAMAN
et al.,1996; GREER, FRIARS E GRAHAM, 200; GRAHAM, HIBBERT E
SATHAVISAM, 1998). Em nosso estudo a média do tempo de exercicio para o

grupo total de nove voluntarios na fase A, nao foi significativamente diferente da
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meédia da fase B, apds a suplementacdo com cafeina. Dois dos nove voluntarios
que ingeriram a droga apresentaram nauseas e indisposi¢ao no pdés-exercicio e,
consequentemente, ndo obtiveram um bom rendimento apds a suplementagéao.
Porém, a cafeina melhorou a média do tempo de exercicio em sete dos nove
atletas suplementados. Reagbes adversas como as encontradas nesse estudo ja
foram documentadas (GREER et al.,2000). Esses efeitos colaterais sdo proprios
das diferengas individuais na sensibilidade a droga, e aos efeitos associados,
como nauseas, tremores, ansiedade, e confusdo que sdo desenvolvidas quando
altas doses da droga sao ingeridas (BELL E MCLELLAN, 2002). Portanto a
cafeina é capaz de atuar como uma substancia ergogénica, no sentido de
melhorar o desempenho fisico; porém, isto ndo seria aplicado a todos, ja que
alguns individuos apresentar efeitos colaterais que influencia na performance.

Os resultados deste estudo também indicam que a cafeina na dose
administrada é um forte estimulo para a producdo de NO (nitrito) na saliva,
durante teste incremental no cicloergbmetro. Na fase A do estudo o grupo placebo
apresentou uma producao média maior de NO que o grupo cafeina, entretanto na
fase B o grupo cafeina elevou sua concentracdo e o placebo diminuiu ambos
significativamente. Essa queda na concentracdo de NO do grupo placebo, pode
indicar uma adaptagdo ao teste. Panossian et al (1999) mostraram que atletas
bem treinados exibiam niveis baixos de NO salivar, e que ele poderia ser um
indicador da adaptagcdo do organismo a exercicio fisico pesado. A frequéncia
cardiaca também apresentou uma queda significativa na fase B. Essa queda na
freqUuéncia foi observada nos dois grupos, o que indica que também houve uma
adaptacao no grupo que ingeriu cafeina. Entretanto, este grupo ao contrario do
grupo placebo elevou a sua concentragdo de NO salivar. Esta elevacéo,
provavelmente, foi devida a ingestdo de cafeina. O NO €& associado com
mudancgas benéficas na vasculatura e, o treinamento regular induz aumentos em
sua producao. Estudos prévios revelaram que as taxas de NO expiradas se
elevavam proporcionalmente a intensidade do exercicio, até a exaustédo
(PERSON et al,1993; IWAMOTO et al.,, 1994); e que o exercicio fisico era um
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estimulo para a producdo de NO salivar (PANOSSIAN et al., 1999). Nao
encontramos outros estudos que avaliaram o efeito da ingestdo de cafeina na
producao salivar de NO durante o exercicio fisico. Porém, alguns examinaram a
influéncia da cafeina na produgcédo de NO em condigbes de repouso, onde a droga
atuou como um estimulo para desenvolver a hiperatividade locomotora, a partir da
sintese de NO (KAYR E UZBAY 2004) e, como um inibidor da atividade da L-
arginase no ceérebro, poupando L-arginina para ser utilizada em outras vias
(NIKOLIC, BJELAKOVIC, STOJAMOVIC, 2003). Essa maior producdo de NO
observada em nosso estudo poderia ser propria da maior liberagdo de calcio pela
cafeina, ja que ela em concentragdes fisiologicas (< 75 pM) estimula a liberagéo
de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (TARNOPOLSKY E CUPIDO 2000); ou
mesmo do aumento no atrito de cisalhamento no vasos, devido ao aumento da
presséo sistolica (ROBERTSON et al., 1978; SUNG et al 1990). Este atrito de
cisalhamento € considerado um dos fatores mecanicos mais importantes para a
liberagdo de NO (GATULLO, 1999), a partir da regulagcdo da NOS (RANJAN,
XIAO E DIAMOND 1995).

A melhora no desempenho fisico encontrada neste estudo pode estar
correlacionada com aumentos na producao de NO. De acordo com Hambrecht et
al.(1998) melhoras no fluxo sanguineo periférico sdo atribuidas a aumentos na
formacgao e liberacdo de NO, em condigdes basais e apds estimulagdo. Se
considerarmos que o NO & um potente vasodilatador e que o efeito ergogénico da
cafeina foi observado nos voluntarios que ndo eram sensiveis a droga neste
estudo, pode-se hipotetizar que a cafeina poderia atua na melhora do
desempenho fisico a partir também da producdo de NO. Muitas sdo as teorias
que trabalham com o efeito ergogénico dessa droga, como a inibicdo dos
receptores de adenosina (DAVIS et al., 2003), que atualmente é a hipétese mais
discutida e a economia do glicogénio muscular, que ndo tem encontrado subsidio
na literatura (LAURENT et al., 2000). Se os efeitos vasodilatadores sao

potencializados com a ingestédo de cafeina, a distribuicdo sanguinea € melhorada,
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fornecendo um maior suprimento de substratos para os musculos em exercicio,
podendo assim retardar a fadiga.

Concluindo, o achado mais importante na fase A do estudo foi a grande
diferenca inter-individual na taxa de fluxo salivar e na concentragao de proteinas
totais, e a alta correlagdo entre os limiares AT e PAT. E, o achado mais
importante da fase B foi o aumento na concentragao de proteinas totais e NO na
saliva, e a melhora na performance para os voluntarios que nao apresentaram
indisposicdo com a ingestdo de cafeina. Com o aumento na concentracdo de
proteinas houve uma alteragao na correlagcdo dos limiares, porém ainda assim os
dois limiares permaneceram altamente correlacionados. Pode-se concluir entéo,
de acordo com nossos resultados que a cafeina € uma substancia ergogénica,
que atua no sentido de melhorar a performance e provoca aumentos na produgao
de NO, o que é altamente benéfico para a vasculatura. Entretanto, o seu uso néo
pode ser aplicado a todos, ja que alguns apresentam efeitos colaterais apos sua
ingestao, podendo estes prejudicar a performance ao invés de melhora-la. Novos
estudos devem ser realizados para verificar se suplementagdées a longo prazo
alteram as concentragdes de o6xido nitrico, e se isso traz beneficios a esses
individuos suplementados. Outros biomarcadores salivares podem ser analisados

para monitorar o exercicio fisico com a ingestao de cafeina.
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Figura 2 — Correlagédo AT e PAT
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Figura 3 — producéo de NO.
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LEGENDAS

Figura 1 - Efeitos da ingestdo de cafeina na taxa de oxido nitrico (NO) salivar. Os
valores sdo expressos pelas médias (+ EP). Diferenca na producdo de NO drunte o teste
entre os grupos na fase A, e ap6s a suplementacéo na fase B.

Figura 2 — Curva de esfor¢o de um voluntario representativo (B e B’) dos limiares
de lactato (LAC) e proteinas (PROT), ap0s teste incremental no cicloergbmetro em duas
fases A e B. Suplementacéo de cafeina na fase B.

Figura 3 — Correlacdo entre os limiares de lactato e proteina nas fases A e B.
Suplementacdo de cafeina na fase B.
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CONCLUSAO GERAL

Ha variagdes inter-individuais na taxa de fluxo salivar e na concentracio de
proteinas totais da saliva.

Os limiares anaerdbicos de lactato sanguineo e proteinas totais foram
altamente correlacionados indicando que um prediz o outro.

A cafeina ingerida uma hora antes do teste incremental atuou como
ergogénico melhorando o desempenho fisico, entretanto dois voluntarios
apresentaram indisposicdo no pés-exercicio comprometendo seus rendimentos.

Os niveis dos dois biomarcardores salivares analisados, proteinas totais e
oxido nitrico foram alterados, aumentando suas concentragcdoes durante o teste,
apos ingestao de cafeina. Contudo, as concentragdes de lactato plasmaticos nao
apresentaram alteragbes com a suplementagéo.

A correlagéo entre os limiares anaerobicos de lactato e proteinas sofreu
uma pequena queda no teste em que se ingeriu cafeina. Isto ocorreu devido ao
aumento na concentragao de proteinas e ao nao aumento na concentragéo de

lactato.
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ANEXOS

1. Termo de consentimento livre

(Conselho Nacional de Saude, Resolugéao 196/96)

Eu , RG
, hascido em [/ |/ e domiciliado a
municipio de

, usuario (ou responsavel legal pelo usuario

), declaro que consinto em
participar como voluntario do Projeto de pesquisa. “ESTUDO DE BIOMARCADORES
SALIVARES E PLASMATICOS EM CICLISTAS E PRATICANTES DE SPINNING
DURANTE EXERCICIO NO CICLOERGOMETRO COM INCREMENTO DE CARGA,
COM E SEM SUPLEMENTACAO DE CAFEINA” sob responsabilidade de Karina Estela

Costa. Declaro que fui satisfatoriamente esclarecido que: a) o estudo sera realizado no

cicloergbmetro com incremento de carga até exaustao, e serdo coletadas amostras de
saliva e sangue; b) o sangue sera coletado a partir do lI6bulo da orelha, sem nenhum
desconforto, ja que um pequeno furo disponibiliza a quantidade de sangue necessaria
para analise; c) a saliva sera coletada para dosar a atividade da Amilase Salivar, Oxido
Nitrico (NO) e proteinas totais; b) ndo havera riscos a minha saude, ja que todos os
materiais utilizados na coleta serdo descartaveis e a coleta de saliva é altamente
segura (nivel de bioseguranca l); ¢) no caso de algum imprevisto durante a realizagao
dos testes terei atendimento médico gratuito, e se por ventura vier a me sentir mal pelo
esforco realizado sera fornecido um lanche para que me recupere normalmente;
d)posso consultar o pesquisador em qualquer época, pessoalmente ou pelo telefone
(0XX) 34 3218-2477, para esclarecimento de qualquer duvida; e) estou livre para deixar
a pesquisa a qualquer momento, nao precisando apresentar justificativa para isso; f)

todas as informacgdes por mim fornecidas e os resultados obtidos serdo mantidos em
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sigilo e os ultimos serdo utilizados somente para divulgagdo em reuniées e revistas
cientificas; g) este estudo é importante para confirmar o paralelismo entre a curva de
Lactato sanguineo e a curva de proteinas totais durante o exercicio e, também uma
possivel correlacdo entre NO salivar e avaliagdo da carga fisica. h) outras variaveis
podem também estar sendo correlacionadas a proteinas totais e Oxido Nitrico
Salivares durante o Exercicio Fisico, possibilitando assim reafirmar a proposta do
paralelismo entre curva de lactato e proteinas e encontrar novos achados (analisando o
NO); i) farei uma suplementagdao com cafeina no segundo teste para determinar um
possivel aumento desses biomarcadores salivares j) Estou ciente das atividades que
irei fazer k) estou ciente que devo ser sincero ao responder a anamnese, dado ao
respeito a pesquisa.
Assim, consinto em participar do Projeto de Pesquisa em questéo.
: de de

Usuario/Responsavel legal Pesquisador Responsavel

Obs: Este termo apresenta-se em duas vias, uma destinada ao usuario ou seu

representante legal e a outra ao Pesquisador.

Karina Estela Costa
Professora de Educacgao Fisica- Mestranda
Universidade Federal de Uberlandia, Instituto de Genética e Bioquimica
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular.
Endereco: Rua Acre - Bloco 2E39A — Campus Umuarama
CEP- 38400-982-Uberlandia- MG.

2. COLETA DE SALIVA NO TESTE ERGOMETRICO

COLETA DE SALIVA EM 2 VOLUNTARIO SIMULTANEAMENTE

MATERIAL:
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2 (duas) caixas de isopor com gelo;

guardanapos de papel;

20 (vinte) eppendorfs de 1,5 mL resfriados e identificados;
140 (cento e quarenta) eppendorfs de 0,6 mL resfriados e
identificados;

2 (duas) estantes abertas para eppendorfs;

2 (duas) pipetas de 1.000 mL;

20 (vinte) copinhos descartaveis de cha;

2 (duas) toalhas de pano;

2 (dois) descartes para ponteiras;

10 2 (duas) caixas com ponteiras para pipeta;

11.2 (dois) Becker para descarte;

12.4 copos (200mL) descartaveis de agua

13.goma de mascar (TRIDENT menta).

b=

©ooNOO

SUBSTANCIA:

1. 200 mL de agua destilada ou deionizada;
2. saliva coletada.

PROCEDIMENTOS:

. identificar os eppendorfs de 1,5mL com a sigla T0O0, TO1, T02,...até o ultimo
estagio. Acima desta, identificar com a letra correspondente aquele
voluntario.

. Distinguir nos eppendorfs a analise que sera realizada posteriormente
AMY, NOX, ELE, PRO, GEL.

. Para a realizagéo da primeira coleta do teste: peca-lhes que enxaguem a
boca com agua destilada ou deionizada 3 vezes e, em seguida, dé a goma
de mascar para o voluntario e 0 mesmo deve descartar a saliva durante 2
minutos em um descarte. Apos isto, coleta-se a saliva durante trés minutos
em proveta graduada.

. 30 segundos antes da troca de estagio do teste, o voluntario deve cuspir
esta saliva.

. Dado a falta de saliva durante o teste ergométrico, o voluntario deve
comegar a armazena a saliva logo apds o passo acima, e 10 segundos
antes da mudanca de estagio ele deve dar a 12 cuspida, continuar
mascando o chicletes e 5 segundos apdés a mudanga de estagio ele deve
cuspir novamente (ndo engolindo nada de saliva).

. Apods cada coleta colocar a saliva no eppendorf ja identificado e resfriado;



70

Para a analise da saliva:

. Centrifugue a saliva de acordo com o recomendado (10 minutos; 4°C;

1500g ou a 14000g de acordo com os testes);

Retire o sobrenadante para cada amostra e aliquotando-os em 6 (seis, se
possivel) eppendorfs de 0,6mL (previamente identificados como no item 2);
Todas amostras serao aliquotadas, quando o volume for suficiente , em
sete partes: 12 Oxido Nitrico (150uL); 22 Proteina total (80uL).

Armazene no freezer (a —80 °C ou a —20 °C);

OBS.: manter o rosto do voluntario sempre seco e limpo usando a toalha

limpa, para ndao haver possivel contaminagao da saliva na coleta.

3. ANALISE DO OXIDO NITRICO NA SALIVA

©CoNOORWN =

Noohkowh =

ANALISE PARA 39 AMOSTRAS EM DUPLICATA

Material:

1 tubos de 6 mL;

1 placa de ELISA;

pipeta de 100 puL;

suporte para tubos de 6 mL,;

caixa de isopor com gelo;

espectrofotdmetro (deve ser ligado 15 minutos antes);
ponteiras para pipeta;

descarte para ponteiras da pipeta;

agulha descartavel.

Substancias:

15 mL de agua destilada ou deionizada;
n-nafitil-etileno-dihidroxicloreto (NEED) a 0,1%;
100 pL (0,10 mL) de saliva;

acido fosforico a 2,5%;

sulfanilamida a 1%;

0,069 g nitrito de sodio (NaNO2);

10 mL agua destilada ou deionizada.

Preparacdo de solucao-estoque:

Materiais:
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2 provetas de 25 ou 50 ml;
balanca;

espatula;

2 vidros vazios.

2 Pratinho de plastico.

abrwn =

Substancias:

Sulfanilamida P.M. 172,21(Sigma) CsHsgN20»S
N-(1-Naphthyl) ethyl-ene Diamine. (NEED) P.M.= 259,2 (Sigma)
Acido Fosforico a 2,5%.

wnN =

Procedimento de calculo:

Para preparar 20ml de ac. Fosférico a 2,5% com Sulfidrilamina a 1%
1g (Sulfidrilamina) - 100mL
X - 20mL
X=0,29
Para preparar 20ml de acido fosférico a 2,5% com NEED 0,1%
0,19 (NEED) - 100ml
Xg - 20ml
X=0,02¢g

Para preparar 1mL NaNO2 a 1M (solugao estoque)
M(g)= PM (massa atdbmica) . V(Litro) . M(molaridade)
M=69 .0,001L. 1M

M = 0,069 gramas(1ml de agua deionizada)

Procedimentos:

1) Ligar o espectrofotdbmetro 15 minutos antes do inicio da analise;

2) Descongelar a saliva em temperatura ambiente;

3) Preparar curva padrao(P1=400 uM) de nitrito a partir da solugéo estoque:
NaNOz; a 1 M (1.000 mM);:
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Diluicdo de 1M para 10 mM
CixVi=Cyx Vs
10 mM x 600 yL = 1000 mM x V»
Vo =6 uL
6 uL de NaNO + 594 yL de agua deionizada mM

Diluigdo de 10mM para 400 M
CixVi=Cax V>
0,4 mM x 1.000 yL =10 mM x V;
V2 =40 L
40 pyL de NaNO2 + 960 uL de agua deionizada
(10 mM)

Colocar 50 pL da solugdo NaNO; a 400 pyM (0,4 mM) nos pogos 1A e 1B da
placa de ELISA;

a) Colocar 100 p L da solugdo NaNO; a 400 uM (0,4 mM) nos pogos 2A e 2B
da placa de ELISA;

b) Colocar 50 yL de agua deionizada nos pogos 3A a 8A e 3B a 8B da placa
de ELISA;

c) Fazer diluicdo de ordem 2 a partir dos pogos 2A e 2B até 8A e 8B, ao final
descartar 50 uL dos pocgos 8A e 8B.

d) Colocar 50 uL de agua deionizada nos pogos 9A e 9B;

Colocar 50 pL de saliva até 39 amostras em duplicata, nos restantes dos
pocos (excecao 1A a9A e 1B a 9B);

Preparar o reagente de GRIESS:

a) Colocar em tubo de 6 mL 50% do volume final do reagente de GRIESS de
sulfanilamida a uma concentragédo de 1% e 50% do volume final do
reagente de GRIESS de NEED a concentragdo de 0,1%.

b) Obs.: de acordo com o numero de amostras calcular a quantidade deste
reagente, preparando sempre aproximadamente 400-1000uL a mais;
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7) Colocar 50% do reagente de GRIESS em todos os pogos comegando pelos 9A
e 9B (controle), 1A, 1B, 2A, 2B, assim sucessivamente até 8A e 8B (curva) e
nos pogos em que houver saliva comegando sempre da original para duplicata
correspondente.

8) Leia a placa de ELISA imediatamente no espectrofotdbmetro a 570nm duas
vezes consecutivas.

Obs.: dé leves toques na placa para que os reagentes se misturem até que

toda solucao fique no fundo do poco. Caso haja bolhas retire-as com uma agulha
descartavel.

9) Digite os dados da leitura mais confiavel para o Software “Microplate”.

4. ANALISE DE PROTEINA

(BRADFORD, 1976)

Preparacdo do Reagente de Bradford:

100 mg de Comassie Blue G;

50 mL de Etanol 95%;

100 mL de Acido Orto-fosférico;

Completar para 1000 mL com H,O deionizada.

NS

Substancias:

BSA deionizada (Soro Albumina Bovina);
H,0O (de acordo com a curva);

Reagente de Bradford;

Amostra alvo.

PN =

Material:

caixa de isopor com gelo;

tubos de 6mL (de acordo com o n de amostra)
pipetas de 10 mL e 100 mL;

suporte para tubos;

dispensador;

pisseta com agua;

cubeta;

papel higiénico;

. Espectrofotdmetro (ligar 15min antes);

0. Cubeta;

SVooNoORWN =
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11. Papel Higiénico;

Procedimentos:

Ligar espectrofotdbmetro 15 minutos antes do inicio da analise;
Identificar os tubos de 6 mL;
Descongelar a saliva em temperatura ambiente;
Preparar a curva padrao de BSA em duplicata (ver tabela abaixo); obs: ndo
adicionar o reagente ainda;
Colocar 30 pL de saliva nos tubos correspondentes;
Preparo da curva padréo;

a. coloque a agua nos tubos previamente identificados;

b. coloque o BSA nos tubos correspondentes.
Colocar de 30 uL de saliva, em duplicata, nos tubos correspondentes.
Colocar o reagente de Bradford, comegando pelo controle; P1, P2, P3, P4, P5,
P6, sucessivamente nas amostras; e suas duplicatas com um intervalo de 40
minutos entre cada tubos.

Ler no espectrofotometro a 595nm de 9’-11’(maior atividade do

reagente). Porém, ao ler a primeira, as outras terdo que ser lidas com o

mesmo intervalo tempo da colocagédo das amostras (40” segundos).



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

