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INTRODUGAO

A espectroscopia FT-IR € uma técnica usada para analise de componentes organicos e é
conhecida como uma espectroscopia vibracional desde que o espectro origina-se de transigdes
entre niveis de energias vibracionais de uma ligagado covalente de uma molécula. O espectro
de infravermelho situa-se entre o espectro da luz visivel e o das microondas (entre 1 e 1.000
um). A regido de maior utilidade para andlise qualitativa esta situada entre 4.000 e 400 cm™ e é
conhecida como infravermelho médio (MIR) (Wang, Mizaikoff, 2008). Com base nestes
principios, intervalos espectrais definidos associados a fungbes quimicas moleculares
conhecidas (acidos graxos, proteinas, amino-acidos, agucares, etc...) podem ser usados para
comparar informagdes estruturais ou para determinar concentragées moleculares entre séries
de amostras bioldgicas (Longas, et al., 2011).

Dentro da visdo de um método de avaliagao global a FT-IR associada a analise multivariada
tem sido aplicada na discriminagdo de grupos ou populagdes através de técnicas de
reconhecimento de padrbes (Werner et al, 1998; Petibois, Déléris Cazorla, 2001)..

Na area de fisiologia do exercicio a FT-IR associada a analise exploratéria tem encontrado
aplicagdes na avaliagdo global de adaptagbes metabdlicas durante condicionamento fisico
(Petibois, Déléris, Cazorla, 2000; Petibois et al., 2002; Petibois, Déléris, 2003a; Petibois,
Déléris, 2003b) e estresse oxidativo em eritrocitos (Petibois, Déléris, 2004; Petibois, Déléris,
2005) presentes em atividades de endurance.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicacdo da espectroscopia no
infravermelho de sangue total para diferenciar adaptagcbes metabdlicas e desempenho de
atletas no ensaio ergoespirométrico de Bruce em relagéo ao sexo.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia consistiu de um estudo transversal analitico descritivo, com desenho
metodoldgico quantitativo. A amostra se compbés de um grupo de 12 atletas da equipe de
Atletismo da UNISC, de diferentes modalidades (velocistas, meio-fundistas e fundistas), sendo
seis do sexo masculino. Estes atletas aderiram voluntariamente a pesquisa, mediante termo
de consentimento livre e esclarecido. Este estudo integra o projeto “Correlagcado entre perfil
bioquimico sanguineo e desempenho de atletas corredores no ensaio ergoespirométrico de
Bruce e em provas especificas utilizando espectroscopia no infravermelho”, proposto e
aprovado pelo Comité de Etica pelo protocolo 2146/08.

Aos sujeitos foi recomendado dieta branda e descanso nas 24h prévias ao teste, sendo
submetidos inicialmente a avaliacdo antropométrica, tensao arterial e frequéncia cardiaca de
repouso. Em seguida, o atleta foi submetido a puncdo venosa cubital e realizado teste de
esfor¢co segundo ao protocolo de Bruce em esteira ergométrica e analisador de gases TEEM
100, avaliando o desempenho cardiorrespiratorio a partir do volume do consumo de oxigénio
(VO,), dioxido de carbono (VCO;), quociente respiratorio (QR), frequéncia cardiaca (FC) e
pressdo arterial (PA). Durante o ensaio, a frequéncia cardiaca foi verificada a cada 20
segundos com frequencimetro digital e a pressado arterial aferida a cada 3 minutos com
esfigmomandémetro de coluna de mercurio (Missouri). O teste de exercicio foi realizado até a
exaustao ou término do protocolo com 10 min de recuperagao (pos-teste). Amostras de sangue
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(5 mL) foram recolhidas da fossa cubital com vacutainer sem anticoagulante nos estagios pré-
teste e pos-teste e da polpa digital com lanceta e micropipeta na transicéo entre dois estagios.
Triplicatas de 5 pyL de sangue foram recolhidas em tubos eppendorfs com 150 mg de KBr
(VETEC, grau espectroscopico) nos estagios pré e pos-teste e simplicatas na transi¢cao entre
dois estagios. As amostras de sangue foram liofilizadas (2h15min, 1x10 torr) e introduzidas
em acessorio de reflectancia difusa com fonte de luz monocromatica (PIKE Technologies,
Madison, USA) conectado a um espectrometro Nicolet magna 550 FTIR (Thermo Nicolet
Corporation, Madison, USA). Os espectros foram registrados entre 4000 a 400 cm™ com uma
resolugdo espectral de 4 cm™ e 32 varreduras.

Na analise por espectroscopia no infravermelho, os espectros foram normalizados (entre
0 e 1,0) e a média das areas das bandas espectrais de cada atleta para os estagios pré- e pos-
teste foram calculadas a partir do software OMNIC E.S.P 7.0 e correlacionadas com VOymax €
VCO2nax em software Excel 97-2003 via coeficiente de correlagao de Pearson. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste-t bicaudado ao nivel de significancia de 95%

RESULTADOS

Na Tabela 1 podem ser observadas as variaveis de caracterizacido antropomeétrica da
amostra estudada. Os atletas, com idade média de 20,83 e 17,50 anos obtiveram resultados de
IMC de 22,68 + 2,26 kg/m2 e 20,38 + 3,16 kg/mz. Em relacdo aos sexos as médias de idade
foram 22,7 + 2,3 e 20,7 + 3,9, para o sexo masculino e feminino respectivamente. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos a seguir descritos. Siqueira, et
al. (2009), em estudo realizado com vinte maratonistas do sexo masculino com idade media de
35,5110 anos, encontraram valores de IMC de 21 + 1,2 kg/mz'. Em relagdo ao sexo feminino,
Nunes et al. (2009), em estudos realizado com 112 atletas de futsal com a idade, 22,1 + 5,4
anos, encontraram o IMC de 22,3+1,9 kg/m2 e percentual de gordura de 23,2 £ 5,1%.

A avaliagcdo ergoespirométrica busca diferenciar o consumo de oxigénio entre os sexos,
observando-se valores mais elevados de consumo de oxigénio (VO;) em atletas do sexo
masculino quando comparadas com atletas do sexo feminino com médias de VO, maximo de
64,69 + 16,97 e 49,99 £ 6,71 ml/Kg/min, respectivamente.

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra de atletas que foram submetidos ao protocolo de Bruce em 2008.
N° Modalidade Idade IMC VO, max VCO,max
(anos) (kg.m?) mL.Kg'.min' mLKg" .min"

Atletas masculinos

01 Fundista 27 21,40 93,82 108,6
02 Fundista 17 25,14 52,59 52,84
03 Corredor (200 e 400 m) 21 25,02 55,73 61,16
04 Fundista 15 19,25 55,98 53,59
10 Corredor (100 e 200m) 17 22,03 * *
12 Fundista 28 23,22 65,32 66,19
X(DP) 20,8(5,5) 22,7(2,3) 64,69(16,97) 68,48(23,10)
Atletas femininos
05 Corredor 3.000 m com obst., 19 20,00 57,52 56,86
5.000 m e 10.000m
06 Corredor 400 m 18 20,62 * *
07 Salto em distancia 18 19,77 * *
08 Meio-fundista 17 17,07 53,16 56,84
09 Fundista 15 18,52 46,99 49,00
1 Arremesso de peso 28 28,30 42,28 48,51
X(DP) 19,2(4,5) 20,7(3,9) 49,99(6,71) 52,80(4,68)

IMC: Indice de massa corpoérea. M = masculino; F = feminino; X = média; DP = desvio-padrdo. *Nao quantificado
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No que se refere analise da espectrometria no infravermelho os espectros médios dos
estagios pré- e pos-teste para os sexos encontram-se representados na Figura 1 e na Tabela 2
encontram-se as meédias das areas das bandas espectrais.
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Figura 1: Espectros normalizados médios de FT-IR de sangue total liofilizado de seis atletas masculinos e seis

femininos submetidos ao ensaio ergoespirométrico nos estagios pré- e pos-teste. (u): masculino, pré-teste; (.):
masculino, pés-teste; (2): feminino, pré-teste; (.): feminino, pds-teste.

Tabela 2 — Comparagédo em relagdo ao sexo entre médias de areas de bandas de espectros FT-IR de sangue total liofilizado de atletas
corredores do Projeto de Atletismo - UNISC nos estagios de pré- e pos-teste ergoespirométrico segundo protocolo de Bruce avaliados em
2008.

Banda M F M F MxF MxF M F

Pré-T Pré-T P6s-T P6s-T Pré-T P6s-T Pré-TxPés-T Pré-T x Pés-T
VN-H 12112 (24,48)  72,94(32,44) 113,12 (39,97) 108,61(8,12) NS NS NS NS
vO-H 181,69 (15,77) 152,34(32,96) 178,31 (23,96) 188,32(841) NS NS NS NS
vC=CH 64,19 (7,26)  72,13(4,23)  67,95(2,32) 7508 (1,15) S S NS NS
vasC-H(CHs)  28,72(1,06)  3222(1,50) 2962 (1,18)  33,06(0,53) S S NS NS
vasC-H(CHz)  3296(0,98)  37,24(204)  34,10(1,50) 3847(0,83) S S NS NS
veC-H(CHs) 15,39 (0,65)  17,83(0,93) 16,03 (0,75)  18,12(0,35) S S NS NS
vsC-H(CH_) 8,57 (0,33) 10,08(0,60) 8,98 (0,44)  1020(0,24) S S NS NS
vC=0 6,60 (0,35) 8,08(1,75) 7,06 (0,59) 7,39 (0,59) s s NS NS
vC=O(amidal) 107,43 (1,27)  106,09(4,74) 109,09 (2,39) 109,19(1,29) NS NS s NS
SN-H (amida ll) 82,13 (2,72)  87,98(0,55) 84,06 (3.42)  86,41(1,79) S S NS S
vC-CHs 36,75 (1,37) 40,82 (1,64) 38,49 (2,26) 3879 (247) S NS NS NS
vC=0(COO)  46,93(1,20)  5178(3,34) 4870 (1,75) 51,41(274) S S S NS
Amida Ill 40,04 (1,88) 46,04 (2,43) 42,66 (3,68) 43,88(248) S NS NS NS
VasP=0 17,28 (0,62) 19,39 (1,27) 18,43 (1,44) 1827 (1,000 S NS S NS
vC-O 2942 (1,23) 31,69 (1,81) 31,64 (1,79) 30,60 (2,24) S NS S NS
vC-O I 8,83 (0,60) 9,27 (0,52) 9,62 (0,57) 923(0,76) NS NS NS NS
vC-O Il 14,05 (0,06) 15,04 (0,93)  1509(0,82) 1379 (251) S NS S NS
vC-0 IV 37,17 (1,54) 40,67 (3,55)  41,42(3,90) 39,15(3,76) S NS S NS

M = masculino; F = feminino. Desvio padrédo em parénteses. Pré-T:Pre-teste; Pos-T: Pos-teste; NS: ndo significativo. S: p < 0,05; vN-H: 3700-
3400 cm™; vO-H: 3400-3110 cm™; vC=C-H: 3110-2990 cm™"; vasC-H(CHs): 2990-2950 cm™"; vasC-H(CH,): 2950-2890 cm™; v,C-H(CHs): 2890-
2860 cm™; viC-H(CH,): 2860-2840 cm™; vC=0: 1800-1760 cm™; vC=O(amida I): 1760-1590 cm™; 5N-H (amida Il): 1590-1490 cm™; vC-CHa:
1490-1430 cm™; v.C=0(COO"): 1430-1350 cm™"; Amida Ill: 1310-1240 cm™; v,P=0: 1240-1220 cm™; vC-O I: 1200-1140 cm™; vC-O II: 1140-
1120 cm™; vC-O 1l 1120-1090 cm™"; vC-O IV: 1090-1000 cm”™.
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Observa-se que no pré-teste os valores médios das areas das bandas espectrais
masculinos sdo maiores que os femininos, excetuando-se as bandas vO-H. vN-H. e
vC=0(amida 1). No poés-teste, estas diferengas se concentraram apenas em movimentos
vibracionais de ligagdo C-H de lipidios. vC=0 e v;C=0(COQ") de acidos carboxilicos e ésteres
acumulados como metabdlitos (lactato, por exemplo) e N-H(amida Il) e amida Il de proteinas.
As bandas relativas a contribuicdo de carboidratos e de ésteres de fosfato ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os sexos.

Considerando-se apenas o grupo de atletas masculinos, foram observadas diferencas
significativas entre os estagios de pré-teste e pos-teste nas bandas vC=C-H, vC=0O(amida I),
vsC=0(COQO"), vsP=0, vC-O I, vC-O Il e vC-O IV. Foi observado aumento significativo nos
apos o teste para estas bandas, exceto para a banda vC=O(amida |). J& o grupo de atletas
feminino apresentou espectros de infravermelho de sangue total com pouca variagao entre os
estagios de pré e poés-teste. Apenas a banda O6N-H (amida IlI) apresentou diferencas
significativas com relacdo ao aumento da area da banda espectral apos o teste.

As alteracbes espectrais observadas nos dois diferentes estagios mostram haver
diferencas entre os sexos que sao maiores no estado de repouso. Estes resultados mostram
que, apods o ensaio, ha diferentes padrdes de adaptacdes entre os sexos, conduzindo um perfil
sanguineo no estagio pods-teste com maior similaridade entre os grupos em particular em
relagdo a contribuicdo de metabdlitos de bioenergética (derivados com ligagcédo fosfodiéster e
carboidratos).

Os atletas do sexo masculino, independente da modalidade, apresentam maiores
modificagdes sanguineas entre o estado de repouso e o estado pds-teste em relagéo as atletas
do sexo feminino. o que indica maior gasto energético e maior retardo para readquirir
homeostasia.

Estas alteragbes podem estar relacionadas com diferentes graus de hemoconcentragéo
durante o ensaio além de diferentes capacidades de utilizagdo de carboidratos e lipideos no
referido ensaio (POWERS, HOWLEY, 2000; MCARDLE, KATCH, KATCH, 2002). A FT-IR ja
tem sido usada com sucesso para prever alteracbes metabdlicas durante condicionamento
fisico (PETIBOIS, DELERIS, CAZORLA. 2000; PETIBOIS et al., 2002; PETIBOIS, DELERIS,
2003a; PETIBOIS, DELERIS, 2003b) e estresse oxidativo em eritrécitos (PETIBOIS, DELERIS,
2004; PETIBOIS, DELERIS, 2005) e observadas em esportes de endurance. No trabalho aqui
apresentado observa-se também a potencialidade deste método para encontrar diferengas
entre sexos durante um teste de avaliagédo cardiorrespiratoéria.

A correlagao univariada entre as areas das bandas dos espectros do estagio pré-teste
com VOomax € VCOzmax fOi investigada para atletas masculinos e femininos. Para os atletas
masculinos, VO2nax € VCOomax apresentaram a melhor correlagdo com a area da banda vC-O
Il (1140-1120 cm™) com r = 0,960 e r = 0,971, respectivamente. Para as atletas do sexo
feminino, a banda que melhor correlacionou com VOomax foi v€=C-H: 3110-2990 cm™ com r =
0,893 e vC=C-H: 3110-2990 cm™ e com VCOxmax foi vO-H: 3400-3110 cm™ com r = 0,786.

Estes resultados indicam um comportamento mais homogéneo e regular dos altetas
masculinos quando submetidos ao teste ergespirométrico segundo protocolo de Bruce. Neste
caso, o desempenho esta fortemente associado a contribuicbes de componentes energéticos
do metabolismo de carboidratos. O desempenho de mulheres esta fortemente associado ao
metabolismo lipidico, porém necessitam de mais informagdo sanguinea através de
combinacdes lineares de areas de bandas espectrais. Entretanto, para confirmar esta hipétese
€ necessario aumentar o numero de individuos para poder elaborar um modelo multivariado.
Relagbes lineares entre bandas de espectros FT-IR e componentes bioquimicos ja foram
relatadas (Petibois et al., 2002; Longas et al., 2011).
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CONCLUSAO

E possivel concluir que a espectroscopia FT-IR apresenta sensibilidade ao nivel de 95%
de significancia para diferenciar adaptagcbes metabdlicas e desempenho entre os sexos de
atletas quando submetidos ao ensaio ergoespirométrico segundo protocolo de Bruce.
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