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INTRODUCAO

A espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) tem emergido
nos ultimos anos como um método analitico com grande variedade de aplica¢des tanto na area
biomédica (ELLIS, GOODACRE 2006; SHAW; MANTSCH 2006; WANG; MIZAIKOFF 2008)
como na area esportiva (DESGORCES; TESTA; PETIBOIS 2008; BENEZZEDDINE-
BOUSSAIDI et. al. 2008). Sua grande vantagem como técnica analitica esta amparada no fato
de ser uma ferramenta que nao necessita reagentes especificos para diferente analitos, e que,
devido a possibilidade de automatizacéo, permite a analise de um grande numero de amostras.
Outro ponto muito vantajoso desta técnica é a utilizacdo de pequenos volumes de amostras
tornando as coletas minimamente invasivas a atletas e\ou pacientes (PETIBOIS; DELERIS
2003Db).

A FT-IR € uma técnica usada para analise de componentes organicos e € conhecida
como uma espectroscopia vibracional desde que o espectro origina-se de transicdes entre
niveis de energias vibracionais de uma ligacdo covalente de uma molécula. Com base nestes
principios, intervalos espectrais definidos associados a fungbes quimicas moleculares
conhecidas (acidos graxos, proteinas, amino-acidos, acucares, etc...) podem ser usados para
comparar informacdes estruturais ou para determinar concentracdes moleculares entre séries
de amostras bioldgicas (Longas, et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a aplicacdo da espectroscopia no

infravermelho de sangue total para diferenciar adaptacées metabodlicas e desempenho de
atletas no ensaio ergoespirométrico de Bruce em relacdo ao sexo.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia consistiu de um estudo transversal analitico descritivo, com desenho
metodolégico quantitativo. A amostra se compés de um grupo de 34 atletas corredores (12 em
2008, 14 em 2009 e 8 em 2010) da equipe de Atletismo da UNISC, de diferentes modalidades
(velocistas, meio-fundistas e fundistas). Estes atletas aderiram voluntariamente a pesquisa,
mediante termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo integrou o projeto
“Correlacao 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, tenséo arterial e frequéncia cardiaca de
repouso. Em seguida, o atleta foi submetido a pun¢do venosa cubital e realizado teste de
esforco segundo ao protocolo de Bruce em esteira ergométrica e analisador de gases TEEM
100, avaliando o desempenho cardiorrespiratério a partir do volume do consumo de oxigénio
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(VO,), diéxido de carbono (VCO;), quociente respiratorio (QR), frequéncia cardiaca (FC) e
pressao arterial (PA). Durante o ensaio, a frequéncia cardiaca foi verificada a cada 20
segundos com frequencimetro digital e a pressdo arterial aferida a cada 3 minutos com
esfigmomanémetro de coluna de mercurio (Missouri). O teste de exercicio foi realizado até a
exaustdo ou término do protocolo com 3 min de recuperacdo (pos-teste). Amostras de sangue
(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 transicdo entre dois estagios.
Triplicatas de 5 pL de sangue foram recolhidas em tubos eppendorfs com 150 mg de KBr
(VETEC, grau espectroscépico) nos estagios pré e pos-teste e simplicatas na transicao 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) ou FT-IR-FT-NIR Spectrometer (Perkin Elmer®). Os espectros
foram registrados entre 4000 a 600 cm™ com uma resolucéo espectral de 4 cm™ e 16 pulsos de
varreduras.

Na analise por espectroscopia no infravermelho, os espectros foram normalizados (entre
0 e 1,0) e armazenados em software OMNIC E.S.P versdo 7.0. Os dados espectrais
(intensidade de absorbancia para uma dada frequéncia associadas a bandas especificas,
Tabela 1, para os espectros medios) para os trés anos foram analisados estatisticamente apés
aplicacao de teste T de Student, segundo as seguintes categorias:

- sexo masculino versus sexo feminino para o estagio de pré-teste;
- sexo masculino versus sexo feminino para o estagio de pos-teste;

Tabela 1 — Bandas e respectivos movimentos vibracionais utilizados para descricdo dos espectros de reflectancia
difusa no infravermelho com Transformada de Fourier de sangue total.

N° Regi&o espectral (cm'l) Atribuicao

1 3700-3400 vO-H (stO-H) = estiramento axial de grupo hidroxila

2 3400-3110 vN-H (stN-H) = estiramento axial de grupo amina

3 3110-3000 vC=C-H (stC=C-H) = estiramento axial de ligagdo C-H de grupo vinila

4 2990-2950 vasC-H (stasC-H) = estiramento axial assimétrico de ligagdo C-H de grupo
metila

5 2950-2890 vasC-H (stasC-H) = estiramento axial assimétrico de ligagdo C-H de grupo
metileno

6 2890-2860 vsC-H (stsC-H) = estiramento axial simétrico de ligagdo C-H de grupo metila

7 2860-2840 vsC-H (stsC-H) = estiramento axial simétrico de ligagdo C-H de grupo
metileno

8 1800-1760 vC=0 (stC=0) = estiramento axial de grupo carbonila de &cidos
carboxilicos

9 1760-1590 vC=0 (stC=0) = estiramento axial de grupo carbonila, amida |

10 1590-1490 SN-H (angN-H) = deformacédo angular de grupo amida, amida Il, banda de
tirosina

11 1490-1430 vC-CHjs (stC-CHjs) = estiramento axial assimétrico de ligagdo C-H de grupo
metileno

12 1430-1350 vsC=0 (st;C=0) = estiramento axial simétrico de grupo carbonila de grupo
carboxilato

13 1310-1240 amida I

14 1240-1220 vasP=0 (stasP=0) = estiramento axial assimétrico de grupo >PO, de

fosfodiéster

15 1200-1140 vC-O (stC-O) = estiramento axial e deformag&o angular de grupo C-O-C,
C-0, C-O-P de carboidratos e derivados fosfoforilados

16 1140-1120 vC-O (stC-O) = estiramento axial e deformac¢&o angular de grupo C-O-C,
C-0, C-O-P de carboidratos e derivados fosfoforilados

17 1120-1090 vC-O (stC-O) = estiramento axial e deformag&o angular de grupo C-O-C,
C-0, C-O-P de carboidratos e derivados fosfoforilados

18 1090-1000 vC-O (stC-O) = estiramento axial e deformacgé&o angular de grupo C-O-C,
C-O, C-O-P de carboidratos e derivados fosfoforilados

FONTE: NAUMANN, 2000.
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RESULTADOS

Os dados referentes aos atletas avaliados encontram-se na Tabela 2. Além da
identificagédo dos atletas na tabela incluem o ano da avaliagdo, modalidade do atleta, idade em
anos e dados antropomeétricos como peso e altura sintetizados em forma de IMC (indice de
massa corporal).

Tabela 2 - Dados dos atletas que foram submetidos ao protocolo de Bruce realizado em 2008,
2009 e 2010.

. Idade IMC
Ne Modalidade (anos) (kg.m?)
Atletas masculinos
01 Fundista 27 21,40
02 Velocista (100 a 200m) 17 25,14
o] 03 Velocista (200 a 400m) 21 25,02
S 04 Fundista 15 19,25
N 10 Velocista (100 a 200m) 17 22,03
12 Fundista 28 23,22
01 Fundista 16 18,13
02 Velocista (100 e 200 m) 18 22,12
o 03 Marcha Atlética 19 20,88
o 04 Fundista 16 19,04
8 05 Fundista 29 22,62
08 Fundista 29 22,04
11 Fundista 14 21,84
01 Fundista 17 21,08
02 Velocista (100 e 200 m) 30 22,36
8 03 Marcha Atlética 20 22,34
o 04 Fundista 19 21,93
o 05 Fundista 29 23,02
06 400 m 19 23,07
7(DP) 21,05(5,59) 21,92(1,78)
Atletas femininos
05 Fundista 3.000m c barreiras 19 20,00
06 Velocista (400m) 18 20,62
8 o7 Salto em distancia e triplo 18 19,77
o 08 Meio-fundista 17 17,07
o 09 Fundista 15 18,52
11 Arremesso de peso 18 26,30
06 400 m 19 21,32
o7 Salto em distancia e triplo 20 21,12
o 09 Fundista 16 18,9
o 10 Arremesso de peso 19 28,2
Q 12 Meio-fundista 19 16,60
13 Marcha Atlética 21 22,31
14 Fundista 34 19,71
07 Salto em distancia e triplo 35 20,11
8
Q 08 Fundista 19 16,44
7(DP) 20,47(5,89) 20,47(3,26)
LEGENDA: IMC: indice de massa corpoérea. M = masculino; F = feminino. § = média; DP = desvio-
padréo.
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Diferencas significativas entre os estagios foram observadas entre atletas masculinos e
femininos antes de iniciar o ensaio ergoespirométrico de Bruce nos trés anos da realizacdo da
coleta. Em 2008 as faixas espectrais com estas caracteristicas foram mais extensas,
compreendendo as regides de 3075 a 2950 cm™, de 2910 a 2660 cm™, de 1750 a 1685 cm™,
de 1590 a 1550 cm™, de 1530 a 1160 cm™ e de 1075 a 1065 cm™. J4 em 2009, faixas
espectrais com diferencas significativas foram observadas nas regiées de 3370 a 3230 cm™, de
2390 a 2160 cm™ e de 1460 a 1445 cm™. Em 2010, as faixas espectrais com p< 0,05 foram as
faixas espectrais de 3225 a 3150 cm™, de 3140 a 3135 cm™, de 2960 a 2950 cm™. Além disso,
pode se observar que para os anos de 2008 e 2009 uma faixa em comum com diferenca
significativa é a que compreende uma faixa de 1460 a 1445 cm™. J& em comparacgdo com 2008
e 2010, nota-se semelhanca nas faixas espectrais com p<0,05 de 3060 a 2950 cm™ e
comparando 2009 e 2010 n&o existem faixas espectrais com p<0,05 em comum.
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Figura 1: Espectros médios de reflectancia difusa no infravermelho com transformada de Fourier de sangue total
de atletas masculinos e femininos no estigio de repouso (antes do ensaio ergoespirométrico de Bruce) com
respectivos valores de p segundo teste t em fung&o da frequéncia para os anos de 2008, 2009 e 2010.

Diferencas significativas também foram encontradas entre os sexos apés a fase de
recuperacdo do ensaio ergoespirometrico, nos trés anos da realizacdo da coleta, sendo que em
2009 foram mais amplas as faixas espectrais que apresentaram diferencas significativas. Em
2008, foram significativas as faixas espectrais de 2895 a 2375 cm™ e de 2290 a 2260 cm™. J&
em 2009, as faixas espectrais com diferencas significativas compreende a faixa espectral de
2460 a 1785 cm™ e de 1630 a 1575 cm™ de 1545 a 1540 cm™.Em 2010, as faixas espectrais
com p<0,05 foi que compreendeu de 3685 a 3180 cm™. Somando-se a isso pode se observar
gue para os anos de 2008 e 2009 uma regidao com diferenca significativa em comum é a que
compreende uma faixa de 2290 a 2260 cm™, ja4 em comparac&o 2008 e 2010/2009 e 2010 n&o
nota-se semelhanca nas regides com p<0,05.
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Figura 2: Espectros médios de reflectancia difusa no infravermelho com transformada de Fourier de sangue total
de atletas masculinos e femininos no estagio de recuperacédo (apds ensaio ergoespirométrico de Bruce) com
respectivos valores de p segundo teste t em funcdo da frequéncia para os anos de 2008, 2009 e 2010.

Sendo assim, partindo dos espectros dos atletas em repouso, e comparando atletas
nota-se muitas diferencas que mostram caracteristicas fisiologicas ja registrada em literatura.
Em 2008, observa-se a diferenca significativa entre homens e mulheres nas regides de 3050 a
2950 cm™ e de 2900 a 2700 cm™ bem como de 1750 a 1700 cm™’, referentes a absorcées de
triacilglicerois, acidos graxos livres e ésteres de colesterol, encontrando-se mais elevados nas
mulheres. Este comportamento reflete uma caracteristica fisiologica das mulheres por
acumularem mais gordura que homens e por isso pode ser uma resposta aceitavel como
adaptacao diferenciada durante a atividade. Ainda acerca dessas faixas espectrais nota-se que
em 2009 e 2010 ha indicios que com maior numero de representantes femininas essas faixas
também poderiam se mostrar significativas (PETIBOIS et. al. 2001).

Ainda na regido de 1300 a 1200 cm™ é visivel uma diferenca significativa apontando
gue mulheres apresentam maior quantidade de carboidratos no pré-teste em relacdo aos
homens.

No repouso, no entanto, ndo foram observadas muitas diferencas entre atletas dos dois
géneros, a ndo ser a faixa que indica a presenca de agua, 0 que mostrou que atletas
masculinos apresentam uma maior reducdo na presenca de agua no sangue, sendo uma
possivel explicacdo a movimentacao do liquido para os musculos e devido a maior quantidade
de musculos presente em homens eles apresentam essa resposta. Além dessa adaptacao
nota-se em 2009, diferencas significativa na faixa espectral de 1650 a 1450 cm™, que
compreendem as proteinas, indicando um nivel aumentando nas atletas femininas. No entanto,
essas poucas diferencas nos induzem a dizer que no pdés-teste os atletas masculinos e as
atletas femininas possuem caracterizas muito semelhante, ou seja no estagio pré-teste as
caracteristicas sdo bem distintas entre os atletas e no estagio pos-teste as adaptacfes
fisiol6gicas e bioquimicas tendem a se tornar similares.

CONCLUSAO

A partir dos dados apresentados € possivel concluir que a espectroscopia no
infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é suficientemente sensivel para avaliacdo
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da adaptacdo de atletas durante o ensaio ergoespirométrico de Bruce, além de ser possivel
observar particularidades a cerca dos diferentes géneros dos atletas.

Soma-se ainda a facilidade de uso, a velocidade, a confiabilidade aliada a sensibilidade
espectral e um volume de amostra relativamente pequeno o que a torna uma técnica favoravel
para a area de fisiologia do exercicio e medicina desportiva.
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