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RESUMO

Parametros salivares e sanguineos fornecem diferentes dados sobre a assimilagao
do programa de treinamento e possibilitam o entendimento das adaptagdes do
organismo a pratica esportiva. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi quantificar e
comparar as alteragbes das concentragbes dos elementos quimicos presentes na
saliva e plasma utilizando a técnica (TRXF), em resposta a simulagdo de jogo de
futsal de atletas que disputaram a série prata do campeonato de futsal (segunda
divisdo do campeonato paranaense) e também em resposta a fase preparatéria para
competicdes de alto nivel em atletas de jiu jitsu. Participaram do estudo treze atletas
experientes de futsal (26,4 + 7,8 anos de idade; 71,4 £+ 7,2 Kge 1,75+ 0,06 m) e 12
atletas de jiu jitsu de faixa roxa, marrom e preta entre (23 a 25 anos de idade; 79,06
Kg e 1,76 m). Os atletas de futsal foram submetidos a coletas salivares e
sanguineas em dois momentos: 1) antes da simulagao do jogo (pré) e 2) apos a
simulacao do jogo (pos), os atletas de jiu jitsu foram submetidos em trés momentos:
em jejum (pré), 2) apdés quatro semanas de treino (pés 1) e 3) apds oito semanas de
treino (pds 2). Os elementos quimicos identificados nas amostras de saliva e plasma
foram P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Br, Se, Rb, Hg e Pb. Embora tenham sido
identificados varios elementos nas amostras analisadas, nem todos os elementos
sao encontrados em algumas amostras de saliva e plasma dos individuos em
estudo. As concentragdes dos elementos na saliva e sangue (futsal) foram maiores
no momento (pré) se comparado ao momento (pds) e as concentragdes dos
elementos na saliva (jiu jitsu) foram maiores no momento (pré), uma diminuic&do no
momento (pds 1) e um aumento no momento (pods 2).

Palavras-chaves: Fluorescéncia de raios X por Reflexdo total. Saliva. Plasma.



CLETO, Daniele Aparecida Maia. Application of x-ray fluorescence technique by
total reflection (TXRF) for analysis of saliva and plasma samples of athletes
before and after physical effort. 2017. 117 p. Thesis (Doctorate in Physics) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Salivary and blood parameters provide different data about the assimilation of the
training program and allow the understanding of the adaptations of the organism to
the sport practice. In this way, the objective of this paper is to quantify and compare
the changes in the concentrations of chemical elements present in saliva and plasma
of Futsal and Jiu-Jitsu athletes. Using the technique (TRXF), this comparison is made
through the Futsal game simulation of athletes who competed in the second league
(silver series) of the championship of Futsal of Parana and the preparatory phase for
high-level competitions in athletes of Jiu-Jitsu. Under study, they were thirteen
experienced Futsal athletes (26.4 + 7.8 years old, 71.4 + 7.2 kg and 1.75 £ 0.06 m
and twelve Jiu-Jitsu athletes with purple, brown and yellow belts (23 the 25 years old,
79,06 kg and 1.76 m. The Futsal athletes were submitted to salivary and plasma
collections in two stages: 1) before the game simulation (pré) e 2) after the game
simulation (pds). The Jiu-Jitsu athletes were submitted in three stages: during the
fasting (pré), 2) after four weeks of training (pds 1) and 3) after eight weeks of
training (pdés 2). The chemical elements identified in the saliva and plasma samples
were P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Br, Se, Rb, Hg and Pb. Although several
elements were identified in the analyzed samples, not all elements were found in
some saliva and plasma samples from the individuals under study. The
concentrations of the elements in the saliva and plasma (Futsal) were higher in the
stage (pré) when compared to the stage (pds) and the concentrations of the elements
in the saliva (Jiu-Jitsu) were higher in the stage (pre), a decrease in the stage (pés)
and an increase in the stage (pos 2).

Keywords: X-ray fluorescence by total reflection. Saliva. Plasma.
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1 INTRODUCAO

O futsal é caracterizado pela grande presenca de atividades que
demandam muita forca e, em especial, muitas acdes excéntricas (MOUGIUS, M.,
2007). Este tipo de ac&o muscular implica uma alta magnitude de microtraumas
musculares (FRIDEN, J., LIEBER, R.L., 1998) em especial, em atividades
intermitentes (THOMPSON, D., et all, 2001 e THOMPSON, D., et all, 1999). Muitos
estudos mostram que o exercicio provoca alteracdes agudas e crdnicas no sistema
imune (GLEESON, M., 2007), que sdo dependentes do tipo, intensidade e volume
do mesmo (SHEPARD et al.,1994).

O jiu jitsu € uma modalidade de luta com predominio de acdes de
contracdo isométrica de alta intensidade e natureza intermitente, e com alta
demanda anaerdbica durante os momentos de ataque, contra-ataque e defesa
(ANDREATO, FRANCHINI et al. 2013; DA SILVA, IDE et al. 2014; ANDREATO,
JULIO et al. 2015). O metabolismo aerobico também é um componente importante,
uma vez que € necessario para manter a alta intensidade de acdes de luta e
promover a rapida recuperacdo do metabolismo energético nos momentos de pausa
e acles de baixa intensidade (DA SILVA, IDE et al. 2014). O treinamento fisico de
intensidade moderada melhora os sistemas de defesa do organismo, enquanto o
mais intenso causa imunossupressao temporaria (ANGELI et al., 2004; DA
NOBREGA et al., 2005).

Monitorar atletas ao longo de treinos e competicbes é importante
para evitar infeccbes e inflamacdes decorrentes dos treinos. Entretanto, um
inconveniente para a avaliagcdo de atletas é que na maioria das vezes é necessario a
coleta de amostras de sangue venoso, 0 que para muitos individuos é um
procedimento desconfortavel. Para minimizar o desconforto dos atletas, vem sendo
comum a utilizacdo da saliva para as andlises bioquimicas e imunoldgicas utilizada
como alternativa ao sangue (FARIA. M. A. C. e Costa. K. A.; 2013). Sua coleta € né&o
invasiva e por ndo apresentar riscos durante a mesma, torna seu manejo muito mais
seguro (GROSCHL, 2008; KAUFMAN & LAMSTER 2002). Neste sentido, a pesquisa
tem crescido muito nos ultimos anos e vem sendo utilizada para a identificacdo de
elementos quimicos em materiais biologicos.

A saliva € um dos fluidos biolégicos mais complexos, versateis e

importantes para o corpo humano, sendo eficaz na preservacdo da saude bucal
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facilitando a mastigacéo, digestdo dos alimentos e na lubrificacdo da estrutura da
boca e orofaringe. Desempenha outras fungdes tais como, defesa local e sistémica
da cavidade bucal, da regido da orofaringe e do trato gastrointestinal superior.
(LIMA, F. O. de; RAMALHO, M. J. P.; RUMMLER, M. do C. O. e RODRIGUEZ, T. T.,
2008). Possui concentracdes mensuraveis de alguns metabdlitos (ureia, acido Urico,
lactato), enzimas (a-amilase) e imunoglobulina A (IgA) que podem ser utilizados para
avaliar o estresse metabdlico, psicoldgico e o sistema imune do atleta (CHICHARRO
et al.,1994; NIEMAN et al., 2002). O organismo produz uma quantidade total de
aproximadamente 1 a 1,5 L de saliva ao dia. (MOLLER, P. et al., 2003)

O sangue é uma suspensao de células (eritrocitos, leucdcitos e
plaguetas) em um liquido complexo, chamado plasma, constituido por agua, sais
minerais, vitaminas, proteinas, glicidios e lipidios. Fora do organismo, o sangue
coagula e libera uma fase liquida chamada soro. O soro difere do plasma por néo
conter fibrinogénio, proteina que ajuda na coagulagcdo sanguinea (ABURAYA, J.H.,
2005). Na centrifugacédo do sangue total separam-se os glébulos do plasma, como
mostra 0 esquema abaixo. O volume total do sangue é de aproximadamente 5,5 L

para o homem e 4,8 L para a mulher.

L}
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Coagulado Coagulado
l Codgulo |l Soro Il Plasma Il Glébulos
—— |
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A avaliacdo de atletas através de biomarcadores pode contribuir

para a compreensado das respostas imunolégicas resultantes de uma Unica sessao
de exercicio ou do treinamento fisico realizado em longo prazo, podendo também
auxiliar na ampliacdo do conhecimento cientifico e na adequacdo da prescri¢céo

individualizada do esfor¢o, diminuindo o risco de lesdes e infeccdes decorrentes do
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treinamento intenso. O crescente interesse nos efeitos dos fluidos biolégicos (saliva
e sangue) no organismo humano gerou uma procura por medidas cada vez mais
confiaveis e precisas, 0 que evidenciou a necessidade de técnicas analiticas mais
eficazes.

Essa investigacdo pode ser realizada por uma variedade de técnicas
e métodos analiticos de caracterizacdo (ICP-MS, INAA, PIXE, ICP-AES, AAS, XRF,
PXRF e TXRF). A Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF) vem sendo
utilizada principalmente na andlise de elementos traco na faixa de ng.g~! em
amostras liquidas da ordem de uL, em pesquisas relacionadas ao monitoramento
ambiental, biomedicina. (CLETO, D. A. M.; 2013). A grande vantagem da TXRF
sobre outras técnicas € que ela consiste em uma andlise rapida, multielementar,
preparacao simplificada da amostra, baixo custo de execucao (quando comparada
com as demais), preserva a integridade fisica das amostras e uma determinacéo de
varios elementos quimicos da amostra a ser analisada na ordem de grandeza de
ppb. E uma técnica bem adequada para estudar concentracdes de elementos tracos
em amostras biomédicas, pois se pode observar contaminacdo de elementos
pesados com o0 uso da espectroscopia de raios X. (KUBALA-K, A. BRAZIEWICZ, J.,
PAJEK, M., 2004).

Baseado em tudo que foi exposto aqui, pode-se perceber a
importancia da identificacdo dos elementos quimicos na saliva e no plasma. Desse
modo, 0 objetivo deste trabalho foi determinar e fazer a comparacdo das
concentracfes dos elementos quimicos presentes na saliva e no plasma dos atletas

de futsal e jiu jitsu no momento (pré e pos) esforco fisico.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho € aplicar a metodologia de
fluorescéncia de raios X por reflexdo total nas analises de amostras de saliva e
plasma e obter uma correlagdo dos dados a fim de corroborar o uso da saliva como
amostra para diagnostico. Objetivo secundario foi de quantificar a concentragao de
elementos quimicos nas amostras de saliva e sangue de atletas de futsal e
investigar os niveis de minerais e elementos tragcos em amostras de saliva de atletas
de Jiu-jitsu ap6és um periodo de treinamento intenso, seguido por um periodo de

carga baixa.
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3 REVISAO NA LITERATURA

CLETO, D.A.M. et al (2016) utilizaram a técnica fluorescéncia de
raios X por reflexdo total (TXRF) nas analises das amostras de saliva coletada na
saida do ducto da glandula parétida e no sulco entre os dentes 46 e 47 de sete
individuos escolhidos aleatoriamente. Com o uso da técnica TXRF o objetivo do
trabalho foi de avaliar qualitativamente os resultados obtidos. Os elementos
guimicos identificados nas amostras de saliva e sulco gengival foram P, S, Cl, K, Ca,
Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Br, Rb, e Pb. Embora tenham sido identificados varios
elementos nas amostras analisadas, nem todos os elementos sdo encontrados nos
espectros nas amostras de saliva dos individuos em estudo. Comparando o0s
resultados qualitativos obtidos para as amostras de saliva e sulco, pode-se observar
gue nas amostras de saliva coletadas no sulco foi possivel identificar alguns
elementos ndo encontrados nas amostras de saliva coletados na glandula parotida.
Portanto, a andlise utilizada é satisfatoria para identificar elementos na saliva da
glandula e do sulco gengival. A TXRF apresentou-se como uma boa técnica de
analise de amostras de saliva.

GAMA, E.M et al (2017) analisaram 15 elementos inorganicos (P, S,
Cl, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, As, Rb, Sr e Pb) através do método de analise
direta em amostras de cervejas pela técnica (TXRF). A andlise direta foi comparada
com o procedimento de digestdo acida para avaliar o efeito matriz e os resultados
foram satisfatérios. A avaliacdo da acuracia e precisdo foram realizadas através da
analise de dois materiais de referéncia certificados de aguas naturais e residuais.
Para a maioria dos elementos, foram alcancados resultados bons entre o valor
certificado e o valor medido no CRM’s. O método foi aplicado a 30 amostras de
cerveja coletadas em varias regides do Brasil. Os intervalos de concentracfes em
mg /L para os analitos estudados foram: P: (37,40-140,85); S (10,32-50,73); ClI
(82,74-281,7); K (183,8-418,5); Ca (9,82-96,0); Mn (0,06-1,42); Fe (0,07-1,57); Ni
(<LLD-1,13); Cu (<LLD-0,32); Zn (0,02-1,98); Como (<LLD-0,10); Br (0,01-2,04); Rb
(<LLD-0,52); Sr (<LLD-0,41) e Pb (<LLD-0,18). Algumas amostras de cerveja
mostraram concentracdes de As e Pb acima dos niveis estabelecidos pela legislacéo
brasileira. O método desenvolvido € simples, rapido, consome baixas quantidades
de reagentes e permite a determinacdo de um grande numero de analitos

simultaneamente.
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ARAUJO, L. De A. (2016) avaliaram os niveis séricos de ferro (Fe),
cobre (Cu) e zinco (Zn) e o estado nutricional de portadoras de cancer de mama. O
estudo foi realizado em 38 portadoras de cancer de mama em tratamento oncologico
e em 37 mulheres saudaveis. Foram coletadas amostras de sangue de ambos os
grupos e de parametros antropométricos e aplicada a Avaliacdo Subjetiva Global
produzida pelo paciente (ASG-PPP) no grupo com neoplasia. A determinacado sérica
dos microelementos foi realizada por fluorescéncia de raios X por reflexdo total com
radiacdo sincroton (SR-TXRF). O Fe sérico foi mais elevado nas mulheres com
cancer de mama (1,72 + 1,15 mg/L) do que nas mulheres sem cancer (1,17 + 0,48
mg/L; p=0,004). De acordo com a circunferéncia muscular do braco (CMB), foi
observada maior prevaléncia de mulheres eutroficas (60,5%) que, paralelamente,
apresentaram nivel sérico de ferro abaixo da média (p=0,011). Nao houve diferencas
significativas quanto aos teores seéricos de Cu entre pacientes com neoplasias
mamarias e saudaveis (1,44 + 0,30 e 1,45 £ 0,39, respectivamente), todavia foi
observado teores de Zn sérico mais elevados em pacientes do grupo de estudo
guando comparados com pacientes saudaveis (1,11 + 0,33 versus 0,91 + 0,24,
respectivamente). Nenhum outro parametro antropométrico teve correlagcéo
significativa com o Fe, Zn e Cu séricos. Segundo o IMC, 78,9%, 18,4% e 2,6% do
grupo de estudo encontraram-se, respectivamente, com sobrepeso/obesidade,
eutrofia e desnutricao.

ABRAHAM, J. A. et al (2014) analisaram mudangas na concentragao
elementar de metais nos fluidos orais de um estudo indireto a partir da corrosao de
implantes dentérios. A degrada¢cao da superficie do implante libera material para o
meio, que, dependendo das concentragdes, pode representar risco toxico, mau
funcionamento organico, dor, rejeicdo e assim por diante. Para avaliar este
processo, as concentragcbes de metais representativos como Ti, Al e V em saliva e
fluidos gengivais foram analisadas por meio da técnica (SR-TXRF). Os resultados
obtidos mostram que os ions Ti apresentaram um comportamento diferente nos
fluidos orais, revelando maiores concentragcdes no fluido da fenda gengival do que
na saliva. Por outro lado, V e Al ndo mostraram diferencas significativas em relagcéo
aos niveis normais nos fluidos orais. A liberacdo de metal é discutida sob
consideracfes mecanicas e quimicas, levando em consideracdo o ambiente oral do

implante.
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PINTO, N. G. V. et al (2010) analisaram as possiveis alteracdes
causadas por processos de irradiacdo na concentracdo de elementos-traco em
amostras de sangue humano pela técnica de fluorescéncia de raios X por reflexao
total usando radiacéo sincrotron (SR-TXRF). As amostras de sangue foram divididas
em dois grupos. O primeiro grupo foi irradiado com doses de 1.500, 2.500 e 3.000
cGy, utilizando o irradiador Gammacell 220 Excel, e o segundo foi irradiado com
doses que variaram de 2 cGy a 100 cGy, utilizando uma bomba de cobalto Theratron
780 C do Inca, Rio de Janeiro. Todas as amostras de sangue total, plasma e matriz
celular foram entao liofilizadas e, em seguida, passaram pelo procedimento padréo
de digestéo. Todas as medidas foram realizadas na linha de fluorescéncia de raios X
do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Brasil. Nao se
verificou variacao significativa na concentracdo de Ca e, em contrapartida, o K foi o
unico elemento que sofreu alteragcdes significativas para todas as amostras
analisadas em funcdo da dose. A concentracdo de Fe diminuiu apenas para as
amostras de sangue total e plasma. A concentracdo de Zn apresentou uma
diminuicao significativa somente para as amostras de sangue total.

ABRAHAM, J. A. et al (2010), estudaram trinta individuos separados
por dois grupos: quinze fumantes e quinze ndo fumantes (grupo controle). As
amostras de saliva foram medidas pela técnica TXRF utilizando radiagdo sincrotron
e foram realizadas no (LNLS em Campinas). Os elementos quimicos encontrados
nas amostras foram: P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, e Zn. O sistema consistiu de um
detector de Si(Li) e foram irradiadas por um tempo de 300 s para cada amostra a
analise foi realizada pelo pacote Axil. As amostras de saliva foram extraidas a partir
da parte inferior da boca e o sulco gengival dos dentes frontais superiores. Os
resultados dos espectros pertencentes ao grupo dos fumantes demonstraram que o
fumo afeta a composicdo mineral dos fluidos com relagcéo aos valores referentes ao
grupo de controle.

TARSOLY, G.; OVARI, M.; ZARAY, GY. (2010), analisaram a
determinacdo de flior em agua, utilizando o espectrobmetro TXRF Wobistrax
localizado em Viena na Austria, com o sistema sendo operado a 30 kV e 30 mA com
um tempo de irradiacdo em cada amostra de 500s. As amostras foram pipetadas
sobre substrato de quartzo e todas as medidas foram realizadas 12 vezes. Os
seguintes parametros foram investigados: limite de deteccdo, intervalo de

linearidade, quantidade de amostra, precisdo de medicdo e o efeito da matriz
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causada pelo cloro, bromo, iodo e sulfato. Os resultados obtidos mostraram que o

uso da técnica TXRF pode ser utilizado para a determinacéao do flaor.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 RADIACAO ELETROMAGNETICA

Radiacédo é o termo dado a propagacédo de energia eletromagnética
emitida por qualquer corpo que possua temperatura acima de zero absoluto (0 K).
Assim, todo corpo com temperatura acima de zero pode ser considerado como uma
fonte de energia eletromagnética (EISBERG, R.; RESNICK, R., 1979). Por meio
desta definicdo, é possivel concluir que todos os seres humanos emitem e vivem sob
acao de radiagdo, como por exemplo, a radiac&o solar.

Compreender as propriedades da onda eletromagnética ¢é
necessario para entender as suas funcdes biologicas e aplicagdes clinico-
laboratoriais e econbmicas. A Figura 4.1 mostra um esquema simplificado de uma

onda eletromagnética se propagando no espaco.
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Figura 4.1- Esquema simplificado de uma onda eletromagnética viajando no
espaco.
Fonte: HEU (2016)

A energia eletromagnética pode ser ordenada de maneira continua
em funcdo de seu comprimento de onda ou de sua frequéncia, desse modo é
possivel discriminar o "espectro eletromagnético” em funcdo de sua energia
(EISBERG, R.; RESNICK, R., 1979). A Figura 4.2 ilustra o espectro eletromagnético

e suas aplicacoes.
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Figura 4.2 — Espectro eletromagnético e suas aplicagdes.
Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/10823194/

4.2 PRODUGAO DE RAIOS X

Os raios X foram descobertos acidentalmente pelo aleméao Wilhelm
Conrad Rontgen por meio de experimentos de raios catddicos no ano de 1895. Ele
observou que a incidéncia de raios catddicos (feixe de elétrons) em um alvo sélido
produzia uma radiagcdo mais penetrante do que a luz visivel. Os raios X sao gerados
através de dois processos que ocorrem no nivel atbmico: Bremsstrahlung e raios X
caracteristicos. Bremsstrahlung ocorre quando elétrons em alta energia séo
acelerados por uma diferenca de potencial e sofrem uma colisdo com o alvo. Esses
elétrons sdo desacelerados e emitem um espectro continuo de radiacao
eletromagnética.

Uma maneira pratica de se obter raios X € com o uso de um tubo de
raios catédicos, porém um dispositivo conhecido como tubo de Coolidge é mais

frequentemente usado na producdo de raios X. O tubo de Coolidge, também


http://pt.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Conrad_R%C3%B6ntgen
http://pt.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Conrad_R%C3%B6ntgen
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conhecido como tubo de raios X consiste basicamente de um invélucro de vidro com
seu interior evacuado que permite acelerar os elétrons. Em seus extremos ha um
catodo e um anodo, os quais sdo submetidos a uma diferenca de potencial. O
catodo geralmente feito de tungsténio sofre aguecimento e emite elétrons por efeito
termibnico. Os elétrons sao, entdo, acelerados em direcdo ao anodo, pela diferenca
de potencial atribuida entre o catodo e o anodo. A colisdo dos elétrons com o0s
atomos que constituem o anodo provoca o freamento dos elétrons e assim emitem
espectro continuo de raios X.

Os raios X caracteristicos sdo produzidos através das transi¢cfes
eletrénicas dos elétrons. O elétron acelerado ioniza 0 atomo nos niveis mais internos
(K ou L), deixando uma vacéancia. A desexcitacdo ocorre quando um elétron de um
nivel mais externo preenche essa vacancia e emite um raio X de energia igual a
diferenca de energia de ligacdo entre os dois niveis.

A Figura 4.3 ilustra o esquema da emissdo dos raios X
caracteristicos quando a vacancia esta na camada K e sdo preenchidos por um
elétron proveniente da camada L, os raios X emitidos sdo chamados de K,. Se o
elétron transita da camada M para a camada K, os raios X emitidos sdo chamados
de K e se a vacancia estiver na camada L e for preenchida pelo elétron proveniente
da camada M, os raios X sdo chamados de L, e se sair do nivel N sera Lg e assim

sucessivamente.
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Figura 4.3 — Representacao esquematica da emissado dos raios X

caracteristicos.

Fonte: http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/elemental/raios_x
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4.2.1 EFEITO FOTOELETRICO

O fisico alemao Rudolf Heinrich Hertz por volta de 1886 e 1887,
realizou experiéncias que, pela primeira vez, confirmaram a existéncia de ondas
eletromagnéticas e a teoria de Maxwell sobre a propagacédo de luz. O fenémeno do
efeito fotoelétrico consiste na liberacéo de elétrons pela superficie de um metal, apds
a absorcao da energia proveniente da radiacdo eletromagnética incidente sobre ele,
de tal modo que a energia total da radiacdo é parcialmente transformada em energia
cinética dos elétrons expelidos. A equacdo 4.1 mostra a energia cinética dos

fotoelétrons.

E =hvr-W (4.1)

onde hv é a energia do foton incidente, h € a constante Planck, v a frequéncia do
fétons incidente e W € a funcéo trabalho. Assim descrito pela equacéo, o elétron
ejetado tera uma energia igual a diferenca entre a energia do foton incidente e a
energia de ligacdo do préprio elétron na eletrosfera (GRIEKEN, 2002). A Figura 4.4

mostra um esquema simplificado do efeito fotoelétrico.

Fotoelétron

Radiacdo caracteristica

Figura 4.4 — Representacéo esquematica do efeito fotoelétrico.

Fonte: efeitofotoeletricoecompton.webnode.com.br/explica

A probabilidade de produzir o efeito fotoelétrico na camada K é dada
pela seccdo de choque segundo a equacéo 4.2. A probabilidade para a ocorréncia

da ejecao dos fotoelétrons é maior para a camada K.
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sendo mc’ a energia de repouso do elétron e a = %37 a constante de estrutura fina.

4.2.2 ESPALHAMENTO COMPTON

O espalhamento Compton ou efeito Compton foi observado pelo
fisico americano Arthur Holly Compton em 1923. Compton observou que a radiagéo
espalhada sofria um deslocamento em seu comprimento de onda com relacédo a
radiacdo incidente. Ele fez com que um feixe de raios X de comprimento de onda 1
incidisse sobre um alvo de grafite. Mediu-se a intensidade dos raios X espalhados
como funcéo de seu comprimento de onda, para varios angulos de espalhamento.

Este tipo de espalhamento resulta numa perda de energia por parte
da radiacdo incidente para um elétron orbital. O elétron, se receber energia
suficiente para superar a energia de ligacdo ao atomo, € ejetado, entretanto neste
fenébmeno o féton n&o perde toda a sua energia, apenas parte dela, resultando entéao
em um “novo” foton espalhado numa diregcdo de acordo com a interagdo com o
elétron orbital e com uma energia menor do que a inicial. A Figura 4.5 ilustra o
espalhamento Compton para um féton de energia hv e comprimento de onda 1 que

ao colidir com um elétron pouco ligado em repouso é espalhado em um angulo ¢ e

com comprimento 1'. O elétron é espalhado com um angulo de 6.
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Elétron ejetado

BN

Foton incidente

Foton espalhado

Figura 4.5 - llustra o esquema do espalhamento Compton.

Fonte: efeitofotoeletricoecompton.webnode.com.br/explica
A expressao que relaciona a transferéncia de energia e o angulo de

espalhamento para qualquer interacdo pode ser derivada através das equacdes da

conservagao de energia e momento dada na equagéao 4.3.

h
o (1-cos¢) (4.3)

0

:ﬂ/l—i:

<lo

v 1

rearranjando a equacao 4.3 e definindo ¢ = h%n o tem-se a equacao 4.4 expressa

em termos da frequéncia do féton.

hy
hv'=—o—— 4.4
YT a(1-cosg) (4.4)
A energia cinética do elétron ejetado € dada por:
1-cos
T oy 2-050) @.5)

1+a(1-cosg)

Ou obtida através do angulo de espalhamento do elétron:
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2
T =hv - (4.6)
1+2a+(1+a) tg’d

sendo que as relacdes entre os angulos de espalhamento do féton e do elétron séo

2

dadas por cos¢g=1- -
1+(1+a) tg°o

e cotgd =(1+a)tg (g) :

A seccao de choque do elétron para os fotons espalhados com um

angulo sdlido de dQ em uma direcdo ¢ foi calculada por Klein e Nishima, sendo

dada pela equacéo 4.7.

dG_KN:rL h_V l+h_v_sen2¢ (47)
dQ 2\ hv )ihv' hy

Substituindo a equacgao 4.4 na equacao 4.7, tem-se a equacao 4.8:

2
do, T,

daQ 2

1 1+cos’ ¢+ o« (1—cos¢) (4.8)
1+a(1l-cosg) 1+a(1-cosg) '

Para baixas energias dos fotons « <<1 a equacdo 4.8 descreve a
seccao de choque para o espalhamento Thomson. Realizando a integral da equacéao

4.8 encontra-se a seccao de choque total do espalhamento Compton.

° 1+ 2a a - (4-9)

O = 2rr 2
200 (1+ 2a)

2

{w(zaw) .n(1+2a>]+.n(1+2a) 148

4.2.3 ESPALHAMENTO RAYLEIGH

O espalhamento Rayleigh, proposto inicialmente por Lord Rayleigh
em 1871, consiste num espalhamento elastico e coerente, do feixe de fétons pela
colisdo com os elétrons pertencentes a eletrosfera atbmica do material, ocorrendo
uma mudanca de sua trajetoria sem perda de energia. A Figura 4.6 ilustra o

esquema do espalhamento. Por ser uma colisdo elastica, fétons sdo espalhados
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com a mesma energia com que colidram com os elétrons ligados, os quais
permanecem ligados. Portanto a energia dos fotons € conservada apods a coliséao,

nao havendo transferéncia de energia dos fotons para os elétrons.

Fétons de “saida”
com energia E

Foton incidente
com energia E

Figura 4.6 - Esquema simplificado do espalhamento Rayleigh.
Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/11774338/

A seccado de choque diferencial para o espalhamento Rayleigh, para

energias nao relativisticas hv <<m,? é expressa pela equagao:

do,(E) =r,[f,] (Wjdﬂ (4.9)

sendo roz%czcorresponde ao raio classico do elétron, f, € o fator de
0

espalhamento atémico que leva em consideracao a distribuicdo de carga da nuvem

eletrbnica e dQ € o angulo sélido para o angulo de difuséo 4.

4.3 FUNDAMENTOS DA FLUORESCENCIA DE RAIOS X

A técnica analitica por Fluorescéncia de Raios X (XRF — X Ray
Fluorescence) permite uma rapida analise multielementar quantitativa ou
semiquantitativa de liquidos, suspensodes, solidos e contaminacfes. Esta técnica tem
a capacidade de detectar uma ampla faixa de elementos quimicos presentes em
diferentes tipos de amostras de interesse nas mais variadas areas de pesquisa

cientifica.


http://slideplayer.com.br/slide/11774338/
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Cada elemento quimico possui um espectro de raios X
caracteristicos. Um raio X caracteristico € gerado por um atomo excitado que volta
ao estado fundamental através da transicdo de um elétron de um estado de energia
mais alto para a vacéncia em uma camada mais interna. Essa transicdo &
acompanhada da emissdo de um féton com energia igual a diferenca de energia
entre os estados final e inicial do elétron transferido.

Quando uma amostra é excitada por um feixe primario de raios X, os
elementos excitados presentes na amostra emitem linhas espectrais com energias
caracteristicas do elemento (NASCIMENTO FILHO, V. F., 1999). A fluorescéncia
emitida pela amostra (feixe secundario) é detectada e “classificada” de acordo com
sua energia.

A XRF consiste na utilizacdo de um feixe de radiacéo
eletromagnética para excitar os elementos quimicos que compdem uma determinada
amostra, de um determinado tipo de matriz, fazendo com que 0s mesmos emitiram
raios X caracteristicos. Uma das principais vantagens da utilizacdo deste método
analitico esta na possibilidade de utilizar as diferentes variantes da técnica:
Fluorescéncia de Raios X por dispersdo por comprimento de onda (WDXRF - wave-
length dispersive X-ray fluorescence), Fluorescéncia de Raios X por dispersdo em
energia (EDXRF — energy dispersive X-ray fluorescence) e a sub-variante da EDXRF
a fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF). A andlise XRF baseia-se nas
seguintes etapas: excitacdo dos elementos quimicos constituintes da amostra,
emissao dos raios X caracteristicos dos elementos excitados e por fim, deteccao dos
raios X caracteristicos emitidos. A Figura 4.7 ilustra o esquema basico para analise
por EDXRF.
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Figura 4.7 - Etapas basicas da analise por EDXRF.
Fonte: PARREIRA (2007).

4.3.1 EXCITACAO DOS ELEMENTOS

Para provocar a emissdo dos raios X caracteristicos dos elementos
gue constituem a amostra, € possivel excitar o material a ser analisado de varias
formas: particulas aceleradas (elétrons, prétons ou ions), particulas alfa, particulas
betas negativas, raios X e raios gama de baixa energia. Quando amostra é excitada,
os elétrons das camadas mais internas sao ejetados do atomo (efeito fotoelétrico),
ficando assim, vacéncias nos niveis eletrénicos mais internos. Para preencher essas
vacancias, elétrons das camadas mais externas realizam um salto quantico. Nesse
salto, fétons de energia de ligacdo igual a diferenca de energia entre esses niveis
sdo emitidos. A energia de ligacéo pode ser calculada de modo aproximado atraves
da equacéao 4.10.

me* (Z—b)2
YT (4.10)

8¢,°h*n
onde E representa energia de ligacdo eletrénica (joules); m é a massa de repouso
do elétron (9,11.10 kilogramas); e é a carga elétrica do elétron (1,6.10™"°

coulombs); Z € o nUmero atdmico do elemento emissor dos raios X; b é a constante
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de Moseley, com valores iguais a 1 e 7,4, para as camadas K e L, respectivamente;
& € a permissividade elétrica no vacuo (8,8534.10™*2 coulombs.newton™.metro); h é
a constante de Planck (6,625.10°* joules.s) e n é o nimero quantico principal do
nivel eletrénico (n = 1 para camada K, n = 2 para camada L, etc.) (NASCIMENTO
FILHO, 1999).

Realizando a substituicdo dos valores das constantes no sistema
internacional de unidades na equacéo 4.10, a energia dos raios X (em joules) é dada

por:

E=218.10" (2-b) (4.11)

2

A equacdo 4.11 pode ser reescrita em termos de eletronvolts, sendo
que 1 elétronvolt = 1 eV = 1,6.10™° joules.

E =1365 (2 _zb) (4.12)
n

4.3.2 LINHAS ESPECTRAIS

As transicdes de elétrons entre as camadas eletronicas estdo
sujeitas as chamadas regras de selecdo da mecéanica quéantica. Cada estado
energético do atomo é caracterizado por uma sequéncia de nimeros quanticos que
ddo as informacdes quanticas do estado. Cada estado quantico € caracterizado

pelos seguintes ndmeros quanticos: n, I, m, s, m,jem. Os nimeros quanticos

associados a um determinado estado de energia do atomo s&o: n numero quantico
principal, associado as camadas orbitais K, L, M, N...,onde n = 1, 2, 3, 4,...,
respectivamente. Este nUmero representa os niveis discretos de energia, por isso
pode possuir qualquer nimero inteiro, como mostrado anteriormente. Ja& o numero
guantico | = 0,..., (n - 1), é conhecido como namero quantico de momento angular
orbital do elétron, que é associado aos subniveis s, p, d, f, g,..., m, representa o
numero quéntico quanto a componente z do momento angular orbital do elétron, s &

0 numero quantico de spin intrinseco do elétron, sendo m, =1/2 ou -1/2 0 ndmero
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guantico relacionado com as duas possiveis projecdes do spin intrinseco

antiparalela ou paralela; j=|l-s|,...|l+s| é o nimero quantico de momento angular

total devido ao resultado do acoplamento dos niumeros quanticos | e sdo elétron.
Uma vez que as transicdes eletronicas ndo sdo aleatérias, séo

utilizadas as chamadas regras de selecdo da mecanica quantica para que a emissao

de raios X seja possivel. Ou seja, a variacdo entre o estado inicial e o estado final

deve obedecer as seguintes condi¢des.

Al > +1 (4.13)

Number of
electrons
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Figura 4.8 - Diagrama parcial dos niveis de energia para as linhas espectrais
das séries K e L de um elemento.
Fonte: CESAREO (2000)
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4.4 FLUORESCENCIADE RAIOS X

Quando ocorre o efeito fotoelétrico, ejetando um elétron de um
determinado estado quantico, pode ocorrer a emissdo de raios X ou a ejecao de
elétrons do atomo (efeito Auger). O efeito Auger tem uma relevancia maior para
elementos de baixo numero atdmico (KNOLL, 1999), a Figura 4.9 ilustra o efeito

Auger para um atomo de magneésio.

®
/— RX elétron

o %. Auger

.rat?iat;ﬁo ./ \

incidente .{ w |

Ny
e

S~

Figura 4.9 - Representacdo esquematica do efeito Auger paraum atomo de
magnésio.
Fonte: NASCIMENTO FILHO (1999).

O fendmeno de producdo de fluorescéncia estd embasado
puramente nos alicerces da mecanica quantica. Assim, a emissdo das linhas
espectrais dos raios X caracteristicos de um elemento quimico qualquer como, por

exemplo, a linha K_, depende dos seguintes eventos probabilisticos: a probabilidade

all
dos fétons incidentes ionizarem o atomo na camada K, a probabilidade da vacancia
criada na camada K ser preenchida por um elétron da camada L, e da probabilidade

do foton K_, néo ser absorvido pelo proprio atomo e emitir um elétron Auger como

mecanismo de desexcitagcdo do atomo.

O primeiro evento probabilistico refere-se ao fato de que os fétons
sejam absorvidos pela matéria, mais especificamente pelos seus atomos
constituintes e que suas energias sejam transferidas para os elétrons, ocasionando
assim a ionizagado do atomo. A férmula que indica esse coeficiente de absorcdo de

massa u (cmz-g‘l), o qual corresponde a uma somatéria dos coeficientes de
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absorcdo de massa dos efeitos, fotoelétrico, Compton e producado de pares, € dado

pela equacéo 4.14:
u(E)=7(E)+(E)+x(E) (4.14)

onde z(E) é o coeficiente de absor¢éo de massa para o efeito fotoelétrico (cm2 -g’l),
o(E) corresponde ao coeficiente de absor¢do de massa para o espalhamento
Compton (sz -g‘l)e x(E) é o coeficiente de absor¢do de massa para a produgéo

de pares (KAPLAN, 1983).
Para energias menores que 1,02 MeV ndo ha producédo de pares,

uma vez que esse efeito € gerado apenas em energias maiores que 1,02 MeV.

Assim para a fluorescéncia de raios X o termo «(E) é nulo. Para o intervalo de

energias de excitacdo de 100 keV a 1,02 MeV o espalhamento Compton é o efeito
mais predominante na interacdo dos fétons com a matéria, portanto para essa faixa

de energia o termo dominante no coeficiente de atenuacdo de massa total é o termo

o(E). Entretanto, para a fluorescéncia de raios X que ocorre em uma faixa de

energia de excitacdo até 100 keV, o efeito dominante na absorcdo de fétons pela
matéria € o efeito fotoelétrico.

A Figura 4.10 representa a dependéncia do coeficiente de absorgéo
de massa para o efeito fotoelétrico dos elementos célcio (Ca), cobre (Cu) e uranio
(U). As variagOes bruscas apresentadas no grafico sédo conhecidas como cortes de
absorgcdo Kyp. Os valores das energias correspondentes a essas descontinuidades
Sd0 as energias necessarias para a ionizacdo de cada nivel quantico
correspondente, ou seja, para que haja a ionizacdo do nivel K o feixe de excitacao
deve possuir uma energia superior ao valor da energia Ka,. A Figura 4.10 deixa bem
evidentes os cortes de absorc¢éo para o nivel quantico K para os elementos Ca e Cu;
juntamente com o corte para o nivel K, e para os niveis L e M, com 3 sub-niveis e 5

sub-niveis, respectivamente; para o elemento U.
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Figura 4.10 - Coeficiente de absorcdo de massa em funcéo da energia, para os
elementos célcio, cobre e uranio.
Fonte: NASCIMENTO FILHO (1999).

O segundo evento probabilistico refere-se a probabilidade de
transicdo que segue a condicdo da regra de selecdo imposta pelas leis da mecéanica
guantica, sendo responsavel, em principio, pelas intensidades relativas das linhas
emitidas dentro de uma mesma série espectral (GRIEKEN; MARKOWICZ, 2002). A
Figura 4.11 mostra o comportamento do rendimento da fluorescéncia de raios X para

0s niveis quanticos K, L e M em relacdo ao numero atdémico.
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Figura 4.11 - Rendimento da fluorescéncia das camadas K, L e M em func¢éo do

numero atdémico.

Fonte: NASCIMENTO FILHO (1999).

O terceiro evento probabilistico considera a probabilidade de néo

ocorrer o efeito Auger, esse fendmeno esta intimamente relacionada ao rendimento

de fluorescéncia para a camada K de um dado elemento quimico i de interesse,

definida pela equacéao:

(4.15)

onde N, é o numero de fotons de raios X caracteristicos que efetivamente sao

emitidos e conseguem emergir do atomo, e N, o numero de vacéancias produzidas

no nivel quantico K. Seguindo o mesmo raciocinio, pode-se determinar o rendimento

de fluorescéncia de raios X que ocorre para 0S outros niveis quanticos do atomo,

sendo o0 rendimento para os niveis L, M, N,.., mais baixo devido a menor

probabilidade de ocorrer fluorescéncia nestes niveis.

4.4.1 DETECCAO E MEDIDAS DOS RAIOS X

Os raios X caracteristicos liberados pelos atomos que compde a

amostra quando atingem o detector geram sinal eletrénico proporcional as energias
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dos raios X. Esses sinais sdo amplificados pela eletronica conectada ao detector e, 0
analisador de pulsos multicanal registra esses pulsos e separa de acordo com a
guantidade de sinais para cada energia, gerando dessa forma picos de energia em
gue sua area € proporcional a intensidade dos raios X emitido pelo elemento e,
consequentemente proporcional a concentragcdo na amostra. Estas informac¢des sao
enviadas para um microcomputador que processa as informacdes utilizando
softwares especificos. Os espectros de energias gerados pelos softwares mostram
as areas dos picos de modo a informar o operador os elementos identificados
juntamente com sua concentragdo. Deste modo, em um Unico espectro obtido de
uma amostra, podemos verificar a presenca de varios elementos, sendo assim uma
técnica multielementar e simultanea. Nas andlises feitas por XRF, a deteccdo dos
fétons de raios X caracteristicos pode ser realizada pelos seguintes detectores:
detector proporcional, detector de cristal cintilador de iodeto de sodio Nal(Tl) e pelos
detectores semicondutores de Si(Li), Si-PIN. A Figura 4.12 mostra a resolugdo em
energia para os detectores proporcional, cristal cintilador de iodeto de sddio Nal(Tl),
e semicondutor de Si(Li) para fétons de raios X de 22,1 e 25,2 keV emitidos pelo

elemento quimico prata (Ag).

Ag Ka 22,075 keV

NalI(TI)

Si(Li)
Ag Kp 25,198 keV

TAXA RELATIVA DE CONTAGEM

0 10 20 30 40 50
ENERGIA (keV)

Figura 4.12 - Resolugéo de alguns detectores para 0s raios X caracteristicos

emitidos pela prata.
Fonte: NASCIMENTO FILHO (1999).
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4.4.2 EQUACAO FUNDAMENTAL PARA FLUORESCENCIA DE RAIOS X

Como descrito anteriormente, a técnica denominada fluorescéncia
de raios X possui a grande capacidade de correlacionar as intensidades dos raios X
caracteristicos (numero de fotons emitidos por unidade de tempo) emitidos pelos
elementos quimicos de uma amostra (de um tipo qualquer de matriz que se deseja
analisar), a medida que a mesma é submetida a um sistema adequado de excitacao.

Em pesquisas realizadas com a técnica EDXRF, é primordial que se
tenha o conhecimento da aplicacdo da equacéo dos parametros fundamentais da
fluorescéncia de raios X para a quantificacdo dos elementos que compde a amostra
(NASCIMENTO FILHO, APPOLONI, 2004). Levando em consideracdo todos esses
eventos probabilisticos visto na sessdo 4.4, pode-se chegar a equacdo matematica
denominada equacdo basica dos parametros fundamentais, a qual é dada pela

equacéo 4.16.
| =C S -A (4.16)

sendo | a intensidade liquida dos raios X (cps), C. a concentracdo do elemento
guimico i de interesse (em gramas por grama de amostra), S, a sensibilidade
analitica elementar (cps-g*-cm’) e A o fator de absor¢do da matriz (g-cm?),

referentes ao elemento i em questao.

A sensibilidade elementar S é obtida pela equacao:

S=r.w-f[1—l]c;-g (4.17)
j

onde r representa o coeficiente de absorcdo do elemento para o efeito fotoelétrico

na energia incidente (g*-cm?), wé o rendimento da fluorescéncia para raios X, f
corresponde a fragdo dos fétons emitidos como raios X K, (1-1/j) é a razéo de

jump no corte de absorcdo K, G representa o fator geométrico e por fim ¢ é a
eficiéncia do detector para a energia do raios X caracteristico emitido pelo analito.

A determinacao do fator de absorcdo A da amostra para o elemento

de interesse i, 0 qual é definido por meio da equacéo 4.18.
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onde O, € a densidade da matriz (g -cm’3), D € a espessura da amostra e ¥, € 0

coeficiente de absorcao de massa total que € dado pela equacéao 4.18.

g=ta K (4.18)

send, send

sendo L, e L4 os coeficientes de absor¢do de massa da matriz (g*-cm?) para a

energia dos fétons de excitagdo e dos fétons detectados, respectivamente, &, e %
correspondem aos angulos de radiacdo incidente e emergente em relacdo a
amostra.

Para amostras finas, como por exemplo, filmes finos, o fator de

absorcdo pode ser considerado A =1, pelo fato que a espessura tende ser zero

D—0. Ja para 0 caso de amostras espessas em que D — « 0 fator de absorgéo

pode ser reescrita como A = D" implicando que o usuéario verifique os demais

1 " Fo

fatores para que possa quantificar os elementos presentes em suas amostras.
4.5 LLD - LiMTE MiNIMO DE DETECCAO

O Limite minimo de deteccéo (LLD) é uma grandeza importante para
analises quantitativas. O LLD representa a menor quantidade (concentracdo, massa,
volume, etc.) que pode ser discriminada estatisticamente de uma medida em relacéo
ao background. Para toda a andlise qualitativa € de fundamental importancia
considerar esse limite, uma vez que, aos valores de intensidades menores que a
intensidade limite n&o é possivel atribuir confiabilidade na presenca do elemento que
a originou. Os LLD’s para a técnica de TXRF sdo menores que o da fluorescéncia
convencional, devido a trés fatores: baixa intensidade do background sob os picos
caracteristicos, fluxo da radiacédo priméria disponivel para a excitacdo da amostra é

mais efetivo e a proximidade entre a amostra e o detector de raios X. O valor do
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limite estd intimamente relacionado com o valor da sensibilidade elementar e o
comportamento do background (contagem de fundo).
O software do equipamento utilizado no presente trabalho realiza os

calculos relacionados sobre os LLD’S através da férmula 4.19.

3.C N
LLD, = =¥ (4.19)

onde C, é aconcentracdo do elemento i (elemento em questdo) mg/L, N, € a area
de fundo subjacente ao pico de fluorescéncia(N,, /t ,contagem liquida do fundo sobre
o tempo de medida) e N, € area do pico de fluorescéncia (N, /t , contagem liquida do

elemento sobre o tempo de medida). Essa equacao determina qual o valor minimo

da contagem que pode obter um grau de confiangca de 95%.

4.6 TXRF- FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL

A técnica TXRF € uma variante da técnica EDXRF. A principal
diferenca é a geometria entre o tubo de raios X e o detector. A TXRF baseia-se nos
fundamentos basicos do fenbmeno de reflexdo total de um feixe de luz, neste caso
um feixe de raios X. Em suma, quando um feixe de radiacdo monoenergético passa
de um meio (ar ou vacuo) e atinge uma superficie plana de um dado material, pode
ocorrer a refragdo, penetrando pelo material, ou a reflexdo, sendo refletido pela sua
superficie em um angulo refletido igual ao de incidéncia. Quando um feixe
monocromatico se propaga de um meio mais refringente para um meio menos

refringente com um angulo de incidéncia i maior que o angulo critico ¢, dado pela

lei de Snell, ocorre a refracéo, se o angulo de incidéncia for menor que o angulo
critico o feixe incidente ndo penetra no segundo meio, ou seja, ele é completamente
refletido ao meio de origem. A esse fendmeno, da-se o nome de reflexao total da luz,

conforme apresenta a Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Representacdo esquemaética da refracdo e reflexdo de um feixe

de radiacdo monoenergético em funcdo do angulo critico de incidéncia.

Fonte: Nascimento Filho (1999).

Os raios X séo incididos com um angulo rasante a superficie de tal
forma que ocorra a reflexdo total. Devido a esta reflexdo, a auséncia de
espalhamento pelo suporte reduz o espalhamento do feixe primario com uma
significante reducdo da radiagdo do fundo no espectro de pulsos produzidos pelo
detector. O feixe incidente ndo interage com o suporte, mas atravessa todo o filme
fino formado pela deposicdo da amostra, com isto ha grande probabilidade de
excitar os atomos da superficie da amostra gerando raios X caracteristicos cuja
fluorescéncia € detectada por detectores posicionados muito proximos a amostra.
(PRANGE, 1989). O efeito da reflexao total é aplicado para minimizar a intensidade
da radiacdo de fundo, obtendo uma melhora no sinal de fluorescéncia. A baixa
radiacdo de fundo resulta, principalmente, da menor profundidade de penetracao
com angulos inferiores ao angulo critico de reflexdo total (KLOCKEMKAMPER et al.;
1996). Outra caracteristica marcante do TXRF é a pequena distancia entre a
amostra e o detector, de apenas alguns milimetros, resultando em um angulo critico
grande, obtendo uma eficiente deteccdo do sinal de fluorescéncia proveniente da
amostra. A Figura 4.14 ilustra geometria de excitacédo/deteccédo da TXRF.

A técnica TXRF esta sendo muito utilizada nos ultimos anos e vem
sendo aplicada principalmente na analise de elementos tragos (na faixa de ppb) em
amostras liquidas da ordem de microlitros em aplicacdes de monitoramento
ambiental de metais pesados, em aerossois e em amostras bioldgicas. Esta técnica
apresenta muitas vantagens, entre elas é a excitagcdo da amostra, possui excelentes

niveis de deteccédo e detecta a maioria dos elementos da tabela periodica.
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5a1% i

Amostra SUPORTE

Figura 4.14 - Geometria de excitacédo/deteccao da TXRF, com linhas
continuas representando os raios X incidentes e espalhados, e os tracejados o0s

raios X caracteristicos.
Fonte: Cleto D.A.M. (2013), adaptado de Nascimento Filho (1999).

O angulo critico, a refletividade e a profundidade de penetracdo sao
trés parametros que seguem os principios da radiac&o eletromagnética, ocasionada
pelo efeito de excitagdo em XRF utilizando a reflex&o total.

O angulo critico € um parametro bastante relevante na TXRF, pois
depende da energia do feixe de raios X incidente e da densidade do material, assim
pode ser observado um valor de angulo critico para cada tipo de material para um
mesmo valor de energia do feixe incidente, sendo o indice de refracdo dado pela

equacao 4.20.

n=1-5-ip (4.20)

onde 6 € a parte real e representa a dispersdo do feixe que depende da
densidade do material e S a parte imaginaria, a qual representa a atenuagao na
matéria e possui dependéncia com o coeficiente de absor¢cdo do material. O

parametro 6 € representado pela equacao 4.21 e o parametro B pela equacéao

4.22.

5= el (4.21)
2zmc?
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p=+ (4.22)

sendo n a densidade eletronica, € e m a carga e massa do elétron,

respectivamente, C a velocidade da luz, u o coeficiente de atenuacdo e 1 o

comprimento de onda (GRIEKEN; MARKOWICZ, 2002). A densidade eletronica

pode ser determinada através da equacéo 4.23.

n = NupZ (4.23)

A
onde N, =6,023-10* &tomos-g* € 0 numero de Avogadro e p € a densidade do
material em g-cm™, Z € o nUmero atdbmico e A é o atomo-grama ou molécula-grama
do material (g-mol™). Os valores de 6 e B correspondem a pequenos valores, de

tal modo que modo que em geral g é bem menor que 10°. Podemos encontrar o

valor do angulo critico pela lei de Snell.
cosg, =1-6 (4.24)

expandindo em série para pequenos valores do angulo critico ¢, , pode-se escrever

a equacao 4.25.
¢ =25 (4.25)

Substituindo as equacgdes 4.21 e 4.23 em 4.25, obtemos a equacéao

do angulo critico.

99,1 [Zp
_ /_ 4.26
¢, E A (4.26)
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5 TESTES ESTATISTICOS

A andlise estatistica dos resultados obtidos em um determinado
estudo € uma ferramenta importantissima na validacdo desses dados, assim como
para a adequada extrapolacdo dos resultados obtidos para a populacdo estudada.

Nesse caso varios testes foram introduzidos nas andlises dos resultados obtidos.

5.1 TESTES DE NORMALIDADE

Na literatura, € possivel encontrar varios testes de normalidade
como D’Agostinho-Pearson, Kolmogorov-Smirnov, Cramér-von Mises, Anderson-
Darling e Shapiro-Wilk, que verificam se a distribuicdo de um conjunto de dados
segue uma distribuicdo normal (SANTOS, 2003).

Existem dois tipos basicos de distribuicdo dos dados: normal ou
anormal. A distribuicdo normal ou Gaussiana (relativo a Carl Gauss) apresenta uma
forma semelhante a uma curva em sino quando os dados continuos estdo dispostos
em uma curva de distribuicdo. Pode ser visto que os dados se concentram em torno
de uma média e se dispersam simetricamente a partir desse ponto central. Quando a
curva de distribuicdo dos dados n&o apresenta uma forma de sino é chamada de
assimétrica ou anormal. Se os dados apresentarem uma distribuicdo anormal, é
necessario escolher um teste ndo paramétrico ou transformar os dados em uma
distribuicdo normal, aplicando, como exemplo, uma transformacdo logaritmica
(Sheats 2002).

Cabe observar que, para um conjunto grande de amostras, as
diferencas entre os métodos sdo minimas, porém para pequenas amostras elas
podem ser significativas (MARTINEZ, 2004). O teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, também conhecido como teste W, é o mais adequado para nosso estudo, pois
€ um teste indicado para amostras com N<50, apesar de alguns autores atestarem
gue ele também pode ser usado para N>50 (CONOVER, 1980). Neste trabalho, os
testes estatisticos utilizados nas amostras de saliva e plasma foram obtidos com a

ajuda dos programas SPSS 24 (Statistical Package for Social Sciences).
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5.1.1 TESTE DE SHAPIRO-WILK

Esse teste, proposto em 1965 por Samuel Sanford Shapiro e Martin
Wilk, calcula uma estatistica W que testa se uma amostra aleatéria de tamanho N
provém de uma distribuicdo normal. Este teste estatistico é obtido dividindo o
guadrado de uma combinacdo linear apropriada da ordem estatistica da amostra por
uma usual estimativa de variancia simétrica, como mostra a equac¢éao 5.1.

Ao calcular o teste W, o programa SPSS fornece os valores da
estatistica com suas significancias (p- valor). Para serem aceitas pelo teste de W, as
distribuicbes precisam apresentar os valores da estatistica maiores que os valores
tabelados para a significancia de 5%, nivel estabelecido neste trabalho, e a

significancia fornecida pelo SPSS precisa ser superior a 5%.

W Jilij (5.1)

iZN_l:(xi )

onde x, sdo os valores da amostra e a, sdo constantes generalizadas das médias,

variancias e covariancias da amostra de tamanho N de uma distribuicdo normal.

5.1.2 DISTRIBUICAO LOGNORMAL

Os conjuntos de dados que ndo descreveram uma distribuicao
normal foram transformados para conjuntos de dados lognormais como mostra a
equacao 5.2, KUBALA KUKUS (2004) cita que € comum a concentracdo elementar
em materiais biologicos descreverem uma distribuicdo assimétrica, e mais
precisamente uma lognormal. O teste de Wilk foi aplicado novamente nas

distribuicbes para testar a distribuicdo transformada.

X =In(x) (5.2)
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5.2 TESTE T DE AMOSTRAS PAREADAS

Amostras pareadas sdo consideradas em planejamentos nos quais
medem 0s mesmos sujeitos, ou seja, dados pareados, onde a unidade € o0 seu
préprio controle. Este tipo de planejamento é utilizado quando se deseja determinar
o nivel de certa medida (peso, concentracdes sanguineas, etc.) antes e depois de
uma intervencao (dieta, tratamento medicamentoso, etc.) (ROSNER, 1995). O teste
€ apropriado para comparar as diferencas estatisticas significativas entre as médias
das amostras pareadas. Considerando que as medidas tenham distribuicdo normal,
a diferenca entre elas também tera distribuicdo normal, portanto as distribui¢des t
sdo apropriadas para testar a hipétese nula de que a média das diferencas é igual a
zero (ROSNER, 1995). O teste t pareado é dado pela equacao 5.3 com intervalo de
confianca de 95%.

d (5.3)

onde D é a média amostral da diferenca, . é o valor da hipétese nula, S, é o desvio

padrdo da amostra e n € o tamanho das amostras.

Para comparar as diferencas significativas dos conjuntos de dados
gque ndo descreveram uma distribuicdo normal, o teste usado foi de Wilcoxon
pareado, este € um método ndo paramétrico para comparacdo de duas amostras

pareadas.

5.3 CORRELACAO

Ao se estudar uma varidvel o interesse eram as medidas de
tendéncia central, dispersdo, assimetria, etc. Com duas ou mais variaveis além
destas medidas individuais também é de interesse conhecer se elas tém algum
relacionamento entre si, isto é, se valores altos (baixos) de uma das variaveis
implicam em valores altos (ou baixos) da outra variavel (BUSSAB, 1986). A analise
de correlacdo fornece a relacdo entre duas varidveis que resume o0 grau de

relacionamento linear entre as variaveis (LARSON e FARBER, 2010).


http://www.portalaction.com.br/estatistica-basica#desviopad
http://www.portalaction.com.br/estatistica-basica#desviopad
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A andlise de correlacao feita em uma tabela ndo mostra facilmente o
tipo de relacionamento que possa existir entre as duas variaveis. Para ter uma ideia
melhor, as variaveis sao distribuidas em um diagrama de dispersdo. A analise
grafica da relacdo entre variaveis € importante, mas nossos olhos podem ser
enganados por uma mudanca de escalas, ou pela quantidade de espaco em branco
em torno do aglomerado dos pontos. Deve-se, entdo, utilizar uma medida numérica
para suplementar o grafico, a essa medida humérica da-se o nome de coeficiente de

correlacao linear de Pearson, dado pela equacéo 5.4.

o nE(xy)=(2x)(Ty)
X (2x) 0Tyl (Ty.)

r

(5.4)

O coeficiente de correlacdo linear mede a correlacdo em estatistica
paramétrica, o valor de r € um numero que varia de -1 a +1 e sua interpretacao

dependera do valor numérico e do sinal, como segue na tabela 5.1.

Tabela 5.1- Coeficientes de Correlacéo.

Coeficiente de

correlacio Correlacao
r=1 Perfeita positiva
08<r<1 Forte positiva
0,5<r<0,8 Moderada positiva
0,1<r<0,5 Fraca positiva
0<r<0,1 infima positiva
0 Nula
-0,1<r<0 infima negativa
-0,5<r<-0,1 Fraca negativa
-0,8<r=<-0,5 Moderada negativa
-1<r<-0,8 Forte negativa
r=-1 Perfeita negativa

Fonte: Larson (2010).
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Em estatistica, a correlacdo de postos de Spearman € uma medida
ndo paramétrica, que foi utilizada para amostras que nao assumiram uma
distribuicdo normal. O coeficiente de correlacdo de Spearman € definido como o
coeficiente de correlagdo de Pearson entre variaveis classificadas em postos (Myers,
2013). O coeficiente p de Spearman varia entre -1 e 1. Quanto mais préximo estiver
destes extremos, maior sera a associacao entre as variaveis. O sinal negativo da
correlacdo significa que as variaveis variam em sentido contrario, isto é, as
categorias mais elevadas de uma variavel estdo associadas a categorias mais

baixas da outra variavel. O coeficiente p de Spearman é dado pela equacgao 5.5.

p=1-—21— (5.5)

em que n é o nimero de pares (x,y,) e d =(postos de x, dentre os valores de x)-

(postos de y, dentre os valores de y ). Se 0s postos de x Sao exatamente iguais

aos pontos de y , entdo todos os d. serdo zero e p sera l.
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6 MATERIAIS E METODOS

Para validacdo da metodologia de analise foram utilizados padrdes
certificados de agua (NIST 1640 e 1640e) provenientes do Instituto Nacional de
Padroes e Tecnologias (NIST, do inglés National Institute of Standards e
Technology). As amostras de saliva analisadas foram coletadas de atletas de futsal e

jiu jitsu e as amostras de plasma foram coletadas somente dos atletas de futsal.

6.1 Disco DE ACRILICO UTILIZADO

O disco de acrilico utilizado para as andlises das amostras de saliva
no sistema TXRF é do tipo pastilha cilindrica com diametro de 3 cm e espessura de
3 mm, fornecido pelo fabricante do sistema, a empresa Bruker S.A (Atibaia, Brasil).
Esses discos possuem peliculas protetoras para nao haver contaminacdo do
mesmo, as quais sao retiradas antes da deposicdo das amostras para andlise. Para
a deposicdo da amostra, a pastilha de acrilico é colocada sobre um suporte que
contém uma marca no centro. A Figura 6.1 apresenta o disco de acrilico e seu
suporte para deposicéao.

Foram realizadas medidas no disco de acrilico juntamente com o
padrdo de Ga depositado sobre o mesmo, a qual sera chamada de branco. Branco
de amostra € uma matriz igual a da amostra, mas sem as substancias que vocé
deseja analisar. Serve para verificar se existem interferéncias no procedimento
analitico. Utiliza-se o branco para fazer a subtracdo dos elementos pré-existentes no
disco de acrilico dos elementos encontrados nas amostras. Os elementos
identificados foram: potassio, enxofre e argbnio. O elemento argbnio, sendo ele
inerte e presente no ar esta dentro do sistema, pois o sistema n&o esta em vacuo,
nesse caso o Ar foi medido juntamente com os outros elementos identificados nas
amostras estudadas. Portanto, nas andlises de todas as amostras o Ar foi

desconsiderado.
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Figura 6.1 — (a) Disco de acrilico, (b) suporte para deposi¢céo das amostras e

(c) suporte para secagem e armazenagem das mesmas.

Fonte: Elaborada pela autora

6.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Neste trabalho analisaram-se amostras de sangue e saliva de
atletas de futsal submetidos a um teste fisico agudo. Amostras de saliva foram
coletadas de atletas de jiu jitsu (masculino) submetidos a um periodo de 8 semanas

de treinamento preparatoério para competicao internacional.

6.2.1 COLETAS DAS AMOSTRAS DE SALIVA E SANGUE DOS ATLETAS DE FUTSAL

Foram coletadas 13 amostras de saliva e 12 amostras de sangue, de
uma equipe profissional de futsal que disputou a série prata do campeonato
paranaense de futsal (segunda divisdo do campeonato paranaense). Os jogadores
compareceram ao laboratério de fisiologia do clube, ao qual a equipe esta vinculada,
para caracterizacdo da amostra. A amostra foi composta de atletas com peso médio
de 71,4 £ 7,2 Kg, idade média de 26,4 + 7,8 anos e altura 1,75 + 0,06 metro como
apresenta a tabela 6.1. As coletas de amostras foram realizadas no periodo da

manh& com aproximadamente 48 horas sem realizarem exercicios.



Tabela 6.1- Dados da altura, peso e idade dos atletas de futsal.

Atletas Altura Peso Idade

(m) (kg) (anos)
1 1,85 87,7 22
2 1,74 68,9 39
3 1,84 73 39
4 1,76 78,7 30
5 1,81 71 21
6 1,75 65,8 19
7 1,69 63,2 28
8 1,77 70,2 20
9 1,72 62,1 39
10 1,61 66,5 22
11 1,72 75,1 23
12 1,79 79 21
13 1,74 67,2 20
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Primeiramente foram coletadas amostras de saliva e logo em

seguida amostras sanguineas. Todos os individuos apresentaram boa saude

periodontal. As amostras foram coletadas em duas etapas: 12 etapa, 2 horas apos o

almoco, nao realizando o controle de desidratacdo e dieta, no qual esta etapa foi

chamada de (pré) e a 22 etapa: momento apo6s a simulacdo do jogo chamada de

(p6s), como apresenta a Figura 6.2. As amostras de saliva ndo estimulada foram

coletadas por expectoracdo em frascos esterilizados, durante 2 minutos apos 0s

sujeitos apresentarem suas bocas enxaguadas com agua deionizada duas vezes. As

amostras de saliva foram centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos para

separar 0s sobrenadantes, o qual foi armazenado em aliguotas de aproximadamente

1 ml usando micropipetas e ponteiras descartaveis e mantidas a -20°C até a analise.

| | | | |

Figura 6.2- Apresenta a logistica da coleta das amostras de futsal.

Fonte: Elaborada pela autora.

45 minutos
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As coletas de plasma foram coletadas de treze atletas, sendo que
uma amostra foi descartada por hemdlise durante a centrifugacéo.
Aproximadamente 5 ml de plasma foram coletados na fossa antecubital do brago dos
jogadores por meio do método a vacuo em Vacutainer® (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA), com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético). Apos a
retirada, as amostras de plasma foram transportadas ao laboratério e centrifugadas
por 10 minutos a 5000 rotacdes por minuto (rpm) para separar o plasma, o qual foi
armazenado em aliquotas de aproximadamente 1 ml usando micropipetas e

ponteiras descartaveis e mantidas a -20°C até a analise.

6.2.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE SALIVA Dos ATLETAS DE Jiu JiITsu

Foram avaliados 12 atletas de jiu jitsu de faixa roxa, marrom e preta.
Os atletas tinham no minimo 6 anos de experiéncia na prética de jiu jitsu, tendo
participado de campeonatos estaduais e/ou nacionais, entre os anos de 2015 a
2017. Os individuos foram submetidos a exame bucal, para deteccdo de lesBes
inflamatorias agudas ou crénicas e focos de infec¢cdo bucal que possam alterar os
niveis de marcadores biolégicos observados em saliva. Foram excluidos individuos
com periodontite crbnica, lesdes cariosas ativas e sob risco de desenvolver
abscessos bucais. Foram excluidos do estudo atletas que estavam fazendo uso de
medicamentos de uso continuo, esteroides, anabolizantes e suplementos
alimentares e atletas com lesdes musculo-esqueléticas e doencas que impecam a
realizacdo das sessfes de treinamento ou testes.

Os atletas compareceram a pelo menos 3 sessfes semanais de
treinamento técnico-tatico e 5 sessfes semanais de treinos fisicos, durante 7
semanas preparatorias para o0 campeonato Sul-Americano de jiu jitsu de 2015.

O procedimento de coleta de saliva foi 0 mesmo citado no item 6.2.1,
mas as etapas foram diferentes. Foram realizadas trés etapas: 12 etapa: antes do
periodo de treinamento preparatério para a competicdo (pré), 2 2 etapa: apos 4
semanas de treino (pos 1) e a 32 etapa: apds 8 semanas de treino (pos 2), fim do
periodo de preparacdo para a competicdo, como apresenta 0 esquema da Figura
6.3. As amostras foram coletadas entre 8 e 10 horas no periodo da manha em jejum

€ em repouso
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Todos os atletas (futsal e jiu jitsu) preencheram um termo de
consentimento livre esclarecido apos receberem todas as informacdes a respeito do
projeto. Os procedimentos foram realizados apds aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos. O termo de consentimento e aprovacdo do

comité de ética encontra-se no Apéndice A2.

] ] ] ] ]
Figura 6.3- Apresenta a logistica da coleta das amostras de jiu jitsu.
Fonte: Elaborada pela autora.

6.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A aliquota de 1 ml que estava a temperatura de -20°C foi
descongelada em temperatura ambiente. Apos o0 descongelamento as amostras
estavam em sua fase liquida, com isso foi retirado com a ajuda de uma micropipeta
e ponteiras descartaveis estéreis 10 uL de saliva. Essas amostras foram colocadas
sobre o disco de acrilico, que contém dois lados utilizaveis, a superficie de cada lado
continha uma pequena marcacdao referente aos nimeros dos atletas para diferenciar
as amostras (pré) das amostras (p0s). Sobre a amostra de saliva foi depositado
10 uL de padréo galio com concentracdo de 5 mg/L, ver Figura 6.4. Em seguida os
discos de acrilico foram colocados em um suporte, o qual foi confeccionado para
secagem das amostras e armazenagem das mesmas até analise de TXRF. Para a
manipulacdo de todo o procedimento de preparacdo das amostras foram usadas
mascara e luvas sem talco.

O suporte com os discos de acrilico foi colocado em uma estufa para
secagem com temperatura aproximada de 55 °C com um tempo aproximado de 35
minutos de secagem. O procedimento usado nas amostras desse trabalho foi
baseado ao procedimento descrito por (CALLE, 2013), o qual é chamado de
procedimento direto sem tratamento, o0 mesmo procedimento foi realizado nas

amostras NIST.
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Figura 6.4 — Esquema representativo em ordem de etapas.
Fonte: Elaborada pela autora.

6.4 AMOSTRAS CERTIFICADAS DE AGUA

A fim de verificar a precisdo e acuracia do equipamento de TXRF
foram utilizadas as amostras certificadas de agua NIST 1640 e 1643e. As amostras
certificadas seguiram o mesmo procedimento de preparacdo das amostras do

trabalho, as concentracGes obtidas e certificadas sé&o apresentadas sessao 7.

6.5 SISTEMA DE FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL (TXRF)

Com o objetivo de obter analises qualitativas e quantitativas dos
elementos presentes nas amostras de saliva e sangue, foi utilizado o sistema de
bancada S2 PICOFOX da Bruker S.A, a Figura 6.5 ilustra o sistema. O sistema
encontra-se no Laboratorio de Fisica Nuclear Aplicada (LFNA) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL).

Figura 6.5- Sistema de TXRF, a) espectrometro e b) computador.
Fonte: Elaborada pela autora.
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O tubo de raios X com foco em linha reta opera com uma poténcia
de 30 W, voltagem de 50 kV, corrente de 602 pA e alvo de Mo. Possui um
monocromador de Ni/C, 17,5 KeV com 80 % de refletividade, seu detector

correspondente é de silicio drift (Si-Drift, XFlash®), com area util de 10 mm* e

resolucdo de 150 eV. O feixe que colide com a amostra possui um angulo <0,1°.

O computador utilizado para obtencdo dos espectros possui 0
software SPECTRA ja instalado, disponibilizado pelo fabricante do TXRF. O software
€ responsavel por coletar toda informacéo proveniente da eletronica e, por fim, gerar
um espectro de energia para andlise, com ele pode modificar o tempo de irradiacao
na amostra, introduzir elementos identificados, desconvolug&o de picos sobrepostos
e outros fatores. Além das concentracbes de cada elemento o software também
disponibiliza os seguintes valores: background (contagem de fundo), desvio padrao
(sigma), ajuste realizado pelo software no espectro medido (Chi) e o limite minimo
de deteccdo ja informado no item 4.5. O valor do sigma informado pelo sistema é

dado através da férmula 6.1.

§=N, +2N_ (6.1)

onde N, € a contagem liquida do elemento i de interesse, N,, é a contagem da area

do fundo. O parametro estatistico que indica a qualidade do ajuste “fit” € dado pela

equacéo 6.2.

2

7= in HZZ5—1_2(yi -y (i) (6.2)

2 1 i=n

sendo n, e n, o intervalo do pico de energia do elemento analisado, y, a contagem

medida e y (i) a contagem obtida pelo ajuste. A Figura 6.6 indica as variaveis n,, n,,

y, e y(i).
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Figura 6.6 — Pico do elemento Ni.
Fonte: BRUKER, S2 Picofox.

6.5 MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR REFLEXAO TOTAL

O sistema (eletronica e tubo de raios X) foi ligado uma hora antes
das analises para estabilizacdo do mesmo, logo apds a estabilizacdo foi realizada a
calibrac&o do sistema e as medidas das amostras.

As medidas das amostras ja secas foram realizadas com um tempo
de irradiacdo de 1000 s para todas as amostras de saliva (futsal e jiu jitsu) e sangue
(futsal). Todos os discos com suas respectivas amostras foram rotacionadas
manualmente em cerca de 120° no préprio suporte do sistema para realizar a

triplicata, resultando em 3000 s medidos por amostra.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo mostrados os resultados obtidos por
Fluorescéncia de Raios X por reflexdo total (TXRF) para os experimentos realizados
com amostras de saliva dos atletas de futsal e jiu jtsu e amostras de plasma dos

atletas de futsal.

7.1 ELEMENTOS MEDIDOS

As concentracfes elementares medidas pelo método TXRF foram
determinadas a partir da area do pico de cada elemento em relacdo ao padrao
interno Ga, como mencionado no item 4.6. Os elementos medidos nas amostras de
saliva e sangue foram: P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Br, Rb, Hg e Pb.

7.2 AMOSTRAS CERTIFICADAS NIST 1640€e

Os resultados das medidas do padrédo certificado de agua NIST
1640e estdo apresentados na tabela 7.1, respectivamente. A amostra NIST seguiu 0
mesmo procedimento de preparacdo das amostras utilizadas neste trabalho, como
mencionado na sessdo 6.3. As medidas foram feitas em triplicatas e tempo de
aquisicdo de 1000s, resultando em tempo final de 3000s para cada amostra. As
concentracfes sao apresentadas em (ug/L) devido a concentracdo traco de varios
elementos.
De maneira geral, como esperado as recupera¢cOes dos elementos foram
satisfatorias tendo variado de 89 a 114%, com excecdo do Zn que obteve valor de

recuperacao superior a 120% e do Rb valor inferior a 80%.

Tabela 7.1 — Concentracbes (ug/L) das amostras certificadas e medidas NIST
1640e.

Certificado Medido
Elementos Conc. (ug/L) Desvio (ug/L) Conc. (ug/L) [()fgs/\;.JS, LLD (ug/L) Recuperacéo
K 2034 29 1808 16 7,3 89%
Ca 32300 1100 32888 95 4 102%
Mn 38,97 0,45 40 0 0 103%
Fe 98,1 1,4 112 4 0 114%
Cu 22,76 0,31 22 2 0 97%
Zn 78,5 2,2 172 1 0 219%
Rb 14 0,18 6 1 2 42%
Pb 20 0,21 21 2 0 105%
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7.3 Amostras De Saliva Dos Atletas De Futsal

As concentragdes elementares das triplicatas de saliva (pré e pos)
de cada atleta podem ser vista no Apéndice Al. A Figura 7.1 mostra um exemplo de
espectros de TXRF de um atleta para as amostras de saliva (pré e po0s),

respectivamente.

® Pre
am Pds
PESHCI
S Ca
Ga
Fe

Hg

Mn Cu

Figura 7.1 — Exemplo de espectros das amostras de saliva (pré e pés) de um
atleta de futsal.

Fonte: Elaborada pela autora.

A taxa do fluxo salivar foi analisada para verificar se houve um
aumento ou diminuicdo do mesmo apos o exercicio fisico, essa taxa foi encontrada
através do volume de saliva expectorada por um tempo de 2 minutos. Foi verificado
gue o fluxo salivar diminuiu (P < 0,01, teste t pareado) a partir de 2,05 £ 0,93 ml/min
(pré) para 1,51 + 0,75 ml/min (pés), esse fato pode estar associado a ativacdo do
sistema nervoso simpatico. Mesmo com a taxa de fluxo salivar reduzida apos o
exercicio, nenhuma alteracdo significativa na concentracdo dos elementos foi
observada.

Todas as amostras de saliva apresentam os elementos P, S, Cl, K,
Ca, Fe, Cu, Zn, Br e Rb. Os elementos que ndo foram encontrados em todas as
amostras estdo descritos a seguir juntamente com a taxa encontrada sobre o total de

amostras. O Ti foi detectado em 11 amostras (pré e pds). Mn foi detectado em 10
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amostras (pré e poés). Para o elemento Pb foram 1 amostra (pré e pos). Hg foi
observado em 6 amostras (pré) e 3 amostras (pos).

Os conjuntos de dados passaram pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, este teste permite verificar se a distribuicdo de um conjunto de dados
descreve uma distribuicdo normal para valores de W >0,866. A tabela 7.2
apresenta os dados do teste de Shapiro-Wilk para todos os elementos encontrados
nas amostras de saliva dos atletas de futsal, referentes as médias dos elementos
acompanhado dos desvios padréo, p-valor, teste W e o coeficiente de variacéo. Pré
significa amostras que foram coletadas antes da simulagcdo do jogo de futsal e pés
significa amostras que foram coletadas ap6s a simulagcéo do jogo. Podemos afirmar
com nivel de significancia de 0,05 que os elementos P, K, Ca, Mn, Cu, Zn, Br, Rb e
Hg (pré) e os elementos P, Ca, Br e Hg (p6s) provém de uma populacdo normal,
esses elementos passaram no teste de normalidade. O elemento Pb ndo possui
valores suficientes para realizar o teste de normalidade. A amostra p6s do individuo
9 para o elemento Cl possui uma variacdo mais elevada em relacdo as demais

amostras, devido a esse fato o valor do desvio estd alto.

Tabela 7.2 — Teste de normalidade, (pré) significa antes da simulacdo do jogo e
(p6s) significa apods a simulacdo do jogo. P-valor é a probabilidade de significancia,

W teste de normalidade de Shapiro-Wilk e CV coeficiente de variacdo dado em

porcentagem.
Pré(mg.|™")" P-valor W CV % Pés (mg.l?') P-valor W CV%
P 99,32 + 4,07 0,51 0,94 24,69 98,83+ 2,28 0,16 0,91 34,78

S 41,80+2,83 0,04 086 61,72 37,70+1,37 0,0006” 0,70 63,67

Cl 95,65+ 15,64 0,04 0,86 9586 233,40+4058 0,0008" 0,72 127,68
K 467,50 £ 25,72 0,96 0,96 20,24 459,40 + 33,85 0,02" 0,83 41,08

Ca 2535+1,60 046 0,94 4159 2857+1,20 0,23 0,92 4733
Ti 0,40 +0,26 0,002° 0,74 142,70 0,32+059 <0,0001"" 0,49 193,06
Mn 0,07 +0,01 0,19 0,89 50,19 0,10 +0,01  <0,0001"" 0,58 139,88
Fe  2,06+0,27 0,044 0,86 10514 1,58+0,14 0,01 0,81 103,10
Cu 0,049 + 0,004 027 0,92 6027 0,032+0,001 0,02 0,85 67,05
Zn  0,36+0,02 013 0,9 6565 0,37+0,02 0,009 0,81 83,37
Br  1,35+0,08 099 0,99 3475 1,19+0,15 0,05 0,87 64,64
Rb 0,84 +0,05 059 095 2728 0,89+0,17 0,03 0,85 49,64
Hg 0,13 +0,007 027 0,88 4153 0,10+0,08 0,25 0,85 36,64
Pb 0,12 +0,06 - - - 0,19 +0 - - -

*Média + desvio-padrao.
*Elementos que ndo passaram no teste de normalidade.
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Os elementos que ndo passaram no teste de normalidade para as
amostras (pré) foram: S, Cl, Ti, Fe e para as amostras (p6s) foram: S, ClI, K, Ti, Mn,
Fe, Cu, Zn, Rb, esses conjuntos de dados foram transformados para dados
lognormais. ApoOs a transformacdo, os conjuntos de dados lognormais foram
novamente testados pelo teste de Shapiro-Wilk. A tabela 7.3 apresenta somente os
dados lognormais acompanhados do desvio padrdo, p-valor, teste de normalidade

W. Todos os conjuntos de dados lognormais passaram pelo teste de normalidade.

Tabela 7.3 — Teste de normalidade para conjunto de dados lognormais, (pré)
significa antes da simulagdo do jogo e (p6és) significa ap6s a simulagéo do jogo. P-

valor é a probabilidade de significancia, W teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

Pré(mg.|™")" P-valor W Pés (mg.l")* P-valor W
S 3,56 £ 0,60 0,15 0,90 3,49 £ 0,49 0,13 0,89
Cl 3,95+1,36 0,24 0,92 447 +1,74 0,08 0,88

K - - - 6,06 + 0,36 0,55 0,95
Ti  -1,21+1,05 094 051 -1,66+1,03 0,15 0,89
Mn - - - -2,75+0,94 0,28 0,91
Fe -0,18+1,66 0,12 0,89 -0,06+1,13 0,60 0,95
Cu - - - -3,65 + 0,66 0,47 0,94
Zn - - - 1,29 +£0,80 0,50 0,94
Br - - - 1,20 +0,80 0,05 0,87
Rb - - - -0,20 £ 0,44 0,82 0,97

"Média + desvio-padréo.

Como as amostras de saliva (pré e p6s) medem os mesmos sujeitos,
o teste t pareado foi usado com intervalo de confianca de 95% para comparar as
diferencas estatisticas significativas das médias. A Figura 7.2 apresenta os valores
referentes ao p—valor do teste t pareado para os conjuntos de dados que passaram
no teste de normalidade. Podemos notar que 0s elementos que possuem uma
diferenca estatistica entre amostras (pré e pos) sao: K, Mn, Cu, Zn, Br e Rb.

A Figura 7.2 mostra a comparacdo das concentracbes dos
elementos identificados na saliva de cada atleta (pré e pés). Os atletas 3 e 9 foram
0S gque obtiveram uma maior variacdo nas amostras pés de alguns elementos em
relacdo aos demais atletas. Podemos verificar nos graficos que o elemento que
possui a concentracdo mais elevada em relacdo aos demais é o elemento K, o

segundo mais elevado é o Cl. Os p-valores indicam quais elementos obtiveram
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diferencas significativas entre as amostras pré e pos com nivel de significancia de
0,05.
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Figura 7.2 — Grafico referente a comparacao das concentracfes das

amostras de saliva de cada atleta (pré e pos).

Fonte: Elaborada pela autora

7.4 AMOSTRAS DE PLASMA Dos ATLETAS DE FUTSAL

As concentracdes elementares das triplicatas de plasma (pré e pos)
de cada atleta, realizadas durante as medidas podem ser vistas no Apéndice Al. A
Figura 7.3 mostra um exemplo dos espectros de TXRF para as amostras de plasma

(pré e pds), respectivamente.
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kev-

Figura 7.3 — Exemplo de espectros das amostras de plasma (pré e pés) deum

atleta de futsal.

Fonte: Elaborada pela autora

Os elementos P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Se, Br e Rb estiveram
presentes em todas as amostras (pré) e (pés) do plasma. Os elementos que nao
foram encontrados em todas as amostras estdo descritos a seguir juntamente com a
taxa encontrada sobre o total de amostras. Mn foi detectado em 11 amostras (pré) e
10 amostras (p6s), Hg foi detectado em 4 amostras (pré) e 1 amostras (pés), Pb foi
detectado em 3 amostras (pré) e 5 amostras (pos).

Os elementos identificados passaram pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk como foi realizado anteriormente com o conjunto de dados das
amostras de saliva. A tabela 7.4 apresenta os dados do teste de Shapiro-Wilk para
todos os elementos identificados nas amostras de sangue (plasma) dos atletas de
futsal, referentes as médias dos elementos acompanhado dos desvios padréo, p-
valor, teste W e o coeficiente de variagdo. Pré significa amostras que foram
coletadas antes da simulacdo do jogo de futsal e pos significa amostras que foram
coletadas ap0s a simulacdo do jogo. Podemos afirmar com nivel de significancia de
0,05 para as amostras (pré) os elementos P, S, Cl, K, Ca, Mn, Cu, Se, Br, Hg e Pb e

para as amostras (p6s) os elementos Mn, Zn, Se provém de uma populagcédo normal,

esses elementos passaram no teste de normalidade para valores de W >0,866
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Tabela 7.4 — Teste de normalidade para o conjunto de dados das amostras de
plasma, (pré) significa antes da simulacao do jogo e (p6s) significa apds a simulacao
do jogo. P-valor é a probabilidade de significancia, W teste de normalidade de

Shapiro-Wilk e CV coeficiente de variagdo dado em porcentagem.

Pré(ug.l")* P-valor W CV% P6s(uglh)* P-valor W CV%

P 14,53 + 2,63 0,24 091 29,29 13,56 + 1,22 0,64 0,95 39,36
S 148,03 +13,17 1,00 099 19,85 124,23 + 6,89 0,93 0,97 15,08
Cl 74158 +84,61 0,69 095 3532 694,12 +37,15 0,79 0,96 24,31
K 409,62+ 35,74 0,05 0,86 50,50 353,60 + 15,66 0,06 0,86 19,45
Ca  31,85+1,02 0,53 0,94 14,80 33,75+ 0,68 0,61 0,95 10,81
Mn 0,12 + 0,02 0,34 0,92 14,80 0,09 + 0,02 0,006 0,77 10,81
Fe 1,11 + 0,02 0,001 0,70 68,82 0,89 + 0,03 0,14 0,90 30,20
Cu 0,46 + 0,01 0,25 0,92 18,79 0,51 + 0,01 0,33 0,93 28,93
Zn 0,80 + 0,01 <0,0001”" 0,63 79,80 0,93 + 0,02 <0,0001™" 0,66 92,01
Se  0,0310 + 0,0007 0,19 0,87 86,50 0,030 + 0,003 0,001" 0,81 92,55
Br 0,94 + 0,07 0,18 091 39,52 1,08 + 0,02 0,31 0,92 23,39
Rb 0,29 + 0,03 <0,0001"" 0,63 5444 0,25+ 0,01 0,41 0,93 20,33
Hg 0,14 + 0,01 0,35 0,88 39,02 0,01 +0,01 - - -

Pb 0,151 + 0,005 0,41 0,91 44,39 0,09 + 0,008 0,36 0,89 32,43

"Média + desvio-padréo.
*Elementos que ndo passaram no teste de normalidade.

Os elementos que ndo passaram no teste de normalidade para as
amostras (pré) foram: Fe, Zn, Rb e para as amostras (p6s) foram: Mn, Zn, Se. Esses
conjuntos de dados foram transformados para conjuntos de dados lognormais. Apos
a transformacgao os conjuntos de dados lognormais foram novamente testados pelo
teste de Shapiro-Wilk. A tabela 7.5 apresenta somente os dados lognormais
acompanhados do desvio padréo, p-valor, teste de normalidade W. Os elementos
gue nao passaram no teste de normalidade para os conjuntos de dados
transformados (lognormais) foram: Rb para amostras (pré) e Mn, Zn e Se para as

amostras (p6s).
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Tabela 7.5 — Teste de normalidade para conjunto de dados lognormais das amostras
de plasma, (pré) significa antes da simulacdo do jogo e (pds) significa apos a
simulagdo do jogo. P-valor € a probabilidade de significancia, W teste de

normalidade de Shapiro-Wilk.

Pré(ug.|™h" P-valor W Pés (ug!™h" P-valor W
Mn - - - -2,1+0,3 0,01 0,81
Fe -0,04+0,54 0,25 0,92 - - -
Zn -0,39 £ 0,55 0,07 0,87 -0,31+0,66 0,02° 0,83
Se - - - -3,5+0,19 0,04 0,85
Rb -1,30+0,40 0,03° 0,84 - - -
“Média * desvio-padrao.

Como as amostras de plasma (pré e p6s) medem 0s mesmos
sujeitos, o teste t pareado foi usado com intervalo de confiangca de 95% para
comparar as diferencas estatisticas significativas das médias. A Figura 6.5 apresenta
os resultados referentes do p-valor do teste t pareado para os conjuntos de dados
gue passaram no teste de normalidade. O elemento Rb para o conjunto de dados de
amostras (pré) e os conjuntos de dados dos elementos Mn, Zn e Se ndo passaram
no teste de normalidade mesmo com a transformacao lognormal, estes conjuntos de
dados passaram pelo teste de Wilcoxon pareado e seus dados estdo apresentados
na Figura 7.4. Nao h& casos validos suficientes para executar o teste de postos
assinados por Wilcoxon para Hg, nenhuma estatistica é calculada. Podemos verificar
através do teste t pareado e do teste de postos assinados por Wilcoxon, que os
elementos Fe, Se, Rb obtiveram diferencas significativas entre as amostras (pré e
pos).

A Figura 7.4 mostra a comparacdo das concentracdes dos
elementos identificados no sangue (pré e pos) dos atletas de futsal. Podemos
verificar que os elementos P, S, Cl, K, Mn, Fe, Se, Rb e Hg apresentaram uma maior
concentracdo no momento pré do que pés. Os elementos Ca, Cu, Zn, Br e Pb

apresentaram uma diminuicdo no momento pré do que pos.
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Figura 7.4 — Grafico referente a comparacao das concentracdes

das amostras de plasma (pré e p6s) dos atletas de futsal.
Fonte: Elaborada pela autora.

7.4.1 CORRELACAO SALIVA E PLASMA (PRE E POS)

As correlagOes analisam a relacéo entre variaveis, quando estas sao
guantitativas ou também as ordens de variaveis, como nas ordinais. Se ambas as
variaveis, dependente e independente, forem quantitativas e cumprirem com 0s
restantes requisitos da estatistica paramétrica, vistos anteriormente, pode-se entao

utilizar o r de Pearson. Caso os dados ndo apresentem normalidade podemos
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aplicar o teste de Spearman. Foi realizada a correlagédo dos conjuntos de dados das

amostras de saliva e sangue (pré e poés).

7.4.2 CORRELAGAO SALIVA E PLASMA (PRE)

A correlacdo entre as amostras de saliva e plasma (pré) estéo
apresentadas na Figura 7.5. De acordo com a tabela 5.1 de coeficientes de
correlacdo citada na secdo 5 podemos descrever a analise dos graficos da Figura
7.5 e 7.6. A concentracdo do elemento P das amostras de plasma possui tendéncia
de correlagdo moderada positiva com a concentracdo das amostras de saliva.
Portanto, quanto maior a concentracao na saliva maior a concentracao no plasma. O
P é liberado na saliva por transporte ativo de ions em ductos salivares, a
concentracdo do P na saliva € maior do que no plasma (Proctor, 2016; Proctor e
carpinteiro, 2014; Tobey e Anslyn, 2003). Rodrigues et al., 2016 verificou que as
concentracbes de plasma e saliva ndo séo correlacionados. Alguns autores
relataram que um ataque agudo de exercicio de alta intensidade pode aumentar os
niveis circulantes de P em atletas jovens (Karakukcu et al, 2013; Nishiyama et al.,
1988). Enquanto outros autores demonstraram a redu¢éo dos niveis de compostos
contendo fésforo (fosfatos) apds um esforco extremo de uma ultramaratona (Zanchi
et al.,, 2017). No presente estudo, os niveis de P estavam sob o limite de deteccao
da técnica TXRF.

Os elementos S, Fe, Cu e Rb possuem tendéncia de correlacao
fraca positiva. A concentracdo do elemento Cl das amostras de plasma possui
tendéncia de correlagdo moderada negativa com a concentragdo das amostras de
saliva. Portanto, quanto menor a concentragcédo na saliva menor a concentragdo no
plasma. O enxofre esta envolvido no metabolismo aerébio, perfil lipidico, estatus
antioxidante e resisténcia a fadiga do musculo nos estudos de animais e humanos
(Elshorbagy et al., 2012; Ferreira et al, 2011; Ito et al, 2014; Speich et al., 2001). No
presente estudo, observou-se uma diminuicdo nédo significativa na concentracao de
fons de S no plasma e na saliva, sugerindo que as concentracfes nao foram
significativamente alteradas por uma partida de futsal. Isto € interessante, pois
alguns autores sugerem a utilizagcdo desses compostos contendo enxofre para
diminuir a fadiga, dor e estresse oxidativo induzido por sessfes de exercicios de alta
intensidade (Ferreira et al., 2011; Soria et al, 2014; Withee et al., 2017). O
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monitoramento de S na saliva pode ser avaliado com cautela, pois pode ser
passivamente liberado pelas glandulas salivares, mas varias bactérias orais
produzem e metabolizam compostos contendo enxofre. Além disso, o tabagismo,
célculo dental e halitose foram associados com o aumento dos niveis de ions de S
na saliva (Krespi et al., 2006; Poles et al., 2016).

O elemento Fe tem sido monitorado em atletas como um marcador
biologico do metabolismo de energia e anemia (Badenhorst et al, 2015; Ishibashi et
al., 2017). Baixa concentracao de ferro sérico tem sido descrita em atletas de rugby
durante periodos de temporada (Clarke et al.,, 2017), ou durante periodos de alta
formacédo em corredores de longa distancia e triatletas (Coates et al., 2017; Ishibashi
et al.,, 2017). No presente estudo, os esforcos fisicos ndo foram considerados
intensos e nao foram significativamente alterados os niveis circulantes de ferro. Taxa
de concentracdo e secrecdo salivar também n&o eram afetam e ndo se
correlacionam com os niveis circulantes.

Os elementos K, Ca, Zn e Rb possuem tendéncia de correlacéo
fraca negativa. O elemento K foi detectado em todas as amostras de saliva e plasma
sugerindo que TXRF € um bom método para monitorar este marcador. A liberacdo
do K é associada a fadiga muscular devido a deficiéncia Na*K* durante esforgos
intensos e maior liberacdo de K™ ao contrair os misculos esqueléticos (Atanasovska
et al, 2014; Goodman et al., 2014). A concentracao salivar de K nao foi alterada pelo
atague agudo de exercicio.

O célcio é um elemento envolvido em varias vias de sinalizacdo
celulares e homeostase 6ssea. Alguns estudos tém demonstrado que um ataque
agudo de exercicio (treino de boxe) ou um esforco fisico extremo (tal como uma
ultramaratona) pode ter uma maior circulacdo de niveis de Ca (Karakukcu et al,
2013; Zanchi et al.,, 2017). Por outro lado, nenhuma mudanca significativa foi
observada em jogadores de basquete, depois de um periodo intenso de treinamento
(Zhao et al., 2015). Avaliar o elemento Ca na saliva pode ser mais impreciso para
monitoramento de atletas do que a retirada de sangue. O elemento Ca, bem como o
P, é ativamente secretado na saliva e é essencial para a protecdo de erosdo de
dentes e caries.

Ti foi identificado apenas em amostras de saliva e pode estar

relacionada a contaminacdo de amostras de saliva de produtos odontolégicos. Por
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outro lado, algumas amostras de saliva e plasma apresentaram baixos niveis de Pb
e Hg sugerindo que alguns atletas foram exposto a contaminantes ambientais.

Os elementos P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Zn, Cu, Br e Hg foram
correlacionados através do teste r de Pearson e o elemento Rb foi correlacionado
através do teste de Spearman. Podemos verificar que os elementos Mn, Fe, Cu e Br

possuem uma correlacdo quase nula. Hg tem alta correlag&o positiva.

240 s
26 - P r=0,70 r=0,37

24 ] 220 4
224 200 4

180

N
o
1

18
16 %

12 4

160

——

140

i
I
1

120 % %

100 }

Concentragdo mg/L (Plasma)
153
L

Concentragdo mg/L (Plasma)

o o«
1 L
®
o
1

T T T T | T T
60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100
Concentragdo mg/L (Saliva) Concentragdo mg/L (Saliva)
1400 al
r=-0,65
K r=-0,34
§ 1000

1200 .
5 —~
£ <
& 1000 [1 £ 800+
o o
~ o
= = s
g 800 E g 600
° £
lg ] x§ | ] E
S 600 & 400 i %
c =1
5 5 } f
g ‘ S % [
8 400 S 200 .

S '
200 T T T T 1 0 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Concentragao mg/L (Saliva) Concentragdo mg/L (Saliva)



75

L
- o
o~
o n o - r
g S rS
Ov o
1l Lo v b 3 L
- I >
— - le © <
w o = 1"
Lo =2 8 - L
& e -
= .:Ou,ﬂ
L] - [
Fe B L m
m L}
. = LS8
- ] - ° o r
Lo © ©
@ & 5
w = = c
< S F2 © o L
2 ° 8 &
o € L] 5]
3 Lo © L
o
- r -
L}
L ] - -
Ll K=} HH
| ] |-
o HH -
=2
T T T T T T T 5 o S 0 S o e T T T T T T T
n o wn o n o n o - - 3 S . - -

) > ] > ) > ) 3 o © ~ @ o % o o o
w ® o o 4 4 o o @ o ~ - - ° ° S 8 8 8 o S & o o
(ewse|d) 7/6w ogdenuasuod (ewseld) /6w ogenusouod (ewse|d) 1/Bw ogdenusduod

o
~ 0 - ~
o S
I
- o F
o HH F3 o » g
: pa’ ]
I I o ° F
_ = 0]
Y% _ I=) _
g T r
Lo = - =
5 ® T
Q o £ r
- o [ ] [ ] - Fe HH
F8S o= c =
j=2} j=2] |
= £ £
o o
o F8 @ @ L
(8} 53 [+
Y g =] L3 8 o
- Lo € (8] s € [ L
QB ©
2 2
L] ——
o o
—.— Le O o [
o
—— Fe
= wn - o -
- M=
L] -
Lo
S
o
r T T T T T T T T T r T T T T T T T T )= r T T T T T T T T T
N O ® © ¥ o 9O o © ¥ 10 o 0 o 0 o 0 o w © © © % N O ® © * &N O o
S ¥ 8 8 & 8§ 8 & & & R £ R 8 8 B 8 2 ¥ & 4 &4 &4 &4 4 6 6 5 ° S o
o o o o o o o o o g

§] )
(ewseld) 7/6w ogdenuaouod (ewsed) 7/Bw oedenusouod (ewse|d) 1/6w ogdensouo)

0,9 1,0 11 1.2 13

07 08
Concentragdo mg/L (Saliva)

0,6

0,5

2,4

2,2

14 16 18 20

12

1,0
Concentragdo mg/L (Saliva)

08

04 06

0,2



76

0.24 - Hg r=0,99
0,22
0,20
0,18
0,16
0,14

0,12

Concetragdo mg/L (Plasma)

0,10

0,08

T T T T T T T T T |
008 010 012 014 016 018 020 022 024 026
Concentracdo mg/L (Saliva)

Figura 7.5 — Gréfico referente ao teste de correlacdo de Pearson e Spearman
das amostras de saliva e plasma (pré), (pré) significa antes da simulacao do
jogo.

Fonte: Elaborada pela autora

7.4.3 CORRELAGAO SALIVA E PLASMA (POS)

A correlacdo entre as amostras de saliva e plasma (p6s) estéo
apresentadas na Figura 7.6. A concentracdo dos elementos Br e Zn das amostras de
plasma possui tendéncia de correlacdo forte positiva com a concentracdo das
amostras de saliva. Portanto, quanto maior a concentragcdo na saliva maior a
concentragcdo no sangue. Os elementos P, Cl, K, Ca, Mn e Rb possuem tendéncia
de correlacéao fraca positiva. A concentracao dos elementos S e Fe das amostras de
sangue possui tendéncia de correlagdo negativa com a concentracdo dos elementos
das amostras de saliva. Portanto, quanto menor a concentragao na saliva menor a
concentrag&o no sangue.

Manganés podem néo ter sido detectado em todas as amostras de
saliva e plasma, sugerindo que ndo € um bom marcador para acompanhamento de
atletas de futsal por TXRF. O elemento Mn esta relacionado a condicdo de
antioxidantes no sangue e na saliva, mas sua concentragdo é muito menor na saliva
em relacdo as amostras de plasma. Os niveis séricos de Mn pareciam nao ser
afetado por um Unico fim de exercicio intenso em triatletas (Soria et al, 2015). Além

disso, niveis salivares de Mn pareciam estar relacionada com a sua concentracao
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em outros fluidos bioldgicos, como urina e sangue (Gil et al., 2011), limitando a sua
utilizacdo para monitorar o Mn nos atletas.

O elemento Cu possui tendéncia de correlagdo infima negativa. Este
elemento tem propriedades anti-inflamatérias e antioxidativas e positivamente
correlacionados com o metabolismo lipidico (Casimiro-Lopes et al, 2009; Speich et
al.,, 2001; Zhao et al., 2015). Em resposta aos esforcos fisicos agudos provocados
por um teste de exaustdo, voluntarios saudaveis apresentaram aumento nos niveis
circulantes de Cu, sugerindo que uma Unica sessdo de exercicio pode até modular
os niveis circulantes de Cu (Cinar et al., 2007).

O Zn, assim como Cu, também estd envolvido em processos
inflamatorios e oxidativos e metabolismo energético (Casimiro-Lopes et al, 2009;
Doker et al, 2014; Speich et al., 2001). Durante esforco maximo e submaximo, os
niveis circulantes de Zn é maior (Cinar et al., 2007; Soria et al, 2015, 2016) e foram
positivamente correlacionados com o estresse relacionado a secregcdo hormonal
(Soria et al, 2016). Estes resultados sugerem que o exercicio pode modular os niveis
de Zn circulantes. No presente estudo, uma correlacdo moderada foi detectada entre
concentracdo plasmaética e salivar de zinco. Contudo, os niveis muito baixos de Zn
encontrado na saliva podem n&o ser um marcador confiavel para monitorar o status
dos elementos através da técnica TXRF.

Os efeitos biologicos do Br ndo é completamente compreendido, mas
parece estar relacionada a ativacdo de células inflamatérias e a producdo de
colageno tipo IV por membranas em organismos vivos (Duerr et al, 2018; McCall et
al., 2014). No presente estudo, a concentragcdo de Br no plasma e na saliva foram
observadas diferencas, apesar de uma diminui¢cédo da taxa de secrecao salivar foram
observados no pos. O mecanismo de secrecdo de Br na saliva hdo é compreendido,
mas os resultados do presente estudo sugerem que a concentracdo de bromo néo
foram correlacionados com as exigéncias fisicas de futsal e é transportado
passivamente por glandulas salivares.

Foi observado que os atletas envolvidos nas modalidades anaerdébias e
aerdbio-anaerdbio apresentam maiores niveis circulantes de Rb (Maynar et al.,
2017). Os niveis salivares de Rb sdo 30 vezes enriquecidos em relacdo aos niveis
séricos, sugerindo que é ativamente transportado pelas glandulas salivares (Olmez
et al., 1988).
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No presente estudo, verificaram-se niveis mais elevados de Rb na
saliva em relacdo ao plasma, sugerindo que o Rb pode ter algum efeito biolégico na
cavidade oral e deteccdo de alteracbes em sua concentragdo em resposta aos
esforcos fisicos pode ser mais facilmente detectada nas amostras de saliva.

Os elementos P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Br e Rb foram
correlacionados através do teste r de Pearson e o elemento Zn foi correlacionado
através do teste de Spearman. A correlacdo é significativa ao nivel de 0,05 para
todos os elementos menos para o Zn que foi de 0,01.
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Figura 7.6 — Gréfico referente ao teste de correlacdo de Pearson e Spearman
das amostras de saliva e plasma (p6s), (p6s) significa apés o jogo, r teste de
Pearson e Spearman.

Fonte: Elaborada pela autora

7.4.4 CORRELAGAO PLASMA (PRE E POS) COM MEDIADORES INFLAMATORIOS

Foi realizada a correlacdo entre o plasma (pré e pés) com o
exercicio fisico através da distancia total percorrida dos atletas com os mediadores
inflamatoérios. Um dos mediadores inflamatérios é a TNF-g(Fator de Necrose
Tumoral Alfa), refere-se a um grupo de citocinas capaz de estimular a resposta
inflamatoria. Seu mau funcionamento pode causar inflamagdes. O outro mediador é
a Interleucina 6 (IL- 6), € uma proteina que atua como uma citocina pro-inflamatoria
e também tem um papel contra a infeccdo. A tabela 7.6 mostra os resultados da
correlagdo em questdo. As concentracdes dos elementos P(pds), S(pos), Cl(pré e
pos), K(pré e pads), Ca(pds), Fe(pré e poés) e Zn(pbds) estdo correlacionados
positivamente com a distancia total percorrida. Portanto, quanto maior a distancia
total percorrida pelos atletas maior a concentracdo dos elementos no plasma. A
concentracdo dos elementos P(pré), S(pré), Zn(pré) e Ca(pré) estao correlacionados
negativamente com a distancia total percorrida. Portanto, quanto maior a distancia
total percorrida pelos atletas menor a concentragcdo dos elementos no plasma. As
concentracfes dos elementos (pré) P, S, Cl, K, Ca, Fe e Zn estdo correlacionadas
positivamente com a TNF-q. Portanto, quanto maior a quantidade de TNF-g maior a

concentracdo dos elementos no plasma. A concentracédo dos elementos (pos) P, S,
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Cl, K, Ca, Fe e Zn estao correlacionados negativamente com a TNF-q. Portanto,
guanto maior a quantidade de TNF-g menor a concentracdo dos elementos no
plasma. Por ultimo a correlacdo da IL-6, as concentracdes dos elementos (pré) P, S,
Cl, K, Ca, Fe e Zn estéo correlacionadas positivamente com a IL-6. Portanto, quanto
maior a quantidade de IL-6 maior a concentragdo dos elementos no plasma. A
concentracdo dos elementos (p6s) P, S, ClI, K, Ca, Fe e Zn estéo correlacionados
negativamente com a IL-6. Portanto, quanto maior a quantidade de IL-6 menor a

concentracdo dos elementos no plasma.

Tabela 7.6 - Correlagdo dos elementos identificados com a distancia total percorrida
pelos atletas e mediadores inflamatérios para atletas de futsal, (pré) significa antes

da simulacao do jogo e (p6s) apo6s a simulacéo do jogo.

Distancia total TNF —alfa” IL-6"
r P r P r P
Fosforo Pré -0,15 0,72 0,40 0,32 0,54 0,17
Pés 0,39 0,33 -0,88 0,007* -0,61 0,11
Enxofre Pré -0,33 0,41 0,66 0,06 0,88 0,007*
Pés 0,27 0,51 0,76 0,03* -0,28 0,50
Cloro Pré 0,60 0,10 0,30 0,46 0,19 0,66
Pés 0,37 0,35 -0,85 0,01~ -0,80 0,02*
Potassio Pré 0,06 0,85 0,47 0,24 0,57 0,15
Pos 0,55 0,15 -0,85 0,01* -0,61 0,11
Célcio Pré -0,80 0,01* 0,21 0,61 0,59 0,13
Pés 0,40 0,32 -0,64 0,69 -0,09 0,84
Ferro Pré 0,19 0,64 -0,83 0,01* -0,50 0,21
Pés 0,54 0,16 -0,66 0,08 -0,40 0,32
Zinco Pré -0,11 0,79 0,47 0,24 -0,50 0,21
Pés 0,54 0,16 -0,26 0,56 -0,40 0,32

" Coeficiente de correlagdo de Spearman
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7.5 AMOSTRAS DE SALIvA Dos ATLETAS DE Jiu JITsu

A taxa do fluxo salivar foi analisada para verificar se houve um
aumento ou diminuicdo do mesmo apos o exercicio fisico. Essa taxa foi encontrada
através do volume de saliva expectorada por um tempo de 2 minutos (P < 0,05, F =
6,27, ANOVA amostras repetidas). A taxa diminui a partir de 1,2 + 0,6 ml/min (pré)
para 0,7 £ 0,3 ml/min (pés 1) e aumentou novamente para 0,9 + 0,3 ml/min (pos 2).
Foram encontrados os seguintes elementos em todas as amostras analisadas de
saliva dos 12 atletas de jiu jitsu: P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Br e Rb. As
amostras foram coletadas em trés etapas: (pré) atletas em jejum, (p6s 1) apos 4
semanas de treino e (p6s 2) apds 8 semanas de treino. As concentracdes
elementares das triplicatas de saliva (pré, pos 1 e p6s 2) de cada atleta, realizadas
durante as medidas podem ser vistas no Apéndice Al. A Figura 7.7 mostra um
exemplo dos espectros de TXRF para as amostras de saliva (pré, pos 1 e pos 2),

respectivamente.

m Pré
Pos 1
@ Pos 2

Figura 7.7 — Exemplo de espectros das amostras de saliva (pré, pés 1 e pos 2)
dos atletas de jiu jitsu.

Fonte: Elaborada pela autora



83

A distribuicdo dos dados foi analisada com a prova de Shapiro-Wilk
como apresentada na tabela 7.7, nas varidveis que atenderam ao critério de
normalidade. Dentre os conjuntos de dados analisados em nivel de significancia de
0,05 e intervalo de confiangca de 95% os elementos S, Cl, Ca, Fe e Zn para as
amostras (pré), todos os elementos menos o Ti, Cu e Br das amostras (p6s 1) e os
elementos P, Cl, Ca, Ti e Zn nao passaram no teste de normalidade. Empregou-se
teste de Mauchly para se testar a esfericidade dos dados. A analise de variancia de
um caminho (ANOVA) com medidas repetidas foi conduzida para se testar os
diferentes momentos de avaliacdo. ldentificando-se significAncia na ANOVA,
considerou-se o teste de Bonferroni para localizagdo das diferengas. A Figura 7.8
apresenta os resultados do p-valor encontrado pela ANOVA. Os elementos que
obtiveram diferencas significativas foram: S, K, Br e Rb. Foram avaliadas também as
diferencas significativas das comparacdes (pré e pés), O S obteve diferenca com
(pré — pos) com p-valor de 0,002 e diferenca de (p6s 1 — pés 2) com p-valor de

<0,0001. O Br possuiu diferencas entre (pré — pés 1) com p-valor de 0,01.
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Tabela 7.7 — Teste de normalidade para o conjunto de dados das amostras de saliva dos atletas de jiu jitsu, (pré) significa em

jejum, (pés 1) apbs 4 semanas de treino e (pés 2) apds 8 semanas de treino. P-valor € a probabilidade de significancia, W teste de

normalidade de Shapiro-Wilk e CV coeficiente de variacdo dado em porcentagem.

Pré (ug.I™)* P-valor W CV% P6s1(uglh" Pvalor W CV% P6s2(ugl™* P-valor W CV%

P  106,2+317 0,15 0,89 56,83 73,5 +3,04 0,004 0,76 52,46 74,30 + 2,98 0,005~ 0,78 5273

S 188+0,84 <0,00017" 0,68 96,99 11,2 +0,88 0,001 0,72 6421 135+1,13 0,15 0,89 54,96

Cl 104 + 4 0,02" 0,82 120,08 30,5 +1,15 <0,0001™" 0,35 304,28 445 + 1,57 <0,0001™" 0,68 169,51
K  464,4+2955 0,82 0,96 47,28 293,9 + 13,38 0,002 0,73 34,73  290,8+15,13 0,24 0,91 51,10

Ca 183+042 0,04 0,85 62,59 16,3+ 0,43 <0,0001™" 0,49 107,62 19,6 + 0,36 0,02 0,74 85,86
Ti  0,24+0,03 0,18 0,83 191,44 0,13 +0,02 0,32 0,87 201,57 0,15 + 0,05 0,006 0,61 180,91
Mn 0,18 +0,01 0,13 0,87 113,62 0,05 + 0,002 0,008™ 0,79 272,60 0,10 + 0,005 0,07 0,87 159,54
Fe 0,2+ 0,03 0,04 0,86 102,42 0,05 + 0,01 0,008™ 0,79 97,52 0,09 + 0,02 0,07 0,87 93,96
Cu 0,027 + 0,002 0,09 0,86 95,35 0,017 + 0,01 0,32 0,88 209,24 0,11 +0,003 0,98 0,99 149,58
Zn 0,14 +0,002 0,004 0,77 93,26 0,16 + 0,004 <0,0001"" 0,42 197,26 0,11 +0,01 0,02" 0,74 82,88
Br  1,56+0,10 0,98 0,98 31,49 0,7+ 0,05 0,24 0,91 28,95 1,1+0,08 0,65 0,95 66,70
Rb 0,8 + 0,05 0,41 0,93 50,59 0,54 + 0,02 <0,0001”" 0,56 66,62 0,5+ 0,02 0,34 0,92 60,70

*Média + desvio-padréo.
*Elementos que ndo passaram no teste de normalidade.
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A Figura 7.8 mostra a comparacdo da média nas trés etapas.
Podemos verificar que a maiorias dos elementos tinham uma maior concentracdo na
etapa (pré) depois uma diminuicdo na etapa (po6s 1) e um aumento novamente na
etapa (pos 2). Os elementos que ndo obtiveram esse mesmo comportamento foram:
K, Mn, Cu e Rb, esses elementos possuiam uma concentracdo maior na etapa (pré)
e uma diminuicdo nas etapas (pés 1 e pés 2), a concentracdo do Zn aumentou para
a etapa (pos 1) e diminui para a etapa (pos 2).

A constatacdo do presente estudo demonstrou que as
concentracfes de elementos em amostras de saliva podem ser alteradas através do
treinamento de cargas no Jiu-Jitsu. Permitindo a utilizagcdo do TXRF para detectar
essas alteracOes e a quantificacdo das variagdes nas concentracdes de elementos
nas amostras de saliva, sugerindo que € um método adequado para o
monitoramento do equilibrio eletrolitico salivar em atletas de Jiu-Jitsu.

A técnica TXRF demonstrou que as concentracfes de amostras de
saliva de alguns minerais essenciais (Cl e K) e elementos tragos (Mn, Cu, Br, Rb)
foram significativamente reduzidos ap6s um periodo intenso de treinamento.

A concentragcdo de P diminuiu ap6s um intenso periodo de
treinamento. Os niveis salivares de P em pacientes de controle apresentam uma
concentracdo média variando de (214 + 19,5) para (234 + 101,4 mg/ml) (Rehak,
Cecco, & Csako, 2000; Tobey & Anslyn, 2003) foram maiores do que o observado no
pré (102 + 48 mg/ml).

Compostos que contém enxofre, como antioxidantes e aminoacidos
de enxofre, estdo envolvidos no metabolismo aerdbio, perfil lipidico, condicédo
antioxidante e resisténcia a fadiga muscular (Elshorbagy et al., 2012; Ferreira,
Campbell, & Reid, 2011; Speich et al.,, 2001). O estudo com TXRF demonstrou
niveis concentragao da saliva total de (1535 + 230 ug/g) (Poles et al.,, 2016). Um
estudo em ratos demonstrou que uma sessdo de natacdo unica diminuiu os niveis
plasmaticos de S, sugerindo que o exercicio poderia modular seus niveis circulantes
(Bicer et al., 2011). No entanto, ndo esta claro se o S também é modulado por
exercicio em seres humanos. No presente estudo, ndo se observou nenhuma
diferenca estatistica no S em periodos diferentes de treinamento; no entanto, o
tamanho do efeito e correlacdo sugere que niveis salivares de S diminuem apdés
treinamento intensivo. Embora os niveis de S podem ser detectados em altas

concentragfes na saliva, pode ndo ser um biomarcador adequado para monitorar a
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condicdo de treinamento utilizando amostras de saliva. Além disso, o aumento dos
niveis de compostos de enxofre volateis é produzido por bactérias anaerdbias,
associadas com doenca periodontal e a halitose (Krespi, Shrime, & Kacker, 2006;
Mokeem, em 2014). Por exemplo, enxofre pode estar presente na cavidade oral,
devido a producdao de bactérias locais em vez de secrecédo pelas glandulas salivares.

Cl e K apresentaram uma correlacdo positiva moderada em
amostras de saliva (Rehak et al., 2000). No presente estudo, foi encontrada uma
alteracdo considerada do pré para pos 1. Cloro € secretado pelas glandulas
salivares sob estimulacdo do sistema nervoso parassimpatico (Melvin, 1999; Proctor,
2016). Conforme descrito anteriormente, a intensa carga de treinamento foi
destacado por aumento da ativacdo simpatica e parassimpatica (Fortes et al, 2017,
Proctor & Carpenter, 2007; Yoshino et al., 2009), que talvez foram responsaveis para
reduzir a taxa de fluxo salivar e dos niveis de Cl e K na saliva durante o periodo de
treinamento intenso.

Calcio néo foi significativamente alterado pelo treinamento. Exercicio
agudo diminuiu o nivel de célcio e um periodo longo de treinamento os niveis de Ca
circulante nos pugilistas amadores aumentaram (Karakukcu et al., 2013). Outros
estudos néo relataram nenhuma mudanca no nivel de calcio apés uma semana de
intenso treinamento em atletas de basquetebol (Wang et al.,, 2012). Além disso, 0
aumento dos niveis de Ca salivar pode estar associado a fatores locais, tais como a
presenca de célculo dental e tabagismo (Vieira, Hegde, Kashyap, & Marques, 2015).
Os resultados do presente estudo sugerem que niveis salivares de Ca nao foram
alterados por cargas de treinamento. O uso de Ca para monitorar a condicdo e 0
equilibrio eletrolitico salivar deve ser considerado com cautela devido a presenga de
fatores locais e baixa sensibilidade para cargas de treinamento.

Manganés foi detectada em baixas concentragcdes nas amostras de
saliva (3,9 £ 0,3 mg/l), mas sua concentragcdo nao foi influenciado pelos niveis
séricos ou ingestdo de Mn (Nabatov et al, 2017; Ntihabose, Surette, Foucher,
Clarisse, & Bouchard, 2018). Os niveis salivares de Mn foram significativamente
reduzidos ap06s o periodo de treinamento intensificado; no entanto, ions de Mn néo
foram detectados em todos os atletas. No presente estudo, o baixo nivel de Mn
presente nas amostras analisadas sugere que ndo € um marcador confiavel para

monitorar o treinamento por TXRF.
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7

Deficiéncia de ferro € uma caracteristica comum em atletas
treinados, especialmente no treinamento aerdbio (Coates, Mountjoy, & Burr, 2017).
Um estudo de corredoras de longa distancia durante um periodo de treino de baixa
intensidade e ap0s um periodo de alta intensidade de cargas ndo demonstrou
nenhuma alteracdo significativa nos niveis séricos de ferro (Ishibashi et al., 2017).
Estes resultados sugerem que os niveis de Fe sé&o influenciados por equilibrio
energeético e nutricdo em vez de carga de treinamento intenso. No presente estudo o
Fe teve uma variacdo grande de pré para pos 1, porém nao atingiu significancia
estatistica devido a variabilidade entre os atletas.

Zn também esta associada com niveis de antioxidantes em atletas e
pode ser alterado pela intensidade do exercicio, metabolismo energético e estado
nutricional (Speich et al.,, 2001; Zhao et al, 2015). Um estudo em jogadores de
basquete demonstrou que uma Unica sessdo de exercicio de alta intensidade pode
diminuir niveis séricos de Zn (Zhao et al., 2015). A concentracdo de Zn salivar
mediana relatada na literatura é de 0,03 (0,002-0.037) pug/ml (Norris et al., 2018) e
estavam perto de valores observados em atletas de Jiu-Jitsu (0,013 + 0.011 ug/ml).
Embora o Zn é um microelemento importante na regulagem dos processos
biolégicos relacionados com anti-inflamatério e metabolismo de energia, seus
valores ndo foram alterado em pontos diferentes de tempo e ndo se correlacionam
com os atletas de Jiu-Jitsu. Os resultados sugerem que Zn poderia ndo ser
eficientemente controlada por amostragem de saliva.

Um elemento importante, com efeito, anti-oxidantes e anti-
inflamatérios € Cu (Speich et al., 2001). No presente estudo, baixos niveis de Cu
foram observados em atletas de Jiu-Jitsu apds 4 semanas de intenso treinamento
(pré) e durante o pés 1, sugerindo que cargas de treinamento influenciaram na
secrecdao salivar do Cu. No entanto, o Cu nao foi detectado em todas as amostras de
saliva. No presente estudo, foi tomado cuidado para néo incluir individuos com carie
ativa, desde que os niveis salivares de Cu podem ser aumentados em pacientes
com carie ativa (Watanabe, Tanaka, Shigemi, Hayashida, & Maki, 2009).

O Br também apresentada diminuicdo niveis na saliva apés intenso
treinamento. Observou-se que o0s niveis salivares de Br aumentaram
proporcionalmente a concentracdo de soro (Olmez et al.,, 1988), sugerindo que a

saliva pode ser usado para monitorar o Br.
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Os niveis de Rb também sé&o afetados pelo treino e n&o retornaram
aos niveis basais no pés 2. O Rb pode ser um marcador bioldgico interessante para
acompanhamento de atletas de Jiu-Jitsu, um esporte com alta demanda por

sistemas anaerobios.
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Figura 7.8 — Grafico referente a comparacdo das meédias das

concentragdes junto com o desvio padrdo das amostras de saliva (pré, pos 1 e pos
2) dos atletas de jiu jitsu.

Fonte: Elaborada pela autora

7.5.1 PSE- PERCEPCAO SUBJETIVA DE ESFORCO

Foi realizada também a analise da PSE (Percep¢cdo Subjetiva de
Esforco). PSE é uma ferramenta adicional utilizada para monitorar a resposta

perceptiva ao treinamento, sendo estabelecida como um método para determinacao
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do esfor¢co durante o exercicio. Para quantificacdo da carga de treino por meio do
método PSE foi calculado o produto entre a duracéo de treinamento acumulado em
minutos e o valor apontado na escala de Borg de 1 a 10 o quanto de esforgo foi
realizado durante o exercicio (FOSTER et al., 1995). Com o somatorio do PSE do
treino fisico e técnico, como apresenta a Figura 7.9, foi calculado o PSE total. Por
meio do PSE, foi verificado que a concentracdo de alguns elementos vistos na
Figura 7.9 decai a partir do momento em que ha uma intensificacdo de carga (nas
primeiras 3 semanas) e aumenta a partir do momento em que ha uma diminuicéo de

carga (apds a 4 semana).

Fisico Técnico
50007 5000
4000 4 4000 -
3000 30004
< <
o} =)
20001 } * I 2000 4
#
10004 |_'I'_| ﬁz 10004
o~ T T T T T T 0-
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
semanas semanas
*P < 0.05, em relagdo as semnas 1,2 e 3. &P <0.05, em relacdo as demais semanas
# P < 0.05, em relagdo a semana 4.
PSE
5000 7
L * ]
I I 1
4000 4 T M
30004
<
=)
20001
1000 -
oH= T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

semanas

*P < 0.05,em relagdo a semana 1.
# P < 0.05, em relagdo as semana 2 e 3.

Figura 7.9 — PSE do treinamento fisico e técnico dos atletas de jiu

jitsu.

Além do PSE pudemos comparar o comportamento dos resultados

das comparacdes das médias das concentracdes dos atletas de jiu jitsu vistas na
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Figura 7.8 com a concentracédo de cortisol. O cortisol € um hormonio produzido pelas
glandulas suprarrenais, que estdo localizadas acima dos rins. Ajuda o organismo a
controlar o estresse, reduzir inflamagdes, contribuir para o funcionamento do sistema
imune e manter os niveis de agUcar no sangue constante. A Figura 7.10 apresenta a
concentragcdo de cortisol dos atletas comparada com a concentracdo do elemento
Br. Pode-se verificar que a concentracao de cortisol apresentada no momento pré e
pos corroboram com a andlise realizada das concentracdes dos elementos, pois
como exemplo, podemos verificar a comparac¢ao do cortisol com o Br. Na etapa pos
2, podemos verificar que a quantidade de cortisol dos atletas ndo estdo todas
agrupadas, isso deve-se ao fato que alguns atletas ndo estavam totalmente
recuperados apés a diminuicdo da carga no periodo de tempo de 3 semanas.
Podemos verificar o mesmo fato ocorrido na concentracéo de Br, apds a diminuicdo
da carga a concentracdo do Br ndo estava totalmente recuperada. Embora, a
concentracdo poOs 2 esteja maior que a concentracdo na etapa pos 1, podemos,
claramente verificar que os atletas ndo estavam totalmente recuperados quando
comparados com o cortisol. O cortisol foi dosado em saliva utilizando kit comercial
SALIMETRICS (STATE COLLEGE, USA), conforme as recomendacdes do

fabricante.
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dos atletas de jiu jitsu.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que a técnica TXRF é um método muito promissor
para analisar elementos em amostras de saliva e plasma, e que a metodologia de
coleta, preparo e analise mostrou-se adequada para o objetivo proposto neste
trabalho, que € a comparacdo dos resultados obtidos das amostras de saliva e
plasma de atletas de futsal e jiu jitsu com a andlise por TXRF. O interesse de se
estudar a saliva através dessa técnica € de poder encontrar algum tipo de correlacéo
entre os elementos quimicos determinados na saliva e no plasma com algum
distarbio fisico ou bioldgico, ou mesmo de deficiéncia de minerais no organismo e
até uma contaminacdo com algum metal nocivo ao organismo. A TXRF é uma
técnica de alta sensibilidade que permite a determinagdo multielementar em uma
Unica medida utilizando uma pequena quantidade de material.

O padréo certificado de agua foi de extrema importancia para esse
trabalho. A partir das analises das concentracdes certificadas pudemos comparar as
concentracdes deste trabalho com as concentracdes dos padrdes. Pudemos verificar
gue as recuperacdes foram satisfatérias.

As analises quantitativas mostraram ser de grande importancia neste
tipo de estudo, pois revela com rapidez em uma analise preliminar a presenca ou
auséncia de elementos chaves na caracterizacdo quimica elementar das amostras.
Os elementos quimicos identificados nas amostras dos individuos em estudo foram
oP, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Se, Br, Rb, Hg e Pb. Nem todos esses
elementos foram identificados em todas as amostras.

Foi observado que o elemento K nas amostras de saliva obteve uma
maior concentracdo em relacdo as amostras de sangue. Nas amostras de sangue foi
observado o Cl como sendo o elemento de maior concentracdo. Foi verificada
tendéncia de correlacdo moderada positiva para o elemento P de saliva e sangue
(pré) e tendéncia de correlagdo moderada negativa para o elemento Cl. Tendéncias
de correlagdes forte positiva de saliva e sangue (p6s) foram verificadas também para
os elementos Br e Zn. A correlacao foi significativa ao nivel de 0,05 para todos 0s
elementos menos para o Zn que foi de 0,01.

Foram obtidas varias correlagbes moderadas e boas com os

medidores inflamatorios, tanto (pré) quanto (poés).
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Concluimos que TXRF pode ser usado para monitorar niveis
salivares (P, S, Cl, K, Ca, Fe, Zn, Br e Rb) e circulantes (S, Cl, Ca, Fe, Cu, Zn, Br e
Rb) de varios elementos em atletas de futsal. No entanto, um esfor¢o fisico
simulando uma partida oficial de futsal ndo alterou a concentragcdo salivar e
plasmatica dos elementos. Estudo investigando a composicao idnica da saliva em
atletas de futsal deve levar em consideracéao o fluxo de saliva, uma vez que as taxas
de secrecédo de P, K, Cu, Br e Rb na saliva foram negativamente moduladas pelos
esforcos fisicos do futsal.

As concentragOes dos elementos nas amostras de jiu jtsu P, S, Cl,
Ti, Fe e Br apresentaram uma diminuicdo no momento (p6s 1), esse fato pode estar
relacionado a alta intensidade de esforco fisico realizado no periodo de 4 semanas.
Apo6s ha quarta semana a intensidade do treinamento foi diminuida, devido a esse
fato foi verificado um aumento nas concentragées no momento (pos 2).

Comparando o PSE com as médias das concentracfes dos atletas
de jiu jitsu, conclui-se que, a partir de um treino intenso de carga as concentragcoes
dos elementos nas 3 primeiras semanas decai e aumenta a partir do momento em
gue ha uma diminuicdo da carga ap0s 4 semanas.

Entretanto, para trabalhar com amostras de plasma é necessario um
pouco de cuidados especiais, ap6s um periodo longo de secagem a amostra nao
adere ao substrato e quando adere pode causar algumas rachaduras nas amostras,
causando assim uma andlise errdbnea. E comum concentragdes elementares em
materiais biolégicos descreverem uma distribuicdo assimétrica, e mais precisamente
uma lognormal, por isso que uma grande maioria dos conjuntos de dados passaram
por uma transformagcdo lognormal. Apds a transformacdo véarios elementos
possuiram uma distribuicdo normal.

Pode-se verificar que a concentracdo de cortisol apresentada nos
momentos pré e pos corroboram com a analise realizada das concentracfes dos
elementos do presente estudo, podendo assim verificar que os atletas ndo estavam
totalmente recuperados ap6s a diminuicdo da carga no periodo de tempo de 3
semanas.

Portanto, conclui-se que a técnica TXRF € muito promissora para

analisar elementos em amostras de saliva e plasma.
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ConcentracOes elementares de saliva de atletas de futsal antes

do jogo (pré) estdo apresentadas na tabela Al e a tabela A2 apresentam as

concentracfes apos 0 jogo (pos).

Tabela A.1- Concentracfes elementares de saliva (pré) dos elementos medidos em

mg /L dos atletas de futsal. Letra A representa os atletas e DP desvio padréo.

A DP P S Cl K Ca Ti Mn Fe Cu Zn Br Rb Hg Pb
107,59 62,11 200,12 368,556 49,74 0,55 0,12 4,28 0,09 0,77 15 0,51 - -

+ 4,46 4,57 15,67 21,83 0,98 0,02 0,01 0,29 0,01 0,01 0,11 0,02

2 110,8 32,36 211,25 637,27 3382 0,31 0,116 447 0,06 0,46 1,55 1,08 - -
+ 2,75 31 9,3 35,6 0,68 0,05 0005 055 0,005 0,01 0,07 0,05

3 74,05 2761 4865 310,16 21,82 0,12 - 0,75 0,03 0,44 1,21 0,53 - -
+ 3,02 1,67 5,75 9,95 0,47 0,01 0,13 0,004 0,01 0,09 0,02

4 65,81 17,6 3,08 32891 14,78 0,07 - 0,06 0,03 0,11 1,03 0,58 0,09 -
+ 3,31 1,24 0,22 21,59 0,52 0,003 0,01 0,02 0,004 0,09 0,03 0,01

5 101,14 30,35 74,8 550,55 20,4 - 0,05 0,11 0,02 0,25 1,43 1,23 0,11 -
+ 47 2,25 2,08 54,26 0,9 0,01 0,02 0,004 0,01 0,14 0,14 0,004

6 86,31 27,72 100,99 484,43 3184 1,67 0,07 3,41 0,06 0,37 1,7 0,89 0,09 0,17
+ 22,47 5,07 154,01 75,85 15,09 2,13 0,06 0,96 0,01 0,09 0,34 0,24 0,01 0,2

7 113,74 17,19 5,77 476,18 11,55 - - 0,1 0,03 0,09 0,43 0,79 0,18 -
+ 4,48 2,14 0,12 40,73 0,29 0,01 0,01 0,01 0,02 0,08 0,02

8 7451 74,28 101,01 5075 25,6 0,54 0,07 3,14 0,06 0,75 2,22 0,88 0,24 -
+ 0,65 6,1 4,93 8,14 0,53 0,09 0004 0,72 0,002 0,03 0,06 0,02 0,01

9 7758 5756 73,09 53697 2652 0,73 0,14 6,71 0,07 0,67 1,83 1,06 0,19 -
+ 1,93 3,79 4,94 13,7 0,59 0,07 0,002 062 0,002 0,02 0,06 0,03 0,004

10 112,06 20,5 23,68 442,73 24,38 - - 0,32 - 0,12 0,81 0,8 - -
+ 1,39 0,76 0,19 6,81 0,19 0,02 0,01 0,01 0,005

11 146,84 17,68 21,38 418,81 15,73 - 0,04 0,18 - 0,12 1,02 0,63 - -
+ 2,48 1,65 0,25 25,56 0,06 0,01 0,02 0,004 0,06 0,03

12 134,02 61,02 30883 557,76 17,01 0,21 0,07 2,41 0,05 0,3 1,24 1,03 - -
+ 0,88 2,58 3,39 9,09 0,37 0,01 0,01 0,15 0,002 0,01 0,02 0,01

13 86,65 96,96 70,84 457,85 36,38 0,1 0,05 0,93 0,03 0,33 1,69 0,98 - -
+ 0,5 1,93 2,47 5,44 0,2 0,01 0,005 0,03 0,003 0,002 0,03 0,01

(-) Elementos nao identificados nas amostras
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Tabela A.2- Concentracdes elementares de saliva (pos) dos elementos medidos em

mg /L das amostras dos atletas de futsal. Letra A representa os atletas e DP desvio

padréo.

A DP P S Cl K Ca Ti Mn Fe Cu Zn Br Rb Hg Pb
86 3823 16468 25287 3012 005 007 0615 003 0467 0922 0373

Yoy am 0,70 6,74 935 1,38 0,01 0004 003 0003 00l 003 001 i ’
78 4480 23390 40044 3042 016 0,04 164 006 106 115 083

2y 2 1,49 4,49 551 014 004 0002 021 0002 00l 004 001 ) i
16878 109,89 35221 49675 5683 0,30 - 555 007 093 150 097 -

8 . 8,40 5,26 1610 1811 451 0,02 0,01 047 0005 009 007 004 0,009 i
4915 21,37 797 24353 1648 012 - 023 002 023 058 049 0115

Yr am 3,00 0,64 1992 057 0,02 0,01 004 0003 001 005 004 0011 ’
87,18 2967 17890 40103 28,73 - 0,04 017 002 049 112 091 0127 0,192

>y 6,28 273 1261 4711 1,79 0,00 002 0002 002 017 011 0,003
11017 32,86 27301 55353 4810 1,98 0,13 419 007 047 140 144 30,060

¢ 1,65 0,50 7,05 1447 1,02 1,92 0,01 017 0002 001 049 063 0185
8306 2199 3508 45991 1642 0,11 0,02 093 002 010 044 082

T 2,10 2,52 1,67 2721 022 0,03 0,00 015 0001 0002 003 005 i ’
91,33 38,80 260,68 54953 41,30 0,25 012 202 003 024 240 1,00

8 2,94 2,19 1013 2568 0,88 0,03 0,00 024 001 00l 017 005 i ’
109,01 4557 111824 987,38 31,73 0,24 0,50 231 004 026 302 206

° 0,58 1,03 151,19 13412 157 0,03 0,07 038 0001 001 041 029 ) i
92,28 17,83 584 36280 12,01 - - 018 001 009 055 052

0 oo 0,60 0,13 431 003 #DIV/0! #DIV/0! 001 0001 0001 00l  0,0046 i
150,96 20,56 20,34 51956 20,02 0,06 0,03 057 001 014 124 077

oy 2,40 2,60 0,67 2002 0,29 0,02 0004 016 0001 0003 011 004 i ’
111,37 4520 374,87 42850 24,07 0,26 0,06 076 003 024 08 084

oy, 3,48 2,18 1956 2588 0,77  #DIV/O! 0,01 003 0002 001 006 010 ) i
5893 22,71 789 31687 1429 026 0,03 146 001 012 039 061

B, o 0,39 0,26 905 0,09 0,01 0004 004 0005 0001 00L 001 ) i

(-) Elementos n&o identificados nas amostras

A tabela A.3 e A.4 apresentam as concentracfes das amostras de

plasma (pré) e (pos), respectivamente dos atletas de futsal.
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Tabela A.3- Concentracbes elementares de sangue plasma (pré) dos elementos

medidos em mg/L. Letra A representa os atletas e DP desvio padréo.

A DP P S Cl K Ca Mn Fe Cu Zn Se Br Rb Hg Pb
1535 161,6 690,39 939,17 3407 025 336 038 2,72 - 002 079 - 0,23
1 + 1,36 2,11 12,51 8,36 0,47 0,02 0,02 0,004 002 0003 0,03 0,02 0,01
) 1452 9272 460,66 2703 30,99 0,08 1 0,41 1,1 - 082 0,26 - -
* 080 1552 46,10 19,80 1,98 003 001 001 002 001 0,03
1167 16453 101004 48403 3524 018 101 043 062 002 1,12 029 - 0.1
8 t 0,08 5,32 21,49 8,31 027 0003 003 001 001 0002 001 0001 0,005
. 1596 180,57 123246 620,85 38,16 0,31 1,51 0,36 0,82 - 157 0,33 0,09 0,13
* 133 1002 3830 16,10 025 002 002 001 0005 0001 004 002 0005 0,002
13,39 11496 640,68 32066 2864 0,06 0,82 0,4 0,7 0,03 0,85 0,21 - -
° * 5,92 5,88 121,29 54,78 0,95 004 005 0,03 0,02 0005 0,12 0,05
. 2091 15815 86589 452,03 3851 0,12 1,08 0,53 0,85 - 0,93 0,27 - -
* 244 1454 9882 42,08 1,95 001 002 0004 002 0004 003 0004 0004 0,002
15,05 14467 723,21 322,08 28,09 0,09 0,93 0,5 0,59 0,02 1,06 0,28 0,18 -
! t 764 11091 207,93 80,93 159 004 007 003 001 0003 027 012 003 001
. 1161 203,15 103136 40464 2876 011 0,39 057 0,37 0,02 1,27 0,25 0,2 -
* 164 2035 16354 5534 050 003 001 001 001 0003 013 003 0,03
o 21,12 1481 38842 17891 2466 003 045 0,49 0,39 003 087 0,19 - -
+ 4,28 14,55 52,20 37,61 0,42 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01 0,04 0,01
1 1593 126,68 682 33406 3586 011 1,19 0,66 0,6 005 1,12 029 - -
t 1,78 9,71 137,58 50,35 237 001 007 005 001 001 010 001
u 493 1332 39451 199,89 25,68 - 0,86 0,43 0,4 0,02 0,68 0,15 0,1 -
t 296 3809 64,80 37,38 08 003 002 001 001 004 002 003
1 1403 1481 77935 38893 3365 015 079 043 048 003 1,03 027 - -
t 134 1012 5078 17,94 073 002 001 0003 0003 0002 0004 001
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Tabela A.4- Concentracdes elementares de plasma (p6s) dos elementos medidos

em mg/L. Letra A representa os atletas e DP desvio padréo.

A DP P S Cl K Ca Mn Fe Cu Zn Se Br Rb Hg Pb
18,41 9581 553,81 298,96 35,02 081 046 092 - 0,78 0,14 0,11
1 t 1,82 6,67 31,15 12,41 0,98 ) 0,04 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 ) -0,003
5 9,95 132,90 68800 35384 3868 0,09 084 041 213 002 088 023 021 )
t 0,91 9,90 16,27 5,78 062 003 005 003 003 0002 002 001
6,97 110,82 589,43 327,41 36,81 127 066 09 004 135 031 - 0,27
8 t 2,13 4,65 34,46 13,86 1,14 ’ 005 002 002 001 001 001 0,01
. 16,51 121,75 693,19 40437 32,86 018 131 033 067 - 1,07 0,29 - 0,22
t 1,71 17,95 11395 50,25 096 004 0,01 0,003 0005 0002 009 002 003 001
7,76 151,66 1031,08 446,99 3601 011 062 047 321 003 119 029 - 0,22
° * 1,30 8,18 43,92 2013 083 001 003 001 012 0001 001 001 000 001
6 11,34 126,14 396,21 276,44 31,98 ) 125 063 0,62 - 0,87 022 - 0,29
* 0,92 412 20,80 10,03 0,84 0,12 0,07 0,02 0,02 001 002 0,004
14,24 102,26 596,52 289,92 2945 011 063 043 038 003 09 021
! * 1,27 4,47 15,23 4,56 0,63 002 001 0004 0,001 0001 002 0,01 ’ ’
. 6,76 107,14 72574 33410 3212 011 054 072 051 004 160 0,28 ) )
+ 1,12 4,79 28,86 9,05 049 001 001 001 0,005 0003 0002 0,002
2459 156,27 888,38 45957 3836 0,17 077 078 054 003 136 0,30
o * 1,04 5,84 22,27 1509 061 004 001 001 001 0,002 004 002 ’ ’
10 17,45 138,36 862,51 450,88 3632 0,18 1,13 057 051 - 1,19 0,26 ) )
+ 1,28 8,05 35,20 1327 048 003 004 0002 0004 0,004 002 0,01
" 15,16 119,62 649,33 287,98 2757 0,09 076 0,39 044 - 085 022 ] )
* 0,45 3,40 75,23 32,70 037 002 0,02 0005 0001 0,003 005 0,004
13 + 13,58 128,04 65534 31283 2989 011 086 036 039 003 093 021 i i

0,78 4,69 8,51 0,83 0,30 0,001 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01 0,02

A tabela A.5, A.6 e A.7 apresentam as concentracdes elementares
de saliva de atletas de jiu jitsu em trés momentos: jejum, depois de 4 semanas e

apos 8 semanas, respectivamente.
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Tabela A.5- Concentracfes elementares de saliva (pré) dos elementos medidos em

mg/L. Letra A representa os atletas de jiu jitsu e DP desvio padréo.

A DP P S Cl K Ca Ti Mn Fe Cu Zn Br Rb
107,65 20,6 282,11 519,79 14,91 0,13 0,19 0,06 0,24 1,86 0,81
1 £ 3,99 2,02 15,78 43,24 0,11 ) 0,01 0,02 0,003 0,005 0,17 0,06
154,05 14,28 1654 722,29 10,06 0,05 0,03 0,18 0,02 0,12 19 1,13
2 t 3,36 0,54 7,41 64,45 0,33 0,02 0,01 0,1 0,002 0,002 0,16 0,11
108,15 12,27 85,61 690,02 13,96 0,03 0,17 0,01 0,09 2,68 1,07
8 + 4,15 0,33 1,46 62,65 0,39 ) 0,01 0,11 0,002 0,002 0,11 0,1
124,18 9,42 26,67 547,06 22,08 0,03 0,07 1,15 1,27
4 + 4,91 0,05 1,45 51,88 0,3 ) . . 0,002 0,002 0,16 0,14
22159 6568 349,86 53441 35,77 0,41 0,14 0,3 0,05 0,46 1,88 1,17
5 + 6,64 1,91 2,57 3,55 1,51 0,03 0,01 0,02 0,003 0,01 0,01 0,01
42,82 8,57 2,82 279,42 13,1 0,03 0,06 0,88 0,39
6 + 1,31 0,74 0,9 12,15 0,34 ) . 0,01 . 0,004 0,06 0,02
88,99 25,86 56,59 330,7 18,32 0,11 0,04 0,42 0,01 0,19 2,07 0,55
7 + 1,69 1,02 8,06 4,66 0,5 0,03 0,002 0,04 0,003 0,003 0,11 0,003
89,53 12,59 99,09 4418 12,56 0,08 0,06 0,02 0,06 1.3 0,7
8 + 3,21 0,71 0,84 30,13 0,28 ) 0,01 0,01 0,003 0,002 0,08 0,04
91,08 14,56 51,11 432,88 18,1 0,02 0,02 0,07 1,39 0,78
9 + 33 0,95 1,33 30,29 0,36 ) ) 0,001 0,003 0,003 0,11 0,04
71,71 18,21 14 230,24 36,12 0,39 0,02 04 0,02 0,19 0,55 0,39
10 + 0,72 0,59 2,29 3,21 0,37 0,03 0,001 0,03 0,002 0,003 0,04 0,01
68,78 4,97 11,02 379,58 7,35 0,05 0,03 0,05 1,61 0,6
1 + 1,55 0,38 1,95 18,8 0,18 0,01 0,01 0,01 0,12 0,04
12

I+

Tabela A.6- Concentracdes elementares de saliva (pos 1) dos elementos medidos

em mg/l. Letra A representa os atletas de jiu jitsu e DP desvio padréo.

A DP p S Cl K Ca Ti Mn Fe Cu Zn Br Rb
45,27 5,9 9.4 258,8 7,09 0,01 0,03 0,06 0,34 0,35

L + 0,36 0,36 0,19 3,19 0,08 ) 0,002 0,004 ) 0,002 0,02 0,004
115,72 6,77 1,45 341,37 11,18 0,1 0,05 0,9 0,6

2 t 2,28 0,24 0,02 6,08 0,06 ) ) 0,02 ) 0,002 0,02 0,01
60,08 6,26 564 22455 7,88 0,03 0,004 0,07 0,7 0,41

3 + 1,15 0,15 0,33 5,25 0,06 ) ) 0,02 0,001 0,02 0,01 0,01
17565 3143 32554 5859 71,19 0,14 0,15 0,19 0,04 0,16 0,89 1,65

4 + 7,36 0,81 11,63 19,08 1,29 0,01 0,002 0001 0,004 0,002 0,02 0,03
91,42 11,51 169 26462 10,39 0,08 0,06 0,33 05

5 + 554 0,81 0,18 43 0,19 ) ) 0,04 ) 0 0,02 0,01
52,2 8,19 154 22133 10,84 0,01 0,05 0,63 0,33

6 * 0,67 0,52 0,18 1,83 0,11 ) ) 0,01 ) 0 0,04 0,004
66 595 2,73 263,4 10,69 0,01 1,18 0,99 04

7 * 1,98 0,6 0,06 17,01 0,31 ) ) 0,01 ) 0 0,1 0,03
75,03 12,09 386 326,12 11,21 0,06 0,03 0,04 0,007 0,04 0,75 0,53

8 * 6,33 1,46 0,23 28,77 0,75 0,01 0,003 0,01 0,002 0,003 0,09 0,04
5755 17,43 6,95 301,05 16,69 0,04 0,09 0,018 0,1 0,64 0,52

9 t 3,95 157 0,41 30,22 0,54 0,001 ) 0,01 0,004 0,003 0,08 0,04
48,83 9,58 1,78 3114 11,8 0.3 0,03 0,04 0,82 0,49

10 * 2,72 1,25 006 2138 051 0,05 0,001 - 0,004 01 0,03
41,77 11,16 2,81 216,85 18,47 0,02 0,11 0,78 0,39

1 * 2,84 181 014 1678 1,08 - - 0,001 - 0003 0,07 0,04
52,28 8,19 311 211,93 8,63 0,02 0,04 0,69 0,32

12 + 1,3 0,98 0,36 6,66 0,2 ) 0,001 0,01 0,09 0,01
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Tabela A.7- Concentracdes elementares de saliva (p6s 2) dos elementos medidos

em mg/L. Letra A representa os atletas de jiu jitsu e DP desvio padrao.

A DP P S Cl K Ca Ti Mn Fe Cu Zn Br Rb
1 103,16 26,25 58,07 257,4 58 0,146 0,08 0,27 0,016 0,258 1,14 0,43
* 4,13 1,70 2,03 14,48 0,70 0,003 0,003 0,02 0,001 0,001 0,05 0,01

2 - R R - R R - - R R R R
50,04 8,16 4,33 229 9,60 0,02 0,05 0,68 0,37
3 + 1,79 0,51 0,46 9,24 0,28 ) ) 0,00 ) 0,002 0,06 0,01
151,94 19,15 233,07 4745 23,1 0,031 0,03 0,024 0,09 1,75 1,07
4 + 6,22 0,35 6,99 40,23 0,30 ) 0,002 0,003 0,001 0,003 0,05 0,06
67,78 19,19 61,38 2394 14,30 0,02 0,09 0,009 0,15 1,18 0,51
5 + 3,66 1,26 4,99 10,61 0,36 0,01 0,004 0,003 0,01 0,08 0,02
55,69 11,09 2,38 138,5 36,1 0,13 0,07 0,42 0,2
6 * 0,85 1,06 0,08 3,33 0,49 ) ) 0,04 ) 0,003 0,02 0,01
75,54 7,02 1,99 2338 8,30 0,15 0,1 0,06 0,75 0,35
7 * 3,44 0,56 0,12 10,18 0,04 0,06 ) 0,01 ) 0 0,06 0,01
50,86 8,65 0,56 162,3 11,30 0,02 0,002 0,07 0,32 0,25
8 * 2,46 1,05 0,07 13,27 0,37 ) ) 0,01 0,002 0,002 0,06 0,02
82,51 13,55 10,02 4275 10,7 0,07 0,07 1,27 0,71
® * 3,04 1,80 0,49 24,53 0,11 ) ) 0,002 ) 0,01 0,12 0,04
63,69 13,59 7,22 368,5 15,60 0,36 0,19 0,012 0,3 191 0,59
10 * 2,73 1,83 0,47 19,36 0,39 0,16 ) 0,07 0,01 0,06 0,23 0,03
63,45 10,3 104,84 4175 10,10 0,02 0,02 0,06 2,48 0,74
1 * 0,71 0,27 0,92 5,87 0,02 ) 0,003 0,002 ) 0,003 0,06 0,01
53,07 11,44 6,02 251 18,70 0,18 0,03 0,25 0,09 0,95 0,38
12 * 3,72 2,04 0,66 15,29 0,89 0,03 0,01 0,06 0,01 0,13 0,01
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APENDICE A2- DOCUMENTOS DE CONSENTIMENTO AUTORIZADO E AFINS

A coleta das amostras sO6 foram realizadas ap6s certos cuidados
estabelecidos pelo Comité de Etica do Hospital Estadual de Londrina. Por isso, cada
doador assinou uma carta de consentimento autorizando a doagcdo do sangue e da
saliva e respondeu um questionario sobre o proprio estado de saude, mostrados a

seqguir:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Futsal

Titulo da pesquisa:
“EFEITO DA TERAPIA COM DIODOS EMISSORES DE LUZ (LED) NA
RECUPERACAO PSICOFISIOLOGICA DE ATLETAS DE FUTSAL APOS ACOES
SIMULADAS DE JOGOS, SESSOES DE TREINOS E JOGOS OFICIAIS”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “EFEITO DA TERAPIA COM
DIODOS EMISSORES DE LUZ (LED) NA RECUPERACAO PSICOFISIOLOGICA
DE ATLETAS DE FUTSAL APOS ACOES SIMULADAS DE JOGOS, SESSOES
DE TREINOS E JOGOS OFICIAIS”, realizada no seu proprio ambiente de
treinamento (quadra do clube ao qual vocé esta vinculado). O objetivo do estudo é
analisar o efeito da terapia com LED na recuperacédo psicofisiolégica de atletas de
futsal apos acdes simuladas de jogos ou jogos oficiais executados em uma Unica
sessdo e em sessdes em dias sucessivos. A sua participacdo € muito importante e
ela se daria da seguinte forma: Vocé serda submetido a um protocolo de exercicio
intermitente de alta intensidade. As exigéncias fisicas do protocolo de exercicio
intermitente sdo semelhantes a de jogos de futsal. Em um primeiro momento, vocé
participard de trés protocolos de exercicios em dias diferentes: um teste de esfor¢o
maximo; repetira duas vezes o0 protocolo de exercicio intermitente ou jogo em
diferentes dias. Durante o protocolo de exercicio, vocés serdo submetidos a terapia
com LED ou Placebo. Antes, durante e apds os exercicios (imediatamente apos, 2,
6, 12, 24, 48 e 72 horas ap6és), serdo realizados coletas de amostras de sangue para
analise bioquimica, serdo realizados testes de desempenho de poténcia de
membros inferiores (salto vertical), de contracdo voluntaria méaxima, de sprints
repetidos, no Yo-Yo e vocés serdo questionados sobre sua percepcdo de dor
muscular. Além disso, durante os exercicios vocé sera monitorado por meio de um
analisador de gases, frequéncia cardiaca, por uma escala de percepcéo subjetiva do
esforco para quantificacdo do esforco nos exercicios e analise de filmagens para
verificar a distancia percorrida em diferentes velocidades. Em um segundo momento,
vocés participardo dos protocolos de exercicios em dias sucessivos (minimo 2 e

maximo 6 dias), de sessdes de treinamentos ou jogos, no qual, vocés receberam
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terapia com LED ou placebo. As variaveis analisadas antes, durante, imediatamente
e horas apos protocolo de exercicio serdo as mesmas citadas acima para o primeiro

momento.

Gostariamos de esclarecer que sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo
VOCE: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualguer momento sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as
informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas
com o0 mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

As amostras sanguineas que nao forem utilizadas para as analises bioquimicas
previstas serdo descartadas em local apropriado.

As filmagens que serdo utilizadas para analises cinematicas (ex.: distancia
percorrida) ndo serdo divulgadas em meio publico e serdo arquivadas em absoluto
sigilo.

Como os exercicios utilizados neste projeto apresentam exigéncia fisica semelhante
a de partidas de futsal, os riscos envolvidos com essa pesquisa sdo semelhantes
aos riscos de uma partida dessa modalidade como: possiveis lesdes mioarticulares,
dor muscular, fadiga. No entanto, esses exercicios sdo desempenhados a todo o
momento por atletas dessa modalidade. Dessa maneira, essa pesquisa n&o
implicar& a vocés riscos adicionais aos riscos que estdo relacionados a treinamentos
e jogos de futsal. Estudos semelhantes foram realizados em nosso laboratério e
nunca foi relatado nenhum problema.

Os beneficios esperados sé&o: obter o conhecimento do efeito da LED terapia como
uma estratégia a ser utilizada para acelerar a recuperacao de jogadores de futsal
apos jogos.

Informamos que o senhor ndo pagara nem serd remunerado por sua participagao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa seréao
ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na
pesquisa.

Caso o senhor tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos
contactar:

Victor Hugo de Freitas, Rua Delaine Negro 55, apt - 210 bl — 2, Jardim Alto da
Colina, Londrina — PR; (43)98081172; Victorfre@ig.com.br) ou procurar o Comité de


mailto:Victorfre@ig.com.br
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Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina, na Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445 Km 380 - Campus Universidade
Estadual de Londrina CEP 86057-970, fone: 33715455 ou por e-mail:
cep268@uel.br. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo

uma delas, devidamente preenchida, assinada e entregue ao(a) senhor(a).

Londrina, de de 201 .

Pesquisador Responsavel
RG::

, tendo sido devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da

pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséao dactiloscopica):
Data:




112

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Jiu Jitsu

“Avaliacdo de cargas de treino e desempenho em atletas de jiu jitsu ”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo para participar da pesquisa “Avaliacdo de cargas de
treino e desempenho em atletas de jiu jitsu”, a ser realizada no Departamento de
Histologia da Universidade Estadual de Londrina e na Academia Brasil Wellness —
Londrina/PR. O objetivo da pesquisa € avaliar como um periodo de 8 semanas de
treino fisico e técnico de jiu jitsu pode modular a percepgao de esforco do atleta, sua
percepcdo de recuperacao e estresse, a sua variabilidade da frequéncia cardiaca,
desempenho fisico de membros inferiores, horménios testosterona e cortisol na
saliva, anticorpos na saliva e substancias indicadoras de dano muscular e
inflamacdo em sangue. Sua participacdo é muito importante e ela se daria da
seguinte forma: participar de um treinamento fisico e técnico durante a sua
preparacdo para um campeonato a nivel nacional ou internacional, do qual vocé
pretenda participar. O treinamento tera duracdo de 8 semanas sob orientacdo e
supervisdo de um profissional de educacéo fisica habilitado para preparacdo de
atletas da modalidade, com nivel de mestre e faixa preta em jiu jitsu. Além disso,
serdo realizadas trés coletas de amostras de saliva (salivacdo espontanea) e de
sangue, na primeira, quarta e oitava semana de treino, para avaliagdo de hormdonios
(cortisol e testosterona) e anticorpos (IgA) e substancias presentes no sangue que
indicam dano muscular (creatino quinase) e presenca de inflamacao (proteina C
reativa, interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa). Vocé também
sera submetido a trés testes de salto, na primeira, quarta e oitava semana, que
serdo realizados com um movimento de agachamento e estiramento das pernas, ou
iniciando com as pernas semi-flexionadas. Os testes de salto seréo realizados para
avaliar a forca muscular das pernas. Apés cada sessdo de treinamento, sera
perguntado qual a intensidade percebida do esfor¢o realizado durante o treino, em
uma escala de pontos conhecida como escala de Borg. Na primeira avaliacdo do
estudo, vocé sera deitado no tatame, com um sensor portétil e um relogio de treino
(cardiofrenquencimetro) durante 10 minutos para avaliagdo de sua frequéncia

cardiaca de repouso e avaliacdo de um indice de monitoramento de atletas
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conhecido como variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). A VFC indica como o
seu sistema nervoso esta agindo sobre a frequéncia de batimentos do coracédo, em
funcdo das cargas de treinamento que serdo aplicadas. O mesmo procedimento de
avaliacédo da VFC sera realizado trés vezes por semana, mas em intervalos curtos
de dois minutos, antes das sessdes de treinamento da segunda, terca e sexta-feiras.
Nas segunda-feiras, vocé devera responder um questionario chamado RESTq-sport,
gue avaliara o seu nivel de recuperacéo e estresse, e apontara, em uma escala de
pontos, a sua percepcao de recuperacao fisica (escala TqR). Estes dados permitirdo
ao pesquisador avaliar se o treino esta promovendo ganho de desempenho,
permitindo recuperacdo adequada entre sessdes de treino, qual a intensidade de
carga percebida pelo atleta e se a intensidade de carga esta adequada.
Esclarecemos que sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-
se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete
gualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas
informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas
com o0 mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade. Apos as andlises, as amostras de saliva e sangue serdo descartadas.
Esclarecemos ainda, que vocé ndo pagara e nem serd remunerado(a) por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participacdo. Caso seja necessario, o deslocamento por transporte publico até o
local de treino seré& ressarcido pelo pesquisador responsavel.

Os beneficios esperados sao a identificagdo de uma carga de treinamento
individualizada, monitorada por métodos simples e seguros (percepc¢ao de esfor¢o e
variabilidade da frequéncia cardiaca) que poderdo ajuda-lo futuramente no
planejamento de preparacdes para eventos competitivos. Os resultados da pesquisa
ajudardo profissionais da area esportiva a monitorarem e treinarem atletas de jiu
jitsu, melhorando rendimento fisico e reduzindo o risco de sobre treinamento e
perda de rendimento esportivo. Os riscos da pesquisa sdao minimos, sendo
relacionados a possivel lesées musculares e osteoarticulares decorrentes do
treinamento. No entanto, esclarecemos que sua carga de treino sera monitorada
diariamente, caso a intensidade de treino se torne muito elevada e a percepcéo de
estresse esteja elevada, sua carga de treino sera ajustada para evitar estresse fisico

e emocional. Mesmo que ocorra algum dano e vocé necessite cuidados médicos em
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decorréncia de algum procedimento do estudo, o0 pesquisador responsavel sera
comunicado, providenciando o deslocamento a servico médico publico.

Caso vocé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera contatar
o0 pesquisador responsavel: Profa. Dra. Solange de Paula Ramos, Rodovia Celso
Garcia Cid s/n, km 380, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual de
Londrina; telefone: (43) 3371-4327/99901-4992; e-mail: ramossolange@uel.br, ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC — Laboratorio Escola,
no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamente preenchida, assinada e entregue a vocé.

Londrina, de de 201 .

Pesquisador Responsavel
RG::

(

), tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa

descrita acima.

Assinatura (ou impresséao dactiloscopica):

Data:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA TERAPIA COM DIODOS EMISSORES DE LUZ (LED) NA
RECUPERACAOQO PSICOFISIOLOGICA DE ATLETAS DE FUTSAL APOS ACOES
SIMULADAS DE JOGOS, SESSOES DE TREINOS E JOGOS OFICIAIS

Pesquisador: Victor Hugo de Freitas

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 39519414 .4.0000.5231

Instituigéo Proponente: CEFE - PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM EDUCACAOQ FiSICA UEM/UEL
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 930218
Data da Relatoria: 21/12/2014

Apresentacao do Projeto:

O projeto de pesquisa visa sera analisar o efeito da terapia com LED na recuperacéo psicofisiologica de
atletas de futsal apos acGes simuladas de jogos, sessfes de treinos e jogos oficiais dessa modalidade. Para
iss0, 15 atletas de futsal do sexo masculino da Associagdo Campo Mouréo Futsal serdo submetidos a um
protocolo de exercicio intermitente para o Futsal (PIEF) ou a jogos oficiais e serdo submetidos a terapia com
LED. Um grupo receberd uma sesséo de terapia com LED (grupo LED) apds o PIEF ou jogos, e o outro
grupo recebera tratamento placebo simulando a terapia com LED (grupo placebo). As variaveis analisadas
durante o LIST e o PEIF serdo: analise cinematica, consumo de oxigénio, frequéncia cardiaca, lactato
sanguineo e percepcao subjetiva do esforco. As variaveis analisadas antes, imediatamente apos, 2, 6, 12,
24, 48 e 72 horas apos sao: variabilidade da frequéncia cardiaca, coleta sanguinea para analise de CK,
citocinas inflamatorias, fatores de crescimento, marcadores de estresse oxidativo, avaliagéo de desempenho
em testes de poténcia de membros inferiores, de contrag&o voluntaria maxima, de sprints repetidos, de
velocidade e no Yo-Yo e serdo questionados sobre sua dor muscular percebida. Em um segundo momento

os dois grupos participardo dos protocolos de exercicios ou jogos em dias consecutivos ou sessdes de

w

treinos, no qual, um grupo recebera terapia com LED em dias consecutivos (grupo LED)
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Pagina 01 de 03

115



116

| UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
mawises’  LONDRINA - UEL/ HOSPITAL %w
REGIONAL DO NORTE DO

Continuacdo do Parecer: 930.218

e 0 outro recebera placebo. As variaveis analisadas durante o PEIF, treinos ou jogos e antes, imediatamente
apos e horas apos os PEIF, treinos ou jogos sucessivos serao as mesmas citadas acima para o primeiro

momento.

Objetivo da Pesquisa:
Analisar o efeito da terapia com LED na recuperacé&o psicofisiologica de atletas de futsal apos acdes
simuladas de jogos, sessdes de freinos e jogos dessa modalidade executados em uma unica sessao e em

sessdes em dias sucessivos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Quanto aos riscos o pesquisador relata: Fadiga, Dor muscular pos exercicio. No entanto, os participantes da
pesquisa estdo acostumados a realizarem exercicios com as mesmas caracteristicas dos exercicios
envolvidos no presente projeto. Dessa maneira, 0s jogadores néo serdo submetidos a nenhum
procedimento que envolva riscos

adicionais aos riscos envolvidos em treinamentos ou jogos de futsal. Estudos semelhantes foram realizados
em nosso laboratorio e nunca foi relatado nenhum problema.

Os beneficios segundo o pesquisador sdo: obter o conhecimento do efeito da LED terapia como uma
estratégia a ser utilizada para acelerar a recuperacao de

jogadores de futsal apos jogos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é interessante uma vez que o LED tem demonstrado ser um método eficaz na redugé&o de dor

muscular e inflamacé&o e pode auxiliar os jogadores.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresenta folha de rosto preenchida e assinada adequadamente. Apresenta declarac&o da Associacéo
Campo Mouré&o Futsal para coleta de dados junto aos atletas. Apresenta TCLE em acordo com a resolugéo.
Apresenta cronograma com previséo de coleta de dados em inicio de fevereiro. Apresenta orcamento de

R$28.000,00 que sera custeado pela bolsa da produtividade do orientador do projeto de pesquisa.

Recomendacgodes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias foram atendidas, recomenda-se aprovacéo.
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Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Né&ao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

LONDRINA, 08 de Janeiro de 2015

Assinado por:
Paula Mariza Zedu Alliprandini
(Coordenador)



