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Resumo

O seguinte estudo pretendeu analisar a resposta da Testosterona e do Cortisol
a um protocolo de nado intervalado em condi¢Bes experimentalmente controladas, e
ao longo de 24 horas. Isto no sentido de monitorizar o comportamento de marcadores
conhecidos da adaptacdo ao exercicio.

A amostra foi constituida por doze nadadores de nivel nacional com uma
média de idades de 17,03 + 0,89 anos, com um volume de treino médio anual de
1450 £70,71 Km, e com 7,08 £ 1,16 anos de competicdo. O protocolo do exercicio
de nado consistiu na realizacdo de um esforco aerébio, onde foram cumpridas cinco
séries de 400 metros, com um intervalo de 45 segundos.Quanto as amostras de saliva
(6), estas foram recolhidas antes do aquecimento, 15min apo6s o teste, 1h 30min apds
o teste, 2h 30min apds o teste, ao acordar no dia seguinte (7:30 a.m.
aproximadamente) e por fim, 24h ap6s o esforgo. A andlise estatistica foi realizada
recorrendo ao Teste Wilcoxon e foi estabelicido um nivel de siginficancia de 0,05.

Os valores do Cortisol salivar aumentam de forma estatisticamente
significativa (p=0,006), 15min apo6s o exercicio. Apds 1h 30min de recuperagdo 0s
valores descem significativamente em relagdo aos obtidos 15 min ap6s o esforco e,
2h 30min ap06s o exercicio, essa diminuicdo continua a ser significativa. A partir
daqui verificou-se uma recuperacdo até & manhd seguinte para niveis idénticos aos
pré teste, mantendo-se assim até ao final do tempo de estudo (24h apos).

A resposta pds exercicio da Testosterona (15min ap6s) mostrou que 0s
valores das concentracg@es salivares diminuem sendo que, 1h 30min e 2h 30min apds
0 exercicio essas diferencas para os valores pré teste sdo significativas. Vinte e
quatro horas ap0s o exercicio ndo existem diferencas significativas dos valores pré
exercicio.

Os valores médios do Réacio T/C, 15min apds o exercicio, diminuiram
significativamente (p=0,015) sendo que, 1h 30min e 2h 30min ap6s o exercicio,
essas diferencas deixaram de ser significativas comparado-as com os valores iniciais.
A partir daqui os valores aumentaram e ao levantar apresentavam-se idénticos aos de
referéncia. Considerando que o racio T/C podera traduzir o equilibrio entre os
processos anabolicos e catabolicos este comportamento permite-nos pressupor que
atletas sujeitos a este tipo de exercicio pela tarde, poderdo treinar sem limitacdo pela

manha.
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Capitulo I - Introducéo

O trabalho que apresentamos teve como base o estudo do comportamento da
Testosterona e do Cortisol durante um periodo de 24 horas apds a realizacdo de um
protocolo de nado em condigdes experimentalmente controladas. Este trabalho surge
na continuacdo de outros ja realizados em anos anteriores e tenta dar mais um
contributo para a monitorizacdo da resposta imunitaria em momentos pré e poés
exercicio.

Este projecto de investigacdo justifica-se porque pretende acrescentar
conhecimento relativo ao comportamento de marcadores conhecidos da adaptacéo ao
exercicio - Testosterona e Cortisol - em condicdes especificas de realizacdo de
tarefas habituais na preparacdo de atletas de Natacdo Pura Desportiva (NPD). Esta
modalidade é, de certo modo, de dificil acesso por se realizar no meio em que se
realiza mas a0 mesmo tempo o seu caracter ciclico permite o controlo das variaveis
de treino. Para além do exposto pretende-se ainda verificar se existe algum periodo
do dia, em que os atletas sujeitos a este tipo de exercicio, apresentam alteragdes
significativas nas concentracGes destas hormonas catabolicas (cortisol) e anabolicas
(testosterona) tentando perceber se este equilibrio é ou ndo afectado, num tipo de
exercicio particular, e se 0 é, até que ponto.

Optou-se pela recolha de saliva para o estudo destes pardmetros por ser um
método pouco invasivo. Obminiski (1997), num estudo realizado com praticantes de
karate, constatou que os resultados obtidos a partir de amostras de saliva se
mostraram mais fidveis do que os resultados obtidos através de amostras de plasma
sanguineo. Chatard (2002), relativamente ao Cortisol refere 0 mesmo.

Este trabalho sera estruturado da seguinte forma:

Inicialmente serdo apresentados alguns estudos ja realizados na area da
fisiologia do exercicio, de forma a enquadrar correctamente este estudo na respectiva
area do conhecimento. A pesquisa nesta area foi realizada recorrendo a manuais de
referéncia da fisiologia (Tratado de Fisiologia Médica, Guyton & Hall, 1997;
Human Physiology, Vander et al, 2001) e da fisiologia do exercicio (Fisiologia de la
actividade y del deporte, Gallego, 1992; Exercise Fisiology — Theory and
Application to fitness and Performance, Powers et al, 2001); e consultando de forma

exaustiva motores de busca na Internet e nas bibliotecas, de forma a poder aceder as
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publicacbes cientificas de referéncia da éarea, dando preferéncia aos estudos mais
recentes. E no entanto pertinente referir que sdo quase inexistentes, na literatura
nacional e internacional, estudos que analisem o comportamento da Testosterona,
Cortisol e Racio Testosterona / Cortisol em resposta a este tipo de esforgo. Assim,
optamos por utilizar como referéncias trabalhos publicados centrados na resposta
hormonal a diversos tipos de exercicio.

De seguida serd apresentada a metodologia seguida (amostra, caracterizagéo
das acc¢bes desenvolvidas para a recolha de dados), dando especial énfase aos
procedimentos laboratoriais ja que foi a tarefa que mais relevo teve no nosso trabalho
de campo e seguidamente serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.
Resultados esses recolhidos com o proposito de compreender os efeitos do exercicio
sobre a resposta da testosterona e do cortisol. Ficou patente a potencialidade deste
procedimento na monitoriza¢do da adaptacdo do organismo ao esforgo fisico.

Por fim, apresentadas conclus@es e sugestdes para futuros estudos nesta area.
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Capitulo Il - Revisdo da Literatura

A resposta hormonal ao exercicio tem sido alvo de diversos estudos nos
altimos anos e em muitos casos tenta-se associar a resposta hormonal aguda e
cronica as variagoes do treino. Segundo Urhausen (2002) periodos de treino longos e
a intensidades elevadas estdo associados a alteragcBes hormonais, imunologicas e
hematoldgicas. Carli et al (1983), num estudo realizado com 8 rapazes nadadores
entre os 12 e 16 anos de idade que se submeteram a treinos diversificados (fartlek,
overdistance, intervalado, etc) também afirma que os niveis hormonais basais
alteram-se com o treino. Bonifazi (1998) observou outro facto também importante
ao acompanhar nove nadadores da selec¢do nacional italiana, ap6s uma tarefa de
nado aerdbio (15x200m com 20s de intervalo) a Adrenocorticotrofina (ACTH) e a
Hormona de Crescimento aumentavam as suas concentragdes mas, no entanto ao
longo da época essas concentragfes foram diminuindo. O mesmo autor, noutro
estudo de 2000, observou que concentragfes menores de cortisol em situacbes pré
competitivas eram indicio de uma melhoria da capacidade de desempenho. Outro
exemplo de estudos nesta area é o realizado por Hoogeveen el al (1996), com dez
ciclistas profissionais, em que concluem que niveis elevados de cortisol e niveis
diminuidos de testosterona podem predizer um decréscimo de qualidade da
performance.

Existem trés grandes familias de hormonas, as catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina), os polipetideos e glicoproteinas e ainda os ainda esterdides (como o
cortisol e a testosterona). Estas Ultimas sdo produzidas no cortex adrenal, nas
gonadas sexuais ou na placenta durante a gravidez. As hormonas esterdides tém
como percursor o colesterol que, embora também seja produzido pelas células que as
segregam, na sua maioria advém do plasma sanguineo.

O objectivo do nosso estudo reside na monitorizacdo da resposta de duas
hormonas, a Testosterona produzida nos testiculos, e o Cortisol produzida no cortex
adrenal, ao exercicio (Vander et al., 2001; Adams, 2002).
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1.Cortisol

A secrecdo do Cortisol estd dependente da excitacdo do hipotdlamo por
diferentes tipos de stress. O hipotdlamo, quando excitado, liberta o factor de
libertacdo da corticotrofina (CRF) que actua sobre a hipéfise anterior induzindo a
libertacdo de ACTH. Esta hormona actua sobre a membrana das células do cortex
adrenal induzindo a formacdo de Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPc) dentro
do citoplasma que, por sua vez, activa as enzimas intracelulares que provocam a
formac&o de hormonas adrenocorticais, entre elas o Cortisol. O Cortisol, por sua vez,
inicia uma série de efeitos metabolicos destinados a diminuir o stress a que o
hipotalamo esta sujeito e, ao mesmo tempo, actua directamente sobre este. Ao actuar
sobre o hipotalamo diminui a formacgéo de CRF e, ao actuar sobre a hipdfise anterior,
diminui a producdo de ACTH, o que leva a diminui¢do da concentracdo de Cortisol
plasmatico.

O Cortisol € uma hormona glucocorticdide que tem a sua accdo metabdlica
em varios tecidos alvo. O efeito metabdlico mais bem conhecido do cortisol é a sua
capacidade de estimular a glicogénese no figado. Este facto resulta de dois efeitos
distintos desta hormona, o primeiro consiste no aumento das enzimas hepaticas
necessarias a glicogénese, o segundo consiste na mobilizacdo de aminoacidos de
tecidos extra-hepaticos aumentando, consequentemente, a sua concentragdo no
plasma e tornando-os disponiveis para o processo glicolitico do figado. Além deste
efeito o Cortisol causa também uma diminuicdo da taxa de utilizagdo da glicose pelas
células, e uma diminuicdo das reservas de proteinas em quase todas as células,
excepto as hepaticas. Outro dos efeitos mais importantes do cortisol consiste no seu
efeito anti-inflamatorio, reduzindo todos os aspectos do processo infamatério como:
estabilizar as membranas lissossomicas; diminuir a permeabilidade dos capilares e
consequentemente evitar a perda de plasma para dentro de outros tecidos; diminuir a
migracgdo de leucdcitos para dentro da area inflamada; ou baixar a febre. O Cortisol,
assim como blogueia a resposta inflamatdria, também tem um efeito positivo sobre
as alergias, ja que muitos dos efeitos graves destas se devem a resposta inflamatoria
(Guyton & Hall, 1997).
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A secrecdo dos glucocorticoides varia ao longo do dia (ritmo circadiano),
sendo as taxas de secre¢do de cortisol, mais altas de manha cedo e mais baixas a
tarde e noite (Lac et al. 1997). Este efeito resulta de uma alteracéo ciclica de 24h nos
sinais a partir do hipotalamo que condicionam a secrecdo do cortisol. Sendo assim,
os valores dos niveis de cortisol sanguineo, s6 sdo significativas quando expressas

em termos do momento do ciclo em que foram adquiridos (Guyton & Hall, 1997;).

Figura 1. 3 - Padrdo tipico da concentracédo do
cortisol durante um periodo de 24h. (in Guyton &
Hall, 1997)
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1.1 Cortisol e Exercicio

O Cortisol desenrola um papel fundamental durante o exercicio ja que
permite ao individuo manter os niveis de glicose no sangue. A actuacdo do Cortisol
desenvolve-se a varios niveis: no tecido adiposo mobilizando acidos gordos livres;
bloqueando o aporte de glicose para os tecidos o que obriga a uma maior
mobilizacdo de &cidos gordos como fonte energética; no tecido proteico, inibido a
sintese proteica, 0 que leva a uma producéo de mais aminoacidos que por sua vez sao
metabolizados a nivel hepatico para a formagdo de glicose (neoglicogénese); e
estimulando enzimas hepaticas envolvidas nas vias metabdlicas que por sua vez
também permitem a sintese de glicose (Vander et al., 2001).

J4 existe um conjunto de trabalhos pretendem confirmar a elevagdo do
Cortisol apds exercicio, entre eles um estudo realizado por Lac et al (1997) com nove
estudantes de educacdo fisica ( 5 rapazes e 4 raparigas); com idades compreendidas
entre 0s 19 e os 23 anos; e praticantes de actividade fisica regular (6 a 12h por
semana), em que lhes foi pedido que pedalassem durante trinta minutos a uma
intensidade de acima de 80% da frequéncia cardiaca maxima e acima de 70% do seu
VO2 méximo. Concluiram que durante a realizacdo deste tipo de exercicio sub-
maximo a concentracdo de Cortisol aumentou para o dobro. No entanto observa-se
que antes do exercicio comecar j4 existe essa tendéncia, possivelmente devido ao
stress pré-teste. Os valores encontrados no momento pré-exercicio ndo apresentaram
diferencas significativas para os valores de referéncia (valores obtidos as 10h da
manhd e inferiores aos obtidos as 8h da manhd). Os niveis de cortisol apresentaram
um aumento significativo a partir do comego do exercicio e, ao contrario de
exercicios onde a carga aplicada é constante, 0s niveis ndo continuaram a aumentar,
tendo atingido um plateau, com concentragdes duas vezes superiores as de referéncia.
Apos o término do exercicio, ocorreu um novo aumento significativo dos niveis de
cortisol. 1h30 depois de terminado o exercicio, os valores sofreram uma diminuicdo
aproximando-se dos niveis de referéncia (Lac et al, 1997).

Este comportamento também foi verificado por Hoogeveen (1996) ao realizar
um teste sub-maximo em bicicleta com dez ciclistas profissionais, onde se constatou
um aumento significativo da concentragdo de Cortisol plasmatico. Pagano et al.

(2005), encontrou a tendéncia do aumento do Cortisol, mas ndo para o dobro, em dez

-6-
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jogadores de futebol de saldo apds um jogo de duas partes de 30 minutos. Esse
aumento continuava a verificar-se 24h depois da realiza¢do do exercicio.

Chatard et al (2002), num estudo realizado com 9 nadadores de elite ao longo
de 37 semanas, verificaram que o Cortisol aumentava as suas concentracfes
dependendo da distancia de nado acumulada. Esse facto foi corroborado por Bonifazi
(2000) ao concluir que a concentracdo do cortisol plasmatico no final de uma época
de natacdo era superior aos valores iniciais, alcancando valores méaximos nas
competicOes preparatorias e decrescendo antes das competigdes principais. Neste
mesmo estudo verificou-se que a percentagem do aumento da velocidade individual
de nado, desde as competicbes preparatOrias até as principais, esta negativamente
correlacionado com o decréscimo da concentracdo de cortisol no periodo pré-
competitivo, podendo esta diminuicdo ser um pré-requisito para a melhoria da
performance do nado com caracteristicas anaerobicas.

Quanto & intensidade do exercicio, se esta for superior a 60% do Vo, méx., 0
cortisol plasméatico aumenta de forma mais nitida quanto maior for a poténcia
alcancada (Gallego, 1992), enquanto que para percentagens inferiores a concentragédo
diminui (Powers & Howley, 2001).

Parece entdo ser aceite pela maioria dos autores que em periodos de exercicio
intenso os valores do cortisol sdo significativamente aumentados no entanto, por si

s0, ndo é um bom marcador para controlo do treino e da fadiga (Atlaoui, 2003).

Figura Il. 4 Variagdo da percentagem da concentracdo do cortisol
plasmético com o aumento da intensidade do exercicio (in Powers &
Howley, 2001),
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2.Testosterona

As hormonas esterdides, entre elas a Testosterona, sdo segregadas pelo cortex
adrenal, participando na regulagdo mineral e no equilibrio energético, e denominam-
se por corticoesteroides. Estes agrupam-se em trés categorias funcionais:
mineralcorticoides (reguladores do equilibrio do potassio e do sodio),
glucocorticoides (reguladores dos mecanismos da glicose e de outras moléculas
organicas) e os esterdides sexuais (androgéneos) que complementam as hormonas
sexuais segregadas pelas gonadas. (Fox, 1996).

A Testosterona faz parte do grupo dos Androgénios (grupo de hormonas com
efeitos masculinizantes), e é sintetizada a partir do colesterol ou, directamente, a
partir da acetilcoenzima A. Dentro deste grupo, do qual também fazem parte a
Dihidrotestosterona e a Androstenodiona, a Testosterona é tdo mais abundante que
pode ser considerada a hormona testicular mais importante. A Testosterona é
formada nas células intersticiais de Leyding, que constituem cerca de 20% da massa
testicular, e apds ser secretada pelos testiculos circula entre 30m a 1h na corrente
sanguinea ligada a albumina plasmaticaproteica ou a globina fixadora de hormonas
sexuais. A partir daqui, a Testosterona que se fixa aos tecidos é convertida dentro das
células em dihidrotestosterona, a que nédo é fixada é convertida, essencialmente no
figado, em androsterona e desidroepiandrosterona que ligadas a sulfatos ou
glicuronideos, sdo excretadas através do intestino ou da urina. A acgdo da
dihidrotestosterona nos tecidos alvo tém varias consequéncias como 0 aumento das
Hemaécias, o desenvolvimento muscular e 6sseo ou 0 aumento do metabolismo basal
mas no fundo, podemos resumir o seu efeito a um aumento da sintese proteica dentro
das células dos tecidos alvo.

A secre¢do da Testosterona so existe se as células intersticiais de Leyding
forem estimuladas pela hormona luteinizante (LH), aumentando a sua producdo em
proporcao directa a quantidade de LH disponivel. A LH, por sua vez, é secretada na
Hipofise anterior quando esta é estimulada pela hormona libertadora da
gonadotrofina (GnRH). O GnRH, produzido no hipotalamo, estimula a hipdfise
anterior de forma intermitente levando a producdo de LH, também de forma ciclica,
mas a0 mesmo tempo a sua producdo estd dependente do efeito da Testosterona
sobre o hipotalamo. Completa-se assim um ciclo em que a GnRH leva a producéo de

LH, que por sua vez leva a producgdo de Testosterona, que controla a produgdo da
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primeira e consequentemente da segunda. Provavelmente o controlo da LH pela
Testosterona ndo é apenas indirectamente mas também directamente sobre a hip6fise
anterior (Guyton & Hall, 1997).

Esta hormona tem uma taxa de secrecdo diaria é de 4 a 9 mg, em individuos
do sexo masculino adultos, e pequenas quantidades desta hormona sdo também
segregadas no género feminino, tanto no ovario como nas supra-renais. Quanto ao
comportamento desta hormona ao longo do dia, a sua secre¢do mantém um ritmo
circadiano, sendo as concentracdes médias da hormona menores pela manha do que a
tarde (Gallego, 1992)
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2.1 Testosterona e Exercicio

A testosterona comporta-se perante o exercicio fisico de formas distintas. Se
existir uma fadiga cronica os niveis de testosterona diminuem significativamente
enquanto que os niveis de cortisol plasméatico se elevam tal como foi referido
anteriormente (Powers & Howley, 2001). No caso do exercicio fisico ser sub-
maximo a testosterona plasmatica aumenta as suas concentracdes entre 10% a 37%
(Vogel citado em Powers & Howley, 2001). Este facto também se verifica em
actividade fisica maximal (Cumming et al, citados em Powers & Howley, 2001;
Christou 2005), em treino aerdbio ou em treino de forca (Jensen, et al citados em

Powers & Howley, 2001). Obminski (1997) num estudo realizado com praticantes de
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karate, afirma que existe um aumento significativo das concentra¢@es de testosterona
entre o dia pré prova e o dia da prova.

Quanto aos niveis basais da testosterona verifica-se, segundo Hackney et al.
citados em Powers & Howley, 2001, que esses niveis sdo idénticos em individuos
com capacidades aerébias desenvolvidas ou em individuos com grandes massas
musculares (fisioculturistas) no entanto os segundos parecem ter uma resposta aguda
a testosterona mais elevada quando comparados com individuos menos treinados
(Kramer et al., citados por Powers & Howley, 2001).

Bonifazi et al (1998) num estudo realizado com nadadores, apds cumprirem
uma tarefa aerébia (15x200 metros crol com 20s de intervalo), em diferentes fases da
época de natacdo, além de terem verificado o referido anteriormente também
verificaram que a concentragdo testosterona aumenta imediatamente apds o exercicio
mas, apos a recuperacdo (lhora), volta a diminuir. Esse aumento no momento pés
exercicio também foi verificado por Hoogeveen et al (1996) num estudo realizado
com 10 ciclistas profissionais, sujeitos a um exercicio em cicloergémetro até a
exaustdo.

Existem no entanto estudos que contestam estes resultados afirmando que os
aumentos das concentracdes de testosterona se devem a reducdo do volume
plasmatico ou a diminuicdo da velocidade de inactivagdo e remocdo da testosterona
(Terjung, citado em Powers & Howley, 2001).

Segundo Calbet et al (1993) num estudo realizado com ciclistas apds um
periodo de 6 meses de treino combinado e de competicdo, os niveis de testosterona
salivar ndo tiveram um decréscimo significativo. Ao longo de varias semanas de
treino intenso de nadadores, a testosterona diminui as suas concentragdes plasmaticas
(Tyndall, G. et al 1996; Bonifazi et al, 1998).

3. Racio Testosterona/Cortisol

O racio Testosterona/Cortisol (T/C) obtido através das concentragdes
presentes no sangue sdo muitas vezes considerados um indicador aproximado do
estado anabdlico/catabolico do atleta (Calbet, 1993) ou, em dUltima analise,
predictores de situacBes de “overtraining”, embora ainda existam poucas certezas e

o0s estudos sejam de certa forma contraditorios. Alguns autores como Fry et al (1997)
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e Urhausen et al (1998) dizem-nos que o racio T/C é um bom marcador para prevenir
o “overtrainig” (entendendo este como uma reducdo acentuada de capacidade de
desempenho) visto que podemos verificar através desse valor o equilibrio entre o
anabolismo e o catabolismo. Banfi (1993), num estudo realizado com 8 patinadores
de elite ao longo de uma época, verificou que a diminui¢do do racio testosterona /
cortisol sanguineos, na ordem dos 30%, estd relacionada com uma recuperagdo
incompleta do exercicio realizado, concordando com as ideias de Fry et al (1997) e
Urhausen et al (2002). Além disto este autor ainda acrescenta que este marcador ndo
é aplicével ao género feminino.

Corroborando com esta ideia, Chatard & Duclos (2004) dizem-nos que para o
propésito de verificagdo da existéncia de “overtrainig”’, este pardmetro sera
insuficiente ja que a testosterona ndo € a Unica hormona com um papel importante no
processo anabdlico.

Num estudo realizado com corredores velocistas e fundistas por Simdes et al
(2004), os resultados sugerem que a razdo T/C no sangue, é mais influenciada pelo
volume de treino do que pela intensidade. Priit (2006), também nos diz que as
variagdes, de concentracdo destas hormonas é mais sensivel ao volume de treino,
sendo que para ambas as variaveis o valor da razdo T/C diminui apds esforco.

Calbet (1993), pode concluir que os ciclistas profissionais, apds um periodo
de 6 meses de treino combinado e de competicdo, melhoram a sua capacidade
aerobia enquanto a sua capacidade anaerdébica se deteriorou, no entanto ndo detectou
um decréscimo significativo nos niveis do racio T/C salivares, embora este tenha
sido de 29%.

4. Aspectos caracterizadores e especificidade do exercicio de nado

A Natagdo Desportiva engloba cinco disciplinas, o Pélo Aquético, os Saltos
para a Agua, a Natacdo Sincronizada, Aguas Abertas e a Natagdo Pura. No nosso
caso quando falarmos de Natacdo estaremos a referir-nos a chamada Natacdo Pura.

A Natagdo é um desporto individual que se divide em varias
“provas/categorias” em fungdo da distdncia a percorrer e do estilo em que essa

distancia é percorrida. Independentemente disto a Natacdo tem como objectivo
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principal percorrer uma determinada distdncia no menor tempo possivel em
determinada técnica ou técnicas (provas de estilos).

A Natacdo, por definicdo, é uma modalidade de resisténcia ndo sé pelo tipo
de competicOes oficiais (que tém duracdes e intensidades que mobilizam diferentes
sistemas energéticos), mas também pelo tipo de treino que requer (grande densidade
de trabalho dentro e fora de agua) e pelas caracteristicas dos nadadores de alto
rendimento (que apresentam valores elevados de poténcia e capacidade aerdbia

independentemente da especialidade de cada um) (Pereira, 1994; Alves, 2004).

4.1 Vias energéticas associadas ao exercicio de nado

A Natagdo é uma modalidade essencialmente de resisténcia implicando a
participacao de diferentes vias de produgdo de energia. As reac¢des metabolicas que
permitem ao organismo a transformacdo da energia podem ser divididas em dois
tipos: as anabolicas, que requerem energia para acontecer e consistem na degradacao
de moléculas complexas como o glicogénio, lipidos ou proteinas; e as catabdlicas,
que libertam energia a partir da degradacdo de moléculas complexas em mais
simples com a libertacdo de energia. A energia produzida é, em ambos 0s casos, em
forma de Adenosina Trifosfato (ATP) (Vander et al, 2001; Fox, 1996; Powers &
Howley, 2001 ).

Em exercicio o organismo necessita de um fornecimento continuo de ATP.
Como é impossivel armazenar a quantidade de energia necessaria sob a forma de
ATP, o corpo humano recorre a trés vias metabdlicas para a sua producdo. De acordo
com a generalidade dos autores de referéncia as vias energéticas sdo trés, duas que
ndo requerem a presenca de oxigénio e por isso consideradas Anaerdbias (Via
anaerobia alactica - Sistema ATP-Fosfocreatina (PC) e Via anaerdbia Lactica -
Sistema de Acido LActico) e uma terceira que requer a presenca de oxigénio (Via
Aerobia - Sistema Oxidativo) e por isso considerada Aerdbia (Maglisho 2003).
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A via anaerdbia alactica consiste na transformagdo de PC, armazenado nos
musculos, em ATP sendo a primeira a ser utilizada e tendo uma duracéo bastante
curta, 4 a 5 segundos (Maglisho, 2003).

Uma vez esgotada esta via, 0 organismo recorre as reservas de glicogénio dos
musculos para a ressintese das reservas de ATP e PC — via anaer6bia lactica. Os
factores limitativos desta via sdo a acumulagdo do acido lactico, pela impossibilidade
de remocdo dos seus produtos (piruvato e H*) na auséncia de oxigénio, e a sua
duracdo que é apenas entre 30 segundos e 2 minutos (Castelo, 1996).

Se a necessidade de fornecer energia as células continuar, a Unica via
disponivel é a aerébia que consiste na metabolizacdo de glicose e gorduras. Esta via
energeética é praticamente inesgotavel, embora lenta, podendo ser utilizada sempre
que exista oxigénio e substratos passiveis de oxidagdo, no entanto tem como
limitadores as fungBes orgénicas que condicionam o consumo de oxigénio (captagdo
pulmonar, fixacdo alveolar e capilar, velocidade do transporte pelo sistema
cardiovascular, e utilizacdo ao nivel da célula muscular) (Gastin, 2001; Castelo,
1996).

Quadro 1.1 - Sistemas de producéo de ATP. ( adaptado de Fox, 1996)

. . Poténcia
Sistemas Comt?us_tlvel 02, .| Velocidade Producda Maxima
Quimico Necessario de ATP ATP
Anaerobio Pouca
Sistema Fosfocreatina Né&o Imediata Limitada 3,6 mol/min
ATP-PC
Anaerobio
Sistema de Glicogénio x -~ Pouca .
Acido (glicose) Nao Rapida |\ ;mitaga | 1,6 mol/min
L &ctico
Aerobio Glicogénio, Muita
Sistema Gorduras, Sim Lenta limitada 1,1 mol/min
oxidativo Proteinas

As trés vias energéticas ndo funcionam separadamente e & o contributo de
todas que permite a producdo de energia para a resposta muscular quando o atleta
cumpre todo o tipo de distancias, a diferentes velocidades. Maglisho (2003) estimou
que num exercicio aerdbio realizado a maxima intensidade a contribuicdo da via
aerobia é bastante elevada, a contribuicdo da via anaerobia lactica é ligeira enquanto

que a contribuicdo da via anaerdbia alactica é negligenciavel.
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Quadro 11.2 —Contribuicdes relativas para cada via energética em diferentes distancias nadadas.
(adaptado de Maglisho, 2003)

Via Aerébia
. % Via % Via . %
Distancia DUE"S?E?OOdO Anaerodbia Anaerobica e rr:eta?c;_llsmo metabolismo
¢ Aldctica Lactica glucofitico Lipidico
25m 10 — 15 seg 50 50 Neg Neg
50 m 19 — 30 seg 20 60 20 Neg
100 m 40 — 60 seg 10 55 35 Neg
200 m 1:30 - 2 min 7 40 53 Neg
200 m 2-3min 5 40 55 Neg
400 m 4—6min Neg 35 65 Neg
800 m 7 —10 min Neg 25 73 2
900 m 10 - 12 min Neg 20 75 5
1.500 m 14 — 22 min Neg 15 78 7

Neg- Negligenciavel

4.2 Zonas de Intensidade de treino

A melhoria da resisténcia do atleta, ou seja um aumento da sua capacidade
aerodbia e anaerobia, pressupde a sujeicao a estimulos prolongados. Para isto deve-se
aumentar o volume ou a intensidade ou ainda, reduzir o descanso. E portanto através
do treino que se aperfeicoam as capacidades metabdlicas requeridas em determinada

prova.

Segundo Maglisho (2003) podemos definir diferentes zonas de intensidade do
treino recorrendo aos valores de lactémia no sangue, a percentagem de VO, méax. e a
velocidade de execucdo. Navarro, (2001) propde valores de lactémia e frequéncias
cardiacas para o controlo da zona de treino em que o atleta se encontra. Para
Sweetenham el al (2003) essas intensidades de treino podem ser avaliadas de forma
mais facilitada a partir da frequéncia cardiaca. Neste sentido apresentam-se de

seguida, em forma de tabela alguns desses valores.
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Quadro 1.3 — Caracterizagdo das zonas de treino. (adaptado de Maglisho, 2003 e Navarro, 2001)

e o 5
Zonas de Treino Frequgnua Lactem_lla %) \,/02 Velocidade
Cardiaca (mmol.I"™) max.
Aerdbio | Aerobio LIgelro | 359 _ 150 2:3 50 - 80 Baixa
Aerobio -
Moderado — A2 150 - 180 35-45 80-90 Média
Aerobio > 180 45-10 > 90 Média Alta
Intenso — A3
Anaerdébio Tolerancia - L.
L 4ctico Lactica — TL Méaxima >6 +/- 90 Alta Sub-Maxima
Maxima
Produgéo Maxima > 10 +/- 95 Alta Sub-Méaxima
Léactica— MPL
An,ae_roblo Velocidade Sub-méaxima 2-3 +/- 95 Maxima
Alactico

Com o evoluir da natacdo surgiram varios métodos de treino que permitem
desenvolver a resisténcia de modo mais objectivo quer a nivel pedagdgico quer
cientifico. Assim, os métodos de treino podem ser classificados genericamente em

dois tipos:

Métodos continuos

Uniforme — caracterizado por esforcos de longa duracéo e indices externos da
carga (velocidade) constantes.

Variado — caracterizado pela realizacdo de esforcos prolongados, durante os
quais se procede a variagdes significativas de intensidade mas sem que se chegue a

parar efectivamente a actividade.

Meétodo por Intervalos

Repeticdes — com pausa completa

Intervalado — com pausa incompleta
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4.3 Nado Intervalado

O treino aerébio em natacdo tem como objectivo principal a melhoria da
capacidade aerobia, permitindo ao atleta nadar mais rdpido com o menor contributo
possivel das vias anaer6bias. Este tipo de treino permite ao atleta em situagdo de
competicdo reduzir a acumulacdo de acido lactico assim como fazer mais facilmente
a sua remoc¢do, em suma, evita o aparecimento precoce da fadiga (Maglisho, 2003).
Com o evoluir da modalidade surgiram varios métodos de treino e um deles, o treino
intervalado que teve como pioneiros na sua sistematizacdo Reindell & Gerschller em
1960 (citados por Alves, 2004). A sua versatilidade na organizacdo da carga tendo
em vista as adaptacdes funcionais pretendidas faz dele um método de aplicacéo
praticamente universal. O método de treino por intervalos com pausas incompletas
(treino intervalado) é caracterizado por periodos de repouso que ndo permitem a
recuperacdo completa dos parametros cardiovasculares e ventilatorios. Este tipo de
treino tem trés componentes, a intensidade, o periodo de esforgo (repeticédo) e a pausa
entre repeti¢des. As variaces da carga, da pausa, do volume total ou da intensidade
da tarefa, variam consoante a zona de treino que se pretende trabalhar.

As vantagens apontadas para este método sdo: a possibilidades de alcancar
um maior volume de trabalho e ao mesmo tempo com maiores intensidades (chega a
ser 2,5 vezes superior as realizadas em método continuo); a sua proximidade com o
perfil metabdlico da competicdo em modalidades de esforco intermitente (Alves,
2004); a possibilidade de ser utilizado para recrutar especificamente fibras de
contracgao rapida; e ganhos de VO, méx. idénticos aos do método continuo.
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Capitulo 111 — Metodologia

1. Caracterizacdo da Amostra

Para a realizacdo deste estudo foi pedida a participacéo e colaboracéo de 12

atletas do sexo masculino, todos eles praticantes de Natagdo Pura de elevado

rendimento.

Tabela 111.1 — Nivel Técnico. Minimos, méximos, médias e desvios padréo (Idade Decimal; Anos de

Treino; Volume de nado/ano; Prova mais Pontuada).

Minimo  Maximo Média Desvio Padrao
Idade Decimal (anos) 15,33 18,64 17,03 0,891
Anos de Treino (anos) 5 9 7,08 1,16
Volume de nado/ano (km) 1400 1500 1450 70,71
Prova mais Pontuada* 585 760 674,08 51,47

* Pontuacao das Provas obtida a partir da “International Point Score SC 2004”

A amostra € constituida por individuos com uma média de idades igual a
17,03 anos (+ 0,891 anos), em que 0 mais novo tem 15 e o0 mais velho tem 18 anos.
Estes individuos apresentam alguma experiéncia a nivel competitivo, em média 7,08

anos de treino (+ 1,16 anos) e um volume de nado médio anual de 1450 km (+

70,71).

Tabela I11.2 — Caracterizagdo Antropométrica. Minimos, maximos, médias e desvios padrdo
(Altura, Envergadura, Massa Corporal, Somatorio Pregas de Gordura, indice de Massa Corporal).

Minimo  Maximo Média Desvio Padrao
Altura (cm) 164,50 191,60 177,11 7,17
Envergadura (cm) 171,00 194,00 182,17 8,54
Massa Corporal (Kg) 55,20 79,60 66,45 7,17
> Pregas (mm) 32,00 69,00 47,25 10,36
IMC (Kg/m?) 18,90 23,60 21,17 1,65

Quanto a composicao corporal a caracterizacdo da amostra foi realizada com
base em dados de medidas antropometrias como a altura, massa corporal,

envergadura e somatério das pregas de gordura subcutanea com a finalidade de
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determinar o seu somatdrio (Sobral, F., & Silva, M., 1997). Verificou-se que os
individuos apresentam valores para a altura e envergadura, abaixo da média dos
nadadores de elite do sexo masculino portugueses (Rama, 2004), mas concluiu-se

gue a amostra era reactivamente homogénea.

2. Procedimentos no Terreno

Antes da recolha dos dados, cada individuo foi informado acerca de todos os
procedimentos a que iriam ser submetidos, tendo os maiores de idade dado o seu
consentimento por escrito, enquanto que nos menores esse consentimento foi dado
pelos seus encarregados de educagdo. Cada um foi avaliado isoladamente e num

Unico dia.
2.1 Teste de Nado

Antes de realizar o teste foram determinadas as seguintes tarefas como
aguecimento:
- 600 N (75 Crol. 25 Estilo) + 300 Crol (50 Normal. 25 Técnica. 50 Normal. 25 Répido
- 200 pernas Estilo s/ prancha + 6x50 pernas Crol cd 1°10”
- 300 bragos Crol (50 Alongar. 25 Progressivo)
- 4x50 Técnica Nado cd 1" (1 Vel Partida. 2 Vel Viragem. 1 Vel Nado)
- 100 Suave

O teste de nado intermitente consitiu numa série aerdbia de 5 x 400 metros
Crol, com um descanso de 45 segundos entre cada série, e em regime aerobio ligeiro
(A2). A intensidade seria portanto a volta de 75% da velocidade méxima
concordando com o proposto por Navarro (2001) e Maglisho (2003) para as zonas de
intensidade de treino. Todas estas indica¢Bes foram dadas aos atletas de forma a que
estes ajustassem o seu desempenho ao esforgo pedido.

No final do teste, foi colocado no sujeito um cardio-frequencimetro POLAR ©

S810, para que fosse possivel registar a frequéncia cardiaca com preciséo.
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2.2 Recolha de Saliva

Foram dadas indicagOes prévias aos individuos no sentido de que estes ndo
bebessem agua, mastigassem pastilhas ou escovassem 0s dentes na hora anterior a
sua realizacdo. Além disto foi-lhes entregue o protocolo de salivacdo de forma a
garantir a fiabilidade das amostras. A saliva foi recolhida para uma salivete
SARSTEDT ® PORTUGAL "que se trata de um tubo préprio para o efeito, com um rolo
de algodao no seu interior.

Foram recolhidas seis amostras de saliva em seis momentos distintos: 1°
momento — antes do aquecimento; 2° momento — 15 minutos apds o teste; 3°
momento — 1h30min apos o teste; 4° momento — 2h30min apos o teste; 5° momento —
na manha seguinte, 6° momento — 24h apds a aplicacdo do teste.

Apos o teste foram também recolhidas micro amostras de sangue para a

determinacdo dos niveis de lactato no sangue.

3. Procedimentos em Laboratério

A segunda fase deste estudo foi concretizada no Laboratério de Biocinética
da Faculdade Ciéncias do Desporto de Educacdo Fisica, e consistiu em analisar as
salivas recolhidas da amostra, verificando os niveis de cortisol e de testosterona

presentes nelas.

3. 1 Enquadramento Temporal

As amostras de saliva foram analisadas em dois momentos distintos e
passaram por varios procedimentos laboratoriais. No primeiro momento foi analisada

a hormona cortisol, no segundo foi analisada a hormona testosterona.
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3. 2 Cortisol Salivar

O método utilizado foi o ELISA competitivo (Salimetrics, USA) com os
seguintes principios:

Cada pocgo tinha uma microplaca revestida com anticorpos do cortisol. O
Cortisol standart, tal como o existente nas amostras, competem com o cortisol ligado
a uma peroxidase pelas ligagdes ao anticorpo. Apds a incubacdo os componentes em
excesso sao lavados e desperdicados. A quantidade de cortisol peroxidase é medida
pela reaccdo da peroxidase no substrato tetrametilbensidina (TMB). Esta reacdo
produz uma cor azul que passa a amarela depois se adicionar a stop solucion (acido
sulfarico). A densidade Optica foi medida num leitor de ELISA (EIx 800) a 450 nm.
A quantidade de peroxidade detectada é inversamente proporcional a quantidade de

cortisol presente.

Procedimentos:

1. Descongelar as amostras de saliva.
2. Misturar as amostras, no Minishaker Modelo MS 2 Ika, na rotacdo maxima.
3. Centrifugar, durante 15 minutos, & temperatura de 4°C, a uma rotagdo de
3000rpm na Labofuge 400 R Heraeus.
4. Colocar por ordem as amostras.
5. Realizar a grelha dos pocos:
a) os standards
b) os zeros
c) NSB (pocos azuis, que ndo possuiam anticorpos)
d) 1 control H (concentracdo elevada) e um control L (concentragdo
baixa)
e) as diferentes amostras nos varios momentos.
6. Pipetar 25 microlitros de standards, zeros, e amostras para 0S pogos.
7. Preparar 24 mililitros da solucdo diluente, juntamente com 15 microlitros de

cortisol conjugado com horseradish peroxidase.
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8. Colocar 200 microlitros da solucdo anterior em cada pogo, com uma pipeta
Multichanel “Eppendorf Research” de 8 pontas (capacidade de 30 a 300
microlitros), colocar no rotador durante 5 minutos (500 rpm), e deixar a
encubar durante 55 minutos a temperatura ambiente.

9. Preparar a solugdo de lavagem, PSB (Wash Buffer Concentrate 10x, que
contém albumina) + 1000ml de agua pura.

10. Seguidamente bater os pocos para retirar aquilo o liquido em excesso e as
bolhas de ar.

11. Lavar os pogos 4 vezes, com a solucdo de lavagem.

12. Colocar nos pocos 200 microlitros de substrato tetrametilbezidina, colocar no
rotador durante 5 minutos (500 rpm), e deixar 25 minutos em repouso (sem
apanhar luz, j& que esta degrada o substrato e a quantidade diminui, logo ja
ndo reage tdo bem com as amostras).

13. Ap6s os 30 minutos, colocar 50 microlitros da STOP solution (10 minutos a
dissolver em agua ultra-pura) em cada poco.

14. Por ultimo, colocar no aparelho Leitor de Elisa ELx 800 (Universal

Microplate Reader, Bio-tek instruments) para determinar a densidade dptica

de cada amostra.

Fig. 111.1 — Procedimento 8, Fig. 111.2 — Procedimento 11 — [Formatada: Tipo de letra: 10 pt

‘ [Formatada: Tipo de letra: 10 pt

3. 3 Testosterona Salivar

O método utilizado foi um ELISA competitivo (Salimetrics, USA) com

principios idénticos aos do cortisol.
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Procedimentos:

1.
2.
3.

10.

11.

12.
13.

Descongelar as amostras

Realizar a grelha com o nimero de amostras;

Diluicdo em série (150 microlitros no 1° tubo, 100 microlitros no 2° 100
microlitros no 3° tubo e assim sucessivamente);

Passar o standard pela salivete, deixar absorver e depois centrifugar durante
15 minutos na Labofuge 400 R Heraeus;

Pipetar 50 microlitros de standards e amostras para 0s pogos;

Preparar 18 mililitros de solucdo diluente, juntamente com 7 microlitros de
testosterona conjugada com horseradish peroxidase;

Colocar em cada pogo 150 microlitros da solugdo conjugada anterior;
Colocar os pocos no rotador durante 5 minutos (500 rpm), e deixar a encubar
durante 55 minutos & temperatura ambiente.

Lavar os pocos 4 vezes, com a solucdo de lavagem (50 mililitros de Wash
Buffer Concentrate em 500 mililitros de agua ultra-pura).

Coloca-se o substrato (tetrametilbezidina) nos pogos, vai durante 5 minutos
ao agitador de placas e fica depois 25 minutos em repouso.

Apo6s os 30 minutos, coloca-se 50 microlitros da STOP solution em cada
poco.

Seguidamente vai durante 3 minutos ao agitador de placas.

Por altimo, coloca-se no aparelho Leitor de Elisa para determinar a densidade
oOptica de cada amostra.

ELy800
-

Fig. 111.3 — Procedimento 1, Fig. 111.4 — Procedimento 13,
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4, Procedimentos Estatisticos

Para andlise e tratamento estatistico dos dados foram usados os programas
informaticos Microsoft Office Exel e Statistical Package for Social Sciences — SPSS
versdo 12.0, para Windows.

Para a caracterizacdo antropométrica dos atletas assim como do treino foi
usada a Estatistica Descritiva recorrendo a média, como medida de téndencia central,
e ao desvio padrdo e minimos e maximos como medidas de dispersao.

Como a amostra era bastante reduzida e algumas das variaveis ndo cumpriam
a normalidade na distribuicdo, optamos pela estatistica ndo paramétrica recorrendo
ao teste de Wilcoxon. Para todas as variaveis estudadas nos procedimentos

inferenciais foi assumido um nivel de significancia de p < 0,05.
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Capitulo 1V — Apresentacédo e Discussao de Resultados

Neste capitulo serdo apresentados os resultados do nosso estudo respeitando a
seguinte ordem: i) parametros cinematicos do exercicio realizado (velocidade média
de nado, frequéncia gestual média); ii) parametros fisiologicos (frequéncia cardiaca e
niveis de lactato); iii) par&metros hormonais (concentracbes nos diferentes

momentos de cortisol, testosternona e racio testosterona/cortisol).

1. Parametros Cinematicos

Tabela 1V.1 — Parametros Cinematicos em Teste. Minimos, maximos, médias e desvios
padrdo (Velocidade Maxima, Velocidade Média e Percentagem da Velocidade Maxima de nado;
frequéncia gestual média).

Minimo Maximo Meédia Desvio Padrao
Velocidade Méaxima (m.s™) 1,58 1,78 1,71 ,057
Velocidade Média Nado (m.s™) 1,20 1,34 1,28 ,039
% Velocidade Nado 71,50 77,89 74,99 2,30
Frequéncia Gestual (c.min) 21,57 29,95 24,79 2,47

Como podemos observar na tabela 1V.1 a velocidade de nado média no
exercicio proposto foi de 1,28 + 0,039 m.s®. Este valor corresponde a 74,99% +
2,30% da velocidade maxima média (1,71 + 0,057 ms?). Estes valores séo
considerados pela literatura revista como tipicos para uma exercicio intervalado de
nado aerébio basico (Maglischo, 2003; Navarro 2001).

Quanto a frequéncia gestual os sujeitos observados obtiveram valor médios
de 24,79 + 2,47 (c.min™). O reduzido desvio padrdo apresentado pelos elementos da
amostra sugerem estabilidade no padrdo gestual empregue, ndo constituindo por isso
elemento perturbador na analise dos resultados.
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2. Parametros Fisioldgicos

Os valores para a frequéncia cardiaca média foram de 160, + 8 bpm e os
niveis de Lactato capilar foram de 3,63 + 1,46 mmol.I"* o que vai ao encontro dos
valores propostos para estes parametros por Maglisho (2003) e Navarro (2001) para a

zona de treino aerébio ligeiro a moderado (ver Tabela 1.3).

Tabela IV.2 — Valores minimos, maximos médias e desvios padrdo da Frequéncia Cardiaca e da

Lactatemia no protocolo 5 x 400L.

Minimo  Méaximo Média Desvio Padréo
Frequéncia Cardiaca (bpm) 144,00 174,00 160,92 8,67
Lactato (mmol.I™") 2,10 7,10 3,63 1,46

Tendo-se verificado estes valores podemos considerar que o protocolo foi

adequado ao objectivo do estudo.

3. Pardmetros Hormonais

3.1 Cortisol

No nosso estudo verificamos que 15 minutos apds o exercicio os valores
médios de cortisol salivar aumentaram significativamente (p=0,006), e atingiram um
pico com valores médios de 3989,90 + 2739,64 pg.ml™. A partir deste ponto os
valores comegaram a diminuir e 1h 30min apds apresentavam valores idénticos aos
de referéncia. A concentracdo de cortisol salivar continuou a diminuir
significativamente até 2h 30min apds o exercicio (p=0,026), altura em que voltou a
subir até alcangar valores de referéncia Ao levantar.

Tabela 1V.3 — Valores minimos, maximos médias e desvios padrdo do Cortisol Salivar (pg.ml™). ao
longo de 24 horas.

Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Antes 407,93 3068,14 1504,24 766,86
15 min ap6s 882,71 9609,80 3989,90 2739,64
1h 30min ap6s 474,32 7582,36 1959,01 1991,36
2h 30min ap6s 469,24 1889,64 972,75 548,91
Ao levantar 135,00 8117,65 2354,27 2267,27
24h ap6s 745,65 5071,89 2017,28 1291,47
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Os resultados obtidos no nosso estudo, 1h 30min ap6s o exercicio, ndo
apresentam diferencas significativas dos valores de referéncia e parecem concordar
com os valores obtidos por Lac (1997), que também verificou resultados idénticos
aos de referéncia neste momento, e com os de Hoogeveen (1996) que também
verificou 0 mesmo comportamento. No entanto é de realcar que 0s exercicios
realizados, embora sub-maximo e ciclico, foram realizados em cicloergémetro.

Quanto aos resultados obtidos por Pagano et al., (2005), que encontrou a
tendéncia do aumento do Cortisol apds um jogo de futebol de duas partes de 30
minutos, 0s nossos resultados também vao nesse sentido, ja que se verificaram
diferengas siginificativas entre os momentos Antes e 15min pds esforco (Z= -2,746
e p=0,006), no entanto, ao contrario do que Pagano constatou, 24h apds o exercicio
esse aumento ja ndo se verificava (p>0,05). Esta diferenca pode estar relacionada
com a diferenca de duragdo do esforgo, 0 que nos poderd levar a pensar que quanto
maior for essa duragdo, maior ser& o tempo de recuperagao.

Os resultados por nos obtidos estdo, de forma indirecta, em concordancia com
0s obtidos por Bonifazi (1998). No nosso estudo verifica-se um aumento da
concentragcdo de Cortisol plasméatico imediatamente apds a realizacdo da tarefa
enquanto no estudo de Bonifazi se verifica um aumento da ACTH (hormona
percursora da secrecdo de Cortisol).

Chatard et al (2002) e Bonifazi (2000) verificaram que as concentragdes do
cortisol plasmatico sofriam um incremento com a distancia de nado acumulada, o

que também foi verificado neste estudo para um momento pds exercicio.

Grafico IV.1 - Variacio da Concentragéo de Cortisol Salivar (pg.mlI'™") ao longo das 24 horas
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Por fim ¢é importante referir que os resultados obtidos 2h 30 minutos ap6s o
esforgo foram recolhidos ao fim de tarde/noite e nessa altura seria de esperar,
segundo o ciclo circadiano descrito por Lac et al (1997), niveis de Cortisol mais
baixos do que pela manha. Este facto que ndo se verificou ja que os valores médios
da concentragdo de Cortisol salivar ndo apresentaram diferencas significativas entre

estes dois momentos.

3.2 Testosterona

No nosso estudo verificamos que, 15 minutos apds o exercicio os valores
médios de testosterona salivar diminuiram, mas ndo significativamente. No entanto
lhora e 30 minutos ap6s e 2 horas e 30 minutos apds essas diferencas ja eram
significativas (p=0,028 e p=0,015 respectivamente), quando comparadas com 0s
valores de referéncia. A partir daqui, os valores comecaram a aumentar sendo que Ao

levantar apresentavam-se idénticos aos de referéncia.

Tabela V.4 — Valores minimos, maximos médias e desvios padréo da Testosterona Salivar (pg.ml™)
ao longo de 24 horas.

Minimo Maximo Média Desvio Padréo
Antes 90,33 214,29 140,63 36,55
15 min ap6s 79,06 200,94 122,48 32,98
1h 30min ap6s 59,19 199,11 116,90 44,97
2h 30min ap6s 46,40 168,75 96,69 36,90
Ao levantar 87,47 234,92 164,88 44,68
24h ap6s 104,64 263,52 157,39 45,39

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com a ideia de que a
testosterona diminui as suas concentracGes entre 10 a 37%, como afirma Vogel
(citado em Powers & Howley, 2001), apds um esforco sub-maximal. No nosso caso a
diminuicdo média das concentracBes salivares de testosterona foi de 12,91% no
momento 15 minutos apds, de 16,87% no momento 1 hora e 30 minutos apos e de
31,25% no momento 2 horas e 30 minutos apds. E no entanto importante referir que
a diminuicdo em percentagem da concentracdo de testosterona, encontrada por
Vogel, refere-se a testosterona plasmatica, mas que essa diminuicdo também se
verificou no nosso estudo mas para a concentracdo salivar. Bonifazi et al (1998),

num dos poucos estudos em que os valores da testosterona sdo também medidos pds
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exercicio, verificaram que a concentragdo testosterona aumenta imediatamente apds
0 exercicio, o que ndo se verificou na nossa amostra (ndo houve uma varia¢do
significativa). No entanto, os valores obtidos 1 hora e 30 minutos ap6s vado ao
encontro dos obtidos por Bonifazi (1998) 1h depois do exercicio, ou seja, existe uma
diminuicdo significativa da concentragdo da testosterona salivar.

Existem estudos como o de Terjung (citado em Powers & Howley, 2001) que
contestam estes resultados, afirmando que os aumentos das concentracbes de
testosterona se devem & reducdo do volume plasméatico ou a diminuigdo da
velocidade de inactivacdo e remocéo da testosterona, no entanto, o nosso estudo, ndo
estando sujeito as variaces de volume plasmatico acaba por contrariar de certa
forma estas teorias. Isto sabendo a partida que, os valores obtidos através de saliva,

serdo mais fiaveis do ponto de vista fisiologico (Obminski,1997).

Grafico 1V.2 — Variagdo da Concentracio de Testosterona Salivar (pg.ml™) ao longo das 24

horas
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Ao levantar, os niveis de testosterona encontrados foram superiores aos
encontrados ao fim de tarde/noite, o que nos permite concluir que este tipo de
exercicio altera o ritmo de secrecdo da testosterona previsto na literatura (Gallego,
1992). Através da analise dos resultados obtidos 24 horas apds podemos verificar
que ndo existiram diferencas significativas para os valores Antes do exercicio. Isto
permite-nos prever que este tipo de protocolo, quando aplicado durante o processo de

treino, ndo influéncia significativamente as concentracfes de testosterona. ldeia
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partilhada com Calbet (1993) que também afirma que o treino combinado e a
competicdo, ndo afectam significativamente a concentracéo da testosterona salivar.

4.3 Racio Testosterona / Cortisol

Verificou-se que, 15 minutos apds o exercicio os valores médios do Réacio
Testosterona / Cortisol diminuiram significativamente (Z= -2,432; p=0,015). No
entanto, 1 hora e 30 minutos apés e 2 horas e 30 minutos apds essas diferengas
deixaram de ser significativas quando comparadas com os valores iniciais. A partir
daqui, os valores comecaram a aumentar sendo que Ao levantar apresentavam-se

idénticos aos de referéncia.

Tabela 1V.5 — Valores Minimos, maximos, médias e desvios padrdo do Racio Testosterona / Cortisol

ao longo de 24 horas.

Minimo  Méaximo Média Desvio Padréo
Antes ,06 ,28 ,119 ,068
15 min ap6s ,01 ,16 ,056 ,050
1h 30min ap6s ,01 17 ,095 ,045
2h 30min ap6s ,04 21 121 ,061
Ao levantar ,03 73 ,190 ,226
24h ap6s ,03 22 ,106 ,061

A diminuicdo da razdo T/C verificada por nés no momento 15 minutos ap6s
corrobora a ideia de Simdes et al (2004). Quanto aos valores obtidos 24 horas apés o
exercicio acabam por ir ao encontro do defendido por Calbet (1993) que ndo detectou
um decréscimo significativo nos niveis do racio testosterona / cortisol ao longo de
um periodo de treino combinado e competicGes. Estes factos permitem-nos supor que
este tipo de treino intervalado, embora conduza a uma diminuicdo do racio
Testosterona / Cortisol o que podera representar uma diminuicdo da capacidade de
desempenho, ndo o faz de forma tdo acentuada que ndo permita uma recuperacao
para o dia seguinte. Isto podera ser interessante para o planeamento do treino, ja

constatamos que os individuos testados apresentaram no dia seguinte um decréscimo
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de 10,92% no racio o que, segundo Banfi (1993), ndo é suficiente para existir uma
situacdo de recuperacao incompleta. Supondo que os nadadores realizem este tipo de
esforco pela tarde, na manhd seguinte ndo se vém “impedidos” fisiologicamente de

treinar na manhd seguinte.

Gréfico 1V.3 — Variagdo do Racio Testosterona / Cortisol ao longo das 24 horas
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Capitulo V — Conclusdes e Sugestdes

Neste capitulo serdo reunidas as principais conclusdes do nosso estudo acerca
do comportamento do Cortisol e da Testosterona Salivar ao longo das 24h, ap6s um
exercicio da nado intervalado (descrito anteriormente) a que a amostra foi sujeita.
Além disto, deixaremos algumas sugestdes para aprofundar o conhecimento acerca
do comportamento da testosterona e do Cortisol em resposta ao exercicio, e como

estes dois pardmetros poderdo ser usados no controlo do treino.

1. Conclusdes

Verificamos que os valores do Cortisol salivar aumentam de forma
estatisticamente significativa em resposta aguda ao exercicio (15 minutos apds).

Aproximadamente 1 hora e 30 minutos apds o exercicio, os valores descem
significativamente em relacdo aos obtidos 15 minutos apds o esfor¢o, no entanto néo
apresentam diferencas significativas para os valores pré teste. No momento seguinte,
2h 30min apds o esforco, essa diminui¢do continua a ser significativa, mas continua a
ndo apresentar diferengas significativas para os valores pré teste. A partir daqui
verifica-se uma recuperacao, até a manha seguinte, para niveis idénticos aos pré teste

mantendo-se assim até 24 horas apds o teste.

A resposta pos exercicio (15 minutos ap06s) da Testosterona mostrou que 0s
valores das concentragdes salivares diminuem mas ndo de forma significativa. No
entanto 1 hora e 30 minutos e 2 horas e 30 minutos apds o exercicio essas diferengas
sdo significativas, quando comparadas com os valores de referéncia. No nosso estudo
a diminuicdo média das concentragdes salivares de testosterona foi de 12,91%
quinze minutos apos esforco, de 16,87% uma hora e trinta minutos apés esforgo
e de 31,25% duas horas e trinta minutos apés esforco.

No entanto os resultados obtidos 24 horas ap6s o exercicio permitem-nos
constatar que ndo diferem significativamente dos valores pré exercicio.

Este comportamento permite-nos supor que desde que respeitado um periodo
normal de repouso (+ 12 horas), este tipo de exercicio, ndo influéncia

significativamente as concentragdes de testosterona.
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Os valores médios do Réacio Testosterona / Cortisol 15 minutos ap6s o
exercicio diminuiram significativamente. No entanto, 1 hora e 30 minutos e 2 horas e
30 minutos apds o exercicio essas diferencas deixaram de ser significativas quando
comparadas com os valores iniciais. A partir daqui, os valores comegam a aumentar
sendo que ao levantar apresentavam-se idénticos aos de referéncia.

Considerando que o racio T/C poderéa traduzir no organismo o equilibrio entre
0s processos anabdlicos e catabolicos este comportamento permite-nos pressupor que
atletas sujeitos a um regime de treino bi-diario quando sujeitos a este tipo de

exercicio pela tarde, poderdo treinar sem limitagdo pela manha.

2. Sugestdes

Com a inten¢do de alargar a informacdo recolhida em futuros estudos, e
partindo dos resultados obtidos e da revisdo da literatura realizada, sugere-se que

futuros trabalhos adoptem os seguintes procedimentos:

¢ Realizar a recolha das amostras de saliva com os mesmos individuos no final
de uma fase de recuperagdo, sem esforgos fisicos, de modo a poder comparar-
se a variacdo das concentracdes da Testosterona e do Cortisol em resultado

do exercicio, com os niveis basais do individuo;
¢ Realizar o mesmo estudo com uma amostra mais alargada;
o Realizar o estudo com atletas do sexo feminino.
¢ Controlar o aporte nutricional e 0 uso de farmacos;

¢ Realizar o mesmo tipo de estudo em situacdo de competicéo e relacionando o
Racio Testosterona / Cortisol com a performance;
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ANexos



Anexo 1

Tabela do Atleta para o teste de Nado



Folha de Registo

Nado Aerébio Intervalado — 5 x 400 m / 45”

N° de Identificacéo

Nome

Data

Hora

12 Série

100 m

200 m

300 m

400 m

Tempo

FG

FC

22 Série

100 m

200 m

300m

400 m

Tempo

FG

FC

32 Série

100 m

200 m

300m

400 m

Tempo

FG

FC

42 Série

100m

200 m

300 m

400 m

Tempo

FG

FC

52 Série

100 m

200 m

300 m

400 m

Tempo

FG

FC

Lactato:

RPE:




Anexo 2

Protocolo de Recolha das Amostras
de Saliva



PROTOCOLO DE RECOLHA DAS AMOSTRA DE SALIVA

As instrucBes em seguida apresentadas deverdo ser cumpridas de forma a
assegurar a fiabilidade dos dados recolhidos.

Em cada um dos dias de realizacdo do estudo as recolhas de amostra de saliva
serdo realizadas em 6 momentos diferentes:

IDENTIFICACAO DO HORAS
MOMENTO
A 19,00
horas
B 20,30
horas
C 21,30
horas
D 22,30
horas
E Ao
levantar
(8-9 horas)

F 19,00
horas

Atencdo:
M Antes de realizar a recolha das amostras de saliva os individuos ndo deverdo

ingerir alimentos, mastigar pastilhas elasticas ou rebugados no periodo de 30 —
45 minutos gque antecedem a recolha.

M Nao se deverdo lavar os dentes com pasta dentifrica antes das recolhas, sendo
apenas permitido bocejar a boca com agua.

M O tempo de recolha das amostra, onde cada individuo devera mastigar o
algodao, devera ser de rigorosamente 2 minutos. Apds o qual serd colocado no
recipiente proprio (tubo ensaio) e ir directamente para o congelador, mantendo-

se la até a sua recolha por parte dos investigadores.

A recolha das amostras no domicilio dos elementos da amostra sera previamente
combinada.
Em caso de qualquer dlvida, deveras contactar o investigador.

Contacto:

Obrigado, pela tua colaboragéo



Anexo 3

Dados para caracterizacao da
Amostra



Tabela 1 — Anos de Treino (anos), volume médio anual (Km) e prova mais pontuada.

Sujeitos Anos de treino  Volume Médio Anual Prova Mais Pontuada
01 8 1400 200m — 669 pts
02 8 1400 400m — 676 pts
03 7 1400 200m — 724 pts
04 6 1400 50m — 760 pts
05 6 1400 100m — 637 pts
06 5 1400 100m — 687 pts
07 8 1500 100m — 632 pts
08 8 1500 100m — 672 pts
09 9 1500 100m — 753 pts
10 7 1500 200m — 585 pts
11 7 1500 100m — 659 pts
12 6 1500 1500m — 635 pts

Tabela 2 — Pregas sub-escapular, supra-iliaca, tricipital, abdominal, geminal e crural.

Sujeitos sub- Supra- _ _ >

T tricipital abdominal geminal crural Pregas
01 7 4 7 7 7 12 44
02 6 6 6 9 9 9 15
03 6 5 6 7 10 7 a1
04 7 7 8 7 6 9 ”
05 6 5 4 8 3 6 ”
06 9 7 7 9 11 14 57
o 9 8 9 8 11 4 5
08 9 7 7 8 9 10 50
09 7 6 7 6 7 8 il
10 7 7 8 7 11 9 29
11 6 6 5 7 5 7 ”
12 11 10 11 12 10 15 69




Tabela 3 — Idade décimal, Massa, Estatura, IMC, Altura Sentado

Sujeitos Idade Massa Estatura IMC Altura Envergadura
Décimal (Kg) (cm) Sentado (cm)
(anos) (cm)
01 15,79 55,20 164,50 20,40 84,00 171,00
02 15,33 6500 18250 19,52 92,20 193,00
03 16,93 58,00 174,00 19,16 87,00 184,00
04 16,48 79,60 191,60 21,68 95,10 194,00
05 17,64 59,40 177,40 18,87 91,50 190,00
06 18,64 69,40 171,50 23,60 88,40 173,00
07 17,44 59,80 172,60 20,07 91,50 174,00
08 17,08 68,00 17370 2254 91,20 175,00
09 17,65 72,00 183,00 21,50 95,00 190,00
10 16,60 72,80 179,60 22,57 89,60 181,00
1 17,50 68,20 182,60 20,45 92,50 187,00
12 17,30 70,00 172,30 23,58 92,40 174,00




Anexo 4

Kits Salimetrics (USA)

Expanded Range
High Sensivity Salivary
Cortisol Enzime Immunoassay Kit - Controlo

High Sensivity Salivary
Cortisol Enzime Immunoassay Kit — Amostra

Salivary Testosterone Enzime Immunoassay Kit - Amostra



Cortisol Enzime Immunoassay Kit - Controlo

High Sensivity Salivary

Expanded Range
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Specimen Collection

The preferred saliva collection method (5.5} =i o= phaim fmon-ciere 208} comoo Salvenss
(Sarstedt). Samples may also be collected usms Sorbesies {for mianes) or cotion ropes. of by
passive drool. For accurate results collection devices shoeid be compicssiy sanurated before

removal. Do not add sodium azide to saliva samples s 2 preservative. Freeze 2t -20°C oz lower for
long-term storage. Contact the technical service team at salimetrics for more detailed information on
specimen collection.

Saliva samples should be frozen prior to assay to precipitate the mucins. On day of assay, thaw
completely, vortex, and centrifuge at 1500 x g (@3000 rpm) for 15 minutes. Pipette clear sample
into appropriate wells. Particulate matter may interfere with antibody binding, leading to falsely
elevated results. Do not assay samples that are visibly contaminated with blood

Procedure
Bring all reagents to room temperature.

Step 1: Determine your plate layout. Here is a suggested layout.

1 2 3 4 516171819 10 11 12
3000 | 3.000 | Comwol | Cootrol
Al s sid H H
B 1.000 1.000 ‘Control Coatrol
St su L L
|03 [ 033 | sampc | Swmple
Sid Sid 1 1
N Sample Samplc
sud sud 2 2
0.037 0.037 Sample Sample
E| sua s 3 3
¢ | 001z | 0012 | Sampic | Sample
Sud Sud 4 4
G| zew | zew | SemPle | Semle
H| nsB | NsB 5“'6""‘ S“'s‘""

Step 2: Keep the desired number of strips in the strip holder and place the remaining strips back in
the foil peuch. If you choose to place non-specific binding wells in H-1, 2, remove strips 1 and
2 from the strip holder and break off the bottom wells. Place the strips back into the strip
holder leaving H-1, 2 blank. Break off 2 NSB wells from the strip of NSBs included in the
foil pouch. Place in H-1,2. Alternatively, NSBs may be placed wherever you choose on the
plate. Reseal the zip-lock and refrigerate the pouch at 2-8°C .

Caution: Extra NSB wells should not be used for determination of standards or unknowns.

Step 3:
. Pipette 24 mL of assay diluent into a disposable tube. Set aside for Step 5.

Step 4:

. Pipette 25 pL of standards and unknowns into appropriate wells. Standards and samples
should be assayed in duplicate.

. Pipette 25 pL of assay diluent into 2 wells to serve as the zero.

. Pipette 25 pL of assay diluent into each NSB well.

Step 5: Make a 1:1600 dilution of the conjugate, by adding 15 pL of the conjugate to the 24 mL of
assay diluent prepared in Step 3, (full plate only). Immediately mix the diluted conjugate solution
and pipette 200 pL into each well using a multichannel pipette.

Step 6: Mix plate on rotator for 5 minutes at 500 rpm (or tap to mix) and incubate at room
temperature for an.additional 55 minutes.

_Step 7: Wash the plate 4 times with 1X wash buffer. A plate washer is recommended. However,
washing may be done by gently squirting wash buffer into each well with a squirt bottle or by
pipetting 300pL of wash buffer into each well, and then discarding the liquid by inverting the plate
over asink. After each wash, the plate should be thoroughly blotted on paper towels before being
turned upright. If using a plate washer, blotting is still rec ded after the last wash.

Step 8: Add 200 uL of TMB solution to each well with a multichannel pipette.

Step 9: Mix on a plate rotator for 5 minutes at 500 rpm (or tap to mix) and incubate the plate in the
dark at room temperature for an additional 25 minutes.

Step 10: Add 50 pL of stop solution with a multichannel pipette.
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)

. The inter-assay precision was determined fom the mean of average duplicates for 12
separate runs.

Sample N Mean Standard Deviation Coefficient of
(pg/dL) (ug/dL) Variation (%)
Level 1 12 1.020 0.038 3.75
Level 2 12 0.101 0.006 6.41
Linearity of Dilution: Two saliva samples were diluted with PBS and assayed.
Sample Dilution Factor li;gle;;‘e)d 0(:;5:;3‘1 Ref:}:’; Y
1 2.176
1:2 1.088 1.065 979
1:4 0.544 0.503 92.5
1:8 0272 0.233 85.7
1:16 0.136 0.109 80.1
2 0.508
1:2 0.254 0.247 97.2
1:4 0.127 0.118 92.9
1:8 0.064 0.058 90.6
1:16 0.032 0.031 96.9

Sensitivity: The lower limit of sensitivity was determined by interpolating the mean minus 2
SD for 10 sets of duplicates at 0 pg/dL standard. The minimal concentration of cortisol that
can be distinguished from 0 is < 0.003 pg/dL.

Correlation with Serum: The correlation between serum and saliva cortisol was determined
by assaying 49 matched samples using the Diagnostic Systems Laboratories’ serum Cortisol
EIA and the Salimetrics ER HS Salivary Cortisol EIA.

The correlation between saliva and serum was highly significant, r (47) = 0.91,
p <0.0001.
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Precision:
1. The intra-assay precision was determined from the mean of 10 replicates each.

Standard Deviation Coefficient of
Sample N Mean (ug/dL) (ug/dL) Variation (%)
H 10 0.897 0.01 3.88
M 10 0.51 0.03 6.22
L 10 0.14 0.01 7.12
2. The inter-assay precision was determined from the mean of average duplicates for ten
separate runs.
Sample N Mean (ug/dL) Stan%.&tlon szifﬁ:?(t.zf)
H 10 0.538 0.04 6.69
L 10 0.129 0.01 6.88
Linearity of Dilution: Three saliva samples were diluted with PBS and assayed.
Sample Dilution Expected Observed Recovery
Factor (ug/dL) (ug/dL) (%)
1 0.513
1:2 0.256 0271 105.8%
14 0.128 0.134 104.7%
1:8 0.064 0.057 89%
1:16 0.032 0.036 112.5%
1:32 0.016 0.015 93.8%
2 0.141
1:2 0.071 0.068 95.8%
1:4 0.035 0.035 100%
1:8 0.018 0.020 111.1%
3 ) 0.387
1:2 0.193 0.199 103.1%
1:4 0097 0.100 103.1%
1:8 0.048 0.054 112.5%
1:16 0.024 0.023 95.8%
1:32 0.012 0.011 91.7%

Sensitivity: The lower limit of sensitivity was determined by interpolating the mean minus 28D for
10 sets of duplicates at 0 ug/dL standard. The minimal concentration of cortisol that can be
distinguished from 0 is <.007 ug/dL.

Correlation with Serum: The correlation between serum and saliva cortisol was determined by
assaying 19 matched samples using the Diagnostic Products Corporation serum Coat-a-Count
Cortisol RIA and the Salimetrics HS Salivary Cortisol EIA.

The correlation between saliva and serum was highly significant, £ (17) = 0.960, p < 0.0001.
Normal Ranges: Refer to the Cortisol Diagnostic Kit Insert, #1-1102 on our web site.

Method Comparison: The correlation between the Salimetrics EIA and DPC’s RIA Coat-a-Count
Cortisol saliva modification was evaluated by assaying 72 common sampies. The EIA-RIA results
were highly correlated, 1 (72) = 0.956, p< 0.0001.
Means: DPC RIA Cortisol = 0.309 pg/dL

: Salimetrics EIA Cortisol = 0.322 pg/dL
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Procedure
Bring all reagents to room temperature.

Step 1: Determine your plate layout. Here is a suggested layout.

1 2 3 4 s|6]7(8|9(10]11]12
A 1.80 1.80 Control Control
Std Std H H
B 600 | .600 | Control | Control
Sud Std L L
c | 200 | 200 | Sample | Sample
Std Std 1 1
D .067 067 Sample Sample
Std Sd 2 2
E 022 022 Sample | Sample
Std Std 3 3
£ | 007 [ 007 | Sample | Sample
Std Std 4 4
G | Zero | Zero Sal;vlc Sax;ple
H | Nsb Nsb Sat;plc Sar;plc

Step 2: Keep the desired number of strips in the strip holder and place the remaining strips back in
the foil pouch. If you choose to place non-specific binding wells in H-1, 2, remove strips 1 and
2 from the strip holder and break off the bottom wells. Place the strips back into the strip
holder leaving H-1, 2 blank. Break off 2 NSB wells from the strip of NSBs included in the
foil pouch. Place in H-1, 2. Alternatively, NSBs may be placed wherever you choose on the
plate. Reseal the zip-lock and refrigerate the pouch at 2-8°C .

Caution: Extra NSB wells should not be used for determination of standards or unknowns.

Step 3:
e Pipette 24 mLs of assay diluent into a disposable tube. Set aside for Step 5.

Step 4:

. Pipette 25 uL of standards and unknowns into appropriate wells. Standards and samples
should be assayed in duplicate.

. Pipette 25 uL of assay diluent into 2 wells to serve as the zero.

. Pipette 25 pL of assay diluent into each NSB well.

Step 5: Make a 1:1,600 dilution of the conjugate, by adding 15 pL of the conjugate to the 24 mL of
assay diluent prepared in Step 3, (full plate only). Immediately mix the diluted conjugate solution
and pipette 200 pL into each well using a multichannel pipette.

Step 6: Mix plate on rotator for 5 minutes at 500 rpm (or tap to mix) and incubate at room
temperature for an additional 55 minutes.

Step 7: Wash the plate 4 times with 1X wash buffer. A plate washer is recommended. However,
washing may be done by gently squirting wash buffer into each well with a squirt bottle or by
pipetting 300uL of wash buffer into each well, and then discarding the liquid by inverting the plate
over asink. After each wash, the plate should be thoroughly blotted on paper towels before being
turned upright. Ifusing a plate washer, blotting is still r ded after the last wash.

Step 8: Add 200 uL of TMB solution to each well witha multichannel pipette.

Step 9: Mix on a plate rotator for 5 minutes at 500 rpm (or tap to mix) and incubate the plate in the
dark at room temperature for an additional 25 minutes.

Step 10: Add 50 pL of stop solution with a multichannel pipette.

Step 11:

° Mix on a plate rotator for 3 minutes at 500 rpm (or tap to mix). Caution: DO NOT mix at
speeds over 600 rpms. Wells are very full!

e Wipe off bottom of plate with a water-moistened lint-free cloth and wipe dry.

. Read in a plate reader at 450 nm. Read plate within 10 minutes of adding stop solution
(correction at 492 to 620 is desirable).
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Salivary Testosterone Enzime Immunoassay Kit — Amostra
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Materials Needed But Not Supplied

. Precision pipette to deliver 7 pL, 50 uL, 100 pL and 200 uL

. Precision multichannel pipette to deliver 50 pL, 150 pL, and 200 pl
Vortex

Plate rotator (assay sensitivity may be affected if a rotator is not used)
Plate reader with a 450 nm filter

Computer software for data reduction

. Deionized water

. Reagent reservoirs

° One 20 mL disposable tube

o Five small disposable tubes

. Pipette tips

. 25 mL serological pipette

Specimen Collection

The preferred saliva collection method is by unstimulated passive drool. Do not use any cotton
absorbent material, such as Salivettes®, Sorbettes and cotton ropes or swabs to collect
samples (1,7), as false high readings will result. Do not use polyester versions of the Salivette
device, or the Salisaver device. Do not add sodium azide to saliva samples as a preservative.
Freeze at -20°C or lower for long-term storage. Contact the technical service team at salimetrics
for more detailed information on specimen collection.

Saliva samples should be frozen prior to assay to precipitate the mucins. On day of assay, thaw
completely, vortex, and centrifuge at 1500 x g (@3000 rpm) for 15 minutes. It is important to
avoid additional freeze-thaws cycles. Pipette clear sample into appropriate wells. Particulate
matter may interfere with antibody binding, leading to falsely elevated results.

Procedure
Bring all reagents to room temperature.

Step 1: Determine your plate layout (see below).

1 2 3 4 5 6|7|8]9f10]1 12
A| 360 Std 360 Std calH | ColH
B| 144 Std 144 Std CulL CalL
C| 57.6Std | 57.6 Std S1 S1
D| 23.0Std | 23.0 Std S2 S2
E| 9.2Std 9.2 Std S3 S3
F| 3.7Std 3.7S8d S4 S4
G| Zero Zero S5 S5
H| NSB NSB S6 S6

Step 2: Keep the desired number of strips in the strip holder and place the remaining strips back
in the foil pouch. If you choose to place non-specific binding wells in H-1, 2, remove strips 1
and 2 from the strip holder and break off the bottom wells. Place the strips back into the strip
holder leaving H-1, 2 blank. Break off 2 NSB wells from the strip of NSBs included in the foil
pouch. Place in H-1, 2. Altematively, NSBs may be placed wherever you choose on the plate.
Reseal the pouch and refrigerate at 2-8°C.

Caution: Extra NSB wells should not be used for determination of standards or unknowns.

Step 3:

o Label five microcentrifuge tubes or other small tubes 2 through 6.

e Pipette 150 pL of assay diluent in tubes 2 through 6. ) )
Serially dilute the standard 2.5X by adding 100 pL of the 360 pg/mL standard (tube 1) to
tube 2. Mix well. After changing pipette tips, remove 100 pL from tube 2 to tube 3. Mix
well. Continue for tubes 4, 5, and 6. The final concentrations of standards for tubes 1
through 6 respectively are 360 pg/mL, 144 pg/mL, 57.6 pg/mL, 23.0 pg/mL, 9.20 pg/mL,
and 3.70 pg/mL. Standard concentrations in pmol/L are 1248.3,499.3, 199.7,79.8,31.9
and 12.8.
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6.  Correlation with serum — The correlation between saliva and serum free and total
testosterone was determined by assaying 32 matched samples (16 adult males and
females). The saliva-serum free testosterone correlation was, L (30)=093,p< 0.001, and

the saliva-serum total testosterone comelation was £ (30) = 0.929, p<0.001. The serum-
saliva correlations were stronger for males (r=0.80 to 0.85) than for females (=038t
0.48).

7. Method Comparison — The correlation between the Salimetrics EIA and 2 published
serum RIA modified for use with saliva (2) was evaluated by assaying 32 common
samples. For the combined sample, the EIA-RIA results were highly correlated, £ 30)=
0.95, p<0.001. The EIA-RIA correlation was stronger for males (r= 0.88) than for
females (r = 0.54).

tSalivary Testosterone Expected Ranges:

Adult males (mid day*) 70-220 pg/mL
Adult females (mid day*)

*AM values may be significantly higher

+To beused as 2 guide only. Each laboratory should establish its own range-
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Seller’s Limited Warranty

“Seller warrants that all goods sold hereunder will be free from defects in material and
workmanship. Upon prompt notice by Buyer of any claimed defect, which notice must be sent
within thirty (30) days from date such defect is first discovered and within three months from
the date of shipment, Seller shall, at its option, either repair or replace the product that is proved
to Seller’s satisfaction to be defective. All claims should be submitted in written form. This
warranty does not cover any damage due to accident, misuse, negligence, o1 abnormal use.
Liability, in all cases, will be limited to the purchased cost of the kit.

It is expressly agreed that this limited warranty shall be in lieu of all warranties of
fitness and in lieu of the warranty of merchantability. Seller shall not be liable for any
incidental or ¢ q ial ges that arise out of the installation, use or operation of
Seller’s product or out of the breach of any express or implied warranties.”




Anexo 5

Resultados do Teste de Nado



Tabela 4 — Tempo de cada Série — 5x400 / 45” (min), Frequéncia gestual (c.min™),
Frequéncia Cardiaca (bpm), Lactato.

Sujeitos  Sériel  ggrie2  Série3  Séried  Série5 leégia FC Lactato
01  05:17,51 05:1517 05:11,01 05:08,00 05:01,36 21,57 158 3.3
02 05:09,26 05:04,20 05:2561 05:04,46 04:57,74 2321 159 28
03 05:09,30 04:59,40 04:59,90 04:58,60 05:02,00 23,60 164 2,8
04  05:09,48 05:06,80 05:09,10 05:07,17 05:10,05 2473 153 41
05  05:21,89 05:16,16 05:20,07 05:17,64 05:09,10 26,06 144 21
06 04:59,94 04:59,47 04:54,22 05:02,36 05:01,34 2995 169 44
07  05:2508 05:15,08 05:16,88 05:07,90 05:1649 2657 173 7.1
08  05:06,51 05:09,00 05:0353 05:02,32 050320 2372 174 29
09  05:13,14 05:18,73 05:16,34 05:13,60 05:09,10 22,67 164 2,4
10 05:24,30 05:19,10 05:14,30 05:23,80 05:1890 2589 162 56
11 05:38,17 05:22,92 05:23,01 05:19,32 05:20,00 22,06 154 32
12 05:29,88 06:01,14 05:26,10 05:2548 05:24,73 2745 157 29




ANnexo 6

Concentracoes do Cortisol e da
Testosterona Salivar



Tabela 5 — Concentracdes do Cortisol Salivar (ug.dl™)

a b c d e f
1 0,080 0,112 0,061 0,054 0,057 0,124
2 0,165 0,242 0,150 0,066 0,189 0,507
3 0,063 0,161 0,094 0,047 0,118 0,075
4 0,167 0,124 0,160 0,142 0,044 0,150
5 0,232 0,446 0,057 0,425 0,167
6 0,041 0,961 0,758 0,189 0,014 0,138
7 0,091 0,522 0,128 0,118 0,090 0,255
8 0,196 0,530 0,315 0,186 0,318 0,229
9 0,185 0,359 0,134 0,054 0,812 0,153
10 0,165 0,761 0,146 0,066 0,392 0,157
11 0,307 0,482 0,163 0,047 0,130 0,392
12 0,114 0,088 0,047 0,142 0,237 0,075
Tabela 6 — Concentragdes da Testosterona Salivar (pg.ml™)
a b C d e f
1 134,73 117,92 80,90 54,74 187,56 113,14
2 137,23 174,27 16568 130,46 204,67 186,70
3 103,68 112,63 69,52 96,34 137,86 164,89
4 192,80 200,94 179,14 168,75 23492 263,52
5 134,11 122,34 59,19 52,29 183,30 156,51
6 115,24 118,46 87,88 92,01 98,57 180,41
7 164,92 105,61 128,09 46,40 158,96 118,92
8 154,64 116,84 110,57 119,01 167,21 104,64
9 138,50 100,87 114,19 104,64 21528 177,87
10 107,07 114,19 126,92 72,12 167,98 180,41
11 214,29 79,06 199,11 92,43 87,47 113,42
12 90,33 106,58 81,65 131,07 134,73 128,28
antes
15' depois

1h 30 min depois

2h 30 min depois

Ao acordar

=+ (a0 ||

24h depois



Anexo /

Ficha de Registo de Placas - ELISA
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Anexo 8

Tratamento Estatistico



Estatistica Descritiva

Minimo Maximo Média Desvio Padrédo
Idade Décimal (anos) 15,33 18,64 17,03 ,89
Anos de treino 6,00 9,00 7,33 ,89
Massa corporal 55,20 79,60 66,45 7,17
altura 164,50 191,60 177,11 7,17
Altura sentado 84,00 95,10 90,87 3,20
envergadura 171,00 194,00 182,17 8,54
> Pregas 32,00 69,0 47,25 10,36
Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Velocidade max 1,58 1,78 1,71 ,057
Velocidade de nado 1,20 1,34 1,28 ,039
% velocidade max 71,50 77,89 74,99 2,30
FC 144,00 174,00 160,92 8,67
Lactato 2,10 7,10 3,63 1,46
Minimo Maximo Média Desvio Padrédo
Testosterona 1 90,33 214,29 140,63 36,55
Testosterona 2 79,06 200,94 122,48 32,98
Testosterona 3 59,19 199,11 116,90 44,97
Testosterona 4 46,40 168,75 96,69 36,90
Testosterona 5 87,47 234,92 164,88 44,68
Testosterona 6 104,64 263,52 157,39 45,39
Minimo Maximo Média Desvio Padrédo
Cortisol 1 407,93 3068,14 1504,25 766,86
Cortisol 2 882,71 9609,80 3989,90 2739,64
Cortisol 3 474,32 7582,36 1959,01 1991,36
Cortisol 4 469,24 1889,64 972,75 548,91
Cortisol 5 135,00 8117,65 2354,27 2267,27
Cortisol 6 745,65 5071,89 2017,28 1291,47
Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Racio T/C 1 ,06 28 ,1186 ,0680
Racio T/C 2 ,01 ,16 ,0560 ,0501
Racio T/C 3 ,01 17 ,0949 ,0446
Racio T/C 4 ,04 21 , 1217 ,0614
Racio T/C 5 ,03 73 ,1903 ,2261
Racio T/C 6 ,03 ,22 ,1061 ,0613




Estatistica Diferencial

Ranks
| N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort2 - Cortl Negative Ranks 2(a) 2,00 4,00
Positive Ranks 10(b) 7,40 74,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort3 - Cortl Negative Ranks 7(d) 5,00 35,00
Positive Ranks 4(e) 7,75 31,00
Ties o(f)
Total 11
Cort4 - Cortl Negative Ranks 9(9) 6,33 57,00
Positive Ranks 3(h) 7,00 21,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort5 - Cortl Negative Ranks 5()) 4,80 24,00
Positive Ranks 7(k) 7,71 54,00
Ties 0o(l)
Total 12
Cort6 - Cortl Negative Ranks 5(m) 4,40 22,00
Positive Ranks 7(n) 8,00 56,00
Ties 0(0)
Total 12
a Cort2 < Cortl
b Cort2 > Cortl
c Cort2 = Cortl
d Cort3 < Cortl
e Cort3 > Cortl
f Cort3 = Cortl
g Cort4 < Cortl
h Cort4 > Cortl
i Cort4 = Cortl
j Cort5 < Cortl
k Cort5 > Cortl
| Cort5 = Cortl
m Cort6 < Cortl
n Cort6 > Cortl
o Cort6 = Cortl
Test Statistics(c)
Cort2 - Cortl | Cort3-Cortl | Cort4 - Cortl | Cort5-Cortl | Cort6 - Cortl
z -2,746(a) -,178(b) -1,412(b) -1,177(a) -1,334(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,006 ,859 ,158 ,239 ,182

a Based on negative ranks.
b Based on positive ranks.
¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort3 - Cort2 Negative Ranks 10(a) 6,50 65,00
Positive Ranks 1(b) 1,00 1,00

Ties 0(c)

Total 11
Cort4 - Cort2 Negative Ranks 10(d) 7,50 75,00
Positive Ranks 2(e) 1,50 3,00

Ties 0(f)

Total 12
Cort4 - Cort3 Negative Ranks 10(9) 5,80 58,00
Positive Ranks 1(h) 8,00 8,00

Ties 0(i)

Total 11

a Cort3 < Cort2
b Cort3 > Cort2
¢ Cort3 = Cort2
d Cort4 < Cort2
e Cort4 > Cort2
f Cort4 = Cort2
g Cort4 < Cort3
h Cort4 > Cort3
i Cort4 = Cort3

Test Statistics(b)

Cort3 - Cort2

Cort4 - Cort2

Cort4 - Cort3

z

Asymp. Sig. (2-tailed)

-2,845(a)
,004

-2,824(a)
,005

-2,223(a)
,026

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

5000
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3000 1

2000 9

10001

0
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Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Testo2 - Testol Negative Ranks 6(a) 9,00 54,00
Positive Ranks 6(b) 4,00 24,00
Ties 0(c)
Total 12
Testo3 - Testol Negative Ranks 10(d) 6,70 67,00
Positive Ranks 2(e) 5,50 11,00
Ties o(f)
Total 12
Testo4 - Testol ~ Negative Ranks 11(g) 6,36 70,00
Positive Ranks 1(h) 8,00 8,00
Ties 0(i)
Total 12
Testo5 - Testol ~ Negative Ranks 3(3) 5,33 16,00
Positive Ranks 9(k) 6,89 62,00
Ties o(l)
Total 12
Testo6 - Testol Negative Ranks 4(m) 6,25 25,00
Positive Ranks 8(n) 6,63 53,00
Ties 0(o)
Total 12
a Testo2 < Testol
b Testo2 > Testol
Cc Testo2 = Testol
d Testo3 < Testol
e Testo3 > Testol
f Testo3 = Testol
g Testo4 < Testol
h Testo4 > Testol
i Testo4 = Testol
j Testo5 < Testol
k Testo5 > Testol
| Testo5 = Testol
m Testo6 < Testol
n Testo6 > Testol
0 Testo6 = Testol
Test Statistics(c)
Testo2 - Testo3 - Testo4 - Testo5 - Testo6 -
Testol Testol Testol Testol Testol
z -1,177(a) -2,197(a) -2,432(a) -1,804(b) -1,098(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,239 ,028 ,015 ,071 272

a Based on positive ranks.
b Based on negative ranks.

¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks

Testo4 - Testo3 ~ Negative Ranks 8(a) 7,25 58,00
Positive Ranks 4(b) 5,00 20,00
Ties 0(c)
Total 12

a Testo4 < Testo3
b Testo4 > Testo3
Cc Testo4 = Testo3

Test Statistics(b)

Testo4 -
Testo3

z -1,490(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,136

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

1,8

1,61

1,49

1,29

1,07

Antes 1h30min ap6s

Ao levantar
15 min ap6s 2h30min ap6s 24h ap6s



Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
RTestoCor2 - Negative Ranks 10(a) 7,00 70,00
RTestoCorl Positive Ranks 2(b) 4.00 8,00
Ties 0(c)
Total 12
RTestoCor3 - Negative Ranks 6(d) 6,67 40,00
RTestoCorl Positive Ranks 5(e) 5,20 26,00
Ties 0(f)
Total 11
RTestoCor4 - Negative Ranks 4(g) 8,25 33,00
RTestoCorl Positive Ranks 8(h) 5,63 45,00
Ties 0(i)
Total 12
RTestoCor5 - Negative Ranks 8(j) 4,88 39,00
RTestoCorl Positive Ranks 4(K) 9,75 39,00
Ties o(ly
Total
12
RTestoCor6 - Negative Ranks 6(m) 6,83 41,00
RTestoCorl Positive Ranks 6(n) 6,17 37,00
Ties 0(0)
Total 12
a RTestoCor2 < RTestoCorl
b RTestoCor2 > RTestoCorl
¢ RTestoCor2 = RTestoCorl
d RTestoCor3 < RTestoCorl
e RTestoCor3 > RTestoCorl
f RTestoCor3 = RTestoCorl
g RTestoCor4 < RTestoCorl
h RTestoCor4 > RTestoCorl
i RTestoCor4 = RTestoCorl
j RTestoCor5 < RTestoCorl
k RTestoCor5 > RTestoCorl
| RTestoCor5 = RTestoCorl
m RTestoCor6 < RTestoCorl
n RTestoCor6 > RTestoCorl
0 RTestoCor6 = RTestoCorl
Test Statistics(d)
RTestoCor2 - RTestoCor3 - RTestoCor4 - RTestoCor5 - RTestoCor6 -
RTestoCorl RTestoCorl RTestoCorl RTestoCorl RTestoCorl
z -2,432(a) -,622(a) -,471(b) ,000(c) -,157(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,015 ,534 ,638 1,000 875

a Based on positive ranks.
b Based on negative ranks.

¢ The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.
d Wilcoxon Signed Ranks Test
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