Como citar: Santos L, Nascimento MHC, Leal LB, Baiense IM, Lopes ALC, Silvatti AP, Leite RD, Barauna VG. Aplicabilidade
da espectroscopia vibracional na andlise de bidpsia liquida apds teste de contra-relégio no ciclismo. Rev Bras Fisiol Exerc.
2024;23(3):e235548. doi: 10.33233/rbfex.v23i3.5548

RBFEx Revista Brasileira de
Fisiologia do Exercicio

Artigo original

Aplicabilidade da espectroscopia vibracional na andlise
de biopsia liquida apoés teste de contra-relégio no ciclismo

Applicability of vibrational spectroscopy in the analysis of liquid biopsy
after a cycling time-trial test

Leandro dos Santos' ¥, Marcia Helena Cassago Nascimento? Y, Leonardo Barbosa Leal?"™, lan Manhoni
Baiense? ¥, Ana Luiza de Castro Lopes® ¥, Amanda Piaia Silvatti* “*, Richard Diego Leite? ™,
Valerio Garrone Barauna?

1. Universidade Federal Rural de Pernambuco, Serra Talhada, PE, Brasil
2. Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, ES, Brasil

3. Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil

4. Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, Brasil

4 )

RESUMO

Introducio: A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR) é uma técnica utilizada para analisar alteracdes bioquimicas em amostras bioldgicas. Entre-
tanto, sao necessarios métodos quimiométricos e uso de ferramentas de inteligéncia artificial (IA) para
analise desses dados. Objetivo: Investigar se o ATR-FTIR pode ser usado para caracterizar o perfil bioqui-
mico de atletas antes e ap6s um teste de ciclismo. Métodos: Estudo transversal com 10 ciclistas realizando
um teste contra o relégio de 20 km. Resultados: Os dados de ATR-FTIR combinado com abordagens de
reconhecimento de padrdes permitiram identificar diferencas bioquimicas entre os momentos pré e pos-
-teste. Apds remocao de duas amostras outliers, analise de componentes principais (PCA) revelou uma
separacdo distinta de pré e pos-teste a partir da regido espectral fingerprint (1800 - 900 cm-1). A analise
com amostragem pelo método de Monte Carlo associado ao algoritmo genético e andlise discriminan-
te (MC-GA-LDA) identificou regides espectrais especificas relacionadas a essas diferencas, indicando as
variagdes bioquimicas mais relevantes (bandas de 1338-1308, estiramento C-H assimétrico - amida III; e
1125-1108, estiramento assimétrico C-O - lactato). Esses resultados demonstram a sensibilidade do ATR-
-FTIR em detectar alteragdes metabodlicas e sugerem sua aplicabilidade como ferramenta para monitorar
respostas fisioldgicas em atividades esportivas. A técnica pode ser ttil no acompanhamento personaliza-
do da carga de treinamento e identificacio de marcadores especificos de desempenho, fadiga ou estresse
fisiologico. Conclusio: A técnica espectroscopica ATR-FTIR associada a quimiometria pode ser uma abor-
dagem promissora para caracterizar e distinguir o perfil bioquimico de atletas em resposta a estimulos
fisicos.
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ABSTRACT

Introduction: Fourier-transform infrared spectroscopy with attenuated total reflectance (ATR-FTIR) is a
technique that analyzes biochemical changes and monitors physiological responses; however, chemome-
tric methods are required for its analysis. Aim: To investigate whether ATR-FTIR, combined with multi-
variate analyses, can be used to characterize and distinguish the biochemical profile of athletes before
and after a cycling test. Methods: Cross-sectional study with 10 cyclists performing a 20 km time trial.
Results: The results revealed that ATR-FTIR, in conjunction with pattern recognition approaches, allowed
the identification of biochemical differences between pre- and post-test moments. After the removal of
two outlier samples, principal component analysis (PCA) revealed a distinct separation in the fingerprint
region of the spectrum. An analysis using a Monte Carlo sampling associated with genetic algorithm-ba-
sed discriminant analysis (MC-GA-LDA) identified specific spectral regions related to these differences,
indicating that the athletes’ physiological variations were reflected in the spectra. The most relevant re-
gions were in the bands of 1338-1308, asymmetric C-H stretching that can be assigned to amide I1I bond,
and 1125-1108, asymmetric C-O stretching assigned to lactate biomolecule. These results demonstrate the
sensitivity of ATR-FTIR in detecting metabolic changes and suggest its applicability as a tool for monito-
ring physiological responses. The technique can be useful in personalized training load monitoring and
the identification of specific performance, fatigue, or physiological stress markers. Conclusion: ATR-FTIR
technique combined with multivariate analyses can be a promising approach to characterize and distin-
guish the biochemical profile of athletes in response to physical stimuli.

L Keywords: bicycling; spectroscopy; athlete; FTIR; chemometrics )

Recebido em: 30 de margo de 2024; Aceito em: 30 de outubro de 2024.

Correspondéncia: Leandro dos Santos, leandro.santos79@gmail.com



https:// orcid.org/0000-0001-5252-586X
https://orcid.org/0000-0001-9214-2361
https://orcid.org/0000-0003-0968-4202
https://orcid.org/0009-0002-5685-4403
https://orcid.org/0000-0002-9759-660X
https://orcid.org/0000-0001-8781-8558
https://orcid.org/0000-0001-7937-6972
https://orcid.org/0000-0003-2832-0922

Rev Bras Fisiol Exerc 2024;23(3):e235548

Introducao

A espectroscopia de infravermelho (IV) é um método que mede a absor¢ao de
radiagao na regiao do IV dependendo dos grupos funcionais especificos das molécu-
las presentes na amostra. A radiacdo IV excita essas moléculas e a frequéncia dessas
vibracoes correspondem a frequéncia da luz absorvida. A base tedrica da IV é descri-
ta em detalhes em vdrias revisdes [1-3] e a capacidade de identificar a presenca de
grupos funcionais é uma das vantagens desta técnica. E uma analise rapida, que re-
quer preparacdo minima da amostra, com capacidade de analisar qualquer biofluido
em menos de 1 minuto. E considerada uma opcao viavel para a analise de alteracdes
quimicas em processos bioldgicos e para a avaliacio de metabolitos em biofluidos
[4]. Embora a espectroscopia de infravermelho nao seja tio especifica quanto outras
técnicas, ela é capaz de analisar a amostra como um todo, no conjunto de todas as
macromoléculas presentes (carboidratos, proteinas, lipidios, DNA, RNA...), formando
um tipo de impressao digital metabdlica da amostra [2,3].

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refle-
tancia total atenuada (Fourier Transform Infrared Spectroscopy-Attenuated Total Re-
flection, ATR-FTIR) é um tipo de espectroscopia de infravermelho que tem sido uti-
lizada para uma ampla variedade de estudos na area da satde. Aplicagdes recentes
incluem anélises de sangue total [5], lagrima [6] e isolados especificos como exosso-
mos [7]. O ATR-FTIR também provou ser util no monitoramento do estresse oxidativo
em condicoes de estresse psicologico cronico em células mononucleares de ratos [8].
Bujok et al. [9] usaram o FTIR-ATR na avaliacao da oxidagao de proteinas no plasma
sanguineo de cavalos apds realizar exercicio fisico. Os resultados obtidos da analise
dos espectros por ATR-FTIR foram semelhantes com o ensaio espectrofotométrico
padrao ouro de carbonila utilizando DNPH, sugerindo assim o ATR-FTIR como uma
ferramenta mais barata e rapida para o estudo da oxidagao de proteinas induzidas
pelo exercicio.

Atletas de alto rendimento contam com treinamento especializado de forma
a alcancarem os mais altos niveis de eficiéncia em suas modalidades. Para alcancar
melhores resultados, o excesso de treinamento pode levar esses atletas a um estado
conhecido como overtraining que resulta no efeito contrario do esperado como a
perda de desempenho [10]. A identificagio do momento de treinamento que induz
melhores resultados ou a queda na produtividade é ténue. Portanto, é fundamental
avaliar esses individuos ao final de suas atividades, sejam competicdes ou treinos, a
fim de monitorar suas respostas. Existem muitas metodologias para avaliar as res-
postas bioquimicas dos atletas. E comum medi-los a partir de varidveis cardiorres-
piratérias, como o consumo de oxigénio, bem como dos metabdlitos no soro e urina
(lactato, ureia, creatinina, creatina kinase e corpos cetonicos) [11]. Esses metabdlitos
estao relacionados as respostas metabolicas durante a atividade. Porém, eles reque-
rem métodos as vezes caros, demorados, além de ser um método para cada metabolito
analisado.
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A técnica padrdo para avaliacao desses metabolitos, como ureia, creatinina,
glicose e corpos cetdnicos na urina, baseia-se em medicoes colorimétricas (absor¢ao).
Nesse processo, um reagente especifico reage com a molécula de interesse, que tem
absorcao em um determinado comprimento de onda e isso é utilizado para identifi-
car e quantificar o componente desejado. A grande desvantagem é que os resultados
podem demorar horas ou dias para serem disponibilizados e sdo inespecificos para
alguns analitos (principalmente proteinas). HA uma busca continua por uma técnica
rapida, minimamente invasiva e com alta sensibilidade e especificidade que possa ser
utilizada nessa situacao. Uma das vantagens de se utilizar o ATR-FTIR nesse contexto
é que ele permite a analise das modificacdes de todas essas substancias (macromolé-
culas) de uma vez s6 ao invés de analisa-las individualmente [12]. E é devido a essa
grande quantidade de informacoes no espectro de FTIR-ATR que se faz necessario
o uso de ferramentas de inteligéncia artificial e quimiometria para a andlise desses
dados.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se a espectroscopia ATR-FTIR, jun-
tamente com analises de I.A. e quimiométricas, é uma técnica capaz de fornecer uma
nova visao bioquimica de caracterizacdo e distincao do perfil de atletas antes e apos
uma prova de ciclismo.

Métodos

Participantes

Dez ciclistas recreativos, categoria master, do sexo masculino (42 + 6 anos, 75 +
7 kg, 174+7 cm) praticantes ha 20 + 10 anos foram convidados a participar do estudo.
Participavam de corridas de ciclismo (competitivas) e treinavam ciclismo em média
11 + 2 horas semanais. Os participantes foram instruidos a se abster de atividades
extenuantes pelo menos 72 h antes do Teste de Ciclismo 20 km (TT20), evitar o uso de
quaisquer medicamentos analgésicos (anti-inflamatdrios) e manter sua ingestao ali-
mentar e habitos de vida normais ao longo do estudo. Foi informado e assinado por
escrito um termo de consentimento além da obtencao de um questionario de histdria
clinica de todos os sujeitos. Os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética
em pesquisa com seres humanos (59773616.0.0000.5153). Como critérios de inclusao
foram convidados ciclistas do sexo masculino com pelo menos 5 anos de experiéncia
em atividades esportivas de competicao de nivel regional. Como critério de exclusao
foram adotados aqueles que usavam algum tipo de esteroide anabolizante, drogas de
abuso ou medicamentos com potencial efeito na performance esportiva.

Teste de Ciclismo (TT20)

Os ciclistas realizaram um aquecimento de 10 minutos com pedal livre, em
ritmo proprio, e depois mais 5 minutos de descanso. Em seguida, os participantes
realizaram um teste contrarrelégio individualizado de 20 km usando suas bicicletas
acopladas a um CompuTrainer ProLab 3D (Racermate), que mediu o desempenho du-
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rante o teste. Todos foram instruidos a terminar o TT20 o mais rapido possivel. Foi for-
necido um incentivo verbal durante todo o evento, mas estavam cegos para feedback
como tempo, cadéncia, poténcia e frequéncia cardiaca, pois esses poderiam interferir
no esforco de estimulacdo. O percurso foi configurado no software Computrainer 3D
com controle automatico do modo de carga constante, além disso foi configurado um
peso (bicicleta + ciclista) individualmente. O teste de ciclismo foi realizado no La-
boratério de Forca e Condicionamento (LAFEC) da Universidade Federal do Espirito
Santo com temperatura controlada entre 20°C e 22°C.

Andlise da frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca (FC) foi monitorada durante o teste usando o transmis-
sor de frequéncia cardiaca H7 Bluetooth ao redor do térax abaixo do peitoral maior
(Polar, EUA) e conectado ao software HRV®. Os dados registrados foram posterior-
mente analisados por meio de um programa de computador (software Kubios, HRV
standard 3.3.0®), que permite a selecio de periodos especificos da corrida. A frequén-
cia cardiaca maxima (FC_, ) foi determinada pela FC mais alta alcancada e mantida
por 30 segundos durante o teste.

Percepcado subjetiva de esforco

Ao final do TT20, os participantes foram questionados sobre a percepc¢ao sub-
jetiva de esfor¢o utilizando a escala de Borg (1-10), sendo 1 correspondente a “sem
esforco” e 10 a “esforco maximo/extremo” [13].

Espectroscopia vibracional

A instrumentacdo da espectroscopia vibracional por infravermelho médio
compreende um espectrometro (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies) acoplado com
um complemento de ATR e cristal de diamante. Os espectros obtidos foram registra-
dos com range de comprimento de nimero de onda de 650 a 4000 cm™, com a utiliza-
cao de 32 espectros para o background e a andlise das amostras. Cada espectro contém
1798 pontos de andlise (resolucao espectral de 1,86 cm™).

Para realizacdo da espectroscopia, 10ul de plasma dos momentos pré-inter-
venc¢io (PRE) e pds-intervencio (POS) foram pipetados trés vezes em folha de pa-
pel aluminio, em seu lado brilhante; as amostras ficaram em temperatura ambiente
“overnight” para secagem. Apos secas, as amostras foram analisadas diretamente no
cristal, em triplicata, com auxilio da prensa do equipamento, a qual faz uma pressao
continua e igualitdria para todas as amostras. Ao final de cada andlise, o cristal foi
limpo com dgua deionizada e alcool 70% para remocao de residuos da amostra ante-
rior.

A figura 1 mostra os espectros brutos e pré-processados antes e apds o TT20.
A figura 1A representa a média dos espectros brutos no momento PRE e POS teste, a
figura 1B representa a média dos espectros pré-processados com correcao de linha de
base, suavizacao Savitzky-Golay e normalizacao vetorial.
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(A) Espectro médio bruto. (B) Espectro médio apods pré-processamentos (correcao de linha de base,
suavizacgao Savitzky-Golay e normalizagao vetorial) com identificacao das regides de alto niimero de
ondas (4000 - 2800 cm™) e Fingerprint (1800 - 900 cm™). Cada espectro é formado por 1798 pontos de
analise

Figura 1 - Representacio dos espectros de plasma no momento antes do TT20 (PRE) e imediatamente
ap6s (POS)

Andlise estatistica

Os dados bioldgicos sao apresentados como média e desvio padrdo. Para ana-
lises de IA e quimiometria foi utilizado o software MathLab2020. Todos os espectros
foram pré-processados com correcao de linha de base, suavizagiao Savitzky-Golay e
normalizacao.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) é um modelo de reconhecimento
de padroes desenvolvido para identificar possiveis amostras andmalas, visualizar se-
melhancas e possiveis agrupamentos naturais entre amostras e analisar o comporta-
mento e a dispersdo de variaveis espectrais [14].

Para selegao de variaveis foi utilizado o método algoritmo genético baseado
na andlise discriminante com amostragem pelo método de Monte Carlo (MC-GA-L-
DA) que é uma associa¢ao do método de amostragem Monte Carlo (MC) com o algo-
ritmo genético baseado na andlise discriminante (GA-LDA).

O método MC é conhecido como método estatistico para resolver problemas
diversos por meio de amostragem aleatdria utilizando a distribuicao de probabilida-
de do conjunto amostral. GA-LDA utiliza a razdo de Fisher como métrica de selecao
de subconjuntos de varidveis que maximizam a separa¢do entre as classes [15,16].
A associacao da amostragem MC com GA-LDA foi aplicada no presente estudo para
selecionar as variaveis que discriminam as varia¢des fisiologicas nos individuos PRE
e POS TT20 e que sejam refletidas no espectro de infravermelho das amostras. Para
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isso, o conjunto de dados com todos os espectros médios foi submetido a 800 amos-
tragens aleatdrias e selecao pelo GA-LDA iterativamente. A cada iteragao uma sele¢ao
de variaveis foi realizada pelo GA-LDA identificando as varidveis que maximizam a
separacao entre as classes.

A frequéncia relativa de selecio de cada variavel foi calculada ao final das
iteragcdes (N = 800). A selecao final corresponde as variaveis de maiores valores de
frequéncia relativa ao final das 800 iteragdes.

Resultados

Inicialmente precisdvamos nos certificar que os voluntarios realmente tives-
sem se esforcado ao maximo durante o TT20. Os 10 sujeitos incluidos no estudo com-
pletaram a prova com tempo médio de 33,4 + 1,7 minutos. A percepcao subjetiva de
esforco, avaliada pela escala de Borg, ao final do TT20 foi de 9,1 + 0,9 e a FC maxima
atingida foi de 182 + 13 bpm, o que equivale a 102 + 3% da FC maxima estimada pela
idade (220 - idade). Esses dados sugerem que os sujeitos realmente fizeram esforgo
maximo durante o TT20.

Para identificar se o ATR-FTIR é capaz de diferenciar as amostras do momento
PRE e POS TT20 baseado apenas nas caracteristicas do espectro de infravermelho no
plasma, a primeira analise foi a ndo-supervisionada pela PCA. A analise foi realiza-
da considerando todas as 1798 caracteristicas do espectro (Figura 2A 4000-900 cm™)
e em regides especificas chamadas de regidao de Alto Numero de Ondas (Figura 2B,
4000-2800 cm™) e regido de Fingerprint (Figura 2C, 1800-900 cm™). Em nenhum dos
casos houve clara separacio dos momentos PRE e POS. Porém, ap6s uma analise in-
dividualizada foi possivel observar que em todos as situagdes as amostras 3 e 9 do
POS foram as que nio permitiram uma completa separacio dos momentos. Ou seja,
andlise de PCA nos espectros desses 2 individuos nao condiziam com o restante dos
grupos (setas nas Figuras 2A, 2B e 2C).

Assim, como proximo passo, essas amostras foram retiradas, e repetida a PCA
(espectro total, figura 2D; alto numero de ondas, figura 2E e fingerprint, figura 2F).
Ja com o espectro total (Figura 2D) observamos a separacao entre os grupos (eixo da
PC1 explicando 58,8% da variancia das amostras).

A seguir a pergunta foi sobre qual é a regido do espectro responsavel por essa
separacao e, assim, o espectro foi analisado novamente como 2 partes separadas (alto
numero de ondas e fingerprint). Observamos, entdo, que a separacao foi apenas ob-
servada na regido de fingerprint (Figura 2F, eixo da PC2, 27,3% da variancia) e ndo a
de alto ntimero de ondas (figura 2E). Importante ressaltar esse resultado uma vez que
essa regido de fingerprint (1800-900 cm™) é a regido que contém maior quantidade de
informacoes em amostras bioldgicas [3].
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Figura 2 - Grafico de scores de PC 1 versus PC2 de modelos PCA

Ap0s essa série de analises exploratorias nao-supervisionadas, investigamos,
através do MC-GA-LDA quais das 1798 variadveis (regides do espectro) eram as respon-
saveis por essa distin¢io entre os momentos PRE e POS TT20. A anélise de MC-GA-L-
DA é uma técnica de IA que combina dois algoritmos: GA, uma técnica de otimizacao
inspirada na selecao natural, onde solu¢des candidatas evoluem através de mutacao
e recombinacao para encontrar o melhor modelo; e LDA, um algoritmo probabilisti-
co que identifica variaveis latentes em um conjunto de dados. Por fim, o método MC
se refere ao numero de vezes que uma simulacao aleatoria é repetida para estimar o
valor real que uma varidvel do espectro realmente tenha relevancia. Quanto mais ite-
racoes forem realizadas, mais precisa serd a estimativa. E uma técnica probabilistica
amplamente utilizada que funciona através da simulagao de cendrios aleatérios para
calcular a probabilidade de diferentes resultados. Nesse nosso estudo, realizamos 800
iteracoes, ou seja, o modelo foi repetido 800 vezes e as duas regides espectrais de
maior destaque (maiores valores de frequéncia relativa) foram as de ~1338-1310 cm™
e~1125-1108 cm™. As outras regides que se destacam com valores medianos de frequ-
éncia relativa (~0.4 e 0.3) foram as regides de ~1041-1026 cm™ e ~965-922 cm™ (Figura
3). A tabela I mostra as atribui¢oes quimicas dessas regioes identificadas.
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Figura 3 - Frequéncia relativa da selecdo das variaveis pelo método Monte Carlo GA-LDA com 800 ite-
racoes

As regides de maior destaque (maiores valores de frequéncia relativa) sio de
1338 2 1310 cm™ e 1125 a 1108 cm™. As outras regides que se destacam sdo as regioes
de 1041 21026 cm™ e 965 a 922 cm’.

Tabela I - Atribuicao quimica das principais regides do espectro de FTIR selecionadas pelo método
Monte Carlo GA-LDA com 800 iteracoes

Posicao do pico (cm™) Vibracio molecular Provavel atribuicao
1338-1310 cm™ CH, Colageno, Amida III
1125-1108 cm™ C-O Lactato
1041-1026 cm™ C-OH Carboidrato

965-922 cm’ PO DNA, RNA, Fosfolipidos
Discussao

Como resultado do estudo, foi possivel observar que a técnica de espectros-
copia vibracional no infravermelho, ATR-FTIR, foi capaz de identificar diferencas no
perfil bioquimico da amostra entre 0 momento PRE e POS TT20. Além disso, pelas
analises de IA e quimiometria, foi possivel indicar que essas diferengas sio predomi-
nantemente na regiao de fingerprint do espectro, mais especificamente nos compri-
mentos de 1338 a 1310 cm™ (CH,), 1125 a 1108 cm™ (C-O), 1041 a 1026 cm™ (C-OH) e
965 a 922 cm™ (PO,).

Em 2003, Petibois e Déléris usaram o ATR-FTIR para obter uma andlise global
do metabolismo energético de nadadores durante uma prova de 400m analisando o
plasma pelo ATR-FTIR a cada 100 metros. Os autores concluiram que o FTIR permitiu
obter uma descrigao global das alteracoes do contetido sanguineo durante a prova.
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Uma das grandes vantagens do uso do FTIR é que ele pode ser feito com a coleta de
sangue capilar (sangue coletado na ponta do dedo e ndo via puncao venosa) que res-
peita o conforto do atleta e permite obter analises sucessivas em curtos periodos de
tempo. Os autores concluiram que a regido de maior alteragao foi a de 1300-900 cm-
1, similar aos dados encontrados no presente estudo, regido também conhecida por
representar a maioria das moléculas bioenergéticas circulantes como agticares [17].

J4 Khaustova et al. [18] utilizaram a saliva para monitorar o estresse fisio-
logico em 48 atletas condicionados (VO, . = 58.9 + 10.1 mLmin™ kg*). O espectro
de FTIR foi obtido na saliva antes, imediatamente apds e 30 minutos apds um tes-
te maximo escalonado. Os autores mostraram que o método permite determinar as
concentracoes de substancias presentes na saliva, porém, de forma mais barata e sem
preparacao de amostra e reagentes, a partir do volume minimo da amostra e (quase)
imediatamente ap6s a coleta da amostra. Nesse estudo as alteragdes na concentracao
de proteinas totais, cortisol, alfa-amilase, imunoglobulina A, ureia e fosfato foram
analisadas e comparadas com os métodos padrao ouro.

Similar com os dados encontrados pelo nosso grupo, Caetano Junior et al.
também identificaram 2 individuos entre 13 atletas de Rugby pela técnica de FTIR,
coletado na saliva, cujo comportamento do espectro no momento pos-teste nao foi
discriminante do momento pré-teste. Os 2 individuos nesse estudo obtiveram respos-
ta de FC inferiores a média do grupo, o que sugeriu um esfor¢o menor desses indivi-
duos durante o teste em relacao aos outros voluntarios [19].

No presente estudo, analisando os dados individuais dos dois individuos (03
e 09) também foi observado que eles tinham caracteristicas distintas do resto do gru-
po: o individuo 03 era o mais velho (54 anos), com menor IMC (20,6 vs. média de 25,2),
com mais tempo de treinamento (40 anos vs. média de 22 anos) e terminou o teste
com a menor %FC_. (91% vs média de 102%). Ja o individuo 09 teve o resultado mais
discrepante, pois obteve o pior desempenho entre os 10 voluntarios, terminando o
teste com 36,5 minutos (média do estudo 33,5 minutos). Assim, acredita-se que o per-
fil quimico deles no momento POS nio se diferenciou do momento PRE na anélise do
PCA pelos individuos nao terem realmente chegado ao seu limite. Identificamos ai
entdo uma possivel aplicagao dessa técnica. Estariam esses atletas desmotivados para
o teste? Ou em overtraining? Apesar de nao termos demais dados para explicar, é fato
que o FTIR identificou esses 2 individuos com apenas 10 ul de plasma e em menos de
1 hora.

Ja em 2022, Chrimatopoulos et al. [20] utilizaram o ATR-FTIR acoplado a IA
(PCA e PLS-DA) para, através dos espectros obtidos na saliva de atletas de diferentes
niveis de condicionamento fisico, determinar as alteracdes bioquimicas apds o exer-
cicio. Os autores também identificaram regidoes semelhantes as nossas nesse traba-
lho sendo as regides de 921 cm™ (lipidios/fosfolipidios/carboidratos da membrana)
e 1080 cm™ (acucares) as principais modificadas apds o exercicio fisico. Os autores
sugerem que a analise pelo ATR-FTIR de amostras de saliva podera distinguir com
precisdo o nivel de condicionamento fisico dos atletas.
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E mais recentemente, em 2024, Souza et al. [21] usaram o ATR-FTIR para dis-
tinguir as alteragoes bioquimicas induzidas por diferentes tipos de exercicio: treina-
mento intervalado de alta intensidade, exercicio continuo e treinamento de forca.
Os autores usaram algoritmos de aprendizagem de maquinas mais robustos como
Naive Bayes, Floresta Aleatoria, K-NN, AdaBoost, Support Vector Machine, Neural Ne-
twork e Regressdo Logistica para interpretar os espectros. Os autores observaram que
os componentes bioquimicos mudaram especificamente de acordo com cada tipo de
exercicio. Assim, modos vibracionais espectrais foram identificados como potenciais
biomarcadores para cada tipo de exercicio realizado.

O presente grupo de pesquisa ja vem trabalhando com o uso dessa ferramenta
(ATR-FTIR) para a identificacao de condicdes patoldgicas como sobrecarga de ferro,
COVID e sepse [6,22-25], mas este estudo foi o primeiro que utilizou a ferramenta em
uma condicao fisiolégica como o exercicio fisico.

Neste estudo foi demonstrado que com os dados de FTIR e uma analise mul-
tivariada nio-supervisionada foi possivel distinguir os momentos PRE do momento
POS-TT20. Além disso, foi possivel a observacio das regides do espectro responsaveis
por essa identificacao diferencial dos dois momentos, sendo ela na regiao de finger-
print e ndo na regiao de alto numero de onda. Portanto, o estudo abre a possibilidade
para a aplicabilidade do FTIR como uma ferramenta de acompanhamento de carga de
treino personalizada ou mesmo como um marcador de determinada resposta biolo-
gica como desempenho, fadiga, dano ou estresse fisiol6gico uma vez que a ferramen-
ta se mostrou sensivel para detectar varia¢oes individuais de momento a momento.
Uma vez identificado essa assinatura digital numa condigao de overtraining, com
uma simples coleta de sangue capilar ou saliva, por exemplo, seguido de uma analise
no equipamento por nao mais que 15 minutos seguida de analise computacional, sera
possivel dar o diagndstico da condicao do individuo quase que instantaneamente.

Conclusio

Os resultados mostraram que é possivel diferenciar bioquimicamente e classi-
ficar o estado fisioldgico de atletas em treinamento fisico pelo ATR-FTIR, utilizando
PCA e GA-LDA. Além disso, por meio de analises multivariadas, pode-se identificar
os picos dos espectros que sofreram alteragio apos o estresse fisico e essas alteragdes
estao relacionadas a variagdes de moléculas organicas devido a mudanca do estado
fisiologico. Esses resultados demonstram a sensibilidade da tecnologia em detectar
de maneira generalizada alteracdes no metabolismo e sugere a possibilidade de poder
ser usada como uma forma de acompanhar as adaptacoes em um atleta ao longo do
treinamento. No entanto é necessario que sejam realizados outros estudos com tama-
nho amostral maior para poder avaliar melhor os padroes nos espectros associados
a melhora ou piora no desempenho, maior ou menor dano muscular, ou melhor ou
pior resposta cardiovascular, por exemplo, em praticantes de alguma modalidade de
exercicio fisico regular.
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