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RESUMO
O objectivo do presente estudo aborda o estudo da variagdo do cortisol e da testosterona
salivar, e subsequentemente do racio Testosterona/ Cortisol ao longo de 24 horas, e
como resposta a um esfor¢o anaerobio — Teste de Wingate. Para tal, foram reunidos 12
nadadores do sexo masculino de nivel competitivo nacional, com média de idades igual
a 17,03+0,89 anos, com um volume de treino médio anual de 1450£70,71km e com

7,08+1,16 anos de competicao.

O protocolo adoptado incluiu a realizagdo do teste de Wingate, que permitiu determinar
a poténcia maxima, poténcia minima e indice de fadiga. Foram recolhidas seis amostras
de saliva em seis momentos diferentes: a primeira antes da aplicacéo do teste, a segunda
15min ap6s o teste, a terceira e quarta, 1h30min e 2h30min apds o teste,
respectivamente, a quinta na manha do dia seguinte e a sexta 24 horas apds o teste.

O tratamento estatistico dos dados compreendeu a analise descritiva (minimos,
maximos e desvios padrdo), e 0 método estatistico ndo paramétrico (Wilcoxon Test)

para comparar os seis momentos. Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05.

Em relacdo ao cortisol, ndo foram verificados aumentos significativos na sua
concentracdo. No entanto, do periodo antes do teste para 0os 15min apds o teste, o valor
de cortisol aumenta acentuadamente, diminuindo posteriormente até a 1h30min depois
do teste. Da 1h30min ap6s o teste, até a manhad do dia seguinte, da-se novamente um
aumento da sua concentracdo, diminuindo de seguida até ao periodo de 24horas apds o

teste, atingindo valores muito semelhantes aqueles encontrados no periodo inicial.

Quanto aos niveis de testosterona, verificou-se um aumento significativo desde o
periodo antes do teste, para o periodo de 15min apos o teste (p=0,013). Dos 15min e das
2h30min apos o teste, para com a manha do dia seguinte, foram encontrados aumentos
significativos na concentracdo de tstosterona, que de alguma forma indiciam uma

elevacdo dos processos anabolicos.

No que concerne ao racio T/C, verificou-se uma pequena diminui¢do do seu valor entre
0 periodo antes do teste, para com 0s 15min apos o teste. Dos 15min apos o teste, até as
2h30 apos o teste, ha um aumento acentuado do récio, que reflecte um fendmeno
anabolico. A diminuicdo dos valores do réacio das 2h30min apds o teste, até as 24horas

depois do teste, sdo resultado das variaveis circadianas.
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INTRODUGAO

INTRODUCAO

Ao longo dos tempos, a vontade de vencer, inerente a condi¢cdo humana e aos préprios
principios do Desporto actual, levam os diferentes agentes desportivos a enveredarem e
a investirem na investigacdo, focalizada nos parametros que de alguma forma melhorem
o rendimento do atleta. Assim, contribuindo para um melhor conhecimento cientifico,
propusemo-nos realizar uma investigacdo que aborda o comportamento do cortisol, da
testosterona e do racio Testosterona/ Cortisol, ao longo de 24 horas, ap6s a execuc¢do do

Wingate anaerobic test.

A existéncia de tarefas de treino com caracteristicas idénticas ao protocolo utilizado
durante a investigacdo, justificam a pertinéncia deste estudo. Por outro lado, 0s
marcadores controlados através da andlise salivar, justificam pelo seu caracter nao

invasivo a curiosidade dos investigadores.

A resposta destes marcadores carece de maior investigacao, ja que ndo sdo unanimes as
conclusbes apontadas até a data. Assim, a possibilidade de utilizar uma amostra
constituida por atletas treinados, de elevado rendimento fundamenta os resultados
obtidos.

Numa primeira parte do nosso trabalho, fazemos referéncia a todos os estudos
encontrados por nos, e que numa fase final poderdo suportar ou refutar os resultados por
nés obtidos. De seguida, apresentaremos toda a metodologia adoptada, e todos os
resultados obtidos, bem como a posterior discussao desses resultados, e de uma forma

muito sintética, as concluses e recomendacdes retiradas deste estudo.
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REVISAO DA LITERATURA

REVISAO DA LITERATURA

No nosso ponto de vista, antes de passar a abordagem deste capitulo, julgamos
pertinente justificar o modo como orientaremos a revisdo da literatura publicada e por
nés consultada sobre o tema. Serdo objecto da nossa investigacdo, estudos utilizando
amostras constituidas por atletas de diversas modalidades, que de alguma forma ajudem

a clarificacdo dos nossos objectos de estudo.

Todos os estudos que aqui recebem mencdo, foram criteriosamente escolhidos

atendendo a especificidade dos objectivos estudados.

Numa fase inicial, torna-se essencial caracterizar o cortisol e a testosterona
relativamente ao local onde estas hormonas sdo produzidas e suas caracteristicas mais
importantes, e posteriormente a fungdo que cada uma exerce dentro do organismo. E
indispensavel referir aqui, que todo o conhecimento exposto ao longo da caracterizacao

destas duas hormonas, foi retirado de Vander et al. (2001).

Depois de definidos e caracterizados os diferentes objectos de estudo, incidimos a nossa
abordagem e a nossa aten¢do no comportamento que estes evidenciam como resposta a
diferentes tipos de exercicio. Neste ponto, estudamos a resposta aguda (imediata) do

cortisol, da testosterona e do racio Testosterona/ Cortisol.

Vale a pena referir que a generalidade dos trabalhos publicados que usam estes
marcadores hormonais avaliam a sua concentragdo no sangue. No nosso estudo
utilizaremos a concentracdo salivar como procedimento. Dada a reduzida difusdo desta
metodologia, a literatura disponivel que referencie trabalhos com métodos de

determinacéo destes parametros fisioldgicos revelou-se escassa.

Embora grande parte da literatura publicada incida sobre o comportamento destes
parametros hormonais associado a resposta cronica (prolongada), e porque acreditamos
que este conhecimento permite uma melhor compreenséo do papel desempenhado por

estas hormonas, apresentamos alguns trabalhos publicados sobre este assunto.
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N&o poderiamos deixar também de caracterizar o Wingate Anaerobic Test, o protocolo

utilizado neste estudo bem como os sistemas energéticos requeridos.

2.1 — Cortisol

O cortisol, é o principal glucocorticdide, secretado pelo cortex supra — renal. Os
glucocorticoides, receberam este nome porque possuem a capacidade de aumentar a
concentracdo sanguinea da glicose. Estes, sdo responsaveis pela resisténcia humana aos
diferentes tipos de stress fisico, mental e as doengas de menor gravidade, como as
infeccdes das vias respiratorias. Pelo menos 95% da actividade glucocorticoide decorre

da secrec¢do do cortisol.

Esta hormona, é regulada pela hormona corticotrépica (ACTH), que € secretada pela
glandula da hipofise anterior.

O cortisol, apresenta um conjunto de efeitos sobre o metabolismo de diferentes
substancias.

Esta hormona é responsavel, no metabolismo dos hidratos de carbono, pela estimulacao
da glicogénese (formacao de glicose a partir das proteinas) pelo figado, aumentando de
6 a 10 vezes mais a intensidade da glicogénese; é responsavel pela diminuicdo da
utilizacdo da glicose pelas células; garante a elevacdo da concentracdo sanguinea da

glicose.

No que toca aos efeitos do cortisol, sobre 0 metabolismo das proteinas, verifica-se uma
diminuicdo em praticamente todas as células corporais, a excepc¢do das do figado. Esta
reducdo é causada tanto pela diminuicdo da sintese proteica, como pelo maior
catabolismo das proteinas ja presentes nas células. E também responsavel pelo aumento
da quantidade de aminoacidos no sangue, em consequéncia da diminui¢do do transporte
destes para as células extra — hepaticas e aumentando o transporte para as células

hepaticas.

O cortisol, apresenta efeitos também sobre o metabolismo lipidico. Um dos mais
conhecidos, € a sua capacidade de mobilizacdo de acidos gordos, a partir do tecido
adiposo, aumentando a sua concentra¢do no plasma, o que sé por si aumenta a utilizagéo

para fins energéticos. O cortisol também aumenta moderadamente a oxidagdo dos
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acidos gordos nas células, talvez como consequéncia secundaria da menor

disponibilidade de produtos glicoliticos para o metabolismo.

A secrecdo dos glucocorticoides tem um comportamento circadiano, sendo as taxas de
secrecdo de cortisol, mais altas de manha cedo e mais baixas a tarde e noite (Lac et al.
1997; Hoogeveen & Zonderland. 1996). Este efeito resulta de uma alterag&o ciclica de
24h nos sinais a partir do hipotalamo que condicionam a secrecdo do cortisol. Sendo
assim, os valores dos niveis de cortisol sanguineo, sé sdo significativas quando
expressos em termos do momento do ciclo em que foram adquiridos (Guyton & Hall,
1997).

2.2 — Testosterona

A testosterona, € um androgénio secretado pelas células intersticiais de Leydig (situadas
nos intersticios, entre os tubos seminiferos), quando os testiculos sdo estimulados pela
hormona luteinizante (LH), que por sua vez é secretada pela glandula da hipdfise
anterior. As células intersticiais do testiculo ndo sdo numerosas na crianca, sendo porém,
realmente abundantes no bebé recém — nascido do sexo masculino, e também no homem
adulto a qualquer época depois da puberdade. Nessas duas épocas, os testiculos

segregam grande quantidade de testosterona.

Figura 1.1 — Pequena seccdo do testiculo humano. Adaptado de VVander et al. (2001)

Apos a secrecdo pelo testiculo, a testosterona, ligada na sua maior parte a proteinas
plasmaticas, circula no sangue entre 30 minutos a 1 hora, antes de se fixar aos tecidos,

ou ser degradada com produtos inactivos, posteriormente excretados. Grande parte da

-6-
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testosterona que é fixada nos tecidos € convertida no interior das células em
didrotestosterona, e é sob essa forma que a testosterona interfere em muitas das suas

fungdes intracelulares.

A testosterona € responsavel pelas caracteristicas distintivas do corpo masculino, no
entanto, esta substdncia é também responsabilizdvel por outros aspectos,

nomeadamente:

Desenvolvimento dos érgdos masculinos, e pela descida do testiculo (descem

para o escroto, a partir dos dois Gltimos meses de gravidez).

e Desenvolve as caracteristicas sexuais priméarias e secundarias do adulto,
nomeadamente a distribuicdo dos pelos corporais, a calvicie, o efeito sobre a voz
e sobre a pele.

e Inibe a secre¢do de LH, actuando na pituitaria anterior.

e Estimula o anabolismo proteico, o desenvolvimento muscular, o crescimento
0sseo e de reten¢do do calcio.

e Aumenta o metabolismo, e subsequentemente o nimero de hemaécias.

e Estimula a secrecdo de eritropoetina.

A testosterona ndo apresenta um comportamento especifico ao longo do dia. No entanto,
poderdo haver oscilagdes na sua concentracdo como resposta a temperatura e como
resposta a uma situacdo stressante (Hoogeven. e Zonderland., 1996).

Segundo Hakkinen e Pakarinen. (1991), os valores de testosterona a tarde sdo algumas

vezes maiores do que aqueles encontrados pela manha.
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2.3 — Exercicio Fisico e Cortisol

Ao longo desta revisdo, podemos conferir que existem opinides contraditorias,
devidamente fundamentadas, acerca do comportamento do cortisol. Muitas das
investigacOes aqui citadas referem aumento ou reducdo na concentracdo embora nem
sempre 0s procedimentos utilizados para a determinacdo do cortisol sejam concordantes.
Seria inadequado da nossa parte neste momento, precisar quais os estudos em que ha
um aumento ou diminuicdo desses niveis, sem que se refira a metodologia e

procedimentos adoptados em cada estudo.

O cortisol parece ser um indicador potencialmente interessante para aceder aos efeitos
do treino e do sobretreino.
Vaérios factores estdo intimamente relacionados com as variagdes nas concentracdes de

cortisol, dentro destes conta-se com a influéncia das cargas de treinos.

Ao longo desta revisdo, pretendemos abordar os principais trabalhos publicados por nos
consultados, e que de alguma forma contribuem para a compreensdo da variacdo dos

niveis da concentracdo desta hormona.

Costill et al. (1991), Fry et al. (1991) e Flynn et al. (1994), defendem que o stress
induzido pelo exercicio de treino, poderd ser estimado a partir da concentracdo de

cortisol, ao longo da época desportiva.

Os niveis deste pardmetro aumentam durante o exercicio, de acordo com o seu tipo, a
intensidade, a duracdo e o nivel de treino dos individuos. No entanto, segundo
Guezzenec et al. (1995), estes niveis poderdo aumentar, se o individuo se encontrar

numa situacao de “stress” fisioldgico e psicologico.

Foi realizado um estudo com 24 nadadores masculinos, divididos em dois grupos de
nivel diferente, em que o objectivo era comparar os efeitos do treino, no plano
psicologico e do desempenho, durante uma época de competicdo. O planeamento

englobava 25 semanas de treino, para ambos 0s grupos. Nas primeiras quatro semanas,
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os atletas dos dois grupos treinavam juntos, uma vez por dia. Entre a 5% e a 112 semana,
um dos grupos treinou duas vezes por dia, enquanto que o outro mantinha a frequéncia
de treino.

Os resultados obtidos concluiram gue no grupo em que houve aumento do niumero de
treinos, e consequentemente um aumento do volume de nado, constatou-se um aumento
significativo na concentragdo de cortisol, durante o periodo de alteragdo de volume. O
grupo que manteve menor exposi¢do ao volume de treino apresentou resultados estaveis
ao longo das 25 semanas do estudo. Assim, o0s autores do estudo concluiram que
durante periodos de treino intenso, os sujeitos tendem a aumentar os niveis de cortisol

podendo experimentar sintomas de fadiga crénica. (Costill et al. 1991).

Existem no entanto um conjunto de trabalhos publicados que relativamente ao
comportamento do cortisol ndo concordam com o seu incremento associado ao aumento

da quantidade de treino.

Os resultados obtidos por Houmard et al. (1990), num estudo em que ouve uma reducao
no volume e frequéncia de treino ao longo de trés semanas, em corredores de atletismo,
suportam uma eventual reducdo do “stress”, associado ao treino, embora os valores de
cortisol se tenham mantido inalteraveis, durante esta fase de reducao. Alias Barron et al.
(1985), defendem que a diminuicdo dos niveis de cortisol, aparece somente em
resultado de uma diminuicdo drastica ao nivel dos factores de treino. Num estudo
realizado pelo mesmo, foram observados valores elevados de cortisol em atletas
masculinos, mas que voltaram aos valores normais, apos quatro dias de descanso. No
entanto, os valores de cortisol elevaram-se apds duas semanas de treino intenso, e ndo

diminuiram apés duas semanas de treino normal.

Para além do “stress” que certas actividades exortam, o volume, a intensidade e a
frequéncia do exercicio, sdo factores que influenciam fortemente o0s niveis de
concentracédo do cortisol. Existem um conjunto de trabalhos, que abordam esta tematica,
e que irei sucintamente expor de seguida, sem nunca desprezar os aspectos psicologicos,

que estdo relacionados com as diferentes componentes do treino.

Um estudo desenvolvido em 18 semanas, com 10 nadadoras e 9 nadadores, teve como

objectivo, examinar o comportamento do cortisol plasmatico, durante periodos de treino
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intensivo. Foram feitas trés medi¢bes, uma antes da época, uma ap6s as primeiras 9
semanas de treino (volume de 5.500m/dia), e enfim apds as restantes 9 semanas onde se
assistiu a um aumento do volume de treino (8.300m/dia). As concentracdes de cortisol
nos homens, da 12 para a 22 medicdo decresceram significativamente, enquanto que com
0 aumento do volume de treino, a concentracdo do mesmo aumentou significativamente,

até atingir valores semelhantes aos iniciais. (Tyndall et al. 1996).

Um estudo realizado por Lac et al. (1997), ja citado anteriormente, pretende evidenciar
0 comportamento do cortisol. Neste estudo, foram realizadas as seguintes medigdes: a)
antes do teste, b) as 10 horas da manha (hora de inicio do teste), c) a cada 5 minutos de
teste (teste com duracdo de 30 minutos), d) 30 minutos, €) 1 hora e 30 minutos, f) 5
horas apds o teste. O protocolo utilizou um esfor¢o sub — méximo, em cicloergémetro,
com uma amostra de 9 estudantes de Educacdo Fisica. N&o se verificaram diferencas
significativas entre os valores de a), para os valores de referéncia b), mas 5 minutos
apos o comeco do teste, o valor de cortisol era significativamente elevado. Os valores
acabaram por cair um pouco, mas continuaram altos em relacédo aos valores de b), as 11
horas e 4s 12 horas (30 minutos e 1 hora e 30 minutos ap6s o término do teste
respectivamente). Depois de 5 horas, os valores voltaram aos valores de referéncia. O
aumento de 88%, desde o periodo antes do teste, até aos 5 minutos, poderd ser
explicado pela influéncia do “stress” dos alunos, associado ao facto de estarem num
ambiente desconhecido. Segundo o autor, os altos valores de cortisol atingidos aos 10
minutos de teste, sdo explicados pelo aumento da temperatura corporal do individuo,

associados a uma diminuicdo dos valores de PH.

Bonifazi et al. (1995), com a ajuda de 8 nadadores de topo, realizaram um estudo
durante 24 semanas, depois do inicio de época. Foram realizadas 3 sessOes, constituidas
por 15 repeticdes de 200m estilos, com velocidade de nado pré — determinada
(associada a 4 mmol™ de lactato, calculado dias antes da realizacdo do teste). A
concentracdo de Cortisol aumentou apds o exercicio, e, aquando do periodo de
recuperacdo houve uma diminuicdo na sua concentragcdo, embora os valores se tenham
mantido elevados. A concentracdo de cortisol foi maior na 22 sessdo do que nas
restantes, e a explicacdo que os autores ddo para este facto, estd relacionada com a
condicdo stressante, induzida por um aumento das variaveis do treino, em consonancia

com um aumento da performance aerobia. Em contraste, na 32 sessdo encontramos 0s
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valores mais baixos de cortisol, que poderdo estar relacionados com uma melhoria da
performance, como uma adaptagédo ao trabalho desenvolvido. A grande concluséo que
retiramos deste estudo, diz-nos que diferentes periodos de treino, com 0s seus

correspondentes niveis de performance, podem afectar os valores hormonais.

A preparagdo para as competi¢es importantes, normalmente coincide com um periodo
de reducdo de volume e de intensidade. Na Teoria geral de planeamento e periodizagédo
do treino em Natacdo Pura Desportiva (NPD), esta estratégia € denominada TAPER (do

inglés Tapering — off — afinamento) (Maglisho., 2003).

Bonifazi et al. (2000), concluiram que, a diminui¢do dos valores de cortisol, verificavel
nos periodos de preparacdo terminal em N.P.D, esta intimamente relacionado com uma
melhoria do desempenho. A diminuicdo do cortisol, no fim de um periodo de treino,
poderd ser considerado como um indice de adaptacdo ao trabalho, verificavel em
melhores desempenhos. Estes resultados foram obtidos, num estudo realizado pelo
mesmo autor, com dois grupos de nadadores de elite, em que houve um periodo de
TAPER antes da principal competicdo. Todos os nadadores estudados, participavam em
distancias superiores a 400 metros, onde o metabolismo aerébio é considerado relevante.
(Capelli et al., 1998).

Costill et al. (1991), também referem que a concentracdo de cortisol aumenta apds o
treino intensivo, e decresce durante o periodo de reducdo da carga de treino.

No entanto, Tanaka et al. (1993), ndo encontraram diferencas nas concentracdes de
Cortisol, durante 6 semanas de aumento progressivo do treino, e de 2 semanas de

diminuicdo progressiva do treino.

Neste sentido, vao os estudos conduzidos por Mujika et al. (1996), num trabalho de
investigacdo com oito nadadores masculinos bem treinados, ao longo de 26 semanas,
durante a época de Inverno em que as concentragdes de cortisol, ndo foram
significativamente diferentes, nos diferentes periodos estudados, que o0s autores
denominaram de “mid — season” (10* semana), pré — taper (222 semana) e p0s — taper
(262 semana). Estes concluiram que o treino intensivo, e 0 periodo de redugdo das
cargas de treino, ndo tém efeito no sistema enddcrino dos nadadores, que se adaptam ao

programa de treino, sem evidenciarem sinais de fadiga cronica. Em termos de
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desempenho, houve uma nao significativa diminui¢ao dos seus valores entre a “mid —
season” e o pré — taper, enquanto que o periodo de reducdo das cargas de treino,

resultou num significativo aumento da performance dos nadadores.

Posto isto, estamos perante dois tipos de resultados distintos. Bonifazi et al. (2000) e
Costill et al. (1991), sugerem que h& uma diminui¢do dos valores de concentracdo do
cortisol no periodo de reducédo das cargas de treino, enquanto que Tanaka et al. (1993) e
Mujika et al. (1996), concluiram que as concentracdes de cortisol ndo variam, desde um
periodo de treino intensivo, para um periodo de reducdo das cargas de treino. No
entanto, Bonifazi et al. (2000); Costill et al. (1991); Mujika et al. (1996) e Tanaka et al.
(1993), s&o unanimes em concluir que, uma diminuicéo do volume, esta associada a um

aumento da performance, nas competicdes seguintes.

Para além dos aspectos quantificAveis da carga de treino que parecem assumir
relevancia na concentracdo do cortisol, também os factores psicolégicos tendem a ser

considerados como factor perturbador na quantidade de circulante desta hormona.

Lac et al. (1997), sugerem que o facto dos valores de cortisol salivar aumentarem
significativamente apds um exercicio, estdo associados a factores psicoldgicos indutores

de “stress”.

Grande parte da componente de fadiga que surge como resposta ao “stress”, €
psicoldgica, podendo estar associada a um sindrome de sobretreino, desencadeando um

aumento da concentracédo de cortisol (Passelergue et al. 1999).

2.3.1 — Exercicio Fisico e Cortisol na actividade intensa e de curta

duracao.

Antes de iniciar a abordagem deste sub — capitulo, serad importante explicar a pertinéncia
do mesmo. Este, surge como uma aproximacao ao tipo de exercicio desenvolvido no

nosso estudo, onde referimos as investigaces que melhor se enquadram no mesmo.

Hoofman et al. (1997), conduziram um estudo, constituido por uma amostra de 8

homens activos, que consistia na realizacdo de 2 séries de 5 repeticbes de 15s, do teste
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de Wingate, com um periodo de recuperacao activa entre repeticdes de 30s, e com uma
recuperacgdo passiva entre séries de 60 minutos.

Os autores puderam verificar, que houve um decréscimo significativo da concentracéo
de cortisol, entre o periodo pré — exercicio, e imediatamente apds. No entanto, do
periodo imediatamente apds para os 15min depois do exercicio houve um aumento da

concentracédo de cortisol, mantendo-se constante até 45min apds a conclus&o do teste.

Segundo Elias et al. (1991), uma elevacdo na concentracdo de cortisol, é geralmente
vista imediatamente apds um exercicio de longa duracédo (mais de 10 minutos), e com
alta intensidade.

Durante um exercicio intenso de curta duragdo (2 minutos), constatou-se que as
concentracdes de cortisol ndo aumentam imediatamente apds o exercicio, mas sim 15

minutos apds o término do mesmo (Buono et al. 1986).

A investigacdo conduzida por Kraemer et al. (1989), suporta e apoia os resultados
obtidos por Buono et al. (1986). Assim, estes autores desenvolveram um estudo, com
dez individuos activos, em que o objectivo era saber, qual a resposta do cortisol, a um
exercicio de curta duracdo e alta intensidade. Para tal, utilizou um protocolo de
exercicios maximos, com quatro intensidades diferentes (36%; 55%; 73% e 100% da
poténcia maxima da perna). Foram feitas recolhas plasmaticas, antes do teste e 5

minutos apds cada teste, até perfazer um total de 15 minutos pos teste.

Figura 11.2 — Valores do Cortisol nos periodos antes do teste, no momento do teste, e a cada 5 minutos de
teste, até perfazer 15 minutos, com uma intensidade de 36% da poténcia maxima da perna. Adaptado de
Kraemer et al. (1989).
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O Unico aumento significativo dos valores de cortisol, foi observado aos 15min do
periodo pos — exercicio, e com uma intensidade de 36% da poténcia maxima da perna.
(Figura 11.2)

Nas restantes intensidades estudadas, ndo se registaram alteracfes significativas nas

concentracgdes de cortisol, do periodo de repouso, para os periodos apos o teste.

Um trabalho publicado, e desenvolvido por Schwarz e Kinderman (1990), concorda
com alguns estudos anteriormente citados. Assim, estes investigadores, concluiram que
num esforco anaerobio, com a duracdo de 1 minuto, ndo houveram alteracbes

significativas nos niveis de cortisol, no periodo pos teste (Fig 11.3).

Figura 11.3 — Comportamento do Cortisol num esforco anaerébio com a duracédo de 1min. Adaptada de
Schwarz e Kinderman (1990).
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No mesmo estudo, os autores abordaram outro tipo de exercicio, caracterizado por um
aumento gradual da intensidade, e com uma maior duracdo (21 minutos). Os resultados
obtidos, permitiram concluir que houve um aumento significativo dos valores de

cortisol, no periodo pds exercicio.

Comparando o comportamento do cortisol, nos dois tipos de exercicio estudados,
concluiram que os valores basais desta hormona sdo idénticos nos dois tipos de

exercicio, mas o valor maximo alcancado é significativamente diferente.
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Figura 11.4 — Comportamento do Cortisol num esforco anaerébio com a duragdo de 1min, e noutro tipo de
exercicio com um aumento gradual da intensidade e com uma maior duracdo. Adaptada de Schwarz e
Kinderman (1990).
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Segundo Hoofman et al. (1997), a resposta ao cortisol, podera estar mais dependente da
duracdo, e menos da intensidade do exercicio. Estes, num dos estudos anteriormente
citados, defendem, que a repeticdo de periodos de exercicio de curta duracdo, e alta

intensidade, ndo desencadeiam diferencas significativas nas respostas do cortisol.

2.4 — Exercicio Fisico e Testosterona

Neste capitulo, as conclusdes retiradas pelos diferentes autores sdo que apds um
determinado tipo de exercicio, as concentracGes de testosterona diminuem, ou em
alguns casos ndo se encontram diferencas significativas entre os periodos antes, e pés
teste. No entanto, e para melhor fundamentar esta reviséo, é importante analisar todo o
contetido deste capitulo, relativamente a metodologia adoptada e as conclusdes retiradas

pelos diferentes autores.

Trabalhos publicados por Fry et al. (1991) e Flynn et al. (1994), propdem a testosterona
como marcador de monitorizagdo do stress induzido pelo treino. Segundo estes, esta
avalia as respostas do treino sobre a recuperacao, e, prediz a capacidade de desempenho

do atleta.
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Outros autores defendem que uma das formas de medir o “stress”, que o treino induz
sobre os atletas, pode ser feita utilizando as concentra¢des de testosterona ao longo da
época desportiva (Costill et al., 1991). Estes, desenvolveram um estudo com dois
grupos de nadadores, que aqui denominamos de G1 e G2, ao longo de 25 semanas de
treino. Entre as semanas 0 - 4 e 10 — 25, foi usado 0 mesmo programa de treino para 0s
dois grupos de controlo. Entre as semanas 5 — 10, o grupo G1 treinava duas vezes por
dia, e o grupo G2 somente uma vez por dia. Os autores do estudo concluiram que a
concentracdo de testosterona diminuiu como consequéncia directa do treino, ndo

havendo no entanto diferencas nas concentracdes desta, nos dois grupos estudados.

Opinides semelhantes tém Tyndall et al. (1996), que ao longo de 18 semanas de treino,
verificaram que as concentracfes de testosterona diminuiram, em consequéncia do
aumento do volume de treino. Neste estudo, ao longo das 9 primeiras semanas, 0S
nadadores nadavam cerca de 5.500m, aumentando para 8.300m/ dia a partir da 92

Semana.

Bonifazi et al. (1995), sustentam que, apds um esforco intenso e prolongado, ja citado
anteriormente por via da andlise do comportamento do cortisol, os valores da
testosterona diminuem ao longo do periodo de recuperacdo (medicdo realizada uma
hora ap0s a conclusédo do teste). Num estudo desenvolvido com oito nadadores de topo,
estes autores verificaram e concluiram que ha um aumento da concentracdo de
testosterona logo apo6s a realizacdo do exercicio, e uma diminuicdo apds o periodo de
recuperacdo. Estes resultados foram reportados depois da execucdo de exercicios

intensos, e com uma durac¢do superior a 90 minutos.

Tal como referimos relativamente ao cortisol, também aqui alguns trabalhos vao contra

esta tendéncia no comportamento da concentracdo da testosterona .

Destacamos os resultados encontrados por, Mujika et al. (1996), que ndo encontraram
diferengas na concentragdo de testosterona entre periodos de treino intenso e de reducdo

da carga de treino (caracterizado por uma diminuicao do volume).
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2.4.1 — Exercicio Fisico e Testosterona na actividade intensa e de curta

duracio.

Numa aproximacdo a metodologia que ird ser adoptada por nds para a concretizacao
deste estudo, efeito do exercicio de curta duracdo e elevada intensidade, referimos e
analisamos uma investigacdo desenvolvida por Hoffman et al. (1997). Esta investigacédo
foi desenvolvida com a colaboragdo de 8 homens “activos”. O teste consistia na
realizacdo de duas séries de cinco repeticdes de 15s do teste de Wingate, com periodos
de recuperacédo activa entre repeticbes de 30s, e entre séries, uma recuperacdo passiva
de 60min. As amostras sanguineas foram retiradas antes do exercicio (1); imediatamente
apos (2); 15min apds (3); 30min apos (4); 45min apds (5) e 60min apos (6).

Os resultados obtidos indicam-nos que houve um aumento da concentracdo de
testosterona desde (1), até (3). De (3) para (4), deu-se uma descida acentuada dos
valores de testosterona, com uma descida lenta destes valores de (4) para (5). De (5)

para (6), houve novamente uma ligeira subida dos valores de testosterona.

Com o objectivo de examinar as respostas de alguns parametros hormonais a exercicios
de alta intensidade, Kraemer et al. (1991), constituiu dois grupos de controlo para a
materializacdo da sua investigacdo. Assim, o grupo de controlo denominado de P1, teria
de realizar entre trés a cinco séries de cinco repeti¢cdes maximas (80 a 95% de 1RM),
em oito tipos de diferentes situacGes, com um periodo de recuperacdo entre séries de
3min. O grupo de controlo P2, executava trés séries de dez repeti¢bes, novamente em
oito tipos de situagOes diferentes, com uma intensidade localizada entre 70 a 85% de
1RM. O tempo de recuperacgdo entre séries era de 1min.

Foram recolhidas amostras sanguineas antes do teste (a); a meio do teste — aquando da
passagem pela 42 situacdo (b); logo apos o teste (¢); 5min apos o teste (d); 15min apds o
teste (e); 30min apds o teste (f) e 60min apos o teste (Q).

Na situacdo P1, caracterizada por uma grande intensidade e um periodo de recuperacao
assinalavel, os valores da testosterona aumentaram desde (a) até (c). A partir de (c), e
até (f), a concentragdo de testosterona diminuiu, aumentando ligeiramente de (f) para (g).
Em P2, o comportamento da testosterona é muito diferente da situacdo P1. Assim, de (a)

para (b), ha uma subida significativa da sua concentracdo, de (b) para (c), uma
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diminuicdo, havendo logo um aumento de (c) para (d). De (d) para (g), a concentragédo
da testosterona diminuiu significativamente.

Segundo este autor, 0 aumento da concentracdo de testosterona é mediado pela accao da
glandula pituitaria testicular, pelo aumento das secrecdes testiculares, ou por alteracdes

nos fluidos sanguineos testiculares.

2.5 — Racio Testosterona/ Cortisol

Antes de incidirmos a abordagem na tematica aqui exposta, é importante referir que
grande parte dos estudos aqui citados, sdo os mesmos referenciados nos pontos
anteriores da nossa revisdo. Muitos autores, no desenvolvimento dos seus estudos,
abordam simultaneamente o comportamento da testosterona e do cortisol, e

subsequentemente o racio T/C.

Em grande parte dos estudos analisados, os autores fazem referéncia a dois conceitos,

que de alguma forma estdo inerentes a abordagem e ao calculo do réacio.

Assim, o metabolismo é o conjunto de reaccbes bioquimicas, e pode ser dividido em
termos conceptuais em anabolismo e catabolismo. A quebra de moléculas de grandes
dimens@es, em moléculas de pequenas dimensdes, associada a libertacdo de energia, €
designada de catabolismo. O fendmeno inverso designa-se de anabolismo. A
degradacdo das proteinas em aminoacidos é um exemplo de catabolismo, enquanto que
a formacdo de proteinas a partir dos aminoacidos € um processo anabdlico. (Tavares et
al. 2003).

Passelergue e Lac. (1999), num estudo desenvolvido com atletas de Wrestling,
concluiram, que o racio testosterona/ cortisol, reflecte estados de anabolismo quando se
encontra alto, e estados de catabolismo quando esta baixo. O mesmo autor, refere que 0s
valores do racio poderdo ter diferentes interpretacdes: por um lado, a fadiga resultante
do fendmeno de sobretreino, associada a um diminui¢do do racio, e por outro lado, a
fadiga resultante de um esforco de curta duracdo, mas de grande intensidade, associada

a um aumento do racio.
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Esta ideia é suportada por Hoffman et al. (1997) que, num estudo anteriormente citado
com o teste de Wingate, concluiu que houve um aumento do racio testosterona/ cortisol,
do periodo pré — exercicio, para o periodo logo ap6s o exercicio, havendo depois uma
diminuicdo brusca dos seus niveis. Estes resultados, concordam o estudo anterior, visto
estarmos a abordar um tipo de esforco caracterizado pela sua curta duracdo, e uma

grande intensidade.

Estudos desenvolvidos, encontraram diversos factores que poderdo alterar a
performance dos individuos, tendo como base os valores do racio, e consequentemente

os valores do cortisol e da testosterona.

Assim, Mujika et al. (1996), conclui que um aumento do racio T/C, esta positivamente
correlacionado com o aumento da performance de nado. Este estudo, de uma forma
indirecta é patrocinado, por Bonifazi et al. (1995), que na sua investigacdo observou
uma diminuicdo na concentracdo de cortisol, em que a testosterona ndo sofreu
alteracdes, contribuindo para um aumento do racio, e um aumento da performance dos

atletas.

O mesmo autor, constatou que o0s niveis de cortisol ndo se modificaram
significativamente ao longo da época, tanto nos periodos de mid — season, como no pré
e pos periodo de reducdo da carga de treino, mas a testosterona diminui aquando do
treino intensivo, contribuindo para uma diminui¢do do racio. No entanto, durante as 2
semanas de treino regular e de reducdo das cargas de treino, os valores da testosterona

aumentaram, aumentando o racio, e a performance dos individuos.

No entanto, Tanaka et al. (1993), constatou que o racio ndo é influenciado por
alteragfes no volume e na intensidade de treino, indo contra aquilo que Mujika et al.
(1996); e Bonifazi et al. (1995), constataram.

Na mesma directiva do trabalho de Tanaka et al. (1993), vai Houmard et al (1990).
Neste estudo foi introduzida uma reducdo no volume de treino, de cerca de 70%, bem
como da sua frequéncia (17%), ao longo de 3 semanas, em corredores de atletismo.
Verificou-se que ndo houveram alteragdes nos niveis do racio. Um factor que poderd

contribuir para que os niveis de testosterona se mantenham baixos, é o facto de o
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cortisol se manter elevado. Cumming et al. (1983), citado por Houmard et al. (1990),
observou uma supressdo dos niveis de testosterona, quando os niveis de cortisol séo
elevados. Os resultados deste estudo sugerem, que os baixos valores de concentracdo da
testosterona, poderdo estar associados aos elevados niveis de cortisol durante os

periodos de treino normal, e de carga reduzida. (Houmard et al. 1990).

2.6 — Teste de Wingate

O teste de Wingate (WanT) é o teste anaerébio mais popular e mais utilizado em todo o
mundo. Inbar et al. (1996), desenvolveram este teste para estimular o interesse pela
capacidade anaerdbia, como componente da aptidao fisica, avaliando as capacidades

anaerdbias de curta e média duracdo.

Este teste cifra-se na realizacdo de um esforgo supramaximo de 30 segundos em
cicloergdbmetro de marca Monark, com uma carga constante (resisténcia) proporcional a
massa corporal do individuo. O valor da resisténcia a aplicar durante o teste € de
0,075kg. Kg™* da massa corporal do sujeito. Esta forca mantém-se constante ao longo do
teste mas, como é tdo elevada, o sujeito ndo consegue manter a velocidade inicial por
um periodo superior a alguns segundos (Does., 2005). No entanto, este valor tem sido
alvo de acesas discussdes e controversias. Segundo Armstrong et al. (1997), este valor

ndo permite optimizar a performance em adultos.

A determinacdo do valor adequado da resisténcia externa a aplicar, € um aspecto de
extrema importancia, mas de dificil calculo e aplicacdo, uma vez que a poténcia resulta
do produto da forca pela velocidade. Os valores maximos da poténcia maxima e da
capacidade anaerdbia s6 sdo realmente alcancados consoante a aplicacdo da resisténcia
Optima (valor mais elevado possivel da poténcia anaerobia).

O ideal seria que a forca Optima fosse determinada de acordo com a massa muscular dos
membros requisitados na realizacdo do teste, porém, tal sugestdo e impraticavel, sendo

por isso normalmente utilizada a massa corporal.

Este teste estd incluido na categoria dos testes de curta duragdo, permitindo a

determinacdo da maior poténcia mecénica maxima alcancada durante o teste (“peak
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power”) que ocorre normalmente durante os primeiros 3 — 5 segundos; a capacidade
anaerobia (“mean power”) que é a poténcia média suportada ao longo dos 30s; o
trabalho total (produto do nimero de rotagdes por minuto pela forca de resisténcia —
carga durante o teste) e o indice de fadiga (“‘rate of fatigue”’) que é calculado através da

taxa de decréscimo que ocorre entre o ponto de PAnM e o fim do teste.

Segundo Green (1994), citado por Chia (2000), a poténcia anaerobia traduz a taxa
méaxima a qual o ATP é sintetizado pelo metabolismo anaerdbio e por todo 0 organismo
durante um tipo especifico de exercicio maximo de curta duracdo. A capacidade
anaerobia por sua vez, traduz a “quantidade méaxima de ATP sintetizada pelo
metabolismo anaerdbio, por todo o organismo durante um tipo especifico de exercicio
méaximo de curta duracdo. Assim, a poténcia reflecte a energia maxima gerada pelo
sistema por unidade de tempo, durante um exercicio de maxima intensidade, enquanto
que a capacidade é a energia total cedida pelo sistema para a realizacdo de qualquer

actividade maxima.

Bouchard et al. (1991) suporta que a capacidade anaerdbia pode ser avaliada através de
trés componentes, consoante a duragdo do exercicio maximo. Assim, temos a
capacidade anaerdbia de curta duracdo, a capacidade anaerdbia de média duracdo, em
que os exercicios maximos utilizados tém uma duracédo até 30 segundos, e a capacidade

anaerdbia de longa duracéo.

O protocolo deste teste engloba um pequeno aquecimento de 3 minutos, logo seguido de
1 minuto de recuperacdo passiva (sentado na bicicleta ergométrica). Este devera ser
realizado a uma intensidade moderada, elevando os batimentos cardiacos para 150 —
160 batimentos por minuto (bpm). De seguida, e ao longo de 30s, serdo calculados
todos os indices ja referidos anteriormente. No final do teste, os sujeitos continuam a
pedalar a uma intensidade moderada, e durante um periodo de tempo que o sujeito ache

necessario.

Em termos fisiologicos este teste depende essencialmente da actividade simultdnea dos
sistemas de metabolismo anaerdébio (Adams, 1998). No entanto, 0 metabolismo aerdbio

durante a execucgéo do teste ndo deixa de ser significativo (Inbar et al., 1996).
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Segundo Does (2005), este teste podera informar atletas e treinadores acerca do
desempenho muscular dos atletas, bem como da populagdo em geral. Podera ser
utilizado como um meio de aferir se o planeamento que foi adoptado esta a ser o mais

adequado, e possibilitar possiveis reajustamentos no mesmo.

Inbar et al. (1996), desenvolveram um estudo, utilizando uma amostra constituida por
atletas de diversas modalidades, dividindo-os entre as mesmas, e comparando 0s
resultados obtidos entre modalidades. O que se constatou, e relativamente aos nadadores,
foi que estes apresentaram uma poténcia média relativa de aproximadamente 9 W.kg™, e

uma poténcia méaxima relativa de 11,3 W.kg™.
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METODOLOGIA

Toda a metodologia desenvolvida nesta investigacdo, vai ser aqui descrita por nés, para
uma melhor compreensdo de todo este processo. Neste capitulo, faremos uma
caracterizacdo de todos os passos desenvolvidos ao longo da nossa investigacdo. Para
tal, faremos uma caracterizagdo da amostra, uma andlise a todos os procedimentos
efectuados, o enquadramento temporal, a descricdo do teste utilizado, os diferentes
procedimentos inerente a recolha das salivas e do sangue, bem como dos procedimentos

laboratoriais e estatisticos.

3.1 — Caracterizacdo da Amostra

A amostra deste estudo é constituida por 12 atletas do sexo masculino, praticantes de

Natacdo Pura Desportiva (N.P.D) de elevado nivel competitivo.

Todos os procedimentos efectuados na recolha destas medidas antropométricas, para
caracterizacdo da amostra estdo de acordo com Sobral e Silva (1997).

Foram retiradas as seguintes medidas antropométricas: estatura, peso e envergadura,
bem como o somatério de 6 pregas subcutaneas (tricipital, subescapular, suprailiaca,
abdominal, crural e geminal).. O indice de massa corporal e a idade cronoldgica
(decimal) dos atletas também foram calculados, bem como todos os dados referentes ao
regime de treino de cada um e do seu valor competitivo determinada segundo a sua
prestacdo de acordo, com a melhor marca desportiva (pontos IPS - International Point

Score).

Foram utilizados os seguintes instrumentos para a caracterizacdo antropométrica dos
individuos: fita métrica, balanca, adipometro e ficha de registo de todos os dados

retirados.
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Tabela I11.1 Minimos, maximos, médias e desvios padrdo da Idade Decimal, dos anos de treino, do
volume de nado por ano e das provas mais pontuadas.
* Pontuacdo calculada com base no “International Point Score SC 2004

Minimo Méximo Média Desvio Padréo
Idade Decimal 15,33 18,64 17,03 0,89
Anos de Treino (anos) 5 9 7,08 1,16
Volume de nado/ ano (Km) 1400 1500 1450 70,71
Provas mais pontuadas* 585 760 674,08 51,47

De acordo com esta tabela, a média da idade decimal dos atletas, € de 17 anos, em que 0
atleta mais velho tem 18 anos, e 0 mais novo 15 anos. Como o desvio padrao apresenta
um valor muito baixo, podemos considerar que a nossa amostra é muito homogeénea, no
que concerne a sua idade cronoldgica. Como se pretendia, a experiéncia da nossa
amostra é significativa o valor médio de anos de treino é de 7 anos, e o volume de nado

médio anual é de 1450 km.

Tabela 111.2 Minimos, méximos, médias e desvios padrdes da Massa Corporal, da altura, da altura

sentado da envergadura e do somatério das Pregas (somatorio das 6 pregas corporais).

Minimo Méximo Média Desvio Padréo
Massa Corporal (Kg) 55,2 79,6 66,5 7,2
Altura (cm) 164,5 191,6 177,11 7,17
Altura Sentado (cm) 84 95,1 90,87 3,20
Envergadura (cm) 171 194 182,17 8,54
Somatorio das Pregas (mm) 32 69 47,25 10,36

Como podemos aferir da anélise da tabela 111.2, a média da massa corporal da nossa
amostra encontra-se nos 66, 5kg, com um desvio padrdo de 7, 17Kg. A meédia da altura
é de 177,11cm com um desvio padrdo de 7,17cm. Comparando estes valores com os da
média dos nadadores a nivel nacional (77,4kg e 183,8cm) observamos que a nossa

amostra tem valores de massa corporal e de altura mais baixos. (Sobral e Silva, 1997)
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3.2 — Procedimentos

Antes da recolha dos dados, os atletas foram devidamente informados sobre todos os
procedimentos a que iriam ser submetidos. Para tal, foi entregue a todos os atletas um
termo de consentimento, que deveria ser assinado pelos proprios, ou pelos pais (caso 0s

atletas fossem menores de idade), para aceitar ou autorizar a participacdo neste estudo.
Foram dadas indica¢Oes aos atletas para que ndo ingerissem alimentos, mastigassem

pastilhas ou rebucados, e para ndo escovarem os dentes num periodo de 30 — 40min

antes do teste.

3.3 — Enquadramento Temporal

Quanto a aplicacdo do teste de Wingate, cada individuo foi avaliado individualmente

entre as 16:30 e as 18:00h para eliminar a influéncia das variaveis circadianas.

3.4 — Teste de Wingate

3.4.1 — Equipamentos utilizados

O teste de Wingate foi realizado num cicloergdmetro Monark 824E, que se encontrava

ligado a um sensor fotoeléctrico com ligacdo a um computador.

Antes de se realizar qualquer teste, o cicloergbmetro foi verificado, de modo a

certificarmos que tudo estava dentro dos parametros necessarios.

3.4.1.1 — Calibracdo do Aparelho

Antes da realizacdo de cada teste procedemos a verificacdo da posicao da fita de tenséo
de resisténcia: deve estar colocada na superficie de contacto da roda. De seguida,
procedeu-se a calibracdo do cesto, em que se colocava 4kg no cesto, girando se seguida
a roda com a mdo. Com este movimento, o cesto deveria elevar-se a partir da posi¢édo

estatica entre 3 a 8cm (valores recomendados nas instrucdes do fabricante). Caso
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contrario, o comprimento da corda deveria ser ajustado aumentando ou diminuindo,

consoante 0 caso.

3.4.2 — Altura do Selim

A altura do selim foi ajustada para cada sujeito, de modo a que o joelho ficasse
ligeiramente flectido, quando o pedal se encontrasse na parte mais baixa da sua

trajectoria.

3.4.3 — Correias de Fixacdo

Foram utilizadas correias para fixar os pés do sujeito ao pedal.

3.4.4 — Aquecimento

O aquecimento consistia na realizacdo de 4min a pedalar, a 60rpm num cicloérgometro
(Monark), intercalado com trés sprints maximos no final do 1°, 2° e 3° min, com uma
duracdo de 2 a 3 segundos cada, contra uma resisténcia de 0,075kg. Kg™ da massa
corporal. Todos os sprints sdo precedidos de uma contagem decrescente “3, 2, 1, Vai”.
A expressdo “Vai”, marca o inicio do sprint. No final deste aquecimento de 4min, foi
pedido aos atletas que executassem alguns exercicios de alongamentos pré — definidos
envolvendo os musculos quadricipital, isquiotibiais e adutores. Posteriormente, foi

pedido ao atleta que regressasse ao cicloérgometro para se dar inicio ao teste.

3.4.5 — Realizacao do Teste propriamente dito

A todos os sujeitos foram dadas instruces estandardizadas para pedalarem o mais
rapido possivel desde o inicio do teste, e para manterem a velocidade maxima ao longo
do periodo de 30s. Com o comando “partida”, os sujeitos pedalavam o mais rapido
possivel com uma aplicagdo de forca constante que foi equivalente a 0,075Kg. Kg™ da

massa corporal.

Quinze segundos antes do inicio do teste, o cesto foi levantado para reduzir a tensdo da

corda na roda da bicicleta sendo o sujeito solicitado a pedalar a um ritmo constante
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(60rpm) contra uma resisténcia minima. Alcancado esse objectivo, foi dado o sinal ao
sujeito para se preparar. No momento em que se proferiu “Vai”, o sujeito iniciou o
exercicio e foi nesse momento que se libertou o cesto da roda da bicicleta. O sujeito
inicia o exercicio afim de alcancar o pico de velocidade o mais rapido possivel. Durante
0 sprint, o sujeito foi incentivado veemente a pedalar o mais rapido possivel, com o
intuito de atingir o pico de velocidade, durante todo o teste (30s), ndo devendo levantar-
se do selim, pois tal comportamento poderia influenciar os resultados.

Apds a realizacdo do teste, os sujeitos pedalaram durante alguns minutos sem

resisténcia, facilitando a recuperagéo.

3.4.6 — Variaveis Obtidas

A realizacdo deste teste permite determinar o valor maximo de poténcia alcancado pelo
sujeito (PAnM), a capacidade anaerébia (CA), o tempo em que a PAnNM ¢ atingida, o
indice de fadiga e o trabalho mecanico total realizado no teste. A poténcia anaerobia
méaxima (PAnM) é considerada como a poténcia mecanica mais elevada conseguida
aproximadamente nos primeiros 5 a 8 segundos do teste, e que traduz a capacidade que
0 sujeito tem de produzir a maior quantidade de trabalho possivel no menor tempo. A
Capacidade anaerobia (CA) € a poténcia media calculada durante o periodo de 30s. O
indice de fadiga (IF) reflecte o decréscimo do valor da poténcia ao longo do teste, sendo
expresso em valor percentual. Concluindo, o trabalho total é o trabalho desenvolvido
pelo sujeito na realizagdo do teste.

No final do teste foi registada a frequéncia cardiaca e efectuada a colheita de uma

microamostra de sangue, para determinacdo do lactato.

3.5 - Recolha da Saliva

Os niveis de cortisol e testosterona foram recolhidos em seis momentos diferentes, de

acordo com a tabela (tabela 111.3).
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Além disto, foi-lhes entregue o protocolo de salivacdo (ver anexo) de forma a garantir a
fidelidade das amostras. A saliva foi recolhida para uma salivete SARSTEDT®, que é

um tubo préprio para o efeito, com um rolo de algodao no seu interior.

Tabela 111.3. Protocolo dos diferentes momentos de recolha da saliva

Identificacdo do Momento Descricdo do Momento

Antes do Aquecimento

15m apos o teste

1h 30m apds o teste

2h 30m apos o teste

Manha seguinte ao acordar

o O B W N

24h depois do teste (antes do treino)

3.6 — Recolha da Microamostra para a determinacéo do lactato

A colheita da microamostra de sangue para a determinacdo sérica do lactato foi
realizada ao 3° minuto ap6s o término do teste. Como instrumento de determinacao
recorremos ao Sport Tests, que usa um meétodo amperimétrico com uma enzima
eléctrodo. Automaticamente aspira uma amostra de 50ul e analisa os niveis de lactato

em 60 segundos.

A escolha do terceiro minuto pos — exercicio maximo de curta duracdo, concorda com
estudos que demonstram ser necessario aguardar algum tempo, para que ocorra a

difusdo do lactato produzido no tecido muscular funcionante.

3.7 — Procedimentos Laboratoriais

Todos os procedimentos laboratoriais encetados para a analise dos valores da
concentragéo do cortisol e da testosterona, estdo aqui bem referenciados, e seguem uma
sequéncia logica de realizacdo (Consultar Anexo).

O metodo utilizado foi um ELISA competitivo (Salimetrics, USA).
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Assim, relativamente a analise laboratorial da concentracdo de cortisol, foram seguidos

0s seguintes procedimentos:

1. Descongelacdo das amostras de saliva.

2. Mistura das amostras, realizadas no Minishaker Modelo MS 2 Ika, na rotacdo

méaxima (Fig. I11.1).

Figura 111.1 — Minishaker Modelo MS 2 Ika

3. Centrifugacdo, durante 10 minutos, & temperatura de 4°C, a uma rotacdo de
3000rpm na Labofuge 400 R Heraeus.
4. Colocacdo das amostras ordenadamente para uma posterior andlise (fig. 111.2).

Figura 111.2 — Amostras colocadas ordenadamente para uma posterior analise

5. Realizacdo da grelha de controlo relativamente aos:
a) Standards
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6.

7.

b) Zeros

c) NSB (pocos azuis, que ndo possuiam anticorpos)

d) 1 control H (concentracdo elevada) e um control L (concentracdo baixa)
e) Amostras e 0s momentos.

Pipetacao de 25 microlitros de standards, zeros, e amostras para 0S pocos.

Preparacdo de 24 mililitros da solucgéo diluente, juntamente com 15 microlitros

de cortisol conjugado com enzima — “horseradish peroxidase” (Fig. I11.3).

Figura 111.3 — Preparacéo da solugdo diluente

10.

11.
12.

13.

Colocacéo de 200 microlitros da solugdo anterior em cada po¢o, com uma pipeta
Multichanel “Eppendorf Research” com 8 pontas (com uma capacidade de 30 a
300 microlitros).

Preparagdo da solugéo de lavagem, PSB (Wash Buffer Concentrate 10X, que
contém albumina) + 1000ml de agua pura.

Seguidamente bateram-se 0s pogos para se retirar as substancias que poderiam
possuir em excesso, como por exemplo, bolhas de ar.

Lavagem dos pogos 4 vezes, com a solucdo de lavagem.

Colocacdo de 200 microlitros de substrato tetrametilbezidina nos pogos. De
seguida colocam-se os pocos num local totalmente escuro durante 30 minutos
(sem luz, ja que esta degrada o substrato e a quantidade diminui, ndo reagindo
tdo bem com as amostras).

Apo6s esses 30 minutos, colocam-se 50 microlitros da STOP solution (10

minutos a dissolver em &gua ultra-pura) em cada poco.
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14. Por ultimo, coloca-se no aparelho Leitor de Elisa ELx 800 (Universal
Microplate Reader, Bio-tek instruments) para determinar a densidade Optica das

amostras. (Fig. 111.4).

Figura 111.4 — Leitor de Elisa ELx 800 (Universal Microplate Reader, Bio — tek instruments).

-

EL 800

Relativamente a analise laboratorial da concentracdo de testosterona, foram

realizados os seguintes procedimentos:

1. Realizacédo da grelha de controlo com o nimero de amostras;

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

3. Passagem do standard pela salivete, deixando esta a absorver e depois
centrifugar durante 15 minutos na Labofuge 400 R Heraeus;

4. Pipetacdo de 50 microlitros de standards e amostras para 0s pogos;

5. Preparagéo de 18 mililitros de solugéo diluente, juntamente com 7 microlitros de
testosterona conjugada com enzima;

6. Colocacdo em cada pogo de 150 microlitros da solugéo conjugada anterior;

7. Deixar 0s pogos repousar durante uma hora sobre o agitador de placas, a uma
rotacdo de 500 por minuto.

8. Lavagem por 4 vezes dos pocos, com a solucdo de lavagem (50 mililitros de
Wash Buffer Concentrate em 500 mililitros de dgua ultra-pura) (Fig. 111.5).
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Figura I11.5 — Lavagem dos pog¢os com solucédo de lavagem.

9. Colocacdo do substrato tetrametilbezidina nos pogos e posteriormente leva-se a
amostra durante 5 minutos, ao agitador de placas ficando esta posteriormente
num local escuro durante 30 minutos.

10. Apos estes 30 minutos, coloca-se 50 microlitros da STOP solution em cada poco.

11. Seguidamente vai durante 3 minutos ao agitador de placas.

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

Optica das amostras.

3.8 — Procedimentos Estatisticos

Para tratamento e analise dos dados foi utilizado o programa estatistico “Statistical

Package for Social Sciences — SPSS”, versdo 12.0 para Windows.

Foi utilizada a estatistica descritiva na caracterizacdo da amostra e nos dados obtidos
durante o teste. Para tal, foi usada a média aritmética, como medida de tendéncia central,

e trés medidas de dispersdo (desvio padrdo, minimos e maximos).

Dada a dimensdo da amostra e uma vez que algumas das variaveis ndo respeitavam um
padrdo de normalidade na distribuicdo, padrdo esse testado através dos valores da
curtose e do achatamento, foi usado para analise dos valores de cortisol, testosterona e
racio Testosterona/ Cortisol nos seis momentos, o teste de Wilcoxon, um método
estatistico ndo paramétrico, que é utilizado para a comparacdo dos valores médios em

amostras relacionadas com um grau de significancia de p<0,05.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS

O presente capitulo ird incluir todos os resultados por nos obtidos ao longo deste estudo.
Todo o procedimento deste capitulo segue uma ordem logica de execucdo. Assim, numa
primeira fase seréo apresentados os resultados obtidos no protocolo utilizado - teste de
Wingate, no que diz respeito a poténcia maxima, poténcia minima, poténcia media e
indice de fadiga. De seguida, apresentaremos os resultados dos parametros fisiol6gicos
da frequéncia cardiaca e dos niveis de lactato sanguineo, obtidos ao longo do teste.
Numa Ultima parte, faremos uma analise descritiva dos parametros hormonais, no que
toca as concentracdes de cortisol e testosterona, e do réacio T/C nos diferentes momentos

da nossa investigagao.

4.1 - Teste de Wingate

Tabela V.1 Valores minimos, maximos, médias e desvios padrdo da poténcia minima, da poténcia

maxima, da poténcia maxima relativa, da poténcia média, da poténcia média relativa e do indice de

fadiga.
Minimo Méaximo Média Desvio Padréao

Poténcia Minima (W) 390,00 586,00 481,00 62,26
Poténcia Maxima (W) 527,00 859,00 656,08 96,98
Poténcia Maxima

Relativa (W.kg™) 8,77 11,18 9,73 0,75
Poténcia Média (W) 458,00 715,00 569,67 77,08
Poténcia Média Relativa

gW.kg‘l) 7,3 9,67 8,46 0,62
Indice Fadiga (%) 18,50 35,50 26,41 4,80

De acordo com os dados apresentados na tabela 1V.1, verificamos que a poténcia média
obtida pela nossa amostra no teste de Wingate foi de 569,67+77,08W. Como valor de
poténcia maxima registamos 859W. Relativamente a poténcia minima e ao indice de
fadiga, no que concerne aos seus valores médios, pudemos auferir respectivamente
26,41+4,80% e 481+62,26W. Para a poténcia maxima relativa, obtivemos como valor
médio 9,73+0,75 W.kg™, enquanto que na poténcia média relativa o resultado médio foi
de 8,46+ 0,62W.kg ™.

35



APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

4.2 - Parametros Fisioldgicos

Tabela 1V.2 Valores minimos, maximos, médias e desvios padrédo da frequéncia cardiaca e do lactato.

Minimo Maximo Média Desvio Padrao
FC (bpm) 151 183 165 10
Lactato (mmol™) 6,20 12,70 10,01 2,01

A tabela 1V.2 apresenta de uma forma muito simples os valores correspondentes aos
parametros fisioldgicos. Nesta, pode observar-se que o valor minimo e maximo de
lactato, medidos logo ap6s o esforco foram respectivamente 6,20 e 12,70 mmol™,
enquanto que o valor médio foi de 10,01 mmol™.

Relativamente a frequéncia cardiaca, ao longo do teste os valores minimos e méaximos
obtidos foram respectivamente 151 e 183 bpm, com um valor médio de 165 bpm.
Apesar da intensidade elevada, a duracdo reduzida dos testes implica, que os valores

destes parametros ndo sejam de maior expressao.

4.3 - Parametros Hormonais

Tabela V.3 Valores Minimos, méximos, médias e desvios padrdo da Concentragéo de Cortisol Salivar (pg.ml™).

Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Momento 1 20,71 3583,88 921,49 1126,14
Momento 2 42,76 6121,27 1558,59 2002,42
Momento 3 19,25 6032,55 871,11 1664,66
Momento 4 3,96 5830,51 1169,57 2023,90
Momento 5 0,00 6879,65 1451,49 2316,41
Momento 6 18,16 3710,00 713,40 1029,88

Na tabela V.3 é possivel observar o comportamento da concentragdo de cortisol salivar,
ao longo dos diferentes momentos do nosso estudo. Assim, pudemos constatar que
foram nos momentos 2 (15°depois), 5 (manhd seguinte) e 4 (2h30 depois) que se
obtiveram as maiores concentracbes de cortisol salivar. Os resultados foram
respectivamente 1558,59+2002,42; 1451,49+ 2316,41; 1169,57+2023,90 pg.ml™.

Os valores aqui apresentados revelam uma grande dispersdo nos resultados obtidos

neste estudo.
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O gréfico 1V.1 apresenta de uma forma mais clara, a variacdo média da concentracdo de

cortisol, ao longo das 24 horas do estudo.

Grafico V.1 Variagdo média da Concentracdo do Cortisol ao longo dos diferentes momentos do estudo.

1600,00 —

1400,00 —

—~
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600,00 —

| | | | | |
Antes 15°depois  1h30°depois 2h30°depois Manha 24h depois
Seguinte

Imediatamente apds o teste (15'depois), verifica-se um aumento acentuado da
concentracdo média de cortisol, seguida de uma diminuicdo registada uma hora e meia
depois do teste, atingindo aqui valor inferior aquele que se verificava antes do teste. Do
momento 3 para a manha do dia seguinte hd uma subida acentuada da concentracdo de
cortisol, no entanto, esta € menos significativa do que aquela que se verificou do
momento 1 para 0 momento logo apds o exercicio. Da manha do dia seguinte para as 24
horas apds o teste, constatamos que houve uma diminuicdo muito acentuada da

concentracdo de cortisol, atingindo os valores mais baixos até entao.
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Tabela 1V.4 Valores minimos, maximos, médias e desvios padrdo da Concentracdo de Testosterona
Salivar (pg.ml™).

Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Momento 1 68,62 206,77 123,53 41,07
Momento 2 88,83 215,02 145,85 35,74
Momento 3 101,47 255,39 154,11 48,93
Momento 4 90,94 176,82 140,02 31,10
Momento 5 139,77 300,99 191,80 41,84
Momento 6 36,71 201,87 106,50 40,35

O comportamento da testosterona ao longo de 24 horas de estudo, esta bem patente na
tabela IV.4. Pudemos verificar que os valores medios de testosterona sdo muito
semelhantes entre si. No entanto, 0 momento 5 (manha seguinte), foi aquele onde a
concentracdo de testosterona atingiu o maior valor médio. Pelo contrério, verificamos
que 24 horas depois, a concentracdo de testosterona era a que apresentava valores
médios mais baixos.

Gréfico 1V.2 Variacdo média da Concentracdo da Testosterona ao longo dos diferentes momentos do
estudo.

200,00 —
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O grafico V.2, mostra 0 comportamento da concentracdo de testosterona ao longo das
24 horas do estudo. Verificamos que do momento 1 (antes do teste), até ao momento 3
(1h 30°depois) ha um aumento lento da sua concentragdo média. No entanto, do

momento 3 para 0 momento 4, h4d uma diminuigéo do seu valor, voltando a aumentar na
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manha do dia seguinte, onde atinge o valor médio mais elevado deste estudo. 24 horas
apos o teste, ha uma diminuicdo brusca destes valores, atingindo uma concentragdo final,

inferior aos valores basais da testosterona.

Tabela IV.5 Valores minimos, maximos, médias e desvios padrdo do Racio Testosterona/ Cortisol.

Minimo Maximo Média Desvio Padrao
Momento 1 0,04 7,71 1,04 2,19
Momento 2 0,02 4,04 0,88 1,21
Momento 3 0,04 11,26 2,15 3,69
Momento 4 0,02 32,92 4,54 9,25
Momento 5 0,02 9,39 1,66 2,76
Momento 6 0,05 5,31 0,98 1,60

A tabela I1V.5 mostra o comportamento do racio Testosterona/ Cortisol, ao longo das 24
horas do estudo. Verifica-se que os valores médios mais elevados deste parametro,

foram atingidos nos momentos 4 e 3 respectivamente 4,54+ 9,25; 2,15+ 3,69.

Grafico V.3 Variacdo média do Réacio Testosterona/ Cortisol ao longo dos diferentes momentos do
estudo.

Racio T/C

[ [ [ [ [ [
Antes 15 Depois  1h30°Depois 2h30°Depois Manha 24h Depois
Seguinte

No gue concerne ao comportamento do racio T/C, observa-se que desde o periodo antes,
para o periodo imediatamente apds, hd uma diminuicdo pouco significativa. No entanto,
a partir deste momento, e até as duas horas e trinta minutos depois do teste, hd um
aumento acentuado do valor do racio. Deste periodo, e até a manhd seguinte, os valores
médios do racio diminuem muito significativamente, continuando a descer até ao

periodo de 24 horas apos o teste, s6 que de forma menos acentuada.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Importa agora, analisar os resultados obtidos e confronta-los com estudos realizados e

citados por nos na revisdo da literatura.

Na discussao dos resultados, optamos por confrontar inicialmente os resultados obtidos
no teste de Wingate, de seguida faremos uma pequena reflexdo acerca dos aspectos
fisioldgicos, e por fim, centraremos a nossa analise nos parametros hormonais, que

constituem o nucleo principal nosso estudo.

5.1 — Discusséo dos resultados relativos ao Teste de Wingate

Apesar de se constatar uma variagdo média evidente nos parametros controlados
achamos por bem mencionar, que ndo foram encontradas correlagdes estatisticamente
significativas entre a Poténcia Méxima, a Poténcia Média, o indice de Fadiga e os
valores do Cortisol e da Testosterona, o que se compreende pela dimensdo desta

amostra, e pela variabilidade individual na resposta hormonal.

Para uma melhor discussdo relativa a este ponto, iremos confrontar os resultados
obtidos pela nossa amostra relativamente a poténcia méaxima relativa, e a poténcia

média relativa, com um estudo desenvolvido por Inbar et al. (1996).

Assim, relativamente a poténcia maxima relativa, obtivemos um valor de 9,73+0,75
W.kg™, enquanto que na poténcia média relativa o resultado médio foi de 8,46+
0,62W.kg™.

Estes resultados encontram-se de alguma forma dentro dos valores que Inbar et al.
(1996) apresentaram. Na sua investigacdo, estes autores concluiram que os nadadores
apresentaram uma poténcia média relativa de aproximadamente 9 W.kg™, e uma
poténcia maxima relativa de 11,3 W.kg™. Comparando os resultados obtidos nos dois

estudos, verificamos a sua semelhanca.
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5.2 — Parametros Fisiologicos

Relativamente a frequéncia cardiaca (FC), ao longo do teste os valores minimos e
méaximos obtidos foram respectivamente 151 e 183 bpm, com um valor médio de
165+10 bpm.

Apesar da intensidade elevada, a duracgdo reduzida dos testes (30s) implica, que a FC
ndo atinja valores muito elevados.

O valor médio da lactatemia esta de acordo com o tipo de exercicio realizado

5.3 — Parametros Hormonais

5.3.1 — Variagdo do Comportamento do Cortisol Salivar

Tal como descrito na metodologia, dada a distribuicdo ndo normal de algumas variaveis,
e a reduzida dimensdo da amostra, utilizaremos o teste de Wilcoxon, na andlise do
comportamento deste parametro hormonal. Constatamos que ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as concentracdes de cortisol obtidas nos

diferentes momentos.

Posto isto, vamos centrar a nossa andlise e discussao, nos valores médios obtidos,
relativamente a esta hormona e no seu comportamento ao longo das 24 horas do nosso

estudo.

A utilizagdo do momento de recolha relativa aos 15min apds o teste, é apoiada por
alguns autores, e reflecte a elevacdo dos valores de cortisol, 15min apds a realizacdo do
teste. Hoofman et al. (1997), verificou que houve um decréscimo significativo da
concentracdo de cortisol entre o periodo pre — exercicio e o imediatamente ap0s. No
entanto, também conferiu que hd um aumento da concentragdo de cortisol desde o
periodo imediatamente apds, para os 15min depois do teste. Durante a realizacdo de um
exercicio intenso e de curta duragdo, Buono et al. (1986), comprovou que a

concentracdo de cortisol ndo aumenta imediatamente apds o exercicio, mas sim 15min
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apos o desfecho deste. Kraemer et al. (1989), também concluiu que o Unico aumento
significativo dos valores de cortisol, aconteceu aos 15min do periodo pds — exercicio.

Num estudo conduzido por Lac et al. (1997), a concentracdo de cortisol aumentou
acentuadamente desde o periodo antes do teste, para os 15min apds o teste. Estes
autores sugerem que o facto de os valores de cortisol salivar aumentarem imediatamente
apods o exercicio, poderdo estar associados a factores psicoldgicos indutores de “stress”.
Ainda relativamente a este estudo, constatou-se que os valores de cortisol salivar
aumentaram significativamente ap6s o teste, diminuindo um pouco até a 1h30min
depois do teste, mas mantendo-se elevados em relagdo ao momento inicial. O aumento
da temperatura corporal do individuo, associado a uma diminui¢cdo do seu pH, é a
explicacdo dada por estes, para explicar as altas concentragdes de cortisol atingidas,

10min apds o teste.

Bonifazi et al. (1995) também constatou que a concentracdo de cortisol aumenta como
resposta ao exercicio, embora os seus valores diminuam 1h ap6s o término deste,
mantendo-se no entanto elevados em relacdo aos valores iniciais. No entanto, no nosso
estudo verificamos que do momento 2 (15min apo6s o teste), para 0 momento 3 (1h
30min apds o teste), a concentracdo de cortisol diminui acentuadamente, atingindo
valores inferiores aos evidenciados no momento 1 (antes do teste), indo de alguma
forma contra aquilo que Lac et al. (1997) e Bonifazi et al. (1995) concluiram no seu
estudo.

Pelo contrario, Schwarz e Kinderman (1990), utilizando um tipo de exercicio anaerébio
com duragdo de 1min, constataram que ndo houveram alteracdes significativas nos
niveis de cortisol durante o periodo pos — teste. No entanto, estes mesmos autores
concluiram que o cortisol aumenta significativamente no periodo p6s — exercicio,

quando se encontra sujeito a um tipo de exercicio com uma duragao superior.

Do momento 3 (1h 30min apds o teste) para 0 momento 4 (2h30min apds o teste), ha
novamente um aumento da concentracdo de cortisol. Do momento 4 para a manha do
dia seguinte (momento 5), a concentragdo de cortisol continua a aumentar. Da manh& do
dia seguinte para 0 momento 6 (24h depois do teste), ha uma diminuicdo da
concentracdo de cortisol, atingindo um valor inferior aquele que se verificou no periodo
antes do teste. Estas variages nas concentracOes de cortisol, segundo Lac et al. (1997) e

Hoogeveen e Zonderland (1996), sdo explicadas pelo ritmo circadiano desta hormona,
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em que as taxas de secrecdo mais altas sdo atingidas de manhé& cedo, que se encontram
associadas ao acordar, e as mais baixas durante a tarde e a noite. Este efeito resulta de
uma alteracdo ciclica de 24h nos sinais a partir do hipotalamo, que desencadeiam a

secrecdo de cortisol.

5.3.2 — Variagdo do Comportamento da Testosterona Salivar

Ao comparar os resultados obtidos nos diferentes momentos de recolha, encontramos
um aumento significativo da testosterona entre 0 momento 1 (antes do teste) e 15min

apos a realizacdo do teste de Wingate (Z=-2490; p=0,013).

Estes resultados obtidos, vao de encontro aquilo que Bonifazi et al. (1995), relataram
num estudo desenvolvido com oito nadadores de topo. Estes verificaram que a
concentracdo de testosterona aumenta apés a realizacdo de um exercicio intenso e com
uma duragdo superior a 90min. Os valores aumentam desde o periodo antes do teste, até
1h ap6s o término do mesmo. Hoofman et al. (1997), concluiu que apés um exercicio
intenso e de curta duracdo (15s), a concentracao de testosterona aumenta até aos 15min

posteriores a execucdo do teste.

No entanto, Kraemer et al. (1991), contrariam os resultados que foram obtidos na nossa
investigacdo. Estes verificaram que a concentracdo de testosterona aumenta somente até
5min apo6s o teste. A partir desse momento, e até se perfazerem 60min apos o teste, 0s

valores da testosterona diminuem.

Apesar da concentracdo de testosterona do momento 1 (antes do teste), ser inferior
aquela que se verificou nos momentos 3 (1h30min depois) e 4 (2h30min depois), ndo se
registaram diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes momentos. A
explicacdo existente para este facto, localiza-se na grande dispersdo de valores

existentes no nosso estudo, no gue concerne a estes momentos.

Relativamente ao nosso estudo, foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa entre 0 momento prévio ao teste, e o valor correspondente a manha

sequinte (Z= - 2,824; p= 0,005). De alguma forma, esta elevada concentracdo pela
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manhd, contrariam os resultados apresentados por Hakkinen e Pakarinen (1991).
Segundo estes, os valores da testosterona a tarde sdo algumas vezes mais elevados, do
que aqueles que sdo encontrados pela manha.

As diferencas significativas existentes entre os diferentes momentos estudados, quando
confrontados com o momento correspondente a manhd do dia seguinte, sdo bem
explicitas da interferéncia que as variaveis circadianas tém sobre esta hormona. Assim,
estudando a relacéo existente entre os resultados obtidos do momento 2 (15min apds o
teste) e do momento 4 (2h30min apos o teste), para com o0 momento 5 (manha do dia
seguinte), verificamos que existem diferencas estatisticamente significativas entre estes
momentos (Z= - 2,510;p= 0,012 e Z= -3,059;p= 0,002). Estes resultados parecem
indiciar uma elevacdo dos processos anabolicos, no periodo de repouso. O que
concluimos perante estes dados, € que estudando a relacdo existente entre 0s momentos
2 e 4 para com o momento 5, h& um aumento significativo da concentracdo de
testosterona, podendo haver no entanto uma diminuicdo desta do momento 3 para 0

momento 4.

Foram também encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 0 momento
2 (15min apds o teste) e 24 horas ap0s o teste (Z= -2,275; p=0,023), entre 0 momento 3
(1h30 apds o teste) e o momento 6 (Z= -2,589; p= 0,010), e, finalmente entre o
momento 5 (manha seguinte) e as 24 horas apds o teste (Z=-2,981; p=0,003). Em todos
estes casos, a concentracao de testosterona diminuiu. As conclusdes que podemos retirar
relativamente as diferencas encontradas, € que tal como acontece no cortisol, a
testosterona nas 24horas apos o teste, tem tendéncia a diminuir o seu valor, voltando a

atingir concentrac6es proximas daquelas que foram verificadas no periodo antes do teste.

24 horas ap0s a realizacdo do teste de Wingate, os valores da testosterona apresentam-se
semelhantes aos iniciais, e significativamente mais baixos que os obtidos no momento 2

(15min depois), no momento 3 (1h30min depois), e no momento 5 (manha seguinte).
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5.3.3 — Variagdo do Comportamento do Racio Testosterona/ Cortisol

No que se refere a este pardametro, ao compararmos os resultados obtidos nos diferentes
momentos de recolha, encontramos diferencas estatisticamente significativas entre o
momento 1 (antes do teste) e 1h30min apds o teste (Z=-2,040; p=0,041).

O comportamento do racio T/C, esta dependente das concentracGes de Testosterona e
Cortisol ao longo das 24 horas do estudo. O que pudemos verificar do momento 1 (antes
do teste), para 0 momento 2 (15min apds o teste), foi que o racio diminuiu como
consequéncia do maior aumento do cortisol, apesar da testosterona ver os seus valores
aumentados. Passelergue e Lac (1999), concluiram relativamente ao racio, que este
reflecte estados de anabolismo quando se encontra alto, e estados de catabolismo
guando esta baixo. Suportando-nos na definicdo de catabolismo (Tavares et al. 2003),
que reflecte a quebra de moléculas de grandes dimensbes em pequenas dimensoes,
podemos concluir que do periodo antes do teste, para 0 momento 2, desencadeou-se um
processo catabdlico de libertacdo de energia. Hoofman et al. (1997), concluiu que houve
um aumento do racio do periodo pré — exercicio, para o periodo logo apés, havendo

depois uma diminuicdo brusca dos seus niveis.

O aumento do racio do momento 2 (15min apds o teste), aos momentos 3 e 4 (1h30min
e 2h30min apos o teste), podera ser explicado segundo Tavares et al. (2003), como um
fendmeno anabdlico de formacdo de proteinas a partir dos aminoacidos, repondo de
alguma forma as reservas energéticas requeridas durante o Wingate teste. Passelergue e
Lac (1999), sugerem que o aumento do racio podera ser verificado em esforcos de curta

duracdo e de alta intensidade.

A diminuicdo do racio desde 0 momento 4 (2h30 apds o teste) até ao momento 6 (24h
depois), é explicada pelo maior aumento da concentragdo de cortisol, relativamente a

testosterona, resultante das variaveis circadianas.
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Chegados ao término deste estudo, tentaremos resumir neste capitulo as principais
conclusBes, que advém da ulterior analise dos resultados obtidos, e, fazer algumas

recomendacdes para futuros estudos desta natureza.

6.1 — Conclusdes

Toda a nossa analise ao longo deste estudo, tem-se guiado por uma sequéncia l6gica de
acontecimentos. Assim, tendo como ponto de partida a analise do objectivo do estudo,
pudemos constatar que efectivamente o tipo de teste utilizado desencadeou alteracGes

nas concentracgdes de cortisol e testosterona.

As formas mais comuns de avaliacdo da intensidade do exercicio, sdo a FC e o nivel de
lactatemia evidenciada pelos atletas aquando do exercicio. No entanto, os valores
obtidos para estes parametros ndo se coadunam com um tipo de exercicio de alta
intensidade. A explicagcdo dada para este facto, localiza-se na reduzida duracdo do
exercicio, que nao é suficiente para que haja uma adaptacdo tanto da FC, como dos

niveis de lactatemia.

Em relacdo a variacdo da concentracdo de cortisol ao longo das 24 horas o estudo, as
principais concluses que podemos retirar, prendem-se com 0 seu aumento acentuado,

desde a primeira recolha, até ao segundo momento estudado (15min apds o teste).

A partir dos 15min apds o teste, a concentracdo de cortisol comeca a diminuir
acentuadamente, atingindo 1h30min apos o teste, concentracfes inferiores aquelas que
foram verificadas 15min apds o teste. Desde 1h30min, até a manha do dia seguinte, 0s
valores de cortisol aumentaram, sofrendo no entanto nova descida desde a manhd
seguinte para as 24 horas depois. O aumento da concentracdo de cortisol, no nosso

entender explica-se pela influéncia das variaveis circadianas.

O que podemos concluir neste estudo, e relativamente ao cortisol, € que este

experimenta alteracdes agudas no seu comportamento. No entanto, no nosso entender, e
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de alguma forma suportado pelos resultados obtidos, o cortisol evidencia um
comportamento ciclico e imediato, isto €, num periodo de 24 horas apresenta variacoes
na sua concentracdo, mas no final, a sua concentracdo encontra-se proxima dos valores

iniciais.

A testosterona ao longo das 24 horas do estudo, evidenciou um comportamento algo
similar ao do cortisol. Como resposta ao estimulo (exercicio), os niveis de testosterona
aumentaram significativamente desde o momento antes do teste até aos 15min apos o
teste. Estes resultados indicam-nos que o exercicio intenso e de curta duracdo, estimula

a producdo de tetosterona.

De certa forma surpreendente foi o aumento da concentracdo de testosterona das
2h30min apobs o teste, até a manhd do dia seguinte, e pela sua diminuicdo desde este

momento, até as 24 horas apds o teste.

Tal como no cortisol podemos concluir que a Testosterona evidencia um
comportamento diferenciado, mas em que a sua concentracdo 24 horas apos o teste, é
muito proxima daquela que foi verificada na recolha inicial, suportando a ideia de que a
testosterona apresenta uma taxa menos variavel e ndo muito modificavel no periodo das

24horas apos o teste.

O comportamento do Racio T/C encontra-se dependente das concentracfes de
testosterona e de cortisol ao longo das 24 horas do estudo. As principais conclusdes que
podemos retirar daqui, permitem-nos dizer que do momento anterior ao teste para 0s
15min ap0ds o teste, desencadeia-se um processo catabolico de producdo de energia,
enquanto que dos 15min ap6s o teste, para a 1h30min e 2h30min depois do teste, o
mecanismo hormonal incute um processo anabdlico. A diminuicdo do réacio das
2h30min apos o teste, para as 24horas depois do teste, pode ser explicada pela variagdo

circadiana das hormonas estudadas.
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6.2 — Recomendacdes

Com o objectivo de aprofundar o conhecimento relativo aos efeitos do exercicio fisico

sobre 0s nossos objectos de estudo, serdo apresentadas de seguida algumas

recomendagdes:

Alargar o nimero de elementos da amostra;

Utilizar individuos do sexo feminino, para que se comparem o0s resultados
obtidos entre os diferentes géneros;

Utilizar um grupo de controlo sem actividade fisica regular, que realize as
mesmas recolhas para posterior comparacao;

Aumentar o nimero de colheitas de saliva, ao longo das 24 horas;

Prolongar o estudo até as 48 seguintes, para que se constate se os valores de
cortisol e testosterona neste momento, jA se encontram dentro dos valores
iniciais;

Comparar dois grupos de controlo em que um é caracterizado por realizar um
tipo de exercicio intenso e de curta duracdo, enquanto que o outro desenvolve
um caracterizado pela sua duracéo.

Realizar recolha sanguinea como forma de avaliacdo de outros parametros
bioguimicos;

Realizar um controlo de dieta e um possivel uso de farmacos;

Eventual avaliacdo da qualidade do sono, para que se expliqguem melhora as

variacOes das concentragBes das duas hormonas, apds uma noite de sono.
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ANEXO 1

Protocolo de Recolha das Amostras da Saliva




PROTOCOLO DE RECOLHA DAS AMOSTRAS DE SALIVA

As instrugdes em seguida apresentadas deverdo ser cumpridas de forma a
assegurar a viabilidade dos dados recolhidos.
Em cada um dos dias de realizacdo do estudo as recolhas de amostra de saliva

serdo realizadas em 6 momentos diferentes:

Identificagédo do Descrigdo do Momento Horas
Momento

1 Antes do Aquecimento
2 15min depois do teste
3 1h30min depois do teste
4 2h30min depois do teste
5 Manha seguinte ao acordar
6 24h depois do teste

A Ultima recolha de amostra de saliva sera combinada no dia de realizacdo do

protocolo.
Atencdao:

M Antes de realizar a recolha das amostras de saliva os individuos ndo deverdo
ingerir alimentos, mastigar pastilhas elasticas ou rebucados no periodo de 30
— 45 minutos que antecedem a recolha.

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

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

mantendo-se 14 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 davida, deveras contactar o investigador.

Obrigado pela tua colaboragéo!




ANEXO 2

Dados: Caracterizacdo 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
02 8 1400 400m — 676
03 7 1400 220m —724
04 6 1400 50m — 760

05 6 1400 100m — 637
06 5 1400 100m — 687
07 8 1500 100m — 632
08 8 1500 100m — 672
09 9 1500 100m — 753
10 7 1500 200m — 585
11 7 1500 100m — 659
12 6 1500 1500m - 635

Tabela 2 — Massa Corporal (kg), Altura (cm), Altura Sentado (cm), Envergadura

(cm).

Sujeitos | Massa Corporal | Altura Altura Sentado | Envergadura
01 55,2 164,5 84,0 171
02 65,0 182,5 92,2 193
03 58,0 174,0 87,0 184
04 79,6 191,6 95,1 194
05 59,4 1774 91,5 190
06 69,4 1715 88,4 173
07 59,8 172,6 91,5 174
08 68,0 173,7 91,2 175
09 72,0 183,0 95,0 190
10 72,8 179,6 89,6 181
11 68,2 182,6 9,5 187
12 70,0 172,3 92,4 174




Tabela 3 — Pregas sub — escapular, supra — iliaca, tricipital, abdominal, geminal e

crural.

Sujeitos = Sub-escapular  Supra-iliaca | Tricipital | Abdominal ~ Geminal  Crural

01 7 4 7 7 7 12
02 6 6 6 9 9 9
03 6 5 6 7 10 7
04 7 7 8 7 6 9
05 6 5 4 8 3 6
06 9 7 7 9 11 14
07 9 8 9 8 11 14
08 9 7 7 8 9 10
09 7 6 7 6 7 8
10 7 7 8 7 11 9
11 6 6 5 7 5 7
12 11 10 11 12 10 15
Tabela 4 — Somatdtipo da Amostra.
Sujeitos | Endo . Meso Ecto Categorias

01 1,61 3,65 3,05 Mesomorfo - Ectomorfo

02 1,84 1,51 4,65 Ectomorfo Equilibrado

03 1,61 2,02 4,32 Ectomorfo Equilibrado

04 2,48 1,50 4,02 Ectomorfo Equilibrado

05 1,39 2,15 4,70 Mesoectomorfo

06 2,30 3,41 1,97 Mesomorfo Equilibrado

07 2,66 2,10 3,73 Endoectomorfo

08 2,33 3,38 2,57 Mesomorfo Equilibrado

09 2,10 2,32 3,62 Ectomorfo Equilibrado

10 2,30 2,60 2,91 Ectomorfo Equilibrado

11 1,71 2,34 4,14 Mesoectomorfo

12 3,32 1,96 2,02 Ectomorfo Equilibrado




ANEXO 3

Dados: Resultados do Teste Anaerébico de Wingate




Tabela 1 - Carga Solicitada, Poténcia Maxima, Poténcia Minima, Poténcia Média e

indice de Fadiga.

Sujeitos Carga \ Poténcia Maxima (W) \ Poténcia Minima (W) Poténcia Média (W) indice de fadiga
1 4,14 572 428 499 25,2
2 4,97 623 470 557 24,6
3 4,43 527 390 458 26,0
4 6,01 859 577 715 32,8
5 4,51 590 445 513 24,6
6 5,18 610 497 556 18,5
7 4,60 615 457 538 25,7
8 5,16 679 513 593 24,4
9 5,44 812 586 702 27,8
10 5,56 712 491 599 31,0
11 5,22 654 518 590 20,8
12 5,30 620 400 516 35,5




ANEXO 4

ELISA competitivo
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HIGH SENSITIVITY
SALIVARY CORTISOL ENZYME IMMUNOASSAY KIT

Catalog No. 1-0102/1-0112, 96-Well Kit

For Research Use Only, Not For Diagnostic Use

Salimetrics HS-Cortisol kit is a competitive immunoassay specifically designed for the quantitative
measurement of salivary cortisol. It is not intended for use with serum/plasma or for diagnostic use.
It is intended only for research use with saliva. Please read the complete kit insert before performing
this assay. For further information about this kit, its application, or the procedures in this insert,
please contact the technical service team at Salimetrics. -

Intended Use

Introduction

At Salimetrics, we know that the current market approach to the application of immunoassay
techniques in the measurement of biomarkers in saliva is problematic. This assay kit has been
designed to specifically address the following three problems. First, the majority of available
immunoassays for saliva cortisol are modifications of protocols developed for the use with
serum/plasma. The standards used in those assay kits are suspended in a human serum matrix.
Given that the composition of serum is markedly different from saliva, these standards are likely to
produce results that are influenced by matrix differences. To ensure the most accurate results, this
salivary immunoassay is designed using a matrix that matches saliva. Second, the level of cortisol in
saliva is significantly lower than levels in the general circulation. The use of a standard curve
developed to capture the range of values expected in serum/plasma samples is often not sensitive
enough to capture the complete range of individual differences in the level expected in saliva. This
assay is designed to capture the full range of salivary cortisol levels while using only 25 uL of saliva
per test. Third, the pH of saliva is easily lowered or raised by the consumption of food or drink.
Performance of immunoassays becomes compromised as the pH of samples to be tested drops below
4 (1). This results in artificially inflated levels. This assay system is designed to be very sensitive to
the effects of interference caused by collection techniques that affect pH. In addition, a built-in pH
indicator warns the user of acidic or basic samples.

Test Principle

A microtitre plate is coated with rabbit antibodies to cortisol. Cortisol in standards and unknowns
compete with cortisol linked to horseradish peroxidase for the antibody binding sites. After
incubation, unbound components are washed away. Bound cortisol peroxidase is measured by the
reaction of the peroxidase enzyme on the substrate tetramethylbenzidine (TMB). This reaction
produces a blue color. A yellow color is formed after stopping the reaction with sulfuric acid.
Optical Density is read on a standard plate reader at 450 nm. The amount of cortisol peroxidase
detected is inversely proportional to the amount of cortisol present 2).

Special Feature

A pH indicator in the assay diluent alerts the user to samples with high or low pH values. Acidic
samples will turn the diluent yellow. Alkaline samples will turn the diluent purple. Dark yellow or
purple wells indicate that a pH value for that sample should be obtained using pH strips. "Cortisol
values from samples with a pH < 3.5 or> 9,0 may be artificially inflated or lowered (1).

Precautions

1. Stop Solution is a solution of sulfuric acid. This solution is caustic; use with care.

2. Thiskit uses break-apart microtitre strips. Unused wells must be stored at 2-8°C in the sealed
foil pouch and used in the frame provided.

3. Do not mix components from differént lots of kits.



4. When using a multichannel pipette, reagents should be added to duplicate wells at the same
time. Follow the same sequence when adding additional reagents so that incubation time with
reagents is the same for all wells.

5, See Material Safety Data at the end of procedure.

6.  As for all quantitative assays for salivary analytes, we recommend that samples be screened for

© possible blood contamination (3,4). This can be efficiently and economically accomplished
using Salimetrics Blood Contamination EIA Kit (Cat No: 1-1302/1-1312). For a description of
this assay or an assay kit insert see www.salimetrics.com.

Routine calibration of pipettes is critical for the best possible assay performance.

Pipetting of samples and reagents must be done as quickly as possible (without interruption)

across the plata.

9. When running multiple plates, or muliple sets of strips, a standard curve should be run with
each individual plate and/or strips.

10. The temperatureiof the laboratory may affect assays. Salimetrics’ kits have been validated at

- 70°F (21.1°C). Higher or lower temperatures will cause an increase or decrease in OD values,
respectively.

00~

Storage All components of this kit are stable at 2-8°C until the kit's expiration date.

Reagents-and Reagent Preparation

1. Anti-Cortisol Coated Plate: A ready tc use microtitre plate pre-coated with antibodies in a
* resealable foil pouch.

2. . Cortisol Standards: Six vials, 500 pul each, labeled A-F, containing cortisol concentrations of
1.8, 0.600, 0.200, 0.067, 0.022, and 0.007 pg/dL, in a synthetic saliva matrix with a non-
mercury preservative. (Values in nmol/Lare 49.66, 16.55, 5.52, 1.84, 0,61, and 0.20 nmol/L
respectively.)

3. Wash Buffer: A 10X phosphate buffered solution containing detergents and a non-mercury
preservative. Dilute the wash buffer concentrate 10 fold with room temperature deionized
water (100 ml of 10X wash buffer to 900 ml of deionized H;0). (*If precipitate has formed in
the concentrated wash buffer, it may be heated 1o 60°C for 15 minutes. Cool to room
temperature before use in assay.)

4.  Assay Diluent: A phosphate buffered solution containing a pH indicator and a non-mercury

: preservative. .

Enzyme Conjugate: A solution of cortisol labeled with horseradish peroxidase.

Tetramethylbenzidine (TMB): A non-toxic ready to use solution,

Stop Solution: A solution of sulfuric acid in distilled water. (USA customers only). Stop

solution is provided in powdered form to customers outside the USA. Reconstitute the

powdered stop solution with 12.5 mL of deionized water. Let sit for 10 minutes before use.
8. Non-specific Binding Wells: These wells do not contain anti-cortisol antibody. In

' order to support multiple-use, a strip of NSB wells is included. They are located in the

foil pouch. Wells may be broken off and inserted where needed.

Note: The quantity of reagent provided with break-apart kits is sufficient for three individual
-tuns. The volume of diluent and conjugate used for assays using less than a full plate should
- be scaled down accordingly, keeping the same dilution ratio.

Materials Needed But Not Supplied

Precision pipette to deliver 25 pL
Precision multichannel pipette to deliver 50 uL, and 200 pl,
Vortex
Plate rotator (if unavailable, tap to mix)
Plate reader with a 450 nm filter
Log-linear graph paper or computer software for data reduction
Deionized water
Reagent reservoirs
One disposable tube capable of holding 24 mL
" Pipette tips
. Serological pipette to deliver up to 24 ml s

Specimen Collection

The preferred saliva collection method (5,6) is to use plain (non-citric acid) cotton Salivettes
(Sarstedt). Freeze allsaliva samples prior to assay in order to precipitate mucins. Thaw completely,
vortex, and centrifuge at 1500 x g (@3000 rpm) for 15 minutes. Pipette clear sample into
appropriate wells.

S



Procedure
Bring all reagents to room temperature.

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

| 2 3 4 51 6| 7] 8] 9] 10 11 12
A 1.80 | 1.30 Control Control o
Std Std H H
B 600 600 Control Control -
Sid Sud L L
C 200 200 Sample Sample
Std Std 1 1
n 067 057 Sample Sample
- Std Sid 2 2
E 022 022 Sample Sample
Std Std 3 3
F 007 007 Sample Sample
Std Sid 4 4
G | zero | zewo | S2Ple | Saple
H| Nb [ Nep | Semle | Sample

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: :

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

Step 4: -

. Pipette 25 pL of standards and unkmowns 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 uL 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 fo 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 a sink. After each wash, the plate should be thoroughly blotted on paper towels before being
turned upright. If using a plate washer, blotting is still recommended after the last wash.

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

Step 9: Mix on a plate rotator for 5-minutes at 500 1pm (or tap fo mix) and incubate the plate in the
dark at room temperature for an additional 25 minutes.

- Step10: 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! _

. 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).



Calculations

1. Compute the average Optical Density (OD) for all duplicate wells.

2. Subtract the average OD for the NSB wells from the average OD of the zero, standards, and
unknowns,

3. Calculate the percent bound (B/BO) for each standard and unknown by dividing the average
OD (B) by the average OD for the zero (BO).

4. Ifcalculating the results by hand, plot B/BO on the vertical axis against the log of the
concentration on the horizontal axis for each standard and draw a straight line through the
points. Determine the concentrations of the unknowns by interpolation. §

5. Ifusing software capable of logistics, use a 4 parameter sigmoid minus curve fit Otherwise,
use log-linear regression. '

Typical Results

The following charts and graphs are for illustration only and SHQULD NOT be used to
calculate results from another assay.

Well | Sample | Average B B/Bo | Cortisol
oD ug/dL |

ALA2 | SI | 0229 | 0205 | 01207 | 1.613
BiB2 | SZ | 0419 | 0395 | 02326 | 0.757
Clcz | S5 | 0.737 | 0713 | 04199 | 0214
DiD2 | S4 | 1.090 | 1.066 | 06278 | 0.052
ELEZ | S5 | 1330 | 1306 | 07691 | 0.020
FIF2 | S6 | 1.561 | 1537 | 09052 | 0.008
GL,G2 | B0 | 1.722 | 1698 | NA
Hi,H2 | NSB | 0024 | NA | NA

Example: Standard Curves .
L. !!E.LM' g m’

™~

0.0 ] T g T T
14 as 14 A0 - 00 4

log of coneentration




Cortiso! 4-Parameter Sigmpid IVINUS Lurve rit

/a0

T T T 1
ome? ooz 0067 020 0sg 80

ugldL

aterial e a*
Hazardous Ingredients

Stop Solution is a solution of sulfuric acid. This solution is caustic; use with care.
We recommend the procedures listed below for all kit reagents.

Handling
Follow good laboratory procedures when handling kit reagents. Laboratory coats, gloves, and safety

goggles are recommended. Wipe up spills using standard absorbent materials while wearing
protective clothing. Follow local regulations for disposal.

Emergency Exposure Measures

In case of contact, immediately wash skin or flush eyes with water for 15 minutes. Remove
contaminated clothing. If inhaled, remove individual to fresh air. Ifindividual experiences

i

difficulty breathing, give oxygen and call a physician. g

*The above information is believed to be accurate but is not all-nclusive. This information should
only be used as a guide. Salimetrics shall not be liable for accidents or damage resulting from
contact with reagents.
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HS Cortisol EIA Assay Performance Characteristics

Recovery: Two saliva samples containing different levels ofendogenous cortisol were spiked with
known quantities of cortisol and assayed. :

Sample Endogenous Added Expected " Observed Recovery
(ug/dL) (ug/dL) (ug/dL) (ug/dL) (%)
1 0.41 0.54 0.95 0.825 86.8%
0.04 0.450 0.390 86.7%
2 0.111 0.54 0.651 0.614 94.3%
0.04 0.151 0.136 90.1%
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SALIVARY TESTOSTERONE ENZYME IMMUNOASSAY KIT
Catalog No. 1-1402/1-1412, 96-Well Kit
For in vitro Research Use

Intended Use

Salimetrics’ testosterone kit is a competitive immunoassay specifically designed for the
quantitative measurement of salivary testosterone. It is not intended for use with serum/plasma
or for diagnostic use. It is intended for research use with saliva, Please read the complete kit
insert before performing this assay. For further information about this kit, its application, or the
procedures in this insert, contact the technical service team at Salimetrics.

Introduction

Measurement of hormones in saliva has excited interest because of numerous potential
applications in developmental and health-oriented behavioral studies (1). Although salivary
assays for some hormones (e.g, cortisol) are widely available and used, the availability and use
of salivary testosterone has been more restricted. A recent paper (2) reveals a need for a
sensitive, efficient, reliable, and commercially available assay system for the measurement of -
salivary testosterone. This assay kit fills that need with a protocol that the research community
can use to improve the next generation of their studies. It has been designed to specifically
address the following five issues. First, all available immunoassays for salivary testosterone are
modifications of protocols developed for the use with serum/plasma. The standards used in
those assay kits are suspended in a human serum matrix. Given that the composition of serum is
markedly different from saliva, these standards are likely to produce results that are influenced
by matrix differences. To ensure the most accurate results, this salivary immunoassay is
designed using & matrix that matches saliva. Second, the level of testosterone in saliva (pg/mL)
is significantly lower than levels in the general circulation (ng/mL). The use ofa standard curve
developed to capture the range of values expected in serum/plasma samples is often not
sensitive enough to capture individual differences in the level expected in saliva. This assay has
been designed to do so. Third, the test volume of published modified serum immunoassays for
use with salivary testosterone ranges from 200 pL to | mL per test. The current protocol uses
only 50 uL of saliva per test. Fourth, no separation or extractions are necessary. Fifth, the pH
of saliva is easily lowered or raised by the consumption of food or drink. Immunoassay
performance can be compromised as the pH of samples to be tested drops below 4 (3). This
assay system is designed to be very sensitive to the effects of interference caused by collection
techniques that affect pH.

Test Principle

A microtitre plate is coated with rabbit antibodies to testosterone. Testosterone in standards and
unknowns compete with testosterone linked to horseradish peroxidase for the antibody binding
sites. After incubation, unbound components are washed away. Bound testosterone peroxidase
is measured by the reaction of the peroxidase enzyme on the substrate tetramethylbenzidine
(TMB). This reaction produces a blue color. A yellow color is formed after stopping the
reaction with 2 molar sulfuric acid. Optical Density is read on a standard plate reader at 450
nm. The amount of testosterone peroxidase detected is inversely proportional to the amount of
testosterone present (4). '
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Special Feature

As in all Salimetrics assays for use with sa
to samples with high or low pH values. Acidic sam

liva, a pH indicator in the assay diluent alerts the user
ples will turn the diluent yellow. Alkaline

samples will tum the diluent purple. Dark yellow or purple wells indicate that a pH value for

that sample should be obtained using a p

H strip/meter. Testosterone values from samples with a

pH < 4.0 or > 9.0 may be artificially inflated or lowered (3).

Precautions v

L,
2,

3.

7.
8.

9.

Stop Solution is a 2 molar solution of sulfuric acid. This solution is caustic; use with care.
This kit uses break-apart microtitre strips. Unused wells must be stored at 2-8°C in the
sealed foil pouch and used in the frame provided.

Do not mix components from different lots of kits. :

When using a multichannel pipette, reagents should be added to duplicate wells at the
same time. Follow the same sequence when adding additional reagents so that incubation
time with reagents is the same for all wells.

See ‘Material Safety’ Data at the end of procedure. .

We recommend that samples be screened for possible blood contamination (5,6) using a
reliable screening tool such as the Salimetrics Blood Contamination EIA Kit (Cat No: 1-
1302/1-1312). Do not use dipsticks, which result in false positive values due to salivary
enzymes. N -
Routine calibration of pipettes is critical for the best possible assay performance.

Pipetting of samples and reagents must be done as quickly as possible (without
interruption) across the plate.

When running multiple plates, or multiple sets of strips, a standard curve should be run
with each individual plate and/or strips. :

10. The temperature of the laboratory may affect assays. Salimetr'i:cs’ kits have been validated

at 68 -74°F (20 - 23.3°C). Higher or lower temperatures will cause an increase or decrease
in OD values, respectively. Salimetrics cannot guarantee test results outside of this
temperature range.

Storage All components of this kit are stable at 2-8°C until the kit's expiration date.

Reagents and Reagent Preparation

1.

2,

=3 O

Anti-Testosterone Coated Plate: A ready-to-use 96-well microtitre plate pre-coated
with rabbit anti-testosterone antibodies in a resealable foil pouch.

Testosterone Standard: 1 mL of testosterone in a in a saliva-like matrix with a non-
mercury preservative, at a concentration of 360 pg/mL.

Wash Buffer: 100 mL of a 10X phosphate buffered solution containing detergents and a
non-mercury preservative. Dilute the wash buffer concentrate 10-fold with room
temperature deionized water (100 mL of 10X wash buffer to 900 mL of deionized H:0).
(NOTE: If precipitate has formed in the concentrated wash buffer, it may be heated to
60C for 15 minutes. Cool to room temperatiire before use in assay.)

Assay Diluent: 63 mL of a phosphate buffered solution containing a pH indicator and a
non-mercury preservative. _

Enzyme Conjugate: 50 pL of a solution of testosterone labeled with horseradish
peroxidase. Dilute prior to use with assay diluent. '
Tetramethylbenzidine (TMB): 25 mL of a non-toxic ready-to-use solution.

Stop Solution: 12.5 mL of 2 2 molar solution of sulfuric acid in distilled water (US
customers only). Stop solution is provided in powdered form to customers outside the US.
Reconstitute the powdered stop solution with 12.5 mL of deionized water. Let sit for 10
minutes before use. . . )

Non-specific Binding Wells: These wells do not contain anti-testosterone antibody. [n
order to support multiple-use, a strip of NSB wells is included. They are located inthe
foil pouch. Wells may be broken off and inserted where needed. -

NOTE: The quantity of reagent provided with break-apar kits is sufficient for three individual

runs. The volume of diluent and conjugate used for assays using less than a full plate
should be scaled down accordingly, keeping the same dilution ratio.



Materials Needed But Not Supplied
. Precision pipette to deliver 7 pl, 50 pL, 100 pl. and 200 ul.

. Precision multichanne! 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

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 oer swabs to collect
samples (1,7), as false high readings will resnlt. 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.

Vrocedure- -

-

Bring all reagents to room temperature.

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

1 2 3 4 1S5S 6171819 j10)11] 12

Af 360Std | 360 Std CalH CulH '

Bl 144Std | 144 Sid CalL CulL

Cl 57.65ud | 57.6 Sd S1 S1

Dy 23.05td | 23.0 Sid S2 52

E| 9.28ud 9.2 Sid §3 S3

F| 3.7S8ud 3.75d S4 S4

G| Zero Zero S5 S5

H| NSB NSB S6 Sé6

Step 2: Keep the desired number of strips in the strip holder and place the remaining strips back
in the foil pouch. If you chooseto place non-specific binding wells in H-1, 2, remove strips |
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 fom the strip of NSBs included in the foil
pouch. Placein 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 Jfor determination of standards or unknowns.

Step 3: - B

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

*  Pipette 150 uL of assay diluent in tubes 2 through 6.
Serially dilute the standard 2.5X by adding 100 uL 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.




. Pipette 18 mL of assay diluent into the disposable tube. Set aside for Step 5.

Step 4:

. Pipette 50 uL of standards and unknowns into appropriate wells. Standards and samples
should be assayed in duplicate. -

. Pipette 50 pL of assay diluent into 2 wells to serve as the zero.

. Pipette 50 pL of assay diluent into each NSB well.

Step 5: Dilute the enzyme conjugate by adding 7 pL of the conjugate to the 18 mL of assay
diluent prepared in Step 2. Immediately mix the diluted conjugate solution and add 150 pL to
each well using a multichannel pipette.

Step 6: Mix plate on a plate rotator for 60 minutes at 500 rpm at room temperature.

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 300 uL. of wash buffer into each well and then flipping the liquid into a
sink. After each wash, the plate should be thoroughly blotted on paper towels before turning
upright. If using a plate washer, blotting is still recommended after the final wash.

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

Step 9: Mix on a plate rotator for § 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 aplate rotator for 3 minutes at 500 rpm (or tap to mix). Be sure all wells have
turned yellow. If green color remains, continue mixing until green color tums to yellow.
Caution: DQ NOT mix at speeds over 600 rpms. 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 (corrcc ion at 492 to 620 is desirable).

Calculations

1. Compute the average optical density (OD) for all duplicate wells.

2. Subtract the average OD for the NSB wells from the average OD of the zero, standards,
and unknowns/samples.

3. Caleulate the percent bound (B/Bo) for each standard and unknown by dividing the
average OD (B) by the average OD for the zero (Bo).

4. Determine the concentrations of the unknowns/samples by interpolation using software
capable of logistics. We recommend using a 4-parameter sigmoid minus curve fit.

Typical Results

The following results are shown for illustration only and SHOULD NOT be used to
calculate results from another assay. '

Well | Sample | AYRE | p B/Bo Tef;‘g’?;ﬁi‘;“e
ALAZ | Si 0304 | 0254 | 0259 360
BLB2 | 52 0426 | 0376 | 0384 144
CL,c2 | S3 0609 | 0.559 | 0.571 5756
DI,D2 | S4 0.793 | 0743 | 0759 23.0
EILE2 | S5 | 0905 | 0855 | 0.873 9.20
FLF2 | 6 | 0997 | 0947 | 0967 370
GL,G2 | Bo 1029 | 0979 | NA NA
HLH2 | NSB | 005 | NA NA NA




Example: Testosterone 4-Parameter Sigmoid Minus Curve Fit

B/BO

\\'

3.70 9.20 23.0 57.6 144 360

Testosterone (pg/mL)

Material Safety Data*

Hazardous Ingredients

Stop Solution is a 2 molar solution of sulfuric acid. This solution is caustic; use with care.
We recommend the procedures listed below for all kit reagents.

Handling

Follow good laboratory procedures when handling kit reagents. Laboratory coats, gloves, and
safety goggles are recommended. Wipe up spills using standard absorbent materials while -
wearing protective clothing. Follow local regulations for disposal. :

Emergency Exposure Measureg

In case of contact, immediately wash skin or flush eyes with water for 15 minutes. Remove
contaminated clothing. If inhaled, remove individual to fresh air. If individual experiences
difficulty breathing, give oxygen and call a physician.

*The above information is believed to be accurate but is not all-inclusive. This information
should only be used as a guide. Salimetrics shall not be liable for accidents or damage resulting
from contact with reagents.

Performance Characteristics

1. Recovery - Saliva samples containing different levels of endogenous testosterone were
spiked with known quantities of testosterone and assayed. The average recovery was
105.0% (range 93.3% to 116.3%), 109.12% for males and 99.6% for females.

2. Intra-assay precision was determined from the mean of 8 replicates at high (197.3
pg/mL) and low (26.3 pg/mL) testosterone levels. The average intra-assay coefficient of
variation was 3.3% and 6.7% for high and low levels. -

3. Inter-assay precision was determined from the mean of averaged duplicates for 10
separate runs at high (200.7 pg/mL) and low (13.1 pg/mL) testosterone levels. The
average inter-assay coefficient of variation was 5.1% for high and 9.6% for low
testosterone levels.

4. Linearity of dilution- Saliva samples were diluted (range 1:2 to 1;16) with assay buffer
and assayed in duplicate. The average recovery was 101.1% (range 88.2% to 120.2%),
102.86% for males and 98.68% for females.

5. Sensitmty The lower limit of sensitivity was determined by mterpolatmg the mean
minus 2 SD for 10 sets of duplicates for the 0 pg/mL standard (4). The minimal
concentration of testosterone that can be distinguished from 0 is <1.5 pg/mL.



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, r (30) = 0.93, p <0.001, and
the saliva-serum total testosterone cormrelation was r (30) = 0.929, p< 0.001. The serum-
saliva correlations were stronger for males (r = 0.80 to 0.85) than for females (r=0.38to
0.43). :

7.  Method Comparison — The correlation between the Salimetrics EIA and a 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, r (30) =
0.95, p < 0.001. The EIA-RIA cormrelation 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*) 5-70 pg/mL
*AM values may be significantly higher

+To be used as a 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, or 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 ali warranties of
fitness and in lieu of the warranty of merchantability. Seller shall not be liable for any
incidental or consequential damages 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

Tratamento Estatistico




Analise Descritiva

Teste de Wingate

Minimum Maximum Mean Std. Deviation
PotMax 12 527,00 859,00 656,08 96,98
Potmed 12 458,00 715,00 569,67 77,08
Indice Fadiga 12 18,50 35,50 26,41 4,80

Parametros Fisiologicos

Minimum Maximum Mean Std. Deviation
FC 12 151,00 183,00 165,25 10,07
La 12 6,20 12,70 10,01 2,01

Concentracéo de Cortisol Salivar

Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Cort_1 12 20,71 3583,88 921,49 1126,14
Cort_2 12 42,76 6121,27 1558,59 2002,42
Cort_3 12 19,25 6032,55 871,11 1664,66
Cort_4 12 3,96 5830,51 1169,60 2023,90
Cort_5 12 ,00 6879,65 1451,49 2316,41
Cort_6 12 18,16 3710,00 713,40 1029,88

Gréfico da Variagdo da concentracdo de Cortisol Salivar ao longo das 24horas
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Concentracdo de Testosterona Salivar

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Test 1 12 68,62 206,77 123,53 41,07
Test_2 12 88,83 215,02 145,85 35,74
Test_3 12 101,47 255,39 154,11 48,93
Tes_4 12 90,94 176,82 140,02 31,10
Test 5 12 139,77 300,99 191,80 41,84
Tes_6 12 36,71 201,87 106,49 40,35

Gréfico da Variacao da concentracao de Testosterona Salivar ao longo das 24horas
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Réacio Testosterona/ Cortisol

Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Rac_1 12 ,04 7,71 1,04 2,18
Rac_2 12 ,02 4,04 ,88 1,20
Rac_3 12 ,04 11,26 2,15 3,69
Rac_4 12 ,02 32,92 4,54 9,25
Rac_5 11 ,02 9,39 1,66 2,76
Rac_6 12 ,05 5,31 ,98 1,59
Grafico da Variacao do Racio T/C ao longo das 24horas
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Teste ndo — paramétrico - Wilcoxon Test

Ranks
| N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort_2-Cort_1 Negative Ranks 7(a) 4,57 32,00
Positive Ranks 5(b) 9,20 46,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort_3-Cort_1  Negative Ranks 7(d) 5,57 39,00
Positive Ranks 5(e) 7,80 39,00
Ties o(f)
Total 12
Cort_ 4-Cort_ 1  Negative Ranks 7(9) 5,57 39,00
Positive Ranks 5(h) 7,80 39,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort 5-Cort_1 Negative Ranks 703) 6,00 42,00
Positive Ranks 5(k) 7,20 36,00
Ties o(l)
Total 12
Cort 6-Cort_1 Negative Ranks 5(m) 7,60 38,00
Positive Ranks 7(n) 571 40,00
Ties 0(0)
Total 12
a. Cort 2<Cort_1
b. Cort 2>Cort_1
c. Cort 2=Cort_1
d. Cort 3<Cort_1
e. Cort_3>Cort_1
f.Cort_3=Cort_1
g. Cort_4<Cort_1
h. Cort_4> Cort_1
i. Cort_ 4=Cort_1
j. Cort_ 5<Cort_1
k. Cort 5>Cort_1
|. Cort 5=Cort_1
m. Cort_6 <Cort_1
n. Cort_6>Cort_1
0. Cort_6=Cort_1
Test Statistics(d)
Cort_2 - Cort_3 - Cort_4 - Cort 5 - Cort_6 -
Cort 1 Cort 1 Cort 1 Cort 1 Cort 1
z -,549(a) ,000(b) ,000(b) -,235(c) -,078(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,583 1,000 1,000 ,814 ,937

a Based on negative ranks.

b The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.

¢ Based on positive ranks.

d Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort_2-Cort_1 Negative Ranks 7(a) 4,57 32,00
Positive Ranks 5(b) 9,20 46,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort_3-Cort_2 Negative Ranks 6(d) 7,83 47,00
Positive Ranks 6(e) 5,17 31,00
Ties o)
Total 12
Cort_4 - Cort_2 Negative Ranks 9(g) 6,00 54,00
Positive Ranks 3(h) 8,00 24,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort 5-Cort_2 Negative Ranks 6(j) 5,83 35,00
Positive Ranks 6(k) 7,17 43,00
Ties o(l)
Total 12
Cort_6 - Cort_2 Negative Ranks 7(m) 7,14 50,00
Positive Ranks 5(n) 5,60 28,00
Ties 0(0)
Total 12
a. Cort_2<Cort_1
b. Cort_2>Cort_1
c. Cort_2=Cort_1
d. Cort_3<Cort_2
e. Cort_3>Cort_2
f. Cort_3=Cort_2
g. Cort_4<Cort_2
h. Cort 4> Cort_2
i. Cort_ 4=Cort_2
j- Cort_ 5<Cort_2
k. Cort_5> Cort_2
I. Cort_ 5=Cort_2
m. Cort_6 < Cort_2
n. Cort 6 >Cort_2
0. Cort_6=Cort_2
Test Statistics(c)
Cort_2 - Cort_3 - Cort_4 - Cort_5 - Cort_6 -
Cort 1 Cort 2 Cort 2 Cort 2 Cort 2
z -,549(a) -,628(b) -1,177(b) -,314(a) -,863(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,583 ,530 ,239 754 ,388

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort_3-Cort_1 Negative Ranks 7(a) 5,57 39,00
Positive Ranks 5(b) 7,80 39,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort_3-Cort_2 Negative Ranks 6(d) 7,83 47,00
Positive Ranks 6(e) 5,17 31,00
Ties o)
Total 12
Cort_4 - Cort_3 Negative Ranks 7(9) 6,29 44,00
Positive Ranks 5(h) 6,80 34,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort 5-Cort_3 Negative Ranks 70) 6,29 44,00
Positive Ranks 5(k) 6,80 34,00
Ties o(l)
Total 12
Cort_6 - Cort_3 Negative Ranks 6(m) 7,00 42,00
Positive Ranks 6(n) 6,00 36,00
Ties 0(0)
Total 12
a. Cort_3<Cort_1
b. Cort_3>Cort_1
c. Cort_3=Cort_1
d. Cort_3<Cort_2
e. Cort_3>Cort_2
f. Cort_3 = Cort_2
g. Cort_4<Cort_3
h. Cort 4> Cort_3
i. Cort_4=Cort_3
j. Cort_ 5<Cort_3
k. Cort_5> Cort_3
I. Cort_5=_Cort_3
m. Cort_6 < Cort_3
n. Cort 6 >Cort_3
0. Cort_6 =Cort_3
Test Statistics(c)
Cort_3 - Cort_3 - Cort_4 - Cort_5 - Cort_6 -
Cort 1 Cort 2 Cort 3 Cort 3 Cort 3
z ,000(a) -,628(b) -,392(b) -,392(b) -,235(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000 ,530 ,695 ,695 ,814

a The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.
b Based on positive ranks.
¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort_4-Cort_1 Negative Ranks 7(a) 5,57 39,00
Positive Ranks 5(b) 7,80 39,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort_4 - Cort_2 Negative Ranks 9(d) 6,00 54,00
Positive Ranks 3(e) 8,00 24,00
Ties o(f)
Total 12
Cort_4 - Cort_3 Negative Ranks 7(9) 6,29 44,00
Positive Ranks 5(h) 6,80 34,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort 5-Cort_4 Negative Ranks 5(j) 6,60 33,00
Positive Ranks 7(k) 6,43 45,00
Ties o(l)
Total 12
Cort_6 - Cort_4 Negative Ranks 5(m) 8,80 44,00
Positive Ranks 7(n) 4,86 34,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Cort_4<Cort_1
b. Cort_4>Cort_1
c. Cort_4=Cort_1
d. Cort_4<Cort_2
e. Cort_4>Cort_2
f. Cort_4=Cort_2
g. Cort_4<Cort_3
h. Cort 4> Cort_3
i. Cort_4=Cort_3
j- Cort_ 5<Cort_4
k. Cort_5>Cort_4
|. Cort_5=Cort_4
m. Cort_6 < Cort_4
n. Cort_ 6 > Cort_4
0. Cort_6=Cort_4
Test Statistics(d)
Cort_4 - Cort_4 - Cort_4 - Cort_5 - Cort_6 -
Cort 1 Cort 2 Cort 3 Cort 4 Cort 4
z ,000(a) -1,177(b) -,392(b) -,471(c) -,392(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000 ,239 ,695 ,638 ,695

a The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.

b Based on positive ranks.
¢ Based on negative ranks.

d Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort 5-Cort_1 Negative Ranks 7(a) 6,00 42,00
Positive Ranks 5(b) 7,20 36,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort_5 - Cort_2 Negative Ranks 6(d) 5,83 35,00
Positive Ranks 6(e) 7,17 43,00
Ties o(f)
Total 12
Cort_5-Cort_3 Negative Ranks 7(q) 6,29 44,00
Positive Ranks 5(h) 6,80 34,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort_5-Cort_4 Negative Ranks 5(j) 6,60 33,00
Positive Ranks 7(k) 6,43 45,00
Ties o(l)
Total 12
Cort_ 6-Cort_5 Negative Ranks 4(m) 9,25 37,00
Positive Ranks 8(n) 5,13 41,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Cort_ 5<Cort_1
b. Cort_ 5>Cort_1
c. Cort 5=Cort_1
d. Cort 5<Cort_2
e. Cort 5>Cort_2
f. Cort 5=Cort 2
g. Cort_ 5<Cort_3
h. Cort_ 5> Cort_3
i. Cort_ 5=Cort_3
j- Cort_ 5<Cort_4
k. Cort_5> Cort_4
|. Cort 5=Cort 4
m. Cort_6 < Cort_5
n. Cort 6 >Cort 5
0. Cort_6 =Cort_5
Test Statistics(c)
Cort_5 - Cort_5 - Cort_5 - Cort_5 - Cort_6 -
Cort 1 Cort 2 Cort 3 Cort 4 Cort 5
z -,235(a) -,314(b) -,392(a) -,471(b) -,157(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,814 , 754 ,695 ,638 ,875

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

¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Cort_6-Cort_1  Negative Ranks 5(a) 7,60 38,00
Positive Ranks 7(b) 5,71 40,00
Ties 0(c)
Total 12
Cort_6 - Cort_2 Negative Ranks 7(d) 7,14 50,00
Positive Ranks 5(e) 5,60 28,00
Ties o(f)
Total 12
Cort_6 - Cort_3 Negative Ranks 6(g) 7,00 42,00
Positive Ranks 6(h) 6,00 36,00
Ties 0(i)
Total 12
Cort_6 - Cort_4 Negative Ranks 5(j) 8,80 44,00
Positive Ranks 7(k) 4,86 34,00
Ties o(l)
Total 12
Cort_ 6-Cort_5 Negative Ranks 4(m) 9,25 37,00
Positive Ranks 8(n) 5,13 41,00
Ties 0(0)
Total 12
a. Cort 6<Cort_1
b. Cort_ 6> Cort_1
c. Cort 6=Cort_1
d. Cort_ 6<Cort_2
e. Cort_ 6> Cort_2
f. Cort_6 =Cort_2
g. Cort_6<Cort_3
h. Cort_6>Cort_3
i. Cort_6=_Cort_3
j- Cort_6 < Cort_4
k. Cort_ 6> Cort_4
|. Cort_ 6=Cort 4
m. Cort_6 < Cort_5
n. Cort_6>Cort_5
0. Cort_6=Cort_5
Test Statistics(c)
Cort_6 - Cort_6 - Cort_6 - Cort_6 - Cort_6 -
Cort 1 Cort 2 Cort 3 Cort 4 Cort 5
z -,078(a) -,863(b) -,235(b) -,392(b) -,157(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,937 ,388 814 ,695 875

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Test_2-Test_1  Negative Ranks 1(a) 5,00 5,00
Positive Ranks 10(b) 6,10 61,00
Ties 1(c)
Total 12
Test_3-Test_ 1  Negative Ranks 3(d) 7,00 21,00
Positive Ranks 9(e) 6,33 57,00
Ties o(f)
Total 12
Tes_4-Test 1 Negative Ranks 4(g) 5,25 21,00
Positive Ranks 8(h) 7,13 57,00
Ties 0(i)
Total 12
Test 5-Test 1 Negative Ranks 2() 1,50 3,00
Positive Ranks 10(k) 7,50 75,00
Ties o(l)
Total 12
Tes_6-Test 1 Negative Ranks 8(m) 6,63 53,00
Positive Ranks 4(n) 6,25 25,00
Ties 0(0)
Total 12
a. Test 2<Test 1
b. Test 2>Test 1
c. Test 2=Test 1
d. Test 3<Test 1
e. Test 3>Test 1
f. Test 3=Test_1
g. Tes_4<Test_ 1
h. Tes 4>Test 1
i. Tes 4=Test 1
j- Test 5<Test 1
k. Test 5> Test 1
|. Test 5=Test 1
m. Tes_6<Test_1
n. Tes_6>Test 1
0. Tes 6=Test 1
Test Statistics(c)
Test 2 - Test 3 - Tes 4 - Test 5 - Tes 6 -
Test 1 Test 1 Test 1 Test 1 Test 1
z -2,490(a) | -1,412(a) | -1,412(a) | -2,824(a) | -1,098(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,013 ,158 ,158 ,005 272

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Test 2 - Test_1 Negative Ranks 1(a) 5,00 5,00
Positive Ranks 10(b) 6,10 61,00
Ties 1(c)
Total 12
Test_3-Test 2  Negative Ranks 6(d) 5,83 35,00
Positive Ranks 6(e) 7,17 43,00
Ties o(f)
Total 12
Tes_4 - Test 2 Negative Ranks 7(9) 6,14 43,00
Positive Ranks 5(h) 7,00 35,00
Ties 0(i)
Total 12
Test 5- Test 2 Negative Ranks 2(j) 3,50 7,00
Positive Ranks 10(k) 7,10 71,00
Ties o(l)
Total 12
Tes_6 - Test_2 Negative Ranks 10(m) 6,80 68,00
Positive Ranks 2(n) 5,00 10,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Test_2<Test_1
b. Test 2> Test_ 1
c. Test_ 2=Test_1
d. Test_ 3<Test 2
e. Test 3> Test 2
f. Test 3=Test 2
g. Tes_4<Test 2
h. Tes 4> Test 2
i. Tes 4=Test 2
j. Test_ 5<Test 2
k. Test 5> Test 2
|. Test 5=Test 2
m. Tes_6 < Test_2
n. Tes 6> Test 2
0. Tes 6 =Test 2
Test Statistics(c)
Test 2 - Test 3 - Tes 4 - Test 5 - Tes 6 -
Test 1 Test 2 Test 2 Test 2 Test 2
z -2,490(a) -,314(a) -,314(b) -2,510(a) -2,275(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,013 , 754 , 754 ,012 ,023

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

¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Test_3-Test 1  Negative Ranks 3(a) 7,00 21,00
Positive Ranks 9(b) 6,33 57,00
Ties 0(c)
Total 12
Test_3 - Test_2 Negative Ranks 6(d) 5,83 35,00
Positive Ranks 6(e) 7,17 43,00
Ties 0(f)
Total 12
Tes_4-Test 3 Negative Ranks 7(9) 7,00 49,00
Positive Ranks 5(h) 5,80 29,00
Ties 0(i)
Total 12
Test 5-Test_ 3  Negative Ranks 4()) 4,25 17,00
Positive Ranks 8(k) 7,63 61,00
Ties o(l)
Total 12
Tes_6 - Test 3 Negative Ranks 9(m) 8,00 72,00
Positive Ranks 3(n) 2,00 6,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Test 3<Test 1
b. Test 3>Test 1
c. Test 3=Test 1
d. Test 3<Test 2
e. Test 3>Test 2
f. Test_ 3=Test 2
g. Tes_4<Test_ 3
h. Tes_4>Test 3
i. Tes_4=Test 3
j- Test_5<Test 3
k. Test 5> Test 3
|. Test 5=Test 3
m. Tes_6 < Test 3
n. Tes_6>Test_3
0. Tes_ 6=Test_3
Test Statistics(c)
Test 3 - Test 3 - Tes 4 - Test 5 - Tes 6 -
Test 1 Test 2 Test 3 Test 3 Test 3
z -1,412(a) -,314(a) -,784(b) -1,726(a) -2,589(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,158 , 754 ,433 ,084 ,010

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Tes_4 - Test_1 Negative Ranks 4(a) 5,25 21,00
Positive Ranks 8(b) 7,13 57,00
Ties 0(c)
Total 12
Tes_4 - Test 2 Negative Ranks 7(d) 6,14 43,00
Positive Ranks 5(e) 7,00 35,00
Ties 0(f)
Total 12
Tes_4-Test 3 Negative Ranks 7(9) 7,00 49,00
Positive Ranks 5(h) 5,80 29,00
Ties 0(i)
Total 12
Test_5-Tes_4 Negative Ranks 0(j) ,00 ,00
Positive Ranks 12(k) 6,50 78,00
Ties o(l)
Total 12
Tes 6-Tes 4 Negative Ranks 9(m) 7,00 63,00
Positive Ranks 3(n) 5,00 15,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Tes_ 4<Test 1
b. Tes 4>Test 1
c. Tes 4=Test 1
d. Tes_4<Test 2
e. Tes_4>Test 2
f. Tes_4=Test 2
g. Tes_4<Test 3
h. Tes_4>Test 3
i. Tes_4=Test 3
j- Test 5<Tes_4
k. Test 5>Tes 4
|. Test 5=Tes 4
m. Tes 6<Tes 4
n. Tes_ 6>Tes_ 4
0. Tes 6=Tes 4
Test Statistics(c)
Tes_4 - Tes_4 - Tes_4 - Test 5 - Tes_6 -
Test 1 Test 2 Test 3 Tes 4 Tes 4
z -1,412(a) -,314(b) -,784(b) -3,059(a) -1,883(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,158 , 754 ,433 ,002 ,060

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Test_ 5-Test 1  Negative Ranks 2(a) 1,50 3,00
Positive Ranks 10(b) 7,50 75,00
Ties 0(c)
Total 12
Test 5- Test_2 Negative Ranks 2(d) 3,50 7,00
Positive Ranks 10(e) 7,10 71,00
Ties 0(f)
Total 12
Test 5-Test_ 3  Negative Ranks 4(g) 4,25 17,00
Positive Ranks 8(h) 7,63 61,00
Ties 0(i)
Total 12
Test 5-Tes_4 Negative Ranks 0() ,00 ,00
Positive Ranks 12(k) 6,50 78,00
Ties o(l)
Total 12
Tes_6-Test 5 Negative Ranks 11(m) 7,00 77,00
Positive Ranks 1(n) 1,00 1,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Test 5<Test 1
b. Test 5> Test 1
c. Test 5=Test 1
d. Test 5<Test 2
e. Test 5>Test 2
f. Test 5=Test 2
g. Test_ 5<Test_3
h. Test 5> Test 3
i. Test 5=Test 3
j- Test 5<Tes_4
k. Test 5>Tes 4
|. Test 5=Tes 4
m. Tes 6<Test 5
n. Tes_6>Test 5
0. Tes 6 =Test 5
Test Statistics(c)
Test 5 - Test 5 - Test 5 - Test 5 - Tes 6 -
Test 1 Test 2 Test 3 Tes 4 Test 5
z -2,824(a) -2,510(a) -1,726(a) -3,059(a) -2,981(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,005 ,012 ,084 ,002 ,003

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Tes 6-Test 1 Negative Ranks 8(a) 6,63 53,00
Positive Ranks 4(b) 6,25 25,00
Ties 0(c)
Total 12
Tes_6 - Test_2 Negative Ranks 10(d) 6,80 68,00
Positive Ranks 2(e) 5,00 10,00
Ties o(f)
Total 12
Tes_6-Test 3 Negative Ranks 9(9) 8,00 72,00
Positive Ranks 3(h) 2,00 6,00
Ties 0(i)
Total 12
Tes_6-Tes_ 4 Negative Ranks 9(j) 7,00 63,00
Positive Ranks 3(k) 5,00 15,00
Ties o(l)
Total 12
Tes_6 - Test 5 Negative Ranks 11(m) 7,00 77,00
Positive Ranks 1(n) 1,00 1,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Tes_6<Test 1
b. Tes_6>Test 1
c. Tes_ 6=Test 1
d. Tes_6<Test 2
e. Tes 6>Test 2
f. Tes 6 =Test 2
g. Tes_6<Test 3
h. Tes 6> Test 3
i. Tes 6=Test 3
j- Tes_6<Tes_4
k. Tes_6>Tes 4
|. Tes_6=Tes_4
m. Tes_6 < Test_5
n. Tes 6>Test 5
0. Tes 6 =Test 5
Test Statistics(b)
Tes_6 - Tes_6 - Tes_6 - Tes_6 - Tes_6 -
Test 1 Test 2 Test 3 Tes 4 Test 5
z -1,098(a) -2,275(a) -2,589(a) -1,883(a) -2,981(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) 272 ,023 ,010 ,060 ,003

a Based on positive ranks.

b Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Rac_2-Rac_1 Negative Ranks 5(a) 6,80 34,00
Positive Ranks 7(b) 6,29 44,00
Ties 0(c)
Total 12
Rac_3-Rac_1 Negative Ranks 4(d) 3,25 13,00
Positive Ranks 8(e) 8,13 65,00
Ties 0(f)
Total 12
Rac_4-Rac_1 Negative Ranks 6(q) 4,67 28,00
Positive Ranks 6(h) 8,33 50,00
Ties 0(i)
Total 12
Rac 5-Rac_1 Negative Ranks 4() 6,75 27,00
Positive Ranks 7(k) 5,57 39,00
Ties o(l)
Total 11
Rac_6-Rac_1 Negative Ranks 7(m) 5,79 40,50
Positive Ranks 5(n) 7,50 37,50
Ties 0(0)
Total 12
a. Rac_2<Rac_1
b. Rac_2>Rac_1
c. Rac_2=Rac_1
d. Rac 3<Rac_1
e. Rac_ 3>Rac_1
f. Rac_ 3=Rac_1
g. Rac_4<Rac_1
h. Rac_ 4>Rac_1
i. Rac_4=Rac_1
j- Rac_5<Rac_1
k. Rac_5>Rac_1
. Rac_5=Rac_1
m. Rac_6<Rac_1
n. Rac 6 >Rac 1
0. Rac 6=Rac_1
Test Statistics(c)
Rac 2 - Rac_3 - Rac 4 - Rac 5 - Rac_6 -
Rac 1 Rac 1 Rac 1 Rac 1 Rac 1
z -,392(a) -2,040(a) -,863(a) -,533(a) -,118(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,695 ,041 ,388 ,594 ,906

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

¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Rac_2-Rac_1 Negative Ranks 5(a) 6,80 34,00
Positive Ranks 7(b) 6,29 44,00
Ties 0(c)
Total 12
Rac_3-Rac_2 Negative Ranks 6(d) 5,33 32,00
Positive Ranks 6(e) 7,67 46,00
Ties o)
Total 12
Rac_4 - Rac_2 Negative Ranks 3(g) 5,67 17,00
Positive Ranks 9(h) 6,78 61,00
Ties 0(i)
Total 12
Rac_5-Rac 2 Negative Ranks 5()) 4,80 24,00
Positive Ranks 6(k) 7,00 42,00
Ties o(l)
Total 11
Rac_6 - Rac_2 Negative Ranks 5(m) 7,60 38,00
Positive Ranks 7(n) 571 40,00
Ties 0(0)
Total 12
a. Rac_2<Rac_1
b. Rac_2>Rac_1
c. Rac_2=Rac_1
d. Rac_3 <Rac_2
e. Rac_3>Rac 2
f.Rac_3=Rac 2
g. Rac_4<Rac_2
h. Rac_ 4 >Rac 2
i. Rac_ 4=Rac_2
j- Rac_5<Rac_2
k. Rac_5>Rac_2
I. Rac_5=Rac_2
m. Rac_6 <Rac_2
n. Rac 6 >Rac 2
0. Rac_6 =Rac_2
Test Statistics(b)
Rac 2 - Rac 3 - Rac 4 - Rac 5 - Rac 6 -
Rac 1 Rac 2 Rac 2 Rac 2 Rac 2
z -,392(a) -,549(a) | -1,726(a) -,800(a) -,078(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,695 ,583 ,084 424 ,937

a Based on negative ranks.

b Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Rac_3-Rac_1 Negative Ranks 4(a) 3,25 13,00
Positive Ranks 8(b) 8,13 65,00
Ties 0(c)
Total 12
Rac_3-Rac_2 Negative Ranks 6(d) 5,33 32,00
Positive Ranks 6(e) 7,67 46,00
Ties o(f)
Total 12
Rac_4 - Rac_3 Negative Ranks 7(9) 5,14 36,00
Positive Ranks 5(h) 8,40 42,00
Ties 0(i)
Total 12
Rac_5-Rac_3 Negative Ranks 5(j) 7,80 39,00
Positive Ranks 6(k) 4,50 27,00
Ties o)
Total 11
Rac_6 - Rac_3 Negative Ranks 6(m) 7,83 47,00
Positive Ranks 6(n) 5,17 31,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Rac_3<Rac_1
b. Rac_3>Rac_1
c. Rac_3=Rac_1
d. Rac_3<Rac_2
e. Rac_3>Rac 2
f. Rac_3=Rac_2
g. Rac_4<Rac_3
h. Rac_ 4 >Rac_3
i. Rac_4=Rac_3
j- Rac_5<Rac_3
k. Rac_5>Rac_3
|. Rac_5=Rac_3
m. Rac_6 <Rac_3
n. Rac 6 >Rac_3
0. Rac 6 =Rac_3
Test Statistics(c)
Rac_3 - Rac_3 - Rac_4 - Rac_5 - Rac_6 -
Rac_1 Rac_2 Rac_3 Rac_3 Rac_3
z -2,040(a) -,549(a) -,235(a) -,5633(b) -,628(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,041 ,583 ,814 ,594 ,530

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

C

Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Rac_4-Rac_1 Negative Ranks 6(a) 4,67 28,00
Positive Ranks 6(b) 8,33 50,00
Ties 0(c)
Total 12
Rac_4 - Rac_2 Negative Ranks 3(d) 5,67 17,00
Positive Ranks 9(e) 6,78 61,00
Ties 0(f)
Total 12
Rac_4 - Rac_3 Negative Ranks 7(9) 5,14 36,00
Positive Ranks 5(h) 8,40 42,00
Ties 0(i)
Total 12
Rac_5-Rac_4 Negative Ranks 70) 6,29 44,00
Positive Ranks 4(k) 5,50 22,00
Ties 0()
Total 11
Rac_6 - Rac_4 Negative Ranks 8(m) 6,88 55,00
Positive Ranks 4(n) 5,75 23,00
Ties 0(o)
Total 12
a. Rac_4<Rac_1
b. Rac_ 4>Rac_1
c. Rac_4=Rac_1
d. Rac_4<Rac_2
e. Rac_4 > Rac_2
f. Rac_4 =Rac_2
g. Rac_4 <Rac_3
h. Rac_4 >Rac_3
i. Rac_4 =Rac_3
j- Rac_ 5 <Rac_4
k. Rac_ 5>Rac 4
. Rac 5=Rac 4
m. Rac_6 <Rac 4
n. Rac_6 > Rac_4
0. Rac_6=Rac_4
Test Statistics(c)
Rac_4 - Rac_4 - Rac_4 - Rac_5 - Rac_6 -
Rac_1 Rac_2 Rac_3 Rac 4 Rac 4
z -,863(a) -1,726(a) -,235(a) -,978(b) -1,255(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,388 ,084 ,814 ,328 ,209

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




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Rac_5-Rac_1 Negative Ranks 4(a) 6,75 27,00
Positive Ranks 7(b) 5,57 39,00
Ties 0(c)
Total 11
Rac_5-Rac_2 Negative Ranks 5(d) 4,80 24,00
Positive Ranks 6(e) 7,00 42,00
Ties o)
Total 11
Rac_5-Rac_3 Negative Ranks 5(g) 7,80 39,00
Positive Ranks 6(h) 4,50 27,00
Ties 0(i)
Total 11
Rac_5-Rac 4 Negative Ranks 70) 6,29 44,00
Positive Ranks 4(k) 5,50 22,00
Ties o(l)
Total 11
Rac_6 - Rac_5 Negative Ranks 7(m) 6,43 45,00
Positive Ranks 4(n) 5,25 21,00
Ties 0(0)
Total 11
a. Rac_5<Rac_1
b. Rac_5>Rac_1
c. Rac_5=Rac_1
d. Rac_5<Rac_2
e. Rac 5>Rac 2
f. Rac_5=Rac_2
g. Rac_ 5<Rac_3
h. Rac_ 5> Rac_3
i. Rac_ 5=Rac_3
j- Rac_5<Rac_4
k. Rac_5>Rac_4
|. Rac_5=Rac_4
m. Rac_6 <Rac_5
n. Rac 6 >Rac 5
0. Rac_ 6 =Rac 5
Test Statistics(c)
Rac_5 - Rac_5 - Rac_5 - Rac_5 - Rac_6 -
Rac 1 Rac 2 Rac 3 Rac 4 Rac 5
z -,533(a) -,800(a) -,5633(b) -,978(b) -1,067(b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,594 424 ,594 ,328 ,286

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

¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




Ranks

N Mean Rank | Sum of Ranks
Rac_6-Rac_1 Negative Ranks 7(a) 5,79 40,50
Positive Ranks 5(b) 7,50 37,50
Ties 0(c)
Total 12
Rac_6 - Rac_2 Negative Ranks 5(d) 7,60 38,00
Positive Ranks 7(e) 5,71 40,00
Ties o(f)
Total 12
Rac_6 - Rac_3 Negative Ranks 6(g) 7,83 47,00
Positive Ranks 6(h) 5,17 31,00
Ties 0(i)
Total 12
Rac_6 - Rac_4 Negative Ranks 8() 6,88 55,00
Positive Ranks 4(k) 5,75 23,00
Ties o(l)
Total 12
Rac_6-Rac 5 Negative Ranks 7(m) 6,43 45,00
Positive Ranks 4(n) 5,25 21,00
Ties 0(0)
Total 11
a. Rac_ 6<Rac_1
b. Rac 6 >Rac_1
c. Rac_ 6=Rac_1
d. Rac_6<Rac_2
e. Rac_6>Rac_2
f. Rac_6 =Rac_2
g. Rac_6<Rac_3
h. Rac_6 > Rac_3
i. Rac_6 =Rac_3
j- Rac_6<Rac_4
k. Rac_6>Rac 4
|. Rac_6=Rac 4
m. Rac_6 <Rac 5
n. Rac_6 > Rac_5
0. Rac_6=Rac_5
Test Statistics(c)
Rac_6 - Rac_6 - Rac_6 - Rac_6 - Rac_6 -
Rac 1 Rac 2 Rac 3 Rac 4 Rac 5
z -,118(a) -,078(b) -,628(a) -1,255(a) -1,067(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,906 ,937 ,530 ,209 ,286

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

¢ Wilcoxon Signed Ranks Test




