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RESUMO

O objetivo da presente Tese de Doutorado foi investigar diferencas fisiolégicas em
relac@o aos niveis de capacidade fisica bem como o nivel competitivo dos jogadores
de futebol masculinos sub-22. Para isso, a Tese foi dividida em dois estudos, o
primeiro teve como objetivo usar lipidémica para investigar diferencas metabdlicas
entre jogadores de futebol masculinos sub-22 com maior e menor capacidade
aerdbia. Além de buscar identificar associa¢des entre o perfil metabdlico sérico em
jejum com a velocidade critica (VCrit). O segundo utilizou avaliacGes fisicas
tradicionais, juntamente com uma abordagem lipidébmica para comparar o peffil
antropomeétrico, o nivel de aptidao fisica e o perfil metabdlico sérico de jejum entre os
jogadores de futebol de sub-22 inseridos em diferentes niveis de competicdo. No
delineamento experimental, foram avaliados 36 jogadores de futebol Sub-22. Estudo
1: Grupo de baixa aptiddo aerdbia com 21 atletas (idade= 19 + 1 anos) e grupo de
alta aptidao aerobia com 15 atletas (idade= 19 + 2 anos). Estudo 2: Equipe ndo-elite
com 20 atletas (idade = 20 £ 2 anos) e elite com 16 atletas (idade = 18 + 1 ano). Para
ambos os estudos, amostras de sangue do I6bulo da orelha foram coletadas e os
metabdlitos foram extraidos apés jejum noturno (12h). Lipidédmica por meio da
cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa (LC-MS) e avaliacdo
antropomeétrica foram realizadas. A VCrit foi aplicada para determinar a capacidade
aerdbia (VCrit) e anaerdbia (CCA). No estudo 1, os jogadores de futebol com
diferentes capacidades aerébias apresentaram perfis metabdlicos séricos distintos
em jejum. Os metabdlitos PC(32:3), PE(18:1(92)/16:1(9z2)), 1-(2-metoxi-19Z-
hexacosenil)-sn-glicero-3-fosfoserina, PE(22:2(13z,16z)/18:2(9z,12z)), PS(48:0) e
PG(38:7) foram relacionados ao metabolismo de glicerofosfolipideos
(glicerofosfoserinas, glicerofosfoetanolaminas, glicerofosfocolinas e
glicerofosfogliceréis) podendo cautelosamente ser consideramos como marcadores
de capacidade aer6bia em jogadores de futebol. No estudo 2, altura
(t=—0,95;p=0,348), indice de massa corporal (t=0,16;p=0,870), massa corporal
(t=—0,45;p=0,654), massa corporal magra (t=-0,74;p=0,462 ), gordura corporal
(t=0,53;p=0,597), percentual de gordura corporal (t=1,28;p=0,207), hematdcrito
(t=-0,58;p=0,563), VCrit (t=1,98;p=0,06), e CCA (t=-1,63;p=0,110) né&o
apresentaram diferencas significativas entre os times de elite e n&o elite. O modelo
multivariado de Regresséo por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) mostrou uma
clara separacédo entre as equipes de elite e néo elite para os dados lipidémicos. Ou
seja, as avaliacdes fisicas classicas ndo foram capazes de diferenciar as equipes
inseridas em diferentes niveis competitivos. No entanto, a abordagem lipidémica
mostrou-se capaz de diferenciar o perfil metabdélico em jejum entre equipes de elite e
nao elite. Adicionalmente, os metabdlitos com alta abundancia relativa na equipe de
elite foram relacionados com melhor nivel de poténcia aerébia, maior eficiéncia no
processo de recuperacdo e melhora do humor, imunidade, tomada de deciséo e
precisao, além de atuar na preservacdao mitocondrial e manutencdo da cadeia de
transporte.

Palavras-chave: lipidémica, perfil metabdlico, antropométrico, glicerofosfolipidios,
velocidade critica, biomarcadores, futebol.



ABSTRACT

The aim of this Doctoral Thesis was to investigate physiological differences in relation
to levels of physical capacity as well as the competitive level of male U22 soccer
players. For this, the thesis was divided into two studies, the first aimed to use
untargeted lipidomics to investigate metabolic differences between U22 male soccer
players with higher and lower aerobic capacity. In addition, we seek to identify
associations between the fasting serum metabolic profile with critical velocity (VCrit).
The second study used classical physical assessments and a lipidomics approach to
compare the anthropometric, physical fithess level, and serum fasting metabolic
profile among U22 soccer players from different competitive levels. In the
experimental design, 36 soccer players U22 were evaluated. Study 1: Low aerobic
fitness group with 21 athletes (age= 19 * 1 years) and high aerobic fitness group with
15 athletes (age= 19 * 2 years). Study 2: Non-elite team with 20 athletes (age = 20 +
2 years) and elite team with 16 athletes (age = 18 * 1 year). For both studies, earlobe
blood samples were collected and the metabolites were extracted after overnight
fasting (12h). Untargeted lipidomics through LC-MS analysis and anthropometric
evaluation was performed. Critical velocity was applied to determine aerobic (VCrit)
and anaerobic (ARC) capacity. In study 1, the low and high aerobic fithess groups
presented different metabolic profiles based on heatmap and volcano plot analysis.
The metabolites PC(32:3), PE(18:1(92)/16:1(92)), 1-(2-methoxy-19Z-hexacosenyl)
sn-glycero-3-phosphoserine, PE(22: 2(132,16Z)/18:2(9Z,12Z)), and PS(48:0) were
related to the metabolism of glycerophospholipids (glycerophosphoserines,
glycerophosphoethanolamines, glycerophosphochaolines, and
glycerophosphoglycerols) and can cautiously be considered as aerobic capacity
markers in soccer players. In study 2, Height (t=—0.95;p=0.348), body mass index
(t=0.16;p=0.870), body mass (t=—0.45;p=0.654), lean body mass (t=—0.74;p=0.462),
body fat (t=0.53;p=0.597), body fat percentage (t=1.28;p=0.207), hematocrit
(t=-0.58;p=0.563), VCrit (t=1.98;p=0.06), and ARC (t=—1.63;p=0.110) showed no
significant differences between the elite and non-elite teams. The multivariate PLS-
DA model showed a separation between the elite and non-elite teams. That is, the
classic physical assessments were not able to differentiate the teams inserted in
different competitive levels. However, the lipidomics approach was able to
differentiate the fasting metabolic profile between elite and non-elite teams.
Additionally, metabolites with a high relative abundance in the elite group were related
with a better level of aerobic power, greater efficiency in the recovery process, and
improvement of mood, immunity, decision making, and accuracy, in addition to acting
in mitochondrial preservation, and electron transport chain maintenance.

Keywords: lipidomics, metabolic profile, anthropometric, glycerophospholipids, critical
velocity, biomarkers, soccer.
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1. INTRODUCAO

O futebol é caracterizado por atividades intermitentes e imprevisiveis. Os
individuos praticantes da modalidade executam inumeros esforcos (aciclicos
ou ciclicos) repetidos com alta intensidade (mudanca brusca de direcéo,
dribles, chutes, sprints), intercalados por periodos de recuperacéo ativa ou
passiva (repouso, andar e trotar). Essas caracteristicas complexas tornam o
futebol uma modalidade esportiva extremamente desafiadora do ponto de
vista cientifico (O'REILLY e WONG, 2012; DATSON et al., 2014; NEDELEC
et al., 2015).

Considerando as particularidades da modalidade (DI SALVO et al., 2007,
BLOOMFIELD et al., 2007; ZHOU et al., 2020), a via anaerobia desempenha
papel indispensavel na producdo energética para a realizacdo de acdes
técnicas e taticas especificas de alta intensidade (BANGSBO et al., 2007). Ja
a via aerObia auxilia predominantemente na producdo energética de
adenosina trifosfato (ATP) (STGLEN et al., 2005; BANGSBO et al., 2007) e
durante os instantes de recuperacdo entre esforcos, apresenta funcao
imprescindivel no reequilibrio acido-basico celular a nivel tecidual e sistémico
(TOMLIN e WENGER, 2001).

Protocolos avaliativos como Lactato Minimo (SILVA et al., 2007), circuito
de Hoff para determinacdo especifica da Maxima Fase Estavel de Lactato
(MFEL) (LOURES et al.,, 2015), Maximo Déficit Acumulado de Oxigénio
(MAOD) (ANDRADE et al., 2015) e velocidade critica (VCrit) (KARSTEN et al.,
2016) vém sendo estudados e utilizados para quantificar ambos
metabolismos. A VCrit (WAKAYOSHI et al., 1992) trata-se de uma avaliagéo
inspirada no conceito intensidade por tempo de exaustdo, incialmente
aplicado no modelo de poténcia critica (PCrit) (MONOD e SCHERRER, 1965)
onde a VCrit € alusiva a estimativa de capacidade aerdbia, sendo relacionada
com a taxa maxima de trabalho realizado por longo periodo sem fadiga e a
Capacidade de Corrida Anaerdbia (CCA), corresponde a quantidade finita de
trabalho que pode ser utilizado em intensidade superiores a VCrit (JONES et
al., 2010). Ambos os parametros podem ser determinados por meio da
aplicacdo de esforgos preditivos com diferentes intensidades, executados
aleatoriamente em dias alternados, em ambientes especificos da modalidade,
a partir do uso de ferramentas simples, como um cronémetro e um ergémetro.

de estudos envolvendo protocolos com avaliagdo fisica, outros
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aspectos também foram considerados. Visando o entendimento das respostas
metabdlicas dos praticantes e jogadores de futebol, estudos utilizaram a
bioquimica tradicional para determinar marcadores biolégicos especificos
(DJAQUI et al., 2017). Embora a bioquimica tradicional tenha possibilitado o
avanc¢o no conhecimento dos biomarcadores sobre os processos fisiol6gicos
no futebol, essas abordagens tradicionais s&o reducionistas quando o objetivo
€ buscar uma resposta global e integrada das perturbacfes metabdlicas.
Sabendo da complexidade do futebol, a biologia de sistemas se torna uma
estratégia interessante para investigar a fisiologia dos atletas. Essa estratégia
objetiva fornecer uma perspectiva ampla e integrada das vias metabdlicas de
um organismo (NIELSEN e LEE, 2012).

As ciéncias 6micas incluidas dentro da biologia de sistemas objetivam
descobrir novas associacdes integradas entre as vias biolégicas, tentando
também identificar biomarcadores relevantes para o melhor entendimento da
fisiologia humana em diversas situacdes (YAN et al., 2015; HOFFMAN, 2017,
RAI et al., 2018). As Omicas sao divididas em estudos do acido
desoxirribonucleico (DNA) (genbmica), RNA (transcriptbmica), proteinas
(protedmica), metabdlitos (metabolémica) e lipideos (lipiddmica) (HOFFMAN,
2017). Atualmente, os autores tém considerado que tais ferramentas séo as
melhores e mais elaboradas para o entendimento do funcionamento celular,
do organismo e suas modificaces biologicas.

Dentre as ciéncias 6micas, a metabdlomica e a lipidémica tem como
principal objetivo responder perguntas voltadas aos processos quimicos que
envolvem os metabolitos (GORROCHATEGUI et al., 2016; KLASSEN et al.,
2017). Mais especificamente, essa area estuda alteragcbes no perfil do
metaboloma em situagbes comparativas de grupos em terapias e doencas,
confrontando niveis de estresse, modulacdo alimentar e exercicio fisico (AL-
KHELAIFI et al., 2018; HOANG et al.,, 2019). Existem duas maneiras de
desenvolver estudos em metaboldmica e lipidémica, sem alvo (untargeted
metabolomic) e com alvo (targeted metabolomic). A lipidémica sem alvo
objetiva a identificacdo e/ou quantificacdo total do lipidoma, enquanto a
lipiddmica com alvo atua na mensuracao de grupos definidos de metabdlitos
lipidicos quimicamente caracterizados e bioquimicamente conhecidos. Para
0S estagios iniciais de uma pesquisa com o intuito de descobrir novos
biomarcadores, o uso da abordagem sem alvo é mais aconselhado, ao passo

que o0 uso da abordagem com alvo é recomendado para a validacdo e
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implementagdo dos biomarcadores (PATTI et al., 2012).

Diversos pesquisadores usaram a metabolomica e a lipidomica para
elucidar questionamentos envolvendo a fisiologia do futebol. Devido a
importancia da nutricdo e suplementacdo no esporte, AL-KHELAIFI et al.
(2018) estudaram o perfil dos metabdlitos presentes no soro de atletas de elite
de diversos esportes, inclusive no futebol. Com o olhar voltado para as
mudancas no metaboloma perante o estresse agudo, PITTI et al. (2019)
investigaram as respostas dos metabdlitos apdés uma partida de futebol. Em
complemento PRADO et al. (2017) avaliaram alteragcbes metabdlicas no
sangue e na urina durante e apés uma partida. RA et al. (2014) buscaram
biomarcadores de fadiga apds sequéncia de 3 jogos recreativos consecutivos.
Além das alteracbes agudas, sabe-se que o metaboloma humano sofre
adaptacdes a longo prazo, por isso PINTUS et al. (2020) investigaram a
variacdo do metaboloma da urina ao decorrer da pré-temporada e QUINTAS
et al. (2020) buscaram tracar relacées entre a carga externa e as modificacdes
no metaboloma perante as adaptacdes fisiologicas do treinamento realizado
em uma temporada completa.

Pesquisadores também questionaram as respostas dos metabdlitos
frente a aplicacdo de protocolos avaliativos. SANTONE et al. (2014)
objetivaram detectar variacdes metabdlicas apds execucdo do Yo-Yo level-1
intermittent recovery test. Além de investigar as respostas dos metabolitos
frente as avaliacdes fisicas, os fisiologistas do futebol também buscam
entender o comportamento do metaboloma apos sessfes de treinamento
utilizando diferentes meios e métodos. Aplicando o jogo reduzido, CICERO et
al. (2015) buscaram tracar alteracbes no metaboloma da saliva ap6s uma
sessdo em jogadores de futebol de elite. ZAFEIRIDIS et al. (2016) aplicaram
a metaboldbmica para investigar as alteracbes dos metabdlitos apos a
realizacdo de exercicios continuo, high intensity interval training (HIIT) longo
e curto. Ainda investigando o HIIT, ZHAO et al. (2020) integraram a
protedmica e a metaboldomica a fim de investigar com profundidade as
respostas metabdlicas e proteicas. Todos os estudos supracitados utilizaram
distintos fluidos biolégicos (plasma/soro, urina, saliva) para visualizarem o
perfil e as alteracdes no metaboloma dos atletas. Por outro lado, ALZHARANI
et al. (2020) utilizaram amostras de urina, plasma e saliva no mesmo
experimento para analisar o impacto do exercicio de alta intensidade no perfil

do metaboloma.
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Os trabalhos citados envolvendo metabolomica, lipiddmica e futebol
buscaram compreender o comportamento dos metabdlitos em situagdes de
estresse fisiolégico gerado pelo exercicio na modalidade e, também,
apontaram possiveis novos biomarcadores de estresse, fadiga e
desempenho. Embora esses estudos sejam importantes, corriqueiramente as
pesquisas ndo consideram o nivel de condicionamento fisico e o nivel
competitivo em que os atletas estdo inseridos. Uma vez que além das
caracteristicas em comum relacionadas a modalidade, os jogadores de futebol
apresentam variacodes fisioldgicas que podem ser influenciadas pelo nivel de
condicionamento fisico e/ou nivel competitivo (por ex., profissional,
semiprofissional, amador) (MORRIS et., 2013; LUSTGARTEN et al., 2013;
MORRIS et al., 2015).

Dessa forma, torna-se evidente a importancia de analisar diferencas
fisicas e metabdlicas considerando o nivel de condicionamento fisico bem
como o nivel competitivo em que os jogadores de futebol estdo inseridos. Essa
abordagem fornece conexdes entre diferentes linhas de pesquisa e campos
de atuacdo, caracterizando o perfil fisiologico dos atletas e sendo capaz de
diminuir as barreiras entre treinadores esportivos e cientistas, melhorar

significativamente o desempenho atlético.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral da presente tese de doutorado foi usar diferentes
avaliacdes fisicas e a abordagem lipiddmica untargeted para investigar
diferencas fisioldgicas em relacao aos niveis de capacidade fisica bem como

o nivel competitivo dos jogadores de futebol masculinos sub-22.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos da presente Tese de Doutorado foram
organizados em dois estudos, os quais foram conduzidos no intuito de

investigar:

Estudo 1. O objetivo priméario da presente tese de doutorado foi usar
lipiddmica untargeted para investigar diferencas metabdlicas entre jogadores
de futebol masculinos sub-22 com maior e menor capacidade aerébia. Além
disso, procuramos identificar associacdes entre o perfil metabdlico sérico em

jejum com a capacidade aerdbia.

Estudo 2: Objetivo secundario foi utilizar avaliacGes fisicas classicas
juntamente com a abordagem lipidbmica para comparar o perfil
antropométrico, nivel de aptidao fisica e perfil metabdlico sérico em jejum
entre jogadores de futebol sub-22 inseridos em diferentes niveis de

competicéo.
2.3Resultados esperados e hipoteses do projeto
Séo hipoteses da presente tese de doutorado:
Estudo 1: O nivel de capacidade aerobia influenciara o perfil metabadlico
sérico de jejum dos atletas de futebol. Adicionalmente, alguns metabdlitos

identificados e diferenciados serdo relacionados com nivel de capacidade
aerdbia dos jogadores de futebol.
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Estudo 2: Jogadores futebol inseridos em diferentes niveis competitivos
apresentarao valores diferentes nos parametros advindos da aplicacao das
avaliagOes fisicas tradicionais. Além disso, jogadores futebol inseridos em
diferentes niveis competitivos apresentardo diferencas no perfil metabdlico

sérico de jejum.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas do futebol

O futebol € o esporte mais popular do mundo, praticado tanto por
mulheres quanto por homens em diferentes faixas etarias (criangas, jovens e
adultos) com diferentes niveis competitivos (O'REILLY e WONG, 2012;
DATSON et al., 2014; NEDELEC et al., 2015). Os individuos praticantes de
futebol realizam grande numero de esforcos de alta intensidade intercalados
com baixa intensidade. Tais caracteristicas tornam o futebol uma modalidade
esportiva extremamente complexa, carente de estudos que possam ser
aplicados para a aquisicao do melhor desempenho no &mbito da fisiologia do
exercicio (O’REILLY e WONG, 2012; DATSON et al., 2014; NEDELEC et al.,
2015). O desempenho do futebol depende de uma infinidade de fatores como
as areas da bioquimica, fisiolégica, fisica, biomecanica, técnico, tatica e
mental (STALEN et al., 2005).

3.1.1 Caracteristicas bioquimicas do futebol

O futebol é caracterizado por atividades intermitentes e abertas. Essas
caracteristicas em regime de esforco e pausa demandam alta resposta dos
sistemas energéticos durante o treinamento ou uma partida (90 minutos)
(STOLEN et al., 2005). A disponibilidade intramuscular de ATP é escassa,
supre apenas poucos segundos de contracdo muscular (STATHIS et al.,
1994). Dessa maneira, o corpo humano faz uso de diferentes substratos
energeéticos para produzir ATP visando sustentar as mudancas de direcéo,
aceleracbes, desaceleracdes, dribles, chutes, saltos e giros presentes na
modalidade. A fosfocreatina, glicogénio, glicose, acido graxo livre e proteinas
séo utilizados pelos metabolismos anaerdbio e aerobio para produzir energia.

O metabolismo anaerobio € subdivido em alatico e latico, ambos
fornecem energia rapida para realizagdo de esforgcos de alta intensidade e
curta duracédo. O metabolismo anaerobio alatico denominado também como
sistema ATP-fosfocreatina (ATP-CP) envolve apenas uma reacao quimica.
Apesar de ndo produzir elevada quantidade de ATP, essa via tem alto poder
de ressintese, sendo catalisada pela enzima creatina quinase (CK). Esse

sistema funciona como um tampao energético, sendo extremamente sensivel
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a alteracbes nas concentracgoes intracelulares de ATP e adenosina difosfato
(ADP) (JONES et al., 1985). Ou seja, quando ATP € maior que ADP o sistema
ATP-CP esta inibido, mas quando ATP é menor que ADP, o sistema ATP-CP
€ estimulado. Com o0 aumento da durabilidade do exercicio fisico, os estoques
de fosfocreatina sao depletados, sendo insuficientes para suprir a demanda
energética solicitada. Dentro dessa demanda, o sistema anaerdbio latico ou
glicélise anaerdbia passa a ser mais requisitado. Esse sistema energético é
constituido por 12 reacdes, que vai desde a degradacdo de glicogénio
muscular até a formacgéo de ATP tendo como produtos finais da via o lactato
e os ions H*. Acredita-se que a via da glicolise anaerdbia é responsavel por
fornecer 80% do ATP exigido durante esforcos de alta intensidade (SPRIET,
1995). A via anaerdbia é extremamente importante no futebol, principalmente
Nnos momentos em que ocorre uma sequéncia de sprints repetidos e quando
a intensidade do esforco aumenta repentinamente (BOOBIS et al., 1987;
WRAGG et al., 2000; STALEN et al., 2005).

A via aerbbia ou metabolismo oxidativo sustenta atividades que
perduram por mais tempo no futebol (STALEN et al., 2005; BANGSBO et al.,
2007). Essa via sintetiza alto nivel energético, porém demanda mais tempo
devido ao nimero de processos bioquimicos ocorridos. Carboidratos (glicolise
aerobia), proteinas (protedlise) e lipideos (B-oxidacao dos acidos graxos) sao
convertidos em acetil-CoA. O acetil-CoA passa por 9 reacdes no ciclo de
Krebs. Esse ciclo atua como redutor de coenzimas, sendo completamente
degradado a diéxido de carbono. Ao decorrer dessas reacdes as coenzimas
Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina (NAD) e Dinucleotideo de Flavina e
Adenina (FAD) sdo convertidas em NADH + H* e FADH2. Dessa forma, na
cadeia transportadora de elétrons, ambas coenzimas s&o reoxidadas pelo
oxigénio molecular em NAD* e FAD®'. Esse processo sintetiza a maior
guantidade de ATP celular (FEO et al., 2003).

A demanda energética se altera de acordo com a intensidade e a
duracdo da atividade realizada (FEO et al.,, 2003). Considerando as
particularidades do futebol, a via aerébia fornece maior aporte na producéo
energética de ATP (STYLEN et al., 2005; BANGSBO et al., 2007). Atua
principalmente em esforcos em dominio moderado, pesado e durante os
momentos de recuperacdo apoOs execucdo de intensidades severas
(GAESSER e POOLE, 1996; TOMLIN e WENGER, 2001). J& os sistemas
anaerobios alético e latico desempenham papel indispensavel na producgéo de
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energia para a realizagdo de acdes técnicas e taticas especificas realizadas
nos dominios severo ou extremo (WRAGG et al., 2000; STALEN et al., 2005).

3.1.2 Demandas fisicas e fisiol6gicas do futebol

Buscando caracterizar as acdes de jogo realizadas e as demandas
fisicas da modalidade, REILLY (1976) mostrou que a distancia total percorrida
(DTP) em partidas por jogadores de futebol é em média 8.680 metros, sendo
36% trotando, 24,8% andando, 20,5% correndo em velocidade submaxima,
11,25% correndo em velocidade maxima e 6,7% correndo para tras. Na
mesma linha, BANGSBO et al. (1991) revelaram que 40,16% dos esforcos
realizados por jogadores de futebol sdo andando, 35,1% trotando lentamente,
17,1% trotando mais rapidamente, 5,3% correndo rapidamente, 2,1%
correndo em velocidade alta e 0,7% correndo em velocidade maxima. Devido
ao avanco tecnologico, houve aumento na diversidade e disponibilidade de
ferramentas tecnoldgicas utilizadas para realizacdo da analise de
desempenho em times de futebol. BARROS et al. (2007) filmaram quatro
partidas do campeonato brasileiro da primeira divisdo, e observaram que a
DTP foi de 10.012 + 1.024m. Os jogadores avaliados caminharam ou trotaram
5.537 £ 263m, correram 1.615 + 351m em baixa velocidade, 1.731 + 399m em
velocidade moderada, 691 + 190m em alta velocidade e executaram sprints
méaximos totalizando 437 + 171m. Igualmente VARLEY et al. (2014)
acompanharam os movimentos de atletas de futebol, utilizando o sistema de
posicionamento global (GPS) de 5 Hz. Os jogadores percorreram uma DTP
de 10.274 = 946m, sendo que 9.757 + 859m foram percorridos em baixa
intensidade, 517 =+ 239m em alta velocidade e 93 + 77m executando sprints
em maxima intensidade. Com a aplicagdo do sistema Digital.Stadium® VTS
durante uma partida, BEATO e JAMIL (2018) realizaram analise em duplicata
do mesmo jogo para verificar reprodutibilidade do sistema. Os autores
mostraram que DTP para primeira analise foi de 8.095 + 3.271m e para
segunda analise 8.073 £ 3.26m, sendo que a distancia média dos esfor¢os
realizados a 5 km/h = 1.605 = 885m e 1.601 =+ 879m; 20 km/h =518 + 340m e
518,5 + 332m; 19-22 km/h = 356 + 206m e 358 + 206m; 22 km/h = 304 £ 230m
e 307 = 227m na primeira e segunda analise, respectivamente. Mesmo
considerando o0s avancgos tecnoldgicos e diversificados métodos de
mensuracao, as acdes realizadas pelos jogadores em diferentes décadas e a
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demanda energética corroboram com dois estudos classicos. BANGSBO
(1994) afirmou que aproximadamente 90% da energia utilizada durante uma
partida de futebol estd associada ao metabolismo aerébio e MAYHEW e
WENGER (1985) mostraram que exigéncia energética anaerobia € de apenas
12% do tempo total de jogo. Além disso, os jogadores de futebol apresentam
particularidades em relacdo a DTP. Buscando caracterizar a DTP especifica
de cada posicao de jogo, BARROS et al. (2007), mostraram que 0s zagueiros
externos (10.642 + 663m), meio-campistas centrais (10.476 + 702m) e meio-
campistas externos (10.598 + 890m) exibiram maior DTP em relacdo aos
atacantes (9.612 + 772m). Os autores afirmam também que os atacantes
apresentaram maior DTP em relac&o aos defensores centrais (9.029 + 860m).
Na mesma linha, DI SALVO et al. (2007) visualizaram que os defensores
centrais percorreram menor DTP (10.627 = 893m) em relagdo aos meio-
campistas centrais (12.027 = 625m), meio-campistas externos (11.990 +
776m), defensores externos (11.410 + 708m) e atacantes (11.254 + 894m).
Além disso, 0s meio-campistas centrais e meio-campistas externos
transitaram maior DTP.

Parametros de poténcia e capacidade aerdbia e anaerébia devem ser
levados em consideracédo no futebol. A poténcia aerdbia, ou consumo maximo
de oxigénio (VOz2max), refere-se a quantidade maxima de oxigénio que um
individuo pode utilizar durante o exercicio intenso ou maximo (LEE et al.,
2021). Entre 1989 e 2012 pesquisadores mensuraram o VOz2max de 1.545
jogadores de futebol do sexo masculino. O conjunto de dados indicaram que
os valores que atendem as demandas de poténcia aerdbia no futebol
profissional masculino estd aproximadamente entre 62 - 64 mL.kgtl.min?
(TONNESSEN et al., 2013). Em uma revisdo de literatura abordando as
caracteristicas fisiologicas de jogadores de futebol de elite, TUMILTY, (1993)
mostrou que os valores de VO2max é aproximadamente 60 mL.kg2.mint. Por
outro lado, ANDRADE et al. (2015) determinou o0 VO2max de jogadores de
futebol com o valor de 51,1 mL.kg.min"t. JA STGLEN et al. (2005) afirmaram
gue VOzmax de jogadores masculinos de futebol varia entre 50 - 75 mL.kg"
L. min"t, enquanto os goleiros tém 50 - 55 mL.kgt.min"t. Resultado similar ao
encontrado na literatura, onde os goleiros tém menor VO2max estimado (56,4
+ 3,9 mL.kgt.min!) do que os laterais (60,7 + 2,3 mL.kgt.min), zagueiros
centrais (59,5 + 3,2 mL.kgt.mint), meio campistas (61,4 + 3,4 mL.kgt.min)

e atacantes (60,1 + 4,2 mL.kgt.min1). J& os meio-campistas apresentaram
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maior VOz2max do que os zagueiros (DAVIS et al., 1992). Tais informacdes
corroboram com outro estudo, onde 0s meio-campistas apresentaram maior
VOzmax em relagéo aos zagueiros, atacantes e goleiros (TONNESSEN et al.,
2013).

Além de determinar a poténcia aerdbia, pesquisadores buscaram avaliar
a capacidade aerébia de jogadores de futebol em diversos contextos. O limiar
anaerobio (LAN) referente a capacidade aerébia, tem como definicdo como a
maior intensidade de exercicio sustentada para a qual a medi¢cdo do consumo
de oxigénio pode ser responsavel por toda a necessidade energética (POOLE
et al., 2021). Na intensidade de LAn, a producédo e depuracao de lactato esta
em equilibrio (WASSERMAN e MCILROY, 1964; KINDERMANN et al., 1979).
O LAn tem como objetivo aumentar a eficiéncia dos programas de
treinamento. A medicdo do LAn fornece uma intensidade referéncia para
prescricdo de exercicio. O exercicio realizado em intensidade proxima ao LAn
€ considerado pesado, enquanto o exercicio abaixo dessa intensidade seria
moderado. Quando a intensidade do exercicio excede substancialmente o
LAn (ou seja, aproxima-se de VOz2max), é considerado severo (GAESSER e
POOLE, 1996).

Entre inGmeros protocolos existentes para determinacédo do LAn a MFEL
é considerado padrao ouro (BILLAT et al., 2003). A MFEL é estabelecida como
a maior intensidade de exercicio na qual a concentracao de lactato sanguineo
ndo aumenta além do transitério inicial durante o exercicio de carga constante
(TEGTBUR et al., 1993). Ou seja, a intensidade de MFEL representa um ponto
de equilibrio entre o transporte de lactato para o sangue e a remocéo de
lactato do sangue (HECK et al., 1985). Aplicada no futebol, vinte jogadores
masculino juniores da primeira divisdo espanhola profissional apresentaram
intensidade média de 12,2 + 0,6 km/h correspondente a MFEL (LLODIO et al.,
2015). Da mesma forma, a intensidade média correspondente a MFEL de
guinze jogadores de futebol de um clube espanhol da quarta diviséo foi de
13,2 £ 1,0 km/h (GARCIA-TABAR et al., 2019). Aléem disso, LOURES et al.
(2015) obtiveram o valor médio de 10,6 + 1,3 km/h na intensidade da MFEL
de 16 jogadores brasileiros de futebol amador. Adicionalmente, 18 jogadores
de futebol universitario exibiram MFEL de 13,3 £ 0,8 km/h (CARMINATTI et
al., 2021). Além da MFEL, o Teste de Lactato Minimo (TLM) também é
utilizado para determinacdo do LAn e apresenta vantagens na aplicacao

pratica para o futebol (TEGTBUR et al., 1993). O TLM requer apenas uma
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sessdo de avaliacdo e apresenta trés distintas fases: a) inducdo a
hiperlactacidemia; b) recuperacdo passiva; e c) aplicacdo de protocolo
incremental. Desse modo, o teste de exercicio incremental iniciado na
presenca de acidose lactica produz uma curva de lactato em forma de “U”.
Para determinacdo da intensidade minima de lactato (LAN), a curva passa por
ajuste polinomial de segunda ordem. O TLM mostrou alta sensibilidade em
identificar melhora da capacidade aerdbia de jogadores de futebol apos
realizacdo de um programa de treinamento especifico (Antes = 14,94 + 0,21
km/h; Apo6s = 15,44 + 0,42 km/h) (SILVA et al., 2007). Adicionalmente, o TLM
também identificou adaptag6es no LAn ao final de um programa do treino
aplicado em jogadores de futebol (14,60 km/h) em relacdo comeco (13,17
km/h) e meio (14,24 km/h) (SILVA et al., 2008). Do mesmo modo, jogadores
de futebol sub-17 apresentaram adaptacdes significativas no LAn (Antes =
9,93 + 0,51 km/h; Apés = 11,21 + 0,60 km/h) captadas pelo TLM apéds
treinamento de futebol com duracdo de 10 semanas (MIRANDA et al., 2013).

Embora o metabolismo aerdbio domine o fornecimento de energia
durante um jogo de futebol, as acBes mais decisivas sao realizadas por meio
do metabolismo anaerdbio. Para realizar sprints curtos, saltos, desarmes,
chutes, dribles, a liberacdo de energia anaerdbia é determinante para o
resultado da partida (BANGSBO et al., 2007). Nesse sentido, mensurar a
poténcia e capacidade anaerdbia em jogadores de futebol é essencial para o
sucesso. Como definicdo a poténcia anaerdbia pode ser definida como o
maximo de energia liberada por unidade de tempo por esse sistema, enquanto
a capacidade anaerdbia pode ser definida como a quantidade total de energia
disponivel nesse sistema (FRANCHINI, 2002; ASANO et al., 2013). Além
disso, a capacidade anaerobia pode ser definida como o rendimento total de
energia dos sistemas metabdlicos anaerobios durante o exercicio exaustivo
de curta duracao (PATE et al., 1983). Autores como MEDBO et al. (1988)
estabeleceram gque a capacidade anaerdbia é a quantidade maxima de ATP
formada por esses processos anaerobios (hidrdlise de creatinafosfato e
producao de lactato) durante o exercicio e CAMUS e THYS (1991) afirmaram
gue a capacidade anaerObia maxima é a maxima quantidade de energia
produzida por processos anaerobios.

Dessa forma, NIKOLAIDIS (2011) investigou o desenvolvimento da
poténcia anaerobia de jogadores de futebol ao longo da adolescéncia em um

ambiente de laboratério. Adolescentes entre 12 e 21 anos do sexo masculino
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(N = 217) participaram do estudo. Os jogadores de futebol foram divididos em
10 categorias (sub-13, sub-14, sub-15, sub-16, sub-17, sub-18, sub-19, sub-
20, sub-21 e profissional). Por meio do 30-s Wingate Anaerobic Test (BAR-
OR, 1987) a poténcia anaerobia foi determinada. A poténcia pico, poténcia
média, poténcia minima e indice de fadiga das categorias sub-13 (Ppico =
452,3 £ 114,8W; Pmédia = 356,7 = 82,5W; Pmin = 264,1 + 51,0W; IF = 40,4 £
7,6%), sub-14 (Ppico = 566,1 + 111,4W; Pmédia = 450,9 + 91,9W; Pmin = 338,3
70,1W; IF = 39,3 £ 8,7%), sub-15 (Ppico = 626,4 £ 115,0W; Pmedia = 490,6 +
92,3W; Pmin = 359,6 + 87,9W; IF = 42,2 + 10,8%), sub-16 (Ppico = 714,2 +
122,7W; Pmédia = 564,5 £ 90,9W; Pmin = 359,6 = 80,5W; IF = 42,5 + 9,1%), sub-
17 (Ppico = 769,4 £ 142,3W; Pmédia = 601,1 + 91,1W; Pmin = 427,4 + 70,5W; IF
= 42,2 £ 8,7%), sub-18 (Ppico = 774,2 + 149,6W; Pmedia = 614,3 + 89,9W; Pmin
=442,9 = 57,5W; IF = 41,7 £ 7,8%), sub-19 (Ppico = 769,6 + 94,3W; Pmédia =
605,6 + 58,9W; Pmin = 427,6 + 73,6W; IF = 44,3 + 7,9%), sub-20 (Ppico = 839,3
+ 75,3W; Pmedia= 662,0 + 75,3W; Pmin = 468,5 + 87,3W; IF = 44,2 + 9,2%), sub-
21 (Ppico = 852,9 * 80,5W; Pmédia = 686,4 + 55,9W; Pmin = 513,0 £ 59,7W; IF =
39,5 + 7,5%) e profissional (Ppico = 867,8 £ 89,0W; Pmédia= 686,0 + 62,0W; Pmin
= 521,8 + 54,1W; IF = 39,5 £ 6,1%) foram determinadas, respectivamente.
Esse trabalho mostra que a poténcia anaerdébia evolui ao longo da
adolescéncia e dos treinamentos. Adicionalmente, 23 jogadores de futebol de
elite representando a selecdo saudita foram avaliados por meio do 30-s
Wingate Anaerobic Test (BAR-OR, 1987) para determinagdo poténcia
anaerébia. Em média os jogadores apresentaram Ppico = 873,6 + 141,8W;
Pmedia = 587,7 + 55,4W. Separados por posi¢do tatica, a poténcia anaerdbia
dos laterais (Ppico = 816,5 £ 98,9W e Pmgdia = 565,3 £ 22,9W), zagueiros (Ppico
=1097,8 + 119,5W e Pmedia= 673,5 £ 52,6 W), meio-campistas (Ppico = 783,8 +
80,3W e Pmedia= 544,2 £ 17,1W), atacantes (Ppico = 870,4 + 48,4W € Pmédia =
598,3 + 34,2W) foi exibida. De maneira geral, apenas a poténcia pico absoluta
dos zagueiros foi significativamente superior as demais posi¢fes taticas
(AL'HAZZAA et al., 2001). Outro estudo objetivou validar o Running Anaerobic
Sprint Test (RAST) (ZAGATTO et al., 2009) para avaliar poténcia anaerébia
no futebol. Para isso, 31 jovens jogadores foram submetidos ao 30-s Wingate
Anaerobic Test e ao RAST. Para o 30-s Wingate Anaerobic Test, os jogadores
apresentaram valores absolutos de Ppico = 609,3 + 130,6W, Pmedia = 483,7 *
94,7W, Pmin = 343,5 + 67,5W e IF =42,9 + 7,8%. Para o RAST, os valores
absolutos obtidos foram de Ppico = 587,6 £ 152,9W, Pmedia = 458,5 + 105,4W,
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Pmin = 366,9 + 84,2W e IF = 36,7 + 7,8%. Em suma, o RAST foi considerado
validado para avaliar poténcia anaerdbia de jovens jogadores de futebol de
maneira mais especifica para modalidade (HAZIR et al., 2018). ANDRADE et
al. (2015) também aplicaram o RAST (ZAGATTO et al., 2009). Os jogadores
de futebol avaliados nesse estudo apresentaram poténcia anaerébia absoluta
de Ppico = 723,7+ 134,0W, Pme¢dia= 562,4 £ 95,9W e IF = 39,6 + 8,7%.

Além da poténcia anaerdbia, a capacidade anaerdbia de jogadores de
futebol também vem sedo avaliada. Tradicionalmente, o MAOD (MEDBO et
al., 1988) é definido como a quantidade de ATP que pode ser ressintetizada
pela hidrélise de fosfocreatina e pela glicélise anaerdbia (MIYAGI et al., 2017).
Ao longo do tempo, o MAOD tem sido aplicado para determinar a capacidade
anaerobia, sendo considerado um método padréao ouro (MIYAGI et al., 2017).
Em jovens jogadores de futebol profissional, LOURES et al. 2012 aplicaram o
MAOD. Os jogadores apresentaram valores médios de capacidade anaerdbia
de3,4+1,3Leb52,1+19, 8ml-kg? Adicionalmente, os jogadores de futebol
sub-20 avaliados por ANDRADE et al. (2015) exibiram capacidade anaerdbia
de 3,2+ 0,7 L e 43,5+ 9,8 mL-kg~ ! mensurada pelo MAOD.

As caracteristicas fisicas e somatotipos também devem ser levadas em
consideracdo nas estimativas rotineiras aplicadas nos jogadores de futebol.
No aspecto antropométrico, jogadores profissionais de futebol da liga inglesa
apresentaram massa corporal de 77,1 £ 5,6kg e percentual de gordura de 10,5
*+ 1,8%, sendo que goleiros apresentam maior massa total (86,1 + 5,5kg) e
percentual de gordura (13,3 £ 2,1%) em relacdo as outras posi¢des (Laterais
=75,4 + 4,6kg e 10,8 + 1,6%; zagueiros = 83,3 £ 6,36kg e 10,7 + 2,0%; meio-
campistas = 73,2 = 4,8kg e 10,6 + 2,1%; atacantes= 76,4 + 7,2kg e 10,0 +
1,8%) (DAVIS et al., 1992). GIL et al. (2010) mostraram a massa corporal,
altura, indice de massa corporal, percentual de gordura e percentual de massa
muscular dos goleiros (73,9 + 7,9kg; 179,5 + 5,9cm; 22,8 + 1,7kg-m?; 12,2 +
1,7%; 46,9 + 1,8%), defensores (68,8 £ 9,1kg; 175,4 £ 7,6cm; 22,3 £ 2,1kg-m"
2:11,6 £ 1,9%; 47,0 + 1,6%), meio-campistas (68,4 + 9,7kg; 174,6 + 7,6¢cm;
22,3 + 2,2kg-m?; 11,8 + 2,3%; 46,1 + 1,7%) e atacantes (68,3 + 9,0kg; 174,8
+ 6,8cm; 22,2 + 2,2kg-m?; 10,9 + 1,3%; 47,9 + 1,3%), respectivamente. Do
mesmo modo, HAMMAMI et al. (2013) mostraram que a altura, massa
corporal e percentual de gordura de jogadores de futebol sub-16 apdés um
programa de treinamento estavam em torno de 178,8 + 4,1cm, 67,7 £ 5,6kg e
11,8 £ 2,6%, respectivamente. Além disso, CORLUKA et al. (2019) avaliaram
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as caracteristicas antropométricas de jogadores de futebol de elite da Bdsnia
e Herzegovina e Montenegro. Os jogadores da Bosnia e Herzegovina
apresentaram altura de 182,5 + 4,8cm, massa corporal de 78,8 + 5,8kg, indice
de massa corporal de 23,6 + 1,1kg-m2, percentual de gordura de 8,7 + 3,1%
e massa muscular de 40,6 + 2,6kg. J4 os atletas de futebol de Montenegro
demostraram altura de 181,9 + 5,8cm, massa corporal de 78,1 + 8,5kg, indice
de massa corporal de 23,4 + 1,45kg-m?, percentual de gordura de 23,4 + 1,4%
e massa muscular de 39,5 + 3,6kg. Diversos métodos tem sido utilizados para
determinar os somatotipos (mesomorfo, endomorfo e ectomorfo) de jogadores
de futebol. De maneira geral, os resultados tém demonstrado a prevaléncia
de mesomorfismo em atletas de futebol adultos e jovens (RIENZI et al., 2000;
RIBEIRO et al., 2007; PERRONI et al., 2015).

3.1.3 Diferencas fisicas e fisiolégicas entre jogadores de futebol

inseridos em distintos niveis competitivos

Além das caracteristicas em comum da modalidade, os jogadores de
futebol apresentam particularidades. Fator que pode contribuir para tais
variacfes nas acdes de jogo, nivel de capacidade e poténcia aerdbia e
anaerobia, caracteristica antropométricas e somatotipo € o nivel competitivo
que o jogador de futebol estd inserido. Dessa maneira, o sistema de analise
de jogo ProZone® foi utilizado para monitorar uma equipe de futebol. Os
dados mostraram que a equipe monitorada foi influenciada pelo nivel
competitivo do adversario. Variaveis como DTP (menos competitivo = 10827
+ 760 metros; mais competitivo = 11097 + 778 metros; p < 0,05), corrida de
alta intensidade (menos competitivo = 2630 + 536 metros; mais competitivo =
2770 + 528 metros; p < 0,05) e corrida de muito alta intensidade (menos
competitivo = 883 + 268 metros; mais competitivo = 902 = 237 metros; p <
0,05) aumentaram quando a equipe monitorada jogou com adversario com
nivel competitivo maior (RAMPININI et al., 2007). Ou seja, o desempenho da
equipe pode ser influenciado pelo nivel de competicdo do adversario. Do
mesmo grupo de pesquisadores, 0s autores investigaram o desempenho
técnico e fisico dos jogadores das equipes com maior nivel competitivo
(classificadas nas 5 primeiras posi¢cées) com os jogadores inseridos nas
equipes com menor nivel competitivo (classificadas nas ultimas 5 posi¢des)

da mesma liga. Foi observado que os jogadores inseridos nas equipes com
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maior nivel competitivo apresentaram maior DTP e maior distancia de corrida
de alta intensidade com a bola quando comparados com os jogadores das
equipes com menor nivel competitivo. Adicionalmente, as equipes com maior
nivel de competicao tiveram mais interacdo com a bola, completaram mais
passes curtos, passes curtos bem sucedidos, desarmes, dribles, chutes e
chutes a gol em comparacdo com as equipes menos competitivas
(RAMPININI et al., 2009). Com o titulo provocativo “Quais sao as diferencas
entre a primeira e a segunda divisdo dos times de futebol espanhois?”,
CASTELLANO e CASAMICHANA (2015) analisaram 320 partidas da primeira
divisdo (maior nivel competitivo) e 335 partidas da segunda divisdo (menor
nivel competitivo). As equipes mais bem colocadas na primeira divisdo
apresentaram melhor desempenho para quase todas as variaveis em relacéo
aos demais niveis competitivos. Quando as equipes mais bem colocadas na
primeira divisdo foram comparadas com as equipes mais bem colocadas na
segunda divisdo, as equipes da primeira divisdo tiveram um desempenho
significativamente melhor em termos de largura e profundidade de jogo e
altura de defesa. As demandas fisicas de jogo entre as equipes da liga
espanhola da primeira e segunda divisdo foram comparadas (DTP e metros
percorridos em faixas de alta velocidade). Nesse estudo a DTP foi igual para
as equipes com maior (109,373 = 2,303 metros) e menor (108,224 + 1,881
metros) nivel competitivo, porém DTP em altissima intensidade foi maior nas
equipes com maior nivel competitivo (GOMEZ-PIQUERAS et al., 2019).
Notamos que o nivel competitivo dos atletas tem influéncia no
desempenho tatico e técnico no futebol. Além disso, a literatura aponta que o
nivel competitivo também interfere no nivel de condicionamento fisico.
Jogadores de futebol gregos profissionais, semiprofissionais e amadores
realizaram testes de composicdo corporal, desempenho aerobio e
desempenho do salto vertical. Os valores absolutos de VO2max foram maiores
nos profissionais (4620 £ 371 ml/min) em relacdo aos semiprofissionais (4328
* 444 ml/min; p<0,05) e amadores (4014 + 433 ml/min; p<0,001). Além disso,
os atletas profissionais apresentaram valores significativamente maiores no
squat jump e salto contramovimento em relagdo ao semiprofissionais em
11,3% e 10,5% e amadores em 10,5% e 9,4%, respectivamente (p<0,001 e
p<0,01). De maneira geral, os atletas com maior nivel competitivo obtiveram
maiores valores de poténcia aerébia, forca muscular e capacidade de salto
(PAPAEVANGELOU et al., 2012). O VO2max de diversos jogadores de futebol
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inseridos em diferentes niveis competitivos foi mensurado durante o periodo
de 23 anos. Como resultado, os jogadores amadores de equipes participantes
da terceira até a quinta divisdo demonstraram menor VOzmax do que 0s
grupos com maior nivel competitivo apresentando diferenca média de 2 ml-kg-
1 (TONNESSEN et al.,, 2013). Jogadores gregos com diferentes niveis
competitivos foram avaliados pelos testes de sprint de 30 metros, lllinois agility
test, salto contra movimento, squat jump, YoYo IR, sentar e alcancar e
medidas antropométricas. Os atletas amadores apresentaram maior
percentual de gordura (amador = 16, 8 + 5,9 %; semiprofissional = 9,8 + 3,0
%; p<0,05). Os atletas semiprofissionais apresentaram VO2max 26,5% maior
(p<0,001), sprint de 30 metros 7,6% maior (p<0,001), lllinois agility test 8,2%
maior (p<0,001), squat jump 27% maior (p<0,001) e salto contra movimento
16,4% maior (p<0,05) em relacdo aos valores obtidos dos atletas amadores
(MICHAILIDIS et al., 2018). O nivel do VOz2max € um dos discriminadores mais
poderoso entre jogadores de futebol com maior e menor nivel competitivo.
Uma revisdo de meta-analise comparou o VO2max de 2.385 jogadores de
futebol masculinos com idades entre 10 e 39 anos em relacdo ao seu nivel
competitivo. Avaliando em torno de 16 artigos cientificos sendo que 4 deles
discutiram especificamente o VO2max de jogadores de futebol de acordo com
0 nivel competitivo, os pesquisadores mostraram que os aletas inseridos em
um nivel competitivo mais elevado apresentaram maior VOzmax em relacéo
aos niveis competitivos mais baixos (SLIMANI et al., 2019). Com média de
idade de idade: 25,2 + 4,7 anos, 1.095 jogadores de futebol masculino
pertencentes as ligas gregas de futebol da primeira, segunda e terceira divisdo
(profissional) e semiprofissional (4° divisdo) foram caracterizados. Para todas
as variaveis, (idade, altura, massa corporal, percentual de gordura, velocidade
do VOzmax, limiar ventilatério, lactato pico, squat jump, sprint de 35 metros e
indice de fadiga do RAST) a ANOVA fatorial mostrou que os jogadores
profissionais inseridos na primeira, segunda e terceira divisédo tiveram melhor
desempenho quando comparados com o0s jogadores semiprofissionais
inseridos na quarta divisdo do futebol grego. Além disso, jogadores
profissionais da primeira divisdo apresentaram maiores valores para 0s
parametros aerobios (VOzmax e limiar ventilatorio) em relacdo a terceira e
quarta divisdo. Ja as variaveis anaerobias, como o indice de fadiga do RAST
mostrou valores significativamente maiores nas trés divisdes profissionais do

gue no futebol semiprofissional. Da mesma forma, squat jump e o sprint de 35
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metros foram significativamente melhores para atletas da primeira divisdo
comparados com atletas da segunda divisdo e entre as duas ultimas divis6es
com a terceira tendo melhor desempenho em comparacdo com a quarta
(ROUSOPOULOS et al., 2021). Durante 15 anos (entre 1995 e 2010) 939
atletas com média de idade de 22,1 + 4,3 anos inseridos em diferentes niveis
competitivos (inclusive a selecdo da Noruega) tiveram o desempenho do
sprint de 40 metros e o salto contramovimento avaliados. A selecdo
norueguesa e os jogadores da primeira divisdo foram mais velozes do que os
jogadores da segunda diviséo (1,0 - 1,4 %), da terceira a quinta divisédo (3,0 -
3,8%), da selecdo da categoria de base (1,7 - 2,2%) e dos jogadores da
categoria de base dos clubes (2,8 - 3,7%) (P < 0,05) (HAUGEN et al., 2013).
Recentemente, pesquisadores buscaram comparar o desenvolvimento fisico
de jogadores profissionais de futebol de elite e ndo elite. Setenta e oito
jogadores de futebol masculino foram divididos em elite, ndo elite A, nao elite
B e sub-23. N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas entre
jogadores de elite e ndo-elite nos parametros de composi¢do corporal. No
entanto, o grupo elite apresentou maior desempenho em forca estatica,
poténcia dos membros inferiores, flexibilidade e equilibrio (FRANCA et al.,
2022).

3.1.4 Conceito de poténcia critica e velocidade critica para determinacao

da capacidade aerdbia e anaerébia em diversos esportes e no futebol

Como mostra a literatura, diversos estudos recentes buscaram
caracterizar o futebol de elite e realizar compara¢des com as categorias com
jogadores néo-elite para encontrar uma relacdo entre os resultados dos testes
fisiologicos e o nivel de competicdo. Nessa busca por conhecimento,
diferentes testes fisicos como como Lactato Minimo (SILVA et al., 2007),
circuito de Hoff para determinacao especifica da MFEL (LOURES et al., 2015),
MAOD (ANDRADE et al., 2015), VCrit e PCrit (KARSTEN et al., 2016) foram
utilizados para determinacao de diferentes aspectos fisicos e fisiologicos.

A PCrit foi sugerida por MONOD e SCHERRER, (1965) no artigo
intitulado “A capacidade de trabalho de um grupo muscular sinérgico”. Os
autores encontraram uma relacdo hiperbdlica entre a poténcia gerada por
grupos musculares isolados durante a execucéo do protocolo e o tempo de

exaustdo do avaliado. O protocolo proposto fornece a estimativa de
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capacidade aerobia (PCrit), sendo relacionada com a taxa maxima de trabalho
realizado por longo periodo sem fadiga e, a capacidade de trabalho anaerébio
(CTA), correspondente a quantidade finita de trabalho que pode ser utilizado
em intensidade superiores a PCrit.

GAESSER e POOLE (1996) propuseram a existéncia de trés dominios
de intensidade de exercicio fisico: moderado, pesado e severo (Figura 1). A
PCrit corresponde ao limite superior entre o dominio pesado e severo
(GAESSER e POOLE, 1996; HILL et al., 2002). Ou seja, quando a intensidade
de exercicio esta abaixo da PCrit organismo apresenta equilibrio fisiolégico,
conseguindo sustentar a demanda energética proveniente do exercicio sem
entrar em exaustdo. Para suprimir a demanda energética quando a
intensidade esta4 acima da PCrit, 0 organismo utiliza predominantemente o
estoque energético anaerdébio limitado (CTA), levando o praticante a exaustao
em pequena faixa de tempo. BISHOP et al. (1998) desenvolveram uma
analogia para explicar o modelo (Figura 1). O modelo da PCrit € analogo a
um compartimento bioenergético com um estoque limitado de energia. Com a
realizacdo de exercicio acima da intensidade de PCrit, esse estoque

bioenergético (CTA) é utilizado e por ser finito, caso haja o seu esgotamento,

o individuo entra em exaustao.

(BISHOP et al., 1998)

Incremento de intensidade

>
(GAESSER e POOLE, 1996)

Moderado / Pesado = Quando a intensidade de
exercicio esta abaixo da PCrit / VCrit, o organismo
apresenta equilibrio fisiolégico, sustentando a
demanda energética. Ndo entra em exaustdo devido
a nao deplecao total das reservas energéticas.

Severo = Quando a intensidade de exercicio esta
acima do dominio severo (PCrit / VCrit), o organismo
depleta a reserva energética CTA / CCA e por ser
finita, gradualmente vai esgotando, levando o
praticante a exaustao.

Intensidade de exercicio

Figura 1. Modelos tedricos classicos utilizados para representar os dominios de
intensidade de exercicio e o conceito da Poténcia Critica. PCrit — Poténcia Critica; VCrit —
Velocidade Critica; CTA — Capacidade de Trabalho Anaerébio; CCA — Capacidade de

Corrida Anaerdbia.
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Tempo {min}

Para determinacédo da PCrit e da CTA € necessario a aplicacao aleatéria
de cargas preditivas até a exaustado voluntaria em um ergbmetro devidamente
calibrado. Com a utilizacdo de um simples cronémetro é possivel a
mensuracao do tempo limite (tlim) para cada intensidade. Apos a aplicacéo
das cargas preditivas é fundamental a utilizacdo de modelos matematicos
para determinar as capacidades. Trés modelos matematicos (Figura 2) sao
usualmente aplicados (MONOD e SCHERRER., 1965; JONES et al., 2010):

a) Modelo nao linear de Poténcia-tlim (hiperbdlico): tlim = CTA / (P-PCrit)
b) Modelo linear Trabalho-tempo: Trabalho = PCrit . tlim + CTA
c) Modelo linear Poténcia-1/tempo: Poténcia = PCrit + CTA . (1/tlim)

o
—

c)‘

tlim =CTA ! {P-PCrit) Trabalho = PCrit. tlim+ CTA Poténcia = PCrit + CTA.. (1/tlim)

Trabalho {KJ}
Patincia (W)

Potincla (W) Temp {ming 1 /1empo imin . 1)

Figura 2. Modelos matematicos usualmente utilizados para a determinacdo da Poténcia Critica
(PCrit) e Capacidade de Trabalho Anaerébio (CTA). a) Modelo ndo linear de Poténcia-tlim
(hiperbdlico). b) Modelo linear Trabalho-tempo. ¢) Modelo linear Poténcia-1/tempo.

Por muitos anos esse modelo de avaliacao fisica vem sendo estudado,
MORITANI et al. (1981), associaram o modelo de PCrit ao LAn. Nesse estudo,
oito universitarios do sexo masculino (400, 350, 300 e 275 W) e oito do sexo
feminino (300, 250, 200 e 175 W) foram submetidos a quatro cargas preditivas
em cicloergbmetro. Apds o tlim ser determinado, o ajuste matematico linear
utilizado apresentou alto r? variando de 0,982 a 0,998. O coeficiente de
inclinacdo da reta ou PCrit apresentou média de 203,9 *+ 36,5 W para homens
e 144,5 + 20,9 W para mulheres. Os resultados experimentais indicaram que
a PCrit foi correlacionada com o LAn determinado pelo método de troca
gasosa (r = 0928, p <0 01) sendo dependente da oferta de O2. Outro estudo
classico buscou definir a relacéo entre PCrit e o limiar de fadiga estimado por

meio da eletromiografia integrada do quadriceps durante o ciclismo. Além



disso, os autores buscaram correlacionar os valores do limiar de fadiga com
0o LAn. A taxa de variacdo do aumento da atividade da eletromiografia
integrada em funcdo do tempo foi calculada em cada uma das cargas
preditivas para 11 individuos pedalando em uma intensidade constante 4
cargas preditivas (400, 350, 300, 275 W para homens e 350, 300, 250 e 225
W para mulheres). Substituindo o tlim utilizado no modelo matemético original,
as inclinacdes da eletromiografia integrada obtidas a partir da taxa de variacédo
de cada carga preditiva foram plotadas em relacdo a carga de trabalho.
Gréficos lineares com r2 entre 0,88 até 0,99 foram obtidos e a interceptacao
no eixo y foi considerado como limiar de fadiga. A PCrit foi altamente
correlacionada com o limiar de fadiga (r = 0,869), porém o limiar de fadiga
(190,5 £ 14,0 W) superestimou os valores de PCrit (169,5 £ 12,8 W; p<0,05).
Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre o limiar de fadiga e a
poténcia no LAn (187,1 + 15,9 W; p<0,05). Adicionalmente, ambas variaveis
apresentaram alta correlacdo de 0,903. Os autores do presente estudo
mostraram que a determinacéo do limiar de fadiga por meio da eletromiografia
integrada pode fornecer uma alternativa atraente para a medicdo do LANn
(DEVRIES et al.,, 1982). O modelo de PCrit fornece estimativa tanto de
capacidade aerébia quanto anaerdbia. Buscando aumentar a confiabilidade
da CTA e a PCrit, relacbes foram tracadas com o teste de Wingate
considerado padrdo ouro para determinacdo da poténcia anaerébia. Para
isso, 25 mulheres realizaram em cicloergdbmetro o teste de Wingate e trés
cargas preditivas entre 156 até 313 W para determinacdo da PCrit e CTA (r2
entre 0,98 até 1,00). A poténcia anaerébia (438 £ 61 W) e a CTA (10083 +
2923 J) foram significativamente relacionadas (r = 0,74; p < 0,05). Além disso,
quando a reprodutibilidade do modelo de PCrit foi testada, ndo houve
diferencas significativas (p > 0,05) entre teste (PCrit = 156 + 34 W; CTA =
9614 + 2735 J) e reteste (PCrit = 158 + 38 W; CTA = 10083 + 2923 J) e as
correlagOes para teste e reteste para PCrit (r = 0,94) e CTA (r = 0,87) foram
significantes (NEBELSICK-GULLETT et al.,, 1988). Os resultados desse
estudo indicaram que o modelo de PCrit foi uma avaliacao fisica valida e
confiavel para determinar as capacidades anaerdbia e aerébia (NEBELSICK-
GULLETT et al., 1988).

Inicialmente o modelo de PCrit era aplicado somente em
cicloergbmetros, dessa forma a especificidade da corrida néo era respeitada.

HUGHSON et al. (1984), buscaram encontrar o comportamento hiperbdlico
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encontrado em cicloergbmetros na esteira motorizada. Para isso, seis
corredores de cross-country foram avaliados no estudo. Seis cargas preditivas
entre 19,2 até 22,4 km/h foram realizadas até a exaustao e o tlim foi captado
por um crondmetro. As regressoes lineares ajustadas para velocidade versus
1/tempo tiveram coeficientes de correlacdo entre r= 0,979 e 0,997. Além disso,
arelacdo entre velocidade e resisténcia (VCrit) apresentou elevada correlagéo
com o VOz2max (r = 0,84; p < 0,05). Dessa forma, a associacao da velocidade
e resisténcia (VCrit) para corridas de 2 até 12 minutos de duracéo aplicadas
em esteira motorizada apresentou uma funcao hiperbdlica semelhante a
descrita em bicicletas. Seguindo a linha da especificidade, WAKAYOSHI et al.
(1992) foram os primeiros a aplicarem o conceito de PCrit em nadadores. Os
autores nomearam essa aplicacdo como VCrit e definiram como a velocidade
de natacdo em um periodo de tempo muito longo sem exaustdo (estimativa
de capacidade aerdbia dos nadadores). Nesse estudo, foram avaliados 9
nadadores universitarios treinados. Os avaliados nadaram seis cargas
preditivas em velocidade constante de 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6 e 1,7 m/s. Os
nadadores apresentaram uma VCrit média de 1,17 £ 0,06 m/s com r2 de 0,998.
A VCrit foi correlacionada com a captacao de oxigénio no LAn (r = 0,818; p <
0,01), velocidade de natagédo a 4 mmol.1! (r = 0,949; p < 0,01) e velocidade
média de 400m livre (r = 0,864; p < 0,01).

A proposta da VCrit (WAKAYOSHI et al., 1992) é alusiva a estimativa de
capacidade aerdbia, sendo relacionada com a taxa maxima de trabalho
realizado por longo periodo sem fadiga e a CCA, corresponde a quantidade
finita de trabalho que pode ser utilizado em intensidade superiores a VCrit
(JONES et al., 2010). Ambos os parametros podem ser determinados por
meio da aplicagdo de esforcos preditivos com diferentes intensidades,
executados aleatoriamente em dias alternados, em ambientes especificos da
modalidade, a partir do uso de ferramentas simples, como um cronémetro e
um ergbmetro. Adicionalmente, a VCrit € um protocolo néo invasivo, de facil
aplicabilidade pratica e extremamente adaptavel a especificidade da
modalidade. Nos ultimos anos a VCrit vem sendo aplicada em diversos
esportes.

O protocolo de VCrit mostrou ser um teste de aptidao aerébia apropriado
ao rugby de sete, produzindo parametros similares ao Yo-Yo IR1 e sendo
associada moderadamente com os dados capturados durante o jogo (GPS).

Jogadoras realizaram trés cargas preditivas (100, 400 e 1500 metros) com
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tempos médios de 13,8 + 0,6 s, 1,24 + 0,06 min e 7,25 + 0,39 min e
apresentaram VCrit de 3,2 + 0,3 m/s (CLARKE et al., 2014). Essa avaliagéo
fisica também foi aplicada respeitando a especificidade do basquetebol. Doze
atletas foram avaliadas pela VCrit, quatro cargas preditivas (10,8, 12,0, 13,0,
14,5 km/h) foram executadas em shuttle run (vai-vem). A atletas apresentam
nivel de capacidade aerobia de 10,3 + 0,2 km/h e a capacidade anaerObia
estimada em 73,0 £ 3,4 m (CAMARGO et al., 2013). Na canoagem slalom,
quatorze praticantes do sexo masculino da selecdo brasileira realizaram
quatro cargas preditivas de 150, 300, 450 e 600 metros em um lago. Por
diferentes ajustes matematicos (Hiperbdlico, linear 1 e 2) a VCrit foi
determinada. Os atletas apresentaram VCrit de 7,70 £ 0,08 km/h (Linear 1),
7,78 £ 0,10 km/h (Linear 2) e 7,54 + 0,10 km/h (Hiperbdlico). Além disso,
capacidade de remada anaerdbica dos avaliados foi de 44,5 + 9 m (Linear 1),
41,4 + 8,7 m (Linear 2) e 51,3 + 14,3 m (Hiperbdlico). Os autores concluiram
que a VCrit € um protocolo que pode ser utilizada para determinacdo de
parametros aerobios na canoagem e que 0s modelos matematicos
influenciam na determinacdo da VCrit (MESSIAS et al., 2015). No futsal as
cargas preditivas da VCrit foram testadas em shuttle run (vai-vem) com a
mesma perspectiva do estudo de CAMARGO et al. (2013). Os jogadores de
futsal apresentaram capacidade aerdbia de 11,10 £ 0,55 km/h para o modelo
matematico linear e 10,70 £ 0,65 km/h para o hiperbélico (MESSIAS et al.,
2015). Em uma pista ao ar livre, doze jogadores de futebol (idade =19,5+ 1,2
anos; altura = 175,9 + 7,4 cm; massa corporal = 71,7 + 10,1 kg) executaram
trés cargas preditivas contra o tempo (1200, 2400, 3200 m) para a
determinacao do VCrit e CCA. Trés modelos matematicos foram utilizados
para calcular a capacidade aerdbia e anaerébia (Linear Total Distance, Linear-
Velocity e Nonlinear-2). Aléem disso, o VO2max dos jogadores também foi
determinado por um teste de corrida maxima incremental até a exaustéo.
Associacao positiva entre VCrit e o0 VO2max relativo foi observada (r = 0,744,
p < 0,01). Adicionalmente, a VCrit mostrou-se sensivel para captar
adaptacdes do treinamento de forca e de futebol. Os Jogadores de futebol
antes das sessofes de treinamento apresentaram VCrit de 12,3 km/h e apés a
intervencao apresentaram VCrit de 13,5 km/h (KARSTEN et al., 2016).
Recentemente, verificou-se que a CCA pode ser utilizada como
ferramenta para indicar desempenho de sprint repetido (RAST) e de

resisténcia de sprint (sprint 800 m) em jogadores de futebol, enquanto a VCrit
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€ um o6timo preditor de capacidade aerébia (ARI et al., 2021) desses atletas.
Questdes relacionadas a metodologia do modelo de VCrit também foram alvo
desse grupo de pesquisa. AR et al. (2021) examinaram as relacdes entre o
desempenho no Yo-Yo intermittent recovery level 1 e a VCrit aplicada de
forma linear e com mudanca de direcdo. Doze jovens jogadores de futebol
com idade média de 17 £ 1 anos realizaram corridas maximas com duracao
de 6, 9 e 12 minutos em pista com trajeto linear ou com mudanca de direcao.
Foi encontrada diferenca significativa na CCA e a velocidade média de corrida
entre o trajeto linear e o trajeto com mudanca de dire¢cédo (p < 0,05). J& a VCrit
nao foi afetada pela especificidade do trajeto. Além disso, os pesquisadores
observaram uma associacao entre a VCrit em linha reta e o desempenho do
Yo-Yo intermittent recovery level 1. (p<0,05). De forma semelhante,
pesquisadores adicionaram movimentos nao lineares e aproximaram a VCrit
da realidade da modalidade. O protocolo foi aplicado em shuttle run (vai-vem)
no campo de futebol em que os jogadores estavam acostumados a treinar. Os
jogadores de futebol apresentaram em média uma VCrit de 3,1 £ 0,4 m/s para
atletas néo elite e 3.0 + 0.2 para atletas de elite (DA CRUZ et al., 2022).

3.2 Alterac6es metabdlicas no Futebol

Devido a caracteristica intermitente do futebol os individuos praticantes
realizam esforcos aciclicos e ciclicos repetidos com alta intensidade,
intercalados por periodos de recuperacao ativa e passiva. Nessas condicoes,
diversas alterac@es fisiologicas e metabdlicas agudas e a longo prazo séo
esperadas devido ao nivel significativo de estresse ao qual o corpo é sujeitado
(CARLING et al., 2018). Sabendo disso, o conhecimento e o entendimento das
respostas fisiolégicas e metabdlicas dos praticantes, principalmente dos
atletas de alto rendimento dessa modalidade tem grande importancia. Em uma
revisdo, BANGSBO et al. (2007) discutiram as respostas metabodlicas agudas
durante uma partida de futebol. Os autores estabeleceram que frequéncia
cardiaca média esta em torno de 85% dos valores méaximos, o consumo medio
de oxigénio esta acerca de 70% do VO2max e a concentragcado meédia de lactato
sanguineo gira entre 2 a 10 mM. Afirmaram também que logo apés periodos
de exercicio intenso, 0s niveis de creatina-fosfato diminuem. Ao final dos jogos

o ATP muscular e o glicogénio estdo em menores concentracdes em relacao
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ao repouso. Além disso, os niveis de glicose, acidos graxos livres e hormdnios
também foram declarados alterados. Em relacdo ao monitoramento das
variaveis metabdlicas a longo prazo, SILVA et al. (2007) aplicaram 8 semanas
de treinamento em jogadores profissionais de futebol. Os pesquisadores
visualizaram elevagdo na concentracdo de lactato sanguineo no TLM,
provavelmente devido ao aumento na capacidade e eficiéncia de transporte
lactato / H* no musculo esquelético. Aléem da elevacdo na concentracdo de
lactato, parametros hematologicos também foram alterados, havendo
acréscimo significativo na concentracdo de eritrocitos, hemoglobina e
hematocrito (SILVA et al.,, 2008). Os mesmos autores em outro estudo,
notaram o aumento nos niveis de creatinina sérica em conjunto com a queda
de vigor e desempenho da equipe no momento final da preparacao fisica
(SILVA et al., 2008). Atualmente, cerca de uma década depois da producao
dos estudos supracitados, os fisiologistas do esporte ainda buscam pela
producdo de novos conhecimentos que expliguem as lacunas associadas a
recuperacéo e ao processo de fadiga dos atletas (NEDELEC et al., 2012;
NEDELEC et al., 2015; REY et al, 2018; CARLING et al., 2018;
NOWAKOWSKA et al., 2019). E possivel incluir aqui a busca de
biomarcadores relacionados com a carga de treinamento (DJAOUI et al.,
2017).

3.2.1 AvaliacOes de biomarcadores no futebol: Bioquimica tradicional

Os esfor¢cos empenhados para compreender as alteragcdes metabolicas
no futebol possibilitaram a descoberta de novos biomarcadores. Esses
biomarcadores sao utilizados para monitorar a fadiga, diminuir o risco de
lesbes e demarcar adaptacdes apos sessdes de treinamento. Parametros e
biomarcadores como hemograma completo, incluindo contagem de eritrdcitos,
leucocitos, linfécitos, trombdcitos, hemoglobina e hematocrito (Sysmex K-
1000, Sysmex, Norderstedt, Alemanha), aspartato aminotransferase (medi¢céo
da atividade enzimatica, AST, MDH, teste 6ptico), alanina aminotransferase
(medicdo da atividade enzimatica, ALT, LDH, teste Optico), CK (medigéo da
atividade enzimatica, CK, HK, G6PDH, teste 0Optico), creatinina (método de
Jaffé, medicdo cinética), ureia (teste de urease-GLDH-UV), acido urico
(método da uricase de acordo com Trinder), colesterol total (método
inteiramente enzimatico de acordo com Trinder), HDL-colesterol (fotometria,
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22 e 32 geragdo), LDL-colesterol (fotometria, 3% geracdo), sodio
(potenciometria, eletrodo seletivo de ions), potassio (potenciometria, eletrodo
ion-seletivo), magnésio (fotometria de complexos de magnésio, Calmagit)
ferritina, (imunoensaio enzimatico), proteina C reativa (imunoturbidimetria,
PCR) e hormbnio estimulador da tireoide (imunoensaio enzimatico) tornaram-
se parte dos exames laboratoriais cotidianos aplicados em atletas de elite de
futebol (MEYER e MEISTER, 2011; NOWAKOWSKA et al., 2019). No entanto,
a maioria dos estudos utilizaram a bioquimica tradicional para determinar
marcadores biologicos especificos (DJAOUI et al.,, 2017). Embora a
bioquimica tradicional tenha viabilizado o avango no conhecimento dos
biomarcadores sobre os processos fisioldgicos no futebol, essas abordagens
tradicionais sao reducionistas e limitadas quando o objetivo é buscar uma
resposta global e integrada das perturbacdes metabdlicas. Sabendo da
complexidade do futebol, a biologia de sistemas se torna uma estratégia
interessante para investigar a fisiologia dos atletas. Essa estratégia objetiva
fornecer uma perspectiva ampla e integrada das vias metabdlicas de um
organismo (NIELSEN e LEE, 2012). As ciéncias 6micas esta localizada dentro

desse ramo.

3.3 Ciéncias 6micas

Pesquisadores do exercicio utilizam essa abordagem em busca de
respostas inovadoras pautadas na multidisciplinaridade. Dentro desse
contexto, a aplicacdo das ciéncias 6micas ao exercicio possibilitou novas
oportunidades para elucidar a complexidade dos sistemas fisioldégicos dos
praticantes e atletas (HOFFMAN, 2017), uma vez que o sistema biologico do
corpo humano é extremamente complexo e sua resposta adaptativa frente ao
exercicio fisico € pouco compreendida em esfera integrada.

Nesse sentido, pesquisas relacionadas ao esporte de elevado
rendimento passaram a introduzir essa abordagem como uma nova
perspectiva para estudos envolvendo atletas de elite, em cenarios de esfor¢os
fisicos agudos e crbnicos. A abordagem sportomics teve inicio em 2008
(BESSA et al., 2008) e o termo foi utilizado pela primeira vez em 2011
(RESENDE et al., 2011). Essa abordagem faz uso da combinacéo entre as
técnicas laboratoriais tradicionais com novas tecnologias analiticas. Tem

como objetivo principal avaliar moléculas em condic¢des reais ou simuladas no
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esporte (BASSINI e CAMERON, 2014). Ou seja, o conhecimento gerado por
essa vertente, pode ser convertido em beneficios para os atletas de alto
rendimento esportivo, podendo influenciar positivamente na prescricdo do
treinamento, nos habitos alimentares, em periodo recuperativo apos
treinamento e na prevencao e recuperacao de lesdes.

Apés a descoberta do DNA (WATSON e CRICK, 1953) houve o
aparecimento e crescimento exponencial de pesquisas envolvendo a
tematica. ADAMS et al. (1991) afirmaram em seu estudo que a abordagem
visando a caracterizagcdo do DNA poderia vir a contribuir com a identificagao
da maioria dos genes humanos em poucos anos. A partir do sequenciamento
gendbmico completo, portas se abriram para a descoberta de novos
marcadores genéticos que serviram para auxiliar pesquisas em diversos
campos da biologia. Com o inicio dessas abordagens, houve o surgimento
das ciéncias 6micas. O termo “6mica” refere-se a uma linha de pesquisa na
qual sdo subdividas em gendmica, transcriptdmica, proteémica, lipidémica e

metabolémica (Figura 3).

DNA GENOMA GENOMICA

PROTEOMA PROTEOMICA

E
X
E
R
C
i
C
I
o)

METABOLOMA METABOLOMICA

5 —
AMINOACIDOS

NUCLEOTIDEOS

LIPIDEOS LIPIDOMA LIPIDOMICA

O O = U =

Figura 3. Tecnologias 6micas, moléculas alvo de estudo e exercicio fisico considerado
como fendétipo ambiental.



3.3.1 Ciéncias 6micas: Gendmica

O Genoma é definido como toda informacao genética hereditaria de um
organismo que esta codificada em seu DNA. Isto inclui tanto 0os genes como
as sequéncias nao-codificadoras. Mais especificamente, a genbmica é a
ciéncia que estuda a estrutura, funcédo, evolugdo e o mapeamento dos
genomas. Visa também a caracterizacdo e quantificacdo dos genes. Como
marco inicial da genémica considera-se a descricdo dos primeiros genomas
virais, (Bacteriéfago phi X 174) (SANGER et al., 1977), primeira bactéria,
(Haemophilus influenzae) (FLEISCHMANN et al., 1995), primeiro eucarioto,
(Saccharomyces cerevisiae) (GOFFEAU et al.,, 1996), primeiro animal,
(Caenorhabditis elegans) (SCIENCE, 1998), primeira planta, (Arabidopsis
thaliana) (KAUL et al., 2000), primeiro patégeno de plantas, (Xylella
fastidiosa) (SIMPSON et al., 2000) e o sequenciamento completo do genoma
humano (OTA et al., 2004), extremamente relevante para evolucdo das
omicas em seres humanos. O conhecimento cientifico gerado por essa linha
de pesquisa é diversificado. Existem aplicac6es na agricultura, (GOFF et al.,
2002; YU et al., 2002; INTERNATIONAL, 2005; EDWARDS e BATLEY, 2010),
em estudos historicos das espécies que habitavam o planeta (MILLER et al.,
2008) e no auxilio da sobrevivéncia de aves sob ameaca de extincéo (LI et al.,
2014). Nos seres humanos a genémica desempenha papel extremamente
importante para compreensédo da evolugédo da espécie. Investiga fatores que
moldaram o genoma ao decorrer do tempo (LALAND et al., 2010) e busca a
compreensao de fendmenos fisioldgicos em torno da longevidade humana
(SLAGBOOM et al., 2011; BUDOVSKY et al., 2013; DEELEN et al., 2014).
Essa abordagem também gera positivas contribuicdes no desenvolvimento de
tratamentos alternativos contra o cancer (GLINSKY, 2008; KATOH et al.,
2013; SAMEEK e CHINNAIYAN, 2014; KADOCH e CRABTREE, 2015).

Nas ultimas décadas, propostas utilizando a genémica como ferramenta
analitica para sanar questionamentos atrelados ao exercicio gerou impacto
significante na ciéncia do esporte. NORTH e BEGGS (1996) relataram pela
primeira vez a variante nula comum do gene ACTN3. Posteriormente, YANG
et al. (2003) sugeriram uma associacdo do polimorfismo com o desempenho
esportivo, apontando grande potencial do gene como preditor de desempenho
em atletas de elite. A partir desse conhecimento, outros estudos afirmaram

que a presencga da a-actinina-3 influencia o desempenho de forga e poténcia.
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Quando ha auséncia da forma funcional da a-actinina-3 (polimorfismo
ACTNB3), o organismo tende a regular a utilizacdo de substratos energéticos
durante o exercicio, priorizando o metabolismo oxidativo. Essa tendéncia
afeta positivamente a recuperacdo do glicogénio muscular, favorecendo o
desempenho em atividades de longa duracdo (NIEMI e MAJAMAA, 2005;
EYNON et al., 2009). No esporte de alto rendimento, a genbmica vem
auxiliando no desenvolvimento de métodos para identificacdo de talentos.
AHMETOV e FEDOTOVSKAYA (2015) mostraram que ha, pelo menos, 120
marcadores genéticos relacionados com o desempenho de atletas de elite,
sendo 77 desses associados com exercicio de longa duracdo e 43
relacionados a forca e poténcia. Posteriormente AHMETOV et al. (2016)
atualizaram a lista para 155 biomarcadores genéticos com associacdo ao
desempenho esportivo dos atletas de elite, sendo 93 marcadores
relacionados com caracteristica de exercicio de longa duracéo e 62 a forca e
poténcia. Visto o potencial promissor da genémica, os fisiologistas do futebol
seguiram com investigacdes sobre os polimorfismos e afirmaram que
jogadores de futebol de elite tendem a ter um genatipo orientado para poténcia
e forca (JUFFER et al., 2009). Seguindo a linha de raciocinio, KAMBOURIS
et al. (2014) tracaram o perfil do DNA gendmico de jogadores de futebol de
elite. Os autores associaram o perfil dos jogadores com o desempenho
esportivo  (capacidade de resisténcia e desempenho muscular),
suscetibilidade a lesdes Gsseas e de tenddo, com o indice de massa corporal
e com 0s aspectos nutricionais. Ao final do estudo, os pesquisadores
relataram quais as vantagens genéticas devem ser exploradas e quais
barreiras genéticas devem ser superadas. Essa teméatica tem papel em
auxiliar o atleta a maximizar a utilizacdo de seu potencial e melhorar o
desempenho na modalidade. Além da caracterizacdo do perfil genético dos
jogadores de futebol, essa ferramenta vem auxiliando pesquisas com objetivo
de encontrar novos biomarcadores. Por exemplo, os polimorfismos
encontrados nos genes de fator de crescimento em hepatocitos tém
importante papel como biomarcador da fragilidade dos processos biologicos
relacionados com as les6es musculares. Esse biomarcador esta atrelado a
taxa de leséo, gravidade e longo tempo de recuperacao (PRUNA et al., 2017).
Esses biomarcadores podem ajudar a prevenir ou minimizar os riscos de

lesdes musculares.
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3.3.2 Ciéncias dmicas: Transcriptomica

O transcriptoma € definido como o conjunto total de transcricbes
realizadas pela RNA polimerase. Corresponde a fracdo do codigo genético
(DNA) de uma célula, tecido ou organismo, constituindo o conjunto de todas
as moléculas de &cidos ribonucleicos (RNA) (WANG et al., 2009). A
transcriptbmica € a ciéncia responsavel por estudar os RNA mensageiros
(possuem informacgdes genéticas que codificam a sequéncia de aminoacidos
das proteinas), RNA ribossémicos (localizados nos ribossomos e efetuam
importante papel durante sintese proteica), RNA transportadores (identificam
e transportar os aminoacidos até o ribossomo, tendo papel fundamental na
sintese proteica) e micro RNA (atuam como silenciadores pds-transcricionais).
Assim como todas as Omicas, a transcriptbmica apresenta vasta area de
aplicagéo e tem como fundamentos principais o reconhecimento de todos 0s
RNA expressos em uma célula, tecido ou organismo (MOROZOVA e MARRA,
2008). Na agricultura a vertente é comumente utilizada em estudos
envolvendo o arroz (LU et al., 2010), a pimenta (LIU et al., 2013), o milho
(HANSEY et al., 2012). Devido a importancia e as vantagens do modelo
animal, os camundongos, em conjunto com a transcriptdmica, séao utilizados
para estudar os mecanismos relacionados com a morte das células
ganglionares da retina causadora do glaucoma (YASUDA et al., 2014).

A transcriptbmica quando é aplicada em humanos, auxilia na elucidagao
de problematicas envolvendo doencas complexas, tais como diabetes (XIN et
al., 2016), doencas neurologicas (LIN et al, 2011), doencas
neurodegenerativas relacionadas com traumatismo craniano (CHO et al.,
2020), diferentes casos de cancer (MACRAE et al., 2013) e na identificacao
de biomarcadores para diagnostico molecular de doencas (LI et al., 2004;
SIEMELINK e ZELLER, 2014). Contribui também em aspectos menos graves
como distirbios do sono (ARCHER et al.,, 2014), caracterizagdo de
polimorfismos (ROSTOKS et al., 2005; TRICK et al., 2009; FISCHER et al.,
2015), na determinacédo das diferencas sexuais (LINDHOLM et al., 2014) e no
exercicio fisico.

O exercicio fisico provoca alteragcfes dindmicas na transcricdo do gene,
estimulando diversas proteinas quinases e vias de sinalizagdo celular.
Estimulos repetidos de treinamento reforcam as adaptacdes transcricionais

dos tecidos em resposta ao esfor¢o fisico. Em conjunto, os efeitos agudo e
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cronico do exercicio rearranjam o perfil do transcriptoma. Essas modificacdes
englobam biomarcadores atrelados com beneficios para a saude. Em artigos
prevalentes nessa area, pesquisadores descobriram novos insights sobre
individuos obesos portadores de diabetes tipo 2 submetidos ao treinamento
de forgca ou endurance (ROWLANDS et al., 2014). Reforgcando o efeito que o
exercicio exerce, um estudo demostrou que houve regulagéo do transcriptoma
muscular durante a recuperacéo apos realizacdo de exercicio de endurance
(NEUBAUER et al., 2014). Antes e depois de uma corrida de longa distancia,
HICKS et al. (2019) avaliaram os niveis de RNA salivar. Os autores
correlacionaram as concentragcfes de miRNA relacionados com os genes
implicados endorfina, endocanabindide e sinalizacdo GABAérgica com 0s
sintomas subjetivos e com as mudancas fisiologicas. Os resultados
suportaram a ideia de que miRNA provavelmente atua como regulador do
sentimento de euforia associado a ansiedade reduzida e menor capacidade
de sentir dor relatada por atletas apds longo periodo de exercicio aerdbio. A
suplementacdo proteica pos-exercicio também foi abordada. Estudos
comprovaram que essa intervencdo alimentar foi capaz de regular algumas
respostas adaptativas do musculo esquelético frente ao exercicio de
endurance, (ROWLANDS et al., 2011; ROWLANDS et al., 2016).

3.3.3 Ciéncias 6micas: protedmica

O termo proteoma teve origem em 1995 para se referir a uma porcgéo de
proteinas de um genoma (WASINGER et al., 1995) e atualmente faz alusdo a
soma de todas as proteinas em uma ceélula, tecido ou organismo (MALLICK e
KUSTER, 2010), englobando as isoformas, modificagdes pos-traducionais e
polimorfismos (NAIR et al.,, 2004; GRAHAM et al.,, 2005). As proteinas
apresentam tarefas relacionadas ao controle de quase todas as funcdes
biologicas. Existem inumeros fatores, propriedades, condi¢cdes celulares e
ambientais que influenciam e determinam a expressao génica e proteica
(LARANCE e LAMOND, 2015). O processo da expressao génica e traducao
das proteinas ndo ocorre de maneira linear como proposto em modelos de
livros didaticos. Existem diversos eventos que modulam a traducdo e
consequentemente as funcdes desempenhadas no proteoma (BANKS et al.,
2000). Devido a sua diversidade e dinamica, considera-se o proteoma muito

complexo.
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A Protebmica tem como principal objetivo investigar e elucidar tal
complexidade de forma global, direcionada e integrada. Existem duas
maneiras de desenvolver estudos em protedmica, aquelas sem alvo
(untargeted proteomic) e com alvo (targeted proteomic). A protebmica sem
alvo objetiva a cobertura do proteoma quase completa, ou seja, a identificagéo
e/ou maxima quantificacdo possivel de proteinas em um conjunto de
amostras, enquanto a proteémica com alvo atua na mensuracao de grupos
definidos de proteinas quimicamente caracterizadas e bioquimicamente
conhecidas. Para os estagios iniciais de uma pesquisa com o intuito de
descobrir novos biomarcadores proteicos, 0 uso da abordagem sem alvo é
mais aconselhado, ao passo que o uso da abordagem com alvo é
recomendado para a validacdo e implementacéo dos biomarcadores (MEYER
e SCHILLING, 2017; SOBSEY et al., 2020). A problemética em énfase vai
além do que simplesmente descobrir e catalogar novas proteinas, a
protedmica busca identificar, quantificar e definir a estrutura e propriedades
bioquimicas. Investiga também as funcdes e as interacdes proteina-proteina,
evidenciando como as caracteristicas do proteoma se alteram em diferentes
contextos celulares ou em resposta a estimulos internos e externos (PANDEY
e MANN, 2000).

As informacfGes geradas por essa metodologia sdo aplicadas em
diversas areas e estudos multidisciplinares, contribuindo no conhecimento da
biologia basica (ANDERSON et al., 2000) e em pesquisas envolvendo plantas
(BAGINSKY, 2009). Em humanos, a protedmica tem aplicacdes
diversificadas, sendo que essa ferramenta contribui para estudos envolvendo
epidemiologia genética (SELLERS e YATES, 2003), pesquisas sobre o
sistema renal e urinario (THONGBOONKERD e MALASIT, 2005; GUNTHER
et al., 2014; SONG et al., 2020), no tratamento e prevencao de diversos tipos
de canceres (WEI et al., 2013; MACKLIN et al., 2020; ZHU et al., 2020) e
diabetes tipo 2 (ZOU et al., 2020).

Essa abordagem também € aplicada na area da fisiologia do exercicio.
O exercicio € um fator estressor que causa modificacdes na expressao de
proteinas e alteragdes pos-traducdo (AL-KHELAIFI et al., 2018). Em uma
revisdo de literatura, BURNISTON e HOFFMAN (2011) afirmaram que a
protedmica ainda estd dando os primeiros passos para compreender as
adaptacdes agudas e crbnicas na expressao das proteinas no organismo

frente ao exercicio fisico. Dentro dessa revisdo, 0s autores mostraram as
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adaptacdes das proteinas presentes no musculo esquelético em relacdo ao
esforco agudo e cronico. O estimulo agudo pode modular proteinas
relacionadas com glicolise, glicogenodlise, metabolismo de fosfato de alta
energia, metabolismo lipidico, B-oxidacao, regulacao transcricional, proteinas
sarcbmicas e chaperonas. O estimulo croénico de endurance gera adaptacoes
nas proteinas relacionadas com a glicdlise, glicogendlise, ciclo do acido
tricarboxilico, cadeia de transporte de elétrons, metabolismo lipidico, B-
oxidacdo e metabolismo de fosfato de alta energia. Os autores tambéem
relataram estudos que mostraram adaptacfes proteicas cardiacas frente a
diferentes estimulos de exercicio. Ou seja, a pratica regular de atividade fisica
gera resultados positivos na capacidade aerdbia, promovendo efeito protetor
contra doencas cardiometabdlicas. Em outro estudo prote6mico, mais de
4.000 proteinas foram quantificadas, e ao final os autores afirmaram que
manter um estilo de vida ativo diariamente pode proteger o musculo
esquelético do envelhecimento (UBAIDA-MOHIEN et al., 2019). Os projetos
envolvendo prete6mica e exercicio fisico, até o momento, estdo concentrados
principalmente no mapeamento das adaptacdes do proteoma do musculo
esquelético apos sessdes de exercicio agudo e de longa duracédo (PETRIZ et
al., 2016).

A pretdmica vem ajudando a desvendar a dinamica integrada das
proteinas em resposta ao exercicio fisico. Deslumbrando o potencial dessa
abordagem, fisiologistas do futebol buscaram identificar e quantificar
proteinas presentes no plasma de jogadores profissionais e recreativos de
futebol. Além disso, os autores mediram o estado inflamatério dos jogadores
em resposta ao programa de treinamento. Apds investigacdo, os autores
concluiram que jogadores profissionais, em relacdo aos jogadores
recreativos, apresentaram menor concentracdo de proteinas no plasma
relacionadas ao estado inflamatério, oxidativo e de trombose (MARTIN-
SANCHEZ et al., 2011). Em outro estudo, as alteracdes no proteoma urinario
frente a uma sessdo de HIIT também foi estudada. Com perspectiva multi-
Omica, ZHAO et al. (2020) integraram a protéomica e a metabolémica para
estudar os efeitos de uma sessao de HIIT em jogadores de futebol. Os autores
visualizaram alteracdes na expressdo de proteinas das vias metabolicas
envolvidas com metabolismo energético, estresse oxidativo e vias

imunologicas.
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3.4 Ciéncias 6micas: metaboléomica e lipidémica

O metabolismo é muito instavel e sensivel a uma série de processos
internos e externos (perturbacdes genéticas, condicdes fisioldgicas, estado
nutricional, intensidades de exercicio) (MO et al., 2009). Os metabdlitos
apresentam baixo peso molecular (<1500 Daltons) e sado os produtos
intermediarios ou finais dos processos essenciais do metabolismo, como
producdo de energia, estocagem, transducdo de sinais e apoptose (FIEHN,
2002; DUNN et al.,, 2011; JOHNSON et al., 2016). Os metabdlitos séo
compostos heterogéneos que apresentam diversas caracteristicas fisico-
quimicas. Normalmente s&o classificados como moléculas ndo polares
hidrofébicas (a4cidos graxos e lipidios de membrana) ou moléculas polares
hidrofilicas (aminoacidos, carboidratos, acidos organicos e compostos
fosforilados) (AU, 2018). O agrupamento de todos 0os metabdlitos presentes
em uma célula, tecido, 6rgdo ou organismo bioldgico é denominado
metaboloma. (OLIVER et al., 1998). O metaboloma é estudado pela
metabolémica e, por definicdo, € a ciéncia que tem como principal objetivo
responder perguntas voltadas aos processos quimicos envolvendo os
metabdlitos (FIEHN, 2002; DUNN et al.,, 2011; GORROCHATEGUI et al.,
2016; KLASSEN et al.,, 2017). Mais especificamente, busca evidéncias
guimicas estabelecidas pelas reacdes celulares durante sua funcao. Ou seja,
€ o estudo dos perfis de metabdlitos em situacdes comparativas de grupos
submetidos a distintas abordagens como terapias, niveis de estresse,
modulacdo alimentar, doencas, exercicio fisico (ROWLANDS et al., 2014;
HOANG et al.,, 2019; BELHAJ et al., 2021). Considerando que as outras
ciéncias 6micas (gendmica, transcriptbmica e a protedmica) ofertem insights
relacionados ao que pode acontecer dentro de um organismo bioldgico, a
metabolomica proporciona informagdes instantdneas sobre o fenémeno, de
modo a indicar o que esta acontecendo atualmente ou o que ocorreu
recentemente no organismo biolégico (RIEKEBERG e POWERS, 2019;
SINCLAIR e DUDLEY, 2019).

Uma subarea da metaboldémica responsavel por estudar os lipidios é
denominada lipidémica (Figura 3) (HAN, 2016). O lipidoma é definido como o
conjunto das diferentes classes de lipideos das células, tecidos, 6rgaos ou
organismos bioldgicos (SEPPANEN-LAAKSO e ORESIC, 2009). Os lipideos

presentes no lipidoma sdo moléculas organicas insoluveis em agua, formadas
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a partir da associacdo entre acidos graxos e alcool. Apresentam também
papel diversificado dentro das células, exercendo fungcbes na sinalizagédo
celular como primeiro e segundo mensageiros, no transporte de proteinas, no
controle dos gradientes eletroquimicos, em componentes da membrana e no
estoque de energia (RIETVELD et al., 1995).

Existem duas maneiras de desenvolver estudos em metabolbmica e
lipiddbmica, aquelas sem alvo (untargeted metabolomic; untargeted lipidomic)
e com alvo (targeted metabolomic; targeted lipidomic). A metabolémica e
lipiddmica sem alvo objetiva a cobertura total do metaboloma ou lipidoma,
permitindo a identificagdo e/ou quantificagdo da maior quantidade de
metabalitos ou lipideos possiveis em um conjunto de amostras. Enquanto a
abordagem com alvo atua na mensuracgao de grupos definidos de metabdlitos
ou lipideos quimicamente caracterizados e bioquimicamente conhecidos.
Para os estagios iniciais de uma pesquisa com o intuito de descobrir novos
biomarcadores, o uso da abordagem sem alvo é mais aconselhado, ao passo
que o uso da abordagem com alvo € recomendado para a validacdo e
implementacdo (GORROCHATEGUI et al., 2016; HAN, 2016; KLASSEN et
al., 2017).

No momento atual, a Human Metabolome Database (HMDB) é
responsavel por descrever todos os metabdlitos ja reportados na literatura.
Apresenta 114.304 moléculas com caracteristica que variam desde as mais
hidrofilicas as mais lipofilicas. Segundo o HMDB, atualmente sdo detalhados
25.789, 4.730 e 1.245 metabdlitos referentes ao sangue, urina e saliva,
respectivamente. Dessa forma, o sangue é o principal material biolégico
guando o objetivo é alcancar um espectro maior de metabdlitos (ALZHARANI
et al., 2020).

3.4.1 Fundamentos da analise metabolémica e lipidémica

As analises metabolémica e lipiddmica exigem cuidados minuciosos em

todas as etapas (Figura 4).
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Figura 4. Fluxograma de trabalho resumido envolvendo a analise metabolémica apos definicdo do
problema biolégico (CANUTO et al., 2018).

A etapa de coleta e preparacao das amostras sao extremamente criticas,
uma vez que muitos vieses podem ser introduzidos, podendo alterar a
composi¢do metabdlica ou lipidica da amostra biolégica (Bl et al., 2020).
Seguindo o fluxograma de trabalho proposto por CANUTO et al. (2018),
durante a fase de coleta das amostras, o quenching é fundamental para evitar
degradacdo dos metabolitos. Para a realizacdo do quenching, geralmente o
nitrogénio liquido é utilizado imediatamente. Em seguida, as amostras sédo
armazenadas em freezers -80°C para a preparacao e analise.

Em cada abordagem € necessario a realizacdo de um método de
preparacdo de amostra especifica. A amostra deve ser minimamente
preparada para metaboldomica e lipiddmica sem alvo, visando a separacéo dos
metabdlitos polares e apolares. Os métodos geralmente utilizados para
extracdo dos lipideos e outros metabolitos das amostras sdo: Bligh-Dyer
constituido por uma mistura de cloroférmio e metanol (BLIGH e DYER, 1959),
Matyash formado por metanol frio, éter metil terc-butilico (MTBE) e agua
(MATYASH et al., 2008) e Folch, um protocolo de extragdo composto por
cloroférmio, metanol e 4gua (FOLCH e LEES, 1957). Para método com alvo,
€ necessario a preparacdo que selecione os metabdlitos e lipideos de
interesse. Concomitantemente na fase da preparacédo das amostras, misturas
nomeadas de controle de qualidade (QC), contendo todas as amostras,
precisam ser preparadas. Essas amostras auxiliam na avaliagcdo do

desempenho e na estabilidade instrumental durante a aquisicdo de dados



(DUNN et al., 2012; GORROCHATEGUI et al., 2016; KLASSEN et al., 2017;
BROADHURST et al., 2018).

ApOs a preparacdo, as amostras sdo analisadas por diferentes
equipamentos. Em relacdo as técnicas analiticas sofisticadas, a Liquid
Chromatograph Mass Spectrometer (LC-MS), Nuclear Magnetic Resonance
(NMR), Gas Chromatography Mass Spectroscopy (GC-MS) e Capillary
Electrophoresis Mass Spectrometry (CE-MS) sao, atualmente, as mais
aplicadas na metabolémica e na lipidémica (MOCO et al., 2007; Ll et al., 2014;
DJUKOVIC et al., 2020; SEGERS et al., 2020; WALLACE et al., 2020). Em
especial, a LC-MS ¢é a juncao entre duas técnicas analiticas, a cromatografia
e a espectrometria de massas (MS).

Os métodos cromatograficos de analise estdo entre as grandes técnicas
de separacdo, em especial na andlise de moléculas presentes em matrizes
complexas, tais como produtos naturais e fluidos biolégicos (TOUCHSTONE,
1993). Apesar de ser uma eximia ferramenta de separacdo, quando a
validacéo da identidade quimica e a analise qualitativa € necessaria, o auxilio
de uma técnica confirmatdria se torna imprescindivel.

Entre as técnicas confirmatérias presentes na atualidade, a MS é a
ferramenta com melhor desempenho para fornecer informacdes estruturais
necessarias. A MS tem o seu principio baseado na razdo massa/carga (m/z),
conseguindo rastrear e detectar os ions de forma qualitativa e
quantitativamente. No século XX, aproximadamente nos anos de 1980 e 1990,
o surgimento de métodos de ionizacdo para substancias biolégicas com pesos
moleculares altos possibilitou a determinacédo de muitos elementos presentes
em uma amostra biolégica em apenas um unico experimento (LU et al., 2008;
KUMAR et al., 2016). A popularizagdo de ambas as técnicas demonstrou aos
pesquisadores o potencial de cada ferramenta e as vantagens do
acoplamento. A Figura 5 mostra o acoplamento da Cromatografia Liquida de
Alto Desempenho (HPLC) com a MS.
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Figura 5. Layout resumido do acoplamento da Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC) com o Espetrédmetro de Massa (MS).

As fases moveis, ficam reservadas em frascos de vidro especificos no
HPLC. Com o inicio do procedimento, a bomba de alta pressdo impulsiona ou
aspira a fase movel para dentro do cromatografo. De acordo com a
programacao utilizada, o gradiente da fase movel é formado. No meio do
caminho, a amostra de interesse € injetada por um amostrador automatico em
conjunto com a fase moével. Essa mistura é encaminhada em direcdo a coluna
HPLC, onde ocorre a interacdo entre 0s compostos presentes na amostra com
a fase estacionaria da coluna. Essa interacdo promove a separacdo dos
compostos. Apos isso, o efluente da coluna é direcionado para a fonte de
ionizacdo do MS. Existem diversos modelos de fonte de ionizacdo como
Electrospray, lonizacdo e Dessorcéo a Laser Assistida por Matriz (MALDI), etc
(EL-ANEED et al.,, 2009). Cada modelo, com suas particularidades,
apresentam 0 mesmo objetivo que € gerar grande numero de ions para
permitir a identificagdo da substancia em estudo. Apds a ionizagéao, o efluente
da coluna cromatogréfica ionizado é encaminhado para o analisador de
massas sob vaco. Distintos modelos de analisadores de massas sao
utilizados, como exemplos, os baseados em setores elétricos e magnéticos,
analisadores de massas do tipo Quadrupolo, lon Trap, Tempo de Véo
(BERGER et al., 2004). Todos apresentam diferengas, mas a fungéo de
separar os ions de acordo com a razdo m/z € a mesma. Os ions sao

encaminhados para o detector apds passarem pelo analisador. Esse setor é
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responsavel por identificar os ions e sua abundancia gerando um espetro
individual. Esses espectros sdo armazenados em um computador que
posteriormente efetua os calculos por software especifico.

A espectrometria de massa em tandem (MS/MS) é utilizada quando
compostos analisados apresentam valores m/z idénticos. Nesse momento da
andlise, os ions precursores intactos ou ions ja fragmentados durante MS séo
fracionados em pequenos ions, fornecendo -caracteristicas estruturais
adicionais sobre um determinado composto e, assim, aumentando a
capacidade de distinguir e identificar os compostos (PITT, 2009; ZHOU et al.,
2012).

A analise metaboléomica e lipidébmica constituem dados extremamente
extensos e complexos, tornando necessario o uso de ferramentas adequadas
para o tratamento dos dados, a fim de evitar erros e garantir a veracidade dos
resultados. Apos a aquisicdo, os dados brutos de intensidade de pico séo
submetidos a processamentos que possibilitam analises adicionais futuras. O
processamento de dados tem etapas diversificadas, como a conversao de
picos brutos em matrizes de dados, filtragem de ruido, correcdo de tempo de
retencdo, alinhamento de cromatograma, deteccéo de pico, normalizagéo de
dados e extracdo dos ions. Esse processamento dos dados pode ser
realizado no software XCMS versédo online (SMITH et al., 2006). Logo apos
essa etapa, os dados sdo processados para filtrar os ions correspondentes a
maioria das amostras, normalizados, redimensionados, centralizados para
colocar todas as amostras e varidveis em uma escala comparavel para
construcdo de modelos multivariados ou univariados. Os métodos de analise
estatistica multivariada (Principal Component Analysis — PCA, Partial Least
Squares Discriminant Analysis — PLS-DA e Orthogonal Partial Least Squares
Discriminant Analysis — OPLS-DA) e analise univariada (ANOVA, teste t de
Student, ou U de Mann-Whitney) sdo comumente empregues no corpo de
dados afim de organizar e extrair conhecimento cientifico (SUGIMOTO et al.,
2012). Nesse caso, os dados podem ser preparados no software
Metaboanalyst 5.0 verséo online (XIA et al., 2015; XIA et al., 2016).

Além da analise estatistica, a identificacgdo dos metabdlitos e a
interpretacdo bioldégica sdo andlises fundamentais para responder as
perguntas em pauta e gerar novos questionamentos sobre organismo
estudado. O processo de identificacdo consiste em combinar 0s espectros

presentes na amostra com os armazenados em bibliotecas e bancos de dados
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disponiveis (METLIN, HMDB, ou LIPID MAPS) (NAZ et al., 2014; HUAN et al.,
2017).

3.4.2 Aplicacdes da analise metabolémica e lipidémica

Tendo consciéncia da importancia e do impacto na comunidade
cientifica, investigagcbes metabolémicas e lipiddmicas séo frequentemente
aplicadas na agricultura (TAYLOR et al., 2002; DIXON et al., 2006; RIGHETTI
et al., 2018; FENG et al., 2020), ecologia (JONES et al., 2013; KOELMEL et
al., 2020), ambiental e botanica (WELTI et al., 2007; HORN e CHAPMAN,
2014; SAMPAIO et at., 2016). Na biologia celular, ambas técnicas fornecem
suporte no entendimento do papel vital dos metabdlitos e lipideos dentro da
célula animal, especialmente no transporte da membrana e na sinalizacéo
celular (ZHANG et al., 2013). Além de estudos com a biologia béasica, tanto a
metaboldmica quanto a lipiddmica tém contribuido com resultados relevantes
em pesquisas aplicadas na biologia humana.

Fazendo uso de células humanas e animais, estudos optaram pela
abordagem metabolémica para identificar biomarcadores em resposta a
intervencdes com farmacos, drogas, etc (CUPERLOVIC-CULF et al., 2010;
ARTATI e TOKARZ, 2020). Essa vertente também é aplicada em é&reas da
medicina. A oncologia e cardiologia utilizam a metabolémica para desenvolver
métodos de deteccdo de biomarcadores e diagndéstico precoces de cancer e
doencas cardiacas (LEWIS et al., 2008; SPRATLIN et al., 2009; BEGER,
2013; SINCLAIR e DUDLEY, 2019). Na medicina de preciséo, os resultados
provenientes dessa técnica apontam novos alvos para medicamentos e
auxiliam no monitoramento das respostas em intervencdes terapéuticas
(WISHART, 2016). Na mesma linha, a lipiddmica também tem auxiliado a
medicina. Na neurociéncia, essa ferramenta busca compreender de forma
interativa o papel do lipidoma no cérebro (PIOMELLI et al., 2007). Na
oncologia essa estratégia ajuda em progndstico, diagndstico e eficacia do
tratamento contra o cancer (ARMITAGE e SOUTHAM, 2016; FARROKHI
YEKTA et al., 2017).

Devido as informacdes relevantes obtidas em humanos, fisiologistas do
exercicio deslumbraram grande potencial de ambas as abordagens na ciéncia
do esporte. As aplicacbes dessas ferramentas tém trazido beneficios tanto
para area da saude publica quanto para o desempenho esportivo de elite. A

realizacdo de pesquisas com base na metabol6mica sem alvo possibilita que
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as modificacdes sistémicas do metaboloma e lipidoma sejam analisadas e
confrontadas com situagBes classicas investigadas pelos fisiologistas do
exercicio. Como exemplo, logo apés uma sessdo aguda de exercicio ou apos
periodos de treinamento (HEANEY et al., 2017; HOFFMAN et al., 2017).

Em relagdo as sessbes agudas de exercicio, uma recente revisédo de
literatura interpretou 25 artigos originais. Todos envolviam a aplicagdo da
metabdlomica e lipidémica em humanos e mamiferos. Os estudos
selecionados destacaram as principais vias metabodlicas impactadas pelo
estimulo de exercicio agudo. Resumidamente, os metabolitos que foram
regulados apds uma sesséo de exercicio foram os produtos finais da glicélise
e intermediarios do ciclo do acido citrico, acilcarnitinas, triacilglicerois, corpos
cetbnicos, nucleotideos e derivados, aminoacidos e derivados, vitaminas,
hormonios esteroides. Assim como lipidios complexos menos caracterizados
com varias funcgfes, propriedades pré e anti-inflamatérias e propriedades
vasoativas também foram modulados. De maneira geral os autores
concluiram que a abordagem metabolémica e lipiddémica na ultima década,
possibilitou a identificacdo de centenas a milhares de metabdlitos (incluindo
espécies de lipideos) em um dnico experimento. O volume elevado de
metabdlitos permitiu uma visdo integrada do fenbmeno. A partir disso, 0s
estudos revelaram biomarcadores de capacidade e intensidade de exercicio,
estado de treinamento, fadiga, entre outros (BELHAJ et al., 2021). Com
similaridade, a revisédo proposta por SAKAGUCHI et al. (2019) contou com 24
estudos que descreveram alteracdes consideraveis em distintos lipidios. Apés
analise de todos os artigos, os autores afirmaram que o lipidoma tende a
aumentar duas vezes ou mais depois de algumas horas ap0s a execucéo de
exercicio fisico. Mostraram também que lipideos modificados voltam ao nivel
basal dentro de um dia de recuperacdo, mesmo se o individuo executar
sessbes de exercicio com intensidade extenuante. Ainda sobre os efeitos
agudos do exercicio, na revista cientifica Cell, um artigo foi publicado
abordando a resposta do metaboloma, lipidoma, imunoma, proteoma, e
transcriptoma frente a uma sessao de exercicio aerébio agudo. Fazendo uso
integrado das ciéncias Omicas, 0s autores visualizaram alteracbes em
milhares de moléculas e um comportamento sincronizado dos processos
biolégicos foi formado envolvendo metabolismo energético, estresse
oxidativo, inflamacéo, reparo de tecidos e resposta do fator de crescimento,

bem como vias regulatérias. Os pesquisadores descobriram também as
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principais vias biologicas relacionadas com a resposta ao exercicio. Esse
achado possibilitou o desenvolvimento de modelos de predi¢do que revelaram
biomarcadores em repouso presentes no sangue associados com o VOzmax
(CONTREPOIS et al., 2020). Os atletas de alto rendimento também sé&o
investigados apds uma sesséo aguda de treinamento (HEANEY et al., 2017).

Embora a literatura, indubitavelmente, defenda a existéncia de efeitos
agudos provenientes do exercicio no metaboloma e lipidoma, muitas
adaptacdes fisicas se manifestam em periodos de semanas, meses, anos e
décadas. Portanto, é importante compreender as alteracdes dos metabdlitos
e lipideos associados a longo prazo. No presente estudo, os autores utilizaram
modelo animal para realizacdo dos experimentos. Logo apos a aplicacéo de
seis semanas de treinamento fisico crénico e 12 semanas de uma dieta rica
em gordura, as analises lipiddmicas relevaram alteragbes qualitativas nos
fosfolipidios, tanto para a dieta quanto para o exercicio. Frente ao treinamento
fisico, os lipidios crénicos modificados foram a fosfatidilcolina contendo acido
linoléico e esfingomielina e fosfatidilcolina contendo acido docosahexandico
(GOTO-INOUE et al.,, 2013). Ja STARNES et al. (2017) realizaram um
desenho experimental utilizando dois grupos de ratos, sedentéario (controle) e
treinados. O grupo treinado correu em uma esteira motorizada por 5 dias por
semana, durante 6 a 7 semanas. Logo apdés, os pesquisadores analisaram os
tecidos alvos (musculo esquelético plantar, séleo, figado, soro e coracéo) de
ambos os grupos utilizando a abordagem metabolémica untargeted por GC-
MS. O acido citrico, acido isocitrico e acido linoleico foram alterados no figado
e no musculo plantar. Os metabdlitos hidrocarboneto C13, inosina, adenosina,
frutose-6-fosfato, glicose-6-fosfato, acido  2-aminoadipico, acido
heptadecandico, acido estearico, alfa-tocoferol e acido oleico foram alterados
apenas no mauasculo plantar. Ja as concentracdes de acido malico, serina,
acido aspartico, mioinositol, glutamina, acido glucbnico-6-fosfato, &cido
glutdmico, pirofosfato, campesterol, acido fosférico e creatinina foram
modificadas no coracdo em resposta ao treinamento fisico. Tendo em vista
todas as modificagdes no metaboloma devido ao exercicio fisico, os autores
concluiram que o treinamento fisico foi capaz de gerar adaptacfes no
metaboloma em diversos tecidos além do musculo esquelético, indicando
também comunicacdo dos processos biologicos entre os tecidos, além de
reforcar os beneficios de longo alcance do exercicio de endurance para os

sistemas como um todo.
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Embora o modelo animal forneca informacdes relevantes, aplicacdes
utilizando a metabolomica e lipiddmica em humanos se tornam importantes
para o entendimento das alteracdes lipidicas e metabdlicas frente ao exercicio
cronico. Nessa linha, KUEHNBAUM et al. (2015) aplicaram a metabolémica
para estudar as respostas adaptativas de uma coorte de mulheres frente a
intervencdo de HIIT com duracdo de 6 semanas. Os autores visualizaram
adaptacdes do metaboloma ao treinamento. Houve regulacédo positiva em
repouso da L-carnitina plasmatica devido a melhora da capacidade oxidativa
muscular. A diminuicdo do dissulfeto misto de glutationil-L-cisteina circulante
foi relacionado com a maior capacidade antioxidante. O declinio na
hipoxantina plasméatica e aumento da concentracdo de O-acetil-L-carnitina
pos-exercicio apontaram estresse energético reduzido para mulheres
treinadas. Assim como as mulheres, pesquisadores se atentaram em
investigar as adaptac6es metabdlicas e lipidicas apos treinamento fisico em
homens. Com duracdo de 80 dias, metaboloma e lipidoma de jovens
saudaveis do sexo masculino foram avaliados. O metabolismo global dos
participantes foi modificado drasticamente. Diversas classes de substratos
metabdlicos foram alteradas, incluindo lipidios, corpos cetdnicos, metabdlitos
de arginina, endocanabinoides, nucleotideos, marcadores de protedlise,
produtos de oxidacdo de acidos graxos, metabdlitos originarios do
microbioma, biomarcadores de estresse e substratos de coagulacdo. Os
substratos energéticos usados pelos musculos durante exercicio (acidos
graxos e corpos cetbnicos) foram reduzidos no plasma em resposta ao
aumento da aptiddo aerobia dos avaliados. Os participantes que possuiam
concentracdo elevada de acido dimetilguanidino valérico apos treinamento,
apresentaram correlacbes positivas com aumento de gordura corporal,
colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL colesterol) e presséo
arterial sistolica, por isso, o &cido dimetilguanidino foi apontado como
biomarcador de ma adaptacéo ao treinamento (KOAY et al., 2021). No geral,
os resultados apresentados até entdo na literatura sugerem que o programa
de treinamento fisico gera adaptacdes nos lipidios e aminoacidos em modelo
animal e humanos. Porém, além do exercicio fisico, outros fatores podem
influenciar e interferir a homeostase do metaboloma e lipidoma de um
organismo biologico.

Em uma revisdo de literatura direcionada para experimentos em

humanos, os autores discutiram a interferéncia de situagdes adversas como
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condicdes climaticas, temperatura, vento e umidade. Além de considerarem
respostas metabolicas devido a habitos irregulares de sono e alimentagédo
préximos a época do experimento em metaboléomica (BASSINI e CAMERON,
2014). Além dessas variacdes, a idade e nivel de treinamento séo fatores que
também pode influenciar na resposta do metaboloma frente ao exercicio.
Nesse contexto, MUKHERJEE et al. (2014) investigaram o comportamento
das vias genéticas e metabodlicas em participantes ndo treinados e atletas
veteranos da mesma idade. Apds 0s experimentos, 0s autores puderam
afirmar que os dois grupos apresentaram variagdes distintas na expresséo de
genes e metabdlitos envolvendo metabolismo energético, lipidios, sinalizacao
de insulina e funcéo cardiovascular. Abordando a importancia da nutricdo e
suplementacao para a saude e melhora do desempenho esportivo em atletas,
AL-KHELAIFI et al. (2018) estudaram o perfil dos metabdlitos presentes no
soro de atletas de elite de diversos esportes, com foco em xenobibticos
potencialmente provenientes de suplementos nutricionais. Para isso atletas
de futebol, atletismo, ciclismo, rugby, natacdo, boxe e remo foram avaliados.
Fazendo uso da abordagem metabolémica untargeted com auxilio do HPLC-
MS, foram identificados 102 xenobioticos, sendo 38% de produtos quimicos e
medicamentos, 27% de componentes alimentares, 17% de metabdlitos de
benzoato, 15% de metabdlitos de xantina, 2% de metabdlitos de tabaco e 1%
de metabdlitos bacterianos e fungicos. Os autores puderam concluir que os
perfis do metaboloma de atletas de diferentes esportes variam de acordo com
0 uso de suplementos, dieta e exposi¢ao a varios produtos quimicos e que o
conhecimento gerado pode contribuir futuramente para melhor avaliacéo e
prescricdo de suplementos alimentares em atletas.

De maneira geral, os artigos citados retrataram o estado da arte da
aplicacao da metabolémica no esporte, exercicio e todas variaveis que podem
influenciar as respostas do metaboloma (idade, intensidade de exercicio,
alimentacdo, sono etc). Como visto nas pesquisas, a metabolémica,
lipidomica, exercicio fisico e esporte de alto rendimento vem sendo
relacionados em distintos contextos, variando desde experimentos com
modelo animal, até intervencdes em atletas de alto rendimento esportivo em
diferentes modalidades como atletismo, ciclismo, rugby, natacao, boxe, remo
e halfpipe snowboarders. Essa abordagem integrada estimula o carater
multidisciplinar da pesquisa cientifica. Podendo ser convertido em beneficios

para o0s atletas de alto rendimento esportivo, podendo influenciar
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positivamente a prescricdo do treinamento, hébitos alimentares, periodo
recuperativo apés treinamento, prevencdo e recuperacdo de lesoes,

intervindo diretamente no desempenho esportivo.

3.4.3 Aplicacdes da metabolémica no futebol

Ainda que a bioquimica tradicional venha possibilitando a progresséo do
entendimento dos biomarcadores sobre os processos fisioldgicos no futebol,
essa abordagem é limitada, quando o propésito do estudo € investigar as
perturbacdes do metaboloma dos atletas de maneira global e integrada.
Indagar o metaboloma (incluindo o lipidoma) é interessante para amplificar a
compreensao dos sistemas biolégicos complexos envolvidos no futebol, uma
vez que o0 metaboloma reflete as mudancas cumulativas decorrentes dos
processos envolvendo o genoma, o transcriptoma e o proteoma, bem como
suas interacdes com o meio ambiente (exercicio fisico).

Tendo em vista essas informacbes, a metaboldmica tem mostrado
elevado potencial para responder questdes integradas dentro da modalidade.
Alguns pesquisadores aplicaram a metabolémica para questionar alguns
aspectos do futebol. Devido a importancia da nutricdo e suplementacao no
desempenho esportivo, AL-KHELAIFI et al. (2018) tracaram o perfil dos
metabdlitos presentes no soro de atletas de elite de diversos esportes
inclusive em 315 jogadores de futebol, com foco em xenobiodticos
potencialmente provenientes da alimentacdo. No presente estudo, os autores
mostraram que os jogadores de futebol apresentaram niveis mais elevados
de varios xenobidticos que possivelmente se originaram de produtos
alimentares e/ou suplementos. Esses incluem &cido 3,4-dihidroxicindmico,
acido ferulico 4-sulfato, ectoina, quinato, hipurato, 4 vinilguaiacol sulfato, 2-
furoll glicina e 1.3.7-trimetilurato, um metabdlito menor da cafeina.

Com o olhar voltado para as mudancas no metaboloma perante o
estresse agudo gerado pelo exercicio, PITTI et al. (2019) investigaram a
resposta dos metabdlitos apds uma partida de futebol. Para isso, amostras de
saliva de 17 jogadores foram coletadas antes e ap0s uma partida. Mudancas
foram detectadas nos marcadores relacionados a energia, estado de

hidratacdo, aminoacidos e outros compostos. Em complemento, PRADO et



al. (2017) avaliaram 30 jogadores de equipes associadas a Confederacdo
Brasileira de Futebol por dois dias. As amostras de sangue e urina foram
coletadas na noite pré-jogo, ha manha da partida, no pré-jogo, no intervalo e
final do jogo. Com base nessas andlises, 1091 metabdlitos foram identificados
na urina, onde 565 ndo sofreram altera¢des, 338 diminuiram a concentragdo
e 188 aumentaram os niveis apos a partida. Nesse estudo, a Hipoxantina e
metabdlitos relacionados foram regulados positivamente na urina apés a
partida de futebol. Além dos metabdlitos provenientes do estresse gerado
apos uma partida, RA et al. (2014) buscaram entender o comportamento do
metaboloma apds sequéncia de 3 jogos recreativos consecutivos. Visando
encontrar novos biomarcadores de fadiga, os autores avaliaram 122
jogadores do sexo masculino. Amostras de saliva antes e apés os trés dias de
jogos foram coletadas e os sintomas tradicionais de fadiga (frequéncia
cardiaca, massa corporal e humor) foram mensurados. A analise
metabolémica sem alvo foi capaz de identificar 144 metabdlitos na saliva e
tracar o perfil do metaboloma dos 37 jogadores fadigados. Além disso, o0s
autores observaram que todos os metabdlitos identificados aumentaram apos
a sequéncia de jogos, dando destaque aos relacionados com o catabolismo
do mausculo esquelético, metabolismo da glicose, metabolismo lipidico,
metabolismo de aminoacidos e energético (3-metil-histidina, glicose 1- e 6-
fosfato, taurina e alguns aminoacidos). Ja MARINHO et al. (2022) avaliaram
as alteracbes no metaboloma urinario por RMN de jogadores brasileiros
pertencentes a categoria sub-20 em amostras coletadas imediatamente e 20
horas ap6s duas partidas de futebol. As vias metabdlicas associadas a
producdo de energia, danos celulares e estresses organicos foram
modificadas logo apds o jogo. Ja, 20 h apds os dois jogos, foram identificadas
vias antioxidantes e anti-inflamatorias relacionadas a recuperacao celular
(acido gélico, ascorbato e betaina). Adicionalmente, o perfil metabolomico
entre atletas com maiores e menores valores na escolada de percepcgéo
subjetiva de esforco (PSE) foi diferente. Jogadores com maiores valores de
PSE apresentaram metabolitos relacionados ao dano muscular (creatina,
creatinina e glicina) e producéo de energia (creatina, formiato, piruvato, 1,3
diidroxiacetona) 20 horas apds a partida de futebol.

Além das alteracdes agudas, sabe-se que o metaboloma humano sofre
adaptacdes a longo prazo, por isso PINTUS et al. (2020) investigaram a

variacdo do metaboloma da urina no decorrer da pré-temporada do
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campeonato da seria A na lItalia. A urina de 21 jogadores de futebol
profissional foi coletada durante o comeco, meio e fim da pré-temporada. O
perfil do metaboloma da urina foi modificado durante o periodo experimental.
Variacbes significativas foram observadas para trimetilamina-N-oxido,
dimetilamina, acido hipurico, hipoxantina, acido guanidoacético, acido 3-
hidrixibutirico, acido citrico e creatina. O trimetilamina-N-6xido e o acido
hipurico sdo de origem alimentar, mas também relacionados a microbiota,
enquanto o acido 3-hidroxibutirico esta associado ao exercicio fisico. Os
autores ao final do experimento afirmam que as altera¢des presentes na urina
podem estar associadas a dieta, treinamento e com a microbiota. Investigar
as repostas do metaboloma frente ao treinamento em uma pré-temporada
fornece informacfes preciosas para a preparacdo fisica dos jogadores.
QUINTAS et al. (2020) foram além nessa questao, os autores buscaram tracar
relacdes entre a carga externa e as modificacdes no metaboloma perante as
adaptacdes fisioldgicas frente ao treinamento realizado em uma temporada
completa. Foram avaliados 80 jogadores de futebol do Barcelona Futebol
Clube. As amostras de urina e os dados do GPS foram coletados entre julho
de 2017 e maio de 2018 (10 meses). A urina foi analisada por UPLC-MS e os
metabolitos mais associados com as varidveis obtidas pelo GPS foram
hormonios esterdides, metabdlitos de hipoxantina, aminoacidos acetilados,
metabolismo da fenilalanina intermediaria, tirosina, metabdlitos de triptofano
e riboflavina. Com essas andlises, 0s autores detectaram pequenas
alteracbes no metaboloma urinario relacionadas com a carga externa de
treinamento ao longo de uma temporada, revelando potenciais biomarcadores
de estresse e lesdo a longo prazo.

O entendimento das respostas agudas em partidas de futebol e
adaptacdes no metaboloma frente ao treinamento proporciona informacdes
relevantes para modalidade. Porém, para que os atletas de futebol alcancem
0 maximo desempenho esportivo, é preciso gue protocolos avaliativos sejam
aplicados para monitorar a carga de treinamento e que diferentes meios e
meétodos de treinamento sejam aplicados. Considerando isso, pesquisadores
tem questionado o comportamento do metaboloma apds a aplicacdo de
protocolos avaliativos. Objetivando detectar variagbes metabdlicas da saliva
apos execucao do Yo-Yo level-1 intermittent recovery test, SANTONE et al.
(2014) utilizaram a abordagem metabolémica para avaliar 14 atletas de elite.

Para cada atleta foram coletadas amostras antes e apos a realizacéo do Yo-
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Yo level-1 intermittent recovery test. A andlise estatistica multivariada utilizada
foi andlise por PCA, definida para o estudo como uma técnica nao
supervisionada que descreve as integrais do sinal de NMR da saliva com
relacdo a uma ou mais variaveis latentes denominadas como componentes
principais (PC). Os metabdlitos mais relevantes encontrados em relacédo a
variacdo dos metabdlitos pré e pos teste foram uréia, glicose (PC1), lactato,
citrato e acetato (PC2), glicerol, glutamato, leucina, alanina e lisina (PC3).
Quando os autores fizeram uma relacdo com o desempenho obtido no teste
(bom, normal e ruim), as variacfes vistas dos metabdlitos foram glicose,
citrato e acetato (PC2), leucina, ornitina, mioinositol (PC3), lactato e glutamato
(PC4), podendo ser considerados como futuros biomarcadores para melhor
ou pior performance. Sendo assim, 0s autores concluiram que talvez existam
diferencas no perfil metabdlico dos jogadores com melhor ou pior
desempenho. Ja& CASIMIRO-LOPES et al., (2021) mostraram por meio da
NMR niveis aumentados para o lactato e diminuidos para as N-acetil
glicoproteinas apds aplicacdo do teste de Wingate no plasma sanguineo de
dez atletas de futebol da primeira divisdo. Adicionalmente, alanina e glutamato
apresentaram aumento moderado apds o0 teste de exercicio, enquanto
piruvato e acetato mostraram alteracdes irrelevantes. Além de investigar a
resposta frente as avaliacdes fisicas, os fisiologistas do futebol também
buscam entender o estresse do metaboloma frente a meios e métodos
utilizados na preparacgéo fisica. Aplicando o jogo reduzido, CICERO et al.
(2015) buscaram tracar alteragcbes no metaboloma da saliva ap6s uma
sessdo. Os autores também buscaram correlacionar as variagdes metabolicas
com desempenho do atleta conforme DTP medida por GPS. Para isso, 10
jogadores de futebol de elite com menos de 20 anos participaram do estudo.
O jogo reduzido durava 24 minutos no total e consistia em 4 séries de 6
minutos de duragdo com 2 minutos de recuperacao passiva entre as sessoes
de exercicio. Amostras de saliva foram coletadas antes e depois do jogo e
analisada por NMR. A analise multivariada dos dados mostrou que a aplicacéo
aguda do jogo reduzido afetou os niveis de metabdlitos salivares dos
jogadores. Entre os metabdlitos identificados e alterados, a taurina apresentou
correlacdo com a DTP pelos atletas durante o jogo. Utilizando outros métodos
de treinamento, ZAFEIRIDIS et al. (2016) aplicaram a metabolémica para
investigar as variacbes dos metabolitos apds a realizacdo de exercicios

continuo, HIIT longo e curto. Os autores contaram com a participacao de 9
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jogadores durante 4 sessdes de avaliacdo. Primeiramente os participantes
realizaram um teste incremental maximo em uma esteira motorizada para
avaliacdo do VOzmax, velocidade aerObia maxima e frequéncia cardiaca
maxima. Nas visitas subsequentes, o0s jogadores foram submetidos, de
maneira randomizada, aos protocolos de exercicio. Amostras de sangue
foram coletadas antes e ap0s a execuc¢do de cada protocolo. Em sequéncia
foram analisadas por NMR e pela estatistica multivariada. Os pesquisadores
notaram que os trés tipos de treinamento causaram mudancas consideraveis
no metaboloma do plasma. Havendo extensa regulacdo positiva do
metabolismo de carboidratos, lipidios e ativacao do ciclo de TCA devido ao
aumento de lactato, piruvato, glicerol, citrato e succinato. Com base nas
alteracdes, os autores mostraram que 0s meétodos aplicados induzem o
estresse metabdlico e energético celular global de forma semelhante. Ainda,
indagando as modificacbes metabdlicas frente aos meios e métodos de
treinamento aplicado, ZHAO et al. (2020) integraram a protebmica e a
metabolémica a fim de investigar com profundidade as respostas metabdlicas
e proteicas frente ao HIIT. Foram coletas amostras de urina de 23 jovens
jogadores de futebol antes, apds e na recuperacao da sessédo de HIIT. Foram
identificadas 1.146 proteinas e um total de 1.568 metabdlitos. Os metabdlitos
encontrados foram associados ao metabolismo de glicose, lipidio, aminoacido
e energia, como 6-acetil-glicose, adenosina, desoxiadenosina, hipoxantina, 3-
cetolactose, tirosina, lisina, timina, glutationa, cisteina, y-gultamil-cisteina,
testosterona, cortisol, creatina, fosfato de creatina e outros. Entre esses, 59
metabdlitos foram diferenciados quando comparados com 0s momentos pre,
pos-exercicio e recuperacdo, sendo associados com o metabolismo de
aminoacidos e com a biossintese de horménios esteroides. Paralelamente,
um total de 12 adolescentes jogadores de futebol foram submetidos a uma
combinacdo de exercicio aerobio e anaerébio em um cicloergbmetro. Os
jogadores avaliados realizaram exercicio aerébio seguido de recuperagéo
passiva de 1 min (entre 55 até 60 rpm/min por 6 min com 150 W) e exercicio
anaerobio seguido de recuperacéo passiva com duracdo de 3 min (Wingate,
30 s na maxima intensidade) tendo que repetir essa sequéncia por 3 vezes.
Amostras de urina foram coletadas antes (30 min) a sessédo de exercicio e
apos (3 h) a aplicacdo da sessdo. A técnica de GC-MS detectou 635
metabdlitos nas amostras de urina. Por meio de PCA e OPLS-DA, 25

metabalitos foram diferentes (31 e 22]) em relagdo ao basal. Os metabdlitos
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diferenciados pertenciam a 5 vias metabdlicas: metabolismo da glicina-serina-
treonina, ciclo do citrato, metabolismo da tirosina, metabolismo do nitrogénio
e metabolismo dos glicerofosfolipides. Durante a sessdo de exercicio
combinado (aerébio e anaerobio), os jogadores de futebol apresentaram
decréscimo na capacidade anaerdbia apods a fadiga. Além disso, 0 mecanismo
metabdlico da fadiga ao exercicio foi relacionado a distlrbios no metabolismo
de aminoacidos e energia (CAO et al.,, 2020). Adicionalmente, a resposta
aguda do metaboloma global de dez jogadores recreativos de futebol apos
uma sessédo de exercicio resistido (4 séries de 10 repeticbes a 70% de uma
repeticdo maxima no leg press) foi monitorada por NMR. A sessdo aguda de
exercicio aumentou as concentracfes de 2-hidroxibutirato, 2-oxoisocaproato,
3-hidroxiisobutirato, alanina, hipoxantina, lactato, piruvato e succinato.
Enquanto, isoleucina, leucina, lisina, ornitina e valina diminuiram a
concentracdo apos a sessédo de exercicio (BERTON et al., 2017).

Todos os estudos supracitados utilizaram distintas amostras biolégicas
(sangue, urina e saliva) para identificar as alteracdes no perfil do metaboloma
dos atletas em diversas situacBes aplicadas na modalidade. Uma das
premissas da abordagem 6mica é buscar o entendimento do funcionamento
integrado de um organismo biolégico frente a um fator estressor. Nesse
sentido, visando obter conhecimento integrado, ALZHARANI et al. (2020)
utilizaram amostras de urina, plasma e saliva para analisar o impacto causado
pelo exercicio de alta intensidade no perfil do metaboloma de 26 jogadores de
futebol durante 2 dias consecutivos. Amostras de urina, plasma e saliva foram
coletadas antes e apds a sessdes de exercicio. Os graficos de PCA e OPLS
mostraram variacbes antes e depois do programa de exercicio para
metabolitos polares e apolares presentes no plasma, urina e saliva. Os
autores demostraram que a hipoxantina foi o unico metabdlito polar, que se
alterou em todos os fluidos biol6gicos (plasma, urina e salivar) no primeiro dia.
Além disso, houve aumento significativo nas acilcarnitinas apos dois dias de
exercicio. Esses metabdlitos estdo envolvidos com a oxidacdo dos acidos
graxos, indicando que esses jogadores de futebol altamente treinados
gueimam mais gordura em vez de glicose. Esses achados fortaleceram a ideia
de potenciais biomarcadores, uma vez que os produtos finais da carnitina no
plasma, pos-exercicio, podem fornecer informacfes acerca do nivel de
aptidao fisica.

Na area da medicina esportiva, uma coorte 6 jogadores de basquete, 22
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de futebol americano, 4 de hdquei no gelo, 4 de lacrosse e 26 de futebol foram
avaliados e o presente estudo apontou 6 biomarcadores presentes no plasma
desses atletas que aparecem 6 horas apos lesdo cerebral traumatica leve
durante a pratica esportiva. Sendo FA 2-OH C16:0, FA C18:0, TUDCA, PE ae
C36:4, PE aa C38:6 e LysoPC a C20:4. Dessa forma, esse grupo de
metabdlitos apontados podem contribuir com uma identificacdo precoce da
leséo, possibilitando diagndstico e tratamento mais acelerados (FIANDACA et
al., 2018). Além do mais, metabdlitos provenientes do soro como glutamina,
N-acetilglutamina, xantina, beta-sitosterol, N2-acetillisina, estearoil-
araquidonoil-glicerol (18:0/20:4), N-acetilserina e 3-7- dimetilurato foram
eleitos bons preditores de envelhecimento bioldgico (comprimento dos
telomeros dos leucécitos) de uma amostra composta por 126 jovens
jogadores de futebol masculino de elite (AL-MURAIKHY et al., 2021).

Os estudos supracitados aplicaram a metaboldomica no futebol para
avaliar as variac6es do metaboloma perante o estresse gerado pelo exercicio
fisico, apos aplicacao de testes fisicos, ao final de partidas de futebol, durante
a preparacao fisica na pré-temporada, temporada completa e medicina
esportiva. Esses estudos construiram conhecimento integrado e global para a
modalidade, apontado metabdlitos como possiveis biomarcadores de
estresse, fadiga, desempenho. O conhecimento gerado por essa ferramenta
fornece conexdes interdisciplinares entre diferentes linhas de pesquisa e
campos de atuacdo, caracterizando o perfil fisiolégico dos atletas e sendo
capaz de diminuir as barreiras entre treinadores esportivos e cientistas, para

melhorar significativamente o desempenho atlético.
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4. METODOLOGIA GERAL

4.1 Fase pré-analitica

Os procedimentos a seguir foram realizados antes da analise lipidémica.

4.1.1 Participantes

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP (CAAE - 15540619.6.0000.5404)
(ANEXO 1). Respeitando todas as premissas e instrucdes éticas, todos os
participantes receberam explicacao verbal e por escrito acerca dos objetivos
do projeto, riscos e beneficios dos testes aos quais foram submetidos, bem
como informados sobre a liberdade em desistir de participar do projeto por
guaisquer motivos. Apds receberem as instru¢des, os participantes foram
convidados a assinar o TCLE, previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas.

Os avaliados responderam uma anamnese contendo uma breve
entrevista sobre a sua condicao fisica e habitos alimentares e um questionério
referente ao histérico esportivo contendo questdes sobre sua insercao atual
no ambiente esportivo, regularidade competitiva, nivel das competicdes das
quais participou nos ultimos dois anos e classificacdo nessas competicoes.

Foi adotado como critério de inclusdo sua participacdo em competicdes
regulares nos ultimos dois anos (em nivel minimo regional). Foram excluidos
da amostra participantes que néo tinham autorizacdo médica para realizacao
de esforcos e que, por meio da anamnese, relataram ser tabagistas, fazer uso
de medicamentos continuos, esteroides anabdlicos ou apresentarem dores
articulares.

Os participantes foram instruidos a realizarem jejum noturno de 12 horas
antes das coletas de sangue do I6bulo da orelha realizadas na segunda
sessao e também foram orientados a manterem uma dieta leve e hidratacao,
realizarem a ultima refeicdo pelo menos duas horas antes dos testes fisicos,
ndo consumirem bebidas contendo alcool e cafeina pelo menos 24 horas

antes dos procedimentos; além de ndo poderem praticar exercicios
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extenuantes durante o periodo experimental (PEREIRA et al., 2015; GAMA et
al., 2018). Adicionalmente, os participantes tiveram acesso a refeicoes
fornecidas pelos clubes (embora a quantidade de alimentos individuais nao
fosse controlada) (ANEXO 2) e estavam na segunda semana de preparacao
fisica da pré-temporada. Tais instrucfes objetivam evitar que diferencas em
termos de desempenho em cada teste fossem provocadas por mudancas
bruscas na dieta, no consumo de estimulantes ou pratica de exercicios.
Inicialmente haviam 58 jogadores da categoria sub-22 do sexo
masculino e ao final do experimento foram avaliados 36 participantes que

finalizaram todas as avaliac6es do desenho experimental.

4.1.2 Desenho experimental

O projeto foi conduzido em campo de tamanho oficial ao requisitado pela
Confederagéo Brasileira de Futebol. As avaliagbes foram efetuadas em
condicbes ambientais naturais, visando uma aproximacdo com a
especificidade do esporte em pesquisa. Durante as sessfes avaliativas o
local foi reservado para aplicagdo do estudo, minimizando interferéncias
externas. Equipamentos de seguranca (e.g. kit de primeiros socorros,
desfibrilador) estavam a disposicdo da equipe de avaliadores durante as
sessOes de avaliacdo, visando a prevencéo e cuidado dos avaliados durante
a aplicacao dos procedimentos experimentais.

Seis sessdes de avaliacado separadas por 24 horas foram realizadas no
presente estudo (Figura 6). A Ultima sessdo de treinamento de futebol
realizada pelos avaliados foi 3 dias antes do inicio das sessdes avaliativas.
Os procedimentos experimentais foram aplicados no mesmo horario, sendo
todos os testes realizados no periodo do dia em que os atletas ja realizavam
as sessoes de treinamento.

Em uma primeira visita ao clube, os participantes foram informados
sobre os testes e procedimentos, e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Quando necessario os participantes menores
assinaram o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido e os responsaveis
pelos participantes menores assinaram o TCLE especifico. Logo apds, os
participantes da pesquisa responderam 0s questionarios de anamnese,
histérico esportivo-competitivo, o Questionario Internacional de Atividade
Fisica (PAR-Q) e International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)
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(THOMAS et al., 1992). Atendendo os critérios de inclusdo e excluséo, para a
segunda sesséo os participantes foram instruidos a realizarem jejum noturno
de 12 horas (LUSTGARTEN et al., 2013; MORRIS et al., 2015). Na segunda
sessdo, amostras de sangue do l6bulo da orelha foram coletadas para analise
metabblomica (Untargeted) e determinag&o do hematdcrito. Ainda na segunda
sessao os avaliados foram submetidos a avaliagdes de composig&o corporal.

Na terceira, quarta, quinta e sexta sessdes, 0s avaliados foram
submetidos a cargas preditivas em exercicio de corrida vai-e-vem com
distancia de 20 metros no campo de futebol. Todos os avaliados foram
estimulados a correrem sempre 0 maximo, até que as distancias
estabelecidas fossem atingidas. Em todas as sessfes envolvendo o teste
fisico, o tempo total foi mensurado. Posteriormente os registros de tempo
foram submetidos a ajustes mateméaticos objetivando a determinacdo dos

parametros fisiolégicos (capacidade aerdbia e anaerdbia).

Desenho Experimental Randomizado
1
f |
Primeira Segunda Terceira Quarta Quinta Sexta
sessao sessao sessao sessao sessao sessao
(Campo) (Campo) (Campo) (Campo) (Campo) (Campo)
‘ 24h i 24h i 24h i 24h i 24h i
Informacdes Ca.racterizag:ﬁo 1° Carga 2° Carga 3°Carga 4° Carga
Jejum noturno preditiva preditiva preditiva Preditiva
Informacio sobre os
testes. Assinatura do C(-)l?tas de sangue em (avaliagdo aerdbia (avaliagdo aerébia (avaliagdo aerébia (avaliagdo aerébia
TCLE e reposta dos jejum para analise ¢ anaerdbia) e anaerdbia) ¢ anaerdbia) e anaerdbia)
questionarios Metabolomica,
composigao corporal e
hematécrito

Figura 6. Desenho experimental conduzido no presente estudo. Inicialmente a triagem foi realizada
seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos. Na primeira visita, os avaliados receberam
todas as informacdes sobre o projeto e assinaram TCLE. Também responderam os questiondrios (PAR-
Q e IPAQ). Na segunda sessao, amostras de sangue do l6bulo da orelha foram extraidas para analise
lipidémica sendo também utilizadas para a determinacao do hematécrito. Adicionalmente, os participantes
foram submetidos a avaliagdo antropométrica. Nas visitas subsequentes, os participantes foram

Atletas masculinos sub-22 de futebol

submetidos a cargas preditivas randomizadas referentes ao protocolo de velocidade critica.
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4.1.3 Detalhamentos das avaliacdes antropométricas realizadas

Para a andlise da antropometria e composi¢cdo corporal foram
mensuradas a massa corporal (Kg) (balanca digital portétil da marca Carrion®,
com capacidade maxima de 150Kg e precisdao de 100g), estatura (cm),
diametro biepicondilo umeral (cm) e diametro biepicondilo femural (cm)
(Paquimetro 6sseo da marca Precision®). Foram também mensuradas a
circunferéncia da perna direita (cm) e circunferéncia do braco contraido direito
(cm) (fita antropométrica flexivel da marca Cardiomed®). O percentual de
gordura (% gordura) foi estimado seguindo a proposta de FAULKNER (1966),

considerando a subsequente equacao:

% gordura = >4DC x 0,153 + 5,783

onde > 4DC refere-se a somatoria das espessuras das dobras cutaneas
triceps, subscapular, abdémen e suprailiaca (mensuradas por um adipdmetro
da marca Lange®). Todas as dobras cutaneas foram mensuradas em triplicata
pelo mesmo avaliador, sendo utilizada a média dos valores advindos das trés
mensuragdes. O avaliador que conduziu as mensuracfes possuia elevada
experiéncia na realizacéo desses procedimentos.

O somatotipo foi determinado pelo método proposto por HEATH e
CARTER (1967) a partir de varidveis antropométricas, que permitiram estimar
trés componentes morfolégicos: endomorfo, ectomorfo e mesomorfo. Para as
medidas de todas as variaveis foram adotados os procedimentos da
International Society for the Advancement of Kinanthropometry (STEWART et
al., 2011).

4.1.4 Coleta e processamento das amostras

No periodo da manha apds jejum noturno de 12 horas, 4 capilares de
vidro cheios de sangue (= 150uL) foram coletados do I6bulo da orelha dos
avaliados em condicfes padronizadas. As amostras de sangue coletadas
foram centrifugadas a 11000 rpm por 5 minutos (Centrifuga Microprocessada

para Tubos - Q222TM) no local da coleta em temperatura ambiente. Logo
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apos a separacdo do soro, as amostras foram armazenadas em tubos
criogénicos de 1,5 mL e submetidas ao congelamento imediato em nitrogénio
liquido (Figura 7). Posteriormente foram levadas ao biorepositério localizado

na cidade de Limeira — SP, onde foram criopreservadas em freezer -80C° para

futuramente serem analisadas pela técnica de metabblomica (Untargeted).

Figura 7. Coleta e processamento das amostras de sangue realizadas no presente estudo. As
amostras foram coletadas em repouso respeitando o jejum noturno de 12 horas. 1) Coleta de sangue
do l6bulo da orelha do avaliado utilizando capilar de vidro. 2) Vedacéo do capilar cheio de sangue
com massa de ocluséo especifica. 3) Centrifugacdo dos capilares coletados. 4) Corte entre a faixa
do soro e dos eritrocitos utilizando um cortador de capilar (Capillary Tube Cutter, Master Tool) para
obtencéo do soro. 5) Soro depositado no tubo criogénico.

4.1.5 Andlise do hematoécrito

Visando a analise do hematdcrito (Figura 8), um capilar cheio de sangue
foi coletado e centrifugado por 11000 x rpm por 5 minutos em microcentrifuga
especifica (Centrifuga Microprocessada para Tubos - Q222TM) e a
porcentagem do hematdcrito foi procedida por régua graduada (FERREIRA et
al., 2010).
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Figura 8. Coleta e processamento das amostras de sangue realizadas para analise do hematdcrito.
1) Coleta de sangue do I6bulo da orelha do avaliado utilizando capilar de vidro. 2) Vedag&o do capilar
cheio de sangue com massa de oclusédo especifica. 3) Centrifugagdo dos capilares coletados. 4)
Capilar de vidro ap6s a centrifugacédo. 5) llustracdo da determinacdo da porcentagem do hematdcrito
por régua graduada.

4.1.6 Aplicacao do protocolo de velocidade critica a atletas de futebol

Para obtencao da VCrit e CCA, respectivamente parametros aerébio e
anaerobio sugeridos pelo modelo de PCrit, os atletas foram submetidos a 4
execucdes maximas de corrida nas distancias equivalentes a 800, 1200, 1600
e 2000m (Figura 9), em um campo de futebol no qual habitualmente realizam
sessbdes de treinamento. Os testes maximos foram executados em quatro
dias, de maneira aleatéria, com intervalo de 24 horas entre cada esforco.
Foram registrados 0s tempos obtidos para cada uma das distancias

solicitadas, com a utilizacdo de um cronémetro.
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Figura 9. Aplicagdo do protocolo de velocidade critica no campo de futebol. O atleta
percorreu correndo em maxima intensidade em dias diferentes e de maneira
randomizada as distancias de a) 800m, b) 1200m, c) 1600m e d) 2000m e o tempo total
foi registrado.
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Para determinacdo das condicdes aerébia (VCrit) e anaerdbia (CCA), um
gréafico individual foi plotado contendo os valores de distancia (metros, m) no
eixo y e tempo (segundos, s) no eixo x (Figura 10). O modelo matematico
adotado para o ajuste dos dados foi o linear, distancia versus tlim, no qual a
VCrit e a CCA equivalem, respectivamente, aos componentes angular e linear
da regressao. Os resultados de R2 para as regressfes foram considerados

para verificar a exequibilidade do procedimento matematico adotado.



Y =3,1618x + 45,952 y=ax+b
R?=0,992 a = Vcrit
b=CCA
2500 |a=3,1618 (m/s)
b =45,952 (m)
2000-
E
@ 1500 Inclinagéo da reta = Vcrit
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500

Intercepto = CCA
0 ] T T
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Figura 10. Exemplo do ajuste matematico utilizado para a determinagdo dos
parametros referentes ao modelo de velocidade critica para um dos atletas

componentes da amostra. VCrit — Velocidade Critica; CCA — Capacidade de Corrida
Anaerobbia.

4.2 Fase de preparagcdo das amostras

A Figura 11 representa o fluxo de trabalho utilizado para obtencdo dos
metabdlitos do soro dos jogadores de futebol. Os procedimentos e materiais
necessarios para a coleta de dados, preparacdo das amostras, aquisicéo e
processamento dos dados foram descritos em detalhes nos subtépicos em
seguida.
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Figura 11. Fluxo de trabalho metaboldmico. Etapas, materiais e procedimentos que
foram necessérios para a realizacdo da andlise lipiddmica do soro dos jogadores
avaliados.

4.2.1 Extracdo de metabdlitos para analise por LC-MS/MS

As amostras de soro foram preparadas por meio da extracdo concebida
por MATYASH et al. (2008) com algumas modificagbes. A extracido consiste
em um sistema de solvente bifasico de metanol frio (299.9%), MTBE (=99.8%)
e agua Milli-Q.

Primeiramente, microtubos vazios (Eppendorf de 1,5 mL) foram
identificados de acordo com o cddigo determinado pelo pesquisador
(proteinas, fase organica, fase aquosa, QC e branco). Em seguida, as
amostras de soro criopreservadas foram retiradas do freezer -80°C para
serem descongeladas em temperatura ambiente. Apés o descongelamento,
todos os tubos criogénicos foram agitados aleatoriamente (Labnet S0200
modelo VX-200 Vortex) por 10 segundos. Logo depois, 50 pyL de cada amostra
foram pipetados em microtubos individualizados objetivando a padronizagéo
do volume entre as amostras. Para criacdo do QC, 10 yL de cada amostra
armazenada nos criotubos foram pipetados em um dnico microtubo. O
microtubo QC foi agitado por 10 segundos e 50 pL foram pipetados em
microtubos individualizados em quintuplicata.

83



Apds a organizacgao e padronizacdo do volume das amostras, 225 uL de
metanol frio foram adicionados em todas as aliquotas. Posteriormente as
amostras foram agitadas em vortex por 20 segundos. Subsequentemente,
750uL de MTBE frio foram adicionados em todas as amostras, seguido por
agitacdo em vortex durante 20 segundos. Logo apos, todas as aliquotas foram
agitadas em vortex durante 1 minuto. A seguir, 200 pL agua Milli-Q foram
adicionados em todos os microtubos que seguidamente foram agitados em
vortex por 20 segundos. Ao final dessa etapa, todas as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5427
R). Como resultado da centrifugacdo duas fases se formaram, sendo a
superior organica e a inferior aquosa (Figura 12a). Tendo como objetivo a
separacao das fases, primeiramente 300 pL foram retirados da porgéo aquosa
rica em aminoacidos e 600 pL foram extraidos da fase organica superior rica
em MTBE e lipideos (Figura 12b).

7. Ny
2. o

Figura 12. Preparacdo das amostras para analise por LC-MS/MS. a) Representacéo
real da formacéao bifasica apés centrifugacéo refrigerada. b) Extracéo da fase inferior
e superior em microtubos individualizados. 1.) Fase superior organica apolar rica em
lipideos. 2.) Fase inferior aquosa polar.

Ao final da separacédo, as fases foram concentradas por meio de
evaporacao por secagem manual (Figura 13) utilizando Nitrogénio gasoso
grau 6.0, pureza minima 99,9999% (N60 AIR LIQUID) (Figura 14) e
criopreservadas em freezer a -80°C até o momento da ressuspensao das

amostras para analises por LC-MS/MS.
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Figura 13. Sistema de secagem manual desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Aplicada ao
Esporte (LAFAE). 1.) Cilindro de Nitrogénio gasoso grau 6.0, pureza minima 99,9999% (N60
AIR LIQUID) acoplado com regulador de presséo para cilindros de nitrogénio (FAMABRAS). 2.)
Registro abre e fecha para liberacdo do gas para secagem. 3.) Suporte com cinco saidas de
gas nitrogénio utilizado para concentracdo das amostras.

Figura 14. Antes e depois de uma amostra submetida ao sistema de secagem manual.

85



4.2.2 Ressuspensao das amostras para anélise LC-MS/MS

Momentos antes das analises por LC-MS/MS, os extratos organicos
secos ricos em lipideos foram ressuspensos usando 100 yL de uma mistura
com proporcédo de 60% Acetonitrila (299.9%) e 40% Isopropanol (299.9%)
(ACN/IPA - 60:40). Em seguida os microtubos foram agitados por 30 segundos

em vortex. Posteriormente o volume de 100 puL do extrato ressuspenso foi

adicionado no insert com mola presente dentro do vial e encaminhado para
andlise LC-MS/MS (Figura 15).

Figura 15. Volume de 100 pL do extrato ressuspenso foi adicionado no insert com mola
presente dentro do vial e encaminhado para analise LC-MS/MS. 1.) Vial. 2.) Insert com mola.
3.) Exemplo de amostra ressuspensa pronta para analise LC-MS/MS.

4.3 Fase analitica

Nessa secao, foram apresentados os métodos analiticos, o pre-
processamento e normalizacdo dos dados brutos lipdémicos e identificacéo

dos metabdlitos utilizados na presente tese de doutorado.

4.3.1 Analise lipiddmica por LC-MS/MS

As analises tiveram como base a metodologia e os parametros utilizados
por CAJKA e FIEHN, (2016). Os metabdlitos foram analisados usando um
sistema HPLC UltiMate ™ 3000 Standard Binary System (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, USA) acoplado com um espectrometro de massas Orbitrap Q

Exactive™ Focus (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) equipado com



uma fonte eletrospray (ESI) (Figura 16). Com o volume ajustado para 2 pL
utilizando um autoamostrador, os extratos foram injetados no LC-MS/MS. A
temperatura das amostras foi mantida a 6°C. Os extratos do soro foram
analisados tanto no modo ESI (+) quanto no modo ESI (-). Os metabolitos do
soro foram separados utilizando uma coluna Kinetex (1,7uy F5 100A 100 x 2,1
mm) quando a fonte ESI estava em modo positivo. No momento em que a
fonte ESI foi configurada para o modo negativo, a coluna utilizada para
separacéo dos compostos foi a Acquity UPLC® Beh (C8 1.7 p 2,1 x 100 mm).
Ambas as colunas foram mantidas a 65°C, com taxa de fluxo de 0,6 mL/min.
As fases moveis consistiam em (A) 60:40 (v/v) acetonitrila: &gua com 10 mM
de formiato de amoénio e (B) 90:10 (v/v) isopropanol: acetonitrila com 10 mM
de formiato de amoénio. A separacao foi conduzida sob o seguinte gradiente:
0 min 5% (B); 0—-15 min 95% (B); 15-22 min 95% (B); 22-22,1 min 5% (B);
22,1-27 min 5% (B). A deteccdo dos metabdlitos do soro por espectrometria
de massa foi realizada em um sistema Orbitrap Q Exactive™ Focus (Thermo
Scientific™, Waltham, MA, USA). Para ambas as polaridades da ESI os
parametros adotados foram: fluxo do gas de dessolvatacéo, 55; fluxo do gas
de auxiliar, 15; fluxo do sweep gas, 3; voltagem do spray, 3,50 kV; temperatura
do capilar, 275°C; RF Lentes S, 50; temperatura do gas auxiliar, 450° C. O
modo de aquisicdo do espectrometro foi configurado para Full-MS. A faixa de
massas foi ajustada a 100 — 1500 Da, com resolu¢cdo MS em 70.000; AGC
target, 3e6 e Maximum IT, 200 ms. Quando o espectrémetro foi configurado
no modo MS/MS os parametros adotados para ambas as polaridades foram:
resolucao, 17.500; AGC Target, 1e5; Maximum IT, 50 ms; Top N, 5; Isolation
windown, 3,0 m/z; NCE, 20, 30 e 40 (ANEXO 3).
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Figura 16. Foto do sistema HPLC UltiMate™ 3000 Standard Binary System
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) acoplado com um espectrémetro de
massas Orbitrap Q Exactive™ Focus (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA)
equipado com uma fonte eletrospray (ESI) utilizado na presente tese de doutorado.

O software TraceFinder (Thermo Scientific) e o software Xcalibur™
(Thermo Scientific) do sistema HPLC UltiMate™ 3000 Standard Binary
System acoplado com um espectrometro de massas Orbitrap Q Exactive™
Focus forneceu duas informacdes principais para cada amostra analisada, o
cromatograma advindo do HPLC e o espectro de massas fornecido pelo
espectrometro de massas. A Figura 17 e Figura 18 exemplificam o
cromatograma e o espectro de massas brutos obtidos apos a injecdo de uma
amostra de soro durante 27 minutos pela técnica de LC-MS/MS no modo ESI
(+) e ESI ().
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4.3.2 Pré-processamento no software XCMS verséo online

Os dados brutos foram convertidos para o formato mzData e
carregados na plataforma do software XCMS (SMITH et al.,, 2006). Os
arquivos foram processados para correcdo dos tempos de retencéo,
alinhamento dos picos, extracdo dos ions. O modo positivo foi baseado no
parametro #171 UPLC Orbitrap e o XCMS foi ajustado para trabalhar com as
seguintes informacdes. Na sessdo deteccdo de recursos (método =
centWave; ppm = 5; largura minima de pico = 5; largura méaxima de pico = 20;
mzdif = 0.01; limite de sinal/ruido = 10; método de integracdo = 1; picos pré-
filtro = 3; intensidade do pré-filtro = 5000; filtro de ruido = 1000), correcédo do
tempo de retencdo (método = obiwarp; profStep = 1), alinhamento (bw = 5;
minfrac = 0.5; mzwid = 0.015; minamp = 1; max = 100). O modo negativo foi
baseado no parametro #84139 e o XCMS foi ajustado para trabalhar com as
mesmas informac¢des do modo positivo.

O XCMS dispbe de vérios algoritmos com a funcdo de extrair os
features das analises. A correcdo do tempo de retencdo foi calculada pela
média do tempo de retencdo para cada amostra agrupada (Figura 19).

a) b)
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Figura 19. Gréfico do desvio de tempo de retencdo em funcdo dos tempos de retencao em minutos obtidos depois
de um alinhamento dos dados no XCMS. a) Para o modo de ionizacao positivo ESI(+). b) Para o modo de ionizac&o
negativo ESI(-).



Os picos de cada feature foram agrupados em um ndamero crescente
de valores de m/z e apOs o agrupamento, o XCMS realizou a corre¢cdo no
tempo de retencdo. Em seguida, os picos foram novamente juntados, porém
com maior eficiéncia, devido ao alinhamento dos dados (Figura 20). Ao final
do processamento dos dados, foram extraidos 5022 features para o modo

positivo e 5208 features para 0 modo negativo.
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Figura 20. Sobreposicéo dos cromatogramas LC-MS/MS das amostras de controle de qualidade e do soro dos
jogadores de futebol de ambas as equipes. a) Sobreposi¢do dos cromatogramas sem correcdo do tempo de
retencdo para ESI(+). b) Sobreposicao dos cromatogramas apés correcéo do tempo de retencdo para ESI(+).
c) Sobreposicdo dos cromatogramas sem correcdo do tempo de retencdo para ESI(-). d) Sobreposicido dos

cromatogramas apos correcao do tempo de retengéo para ESI(-). TIC - Cromatogramas de ions totais.

4.3.3 Normalizacdo dos dados

Os dados com correcao da razdo m/z, tempo de retencao e intensidade
dos features no XCMS foram convertidos para o formato .csv e foram
submetidos a um processamento inicial no Metaboanalyst 5.0 versao online
(XIA etal., 2015; XIA et al., 2016; PANG et al., 2021). Os dados foram filtrados

utilizando pelo desvio padrédo relativo. Em seguida, as amostras foram
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normalizadas pela soma. A escala adotada foi a Pareto, a qual consiste em
uma centralizacao pela média e divisdo pela raiz quadrada do desvio-padrédo
de cada variavel. A figura 21 mostra a alteracdo nas amostras apos

normalizacéo.
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Figura 21. Comportamento e boxplot dos dados apds o processo de normalizagdo. a) Normalizagdo para o
modo ESI(+). b) Normalizacdo para o modo ESI(-).

Garantir a qualidade dos dados da andlise e a corrigir variacbes
analiticas é essencial para o sucesso da lipidébmica. A maneira aceita e
utilizada no presente estudo para definir a eficacia analitica e sucesso de uma
etapa de normalizacdo se da por meio do agrupamento das amostras de QC
na analise PCA. Demonstrando assim sua similaridade analitica, assim como
seu posicionamento central na analise por PCA, considerando-se o fato de
gue tais amostras representam uma média (pool) de todas as amostras

analisadas (Figura 22).
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A analise por LC-MS/MS no modo positivo e negativo apresentou um
melhor agrupamento das amostras de QC apés a normalizacdo. No entanto,
ainda foi possivel observar uma separacdo entre os QCs, conforme
apresentado na Figura 22. De maneira geral, os QCs indicaram estabilidade
do equipamento ao longo das injecbes das amostras e sucesso ha
normalizac&o dos dados.

4.3.4 Identificacdo dos metabdlitos

Conforme discutido pelo grupo Compound Identification da
Metabolomics Society na reunido anual de 2017 da Metabolomics Society
(Brisbane, Australia), existem 5 niveis de confianca para anotacdo dos
metabdlitos. No nivel 1, o feature deve ter uma estrutura 2D confiavel. Pelo
menos duas técnicas ortogonais que definem a estrutura 2D com confianca
devem ser utilizadas, como a fragmentacdo dos ions (MS/MS) e tempo de
retengdo (BLAZENOVIC et al., 2018). Inicialmente nds pretendiamos realizar
a identificacdo nivel 1 para os metabdlitos mais discriminantes entre 0s grupos
em questdo (ANEXO 3). Em nossos experimentos de fragmentacdo das
amostras (MS/MS), o método definido no espectrometro de massas foi 0 Top
5. Ou seja, o Orbitrap fragmentou apenas os 5 ions mais abundantes

presentes nos espectros para cada segundo do cromatograma. No momento
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da realizagéo da analise estatistica do estudo 1 e 2, os ions destacados pelos
modelos mateméaticos ndo foram os top 5 metabdlitos fragmentados por
nossos experimentos de MS/MS. Geralmente os metabdlitos que séo
diferenciados pelos modelos matematicos apresentam baixa abundéancia
relativa nas amostras.

Para sanar essa limitacdo analitica, novos experimentos de
fragmentacao direcionada aos ions diferenciados pela analise estatistica
deveriam ser realizados, mas por questdes de financeiras, tempo e logistica
ndo conseguimos realiza-los. Dessa maneira, a anotacdo dos metabolitos em
questao foi feita de forma putativa, baseando-se exclusivamente nos valores
de massa exata e tempo de retencéo obtidos para 0 modo positivo e negativo.
Portanto, o nivel 2 de evidéncia foi considerado para identificacdo dos
metabolitos diferenciados nos resultados redigidos (BLAZENOVIC et al.,
2018). De maneira geral, recorreu-se ao uso de bases de dados online com o
objetivo de encontrar possiveis correspondéncias para os features
destacados. A plataforma CEU Mass Mediator
(http://ceumass.eps.uspceu.es/) (GIL-DE-LA-FUENTE et al., 2018) apresenta
vinculo com bancos de dados de espectros de massa como Metlin, Human
Metabolome Database (HMDB), Keeg, LipidMaps e MINE. Adicionalmente,
essa plataforma apresenta um calculo de um score de acordo com a
probabilidade de determinado composto formar ou ndo o aduto em questao.
Desse modo, para cada feature destacado pelos modelos matematicos
utilizados, o principal nome de metabdlito foi determinado considerando os
menores valores de erro de massa (10 ppm) e diferentes adutos formados.
Nos resultados da presente tese de doutorado, os nomes anotados de cada
metabolitos foi mostrado de forma resumida, apresentando também as
classes a que pertencem e os codigos de identificacdo de acordo com cada
base de dados correspondente, ja que cada base de dados apresenta
identificadores Unicos e permitem direcionar com precisdo o metabdlito

anotado.
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5. ESTUDO 1: METABOLITOS DO SORO EM JEJUM ASSOCIADOS A
CAPACIDADE AEROBIA DE JOGADORES SUB-22 DE FUTEBOL: UMA
ABORDAGEM LIPIDOMICA

5.1 Introducéao

O futebol tem caréter intermitente e requer das vias energéticas aerdbia
e anaerodbia ao longo de uma partida (STALEN et al., 2005; BANGSBO et al.,
2007). Embora o metabolismo anaerobio seja essencial para a execucédo de
contra-ataques, habilidades especificas e acfes defensivas durante uma
partida de futebol (STALEN et al., 2005; BANGSBO et al., 2007), a via aerobia
fornece maior contribuicdo para a producgéo de energia (STALEN et al., 2005;
BANGSBO et al., 2007), atuando principalmente em esforgos realizados nos
dominios moderado e pesado (GAESSER e POOLE, 1996). Além disso, a via
aerdbia contribui significativamente durante momentos de recuperacdo apos
exercicio em intensidade severa (GAESSER e POOLE, 1996; TOMLIN e
WENGER, 2001). Portanto, a capacidade aerobia desempenha um papel
fundamental no desempenho dos jogadores de futebol (STALEN et al., 2005;
BANGSBO et al., 2007). Estudos tém mostrado repetidamente que o nivel de
capacidade aerébia (por exemplo, LAn e VCrit) esta positivamente associado
ao desempenho no futebol, como o nimero de sprints e a DTP (CHAMARI et
al., 2005; HOFF, 2005; MCMILLAN et al., 2005; CASTAGNA et al., 2006), bem
como a classificacdo da equipe ao final do campeonato (WISLOEFF et al.,
1998), ou se o atleta é titular ou reserva (GRAVINA et al., 2008). No entanto,
0S mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo do nivel de capacidade
aerobia de atletas de futebol ainda precisam ser totalmente compreendidos.

Diante disso, a metabolémica e lipiddmica untargeted sdo ferramentas
Oteis para caracterizar 0s mecanismos moleculares que ocorrem em
diferentes organismos (KLASSEN et al., 2017). LC-MS, NMR, GC-MS e CE-
MS (KLASSEN et al., 2017) sdo plataformas analiticas poderosas que podem
ser usadas para identificar metabolitos em uma amostra biologica (urina,
saliva, suor e sangue) (ZHANG et al., 2012). Atualmente, essas abordagens
tem respondido questdes relacionadas ao futebol. Desde entédo, estudos
recentes examinaram modificacbes nos perfis metaboldomicos e lipiddmicos
apos sessoOes de exercicios, partidas de futebol, pré-temporada e ao final de

uma temporada completa. CICERO et al. (2016) mostraram que a aplicac&o
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aguda de uma sessdo de jogo reduzida afetou os niveis de metabdlitos
salivares de jogadores de futebol. Entre os metabdlitos alterados, a taurina foi
correlacionada com a DTP pelos atletas durante o treinamento. ZAFERIDIS
et al. (2016) observaram que o0 exercicio agudo (exercicio continuo e
intervalado) induziu de maneira semelhante o estresse metabdlico global, com
regulacédo positiva do metabolismo de carboidratos-lipidios e ativagéo do ciclo
do acido citrico devido ao aumento de lactato, piruvato, glicerol, citrato e
succinato. Além disso, a metabolémica revelou alteracées impactantes no
catabolismo do musculo esquelético, glicose, lipidios, aminoacidos e
metabolismo energético apds partidas de futebol (RA et al., 2014; PRADO et
al., 2017; PITTI et al., 2019; ZHAO et al., 2020; MARINHO et al., 2022). Além
disso, PINTUS et al. (2020) observaram varia¢cGes significativas para o N-
oxido de trimetilamina, dimetilamina, &cido hipurico, hipoxantina, acido
guanidoacético, acido 3-hidroxibutirico, &cido citrico e creatina, associados a
dieta, treinamento e microbiota na pré-temporada. Ao decorrer de uma
temporada, QUINTAS et al. (2020) detectaram pequenas alteracdes na
biossintese de hormonios esterdides e no metabolismo de triptofano e tirosina
relacionadas a carga externa de treinamento, revelando potenciais
biomarcadores de estresse e les&o a longo prazo.

No geral, esses estudos revelaram que a metabolémica e a lipidémica
sdo ferramentas com alto potencial para avaliar o impacto do exercicio agudo
e cronico no metaboloma de jogadores de futebol. No entanto, a lipiddmica
ainda ndo foi utilizada para diferenciar o perfil metabdlico de jogadores de
futebol sub-22 com maior e menor capacidade aerdbia. Os estudos realizaram
apenas comparacdes e associacdes entre o perfil metabdlico de individuos
ativos e sedentarios com o VO2max (LUSTGARTEN et al., 2013; MORRIS et
al., 2013; MORRIS et al., 2015; CASTRO et al., 2021). Dessa forma, avaliar
se o0 nivel de capacidade aerdbia determinado pelo protocolo de VCrit
(WAKAYOSHI et al., 1992) reflete alteracdes no perfil metabdlico sérico em
jejum de atletas de futebol € de extrema relevancia para melhorar a
compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos no metabolismo
aerdbio. Além disso, correlacionar metabdlitos séricos com capacidade
aerébia pode ter implicacbes para a descoberta de futuros possiveis
biomarcadores que possam vir a contribuir com informacdes sobre o nivel de
capacidade aerdbia do individuo sem avaliacdes exaustivas. Portanto, o

objetivo deste estudo foi usar lipiddmica untargeted para investigar diferencas
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metabdlicas entre jogadores de futebol masculinos sub-22 com maior e menor
capacidade aerobia. Além disso, procuramos identificar associa¢des entre o

perfil metabdlico sérico em jejum com a VCrit.

5.2 Metodologia especifica

5.2.1 Grupos experimentais

Para esse estudo, foram avaliados trinta e seis jogadores de futebol
sub-22. Os grupos de baixa e alta aptidao aerdbia foram determinados com
base nos quartis superior e inferior dos niveis de VCrit (MORRIS et al., 2013).
A VCrit média por quartil foi a seguinte: Quartil 1 = 9,5 + 0,43 km/h, Quartil 2
= 10,2 £ 0,2 km/h, Quartil 3 = 11,0 £ 0,2 km/h, Quartil 4 =12,5 + 1,4 km/h. O
grupo de baixa aptiddo aerdbia apresentou um total de 21 atletas (idade= 19
+ 1 anos, mesomorfo= 86%, ectomorfo= 14%) e o grupo de alta aptidao

aerobia 15 atletas (idade= 19 + 2 anos, mesomorfo = 80%, ectomorfo = 20%).

5.2.2 Anélise estatistica

A média e o desvio padréo (DP) foram calculados para todas as variaveis
estudadas. Os testes de Levene e Shapiro-Wilk confirmaram a
homogeneidade e normalidade dos dados antropométricos, porcentagem de
hematocrito e VCrit. Esses dados foram comparados por testes t para
amostras independentes (p<0,05). A correlacédo produto-momento de Pearson
foi usada para verificar associacfes entre as caracteristicas dos jogadores de
futebol e a VCrit (p<0,05). Os intervalos de confianga foram calculados para
desvio padrdo com a = 0,05 (o/\n). O effect size (ES) foi calculado de acordo
com as categorias de Cohen: pequeno se 0 < |d| <0,5; médio se 0,5 < [d| <
0,8; e grande se |d| > 0,8 (COHEN, 1994). As analises dos dados lipidémicos
foram realizadas usando o MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca)
(PANG et al., 2021). Os dados foram filtrados pelo desvio padréo relativo,
normalizado pela soma, e adotado escala de Pareto. Primeiro, as analises de
mapa de calor (heatmap) foram realizadas para fornecer uma visualizagéo
intuitiva da diferenciacdo dos lipidios no perfil metabdlico sérico em jejum
entre grupos de baixa e alta aptiddo aerdbia. Em seguida, foram propostos

trés niveis de evidéncia estatistica visando associar o perfil metabdlico sérico



em jejum com a capacidade aerdbia (VCrit). O primeiro nivel de evidéncia
estatistica consistiu na aplicacdo do volcano plot com limiar fold change de 2
e limiar do teste t de 0,01 para identificar os features com diferentes
abundéancias relativas entre grupos de baixa e alta aptiddo aerobia.
Posteriormente, os features selecionados pelo primeiro nivel de evidéncia
(diferencas entre os grupos) foram correlacionadas com a VCrit (capacidade
aerobia) por meio do teste de correlacdo de Pearson (r). Todos os features
com r = |0.2| foram retidos. O valor do coeficiente de correlagéo foi escolhido
por refletir um efeito potencialmente importante esperado para preditores
moleculares do metabolismo aerébio (CASTRO et al., 2021). Com base nos
resultados anteriores, realizamos o0 enriquecimento over representation
analysis (ORA) para os metabdlitos anotados e retidos pelos dois primeiros
niveis de evidéncia estatistica. Nesse sentido, os limites de p<0,05 e false
discovery rate (FDR) <0,1 foram usados para considerar se 0s conjuntos de

lipidios da classe superquimica foram impactantes (AMIN et al., 2019).

5.3 Resultados

5.3.1 Caracteristicas dos atletas de futebol

A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisicas gerais de ambos o0s
grupos. Nao foram encontradas diferencas estatisticas e correlacées entre 0s
grupos de baixa aptiddo aerdbia e alta aptiddo aerébia para altura, indice de
massa corporal, massa magra, gordura corporal e hematdécrito. Além disso,
as variaveis exibiram pequenos ES. No entanto, houve diferenca significativa
com grande ES entre os grupos para a variavel VCrit (capacidade aerobia). O
coeficiente de regressdo do ajuste linear, distancia versus tempo (R?) foi de
0,98 + 0,1 para os grupos de baixa e alta aptidao aerdbia, indicando sucesso

na determinagéo da capacidade aerdbia.
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Tabela 1. Caracteristicas antropométricas e capacidade aerébia dos jogadores de futebol.

100

Anélise estatistica

Baixa aptidao aerdbia

Alta aptidd@o aerdbia

(n=21) (n=15) r c N ES
Média + DP Média + DP (P valor) ~°mparacao
(IC) (IC)

Altura 175,7+7.1 174.,8+6.4 -0,01 t=0,37 013
(cm) (5,4-10,2) (4,6-10,1) (0,918) p=0,709 '
IMC 21,9+2.6 22.1+2.0 0,11 t=-0,20 009

(kg/m?) (1,9-3,7) (1,5-3,1) (0,502) p=0,835 ’

Cl\c/)I?SoS;I 67,8+10,2 67,5482 -0,10 t=0,06 003
(Ifg) (7,8-17.7) (6,0-12,9) (0,541) p=0,945 ’

mgssrg 60,1+8.0 60,0467 -0,09 t=0.03 001
(kg) (6,1-11,5) (4,9-10,6) (0,580) p=0,972 '

Massa 7,625 7,5+2,3 -0,11 t=0,15 0.04

gorda (kg) (1,9-3,6) (1,7-3,6) (0,510) p=0,875 ’
% Gordura 11,1420 11,0+2.4 -0,08 t=0,14 0.05
(%) (1,5-2,8) (1,8-3,8) (0,607) p=0,889 '
Hematocrito 51,1+3.9 49.7+4 1 0,09 t=1,06 035
(%) (2,9-5,6) (3,0-6,5) (0,569) p=0,295 ’
VCrit 9.9+0,5 11,8+1.3 _ t=-6.00 011
(km/h) (0,3-0,7) (0,9-2,0) ) p=0,001 '

IMC - indice de massa corporal; VCrit — capacidade aerdbia (velocidade critica); DP — desvio padrao;
os valores entre parénteses representam os limites de confianca (IC) superior e inferior dos DP; r (P
valor) - coeficientes de correlagdo de Pearson para a associagdo entre as caracteristicas dos
jogadores de futebol e a capacidade aero6bia (P < 0,05); Comparacao (P < 0,05) — teste t para amostras
independentes; ES - effect size.

5.3.2 Andlise de LC-MS e perfil de metabdlitos séricos em jejum

Os mapas de calor podem fornecer diretamente uma visualizacéo

intuitiva da diferenciacao dos features. No presente estudo, o grupo de baixa

e alta aptidao aerdbia apresentaram diferentes perfis metabdlicos baseados

no mapa de calor. Os features com maior abundancia relativa para o grupo de

baixa aptiddo aerobia apresentam a menor abundancia relativa para o grupo

de alta aptiddo aerébia. Além disso, os features com maior abundancia

relativa para o grupo de alta aptiddo aerdbia tiveram a menor abundéancia

relativa para o grupo de baixa aptidao aerébia (Figura 1).



101

3 Al aptidio acribia 7 F]uzormo 1 4 Al uptidio scrabia
2 [ Raiva '«pndau aerdbia oo Raixa aptidiio nerébia
£ [ 1 L M174TO =

M710TO =
ME9LTO
M7ESTL0

1 Im1083T1
ME63T2 2

| ¥ 2 . | [ IM247T0 3 2
| |me46T10 2 M - EEE 2] | |m1817072
1M72073 1 M
W me12116 2 [ 5 .. y A

0

| |meear2 1
M652T6

| |M75474 3
MB57T72
| M628T3

W
M787T23 1
M161T24_2

] M928T10_1

| Ml mzerT1 2
[ maz4Ty
| |Me08TE

MO26T10_1

Y ¥ I Imiz2ro 2
| M1214T7 1 1 1M601T23 1
M790T5 1

,umm 2

>|2 7101
MT7375_3
M744T4 2

M795T7 3
MTOTTS

Figura 1. Os resultados de LC-MS derivados do soro coletado ap6s jejum noturno de 12 horas sao
mostrados como mapas de calor para o modo ESI (+) (Painel A) e ESI (=) (Painel B). As caixas
coloridas indicam a abundancia relativa dos features correspondentes. A cor vermelha indica alta
abundancia relativa e a cor azul indica baixa abundéancia relativa.

5.3.3 Diferencas entre jogadores de futebol com baixa e alta capacidade
aerobia

Conforme mostrado na imagem do mapa de calor (Figura 1), a analise
do volcano plot também confirmou as diferencas no perfil metabdlico sérico
em jejum entre 0s grupos de baixa e alta aptiddo aerdbia (Figura 2).

Essa andlise revelou que 16 features apresentaram abundancia
relativa diferentes entre os grupos de aptidao aerdbia para o modo ESI (+).
Para o grupo com baixa aptiddo aerébia, 6 features foram maiores e 10
features foram maiores para o grupo com alta aptidao aerdbia. Por outro lado,
7 features foram diferentes para o modo ESI (-), com 3 features tendo maior
abundancia relativa para o grupo com baixa aptidédo aerébia e 4 features para
0 grupo com alta aptidao aerébia (Tabela 2).
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Figura 2. Features importantes selecionadas pelo volcano plot para o modo ESI (+) (Painel
A) e ESI (-) (Painel B). Os features diferentes (vermelho e azul) e os features néo diferentes
(cinza) foram determinados sob as condi¢des de fold change = 2 e P valor < 0,01 do teste t.
Os valores de P séao transformados por -log10 para que os features mais significativamente
diferentes (com valores de P menores) sejam maiores no eixo y. O fold change é transformado
em log, de modo que valores negativos representam uma diminui¢cdo nos niveis dos features
e valores positivos representam um aumento nos niveis dos features. Quanto mais distante
de (0,0) estiver sua posi¢do, mais significativo serd o feature. Para cima (vermelho) e para
baixo (azul) indicam features significantes para grupos de alta e baixa aptiddo aerébia.



Tabela 2. Features importantes identificados pelo volcano plot para o modo

ESI (+) e ESI ().

ESI (+) Picos (mz/rt) FC log2(FC) raw.pval -log10(p)
1 M943T9 2.5923 1.3742 8.9669e-05 4.0474
2 M934T1 2.4142 1.2716  0.00023328  3.6321
3 M846T10 2  0.37476 -1.416 0.00046297  3.3344
4 M260T0_1 2.3251 1.2173 0.0028558 2.5443
5 M397T1 2 2.102 1.0717 0.0030629 2.5139
6 M943T11 2.0526 1.0375 0.0038469 2.4149
7 M657T7_2 0.49038 -1.028 0.0042761 2.369
8 M257T0 1 2.1462 1.1018 0.0044044 2.3561
9 M754T4_3 0.36939 -1.4368 0.0046197 2.3354
10 M1441T12 2.1019 1.0717 0.0051323 2.2897
11 M770T10 2.1469 1.1022 0.0051883 2.285
12 M652T6 0.4712 -1.0856 0.0063233 2.1991
13 M691T9 0.4229 -1.2416 0.0073747 2.1323
14 M729T3 1 0.45631 -1.1319 0.0085939 2.0658
15 M924T10 5 2.3731 1.2468 0.0091379 2.0392
16 M819T9 2 2.0294 1.021 0.0097715 2.01

ESI (-)

1 M177T0 2 2.8974 1.5348  0.00063407  3.1979
2 M795T7_3 2.5256 1.3366  0.00065648  3.1828
3 M746T6 0.47093  -1.0864 0.0013835 2.859
4 M161T24 2 2.3968 1.2611 0.0021964 2.6583
5 M506T2 2.7724 1.4711 0.0023031 2.6377
6 M181TO_2 0.4626 -1.1122 0.00954 2.0205
7 M247T0_3 0.48554  -1.0423 0.0095902 2.0182

ESI - Fonte de eletrospray; Features — Os numeros apés M e T representam a
relacdo massa-carga (m/z) e o tempo de

respectivamente.

5.3.4 Associacao entre capacidade aerdbia e features suportadas pelo 1°

nivel de evidéncia

Posteriormente, os features selecionados pelo primeiro nivel de
evidéncia (diferengas entre os grupos) foram correlacionadas com a VCrit.
Como resultado, 13 e 6 features tiveram a abundancia relativa correlacionada

com VCritem r 2|0,2| para o modo ESI (+) e ESI (-), respectivamente (Tabela

3).

retencdo (rt) do metabdlito,
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo parcial de Pearson (r) acima de |0,2| e valores de P para a

associacao entre velocidade critica e abundéancia relativa dos features séricos em jejum.

ESI (+) ESI (-)
Features r P valor Features r P valor
M943T9 0,95 0,003 M161T24 2 0,81 0,050
M943T11 0,81 0,052 M795T7_3 0,79 0,063
M846T10 2 -0,77 0,077 M177TO 2 -0,52 0,293
M770T10 0,72 0,103 M181TO 2 -0,50 0,314
M819T9 2 -0,69 0,126 M247T0_3 -0,46 0,353
M754T4_3 -0,64 0,166 M506T2 -0,26 0,621
M924T10 5 0,55 0,253
M691T9 -0,39 0,438
M657T7_2 -0,35 0,493
M729T3 1 -0,34 0,508
M397T1 2 0,33 0,516
M652T6 -0,31 0,539
M1441T12 0,28 0,584

ESI - Fonte de eletrospray; Features — Os numeros apos M e T representam a relagdo massa-carga (m/z) e o
tempo de retencdo (RT) do metabdlito, respectivamente.

5.3.5 Enriquecimento ORA de metabdlitos retidos pelo 1° e 2° nivel de

evidéncia

Os features retidas pelo 1° e 2° niveis de evidéncia foram anotadas
pesquisando os bancos de dados de espectros Metlin, HMDB, Keeg,
LipidMaps e MINE. Posteriormente, foi realizada a andlise ORA para a lista
de metabodlitos anotados. A Figura 3 mostra o gréfico de barras do
enriguecimento ORA. Além disso, detalha o valor P e o FDR para os
metabolitos anotados contra a biblioteca de conjuntos de lipidios da classe
super quimica. A analise ORA dos metabdlitos séricos em jejum contra a
biblioteca de conjuntos de lipidios da classe super quimica mostrou que a
classe de glicerofosfolipidios teve a maior taxa de enriquecimento, o menor
valor de P (p<0,001) e FDR<0,1 (Figura 3).
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Lipidios e moléculas semelhantes TG(15:0/20:4(8Z,112,14Z,172)/22:0); 83000 2 0,963 1 1

a lipidios DG(20:0/0:0/17:0)

Figura 3. Visao geral gréfica e tabela da andlise enrichment over representation (ORA). Gréfico de barras
da ORA para os metabdlitos séricos suportados pelo 1° e 2° nivel de evidéncia contra a biblioteca de
lipidios da classe super quimica no soro. # — Metabdlitos classificados por conjuntos lipidicos de classe
superquimica ou conjuntos lipidicos; ® — Numero total de metabdlitos no conjunto de metabdlitos; ¢ —
Numero de acertos de metabdlitos suportados pelo 1° e 2° nivel de evidéncia envolvidos no conjunto de
metabdlitos; ¢ — P Valor original calculado a partir da ORA; ¢ — Holm p, P Valor original ajustado pelo
método de Holm-Bonferroni; ' — FDR, taxa de falsa descoberta (false discovery rate). Os limites de p<0,05
e FDR<0,1 foram usados para considerar se os conjuntos de lipidios da classe superquimica foram
impactantes. Valores em negrito representam lipidios impactantes.

Conforme mostrado na Tabela 4, os metabdlitos ligados a capacidade
aerdbia foram aqueles apoiados por trés niveis de evidéncia: (1) diferenca
significativa entre atletas com baixa e alta aptiddo aerébia, (2) correlagdo com
VCrit e (3) contribuicAo dos metabdlitos para um conjunto significativo de

lipidios pertencentes a classe super quimica associados a VCrit.



Tabela 4. Informacgdes sobre os glicerofosfolipidios suportados pelos trés niveis de evidéncia
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estatistica.
Volcano plot
Features Metabdlitos Base de dados FC P valor AR r
Glicerofosfoserinas
M943T9 PS(48:0) HMDB0112908 2,60 0,001 1 Alta 0,95
Mes2Te  1(2-metoxi-19Z-hexacosenil)-sn-glicero- | \\<p03060027 0,47 0,006 fBaa  -0,31
3-fosfoserina
Glicerofosfoetanolaminas
M795T7_3 PE(22:2(13Z,162)/18:2(9Z,12Z)) HMDB0009555 2,53 0,001 TAita 0,79
M754T4_3 PE(18:1(92)/16:1(92)) HMDB0009056 0,37 0,004 TBaixa -0,64
Glicerofosfocolinas
M729T3_1 PC(32:3) HMDB0008196 0,47 0,008 TBaixa -0,34
Glicerofosfoglicerois
M397T1_2 PG(38:7) HMDBO0116631 2,10 0,003 TAlta 0,33

HMDB - Cdédigo do metabdlito no Human Metabolome Database; LMGP - Cédigo do metabdlito no
Lipid maps; FC - fold change do volcano plot; P valor - Limiar dos testes T do volcano plot; AR — refere-
se a abundancia relativa de metabdlitos. taa — Maior abundancia relativa para o grupo de alta aptiddo
aerodbia; tsaixa — Maior abundéancia relativa para o grupo de baixa aptidao aerébia; r — Coeficientes de
correlacdo de Pearson para a associagdo entre velocidade critica e abundancia relativa de metabdlitos
séricos em jejum.

5.4 Discussao

Embora estudos tenham realizado comparacdes e associa¢fes entre 0
perfil metabdlico de individuos ativos e sedentarios com VO2max
(LUSTGARTEN et al., 2013; MORRIS et al., 2013; MORRIS et al., 2015;
CASTRO et al., 2021), nosso estudo foi o primeiro a aplicar a lipidémica
untargeted por meio da andlise LC-MS em jogadores de futebol sub-22 para
diferenciar o perfil metabdlico sérico em jejum de acordo com o nivel de
capacidade aeroObia, também revelando possiveis novos biomarcadores
aerdbios. A andlise lipiddémica identificou diferencas no perfil metabodlico sérico
em jejum de acordo com 0s niveis de capacidade aerébia. Além disso, nossos
resultados identificaram uma relacdo entre glicerofosfolipidios séricos e a
capacidade aerobia dos atletas de futebol. Do nosso trabalho, propomos
cautelosamente que niveis mais altos de PC(32:3), PE(18:1(92)/16:1(92)) e 1-
(2-metoxi-19Z-hexacosenil)-sn-glicero-3-fosfoserina no grupo com baixa
aptiddo aerdbia e niveis mais altos de PE(22:2(13z,162)/18:2(9z,122)),
PS(48:0) e PG(38:7) para o grupo com alta aptiddo aerdbia, podem ser

considerados possiveis biomarcadores de aptidao aerébia.



Estudos tem demonstrado que o sexo, idade, indice de massa corporal
(KOCHHAR et al., 2006; SLUPSKY et al., 2007; PSIHOGIOS et al., 2008) e o
nivel de aptidédo aerébia (MORRIS et al., 2013; MORRIS et al., 2015; CASTRO
et al., 2021) influenciam os perfis metabélicos em amostras de plasma. E
importante observar que, no presente estudo, as caracteristicas gerais da
composigdo corporal, incluindo altura, indice de massa corporal, massa
corporal, massa magra, gordura corporal e hematdcrito ndo mostraram
diferencas e ndo apresentaram correlacdes significativas entre os grupos de
baixa e alta aptiddo aerdbia (Tabela 1). Assim, essas variaveis ndo afetaram
a diferenciacao do perfil metabdlico sérico em jejum dos grupos. Por outro
lado, a capacidade aerdbia foi a Unica variavel que mostrou diferenca
estatistica, confirmando diferentes niveis de capacidade aerdbia entre os
grupos de baixa e alta aptidao aerobia.

Os (glicerofosfolipidios séricos eleitos candidatos como possiveis
biomarcadores de capacidade aerdbia foram apoiados por trés niveis de
evidéncia estatistica. Primeiro, esses metabdlitos mostraram abundancia
relativa diferente entre grupos com baixa e alta aptiddo aerdbia. Segundo, o0s
lipideos foram correlacionados com o VCirit. Terceiro, os glicerofosfolipidios
exibiram uma contribuic&o significativa para as vias associadas a superclasse
quimica dos lipidios. Os lipideos PC(32:3), PE(18:1(92)/16:1(92)), 1-(2-
metoxi-19Z-hexacosenil)-sn-glicero-3-fosfoserina,
PE(22:2(132,162)/18:2(9z,12z)), PS(48:0) e PG(38:7) foram apoiados
estatisticamente. Em particular, 1-(2-metoxi-19Z-hexacosenil)-sn-glicero-3-
fosfoserina e 0S(48:0) sédo subclassificados como glicerofosfoserinas,
também chamados fosfatidilserinas (PS). As PSs geralmente ocorrem em
baixas concentragbes na natureza, cerca de 0,2% no plasma sanguineo
humano (JAGER et al., 2007) e desempenham um papel fundamental na
integridade celular (JAGER et al., 2007). Foi demonstrado que os PSs eram
considerados possiveis biomarcadores responsaveis por distinguir o
carcinoma hepatocelular da cirrose hepatica e hepatite B cronica (PASSOS-
CASTILHO et al., 2015). Em relacdo ao exercicio, maiores concentracdes de
PSs prolongavam o tempo de exercicio na corrida e no ciclismo, sugerindo
um possivel efeito ergogénico desses lipidios (KINGSLEY et al., 2006). Antes
do presente estudo, ainda ndo haviam sido relatadas evidéncias relacionadas
ao papel do PSs ao nivel de capacidade aerdébia. Nossos resultados

mostraram que niveis mais altos de PS(48:0) e niveis mais baixos de 1-(2-
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metoxi-19Z-hexacosenil)-sn-glicero-3-fosfoserina podem ser indicativos de
um nivel mais alto de capacidade aerdbia em jogadores de futebol.

Em relacéo ao PE(18:1(92)/16:1(92)) e
PE(22:2(132,162)/18:2(9z,12z)), esses metabolitos sdo subclassificados
como glicerofofosfosolaminas, também nomeados como

fosfatidiletanolaminas (PE). As PEs desempenham uma fungao mitocondrial
indispensavel, também contribuindo para o0 processo de autofagia
(STEENBERGEN et al., 2005; HAILEY et al., 2010; VANCE et al., 2013).
Associado ao fator neurotréfico derivado do cérebro, o PEs com concentracéo
reduzida pelo exercicio fisico moderado pode ter um papel neuroprotetor em
adultos de meia idade contra o desenvolvimento da doenca de Alzheimer
(GAITAN et al., 2021). Ha evidéncias de que os PEs mitocondriais podem
potencializar as enzimas respiratorias, sendo capazes de ampliar a
capacidade aerdbia do musculo esquelético (HEDEN et al., 2019). Além disso,
foram relatados que individuos com alto VO2max apresentam maiores
concentracfes seéricas de PEs em comparacdo com individuos com baixo
VOzmax (MORRIS et al, 2015). Corroborando a literatura,
PE(22:2(132,162)/18:2(9z,12z)) mostrou uma associagao linear positiva com
a VCrit e maior abundancia relativa no grupo com alta aptiddo aerobia,
sugerindo que PE(22:2(213z,162)/18:2(9z,12z)) pode ser indicativo de um
nivel mais alto de capacidade aerébia. Em contraste, a maior abundancia
relativa no grupo com baixa aptiddo aerébia e a associacdo linear negativa
entre PE(18:1(9z)/16:1(9z) e VCrit sugerem que a deplecédo de
PE(18:1(92)/16:1(9z)) ocorre em niveis mais altos de capacidade aerdbia.

O lipideo PC(32:3) é subclassificado como glicerofosfocolinas, também
conhecido como fosfatidilcolinas (PC). A composi¢cdo das PCs no musculo
esquelético tem sido associada a sensibilidade a insulina (LEE et al., 2018),
sendo também caracterizada como lipidios induzidos pelo treinamento fisico
cronico (GOTO-INOUE et al., 2013). Além disso, atletas treinados
apresentaram niveis mais altos de PCs musculares em comparagdo com
adultos obesos sedentarios e individuos com diabetes tipo 2 (NEWSOM et al.,
2016). Estudos anteriores mostraram a ligacao entre PCs e VO2max, onde o
grupo com o VOzmax mais alto exibiu maior concentracdo sérica de PCs em
comparacao com o grupo com o menor VOzmax (BYE et al., 2012; MORRIS
et al., 2015). Ao contrario da literatura, o presente estudo revelou uma

associacdo negativa de PC(32:3) com a VCrit. Ou seja, os jogadores de
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futebol com um nivel mais alto de capacidade aerébia exibiram abundancia
relativa menor de PC(32:3). Com relacdo ao PG(38:7), esse lipideo é
subclassificado como glicerofosfoglicerois, também reconhecido como
fosfatidilglicerdéis (PG). Os PGs sédo encontrados em surfactantes pulmonares
(KING et al., 1981) e no plasma sanguineo humano (SCHWARZ et al., 1970),
geralmente em baixa abundancia, mas essencial para a vida (FURSE, 2017).
Concentracdes elevadas de PGs demonstraram varias propriedades
essenciais para a saude e funcdo pulmonar (FURSE, 2017). Até onde
sabemos, as relagfes diretas entre PGs e exercicio fisico ainda ndo foram
relatados. No entanto, sabemos que os PGs sao precursores da biossintese
da cardiolipina (CL) (NIE et al., 2010). As CLs estao presentes na membrana
mitocondrial interna, sendo essencial para a manutencdo da cadeia de
transporte de elétrons e, consequentemente, importante para o desempenho
do metabolismo aerébio (HOUTCOOPER et al., 2008). Devido a relacao entre
CLs e PGs, especulamos que pode haver uma relacdo entre metabolismo
aerobio e PGs. Nossos resultados estdo alinhados com essa idéia, uma vez
que os jogadores de futebol com maior capacidade aerdbia tiveram uma

abundancia relativa maior de PG(38:7).

5.5 Concluséao

Em resumo, diferencas foram relatadas pela primeira vez no perfil
metabdlico sérico em jejum de acordo com 0s niveis de capacidade aerdbia
de jogadores de futebol sub-22. No geral, esse estudo acrescenta peso ao
papel potencial da capacidade aerébia no perfil metabdlico sérico em jejum.
Além disso, esse estudo mostrou que os niveis de VCrit estavam associados
a lipidios séricos, com as vias metabdlicas mais relevantes relacionadas ao
metabolismo dos glicerofosfolipidios (glicerofosfoserinas,
glicerofosfoetanolaminas, glicerofosfocolinas e glicerofosfoglicerdis) de
jogadores de futebol. Niveis mais baixos de PC(32:3), PE(18:1(92)/16:1(92)),
1-(2-metoxi-19Z-hexacosenil)-sn-glicero-3-fosfoserina e niveis mais altos de
PE(22:2(132,162)/18:2(92,12z2)), PS(48:0) e PG(38:7) podem ser indicativos
de um nivel mais alto de capacidade aerébia em jogadores de futebol. Antes
da validacdo em uma coorte maior com intervencdes em resposta ao
treinamento aerdbio, esses resultados sdo promissores como potenciais

biomarcadores representativos da capacidade aerdbia.
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6. ESTUDO 2: UMA ABORDAGEM LIPIDOMICA E AVALIACOES FISICAS
TRADICIONAIS PARA COMPARAR JOGADORES DE FUTEBOL SUB-
22 DE ACORDO COM SEU NIVEL COMPETITIVO

O presente estudo foi publicado na Biology (ISSN 2079-7737) em 18
de julho de 2022 no Special Issue nomeado “New Frontiers of Sport, Exercise
and Physical Activity for Health and Human Performance” (ANEXO 4).

6.1 Introducéao

A capacidade fisica, caracteristicas morfolégicas e habilidades taticas
e técnicas diferenciam os jogadores de futebol por nivel competitivo (SLIMANI
et al., 2017). Capacidades aerébia e anaerébia aumentadas, VOz2max, forca e
poténcia muscular, velocidade de corrida, agilidade e menor porcentagem de
gordura corporal foram identificadas como caracteristicas essenciais em
jogadores de elite em comparagdo com outros niveis competitivos (ou seja,
sub-elite, amador, recreativo) (SLIMANI et al., 2017). Considerando esses
importantes aspectos, distintas avaliacdes fisicas tradicionais, como medidas
antropométricas e composicao corporal (REILLY et al., 2000; REILLY et al.,
2000), TLM (SILVA et al., 2007), MFEL (LOURES et al., 2015), MAOD
(ANDRADE et al., 2015) e VCrit (KARSTEN et al., 2016; WAKAYOSHlI et al.,
1992) foram aplicados em jogadores de futebol para avaliagdo de talentos,
discriminacdo do nivel competitivo e prescricdo e controle da carga de
treinamento (SLIMANI et al., 2017).

Além de estudos envolvendo protocolos com avaliagGes fisicas
classicas, a bioquimica tradicional tem sido usada para determinar
marcadores bioldgicos especificos em jogadores de futebol (DJAOUI et al.,
2017). Parametros e marcadores hematol6gicos como hemograma completo,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, CK, creatinina, uréia,
acido urico, colesterol, ferritina, proteina C reativa e hormdnio estimulador da
tireoide passaram a fazer parte dos exames laboratoriais de rotina aplicados
a elite atletas de futebol (MEYER et al.,, 2011). Embora a bioquimica
tradicional tenha permitido a diferenciagcdo entre atletas de alto nivel com
outros niveis competitivos, essa analise tradicional € limitada quando o
objetivo € buscar uma resposta global e integrada dos metabdlitos. Nesse

sentido, a metabolémica (lipidémica) untargeted pode ser uma estratégia
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interessante para investigar o perfil fisiologico dos atletas, uma vez que essa
abordagem visa fornecer uma perspectiva ampla e integrada das vias
metabdlicas de um organismo (HOANG et al., 2019). A lipiddbmica pode ser
conduzida utilizando LC-MS, NMR, GC-MS e CE-MS ou em combinacdo com
outras andlises (KLASSEN et al., 2017) para determinar o perfil metabdlico
dos atletas usando fluidos bioldgicos (urina, saliva, suor e sangue) (ZHANG
et al., 2012).

Essa abordagem envolve o estudo de perfis de metabdlitos em
situagcbes comparativas de grupos submetidos a diferentes intervencgoes,
como terapias, niveis de estresse, modulacéo alimentar, doencgas e exercicio
fisico (HEANEY et al., 2019; HOANG et al., 2019). No futebol, AL-KHELAIFI
et al. (2018) estudaram o perfil dos metabdlitos alimentares presentes no soro
de atletas de elite de varios esportes, incluindo futebol. Além disso, as
mudancas no perfil metabdlico foram investigadas apos as partidas de futebol
(RA et al., 2014; PRADO et al., 2017; PITTI et al., 2019; ZHAO et al., 2020;
MARINHO et al., 2022), no treinamento fisico agudo e crénico (CICERO et al.,
2016; CAO et al., 2020; PINTUS et al., 2020; QUINTAS et al., 2020) e na
aplicacdo de protocolos de avaliacdo fisica (SANTONE et al.,, 2014). No
entanto, estudos metabolémicos ainda ndo foram usados para diferenciar o
perfil metabdlico dos jogadores de futebol em diferentes niveis competitivos.

Nesse contexto, a combinacdo entre as avaliacdes fisicas tradicionais
e a abordagem lipiddmica para caracterizar e diferenciar os atletas de futebol
pode contribuir muito para a area do exercicio fisico e da fisiologia do esporte.
Portanto, esse estudo teve como objetivo usar avaliacdes fisicas tradicionais,
juntamente com uma abordagem metabolémica (lipidémica) para comparar o
perfil antropométrico, o nivel de aptidao fisica e o perfil metabdlico sérico de
jejum entre os jogadores de futebol de sub-22 inseridos em diferentes niveis
de competi¢cdo. Foi levantada a hipotese de que os jogadores de futebol de
sub-22 em niveis mais altos de competicdo apresentariam melhores
parametros para o perfil antropométrico, nivel de aptidao fisica e perfil
metabalico diferente dos jogadores nao-elite de futebol sub-22.
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6.2 Metodologia especifica

6.2.1 Participantes

Trinta e seis jogadores de futebol de duas equipes de sub-22 jogando
em diferentes niveis de competicdo foram avaliados, ou seja, um grupo nao-
elite (n = 20 atletas, idade = 20 + 2 anos) competindo na divisdo regional de
Séo Paulo e um grupo elite (n = 16 atletas, idade = 18 + 1 ano) participando

da primeira divisdo do campeonato de futebol de Sao Paulo.

6.2.2 Andlise estatistica

A média e o DP foram calculados para todas as variaveis estudadas. A
normalidade e homogeneidade de dados antropométricos, porcentagem de
hematdcrito, VCrit e CCA foram confirmados pelos testes de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Esses dados foram comparados usando o teste t
nao pareado (p < 0,05). O ES foi calculado de acordo com as categorias de
Cohen: pequeno se 0 <|d| <0,5; médio se 0,5 < |d| =£0,8; e grande se |d| > 0,8
(COHEN, 1994). Os intervalos de confianca foram calculados para desvio
padrdo com a = 0,05 (o/Vn).

O metaboanalyst 5.0 foi usado para realizar o tratamento estatistico
lipidbmico (PANG et al., 2021). Os dados foram filtrados pelo desvio padréo
relativo, normalizado pela soma e dimensionados usando a escala Pareto. A
primeira etapa da analise consistiu em aplicar a analise de fold change (FC)
(fold change limite de 2) para identificar features com diferente abundéancia
relativa entre os times de futebol. Em seguida, os metabdlitos que mostraram
diferencas foram submetidos a analise de PCA, com o objetivo de fornecer
uma rapida visualizagdo de semelhancas ou diferengas no conjunto de dados
de metabdlitos. Posteriormente, foi utilizada a analise PLS-DA, permitindo a
distincdo entre clusters das equipes de elite e ndo-elite com base em dados
metabolémicos. Para validar a robustez e qualidade dessa anadlise, foi
utilizado validacdo cruzada para o numero ideal de componentes para
classificagdo. Os componentes maximos foram encontrados em cinco. A
classificacao foi feita com base no método 10-fold. Os indices de acuracia, Q?
(previsibilidade do modelo) e R? (variacéo explicada) foram usados como uma

medida de desempenho do PLS-DA. Além disso, testes de permutacao (100
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permutacdes) foi utilizado. A discriminagdo entre os perfis fisiologicos de
ambas as equipes foi realizada usando a variable importance for projection
(VIP) maior que 1,0, estimada a partir da analise PLS-DA.

6.3 Resultados

6.3.1 Caracteristicas antropométricas, composicao corporal, aerébia e

anaerobia

As caracteristicas gerais antropométricas e de composigao corporal de
todos os individuos separados por equipes, incluindo altura, indice de massa
corporal, massa corporal, massa corporal magra, gordura corporal e
hematdcrito, sdo mostrados na Tabela 1. Ndo houve diferengas significativas
entre os grupos nao-elite e elite. Além disso, as variaveis exibiram pequeno
ES (Tabela 1). Adicionalmente, o grupo néo-elite mostrou uma prevaléncia de
80% do mesomorfo e 20% do ectomorfo, enquanto no grupo de elite as
porcentagens foram de 87% e 13%, respectivamente. Nao foram encontrados

endomorfos em nossa amostra.
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Tabela 1. Caracterizagdo de ambas as equipes

antropomeétricas e composigéo corporal.

considerando variaveis

Anélise estatistica

Timea Times
(Menor nivel (Maior nivel
competitivo) competitivo) ~
(n=16) (n=20) Comparacgao ES
Média + DP Média + DP
(1C) (9]

Altura 174,4+7,0 176,5+7,0 t=-0,95 0.30
(cm) (5,1-10,8) (5,3-10,2) p=0,348 '
IMC 22.142.4 21.9+2.3 t=0,16 0.09

(kg/m2) (1,7-3,7) (1,7-3,3) p=0,870 '

C'\é'f‘sgf‘al 67,1+8.8 68,5+10,1 t=-0.45 015
(ifg) (6,5-13,6) (7,6-14,7) p=0,654 '

mzss;: 59,3+7.1 61,1+7.9 t=-0,74 024
(kg) (5,2-10,9) (6,0-11,5) p=0,462 ’

Mgfdsj 7.842.4 7.322.4 t=0.53 01

9 (1,7-3,7) (1,8-3,5) p=0,597 !
(kg)

% Gordura 11,4+2 4 10,5+1.7 t=1,28 0.44
(%) (1,7-3,7) (1,2-2,4) p=0,207 '

Hematocrito 50,2+4.0 51,0+4,0 t=-0,58 0.20
(%) (2,9-6,1) (3,0-5,8) p=0,563 ’

IMC - indice de massa corporal; DP — desvio padrdo; os valores entre parénteses
representam os limites de confianca (IC) superior e inferior dos DP; Comparacéo (P <

0,05) — teste t para amostras independentes; ES — effect size.

Os dados da aplicacdo do protocolo de VCrit sdo apresentados na

Tabela 2. Em relacéo ao tlim das cargas preditivas, VCrit, CCA e r?, ndo houve

diferenca estatistica entre as equipes néo-elite e elite, e as variaveis exibiram

pequeno ES.
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Tabela 2. Cargas preditivas, capacidade aerdbia e anaerdbia de ambas as equipes a partir

da aplicacéo do protocolo de velocidade critica.

Andélise estatistica

Timea Times
(Menor nivel competitivo)  (Maior nivel competitivo)
(n=16) (n=20) Comparacéao ES
Média + DP Média + DP
(1C) (1C)
1° carga 232,0+£15,0 232,0+16,0 t=0,08 0.01
preditiva (s) (11,1-23,2) (12,1-23,3) p=0,933 ’
2° carga 371,0+26,0 366,0+26,0 t=0,50 0.19
preditiva (s) (19,2-40,2) (19,7-37,9) p=0,616 ’
3° carga 495,0+33,0 497,0+20,0 t=-0,20 0.08
preditiva (s) (24,3-51,1) (15,2-29,2) p=0,841 '
4° carga 627,0+56,0 656,0+43,0 t=-1,69 0.59
preditiva (s) (41,3-86,6) (32,7-62,8) p=0,099 ’
VCrit 3,1+0,4 3,0%0,2 t=1,98 0.33
(m/s) (0,3-0,6) (0,1-0,3) p=0,06 ’
CCA 129,6+55,7 161,5+61,0 t=-1,63 0.55
(m) (41,1-86,21) (46,3-89,1) p=0,110 ’
R2 0,98+0,02 0,99+0,01 ti-0,57 0.67
(0,01-0,03) (0,01-0,02) p=0,569

1° carga preditiva — distancia total realizada (800m); 2° carga preditiva — distancia total
percorrida (1200m); 3° carga preditiva — distancia total percorrida (1600m); 4° carga preditiva —
distancia total percorrida (2000m); DP — desvio padréo; os valores entre parénteses representam
os limites de confianca (IC) superior e inferior dos DP; Comparagédo (P < 0,05) — teste t para
amostras independentes; ES — effect size.
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6.3.2 Metabolitos com diferencas entre os times de futebol

Apoés o processamento dos dados brutos no XCMS, foram extraidos
10.230 features, dos quais 5.022 foram extraidos no modo ESI (+) e 5.208 no
modo ESI (-). Os dados do processamento no Metaboanalyst indicaram os
principais features da analise LC-MS em ambos os modos de ionizagao.
Primeiro, os features dos grupos nao-elite e elite foram comparados (Figura
1). A andlise FC revelou que 76 features apresentaram diferencas na
abundéancia relativa entre as equipes para o modo ESI (+). Para os jogadores
nao-elite, houve prevaléncia de 49 features, enquanto o time de elite
apresentou 27 features. Por outro lado, 64 features foram diferentes para o
modo ESI (-), das quais 39 features apresentaram maior abundancia relativa

para o grupo nao-elite e 25 features para o grupo elite (Tabelas 3 e 4).

A. Esi+ | | B. ESI (-)
1 Nao-elite i 1 Nao-elite
o~ o %0 = = &% °, y K
“.‘.."’..Q..‘.;.‘.. & o ® aa IR 7 7 BB 900 . .00 948 0.0, . W o L -
‘:§: =) =) ,Ei, 1<) o
:;i.'..-.-;w‘." 444444444 , ---------- | Il ..~-'~' """ | Emadceasabatt s -—'4 _‘.:‘ ...... .". ...... . ........... .'.. .............. ... ..... * ~‘ .............. - - -—'4
1 Elite 1 Elite
v @ Ly @l e L e
Picos (mz/rt) Picos (mz/rt)

Figura 1. Comparacao dos perfis fisiologicos dos jogadores de futebol das equipes elite e ndo-elite para
os modos ESI (+) (A) e ESI (=) (B) por analise com limiar 2. Os circulos rosas representam features
diferentes entre as equipes. Os circulos rosas superiores representam features acima do limiar da fold
change mostrando maior abundéancia relativa para a equipe nao-elite, enquanto os circulos rosas
inferiores representam features acima do limiar da fold change mostrando maior abundancia relativa para
a equipe elite.
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Tabela 3. Features diferenciados dos perfis fisiolégicos de jogadores de futebol
de times de elite e ndo elite para o modo ESI (+) por analise fold-change com

limiar 2.
ESI(+)
Features Fold Change log2(FC)
M404T1_3 0.066231 -3.9164
M755T3 0.22876 -2.1281
M740T4 0.27924 -1.8404
M1272T8 3.5576 1.8309
M514T8 0.29087 -1.7816
M974T5_2 3.3745 1.7547
M660T2 3.1414 1.6514
M443T2 2 0.32328 -1.6292
M747T4 1 0.33368 -1.5834
M243T2 2.8692 1.5206
M721T2 0.35467 -1.4955
M605T5 2.8189 1.4951
M901T7_1 2.6509 1.4065
M316T0 1 2.6448 1.4032
M463T1_1 2.6396 1.4003
M715T4 2 2.5922 1.3742
M676T2_2 2.5366 1.3429
M774T5_2 2.5064 1.3256
M554T7 1 2.4824 1.3118
M291T1 1 2.4544 1.2954
M532T1_1 2.4439 1.2892
M638T2 2.4179 1.2738
M932T2_2 0.4143 -1.2713
M829T5 2.407 1.2672
M909T2 0.41725 -1.261
M340T0 2 2.3884 1.256
M370T0 2.3641 1.2413
M726T1 0.431 -1.2142
M784T5 3 2.3152 1.2112
M359T1_1 2.2792 1.1885
M761T5 1 2.2739 1.1852
M286T3 0.44056 -1.1826
M209T2_2 0.44244 -1.1764
M763T5_1 0.44428 -1.1704
M820T4 2.25 1.1699
M583T10 2.2305 1.1574
M406T1 2 2.2258 1.1543
M204T2 2.2248 1.1537
M787T9 0.45391 -1.1395
M238T0_4 2.1746 1.1208
M765T4 2 2.1721 1.1191
M238T0_3 2.161 1.1117
M313T1 2 2.1585 1.11
M145T0 2 2.1557 1.1082
M369T1 2 2.1525 1.106
M1087T1 1 0.46624 -1.1008
M172T20 2 2.1078 1.0757
M334T1_1 2.1074 1.0754
M375T1 2 0.47463 -1.0751
M628T7 0.47489 -1.0743
M161T15 2 0.47661 -1.0691
M889T10 3 2.0904 1.0638
M591T8 0.4794 -1.0607
M773T5_3 2.0767 1.0543
M635T2 2 2.0741 1.0525
M293T1 0.48406 -1.0467
M1214T7 1 2.0541 1.0385
M909T10 1 2.0535 1.0381
M918T10 3 2.0514 1.0366
M701T7 2.0406 1.029
M414T1 4 2.0387 1.0277
M998T10 0.49106 -1.026
M650T8 1 2.0329 1.0236
M677T2_2 2.0316 1.0226
M356T0 2.0297 1.0213
M887T9 1 2.0292 1.0209
M591T1 0.49313 -1.0199
M812T5 3 0.4932 -1.0198
M527T1 2 0.49432 -1.0165
M906T10 1 0.49455 -1.0158
M917T9 1 2.0216 1.0155
M417T2 1 0.49624 -1.0109
M705T12 2.0117 1.0084
M103T19 2 2.008 1.0058
M698T5 2.0005 1.0004
M856T7_1 0.49993 -1.0002

ESI - Fonte de eletrospray; Features — Os numeros apés M e T representam a
relacdo massa-carga (m/z) e o tempo de retencdo (RT) do metabalito,
respectivamente.
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Tabela 4. Features diferenciados dos perfis fisioldégicos de jogadores de futebol
de times de elite e ndo elite para o0 modo ESI (-) por analise fold-change com

limiar 2.
ESI(-)

Features Fold Change log2(FC)
M798T6 0.13076 -2.935
M348T1 2 4.5819 2.196
M583T23 1 4.1967 2.0693
M924T23 3.546 1.8262
M187T27 3.4989 1.8069
M608T1_3 0.29925 -1.7406
M495T1 0.31587 -1.6626
M682T3 3.1162 1.6398
M571T21 0.38401 -1.3808
M465T3 2 0.38648 -1.3715
M671T3 2.5728 1.3633
M263T1_1 2.5546 1.3531
M887T7_3 2.5442 1.3472
M777T7 2 2.524 1.3357
M993T9 0.39713 -1.3323
M961T23 2.4898 1.316
M789T6_2 2.4542 1.2952
M773T6 0.40775 -1.2942
M580T1 3 0.40804 -1.2932
M698T3 2.4483 1.2918
M300T1_2 2.3832 1.2529
M966T7 0.42145 -1.2466

M1005T23 2 2.3676 1.2434
M449T0 0.42553 -1.2327
M949T7 1 0.43393 -1.2045
M620T2 2.2954 1.1987
M267T1_1 2.286 1.1928
M447T1 1 0.44629 -1.1639
M803T7_1 0.44682 -1.1622
M349T1_2 2.2118 1.1452
M954T8 2.2051 1.1408
M857T6 2.1953 1.1344
M889T7 0.45985 -1.1207
M846T23 2.1735 1.12
M338T1_4 0.46173 -1.1149
M397T3_2 2.1594 1.1107
M734T23 2.1467 1.1021
M455T1 2 0.46588 -1.102
M483T23 1 2.1342 1.0937
M797T7_2 2.1257 1.0879
M724T7 2.1188 1.0833
M682T8 0.47306 -1.0799
M439T1 1 2.1135 1.0796
M373T25 1 0.47326 -1.0793
M1137T6 2.1006 1.0708
M539T2 2.078 1.0552
M530T23 2.0583 1.0414
M499T1 2.057 1.0406
M335T0 0.48729 -1.0372
M752T7 2 0.4874 -1.0368
M827T6_2 2.0507 1.0361
M369T1 4 0.48771 -1.0359
M247T0_1 2.0499 1.0355
M833T23 0.48808 -1.0348
M791T6 2 2.0452 1.0322
M409T3 2.0434 1.031
M424T2 2.0419 1.0299
M558T1 1 0.48986 -1.0295
M545T23 2 2.0269 1.0193
M383T0 1 2.0266 1.0191
M1217T723 2.0172 1.0123
M223T0 2 0.49677 -1.0094
M884T8 2.0053 1.0038
M829T6 1 0.49881 -1.0034

ESI - Fonte de eletrospray; Features — Os numeros apés M e T representam a
relacdo massa-carga (m/z) e o tempo de retencao (RT) do metabdlito,
respectivamente.



A Figura 2 mostra a analise multivariada ndo supervisionada (PCA).
Neste gréafico de pontuacéo, os eixos x e y foram denominados PC 1 e 2,
respectivamente, e cada ponto representa 1 jogador de futebol. Embora os
gréaficos de pontuacdo do PCA revelem baixa variancia explicada cumulativa,
eles fornecem uma tendéncia de separacao clara para os modos ESI (+)
(Figura 2a) e ESI (-) (Figura 2b), o que foi confirmado no modelo PLS-DA.

Inclusive, a PCA revelou a auséncia de amostras discrepantes.
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Figura 2. Graficos de pontuacdo PCA de todas as amostras de soro de ambos os times de futebol para os
modos ESI (+) (A) e ESI (-) (B). As cores representam diferentes times de futebol (vermelho: atletas ndo-

elite; verde: atletas de elite).

A analise multivariada supervisionada do PLS-DA foi aplicada para
revelar a classificacdo das equipes de elite e nao-elite (Figura 3). Esse
modelo matematico apresentou acuracia = 0,98, R? = 0,88, Q2 = 0,81 e teste
de cem permutac¢des com p = < 0,01 para o modo ESI (+) e acuracia = 0,99,
R?=0,86, Q> =0,79 e teste de cem permutagées com p =< 0,01 para o0 modo
ESI (-), indicando robustez na previsibilidade do modelo. No grafico de
pontuacdo PLS-DA para os modos ESI (+) (Figura 3a) e ESI (-) (Figura 3c),
uma clara separacédo das amostras pode ser observada nos dois clusters. O
gréafico VIP mostra os 15 features mais contribuiram para a diferenciacdo dos
grupos nao-elite e elite, com uma pontuacgéao fixada acima de 1 para o modo
ESI (+) (Figura 3b) e ESI (=) (Figura 3d).
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Figura 3. (A,C): Graficos de pontuacdo 2D da Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS-
DA) comparando os dois grupos nos modos ESI (+) e ESI (-), respectivamente. (B,D): Gréficos de
pontuacdo PLS-DA mostrando os principais features que discriminaram o0s grupos amostrais de
acordo com a pontuacdo VIP para os modos ESI (+) e ESI (=), respectivamente. As cores
representam diferentes times de futebol (vermelho: atletas n&o-elite; verde: atletas de elite). As
caixas de espectro de cores azul e vermelho a direita indicam os valores da abundancia relativa dos
metabdlitos correspondentes em cada equipe. Os recursos M404T1_3, M286T3, M209T2_2,
M417T2_1 no modo ESI (+) e M338T1_4, M449T0, M369T1_4, M961T23, M993T9, M495T1,
M949T7_1 no modo ESI (=) nao foram identificados.



6.3.3 Anotacao dos Metabdlitos

A anotacdo dos features é a atribuicdo de potenciais candidatos a
metabdlitos ao sinal com base na correspondéncia entre sua massa € 0S
parametros de entrada dos bancos de dados ou bibliotecas de espectros. Os
features identificados foram anotados e nomeados como metabolitos
putativos. Os metabdlitos mais essenciais do grafico de pontuacdo VIP sao
mostrados na Tabela 5. Dezenove metabolitos foram anotados dos 30
features discriminatorios entre as equipes. A abundancia relativa dos
metabdlitos € mostrada no gréfico de pontuacéo VIP (Figura 3b,d). As caixas
de espectro de cores azul e vermelho a direita indicam os valores de
abundancia relativa dos possiveis metabdlitos correspondentes em cada
equipe. Dos metabdlitos anotados, todos apresentaram maior abundéancia
relativa para a equipe elite, com excegdo do PS(20:1(11Z)/16:0), que foi

relativamente mais abundante na equipe nao-elite (Figuras 4 e 5).
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Tabela 5. Features anotados e selecionados pela anélise de pontuagédo VIP como os mais capazes

de diferenciar as duas equipes.
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Features m/z (rFr?i-rI;) Matabdlitos Modo za:rr::g: Egr?] VIP
Glicerofosfolipidios
Fosfatidilserinas
M88oT7 888,53 6,75 PS(MonoMe(13,5)/DiMe(9,5)) . CeReNOz 5 50
M580T1_3 580,36 1,42 PS(22:0/0:0) - C2sHssNOgP 1,25
M789T6_2 788,54 5,83 PS(20:1(112)/16:0) _ C42H8|§N010 2 114
Glicerofosfoglicerdis
M798T6 797,55 6,10 PG(P-20:0/16:0) - Ca2HgsOoP 7 1,25
Fosfatidiletanolaminas
M740T4 73954 3,76 PE(18:4(6Z,92,12Z,15Z)/P-18:1(112)) + CaH72NOP 10 1,66
M803T7_1 802,59 6,98 PE(P-18:0/20:1(11Z)) - CasHaaNO7P 6 1,21
M747T4 1 746,51 3,62 PE(P-18:0/18:4(62,92,127,152)) + Ca1H7aNO7P 2 1,20
Fosfatidilcolinas
M608T1_3 608,35 0,91 PC(16:0/5:0(COOH)) _ C29H5F§N010 3 1,67
M755T3 754,52 2,81 PC(P-18:0/14:1(92)) + CaHeNOP 10 1,66
M721T2 720,53 2,34 PC(P-16:0/18:4(6Z,9Z,127,15Z)) + Ca2H76NO7P 1 1,61
M856T7_1 855,66 6,55 PC(20:3(5Z,82,112)/20:1(112)) + CagHgsNOsP 2 1,43
M787T9 786,60 9,04 PC(18:1(92)/18:1(92)) + Ca4HsaNOsP 9 1,35
M909T2 908,61 2,33 PC(22:2(132,162)/22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,192)) + Cs2HgsNOsP 2 1,22
Cardiolipinas
M10817T1_ 1086,65 0,63 CL(8:0/8:0/10:0/18:2(9Z,11Z)) +  CssHesO7P2 5 1,40
Glicerolipideos
M591T1 591,42 0,86 Saringosterol 3-glicosideo + CasHssO7 6 1,17
Flavonodides
M447T1_1 447,14 0,79 Cicloartomunina - Ca26H2407 6 1,45
Lipidios esterois
M465T3_2 465,35 3,45 3b,5a,6b-Colestanetriol - C27H4803 8 1,15
Acils Graxos
M527T1 2 527,28 0,52 Neuromedina N (1-4) + C26H40N406 6 1,16
Outros metabdlitos
M628T7 627,56 6,86 FAHFA(18:3-(2-0-24:0)) + Ca2H7604 6 1,41

m/z — m representa a massa e z representa a carga do feature; RT — Tempo de retencao; VIP — pontuacédo do grafico
VIP. A classe do metabdlito é representada em negrito e a subclasse é representada em negrito e italico na coluna
dos metabdlitos.
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Figura 4. Abundancias relativas em média e desvio padréo dos metabdlitos putativos
correspondentes em cada equipe para o modo ESI (+). Todos os metabdlitos séo
estatisticamente diferentes pela analise fold change com limite de 2.
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Figura 5. Abundéncias relativas em média e desvio padrdo dos metabdlitos putativos
correspondentes em cada equipe para o modo ESI (-). Todos os metabdlitos sédo
estatisticamente diferentes pela analise fold change com limite de 2.



6.4 Discussao

Ao contrario das nossas hipoteses, variaveis antropométricas,
composicdo corporal, hematocrito, tlim das cargas preditivas e as
capacidades aerdbia e anaerdbia ndo foram significativamente diferentes
entre as equipes de elite e ndo-elite. No entanto, a analise lipidémica foi capaz
de distinguir o perfil metabdlico de jejum das equipes avaliadas. Além disso,
essa metodologia possibilitou identificar as principais classes de metabolitos
responsaveis por diferenciar as equipes de futebol ndo-elite e elite sub-22.
Embora pesquisadores venham caracterizando alteraces metabdlicas apés
a aplicacdo de testes fisicos, no final das partidas e durante a preparacéo
fisica na pré e temporada completa de futebol (RA et al., 2014; PRADO et al.,
2017; PINTUS et al., 2020; QUINTAS et al., 2020), nosso estudo foi o primeiro
a combinar protocolos tradicionais de avaliacdo fisica e lipiddmica para
detalhar e comparar o perfil fisiologico de duas equipes de futebol inseridas
em diferentes niveis competitivos.

Historicamente, as avaliagdes fisicas tradicionais fornecem parametros
que contribuem para o conhecimento das caracteristicas essenciais
necessarias para um atleta jogar partidas de futebol em um nivel altamente
competitivo (STOLEN et al.,, 2005). As avaliagbes antropométricas sao
aplicadas para determinar a condicéao fisica e a adaptacao ao treinamento,
além de discriminar o nivel competitivo dos atletas. No futebol, o HEATH et al.
(1967) tem sido utilizado para determinar os somatotipos (mesomorfo,
endomorfo e ectomorfo). Estudos tém demonstrado a prevaléncia de
mesomorfismo em jogadores de futebol de elite, ndo-elite, adultos e jovens
(RIENZI et al., 2000; RIBEIRO et al., 2007; PERRONI et al., 2015).
Corroborando com a literatura, nossos resultados mostraram que houve
prevaléncia de 80% e 87% de atletas mesomorfos nas equipes nédo-elite e
elite, respectivamente. Além disso, a composicado corporal desempenha um
papel fundamental na constituicéo fisica de jogadores profissionais de futebol
(SLIMANI et al., 2017). No presente estudo, as caracteristicas gerais da
composicdo corporal, incluindo estatura, indice de massa corporal, massa
corporal, massa magra e gordura corporal, ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre as equipes. Da mesma forma, OSTOJIC (2003) verificou que
a altura, o peso e a soma de sete dobras cutaneas néo foram diferentes entre

0S grupos elite e ndo-elite. Em contraste, ARNASON et al. (2004) observaram

125



que equipes de elite apresentaram diferencas estatisticamente maiores do
que equipes participantes de ligas inferiores. Além disso, o percentual de
gordura corporal mostrou-se maior em jogadores de futebol de sub-elite do
gue em jogadores de elite (REILLY et al., 2000).

O hematdcrito refere-se a porcentagem de hemacias no volume total
de sangue, sendo importante para identificar e diagnosticar anemia,
desnutricdo, desidratacdo ou hidratacdo excessiva (FERREIRA et al., 2010).
Em jogadores de futebol, o hematdcrito apresentou alteracfes significativas
no final da temporada em relagdo ao inicio (MEYER et al.,, 2011). Essa
tendéncia foi mantida apés 6 semanas de treinamento de futebol (SILVA et
al., 2008). Nesse estudo, as equipes ndo apresentaram diferenca estatistica
no percentual de hematocrito, corroborando o estudo realizado por OSTOJIC
(2004), que néo indicou diferencas no percentual de hematocrito entre
jogadores inseridos em diferentes niveis competitivos.

Durante uma partida de 90 minutos, os jogadores de futebol deslocam-
se aproximadamente 10 km com intensidade média proxima ao LAnN,
parametro relacionado a capacidade aerébia (STALEN et al., 2005). Existem
varias avaliacdes fisicas tradicionais responsaveis por determinar a
capacidade aerobia de jogadores de futebol (SILVA et al., 2007; LOURES et
al., 2015). A VCrit foi capaz de detectar adaptacdes em jogadores de futebol
de ambos os sexos em diferentes niveis competitivos apds periodos de
treinamento (FAIRMAN et al., 2001; KNAB et al.,, 2013; KARSTEN et al.,
2016). No entanto, nossos dados de capacidade aerébia e anaerdbia do teste
VCrit ndo discriminaram os jogadores de elite e ndo-elite. Em geral, néo foi
observada diferenca ao comparar as variaveis derivadas das avaliacbes
fisicas tradicionais de ambas as equipes. Esses achados podem ser
explicados pelo momento da temporada, categoria avaliada e nivel
competitivo futebolistico do pais. Vale ressaltar que nossos atletas estavam
na segunda semana da pré-temporada, enquanto em outros estudos estavam
no meio e no final da temporada (REILLY et al., 2000; ARNASON et al., 2004).
Aqui, a categoria avaliada foi sub-22, diferentemente de alguns estudos da
literatura (que investigaram, por exemplo, sub-16 e equipes profissionais)
(REILLY et al., 2000; ARNASON et al., 2004). Além disso, o Brasil tem um
nivel altamente competitivo, independente da divisdo. Sendo importante
ressaltar que em S&o Paulo, os programas de treinamento nessa fase (pré-

temporada) para a categoria estudada parecem ser semelhantes aos de
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equipes de diferentes niveis competitivos, o que pode explicar a ndo diferenca
nos parametros antropomeétricos e de desempenho avaliados. Apesar disso,
a analise lipidémica foi capaz de distinguir o perfil fisiolégico em repouso das
equipes avaliadas.

Para direcionar a inferéncia bioldgica, foram utilizadas analises de FC,
PCA e PLS-DA para identificar quais metabolitos apresentaram diferencgas na
abundancia relativa entre as equipes. Em outros estudos, esses modelos
matematicos mostraram excelente desempenho na deteccdo de alteracdes
metabdlicas apods diferentes situacdes e intervencdes no futebol (PINTUS et
al., 2020; QUINTAS et al., 2020; MARINHO et al., 2022). No presente estudo,
as analises PCA e PLS-DA permitiram a construcao de gréaficos de pontuacéo
revelando uma clara separacéo entre jogadores de futebol, evidenciando que
o perfil metabdlico das equipes nao-elite e elite eram significativamente
diferentes. Em particular, a analise PLS-DA auxiliou a anotacdo de alguns
metabdlitos lipidicos como saringosterol 3-glicosideo (glicerolipidios),
3b,5a,6b-colestanetriol (lipidios de esterol), neuromedina N (1-4) (acilos
graxos), PG(P-20:0/16:0) (glicerofosfoglicerdis) e FAHFA(18:3-(2-0-24:0)).
Além disso, esse modelo matematico demonstrou que outros metabdlitos
pertencentes as classes de flavondides e glicerofosfolipidios sdo mais
abundantes no soro de atletas de elite em comparacdo com os atletas nao-
elite.

Os flavondides (cicloartomuninas) sdo uma classe de metabolitos
encontrados em frutas, sendo assim comumente consumidos na dieta
humana (KNAB et al., 2013). NIEMAN et al. (2010) mostraram que individuos
com concentracbes aumentadas de flavondides sdo mais eficazes no
combate a inflamacéo induzida pelo exercicio e ao estresse oxidativo. Por
outro lado, os glicerofosfolipidios sdo elementos fundamentais para as
membranas celulares que contribuem para uma variedade de processos
metabolicos e sinalizacdo intracelular (CASTRO-GOMEZ et al., 2015). Os
mais importantes séo PS, PC, PE e CL. A PSs sao responsaveis por 10% de
todos os (glicerofosfolipidios de membrana. Em um estudo, homens
fisicamente ativos apresentaram melhora na capacidade de exercicio devido
a maior concentracdo de PSs no corpo (KINGSLEY et al., 2006). Além disso,
STARKS et al. (2008) demonstraram que o aumento de PSs é eficaz no
combate ao estresse induzido pelo exercicio e na prevencéo da deterioracéo

fisiologica. Em geral, os PSs atuam na recuperacao e desempenho humano,
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melhorando também o humor, imunidade, tomada de decisdo e a precisao
(CARTER et al.,, 2015). Outros metabdlitos como PCs e PEs sao os
glicerofosfolipidios mais abundantes na membrana celular. A literatura mostra
que individuos com alta poténcia aerobia (VOzmax) apresentaram maiores
concentracdes séricas de PCs e PEs em comparacado com individuos com
baixo VO2max (BYE et al., 2012; MORRIS et al.,, 2015), tornando esses
metabalitos possiveis biomarcadores do nivel de VO2max. Além disso, os PEs
desempenham um papel importante na funcdo e morfologia mitocondrial,
contribuindo também para o processo de autofagia (STEENBERGEN et al.,
2005; HAILEY et al., 2010; VANCE et al., 2013). Assim como os PEs, os CLs
estdo presentes em células com grande numero de mitocondrias, sendo
essenciais para o metabolismo energético mitocondrial e para a manutencao
da cadeia transportadora de elétrons (HOUTKOOPER et al., 2008).

Por fim, equipes de elite e ndo-elite que aparentemente apresentavam
igualdade no condicionamento fisico, na realidade apresentavam diferencas
relevantes do ponto de vista metabolomico. A lipidémica ampliou a
compreensao do perfil metabdlico desses jogadores. A equipe de elite
apresentou mais metabdlitos diferenciados do que a equipe nao-elite, sendo
alguns deles possiveis biomarcadores de aumento do VO2max (BYE et al.,
2012; MORRIS et al., 2015). Neste estudo, algumas PCs e PEs possivelmente
indicam maior poténcia aerébia de jogadores de elite, uma vez que o VO2max
foi considerado um dos mais poderosos discriminadores entre jogadores de
futebol masculino em diferentes niveis competitivos (SLIMANI et al., 2017).
Além disso, outros metabdlitos discriminados podem trazer alguns beneficios,
como potencializacdo do processo de recuperacdo, aumento do humor,
imunidade, tomada de decisdo e precisdo, e melhora da capacidade de
exercicio com preservacdo mitocondrial e manutencdo da cadeia
transportadora de elétrons (STEENBERGEN et al., 2005; HOUTKOOPER et
al., 2008; STARKS et al., 2008; HAILEY et al., 2010; VANCE et al., 2013;
CARTER et al., 2015). Assim, a abordagem lipiddmica pode contribuir
oferecendo dados adicionais sobre a caracterizacao individual dos atletas,
melhorando os programas de treinamento e, consequentemente, aumentando

o0 desempenho dos jogadores durante as competicoes.
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6.5 Concluséo

No presente estudo, as avaliacdes fisicas tradicionais ndao foram
capazes de diferenciar jogadores de futebol em diferentes niveis competitivos.
No entanto, a abordagem lipiddmica distinguiu com sucesso o peffil
metabdlico em jejum de equipes de elite e ndo-elite, mostrando que o0s
jogadores de futebol de elite apresentaram um numero aumentado de
metabalitos lipidicos séricos pertencentes as classes glicerolipideo, esterol
lipidico, acil graxo, flavondide e glicerofosfolipidio. Portanto, esse estudo
sugere que a aplicacdo da lipiddomica aliada a protocolos tradicionais de
avaliacao fisica podem melhorar a caracterizacdo dos atletas, fortalecendo a
diferenciacdo do perfil fisiolégico dos times de futebol. Além disso, essa
abordagem pode contribuir para o surgimento de novas linhas de pesquisa
para cientistas do futebol visando desvendar a complexidade dessa
modalidade sob diferentes perspectivas, como a identificacdo de novos
biomarcadores para monitoramento da fadiga ao longo da temporada,
adaptacao fisica ao treinamento e descoberta de novos talentos. Por fim,
poderia fornecer informacdes promissoras sobre o desempenho de jogadores

de futebol de elite.
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7. PONTOS FORTES E LIMITACOES

Pontos fortes e limitagcbes devem ser levados em consideragéo para
ambos os estudos presentes na tese de doutorado. Considerando que essas
investigacbes sdo estudos observacionais (transversais) baseadas em uma
coorte especifica de participantes (jogadores de futebol da sub-22), as
relacOes causais e a extrapolagcéo de nossos achados para outras populagdes
devem ser realizadas com cautela, como sugerido por CASTRO et al. (2021).
Além disso, os patrticipantes dos estudos tiveram acesso livre as refeicfes
fornecidas pelos clubes (embora a quantidade de alimentos individuais nao
fosse controlada) e as sessdes de treinamento nao foram padronizadas. Para
sanar essas limitagcdes, em estudos futuros forneceremos um recordatoério
alimentar, padronizaremos a dieta e as sessfes de treinamento dos atletas
durante o periodo experimental.

Por outro lado, ressaltamos que nossos achados foram caracterizados
por exames fisioldgicos padronizados aplicados em ambiente especifico para
a modalidade. Por exemplo, o protocolo VCrit (WAKAYOSHI et al., 1992) teve
grande sucesso na determinacdo da capacidade aerdbia e anaerébia dos
atletas de futebol (R? = 0,99 * 0,01). Outro aspecto interessante a ser
considerado € a coleta de sangue do l6ébulo da orelha, tornando-a mais
acessivel e menos indolor aos participantes (CATALA et al., 2018). Além
disso, nossa andlise lipiddmica foi baseada em uma técnica padronizada e
robusta (LC-MS) para a identificacdo de um grande nimero de metabdlitos
(WANG et al., 2011), aumentando a possibilidade de sinalizar novos possiveis
metabdlitos para identificar diferencas entre e jogadores de futebol de elite e
nao-elite. Além de aumentar a possibilidade de sinalizar novos possiveis
biomarcadores associados a capacidade aerobia de jogadores de futebol. Em
oportunidades futuras, seria importante investigar a responsividade dos
metabdlitos apontados por nossos estudos frente ao treinamento fisico e
outras intervengdes (HOFFMAN, 2017).
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8. CONCLUSAO GERAL

Com base nos achados e limitagcdes da presente tese de doutorado, pode-se

concluir que:

» O nivel de capacidade aerobia influenciou o perfil metabdlico sérico de

jejum dos atletas de futebol.

» Alguns metabdlitos identificados e diferenciados foram relacionados
com nivel de capacidade aer6bia dos jogadores de futebol
(glicerofosfoserinas, glicerofosfoetanolaminas, glicerofosfocolinas e

glicerofosfoglicerais).

» Niveis mais baixos de PC(32:3), PE(18:1(92)/16:1(9z)), 1-(2-metoxi-
19Z-hexacosenil)-sn-glicero-3-fosfoserina e niveis mais altos de
PE(22:2(132,162)/18:2(92,12z)), PS(48:0) e PG(38:7) podem ser
indicativos de um nivel mais alto de capacidade aerdbia em jogadores de
futebol.

» Jogadores futebol inseridos em diferentes niveis competitivos néo
apresentaram valores diferentes nos parametros advindos da aplicacédo das

avaliacOes fisicas tradicionais.

» Jogadores futebol inseridos em diferentes niveis competitivos

apresentaram diferencas no perfil metabdlico sérico de jejum.

» A lipidémica distinguiu com sucesso o perfil metabdlico em jejum de
equipes de elite e ndo-elite, mostrando que os jogadores de futebol de elite
apresentaram um numero aumentado de metabdlitos lipidicos séricos
pertencentes as classes glicerolipideo, esterol lipidico, acil graxo,

flavonoide e glicerofosfolipidio.
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ANEXO 1.

COMPROVANTE DE APROVACAO PLATAFORMA BRASIL DO
PROJETO DE PESQUISA

Numero do CAAE: 15540619.6.0000.5404
NUmero do Parecer: 4.050.125
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ANALISES METABOLOMICA E PROTEOMICA EM JOGADORES DE FUTEBOL:
RELAGOES COM AS CAPACIDADES AEROBIA E ANAEROBIA

Pesquisador: JOADQ FEDRO DA CRUZ

Area Tematica:

Versdo: 6

CAAE: 15540619.6.0000.5404

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Aplicadas - FCA
Patrocinador Principal: Financamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: £.050.125

Apresentagio do Projeto:

Solicitagio de emenda ao projeto anterior. Zegundo o documento
PBE_INFORMAGOES_BASICAS_1461328_FE1.pdf 12/12/2019: Justificativa da Emenda: Im.® Sr® Prof® Or.®
Renata Mara dos Santos Celeghini DD Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UMICAMP Prezada Coordenadora, Apos a aprovagio ética (parecer de numero
3,522,987) emilide por ecte Comité de Elica em Pesquisa, viemos por meio desta solicitar algumas
alleragdes dentro do projeto de pesquisa com seres humanos intilulado *ANALISES METABOLOMICA E
PROTEOMICA EM JOGADORES DE FUTEBOL: RELAGOES COM AS CAPACIDADES AEROBIA E
ANAEROBIA", sob numero de CAAE: 15540619.6.0000.5404. Esperamos que esta carta possa vir a
facilitar a conferéncia das alteragdes realizadas dentro do projeto de pesquizsa. As modificagles estfo
relacionadas ao método de extragéo de sangue dos participantes da pesquisa. Anteriormente optamos
apenas pela retimda de sangue pelo l6bulo da orelha, pom apds nos aprofundarmos nas técnicas de
preparagdo e andlises das amostras para deteminagdo das prolelnas (profedmica), observamos que
durante ¢ processo de preparagio o volume do plasma é reduzido sendo insuficiente para a analise, Sendo
assim, se torna essendial coletar maior volume de sangue de cada paricipante da pesquiza. Para resolugfio
dessa problematica, viemos por meio desta solicitar a adigio do método de extragio sanguine o intravenoso
8 vacuo, Todas as modificagdes necessanas foram realizadas na plataforma e nos arquivos
“Projeto_joao_pedropdf”, "TALE.pdf', “TCLE responsaveis.pdf’, *“TCLE. pdf* grifadas em amarelo. O
cronograma & o
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argaments também foram adequados para a nova proposta, Sem mais parm o momento, refemmaos wolos
de consideracfo e respeito. Limeira, 12/M12/2019 Data

Objetivo da Pesguisa:

Inalterado .

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Oz possiveis riscos dos testes sio aqueles inerentes a qualquer coleta sanguinea e a pratica de exencico
fisico extenuante. Apesar de raro, ha

possibilidade de alteragdes organicas durante a realizagio de quakjuer tipoe de teste de esforgo, incluindo-se
nessas respostas allpicas de pressio arlendal, arrilmias, desmaios, teniuras € em rarissimas e extremas
sifuagdes, mode sibita phs-esforge, Os nscos mladonadas as coletas de sangue intravenoesa podem induir
desmaio, dor e/ou hematoma (mancha roxa na pele). Raramente pode haver um pequenc coagulo
sanguineo ou infecgio no local da picada da agulha.

Comentérics & Consideragies sobre a Pesquisa:

Begundo a justificativa da emenda a Onica alteragio serd no método de coleta do material bisldgico,
proposio ser no Idbulo da orelha inidalmente e agora alterado para pungio venosa, pra maior volume,
Apresenta documentos perlinenies com destaque nas allerages

Mo projeto completo apresenta em destaque: * Andlise protedmica e Analise metaboldmica: Todas as
etapas pré-analiticas acontecerfio em condigio de campo. Para tanto, contaremos com equipamentos e
materiais adequados bem como com uma equipe de enfermeims e pesquisadores expenentes em coleta de
sangue, centrifugagéo, aliquotagem e armazenamentos das amostras de sangue, Todas as coletas de
sangue serfo realizadas por enfermeiros utilizand o luvas descanaveis duranie a colela e a0 manusear as
amostras, Isso inclui durante a remogio da tampa de boracha des tubos de sangue, cenfrifugagiio,
pipetagem, descarte de tubos contaminados e limpeza de derramamentos. Os Tubos, agulhas e pipetas
serdo descartados adequadamente em recipientes de risco bicldgico, de acordo com os requisitos
insttucionais. Durante a deteminagéio do baseline serdo obtidos 5 mL de sangue intravencso em tubo com
heparina. Inicialmente as amostras de 5 mL de sangue serfo centrifugadas a 3000 = g durante 10 min e o
plasma sera removide & armazenade em 4 aliquotas de 1000 em tubos criogénicos de 1,2 mL, com
armazenamento inicial em nitregénio liquide e subsequente em  biormepositério a 80 * C, * Desenho
experimental; destaque a aplicagio de 4 questionarios colela de material bieldgico. * Armazenamenio,
andlize e descarte do material bicldgico: Em campo, serdo coletadas amaostras de
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Figura A2. Comprovante de aprovacéo Plataforma Brasil do projeto de pesquisa.
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sangue intravenosa e do lébulo da orelha, Para as amostras de sangue intravenasa serfio ulilizados tubos,
adaptadores e agulhas descartiveis e lacrados. JA pam as coletas sanguineas do 16bulo da orelha serfio
usadas lancetas estéreis descartdwveis e tubos capilares serfo utilizados para todas as coletas de sangue.
Fara ambas as coletas as amostras serdoe centrifugadas a 3000 = g durante 10 min e o plasma serd
removido & armazenado em criogénicas de 1,2 mb, com armazenamante inicial em nitrog&nie liquide &
subsequente em bioreposithrio a 807 C (ANEXO 7.) anles de preparagio de amosiras adidonais ou
andlises, A * PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUCAD,

Cronograma: Periodo da realizagio das coletas de dados em campo e capluras de imagens 01/07/2020
01/06/2021.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

- Carta_CEP . pdf 12/05/2020 : responde as pendéncias,

- Cronograma,pdf 12/05/2020 ; inido em 2020 & términoe em 2022,

- PE_INFORMAGOES_BASICAS_1461328_E1.pdf 12/05/2020: Perodo da realizagiio das coletas de dados
em campo & capturas de imagens 01/07/2020 01/06/2021. Nio apresenta riscos da coleta de sangue no
I6bule da orelha.

- projeto_joao_pedmo. pdf 12/05/2020 : com destaque nas alteragies. Riscos,

- TCLEs: com destaque nas ateragies Basicamente em riscos e inclusfo da coleta de sangue.

* TCLE pdf 1200542020

* TCLE responsaveis,pdf 12/06/2020

* TALE. pdf 12/05/2020 .

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Em consideraglio ao parecer anferion,

- refere encaminhar relatdrio parcial d o estudo,

- dedara que ha o documents para cessio de imagem. Ja aprovado na versio cnginal,
= adequa riscos das pungdes de matenal bicldgico no projeto completo , mas nio na FB.
- nada refere sobre a adequacdo do benseficio.

- adequa akguns detalhes da linguagem do TCLE & TALE mas ndo apresenta destaque.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).
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Figura A3. Comprovante de aprovacéo Plataforma Brasil do projeto de pesquisa.
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- O participante da pesquisa fem a liberdade de mcusar-se a paicipar ou de refirar seu consentimentio em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejulzo ao seu cuidade (quando aplicavel).
= 0 pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar 8 descontinuacio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser reglizada apds andlise das
razfies da descontinuidade pelo CEP que o apmwvou, O pesquisador deve aguardar o parecar do CEP
quanto & descontinuagio, exoeto quando perceber risco ou dane ndo previsle ao panicipante ou quando
conslatar a superioridade de uma estralégia diagnéstica ou ferapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuite de proteger os
participantes.
- O CEF deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso nomal do
estudo, E papel do pesquisador assequrar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outre centre) & enviar notificagio ao CEP & 4 Agénda Macional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posidonamento,

- Eventuais modificages ou emendas ao prolecolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sudnta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagio
do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma, junte com o parecer aprovatonio do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial,

- Relatérios pardais semestrais e final devem ser apresentados ao CEP, inidalmente seis meses apds a
data deste parecar de aprovagaoe e ao térming do estudo,

-Lembramos que segundo a Resolugio 466/2012 |, tem X 1.2 letra €, “cabe ao pesquisador apresentardados
solicitad os pele CEP ou pela CONEP a qualquer momento™

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o t&érmino da pesquisa.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Pastagem Autor Siluagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMAGCES_BASICAS_146132] 12/0%/2020 Aceito
do Projeto 8 E1 .pdf 10:47:29
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TCLE/ Termos de | TALE pdf 12/05/2020 |JOAD PEDRO DA Aceito
Assentimento f 10:46:3% |[CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TCLE_responsaveis.pdf 120052020 | JOAD PEDRO DA Aceito
Assantimento / 1045:28 |CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE! Termosde | TCLE pdf 1200802020 [JOAD PEDRO DA Aceilo
Assantimento / 104515 |CRUZ
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado ! | projeto_joac_pedro, pdf 12/05/2020 | JOAD PEDRO DA Aceilo
Brochura 1004500 |CRUZ
Investigador
Cronograma Cronograma, pdf 12/05/2020 |JOAC PEDRO DA Aceilo
10:45:38  |CRUZ
Outros Carla_CEP.pdf 120052020 [JOAD PEDRO DA Aceilo
10:44:41  |CRUZ
Pamcar Anterior FB_PARECER_COMNSUBSTAMCIADD | 12052020 |JOAQPEDRD DA Aceilo
CEP_3971124 E1.pdf 10:43:48  |CRUZ
Qutros Carta_Ementa. pdf 12122019 | JOAD FEDRO DA Aceito
141312 |CRUZ
Omameanto orcamento, pdf 12122019 | JOAD PEDRO DA Acsito
14:08:35 [CRUZ
Qutros Uso_de_imagem.pdf 15/08/2019 | JOAD FEDRO DA Aceito
1111734 |CRUZ
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Figura A5. Comprovante de aprovacdo Plataforma Brasil do projeto de pesquisa.
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Figura A6. Comprovante de aprovacéo Plataforma Brasil do projeto de pesquisa.
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ANEXO 2.

Anexo 2. Dieta oferecida para jogadores de futebol durante o periodo em que o
delineamento experimental foi realizado.

Café da manha
Dias da semana Péo Frios Doces Bebidas *
Segunda-feira P&o Francés Presunto, Mu_s sarela e Bolo Chocolate Leite/ Cafe/ *
Margarina Achocolatado
. « . Presunto, Mussarela e . Leite/ Café/ -
Terca-feira Pao Francés Margarina Rosquinha Achocolatado
Quarta-feira P30 Erancés Presunto, Mussarela e P&o de Leite Leite/ Café/ -
Margarina em Pg Achocolatado
Quinta-feira Pao Francés Presunto, Mu§ sarela e Rosca Doce Leite/ Cafe/ *
Margarina Achocolatado
Sexta-feira Pdo Francés Presunto, Mussarela e Bolo Coco Leite/ Café/ *
Margarina Achocolatado
Sabado P30 Francés Presunto, Mu_ssarela e Lua de Mel Leite/ Café/ -
Margarina Achocolatado
Domindo P30 Francés Presunto, Mussarela e Bolacha de Leite/ Café/ -
9 Margarina Nata Achocolatado
Almogo
Dias da semana Saladas Prato Principal Guarnigéo Sobremesa Suco
. . Bife com Mussarela e Molho/ Sufle de . .
Segunda-feira Alface/ Pepino Iscas Suina com Cebola Chuchu Gelatina Cremosa | Tangerina
Mix/ Cenoura Iscas de Frango Chapeada/
Terca-feira : Coxao Duro Peca ao Molho Berinjela Frita Arroz Doce Laranja
Cozida Roty
. Chuchu ¢/ Ovo/ Bife Role/ Filé de Frango Repolho . .
Quarta-feira Alface Grelhado Refogado Pudim Caju
Quinta-feira Vinagrete/ Alface Bife Pizzaiolo/ Coxinha da Asa Batata_na Gelatlne_l de Limio
Assada Manteiga Laranja
. File de Frango Empanado/ Creme de
Sexta-feira Lasanha de Alface Cubos de Carne com Batata Milho Creme Belga Morango
. Lagarto/ Cubos de Frango c/ Espaguete Pudim Leite -
Séabado Alface ¢/ Tomate Tomate Alho & Oleo Condensado Maracuja
Domindo Almeiréo/ Croquete/ Filé de Frango ao Pure de Batata Bolo Uva
g Beterraba Cozida Molho Sugo Doce
Jantar
Dias da semana Saladas Prato Principal Guarnicéo Sobremesa Suco
Sequnda-feira Alface/ Beterraba e | Escondidinho de Cane Moida/ Farofa Gelatina 2 Cores Uva
g Cenoura Coz Filé de Frango Grelhado Colorida
Terca-feira Pepino e Tomate/ | Peixe Assado com Batata/ Iscas | Abobrinha e Saqu Caiu
¢ Alface de Carne com Cebola Cenoura g )
Mix/ Cenoura Cubos de Carne com Cebola e Batata
Quarta-feira : Tomate/ Iscas de Frango . Gelatina 2 Cores Abacaxi
Cozida Gratinada
Cebola
Quinta-feira Alface/Batata Doce Cubos Suino/ C upim Fatiado Couve Sagu Laranja
com Vinagrete Refogada
. Batata, Vagem e Carne Louca ¢/ Tomate e .
Sexta-feira Cenoura Cebola/ Sobrecoxa Assada Pure de Batata | Gelatina Cremosa Uva
Sabado Alface/ Beterraba Iscas de Carne ¢/ Tomate e Abobrinha Doce de Banana Pesseqo
Cozida Cebola / Omelete Refogada g
Domingo Mix/ Chuchu Bolinho d~e Car_ne Moida Parafuiso ao Canjica Guarana
Vulcdo/ Bisteca Sugo




ANEXO 3.

Identificag&o dos features fragmentados por LC-MS/MS

Inicialmente nos pretendiamos realizar a identificacdo nivel 1 para os
metabdlitos mais discriminantes entre o0s grupos em questdo. Para
exemplificar o nivel de identificacdo pretendida, nés selecionamos um ion
aleatdrio com grande abundéancia relativa e que foi fragmentado pelo
Orbitrap no modo ESI (+) em nossos experimentos. O ion selecionado
apresentou razdo massa carga (m/z) igual a 400.3416 e tempo de retencéo
(RT) de 1.54 minutos (Figura A).
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A. Cromatograma (HPLC)
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C. Espectro de massas (MS/MS)
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Figura A. Cromatograma (A), espectro de massas (B) de ions e espectro de massas
(C) da fragmentacdo do ion com massa carga (m/z) igual a 400.3416 e tempo de
retencdo (RT) de 1.54 minutos extraido da amostra 4 pela técnica de LC-MS/MS no
modo ESI (+).



Logo apds, o ion fragmentado foi convertido para o formato txt (Figura B)
e as colunas m/z e relative foram utilizadas para pesquisa do metabdlito nas

bases de dados.

) Thermo Xealibur Qual Browses - [Amestra &.raw] o X
[) File Edit View Display Grid Actions Tools Window Help

FEE & BA (P XL & B £ HESR =T EE ®

[109]

C:\Users\...\MSMS [+] aerobiclAmostra_4 10/113/21 18:49:32 Amostra_4

1 07107 200 201 S0 A sn 577 050702 808 8291233 1087 118 1220 1273 1341 1902 1400 1585 1040 173 (76D 1818 1930 2046 2000 2219 261 :316 20722814 2823 2080

Figura B. Espectro de massas fragmentado em txt do ion com massa carga (m/z)
igual a 400.3416 e tempo de retencdo (RT) de 1.54 minutos extraido da amostra 4
pela técnica de LC-MS/MS no modo ESI (+).

Objetivando a identificacdo do ion 400.3416, o software CEU Mass
Mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es/) (GIL-DE-LA-FUENTE et al., 2018)
foi utilizado para realizar pesquisa nos bancos de dados de espectros Metlin,
HMDB, Keeg, LipidMaps e MINE. Os parametros de entrada para a pesquisa
nos bancos de dados foram a massa do ion precursor (m/z): 400.3416, lista
de picos de MS/MS: (Figura B), tolerancia do ion precursor (ppm): 10,
tolerancia m/z (ppm): 10, modo de ionizacdo: positivo, voltagem da fonte:
todos, e tipo de espectro: experimental. Como resultado da busca, a Figura
C mostra a comparacao do espectro de massas experimental fragmentado
(m/z = 400.3416) com um ja existente no HMDB. Com essa comparacao,
chegamos a conclusdo que o ion 400.3416 e RT de 1.54 minutos tem o
espectro  de massas  semelhante ao metabdlito Nevskin
(https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0030162). Esse metabdlito pertence a

classe de compostos organicos conhecidos como cumarinas e derivados.

Esses sdo compostos aromaticos policiclicos contendo uma porgcédo 1-
benzopirano com um grupo cetona no atomo de carbono C2 (1-benzopirano-
2-ona). Nevskin foi detectado em vegetais verdes e ervas e especiarias. 1Sso
poderia tornar o Nevskin um potencial biomarcador para o consumo desses

alimentos.
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https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0030162
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Figura C. Resultado da busca nos bancos de dados utilizando o software CEU
Mass Mediator 3.0.

Por questdes metodoldgicas, logisticas e financeiras ndo conseguimos
seguir o método de identificacdo nivel 1 para os metabdlitos mais
discriminantes entre 0os grupos em questdo no presente projeto. No
experimento de fragmentacdo das amostras, o método definido no
espectrometro de massas foi 0 Top 5. Ou seja, o Orbitrap fragmentou apenas
os 5 ions mais abundantes presentes nos espectros para cada segundo do
cromatograma. No momento da realizacdo da analise estatistica dos artigos,
0os ions destacados pelos modelos matematicos ndo foram os top 5
metabdlitos fragmentados por nossos experimentos de MS/MS. Geralmente
0s metabolitos que sao diferenciados pelos modelos matematicos
apresentam baixa abundancia relativa nas amostras. Nos detectamos esse
problema somente apdés as analises. Para sanar essa limitacdo analitica,
novos experimentos de fragmentacdo direcionada aos ions diferenciados
pela analise estatistica deveriam ser realizados, mas por questdes de tempo

e logistica ndo conseguimos realiza-los.
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ANEXO 4.
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