
MINISTÉRIO DA DEFESA 
EXÉRCITO BRASILEIRO 

DEPARTAMENTO DE CIÊNCIA E TECNOLOGIA 
INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

CELSO SOOMA SASAQUI 

DETERMINAÇÃO DE BIOMARCADORES SANGUÍNEOS EM PENTATLETAS 
MODERNOS COM UTILIZAÇÃO DE CG-EM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rio de Janeiro 
2019 



2 
 

 
 

CELSO SOOMA SASAQUI 

 

 

 

DETERMINAÇÃO DE BIOMARCADORES SANGUÍNEOS EM PENTATLETAS 
MODERNOS COM UTILIZAÇÃO DE CG-EM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Química do Instituto Militar de 
Engenharia, como requisito parcial para obtenção do 
título de Doutor em Ciências em Química. 

 

Orientador: Prof. Antônio Luís dos Santos Lima - D.Sc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2019 



3 
 

 
 

©2019 
INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA 
Praça General Tibúrcio, 80 – Praia Vermelha 
Rio de Janeiro – RJ CEP: 22290-270 
 
 
Este exemplar é de propriedade do Instituto Militar de Engenharia, que poderá incluí-

lo em base de dados, armazenar em computador, microfilmar ou adotar qualquer 

forma de arquivamento. 

 

É permitida a menção, reprodução parcial ou integral e a transmissão entre 

bibliotecas deste trabalho, sem modificação de seu texto, em qualquer meio que 

esteja ou venha a ser fixado, para pesquisa acadêmica, comentários e citações, 

desde que sem finalidade comercial e que seja feita a referência bibliográfica 

completa. 

 

Os conceitos expressos neste trabalho são de responsabilidade do(s) autor(es) e 

do(s) orientador(es). 

 
 

 
 

 
Sasaqui, Celso Sooma 

 1. Determinação de Biomarcadores Sanguíneos em 
Pentatletas Modernos com utilização de CG-EM /Celso Sooma 
Sasaqui. — Rio de Janeiro, 2019. 158 f. 
 
Orientador: Antônio Luís dos Santos Lima. 
 
Tese (doutorado) — Instituto Militar de Engenharia, Química, 
2019.  
 
 
1. Cromatografia - CG-EM. 2. Estatística Multivariada - PCA, 
PLS-DA. 3. Metabolômica. 4.Pentatlo Moderno. I. Lima, Antônio  
Luís dos Santos, orient. II. Título 

 

 

 

 

 



4 
 

 
 

INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA 

 

CELSO SOOMA SASAQUI 

DETERMINAÇÃO DE BIOMARCADORES SANGUÍNEOS EM PENTATLETAS 
MODERNOS COM UTILIZAÇÃO DE CG-EM 

 
Tese de doutorado apresentada ao Curso de Doutorado em Química do Instituto 

Militar de Engenharia, como requisito parcial para a obtenção do título de Doutor em 
Ciências. 

Orientador: Prof. Antônio Luís dos Santos Lima - D.Sc. 

Aprovada em 26 de julho de 2019 pela seguinte Banca Examinadora: 

 
Prof. António Luís dos Santos Lima — D. sc. do IME — Presidente 

 

 

 
Prof. Gustavo Monnerat Cahli — D.Sc. da UNISUAM 

 
 

Rio de Janeiro 
2019 



5 
 

 
 

   

A minha esposa e melhor amiga, Inês, e as minhas filhas, 
Aline; Gabi e Carol, pela paciência desprendida e pelo 
constante incentivo para o meu aprimoramento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao meu professor e amigo Antônio Luís dos Santos Lima pela orientação 

constante, pela compreensão no desenvolvimento desse trabalho. 

Ao meu amigo TC Roberto pelos conselhos e orientação dispensados no 

desenvolvimento desse trabalho. 

Ao meu amigo TC Victor e Cel Barcellos por permitirem que o Sv Leandro me 

auxiliasse nas análises das minhas amostras.  

A Professora Anna Paola Pierucci pelo incentivo e apoio prestado na 

disponibilização das amostras para esse trabalho. 

Aos professores José Carlos; Gustavo Monnerat; TC Galante; Cap Guedes e 

Cap Jakler pela participação na banca e contribuições para esse trabalho. 

Aos Professores da Seção de Engenharia Química do Instituto Militar de 

Engenharia pelo auxílio prestado durante a realização do curso. 

A CAPES pela bolsa ofertada que em muito ajudou no desenvolvimento deste 

trabalho. 

À minha família pelo carinho e compreensão demonstrados, principalmente nos 

muitos momentos de minha inevitável omissão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

"Quem olha para fora, sonha: Quem olha para dentro, desperta". 
 

CARL YOUNG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8 
 

 
 

RESUMO 
 
A determinação de indicadores que identifiquem deficiências em atletas de alto-
rendimento tem se mostrado essencial para a evolução da performance dos atletas 
em todos os esportes. O objetivo desse trabalho foi apresentar uma forma de 
determinar um perfil metabólico em atletas de pentatlo moderno, relacionando a 
variação metabólica no soro sanguíneo com variáveis controladas como esforço 
físico, idade dos atletas e sexo. Para isso, foi feita uma análise do soro sanguíneo 
em um CG-EM triplo quadrupolo e uma análise estatística multivariada utilizando as 
técnicas de PCA e PLS, identificando alguns metabólitos que se relacionam com o 
sexo e o esforço despendido pelos atletas. A análise de um grupo de 10 atletas de 
pentatlo moderno, que treinam no CMVM no Rio de Janeiro, identificou o glicerol e o 
ácido lático como indicadores de esforço, sendo o glicerol relacionado com o sexo 
feminino e o ácido lático com o sexo masculino, e a L-prolina indicador de maior 
variação quando se analisa todos os atletas e L-alanina difere os sexos, sendo 
marcante no sexo masculino e o ácido octadecanóico no sexo feminino.   Isso 
mostra o potencial da utilização da metabolômica para identificar e relacionar 
metabólitos com a variedade de incógnitas que podem interferir no desempenho dos 
atletas. 

 
Palavras-chave: GC-EM; PCA; PLS-DA; metabólitos; pentatletas. 
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ABSTRACT 
 
The determination of biomarkers that identify deficiencies in high-performance 
athletes has been essential for the performance of athletes in all sports. The 
objective of this work was to present a way to determine a metabolic profile in 
athletes of modern pentathlon, relating metabolic variation in blood serum with 
controlled variables such as physical efforts, age of athletes and gender. For this, a 
blood serum analysis was performed on a triple-quadrupole GC-MS and a 
multivariate statistical analysis using the PCA and PLS techniques, identifying some 
metabolites that relate to the sex and the effort expended by the athletes. The 
analysis of a group of 10 modern pentathlon athletes, who train at the CMVM in Rio 
de Janeiro, identified glycerol and lactic acid as indicators of effort, with glycerol 
being related to female and lactic acid with males, and the L-proline indicator of 
greater variation when all athletes were analyzed, and L-alanine differs between 
sexes, being marked in male athletes and octadecanoic acid in female athletes. This 
shows the potential of using metabolomics to identify and relate metabolites to the 
variety of unknowns that may interfere on athlete performance. 
 
Keywords: GC-MS, PCA, PLS-DA, metabolites, pentathletes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 PROBLEMA 

 
Em todos os tipos de esportes, o objetivo do treinamento atlético é fazer com 

que o corpo se adapte a um estímulo intensivo, elevar a capacidade dos vários 

sistemas para realizar cargas de trabalho aumentadas e, portanto, melhorar o 

desempenho (DAVID; DELIA, 1994). Essa atividade física de alta intensidade, 

comum em atletas de alto-rendimento, provoca uma série de reações no organismo, 

que aumentam a quantidade de espécies reativas de oxigênio (ERO), esses 

compostos causam danos a lipídios, proteínas e ácidos nucleicos celulares 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Essas alterações podem promover diversos 

efeitos benéficos como a biogênese mitocondrial, o aumento de enzimas 

antioxidantes, o aumento de biossíntese de proteínas, entre outras alterações 

(PEREIRA, 2015).  No entanto, o aumento das contrações musculares gerado pelo 

exercício pode aumentar também a formação de óxido nítrico (NO), uma vez que 

altos níveis de óxido nítrico sintase (NOS) foram encontrados em fibras musculares 

(KOBZIK et al, 1994). A excessiva produção de EROs e NO pelas fibras musculares 

durante o mecanismo de contração contribui, significativamente, para a redução da 

força contrátil (REID et al, 2001), acelera os processos de fadiga (ANDRADE et al, 

1998) e concorre para o aumento de lesões musculares (CLANTON et al, 1999).  

Teoricamente, deve-se manter um equilíbrio entre cargas de trabalho e períodos 

de repouso suficientes para que o regime de treinamento seja bem-sucedido. Se um 

volume de treinamento for muito intenso e os períodos de descanso forem 

insuficientes, poderá ocorrer um desequilíbrio entre a tensão geral experimentada 

durante o treinamento e a tolerância do atleta a esse esforço que pode levá-lo a um 

processo de fadiga, lesões musculares e em situações extremas a uma situação de 

overreaching ou overtraining (PEREIRA, 2015; KOBZIK et al, 1994), caracterizado 

por redução do desempenho,  excesso de fatiga, sintomas subjetivos de estresse e 

inflamação transitória (KOBZIK et al, 1994; REID et al, 2001). O surgimento do 

estado de overtraining é comum no atleta de alto desempenho. Isto se deve 

principalmente à falta de marcadores de estresse para orientar com segurança a 

aplicação de cargas e garantir um período adequado de descanso (ANDRADE et al, 

1998). Portanto, é valioso avaliar de forma abrangente o estado físico e a adaptação 
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de um atleta ao treinamento para dirigir o programa de treinamento, prevenindo os 

distúrbios acima mencionados e melhorando o desempenho.  

A tendência de crescimento da concentração de lactato no sangue pode ser 

mostrado nos gráficos das figuras 1.1; 1.2 e 1.3. Eles mostram o nível de 

concentração percentual do lactato no soro sanguíneo em atletas de pentatlo 

moderno em um microciclo de treinamento pré-competição. O eixo horizontal 

apresenta o nível de esforço aplicado pelo treinador, seguindo a escala de Borg.  

 

Figura 1.1– Gráfico da variação da concentração do lactato x esforço 
do atleta A3 (menos de 19 anos). 
 

 

 

 

Embora tenham sido estudados muitos parâmetros, incluindo marcadores 

comportamentais e biológicos não invasivos, marcadores bioquímicos, marcadores 

hormonais e imunológicos, para avaliar o estado físico dos atletas e evitar o 

overreaching e o overtraining durante um programa de treinamento (CLANTON et 

al., 1999; ZOPPI et al, 2003), não existe um método universal para o diagnóstico e 

monitoramento do estado físico dos atletas.  

Para superar esses problemas, os profissionais de educação física monitoram 

seus atletas através de testes de lactato, para medir a intensidade de esforço, e de 

creatinina-quinase (CK), que é um indicador de dano ao tecido muscular (ZOPPI et 

al, 2003) e buscam o apoio da nutrição, para otimizar a alimentação dos atletas, de 

forma que os atletas tenham aporte necessário de energia para suportar a carga de 
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treinos; da estatística, para mostrar se os treinos estão sendo eficientes; da 

medicina, para prevenir contusões; da psicologia, para manter o foco dos atletas e, 

atualmente, da bioquímica, que pode fornecer informações que podem ajudar todas 

as outras áreas. Dentro das áreas da química, temos a metabolômica, que pode 

medir as respostas do organismo a estímulos fisiológicos, como aumento do esforço, 

ou modificações genéticas (HELLSTEN et al, 1997), a partir da análise do sangue; 

urina; saliva ou outra secreção qualquer do organismo, identificando o perfil 

metabólico de cada atleta, relacionando alguns metabólitos que possam indicar 

problemas como esforços excessivos, que venham a  prejudicar os atletas. 

 

Figura 1.2 – Gráfico da variação da concentração do lactato x esforço 
do atleta A2 (mais de 19 anos). 

 

 

O metaboloma é a composição de todas as pequenas moléculas presentes em 

um organismo. A tecnologia voltada para o fornecimento de uma visão geral 

compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabólitos presentes em um organismo 

é denominada Metabolômica (HALL, 2006). Com a evolução tecnológica dos 

equipamentos de cromatografia; espectrometria de massas e ressonância magnética 

nuclear, a metabolômica apresentou grande avanço, possibilitando que se 

identifique uma grande quantidade de metabólitos em, praticamente, qualquer meio. 

Essa identificação pode ser quantitativa e qualitativa (ABDELNUR, 2011).  
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Figura 1.3 – Gráfico da variação da concentração do lactato x esforço 
do atleta A8 (mulher com mais de 19 anos). 
 

 

 
 
Assim, pode-se prever que a metabolômica pode auxiliar, de uma forma 

eficiente, na otimização dos treinos dos atletas de alto-rendimento. A metabolômica 

pode apresentar um perfil metabólico (HALL, 2006) e identificar quais metabólitos 

estão relacionados com cada ação praticada pelo atleta. Pode identificar quais os 

metabólitos estão relacionados com a carga física dos treinos; com a alimentação do 

atleta; com o sexo do atleta; ou com algo que não está identificado ainda, como o 

estado psicológico do atleta. 

1.2 OBJETIVO 

 

O objetivo desse trabalho é estabelecer uma metodologia que possibilite 

determinar um perfil metabólico em atletas de pentatlo moderno, relacionando 

metabólitos com fatores como esforço físico; sexo; idade; alimentação e qualquer 

outro fator que possa ser mensurado quantitativamente ou qualitativamente. Para 

isso, será feito uma análise multivariada nos resultados apresentados por uma 

análise cromatográfica do soro sanguíneo de um grupo de atletas, coletado em 

vários períodos de um microciclo de treinamento, e com isso será possível relacionar 

alguns metabólitos com fatores controlados. 
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1.3  SUPOSIÇÕES 

 

Para desenvolver este trabalho, são utilizadas as seguintes suposições: 

a) existem variáveis que podem ser quantitativas ou qualitativas, e elas caracterizam 

a variação dos metabólitos nos diferentes períodos de coleta; 

b) a técnica do CG-EM é capaz de separar os componentes do soro sanguíneo 

possibilitando a identificação dos metabólitos; 

c) as técnicas de PCA e PLS serão capazes de relacionar os metabólitos 

encontrados com as variáveis sexo, idade e intensidade de esforço físico. 

 
 
1.4 DELIMITAÇÃO DO ESTUDO 

 

Para esse trabalho, foram utilizados os dados de 10 atletas com idades variando 

de 16 a 28 anos, sendo 3 homens com idade entre 16 e 18 anos; 3 homens com 

mais de 19 anos e 4 mulheres com mais de 19 anos e o sangue de cada atleta foi 

coletado em um ciclo 3 semanas de treinamento, sendo uma coleta no início da 

semana antes do treinamento e no final da semana após o treinamento, antes do 

campeonato brasileiro de pentatlo moderno de 2014, não havendo mais 

possibilidade de coleta em outros períodos. Para que a análise estatística fosse 

possível, cada 100 L de amostra de soro sanguíneo foi desproteinizado com 400 L 

de metanol  e separada em 3 partes de 100 L para que fosse feita a análise no CG-

EM. 

 

1.5 RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

No desenvolvimento da atividade humana, as pessoas passam por situações 

que a impedem de atingir todo o seu potencial na realização das tarefas executadas. 

Quando isso acontece, todos se perguntam o porquê de ter ocorrido isso: seria por 

falta de preparação; algum problema físico; problema de família; algo relacionado 

com a fisiologia; qual seria o motivo disso ter ocorrido?  

Assim, esse trabalho se propõe a fazer um estudo para buscar no perfil 

metabólico do soro sanguíneo, marcadores que possam explicar as razões para a 
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falta de rendimento de atletas de Pentatlo Moderno em determinadas competições e 

nos treinamentos. 

Todos os profissionais, que trabalham com seres humanos no limite de sua 

capacidade física, têm muita dificuldade de definir um limite na condução de suas 

exigências de esforço físico dos seus subordinados. Se existisse uma identificação 

de algum composto secretado que pudesse ser relacionado com o esforço realizado 

e a condição física do ser humano analisado, seria uma ferramenta extremamente 

poderosa para definir o limite tanto da exigência quanto do esforço despendido. 

No caso da área esportiva, os técnicos poderão definir melhor seus treinos de 

forma a conseguir o melhor resultado sem forçar seus atletas em excesso e os 

atletas saberão se estão treinando abaixo ou acima de seus limites.   

No âmbito do Exército Brasileiro, o trabalho torna-se importante, já que a 

possibilidade de se gerar uma ferramenta que mostre aos instrutores de cursos que 

exigem uma grande demanda física, se seus alunos estão com condições físicas de 

acompanhar o curso ou se a exigência está exagerada, possibilitando uma melhor 

formação no final dos referidos cursos. Os profissionais da área de treinamento 

físico e da área da saúde podem estruturar estudos para amenizar as condições de 

trabalho em situações de temperaturas extremas; de situações de estresse; de 

evolução das condições físicas mediante conhecimento das propriedades 

específicas de cada pessoa.  

 

1.6 ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO 

 

Essa dissertação está estruturada em cinco capítulos, com apresentação dos 

conceitos teóricos e das aplicações numéricas. 

O capítulo inicial inclui a apresentação do problema, do objetivo, das suposições, 

da delimitação e de sua relevância; no capítulo 2 é descrito todo o referencial teórico 

utilizado para o desenvolvimento desse trabalho; no capítulo 3 é explicado a 

metodologia da pesquisa, o instrumento utilizado, o tratamento e as limitações dos 

métodos e técnicas utilizados; no capítulo 4 é feito uma análise do estudo de caso, 

aplicado as técnicas de análise estatística multivariada de dados PCA e PLS e 

realizado uma análise dos resultados e no capítulo 5 são feitas as conclusões do 

trabalho. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 Para o estudo do problema foi realizada uma revisão da literatura. Os resultados 

desta revisão ajudaram a identificar as lacunas existentes no corpo do conhecimento 

sobre o tema, fornecendo subsídios para a fundamentação teórica com vistas ao 

desenvolvimento da metodologia para análise do soro sanguíneo e de quais seriam 

as melhores ferramentas estatísticas para a determinação dos metabólitos de acordo 

com as variáveis de interesse. 

 A seguir serão apresentadas como a metabolômica pode auxiliar na 

determinação de um perfil metabólico em atletas de alto rendimento e como esse 

perfil pode otimizar a performance desses atletas, de acordo com a figura 2.1. 

 

Figura 2.1 -Processo para a análise metabolômica 
 

ENTRADA     PROCESSAMENTO     SAÍDA 
   

 
 

 

 

 

 

2.1 ESFORÇO FÍSICO 

A alta carga de treinamento a que os atletas de alto-rendimento são submetidos 

diariamente, gera um estresse oxidativo no organismo que deve ser minimizado para 

não prejudicar a evolução técnica e física do atleta. Os efeitos provocados pelo 

estresse oxidativo podem ser minimizados com a adaptação do organismo, 

provocado pela progressividade na evolução dos treinos (YAN et al, 2009) e por um 

programa de treinamento individualizado, de acordo com o esporte praticado; pela 

nutrição, que determinará a dieta adequada para cada período de treinamento; pela 

genética e fisiologia de cada atleta. 

Assim, serão apresentados os fatores da nutrição, da genética e da fisiologia 

que podem influenciar no perfil metabólico dos atletas. 

Alimentação 
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2.1.1 NUTRIÇÃO 

 

Nos processos metabólicos de transformação dos alimentos em energia são 

gerados inúmeros metabólitos, como mostram as figuras 2.2 e2.3 que ilustra o ciclo 

de Krebs, que variam de acordo com a dieta aplicada e as atividades desenvolvidas 

por cada atleta. A dieta de qualquer pessoa deve possuir quantidades adequadas de 

carboidratos, que fornecerão os glicídios; as proteínas, que fornecerão os 

aminoácidos e as gorduras, que fornecerão os lipídios; além de diversos 

micronutrientes que fazem o trabalho de regulação do metabolismo (HERNANDEZ; 

NAHAS, 2009). Assim sendo, a alimentação saudável e adequada à quantidade de 

trabalho deve ser entendida e compreendida pelos atletas de alto-rendimento como 

sendo o ponto de partida para que se obtenha o melhor desempenho possível e as 

dietas nutricionais caracterizam a estratégia complementar necessária para alcançar 

esse desempenho. Para os indivíduos que praticam exercícios físicos sem maiores 

preocupações com o desempenho, uma dieta balanceada, que atenda às 

recomendações dadas à população em geral, é suficiente para a manutenção da 

saúde e para possibilitar bom desempenho físico (HERNANDEZ; NAHAS, 2009). 

Para se elaborar a dieta, deve-se ter conhecimento das características dos 

treinos e da rotina de cada atleta para que se possam calcular as necessidades 

nutricionais através de protocolos apropriados, sendo estimadas por meio de tabelas 

próprias. Aqui, deve ser levada em consideração a modalidade esportiva praticada, a 

fase de treinamento, o calendário de competições e os objetivos da equipe técnica 

em relação ao desempenho, dados referentes ao metabolismo basal, a demanda 

energética de treino, necessidades de modificação da composição corporal e fatores 

clínicos presentes, bem como as condições de mastigação, digestão e absorção. As 

necessidades energéticas são calculadas por meio da soma da necessidade 

energética basal (protocolo de livre escolha), gasto energético médio em treino e 

consumo extra ou reduzido para controle de composição corporal.  

Levando-se em consideração o consumo calórico total e o tempo entre digestão 

e aproveitamento metabólico, determina-se a quantidade necessária de 

macronutrientes, ou seja, carboidratos, proteínas e lipídios, essenciais na 

manutenção ou melhora do desempenho esportivo e saúde do corpo humano. Em 

relação aos micronutrientes, ou seja, vitaminas, minerais e oligoelementos, 
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permanecem o conceito de que, quando presentes em dietas balanceadas e com 

diversidade de alimentos, são suficientes para a demanda requerida pelos 

praticantes de atividade física regular, ficando a suplementação para ocasiões 

especiais, como em praticantes de atividade física com anemia ferropriva, gestantes, 

por exemplo. 

 

Figura 2.2 - Oxidação dos principais nutrientes na mitocôndria  

Fonte: MURRAY et al, 2007. 

 

O ajuste das dietas, em termos de macronutrientes, às maiores necessidades 

calóricas decorrentes das atividades desportivas deve proporcionar um concomitante 

ajuste no consumo dos micronutrientes. Recomenda-se que sejam consideradas as 

orientações nutricionais destinadas à população em geral, calculadas 

proporcionalmente à cada 1.000 quilocalorias ingeridas. Desse modo, o incremento 

na oferta de micronutrientes é proporcional ao aumento calórico da dieta, mantendo-

se o equilíbrio ou balanço nutricional em níveis adequados (HERNANDEZ; NAHAS, 

2009). 

Por isso a Nutrição passa a ter um valor maior para a evolução do desempenho 

dos atletas, permitindo que os atletas tenham condições de realizar e concluir os 

períodos de treinamento com sucesso e não sejam atingidos por contusões, 

overtrainigs ou qualquer outro problema que afete a evolução nos treinamentos. O 

nutricionista é o profissional indicado, pois possui os conhecimentos para elaborar 

dietas alimentares específicas para cada atleta, considerando sexo, idade, período 

de treinamento e outros fatores individualizados (DIRETRIZ DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE MEDICINA DO ESPORTE, 2003). 
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Figura 2.3 - Destinos das cadeias carbônicas dos aminoácidos no ciclo de Krebs ou Ácido 
Cítrico 
 

 
Fonte: MURRAY et al, 2007. 

2.1.2  ASPECTOS GENÉTICOS 

 

Os atletas de diferentes modalidades podem se agrupar, muitas vezes, por 

características físicas semelhantes, por exemplo, os jogadores de vôlei e basquete 

são mais altos; os arremessadores de peso, disco e dardo são mais fortes; os 

corredores de longa distância são bem leves e vários outros esportes tem 

características físicas próprias. Por muito tempo, as grandes potências esportivas 

escolheram seus atletas de acordo com as características e valências físicas 

verificadas em medidas antropométricas, composição corporal, testes de 

flexibilidade; capacidade de força de resistência e aptidão aeróbica (CARNAVAL, 
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2008). Porém esses testes podem excluir bons talentos que não se enquadram nos 

padrões pré-definidos para cada esporte, com base nesses testes, provavelmente 

não teríamos visto Usain Bolt quebrando todos os recordes mundiais em provas de 

100 e 200 metros no atletismo. 

Porém, a partir da evolução de técnicas de Biologia Molecular que culminaram 

inicialmente com o sequenciamento do Genoma Humano pela Biologia Molecular em 

2001 (VENTER, 2003) e mais atualmente de técnicas maciças de sequenciamento e 

análise de genomas tem demonstrado resultados promissores no tratamento e na 

prevenção de diversos males, abrindo caminho para a utilização da genética na 

melhoria do desempenho no âmbito esportivo. No esporte de alto rendimento a 

biologia molecular pode ter papel importante na pré-seleção e na seleção de talentos 

esportivos, na manipulação genética visando ao aumento ou à diminuição da 

produção de determinadas substâncias pelo organismo, na prescrição do 

treinamento e na recuperação de lesões (BUENO JÚNIOR; PEREIRA, 2010). Cabe 

ressaltar que as proteínas expressas no plasma sanguíneo, bem como os 

metabólitos de muitos de suas veias possuem alto grau de herança genética, o que 

faz da metabolômica do plasma, uma importante ferramenta no estudo da 

variabilidade genética em atletas. 

2.1.3  FISIOLOGIA 

 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são formadas durante o metabolismo 

normal, por processos enzimáticos e não-enzimáticos, e, cronicamente, causam 

danos a lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos celulares (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). Durante uma atividade física a captação de oxigênio pode 

aumentar em até 20 vezes quando comparado ao repouso, e o fluxo de elétrons, 

para as mitocôndrias dos músculos esqueléticos, é elevado de 100 a 200 vezes, o 

que inevitavelmente aumentará a formação de ERO (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2015). 

Para se proteger das agressões, o organismo possui mecanismos químicos e 

enzimáticos que o protegem dos danos oxidativos provocados pelas ERO 

(CLANTON et al, 1999). Mas quando esses mecanismos são insuficientes, gera-se 

um estresse oxidativo entre os sistemas pró e antioxidantes, sendo o primeiro 

sistema dominante. Quando o estresse excede a capacidade de defesa do 
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organismo, observam-se danos às moléculas biológicas (ARAÚJO et al, 

2010).Observa-se também, que o sistema antioxidante parece responder de maneira 

adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e órgãos de indivíduos treinados 

(ALVES, 2002), embora haja contradições (AVULA; FERNADES, 1999). 

As principais causas de lesões constatadas são: peroxidação lipídica (LPO), 

carbonilação de proteínas e danos ao DNA, que ocasiona alteração da função 

celular (PRADA et al, 2004).  

A LPO consiste numa série de reações em cadeia, representada pelas etapas de 

iniciação, propagação e terminação, como mostra a Figura 2.4: 

a) iniciação: corresponde à fase em que uma espécie reativa abstrai um átomo de 

hidrogênio do grupo metileno formando um radical lipídico instável, que se 

transforma em um dieno conjugado (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004); 

b) propagação: onde o radical alquila formado pela abstração de um hidrogênio, 

reage com oxigênio formando um radical peroxila, que abstrai um hidrogênio de um 

ácido graxo poli-insaturado, presente na membrana celular, formando um novo 

radical alquila; 

c) terminação: ocorre quando os radicais alquila e peroxila se propagam até se 

destruírem, originando produtos não-radiculares (SILVEIRA; YOSHIDA, 2004).  

Na ocorrência de estresse oxidativo e agressão aos lipídeos, as fosfolipases A e 

C podem ser ativadas, promovendo a degradação de fosfolipídios da membrana 

celular e liberando grande quantidade de ácidos graxos livres, como o ácido 

araquidônico, cuja liberação está diretamente relacionada ao tempo de lesão 

oxidativa local (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

O aumento das ERO em exercícios anaeróbicos está relacionado com a síntese 

ácido lático, catecolaminas e o elevado processo inflamatório após exercícios 

anaeróbicos com intensidades máximas (CRUZAT, 2007). 

Várias estratégias têm sido utilizadas em estudos com humanos e animais na 

tentativa de aumentar a capacidade antioxidante do indivíduo, tais como a 

suplementação de antioxidantes, restrições dietéticas e fármacos. Autores sugerem 

que a estratégia mais eficiente em estimular os mecanismos antioxidantes pode ser 

a maior indução do próprio estresse oxidativo, que, gradativamente, aumentaria a 

quantidade de antioxidantes endógenos e aumentaria a resistência a lesões 

induzidas pelo exercício. Isso ocorre, porque, dependendo da quantidade e 

intensidade de realização do exercício, ocorre um equilíbrio no sistema oxidante-
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antioxidante e assim, o sistema antioxidante repara os tecidos e os prepara para o 

organismo para uma nova agressão (SCHENEIDER et al, 2009). 

 
Figura 2.4 - Etapas da LPO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No estudo de CHILD et al (1998), indivíduos treinados foram submetidos a uma 

prova de meia maratona simulada; observou-se, através da medida da capacidade 

antioxidante total e do ácido úrico, uma maior habilidade scavenger (capacidade de 

neutralizar os radicais livres formando compostos menos reativos) sobre os radicais 

livre do soro, mas mesmo assim, o exercício induziu aumento das concentrações de 

malondialdeído, sugerindo que tais respostas foram insuficientes para prevenir a 

LPO induzida pelo exercício. POWERS et al (1999), afirmam que o treinamento 

habitual de alta intensidade que é necessário para o nível de competição de elite é 

capaz de aumentar as defesas antioxidantes. Nesta linha de pesquisa, HALLIWELL 

(2015),  observa que atletas têm altas concentrações de ceruloplasmina no plasma. 

A ceruloplasmina é uma α-globulina que está envolvida no transporte e na regulação 

do cobre, podendo reduzir diretamente o oxigênio sem intermediários conhecidos, e, 

portanto, participante no sistema de defesa antioxidante extracelular 

O processo de adaptação ao treinamento é capaz de proteger o atleta a maioria 

das situações de exposição ao exercício exaustivo, mas é indicado que os atletas 

sejam submetidos a uma dieta rica em antioxidantes e vitaminas para reduzir os 

efeitos do estresse oxidativo gerado pelo exercício exaustivo (SCHNEIDER et al, 

2009). 
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2.2 METABOLÔMICA 

 

Os metabólitos são resultados das reações bioquímicas que ocorrem no 

organismo e desempenham um papel muito importante na conexão das diferentes 

vias metabólicas que operam dentro de uma célula viva. O nível dos metabólitos de 

uma célula ou tecido é determinado pela concentração e propriedades das enzimas, 

função de um complexo sistema regulatório operante dentro das células. A 

identificação do nível dos metabólitos é um complemento fundamental na 

determinação da função gênica (VILLAS-BOAS; GOMBERT, 2006). Assim, surge a 

metabolômica, que utiliza a tecnologia para fornecer uma visão global compreensiva 

quantitativa e qualitativa dos metabólitos presentes em um organismo (HALL, 2006). 

Atualmente, a metabolômica desenvolve-se devido às novas configurações de 

equipamentos, como espectrômetros de massas (EM), de ressonância magnética 

nuclear (RMN) e de fluorescência induzida por laser (FIL), que possibilitam a 

identificação e quantificação de metabólitos com precisão. A escolha da melhor 

técnica depende dos metabólitos, dos objetivos e dos recursos disponíveis. O RMN 

é altamente seletivo, não destrutivo, mas de baixa sensibilidade (LINDON; 

NICHOLSON, 2008), o FIL é mais sensível, mas possui baixa seletividade química e 

o EM é o que oferece a melhor combinação de seletividade e sensibilidade 

(ABDELNUR, 2011). As estratégias de análise por espectrometria de massas são 

um componente crítico em metabolômica e tem sido as mais utilizadas, pois são as 

que oferecem melhor sensibilidade e seletividade, principalmente acoplando o EM, 

com sistemas de separação, como cromatografia líquida e gasosa, sendo 

indispensáveis quando são analisadas matrizes biológicas (BEDAIR; SUMMER, 

2008). A espectrometria de massas detecta a razão entre massa e carga (m/z) de 

íons, os quais são provenientes de uma fonte de ionização. Esta fonte gera íons na 

fase gasosa, a partir de moléculas neutras ou de moléculas carregadas. Com o 

decorrer dos anos, a espectrometria de massas vem obtendo grandes avanços, nos 

campos instrumentais e de aplicação. Um grande marco na evolução da EM foi o 

desenvolvimento de novas fontes de ionização, como ESI (Electrospray Ionization) e 

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption / Ionization), sendo métodos de ionização 

à temperatura ambiente (LEI et al, 2011). 

A partir do desenvolvimento destes novos métodos de ionização, uma ampla 

faixa de compostos químicos passou a ser analisada por espectrometria de massas, 
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desde pequenas moléculas polares até macromoléculas. Até então, somente 

compostos pequenos, voláteis e estáveis à temperatura ambiente eram analisados 

por um espectrômetro de massas. Este desenvolvimento possibilitou o acoplamento 

de EM com outros sistemas de separação, como cromatografia líquida, como ESI e 

APCI (Atmospheric-Pressure Chemical Ionization), e impulsionou o uso de EM para 

a detecção de diversas moléculas (ABDELNUR, 2011). 

Na metabolômica, pode-se fazer a análise da amostra por análise direta no EM 

ou utilizar uma técnica de separação, como cromatografia, antes do EM quando a 

amostra for complexa, como é o caso das amostras biológicas, como sangue e urina 

(VILLAS-BOAS et al, 2005). 

A análise metabolômica envolve a determinação dos níveis de compostos 

químicos de baixa massa molecular (menor que 1000 Da), que estejam presentes 

dentro e fora das células (VILLAS-BOAS et al, 2005). A metabolômica pode ser 

dividida em análise direcionada (para moléculas alvo) ou perfil metabólico 

(identificação total dos metabólitos presentes). Na determinação de um perfil 

metabólico são utilizadas técnicas de análise de dados multivariados ou 

quimiometria (KIM et al, 2010). 

2.3 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

Os métodos analíticos mais utilizados para determinação e quantificação de 

metabólitos em fluídos biológicos são os métodos cromatográficos, com destaque 

para a cromatografia gasosa (CG) (KIM et al, 2010) e a cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) (SALAMONE et al, 2011). A cromatografia é um método físico-

químico de separação dos componentes de uma mistura, realizada através da 

distribuição desses componentes em duas fases, que estão em contato íntimo: a 

fase móvel e a fase estacionária. A fase móvel é responsável por interagir 

diferentemente com cada componente por meio de diferentes interações, como 

ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas e hidrofóbicas ou forças de Van der 

Waals (COLLINS et al, 2006). 

A diferença básica na utilização da cromatografia líquida e a gasosa está na 

definição das substâncias que serão analisadas, já que a cromatografia gasosa 

exige que a substância seja volatilizável e tenha estabilidade térmica e a 

cromatografia líquida exige que a substância analisada seja solúvel. Quanto mais 
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volátil e menos polar for a substância, melhor será a análise com CG em vez do 

CLAE.   

Na espectrometria de massas, utiliza-se uma fonte de ionização para 

transformar em íons as moléculas a serem analisadas. Esses íons atravessam um 

campo magnético e atingem um detector, possibilitando que a substância seja 

identificada a partir da razão massa/carga (m/z) de cada íon (MUNARETTO, 

2012).Porém, apesar de a espectrometria de massas poder ser utilizada na análise 

direta de matrizes biológicas, essa análise na metabolômica é pouco prática, já que 

ela só servirá se existir algum metabólito-alvo que pode ser identificado diretamente, 

o que não acontece quando se deseja determinar um perfil metabólico. 

O acoplamento de um cromatógrafo a um espectrômetro de massas permite que 

amostras complexas, como as matrizes biológicas, sejam largamente utilizadas na 

metabolômica. A separação cromatográfica antes da espectrometria de massas 

possibilita que se reduza o efeito da matriz e a supressão de íons, haja a separação 

de isômeros e permita uma quantificação dos metabólitos mais precisa (SALAMONE 

et al, 2011). As principais técnicas são as do CG-EM e CLAE-EM. 

A grande vantagem da cromatografia gasosa em relação a cromatografia líquida 

reside na possibilidade de trabalhar com todas as famílias de metabólitos dentro de 

uma faixa da massa molecular, facilitando a determinação de um perfil metabólico e 

também a maior biblioteca de metabólitos nos espectrômetros de massa acoplados 

a cromatografia gasosa. Isso se deve também ao desenvolvimento das técnicas de 

derivatização. 

2.3.1 MOLÉCULAS ORGÂNICAS VOLATILIZÁVEIS 

 

A cromatografia gasosa (CG) é uma das técnicas analíticas mais utilizadas, pois 

possui um alto poder de resolução e tem grande sensibilidade, podendo identificar 

substâncias em pictogramas, separando misturas complexas com até 200 

substâncias bem semelhantes. Porém, tem o inconveniente de só separar 

substâncias voláteis e com estabilidade térmica (SKOOG et al, 2002). A 

cromatografia gasosa se caracteriza por utilizar um gás como fase móvel e uma fase 

sólida, que é a coluna, como fase estacionária. 

Para melhorar as condições de cromatografia e possibilitar que mais compostos 

possam ser identificados pela cromatografia gasosa, utiliza-se a técnica da 
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derivatização química, que consiste na substituição dos hidrogênios das funções 

químicas (funções polares) por grupamentos mais apolares que não formem 

ligações de hidrogênio (SEGURAA et al, 1998), que pode aumentar a sensibilidade 

na detecção e a melhora do comportamento cromatográfico dos compostos, 

aumentando sua volatilidade, melhorando a estabilidade térmica e melhoria da 

resolução cromatográfica (BOTELHO, 2011). As três principais formas de 

derivatização química são: 

a) alquilação: substituição do hidrogênio alifático ou alifático-aromático em um 

processo de esterificação, diminuindo a polaridade do composto (DONADEL, 2015); 

b) acilação: consiste na introdução de um grupo acila na molécula do composto, 

trocando o hidrogênio reativo, transformando o composto em amida, ésteres, tio-

ésteres, ácido carboxílico ou derivado carboxílico (DONADEL, 2015); 

c) sililação: é a mais usada por ser simples, rápida e versátil. A reação ocorre em 

uma única etapa e apresentam alto-rendimento mesmo em condições brandas. Os 

principais agentes sililantes são trimetilclorosilano (TCMS); N, Obis-trimetilsilil-

acetamida (BSA); N,Obis-trimetilsililtrifluoracetamida (BSTFA); hexametilsililazano 

(HMDS) e N-metil,N-trimetilsililtriacetamida (MSTFA) (DONADEL, 2015). 

Com a utilização da derivatização, que aumenta a quantidade de compostos 

polares que podem ser analisados, a cromatografia gasosa se torna uma poderosa 

ferramenta de análise na metabolômica, e quando combinada com um 

espectrômetro de massas (CG-EM) se torna a técnica de análise menos sujeita a 

equívocos, como mostra a figura 2.5 (DONADEL, 2015). 
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Figura2.5 - Cromatograma de íons totais obtidos em amostra de soro sanguíneo, 
derivatizado com BSTFA, de um atleta de pentatlo moderno.  

 

 
2.3.2  MOLÉCULAS ORGÂNICAS SOLÚVEIS 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é uma técnica que possibilita as 

análises e separações com alta eficiência de uma ampla gama de compostos. As 

separações em CLAE podem ser por adsorção, partição ou ambos os meios. A 

versatilidade dessa técnica reside no grande número de fases estacionárias 

existentes (SKOOG et al, 2002). Os métodos baseados na CLAE são adequados 

para uma variedade de compostos orgânicos que apresentam polaridade mais alta e 

volatilidade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica, características de 

muitos compostos orgânicos produzidos pelo nosso organismo (DA SILVA; 

COLLINS, 2011). 

A área forense é a que mais tem apresentado trabalhos de utilização da técnica 

de CLAE na área de toxicologia, principalmente envolvendo drogas de abuso em 

matrizes biológicas. Isso é devido à possibilidade de identificação de metabólitos 

derivados do consumo de drogas; em casos de dopagem na área esportiva; de 

envenenamentos; acidentes de trânsito e outros. Para a análise de um perfil 



37 
 

 
 

químico, normalmente se utiliza o CG-EM, por causa da vasta biblioteca eletrônica 

de espectros de massas disponíveis, porém as limitações como volatilidade e 

instabilidade térmica, que exigem a utilização da derivatização, têm propiciado um 

incremento na utilização do CLAE-EM (SEGURAA et al, 1998).  

De forma a obter uma maior eficiência na separação dos compostos, 

desenvolveu-se uma nova técnica de cromatografia líquida, a cromatografia líquida 

de ultra-eficiência (CLUE). Esta técnica se assenta nos princípios da cromatografia 

líquida de alta pressão, mas com algumas diferenças que vão facilitar o método de 

separação. O desenvolvimento da técnica de CLUE veio trazer claras vantagens à 

separação cromatográfica dos analitos. Esta técnica permite uso de colunas com um 

comprimento mais reduzido e a aplicação de pressões mais elevadas, que podem 

ser superiores aos 14.000 psi, possibilitam uma redução no consumo de solvente e o 

fluxo aplicado para a passagem das amostras pela fase estacionária pode ser mais 

elevado. Para, além disso, o cromatograma apresenta uma maior resolução (grau de 

separação entre os picos) e uma maior sensibilidade de detecção dos compostos 

presentes nas amostras. Todas estas vantagens vieram contribuir para uma redução 

do tempo de análise, uma das principais dificuldades aplicadas à cromatografia 

líquida de alta pressão (JIN et al., 1998). 

 

2.4 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS E ANÁLISE DOS METABÓLITOS 

 

Nessa etapa, deve-se definir qual será a matriz biológica que será analisada, 

sangue ou saliva, por exemplo. Para assim, definir qual a forma de interromper a 

atividade bioquímica, pois os níveis metabólicos variam muito rapidamente em 

função de quaisquer alterações no ambiente da célula. Existem muitas formas para 

realizar essa interrupção e depende do que será analisado e quais serão os extratos 

analisados. Depois da interrupção, é necessário que se separe os metabólitos que 

se deseja analisar, definindo se serão analisados os componentes polares ou 

apolares, por exemplo. Assim, definem-se quais os solventes serão utilizados e 

quais os equipamentos serão utilizados. 

Se a matriz biológica escolhida for o sangue, deve-se definir se será analisado o 

plasma ou o soro sanguíneo, mas independentemente de ser plasma ou soro, é 

necessário que se removam as proteínas, que podem ser precipitadas com metanol; 

acetonitrila ou ácido perclórico (GOWDA; RAFTERY, 2014). Após essa etapa, extrai-
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se a parte sobrenadante e prepara-se a amostra para utilização no RMN ou no EM 

acoplado a um sistema de separação, normalmente a cromatografia. 

2.5 TRATAMENTO DE DADOS 

 

Para a coleta de dados, os experimentos devem ser executados de uma forma 

que permita uma reprodutibilidade desses experimentos e que os dados colhidos 

forneçam resultados confiáveis. Para isso, a utilização da técnica de projeto de 

experimentos é bastante útil. 

O Projeto de Experimentos (Design of Experiments, DoE) é uma técnica utilizada 

para se planejar experimentos, ou seja, para definir quais dados, em que quantidade 

e em que condições devem ser coletadas durante um determinado experimento, 

buscando, basicamente, satisfazer dois grandes objetivos: a maior precisão 

estatística possível na resposta e o menor custo. A sua aplicação no 

desenvolvimento de experimentos é muito importante, onde uma maior qualidade 

dos resultados dos testes pode levar a um projeto com desempenho superior seja 

em termos de suas características funcionais como também sua robustez. 

No entanto, deve ficar claro que esta ferramenta não substitui o conhecimento 

técnico do especialista. O domínio do problema é de fundamental importância.  O 

conhecimento do especialista sobre o problema, conjugado com a técnica (em casos 

especiais somando-se ainda o auxílio de especialistas em Projeto de Experimentos), 

é que permite bons projetos de experimentos, ou seja, projetos mais rápidos (com 

menos experimentos), de menor custo e que possibilita que seus 

idealizadores encontrem, baseados em inferência estatística, as respostas a seus 

problemas.  

As principais técnicas de Projeto de Experimentos já existem há muito tempo e 

potencialmente poderiam estar sendo sistematicamente aplicadas na indústria. 

Porém, a grande maioria destas técnicas requer uma quantidade exaustiva de 

cálculos tornando fundamental o emprego dos recursos de informática. Um fator que 

tem impulsionado a aplicação industrial do Projeto de Experimentos é o 

aparecimento de ferramentas computacionais de análise estatística e soluções 

corporativas que cada vez mais facilitam a realização das análises e manutenção e 
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gerenciamento de dados. Neste sentido, a tendência é que tais técnicas se tornem 

cada vez mais próximas de aplicações práticas e, portanto, cada vez mais utilizadas.  

Pode-se definir experimento, como um teste ou série de testes, onde podem 

modificar propositalmente as variáveis de entrada de um processo ou sistema, de 

forma que se possa observar e identificar o efeito das mudanças nos dados de 

saída. O Projeto de Experimentos, por sua vez, diz respeito ao planejamento e 

condução do experimento, além da análise dos dados de saída, para que 

conclusões válidas e objetivas possam ser obtidas desse experimento 

(MONTGOMERY, 1997). 

Em um processo ou sistema existe uma grande quantidade de variáveis que 

influem no resultado, essas variáveis podem ser controláveis ou não. Assim pode-se 

representar um sistema ou processo na figura 2.6. 

Assim, pode-se dizer que o Projeto de experimentos consiste de uma série de 

combinações experimentais e aleatorizadas, podendo-se dizer que os objetivos do 

experimento são (MONTGOMERY, 1997): 

a) Identificar a influência dos fatores controláveis sobre as variáveis de resposta; 

b) Identificar ajustes dos fatores controláveis que resultem em respostas com 

propriedades desejáveis, tais como próximas a valores nominais e com variabilidade 

mínima; 

c) Identificar ajustes dos fatores controláveis que minimizem o efeito de fatores não 

controláveis (tais como temperatura e umidade no ambiente de experimentação) 

sobre as variáveis de reposta. 

Então, o Projeto de Experimentos permite a estruturação da execução de uma 

sequência de ensaios, baseado em objetivos pré-estabelecidos. Ele consiste no 

estudo das variáveis de controle e da combinação dos níveis dessas variáveis, 

sendo que para cada tratamento são realizados vários experimentos. 

Após os resultados terem sido apresentados pela técnica escolhida, de 

preferência com experimentos projetados, esses resultados devem ser analisados e 

como o objetivo é a determinação de um perfil metabólico, espera-se uma 

quantidade significativa de metabólitos. Então deve-se separar quais os metabólitos 

são importantes e para isso deve-se recorrer a ferramentas estatísticas adequadas. 

Isso para que se possa identificar e quantificar os diferentes metabólitos detectados 

nas amostras (BINO et al, 2004). 
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Figura 2.6– Modelo Geral de um Processo ou Sistema  

   Variáveis controláveis 

      x1  ........   xp 

      

 

Entrada      saída (resposta) 

 

 

          z1 .........  zq  

                 Variáveis não controláveis 

Fonte: MONTGOMERY, 1997 

 

Para determinar a técnica adequada, deve ser verificado o que se quer analisar, 

se forem metabólitos específicos pode-se utilizar o teste “t” ou análise de variância 

(MANOVA), já que se deseja verificar se ocorreram variações significativas nesses 

metabólitos; porém quando se quer analisar uma quantidade grande de 

componentes, como no caso de perfil metabólico, devem ser utilizados métodos 

mais poderosos e versáteis como a análise dos componentes principais (PCA) e a 

análise dos mínimos quadrados parciais para análises de discriminantes (PLS-DA) 

(YAN et al, 2009; CHORELL et al, 2009). 

A técnica de PCA consiste em uma transformação linear ortogonal para um novo 

sistema de coordenadas, onde os novos eixos coordenados serão os componentes 

que maximizam as variâncias e esses componentes serão os componentes 

principais.  

 Para descrever matematicamente a análise dos componentes principais vamos 

supor que n amostras tiveram seus perfis cromatográficos adquiridos após m 

minutos.  Essas  informações  podem  ser arranjadas na forma de uma matriz  dos 

pe r f i s  X de dimensões n x m. APCA é  um método de decomposição de uma 

matriz X de posto r em um somatório de r matrizes de posto 1, onde posto é o 

número que expressa a dimensão de uma matriz. 
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As novas matrizes de posto 1  podem ser escritas como produtos dos vetores 

chamados “scores” (th) e “loadings” (p’h), calculados para par, como na equação 

abaixo (Eq.  2.1) . 

 

X=t1p’1+t2p’2+.....+thp’h (Eq. 2.1) 

 

Já a técnica dos mínimos quadrados parciais relaciona os componentes com 

uma resposta. Essa técnica encontra hiperplanos que maximizam a variância com 

alguma variável que se deseja como resposta (SCHWAAB; PINTO, 2007). 

O método PLS é um modelo baseado em variáveis latentes (fatores), onde cada 

fator é definido como uma combinação linear das variáveis originais das matrizes X 

(variáveis independentes) ou Y (variáveis dependentes). 

A regressão por mínimos quadrados parciais implica em encontrar um 

conjunto de vetores base (componentes principais) para os me tabó l i t os  

( t empo)e um conjunto separado de vetores base para os dados de concentração 

e, em seguida, relacioná-los um com o outro. A relação básica entre esses dois 

conjuntos de vetores é apresentada na equação abaixo (Eq.  2.2) . 

 

Yf=Bf.Xf    (Eq. 2.2) 

 

Onde, Yf é a projeção dos dados de concentração sobre of; Xf é a projeção dos 

tempos  correspondentes sobre of; Bf  é a constante de proporcionalidade  para of. 

A ideia geral do PLS é tentar alcançar, tanto quanto possível, a congruência 

ótima entre cada fator espectral e seu fator concentração correspondente, ou seja, 

encontrar uma relação perfeitamente linear entre as projeções (scores) dos tempos 

e de concentração sobre os seus respectivos fatores. 

No entanto, como o ruído dos t e m p o s  é independente do ruído dos dados de 

concentração, aquela relação perfeitamente linear não é possível. A melhor maneira, 

então, de alcançar uma congruência ótima é utilizar o conceito  dos  mínimos 

quadrados. Para isso, os fatores tempo e de concentração correspondentes sofrem 

uma rotação até que o ângulo entre eles seja zero. Em outras palavras, o PLS 

procura por um único vetor, W, que represente o melhor compromisso entre os 

fatores t empo  e concentração, ou seja, que maximize a relação linear entre as 
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projeções dos tempos sobre o fator W e as projeções dos dados de concentração 

correspondentes sobre o mesmo fator. Cada vetor W  terá tantos elementos quantos 

forem os comprimentos de onda nos espectros e, embora W seja de fato um fator 

abstrato, normalmente  seus  elementos  são  chamados  de pesos. Os fatores W 

são obtidos um a um. Após o primeiro fator W1  ser encontrado, a porção da 

variância dos dados espectrais captura da por ele é removida dos espectros. Do 

mesmo modo, a porção da variância dos dados de concentração  capturada por W1  

é removida. Logo, o próximo fator, W2,é encontrado para os resíduos dos tempos 

e de concentração que não foram  capturados por W1. Esse processo continua até 

que todos os possíveis fatores sejam encontrados. 

As projeções dos vetores W sobre o plano contendo os tempos  são 

chamadas de cargas t e m p o , geralmente designados como variável lP. Do 

mesmo modo, as projeções dos vetores W sobre o plano contendo os dados de 

concentração são chamadas de cargas de concentração, designado como variável 

Q. 

No caso de a variância tempo ser linearmente correlacionada com a variância 

dos dados de concentração, os fatores W do PLS, e suas correspondentes  cargas 

t e m p o , P, serão muito semelhantes entre eles, isto é, também tenderão a ser 

muito semelhantes aos componentes principais. 

Assim sendo, no PLS as matrizes X e Y são decompostas simultaneamente em 

uma soma de variáveis latentes (Eq. 2.3 e 2.4). 

 

X=TP’+E=Σ thp’h+E   (Eq. 2.3) 

 

Y=UQ’+F=Σuhq’h+F   (Eq. 2.4) 

 

T e U são as matrizes de “scores” das matrizes X e Y, respectivamente; P’  e Q’ 

são as matrizes dos “loadings” das matrizes X e Y, respectivamente; e E e F são os 

resíduos. A correlação entre os dois blocos X e Y é simplesmente uma relação linear 

obtida pelo coeficiente de regressão linear, tal como descrito na equação abaixo (Eq. 

2.5),  

 

uh=bh. th     (Eq. 2.5) 



43 
 

 
 

 

Para h variáveis latentes, sendo que os valores de BH são agrupados na matriz  

diagonal lB, que contém os coeficientes de regressão entre a matriz de “scores” U 

de Y e a matriz de “scores” T de X. Como já foi mencionado, a melhor relação linear 

possível entre os “scores” desses dois blocos é obtida através de pequenas rotações 

das variáveis latentes dos blocos de X e Y. A matriz Z pode ser calculada de uh, 

através da equação abaixo (Eq. 2.6). 

 

                            Z=TBQ’+F     (Eq. 2.6) 

 

A concentração de novas amostras prevista a partir dos novos “scores”, T*, 

podem ser substituídos na equação anterior (Eq. 2.7): 

 

Z=T.BQ’    (Eq. 2.7) 

 

A maioria dos programas PLS disponíveis fornece dados para a seleção do 

número ótimo de componentes principais, construindo o gráfico do erro médio 

quadrático  da  predição (RMSEP, do  inglês “root  means quare error of prediction”) 

para definir o número de componentes principais utilizado. O RMSEP é calculado 

segundo a equação 14, onde n é o número de amostras. O número de componentes 

selecionado é, em geral, aquele que fornece um erro de predição mínimo (Eq. 2.8). 

 

RMSEP=[Σ(ypredito–yreferência)2/n]1/2  (Eq.2.8) 

 

O cálculo do erro da predição pode ser feito através de  um conjunto de  

amostras independente  da calibração, o conjunto validação , ou através de 

validação cruzada. Na validação cruzada, as mesmas amostras são usadas  tanto 

para construir o modelo quanto para testá-lo. Esse método de validação consiste em  

deixar algumas amostras de calibração de fora da construção do modelo e então 

utilizá-las para predição e cálculo dos resíduos. O processo é repetido com um outro 

subconjunto de amostras de calibração até que todas as  amostras tenham sido 

utilizadas para predição. No passo seguinte, todos os resíduos são combinados para 
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computar a variância residual da validação e o valor do RMSEP e uma calibração 

final é então calculada com todas as amostras.  

As técnicas de PCA e PLS são amplamente utilizadas na metabolômica, ainda 

mais quando se trabalha para definir perfis metabolômicos em amostras biológicas, 

que apresentam uma grande quantidade de metabólitos tornando muito complexa 

sua análise (GASTERGER; ENGEL, 2003).  

A PCA define componentes ortogonais, sendo que a primeira explica a maior 

parte variância entre todas as variáveis e, ainda possibilita a identificação de mais 

componentes ortogonais para explicar melhor as variâncias. Quanto maior for a 

complexidade do sistema, maior será a quantidade de componentes necessárias 

para explicar a variabilidade do sistema. Já PLS identifica variáveis latentes que 

apontam na direção de maior variância sobre uma dada informação fornecida ao 

sistema (GOWDA; RAFTERY, 2014). Essas técnicas reduzem a dimensão de 

análise conseguindo indicar possíveis marcadores no perfil metabolômico analisado. 

A ordem de aplicação das técnicas deve ser a seguinte: 

1 – Entrada dos dados e determinação dos componentes principais, com a 

utilização da Análise dos Componentes Principais (PCA); 

2 –Comparar os metabólitos com as variáveis controláveis, onde far-se-á a 

separação por importância (PLS-DA); 

3 – Determinação dos efeitos metabólicos com base nas variáveis controláveis 

(PLS) 

 
Alguns trabalhos publicados confirmam a utilidade dessas duas técnicas na 

metabolômica, especialmente quando envolve esforço físico. YAN et al(2009) 

fizeram uma investigação metabolômica em remadores seniores e juniores 

comparados a homens não-atletas, analisando o soro sanguíneo em CG/TOF-EM 

fazendo uma análise estatística com PCA e PLS-DA identificando a alanina; o 

lactato; o b-d-metilglucopiranoside; o ácido piroglutâmico; a cisteína (Figura 2.7); o 

ácido glutâmico; o ácido cítrico; ácidos graxos; a valina; a glutamina; a fenilamina; a 

tirosina e outros, que se relacionavam com o metabolismo da glicose; o estresse 

oxidativo; o metabolismo energético, lipídico e de aminoácidos. CHORELL et al 

(2009) fizeram uma investigação sobre o efeito da ingestão de carboidratos 

combinado com proteínas na geração de uma resposta metabólica diferente 

comparado com uma ingestão de água sem qualquer complemento após o exercício. 
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Participaram do experimento 24 homens que tiveram o soro sanguíneo analisado e a 

análise de curva de resolução hierárquica multivariada (HCMR) e PLS identificaram 

que a pseudorina é um marcador de uma bebida com carboidrato de baixa-

complexidade e proteína, além de ter determinado sinais de resistência à insulina. 

 

Figura 2.7 - Catabolismo da L-cisteína  

 

 

 

Fonte: MURRAY et al., 2007. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 
 Para a definição de qual a metodologia deve-se levar em consideração qual o 

fluído biológico será analisado; o tamanho da amostra que será analisado; a 

atividade que praticam; a distribuição por sexo, idade, e outras variáveis estudadas; 

e os equipamentos disponíveis para análise. 

 De uma forma geral, para determinação dos biomarcadores, foram seguidos os 

seguintes passos: 

a) Buscar a melhor forma de tratamento das amostras de soro sanguíneo para 

utilização no equipamento escolhido; 

b) Preparar as amostras para o equipamento escolhido; 

c) Fazer três análises por amostra no equipamento escolhido; 

d) Montar uma planilha com os dados obtidos; 

e) Determinar quais metabólitos serão analisados; 

f) Determinar quais serão as variáveis de controle; 

g) Fazer uma análise de correlação entre todos os metabólitos encontrados; 

h)Fazer uma análise PCA e determinar os principais componentes considerando 

todos os períodos analisados; 

i) Fazer uma análise PLS e determinar os principais componentes relacionados 

considerando todos os períodos analisados. 

 

3.1 ESTUDO DE CASO 

 

 Através de uma parceria da Confederação Brasileira de Pentatlo Moderno 

(CBPM) com o Laboratório de Desenvolvimento de Alimentos para Fins Especiais e 

Educacionais (LabDAFEE) do Instituto de Nutrição Josué de Castro da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), para o desenvolvimento de suplementos e de 

dietas para a melhora do desempenho físico dos pentatletas, foram obtidas as 

amostras empregadas nesse estudo. O objetivo foi avaliar as propriedades 

ergogênicas do suplemento e das dietas sobre o desempenho físico e a recuperação 

dos atletas em competições de pentatlo moderno. As variáveis de desfecho formam 

os metabólitos e marcadores de estresse oxidativo/dano celular, analisados em 

amostras de sangue, além dos parâmetros de desempenho dos atletas. 
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 O grupo foi composto por 10 atletas, que treinam no Círculo Militar da Vila Militar 

(CMVM), em Deodoro, no Rio de Janeiro, com idades variando entre 16 e 28 anos e 

que participam de competições nacionais e internacionais desde 2010 e tiveram o 

sangue coletado no início e no final de cada uma das três semanas de treino, que 

faziam parte do último ciclo de treinamento antes do Campeonato Brasileiro de 

Pentatlo Moderno de 2014, que foi realizado em novembro na cidade de Recife. O 

soro foi extraído e mantido em temperatura de -20ºC no LabDAFEE. 

 Todos os atletas e os seus responsáveis foram informados dos processos de 

coleta e análise, assim como dos riscos inerentes, e constam do projeto apresentado 

e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFRJ de acordo com o CEP-

MEMO - n.º 923/11. 

 

3.1.1ANÁLISE DOS PENTATLETAS 

 
De acordo com os técnicos dos atletas, eles foram submetidos a um período de 

treinamento de 3 semanas, antes da competição principal do ano de 2014, que 

iniciou com uma semana de esforço máximo de treinos, a segunda semana de muita 

intensidade e a última muito leve. A escala de sensação de esforço seguida é a 

escala de Borg, que é uma escala de percepção subjetiva de esforço de 0 a 10, 

criada por Gunnar Borg na década de 1950 (BORG, 1998). Para o caso deste 

trabalho, a sensação de esforço foi dada pelo técnico baseado no esforço pretendido 

por ele para cada um desses períodos e a escala ficou da seguinte forma: 

1ª semana: início da semana (T1) – 5 e final da semana (T2) – 10; 

2ª semana: início da semana (T3) – 8 e final da semana (T4) – 7; 

3ª semana: início da semana (T5) – 2 e final da semana (T6) – 1.   

O LabDAFEE coletou o sangue dos atletas no início e no final de cada semana 

de treino e a separação do soro sanguíneo foi feita no mesmo dia da coleta e 

mantido sob refrigeração à -20º C até a análise. 

O grupo de atletas foi composto por 3 homens (A3, A4 e A6) com idade entre 16 

e 18 anos; 3 homens (A1, A2 e A5) com idade entre 19 e 28 anos e 4 mulheres (A7 

até A10) com idade entre 19 e 20 anos. Todas os atletas treinam algum esporte 

relacionado com o Pentatlo Moderno há mais de 8 anos e treinam Pentatlo Moderno 

há mais de 4 anos, sem históricos de contusão incapacitante, em boas condições de 

saúde e seguindo um programa de alimentação prescrito pelo LabDAFEE. 
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As variáveis analisadas foram o sexo, idade e o esforço físico dos atletas, dessa 

forma, não foi montado um projeto de experimentos, já que não teria como montar 

um projeto que contemplasse um mínimo de experimentos para a determinação de 

resultados com um nível de confiança razoável.  

Para esse trabalho, não foi definido uma quantidade de metabólitos marcadores 

para quaisquer das variáveis analisadas. 

Na designação das amostras foi levado em conta o atleta e a coleta, assim, 

designaram-se a letra A para o atleta, com variação de 1 a 10, e a T para a coleta, 

com variação de 1 a 6. O atleta A5 faltou a coleta T5 e o atleta A10 faltou a coleta 

T6, então foram coletadas 58 amostras de sangue. 

Como a proposta do trabalho era determinar um perfil metabólico com utilização 

do CG-EM, as amostras foram analisadas utilizando um CG-EM do Instituto de 

Defesa Química, Biológica, Radiológica e Nuclear (IDQBRN). A etapa de 

desproteinização foi realizado no LabDAFEE, sendo a secagem, derivatização e 

análise no CG-EM realizadas no IDQBRN. 

Para as análises estatísticas, cada 100 L amostra de soro foi desproteinizada, 

e depois foi separada em 3 partes de 100 L, secas, derivatizadas e analisadas no 

CG-EM. Os cromatogramas de cada parte das amostras mostraram os metabólitos, 

que foram tabelados e normalizados para que se pudessem fazer as análises 

estatísticas. Dessa forma, geraram-se um total de 174 cromatogramas, de onde 

foram identificados 82 metabólitos com índice de similaridade maior ou igual do que 

80. As análises estatísticas foram realizadas com o programa Statistica 8.0 da 

Statsoft Inc.  

Nesse trabalho utilizou-se metanol grau HPLC da Merck em embalagens de 5L 

acetonitrila grau HPLC da Merck em embalagens de 5 L e BSTFA da Sigma Aldrich 

em embalagens de 25 L. 
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3.1.2 TRATAMENTO DA AMOSTRA 

 

3.1.2.1 DESPROTEINIZAÇÃO DO SORO SANGUÍNEO 

  

 No tratamento das amostras de soro sanguíneo buscou-se a melhor forma para 

remover as proteínas presentes para reduzir a interferência dessas proteínas nas 

análises com CG-EM (VUCKOVIC, 2012).  

 Para remoção de proteínas, GOWDA e RAFTERY (2014) citaram a ultrafiltração, 

processo que foi descartado por utilizar água, e a precipitação com utilização de 

metanol; acetonitrila; ácido perclórico e ácido tricloroacético. Esses quatro métodos 

de remoção das proteínas são semelhantes na utilização da centrifuga. Para esse 

tratamento, YAN et al (2009)adotou o seguinte procedimento: 

a) Separa-se uma amostra de 100 L de soro e adiciona-se 400 L de metanol; 

b) Centrifuga-se a amostra por 10 minutos a 20.000 g e a 4º C. 

 CHORELL et al (2009) não citaram as quantidades de soro e nem qual a 

substância foi utilizada como precipitante, mas cita que para a remoção das 

proteínas fez uma centrifugação das amostras a 4º C e 3000 g por 8 minutos. 

 GOWDA e RAFTERY (2014) fizeram a desproteinização do soro por quatro 

métodos de remoção, sendo que o procedimento com o metanol e a acetonitrila são 

iguais. Abaixo são descritos os quatro métodos: 

- Precipitação com metanol/acetonitrila: 300 L de soro são misturados com 

metanol/acetonitrila numa razão 1:2 (v/v); deixa a mistura descansar por 20 minutos 

a -20º C. Depois, centrifuga-se a mistura por 30 minutos a 11.000 rpm; 

- Precipitação com ácido perclórico: 300 L de soro é resfriado em um recipiente 

com gelo e mistura-se 30 L de uma solução de ácido perclórico 4M. Aguarda-se 10 

minutos antes de centrifugar a 11.000 rpm por 30 minutos;  

- Precipitação com ácido tri-cloro acético: 300 L de soro é resfriado em um 

recipiente com gelo e mistura-se 10 L de uma solução de ácido tri-cloro acético 

10% gelado. Aguarda-se 10 minutos antes de centrifugar a 11.000 rpm por 30 

minutos.  

 Nesse trabalho, a desproteinização foi feita da seguinte forma: 

1 – Separou-se 100 L de soro sanguíneo (YAN et al, 2009); 

2 – Adicionou-se 400 L de metanol (YAN et al, 2009); 
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3 – Centrifugou-se por 30 minutos a 11.000 rpm e a 4º C (GOWDA & RAFTERY, 

2014). 

 Para a centrifugação, foi utilizada uma centrifuga refrigerada CT-15000R da 

Cientec no LabDAFFE. 

 A opção pela utilização do procedimento de YAN et al (2009) na 

desproteinização, foi porque esse trabalho também utilizou o CG-EM para fazer a 

análise e optou-se pela mesma centrifugação de GOWDA e RAFTERY (2014), pois 

YAN et al (2009) não citou o modelo nem o diâmetro da centrifuga utilizada. 

 

3.1.2.2 TRATAMENTO PARA ANÁLISE NO CG-EM 

 

 Para analisar a amostra no CG-EM, derivatizou-se a amostra e para fazer essa 

derivatização os solventes da amostra de soro desproteinizado foram extraídos. 

Para extração dos solventes das amostras utilizou-se um vaporizador a frio, para 

evitar degradação dos metabólitos. Nesse trabalho, a secagem foi realizada com 

nitrogênio e utilizou-se um evaporador Biotage TurboVap® L. 

 Na derivatização, YAN et al. (2009) utilizou 30 L de metoxiamina em piridina 

com concentração de 15 mg/mL agitando por 2 minutos. Essa reação de 

metoximação leva 16 h com controle de temperatura. Após essa fase, adiciona-se 30 

L de TMSFA com 1% de TCMS como catalisador. Por fim, agita-se fortemente por 

30 segundos. 

 VANNINEN (2011) sugeriu um processo de derivatização mais simples, com a 

adição de 0,5 mL de acetonitrila e 50 L de BSTFA para cada 100 L de soro seco, 

depois se agita a amostra vigorosamente e depois aquecendo por 30 minutos a 60º 

C.  

 Esse trabalho, utilizou o método de derivatização empregado por VANNINEM 

(2011) por ser mais rápido e exigir menos procedimentos. 

 

 

3.1.2.3 ANÁLISE NO CG-EM  

 

 Para a análise no CG-EM, levou-se em conta qual o equipamento seria utilizado 

e, assim determinar quais os parâmetros deveriam ser seguidos. YAN et al (2009) 
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utilizou um GC-EM  Agilent 6980 equipado com um injetor automático Agilent 7683, 

com uma coluna capilar de sílica fundida com 10 m x 0.18mm e fase estacionária de 

0.18 m DB5-EM conectado a um Pegasus III TOF-EM com Hélio como gás de 

arraste e com as seguintes condições de operação: temperatura de 250º C para o 

injetor; taxa de fluxo do gás de arraste de 1 mL/min; tempo de purga e taxa de fluxo 

de 60 s por 20 mL/min; gradiente de temperatura de 70º C por 2 min, 70º-310º C a 

uma taxa de 35º C/min e 310º C por 2 min; temperatura do ionizador de 200º C. O 

EM foi programado para trabalhar com um tempo de retardo para o solvente de 

170s, para identificar metabólitos com relação m/z entre 50 e 800 a uma taxa de 20 

espectros/s e com cálculo das áreas dos picos e identificação dos metabólitos 

processados pelo programa ChromaTOF 2.00 da Leco. A identificação dos 

metabólitos foi realizada com base nas bibliotecas da NIST 2.0 (2005), da Wiley e da 

Key Lab of Drug Metabolism and Pharmacokinetics, China Pharmaceutical 

University. Os picos com taxa sinal-ruído menores do que 30 foram rejeitados. 

 CHORELL et al (2009) utilizou o mesmo equipamento de YAN et al (2009) e 

GOWDA e RAFTERY (2014) utilizaram um equipamento de ressonância magnética 

nuclear acoplada a um espectrômetro de massa da Bruker Avance III 800 MHz 

equipado com criopreservação e gradiente Z adequados a detecção inversa. 

Nesse trabalho, foi utilizado um CG-EM com EM do tipo triplo-quadrupolo com 

injetor automático Agilent 7697A, com uma coluna capilar de sílica fundida com 30 m 

x 0.25mm e fase estacionária 0.25 m DB5-EM com Hélio como gás de arraste e 

com as seguintes condições de operação: temperatura de 250º C para o injetor; taxa 

de fluxo do gás de arraste de 1 mL/min; taxa de purga de 3mL/min; gradiente de 

temperatura de 70º C por 2 min, 70º-310º C a uma taxa de 30º C/min e 310º C por 2 

min; temperatura do ionizador de 230º C. O EM foi programado para trabalhar com 

um tempo de retardo para o solvente de 120 s, para identificar metabólitos com 

relação m/z entre 50 e 800 e com cálculo das áreas dos picos e identificação dos 

metabólitos processados pelo sistema Agilent 488, com o programa MSD 

ChemStation Data Analysis e identificação de acordo com a biblioteca da Wiley.  

Na análise no CG-EM, foram gerados gráficos como os apresentados nas 

figuras 3.1, 3.2 e 3.3. Esses cromatogramas se referem aos atletas A2, A3 e A8 no 

período T2 de coleta de sangue e representam os atletas do grupo de atletas 

masculinos com mais de 19 anos (A2), do grupo de atletas com menos de 19 anos 

(A3) e do grupo de atletas do sexo feminino (A8). 
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 Todos os 174 cromatogramas foram analisados e todos os metabólitos com 

similaridade maior ou igual a 80 foram identificados, como mostra o APÊNDICE I; 

com os percentuais encontrados, tabelados e normalizados, como mostra o 

APÊNDICE II. Como na análise cromatográfica foi feita desde o instante inicial, os 

cromatogramas identificaram o solvente, nesse caso a acetonitrila. Dessa forma, na 

normalização extraiu-se o percentual de solvente mostrado nos cromatogramas. 

Assim, o vetor característico da análise PCA será unitário. 

 
Figura 3.1 - Cromatograma de íons totais obtidos em amostra de soro sanguíneo, 
derivatizado com BSTFA, do atleta A2 no período T2 
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Figura3.2 - Cromatograma de íons totais obtidos em amostra de soro sanguíneo, 
derivatizado com BSTFA, do atleta A3 no período T2. 
 

 

 
Figura3.3 - Cromatograma de íons totais obtidos em amostra de soro sanguíneo, 
derivatizado com BSTFA, do atleta A8 no período T2. 
 

 

 
 

3.1.2.4 ANÁLISE DOS DADOS 
 
 Após a análise no equipamento escolhido, teremos uma planilha com todos os 

metabólitos encontrados por análise e os metabólitos serão apresentados em termos 

percentuais do total da quantidade injetado no equipamento escolhido, sendo assim, 
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pode ser feita uma análise estatística qualitativa e quantitativa. Para isso, deve-se 

seguir as seguintes etapas: 

a) extrair os solventes dos resultados; 

b) normalizar os dados; 

c) incluir as variáveis respostas a serem analisadas; 

d) fazer uma análise dos coeficientes de correlação pareados; 

e) fazer uma análise PCA; 

f) fazer uma análise PLS; 

g) interpretar os resultados encontrados.  

 Para fazer a análise estatística deve ser utilizado algum programa de estatística 

que tenha as opções de análise PCA; PLS e de Projeto de Experimentos. 

Nesse trabalho, como não foi possível montar um Projeto de Experimentos, já 

que não existiam atletas que preenchessem todos os blocos de idade, pois não 

existiam atletas mulheres com menos de 19 anos, optou-se por fazer uma análise 

dos coeficientes de correlação pareada, sendo considerados todos os coeficientes 

de correlação maior do que 0,8, e na segunda fase foram feitas as análises PCA e 

PLS. E mesmo no caso de existirem metabólitos fortemente correlacionados, eles 

serão mantidos nas análises PCA e PLS. 

As análises foram feitas em cinco grupos, o primeiro considerando todos os 

atletas; o segundo com todas as atletas do sexo feminino; o terceiro com todos os 

atletas do sexo masculino; o quarto com os atletas do sexo masculino com menos 

de 19 anos e o último com os atletas do sexo masculino com mais de 19 anos. 

Além da separação em cinco grupos, foram feitas duas análises diferentes, uma 

considerando o nível de esforço definido pelo técnico e uma segunda análise que foi 

considerada a diferença de esforço entre cada coleta de sangue. 

Para a análise estatística foram utilizados o módulo Basic Statistic / Table 

(Correlation matrices) para análise de correlação pareada e o módulo PLS, PCA, 

Multivariate / Batch SPC (Principal Component Analysis e Partial Least Square) do 

software Statistica 8.0 da Statsoft Inc. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ANÁLISE COM O NÍVEL DE ESFORÇO BRUTO 

 

Nessa análise foram consideradas as seguintes variáveis: o nível de esforço 

definido pelos técnicos, sendo: na semana 1, T1 – 5 e T2 – 10; na semana 2: T3 – 8 

e T4 – 7 e na semana 3: T5 – 2 e T6 – 1; o sexo, onde considerou-se 1 para o sexo 

masculino e 2 para o feminino e a idade de cada atleta. 

Dessa forma, todos os dados colhidos dos cromatogramas junto com as 

variáveis, citadas no parágrafo anterior, foram tabelados e foram feitas as análises 

de correlação; PCA e PLS. 

 

4.1.1 ANÁLISE DE CORRELAÇÃO 

 
Foram feitas as análises de correlação dos 5 grupos e os resultados são 

apresentados nas tabelas 4.1; 4.2; 4.3; 4.4 e 4.5. 

A tabela 4.1 apresenta as correlações maiores do que 0,80 do grupo que 

envolve todos os atletas. 

Essa análise mostrou que as correlações mais fortes envolvem metabólitos de 

uma mesma família, como as correlações entre os aminoácidos L-alanina L-treorina 

e L-prolina, as correlações entre os ácidos graxos ácido octadecanoico; 9-12-ácido 

octadecadienoico, metil-estearato e colesterol e os sacarídeos D-manopiranose e -

D-galactopiranose. Mostrou ainda, três correlações que não envolvem as mesmas 

famílias que são as entre a D-frutose e a criwelline; o ácido tetradecanoico e o 2-

Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina. 

As correlações entre os ácidos graxos são mais fortes do que os dos grupos dos 

sacarídeos e dos aminoácidos.  

A tabela 4.2 apresenta as correlações maiores do que 0,80 do grupo que 

envolve todos os atletas do sexo masculinos. 

Da mesma forma que na análise com todos os atletas, essa análise mostrou que 

as correlações mais fortes envolvem metabólitos de um mesmo grupo funcional, 

como as correlações entre os mesmos aminoácidos L-alanina L-treorina e L-prolina, 

acrescentando a L-serina; as correlações entre os mesmos ácidos graxos, ácido 

octadecanoico; 9-12-ácido octadecadienoico; metil-estearato e colesterol e os 
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sacarídeos, D-manopiranose e -D-galactopiranose; glucofuranose, -D-

galactofuranose e glucopiranose. Mostrou também, três correlações que não 

envolvem os mesmos grupos funcionais que são as entre a D-frutose e a criwelline; 

o ácido tetradecanoico e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina. 

Nesse caso, apareceu também o metabólito trimetil-fosfato que apresentou forte 

correlação com os aminoácidos L-treorina, L-alanina e L-prolina e a ureia, além do 

glicerol que apresentou forte correlação com o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-

1,2-dihidropirimidina. 

 

Tabela 4.1 – Correlações do grupo todos os atletas. 
 

METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

L-alanina L-treorina 0,8818 

L-alanina L-prolina  0,8690 

L-treorina L-prolina 0,8008 

D-frutose Criwelline 0,8611 

Ácido tetradecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8973 

D-galactopiranose D-manopiranose 0,8929 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,9189 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,9309 

Ácido 1-H-indole carboxílico 1(1H)-naftalenona 0,8062 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanóico 0,9606 

Ácido octadecanoico Colesterol 0,8085 

 

As correlações entre os ácidos graxos são mais fortes do que os dos grupos dos 

sacarídeos e dos aminoácidos.  

A existência de mais correlações nesse grupo do que no grupo de todos os 

atletas pode indicar uma diferença entre as atletas do sexo feminino e os atletas do 

sexo masculino. 

A indicação da diferença entre atletas do sexo masculino e do sexo feminino, 

mostrada na diferença entre as correlações entre todos os atletas e todos os atletas 

do sexo masculino, fez com que fosse feita uma análise separada com atletas do 

sexo masculino com mais de 19 anos e outra com atletas masculinos com menos de 

19 anos para verificar se existe a possibilidade de diferença devido à idade dos 

atletas. 
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Tabela 4.2 - Correlações do grupo todos os atletas do sexo masculino. 
 

METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

L-alanina L-treorina 0,8874 

L-alanina L-serina 0,8419 

L-alanina L-prolina 0,8885 

L-alanina Trimetil-fosfato 0,8412 

Ureia Trimetil-fosfato 0,8191 

L-prolina Trimetil-fosfato 0,8558 

L-treorina Trimetil-fosfato 0,8035 

Glicerol 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8414 

L-treorina L-serina 0,8931 

Creatinina Trimetil-fosfato 0,8021 

Glucofuranose -D-galactofuranose 0,9059 

D-frutose Criwelline 0,9294 

Ácido tetradecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,9549 

-D-galactofuranose Glucopiranose 0,8400 

Glucofuranose Glucopiranose 0,8340 

D-galactopiranose D-manopiranose 0,9432 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,9260 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,9566 

Ácido 1-H-indole carboxílico 2(1H)-naftalenona 0,8521 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanoico 0,9169 

Ácido octadecanoico Colesterol 0,8085 

 

A tabela 4.3 apresenta as correlações maiores do que 0,80 do grupo que 

envolve todos os atletas do sexo masculinos com mais de 19 anos e a tabela 4.4 

apresenta as correlações dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 

A análise dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos trouxe o 

acréscimo do 2,3,4-ácido trihidrobutírico; do ácido tetradecanoico; do eritritol; da D-

ribopiranose; da creatinina; do ácido úrico e do ácido dodecanoico e não apareceu o 

colesterol. Porém, nessa análise a semelhança foi somente nas correlações fortes 

entre os aminoácidos e entre a L-alanina; L-prolina; L-treorina e L-serina com o 

trimetil-fosfato; entre os sacarídeos -D-galactopiranose e -D-galactofuranose. Não 

ocorrendo os ácidos octadecanoico e 9-12-ácido octadecadienoico nem correlação 

forte entre os ácidos graxos. 
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As correlações entre a creatinina e a criwelline; dos ácidos graxos, ácido úrico e 

o ácido hexadecanoico e glicerol e o ácido tetradecanoico; dos sacarídeos, eritritol e 

D-ribopiranose, mantiveram-se entre os mesmos grupos funcionais. Porém, nessa 

análise apareceram correlações entre sacarídeos e ácidos graxos como a ácido 

dodecanoico a D-manopiranose; do ácido tetradecanoico e D-galactopiranose; do 

ácido hexadecanoico e da glucopiranose; ácido úrico e a glucopiranose. Além disso, 

apareceram as correlações entre a ureia e o 2-3-4-ácido trihidrobutírico; o 2-Oxo-4-

nitroso metil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina com a D-frutose e a -D-

galactofuranose; do metil-estearato com o ácido 1-H-indole carboxílico e 2(1H) 

naftalenona.  

Na análise do grupo de atletas masculinos com mais de 19 anos, o destaque foi 

para o ácido úrico, que teve suas duas correlações dentre as mais altas de todas as 

correlações, sendo de 0,9418 com a glucopiranose e de 0,9492 com o ácido 

hexadecanoico. 

Na análise do grupo de atletas do sexo masculino com menos de 19 anos 

apareceram os metabólitos ácido butanoico; ácido hexadecanoico; androst-7-en-3-

ol; L-fenilamina; 2-beta-11--Dihidroxiverrucosa; ácido heptadecanoico; 1-

tetradeceno; androstane-3,17-diol; -DL-arabinopiranose; ácido araquidônico e o 

retorno do colesterol, do ácido octadecanoico e 9-12-ácido octadecadienoico. Não 

foram encontrados a L-serina; a ureia e a -D-galactopiranose. Também não 

apareceram o ácido úrico; D-frutose; o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-

dihidropirimidina. 

Nessa análise apareceram as correlações entre a glucopiranose com o ácido 

butanoico; ácido butanoico com o ácido hexadecanoico; 2-3-4 ácido trihidrobutírico 

com o trimetil-fosfato e o 2-beta-11--Dihidroxiverrucosa; creatinina com o androst-

7-en-3-ol, ácido hexadecanoico e heptadecanoico; androst-7-em-3-ol com o 1-

tetradeceno, trimetil-fosfato, ácido 1-h-indole carboxílico e 2(1H)-naftalenona; 

androstane-3, 17-diol com o 1-tetradeceno; trimetil-fosfato com o criwelline, ácido 1-

h-indole carboxílico e 2(1H)-naftalenona D-frutose com o criwelline; ácido 

hexadecanoico com o -DL-arabinopiranose,  ácido heptadecanoico, ácido 

octadecanoico e 9-12-ácido octadecadienoico; além do ácido heptadecanoico com o 

ácido araquidônico. 
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Quando consideramos os grupos sacarídeos, aminoácidos e ácidos graxos, 

somente a correlação entre ácido hexadecanoico e o -D-arabinopiranose, não são 

dentro do mesmo grupo funcional e as correlações mais fortes apareceram entre os 

sacarídeos e entre os ácidos graxos, além de duas correlações do criwelline com a 

D-frutose e o trimetil-fosfato. 

A comparação entre as tabelas 4.3 e 4.4 mostram que existe uma diferença 

devido à idade quando se comparam atletas do sexo masculino nessas 2 faixas de 

idade.  

Na análise das atletas do sexo feminino, cujos resultados estão na tabela 4.5, 

apareceram a L-isoleucina; a L-valina; ácido lático e o ácido pentanoico como 

novidades. Com isso, apareceram correlações da L-isoleucina com a L-valina, L-

alanina, L-prolina e a L-treorina; da L-valina com a L-alanina, a L-prolina e a L-

treorina; do ácido lático com o colesterol e do ácido pentanoico com o trimetil fosfato. 

Além dessas correlações, apareceram as correlações entre a creatinina e o trimetil 

fosfato; do androst-7-en-12-ol com o -D-arabinopiranose, o ácido hexadecanoico e 

o ácido araquidônico; do -D-galactopiranose com a D-manopiranose, o colesterol, o 

ácido octadecanoico e o 9-12-ácido octadecadienoico; do -D-arabinopiranose com 

o ácido araquidônico e do ácido hexadecanoico. 

Nessa análise foi observado que as correlações do colesterol com metabólitos 

de outros grupos funcionais são negativas, fato que não foi observado nas outras 

análises. 

Dessa forma, pode-se dizer que o 2-3-4-ácido trihidrobutírico e a L-serina podem 

ser marcadores do sexo masculino; o ácido lático, o ácido pentanoico, a L-valina e a 

L-isoleucina podem ser marcadores do sexo feminino e os metabólitos eritritol, D-

ribopiranose, glicerol, ácido úrico, 1-tetradeceno e L-fenilamina podem se 

marcadores de idade, por terem aparecido somente grupo dos atletas do sexo 

masculino com menos de 19 anos.  

As fortes correlações entre os metabólitos de uma mesma família são 

explicados por alguns processos bioquímicos como o ciclo de Krebs, que indica o 

aumento de formação de aminoácidos e dos ácidos graxos, gerados pela 

degradação de membranas celulares. No caso dos sacarídeos, eles são originados 

na utilização do glicogênio e das células de gordura utilizadas na geração de energia 

para a execução dos exercícios. 
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Tabela 4.3 – Correlações do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos. 
 

METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

L-alanina L-treorina 0,8800 

L-alanina L-serina 0,8499 

L-alanina L-prolina 0, 8811 

L-alanina Trimetil-fosfato 0,8801 

Ureia 2,3,4-ácido trihidrobutírico 0,8094 

Ureia Trimetil-fosfato 0,8869 

L-serina Trimetil-fosfato 0,8168 

L-prolina Trimetil-fosfato 0,8747 

L-treorina Trimetil-fosfato 0,8227 

Glicerol Ácido tetradecanoico 0,9088 

Glicerol 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8826 

Eritritol D-ribopiranose 0,8544 

Creatinina Criwelline 0,8607 

Ácido dodecanoico D-manopiranose 0,8266 

D-galactopiranose -D-galactofuranose 0,8055 

D-frutose 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,9582 

Ácido tetradecanoico D-galactopiranose 0,8933 

-D-galactofuranose 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8817 

Ácido úrico Glucopiranose 0,9418 

Glucopiranose Ácido hexadecanoico 0,9687 

Metil-estearato Ácido 1-H-indole carboxílico 0,8683 

Metil-estearato 2(1H)-naftalenona 0,8279 

Ácido 1-H-indole carboxílico 2(1H)-naftalenona 0,8561 

Ácido hexadecanoico Ácido Úrico 0,9492 
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Tabela 4.4 – Correlações do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 
 

 METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

Glucopiranose Ácido butanoico 0,8322 

L-alanina L-treorina 0,8332 

Ácido butanoico Ácido hexadecanoico 0,8199 

L-prolina Trimetil-fosfato 0,8754 

2-3-4-ácido trihidrobutírico Trimetil-fosfato 0,8424 

2-3-4-ácido trihidrobutírico 2.beta.,11--Dihidroxiverrucosa 0,8026 

Creatinina Androst-7-en-3-ol 0,8026 

Creatinina Ácido hexadecanoico 0,8052 

Creatinina Ácido heptadecanoico 0,8162 

1-tetradeceno Androst-7-en-3-ol 0,8019 

Androst-7-en-3-ol Trimetil-fosfato 0,9383 

Androst-7-en-3-ol Ácido 1-H-indole carboxílico 0,8526 

Androst-7-en-3-ol 2(1H)-naftalenona 0,8171 

L-fenilamina 1-tetradeceno 0,8696 

1-tetradeceno Trimetil-fosfato 0,8717 

Trimetil-fosfato Criwelline 0,8183 

Trimetil-fosfato Ácido 1-H-indole carboxílico 0,900 

Trimetil-fosfato 2(1H)-naftalenona 0,8586 

Glucofuranose D-manopiranose 0,8751 

Glucofuranose Glucopiranose 0,9273 

Glucofuranose -D-galactofuranose 0,9886 

D-frutose Criwelline 0,9683 

D-galactofuranose D-manopiranose -0,8402 

-D-galactofuranose Glucopiranose 0,9213 

-D-galactofuranose Glucofuranose 0,9640 

Metil estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,8779 

-DL-arabinopiranose Ácido hexadecanoico 0,8223 

Ácido hexadecanoico Ácido octadecanoico 0,9612 

Ácido hexadecanoico 9-12-ácido octadecadienóico 0,9499 

Ácido hexadecanoico Ácido heptadecanoico 0,9086 

Ácido heptadecanoico Ácido araquidônico 0,9065 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanoico 0,9061 

Ácido octadecanoico Colesterol 0,8085 
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Tabela 4.5 - Correlações do grupo de atletas do sexo feminino. 
 

METABÓLITO CORRELAÇÃO 

Ácido lático Colesterol -0,8581 

L-alanina L-valina 0,8351 

L-alanina Ureia 0,8801 

L-alanina L-isoleucina 0,8440 

L-alanina L-treorina 0,8845 

L-valina L-isoleucina 0,8543 

L-valina L-treorina 0,8822 

L-valina L-prolina 0,8070 

Ureia L-prolina 0,8581 

Ureia L-treorina 0,8272 

Ureia L-isoleucina 0,8605 

L-isoleucina L-treorina 0,8242 

L-isoleucina L-prolina 0,8416 

L-treorina L-prolina 0,8169 

Ácido pentanoico Trimetil-fosfato 0,8068 

L-prolina Trimetil-fosfato 0,8121 

Creatinina Trimetil-fosfato 0,8911 

Androst-7-en-3-ol Trimetil-fosfato 0,8190 

Androst-7-en-3-ol -D-arabinopiranose 0,8617 

Androst-7-en-3-ol Ácido hexadecanoico 0,8320 

Androst-7-en-3-ol Ácido araquidônico 0,8139 

Trimetil-fosfato Ácido araquidônico 0,8319 

Trimetil-fosfato -D-arabinopiranose 0,8264 

D-galactopiranose Colesterol -0,9128 

D-galactopiranose D-manopiranose 0,8929 

D-galactopiranose 9-12-ácido octadecadienoico -0,8346 

D-galactopiranose Ácido octadecanoico -0,8548 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,9112 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,9170 

D-manopiranose Colesterol -0,8416 

-D-arabinopiranose Ácido araquidônico 0,8510 

-D-arabinopiranose Ácido hexadecanoico 0,8090 

Ácido hexadecanoico Ácido araquidônico 0,8238 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanoico 0,9690 

Ácido octadecanoico Colesterol 0,8116 
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4.1.2 ANÁLISE PCA 

 

As análises PCA de todos os grupos são apresentadas nas tabelas 4.6; 4.7; 4.8; 

4.9 e 4.10. 

Nas análises PCA, foi observado que a L-alanina só não foi o metabólito mais 

importante no grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos e no 

grupo das atletas do sexo feminino; a L-prolina só não apareceu no grupo dos 

atletas do sexo masculino com menos de 19 anos; o trimetil-fosfato apareceu em 

todos os grupos que envolvem somente atletas do sexo masculino; o 9-12-ácido 

octadecadienoico só apareceu na análise do grupo de todos os atletas; o ácido 

octadecanoico apareceu no grupo de todos os atletas e no grupo de atletas do sexo 

feminino; a -D-galactopiranose só apareceu no grupo das atletas do sexo feminino 

e o -D-galactofuranose e o glucofuranose só apareceram no grupo dos atletas do 

sexo masculino com menos de 19 anos. 

Em todas as análises, os metabólitos selecionados representaram mais de 37% 

da variância total de todos os metabólitos com destaque para a L-prolina que 

representou mais de 28% da variação nos atletas do sexo feminino e para o -D-

galactofuranose que representou mais de 22% da variância nos atletas do sexo 

masculino com menos de 19 anos. Esses metabólitos podem ser marcadores de 

sexo e idade respectivamente. 

 
Tabela 4.6 – Análise PCA do grupo de todos os atletas 

. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Os resultados do grupo de atletas do sexo masculino com menos de 19 anos 

foram muito diferentes dos outros, mostrando que a idade pode ser fator decisivo 

nas análises metabólicas. Mas, as análises dos outros 4 grupos mostram possíveis 

marcadores relacionados com o sexo dos atletas, que são a -D-galactopiranose e o 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-alanina 0,891937 12,76970 15,57281 

9-12-ácido octadecadienoico 0,862519 6,95774 8,48505 

L-prolina 0,847897 5,96069 7,26914 

Ácido octadecanoico 0,823560 5,19511 6,33550 
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ácido octadecanoico para o sexo feminino; o trimetil-fosfato para os atletas do sexo 

masculino e a L-alanina como marcador de esforço para todos os atletas. 

 

Tabela 4.7– Análise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino. 
 

 

 

 

 

 

Tabela 4.8– Análise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 
anos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 4.9– Análise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 
 
. 

 

 

 

 

Tabela 4.10 - análise PCA do grupo das atletas do sexo feminino. 

 

 

 

 

 

 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-alanina 0,920006 11,79910 14,38915 

L-prolina 0,882710 8,85927 10,80399 

L-treorina 0,863741 6,99132 8,52600 

Trimetil-fosfato 0,850322 6,23679 7,60584 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-alanina 0,873854 13,96168 17,02644 

Trimetil-fosfato 0,812325 9,86819 12,03438 

L-prolina 0,809990 7,85297 9,57679 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

-D-galactofuranose 0,949977 17,34072 22,23169 

Glucofuranose 0,947782 10,73104 13,75775 

Trimetil-fosfato 0,938653 8,27915 10,61429 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-prolina 0,884255 23,07992 28,14624 

Ácido octadecanoico 0,859381 7,33238 8,94193 

-D-galactopiranose 0,845038 5,12100 6,24512 
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4.1.3 ANÁLISE PLS 
 

As análises PLS de todos os grupos são apresentadas nas tabelas 4.11; 4.12; 

4.13; 4.14 e 4.15. 

Nas análises PLS, foi observado que o ácido lático só não apareceu no grupo 

dos atletas do sexo feminino como o mais importante e representou mais de 9% da 

variação total; o ácido butanoico só não apareceu no grupo de todos os atletas 

sendo o mais importante no grupo dos atletas do sexo feminino com 22% da 

variação total; o ácido benzoico apareceu nos grupos de todos os atletas, dos atletas 

do sexo masculino e dos atletas do sexo feminino, representando mais de 7% da 

variação total no grupo de todos os atletas, e o ácido octadecanoico apareceu nos 

grupos dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos e dos atletas do sexo 

masculino, representando mais de 6% da variação total no grupo dos atletas do sexo 

masculino. Além desses metabólitos, o -D-galactopiranose representou mais de 7% 

da variação total no grupo dos atletas do sexo masculino e no grupo dos atletas do 

sexo masculino com menos de 19 anos apareceram o 5-etoxi-1,4-naftoquinona, com 

mais de 8% da variação total, e o 2-3-4-ácido trihidrobutírico, com mais de 7% da 

variação total. 

Em todas as análises, os metabólitos selecionados representaram mais de 23% 

da variação total de todos os metabólitos com destaque para a ácido butanoico que 

representou mais de 22% da variação nos atletas do sexo feminino e para o ácido 

lático que representou mais de 18% da variação nos atletas do sexo masculino com 

menos de 19 anos. Esses metabólitos podem ser marcadores de sexo. 

 
Tabela 4.11 – Análise PLS do grupo de todos os atletas. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido lático 0,231203 8,574212 10,45636 

Ácido benzoico 0,183439 6,470657 7,89105 

1-H-indole 0,171915 3,349351 4,08457 

Colesterol 0,169261 2,424596 2,95682 
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Tabela 4.12– Análise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino 

 

 

 

 

 
 
 
 

Para complementar a análise PLS, devem ser analisados os coeficientes de 

correlação dos metabólitos identificados, para que se possa identificar com quais 

metabólitos estão relacionadas as variáveis idade, esforço físico e sexo. Os 

coeficientes de regressão estão nas tabelas 4.16; 4.17; 4.18; 4.19; e 4.20. 

Analisando os coeficientes de regressão da tabela 4.16, verifica-se que a idade 

está fortemente correlacionada com o ácido benzoico; sexo com o colesterol e o 

esforço físico com o ácido lático e o 1-H-indole. 

 

Tabela 4.13– Análise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos. 
 

 

 

 

 

 
 

 

No grupo dos atletas do sexo masculino, mostrado na tabela 4.17, a idade está 

fortemente correlacionada com o ácido lático, o ácido benzoico e o ácido 

octadecanoico e o esforço físico com o ácido butanoico e a -D-galactopiranose. 

No grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos, mostrado na 

tabela 19, a idade está fortemente correlacionada com o ácido lático; o ácido 

butanoico e o ácido hexadecanoico e o esforço físico com o ácido octadecanoico; o 

1-H-indole e o 10-epi-eudesma.  

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido lático 0,243459 7,436212 9,068551 

Ácido butanoico 0,187956 3,564412 4,346844 

-D-galactopiranose 0,185972 5,967750 7,277743 

Ácido benzoico 0,183118 3,437872 4,192527 

Ácido octadecanoico 0,166430 3,463118 4,223314 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido lático 0,203385 10,61411 12,94403 

Ácido octadecanoico 0,187834 5,54661 6,76416 

1-H-indole 0,172091 4,08749 4,98475 

Ácido butanoico 0,171475 3,78962 4,62149 

10-epi-eudesma 0,166475 3,63667 4,43496 

Ácido hexadecanoico 0,153063 4,17249 5,08840 
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Tabela 4.14– Análise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 
 

 

 

 

 

 

Tabela 4.15 – Análise PLS do grupo das atletas do sexo feminino 
 

 
 
 
 
 
 

Tabela 4.16 – Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo de todos os atletas 

 
 
 
 
 

 

 

Tabela 4.17 - Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
masculino. 

 

Tabela 4.18 - Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
masculino com mais de 19 anos. 

 

Ácido 
lático 

Ácido 
octadecanoico 1-H-indole 

Ácido 
butanoico 

10-epi-
eudesma 

Ácido 
hexadecanoico

Idade 0,996714 0,038424 0,598968 0,952898 -0,558150 0,876213 

Esforço 0,081006 0,999262 -0,800773 0,303289 0,829740 0,481924 

 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido lático 0,252460 14,46955 18,55071 

Ácido butanoico 0,197071 3,87621 4,96950 

5-etoxi-1,4-naftoquinona 0,177026 6,57297 8,42689 

2-3-4-ácido trihidrobutírico 0,175670 5,79962 7,43541 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido butanoico 0,214096 18,51625 22,58079 

Ácido tetradecanoico 0,204438 6,31469 7,70084 

Ácido benzoico 0,189214 2,99370 3,65085 

 Ácido lático Ácido benzoico 1-H-indole Colesterol 

Idade 0,515064 -0,990870 0,332444 -0,169736 

Sexo 0,133508 0,122331 0,400319 0,951349 

Esforço -0,846690 -0,056677 0,853947 0,257146 

 Ácido lático 
Ácido 

butanoico 
-D-

galactopiranose 
Ácido 

benzoico 
Ácido 

octadecanoico 

Idade 0,992599 -0,074044 -0,305695 0,841674 -0,804848 

Esforço 0,121438 0,997255 0,952130 0,539985 0,593481 
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Tabela 4.19 - Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
masculino com menos de 19 anos. 

 

Ácido 
lático 

Ácido 
butanoico 

5-etoxi-1,4-
naftoquinona 

2-3-4-ácido 
trihidrobutírico 

Idade 0,990851 0,406280 0,015015 0,854023 

Esforço -0,134962 0,913749 0,999887 0,520235 

 

No grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos, mostrado na 

tabela 4.19, a idade está fortemente correlacionada com o ácido lático e o 2-3-4-

ácido trihidrobutírico e o esforço físico com o ácido butanoico e o 5-etoxi-1,4-

naftoquinona. 

No grupo dos atletas do sexo feminino, mostrado na tabela 21, a idade está 

fortemente correlacionada com o ácido butanoico e o ácido tetradecanoico e o 

esforço físico com o ácido benzoico. 

 

Tabela 4.20 - Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
feminino. 

 

 

 

Esperava-se encontrar uma correlação entre esforço físico e o ácido lático, pelo 

fato do lactato sanguíneo ser considerado um marcador para monitoramento de 

treinamento (PYNE et al., 2001), massa a correlação do ácido lático se deu com a 

idade. 

4.1.4 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

Comparando todas as análises feitas, observou-se que: 

1 – a L-alanina L-prolina; L-treorina; D-manopiranose e o metil-estearato estão 

presentes em todas as análises de correlação; 

2 – a  L-serina só aparece no grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 

19 anos e no grupo dos atletas do sexo masculino na análise de correlação; 

 Ácido butanoico Ácido tetradecanoico Ácido benzoico 

Idade 0,969019 0,992416 -0,005520 

Esforço -0,246987 0,122922 0,999985 
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3 – o ácido pentanoico; a L-valina e a L-isoleucina só aparecem no grupo das 

atletas do sexo feminino na análise de correlação; 

4 – o ácido lático só aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na análise 

de correlação só não aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na 

análise PLS, sendo um metabólito fortemente relacionado com a idade nos 

atletas do sexo masculino e com o sexo no grupo de todos os atletas; 

5 – o 2-3-4-ácido trihidrobutírico só aparece nos atletas do sexo masculino na 

análise de correlação e no grupo dos atletas com menos de 19 anos na 

análise PLS com forte correlação com a idade; 

6 – o eritritol, a D-ribopiranose, o glicerol e o ácido úrico só aparecem nos 

atletas do sexo masculino com mais de 19 anos na análise de correlação; 

7 – o 1-tetradeceno e o L-fenilamina só aparecem no atletas do sexo masculino 

com menos de 19 anos na análise de correlação; 

8 – o androst-7-en-3-ol e o ácido araquidônico aparecem nos grupos dos atletas 

masculinos com menos de 19 anos e no grupo das atletas do sexo feminino 

na análise de correlação; 

9 –a L-treorina; a D-manopiranose e o metil estearato aparecem em todas os 

grupos nas análises de correlação; 

10 – a creatinina e trimetil fosfato só não aparecem no grupo de todos os atletas 

nas análises de correlação; 

11 – a L-alanina só não foi o metabólito mais importante no grupo dos atletas do 

sexo masculino com menos de 19 anos e no grupo das atletas do sexo 

feminino nas análises PCA e apareceu em todas as análises de correlação; 

12 – L-prolina só não apareceu no grupo dos atletas do sexo masculino com 

menos de 19 anos nas análises PCA e apareceu em todas as análises de 

correlação; 

13 – o trimetil-fosfato apareceu em todos os grupos que envolvem somente 

atletas do sexo masculino nas análises PCA e só não apareceu no grupo de 

todos os atletas nas análises de correlação; 
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14 – o 9-12-ácido octadecadienoico só apareceu na análise do grupo de todos 

os atletas nas análises PCA e só não apareceu no grupo dos atletas do sexo 

masculino com mais de 19 anos nas análises de correlação; 

15 – o ácido octadecanoico apareceu no grupo de todos os atletas e no grupo 

de atletas do sexo feminino nas análises PCA; no grupo dos atletas do sexo 

masculino com mais de 19 anos nas análises PLS com forte correlação com 

o esforço físico e só não apareceu no grupo dos atletas do sexo masculino 

com mais de 19 anos nas análises de correlação; 

16 – a-D-galactopiranose só apareceu no grupo das atletas do sexo feminino 

nas análises PCA; no grupo dos atletas do sexo masculino nas análises PLS 

com forte correlação com o esforço físico e só não apareceu no grupo dos 

atletas do sexo masculino com menos de 19 anos nas análises de 

correlação; 

17 – -D-galactofuranose e o glucofuranose só apareceram no grupo dos atletas 

do sexo masculino com menos de 19 anos nas análises PCA, o -D-

galactofuranose apareceu em todos os grupos do sexo masculino e a 

glucofuranose apareceu nos grupos dos atletas do sexo masculino e dos 

atletas do sexo masculino com menos de 19 anos nas análises de 

correlação; 

18 – o ácido benzoico tem forte correlação com a idade nos grupos de todos os 

atletas e no dos atletas do sexo masculino e forte correlação com o esforço 

físico no grupo dos atletas do sexo feminino nas análises PLS; 

19 – o ácido butanoico tem forte correlação com a idade nos grupos dos atletas 

do sexo masculino e dos atletas do sexo feminino e com o esforço nos 

grupos dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos e com menos 

de 19 anos nas análises PLS e apareceu no grupo dos atletas com menos 

de 19 anos nas análises de correlação; 

20 – o colesterol tem forte correlação com o esforço e só apareceu no grupo de 

todos os atletas nas análises PLS e apareceu nos grupos do atletas do sexo 

masculino, masculino com menos de 19 anos e nos atletas do sexo 

feminino, sendo que nesse grupo teve correlação negativa com o ácido 

lático e a -D-galactopiranose; 



71 
 

 
 

21 – o 1-H-indole tem forte correlação com o sexo no grupo de todos os atletas 

e com o esforço no grupo dos atletas masculinos com mais de 19 anos nas 

análises PLS; 

22 – o 10-epi-eudesma tem forte correlação com o esforço e o ácido 

hexadecanoico tem forte correlação com a idade no grupo dos atletas com 

mais de 19 anos e o ácido hexadecanoico apareceu no grupos de atletas do 

sexo masculino com mais de 19 anos; com menos de 19 anos e nos atletas 

do sexo feminino nas análises de correlação; 

23 – o5-etoxi-1,4-naftoquinona tem forte correlação com o esforço no grupo dos 

atletas do sexo masculino com menos de 19 anos; 

24 – o ácido tetradecanoico tem forte correlação com a idade no grupo dos 

atletas do sexo feminino e apareceu nos grupos de todos os atletas; dos 

atletas do sexo masculino e no dos atletas do sexo masculino com mais de 

19 anos nas análises de correlação. 

Com essas comparações, pode-se esperar que: 

1 – o 2-3-4-ácido trihidrobutírico e o ácido tetradecanoico podem ser um 

marcador de sexo e idade; 

2 – a L-prolina pode ser um marcador de idade; 

3 – o trimetil-fosfato pode ser um marcador de sexo; 

4 – as correlações do ácido benzoico e do ácido butanoico dependem do sexo 

do atletas; 

5 – o colesterol pode ser marcador de sexo; 

Mas como os resultados não foram conclusivos, optou-se por fazer uma nova 

análise considerando a diferença entre os períodos de coleta para ratificar ou não os 

resultados encontrados, já que existiram discordâncias na análise realizada com os 

dados brutos. 

A análise com diferença entre as coletas tem o objetivo de reduzir as 

interferências de outras variáveis que não fosse o esforço desprendido pelos atletas 

no treinamento, inclusive deixando a diferença de coleta referente ao período de 

descanso dos finais de semana. Dessa forma, espera-se que as variáveis pessoais 

diferentes da idade e do sexo, deixam de interferir nas análises. 



72 
 

 
 

4.2 ANÁLISE COM A DIFERENÇA ENTRE AS COLETAS 

 

Nessa análise foram consideradas mesmas variáveis, mas para a análise 

estatística foram consideradas a diferença dos resultados dos cromatogramas entre 

cada período de coleta. Dessa forma os períodos considerados foram:  o nível de 

esforço foi o seguinte: (T2 – T1) – 5; (T3-T2) – -2; (T4-T3) – -1; (T5-T4) – -5; (T6-T5) 

– -1; o sexo, onde considerou-se 1 para o sexo masculino e 2 para o feminino e a 

idade de cada atleta. 

Dessa forma, tabelou-se todos os dados colhidos dos cromatogramas junto com 

as variáveis citadas no parágrafo anterior e foram feitas as análises de correlação; 

PCA e PLS.  

 

4.2.1 ANÁLISE DE CORRELAÇÃO 

 

Foram feitas as análises de correlação dos 5 grupos e os resultados são 

apresentados nas tabelas 4.21; 4.22; 4.23; 4.24 e 4.25. 

A tabela 4.21 apresenta as correlações maiores do que 0,80 do grupo que 

envolve todos os atletas. 

Essa análise mostrou que as correlações fortes envolvem, quase sempre, 

metabólitos de uma mesma família, como as correlações entre os aminoácidos L-

alanina L-treorina e L-prolina, as correlações entre os ácidos graxos ácido 

octadecanoico; 9-12-ácido octadecadienoico e metil-estearato e os sacarídeos D-

manopiranose e -D-galactopiranose. Mostrou ainda, uma correlação entre o ácido 

tetradecanoico e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina e da 

ureia com a L-prolina e a L-treorina. 

A tabela 4.22 apresenta as correlações maiores do que 0,80 do grupo que 

envolve todos os atletas do sexo masculinos. 

As correlações entre os ácidos graxos são mais fortes do que os dos grupos dos 

sacarídeos e dos aminoácidos.  
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Tabela 4.21 - Correlações do grupo todos os atletas. 

 

Da mesma forma que na análise com todos os atletas, essa análise mostrou que 

as correlações mais fortes envolvem metabólitos de um mesmo grupo funcional, 

como as correlações entre os mesmos aminoácidos L-alanina, L-treorina e L-prolina, 

acrescentando a L-serina; as correlações entre os mesmos ácidos graxos ácido 

octadecanoico, 9-12-ácido octadecadienoico e metil estearato e dos sacarídeos D-

manopiranose com a -D-galactopiranose e da -D-galactofuranose com a 

glucofuranose. Mostrou a correlação da D-frutose com a criwelline e apareceu 

também o metabólito trimetil fosfato que apresentou forte correlação com os 

aminoácidos L-treorina, L-alanina, L-serina e L-prolina e com a ureia. Nessa análise 

não apareceu a correlação entre o ácido tetradecanoico e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-

trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina. 

A tabela 4.23 apresenta as correlações maiores do que 0,80 do grupo que 

envolve todos os atletas do sexo masculinos com mais de 19 anos e a tabela 4.24 

apresenta as correlações dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 

A análise dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos trouxe o 

acréscimo da L-valina; da L-fenilamina; da L-isoleucina; do ácido 1-H-indole 

carboxílico e do 2(1H)-naftalenona e o retorno do ácido tetradecanoico e do 2-Oxo-

4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina.  

 

 

METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

L-alanina Ureia 0,8471 

L-alanina L-treorina 0,8808 

L-alanina L-prolina 0,9088 

Ureia L-treorina 0,8132 

Ureia L-prolina 0,8492 

L-treorina L-prolina 0,8371 

Ácido tetradecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8449 

D-galactopiranose D-manopiranose 0,8348 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,8949 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienóico 0,8959 

9-12-ácido octadecadienóico Ácido octadecanóico 0,9440 
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Tabela 4.22 - Correlações do grupo todos os atletas do sexo masculino. 

 

As correlações entre os aminoácidos se mantiveram, com a inclusão da L-valina, 

da L-fenilamina e da L-isoleucina. Os ácidos graxos mantiveram correlações muito 

forte entre eles, com exceção do ácido tetradecanoico que teve correlações fortes 

com a glucofuranose e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina. 

Na análise do grupo de atletas do sexo masculino com menos de 19 anos 

apareceram os metabólitos ácido butanoico; ácido hexadecanoico; androst-7-en-3-

ol; ácido heptadecanoico; 1-tetradeceno; criwelline e da -DL-arabinopiranose. Não 

apareceram a L-alanina; L-treorina; L-serina; L-isoleucina; L-valina; ácido 

tetradecanoico e a ureia; que apareceram no grupo dos atletas masculinos com mais 

de 19 anos.  

 

 

 

 

METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

L-alanina L-treorina 0,9039 

L-alanina L-serina 0,8823 

L-alanina L-prolina 0,9193 

L-alanina Trimetil-fosfato 0,8904 

L-alanina Ureia 0,8572 

Ureia L-prolina 0,8627 

Ureia L-serina 0,8121 

Ureia Trimetil-fosfato 0,8816 

L-prolina Trimetil-fosfato 0,8964 

L-treorina Trimetil-fosfato 0,8561 

L-serina Trimetil-fosfato 0,8433 

L-prolina L-treorina 0,8527 

L-treorina L-serina 0,8980 

Glucofuranose -D-galactofuranose 0,9025 

D-frutose Criwelline 0,8796 

D-galactopiranose D-manopiranose 0,9414 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,9477 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,9744 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanoico 0,9415 
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Tabela 4.23 - Correlações do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos. 

 

Nessa análise apareceram muitas correlações diferentes que não seguem o 

padrão das outras análises, principalmente pelo não aparecimento de correlações 

entre os aminoácidos. As correlações entre os sacarídeos e entre os ácidos graxos 

se mantiveram e com valores próximos ou superiores a 0,9. 

 

METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

L-alanina L-prolina 0,9345 

L-alanina L-treorina 0,9182 

L-alanina L-serina 0,9047 

L-alanina Trimetil-fosfato 0,9345 

L-alanina Ureia 0,9126 

Ureia Trimetil-fosfato 0,9234 

L-valina L-isoleucina 0,8441 

L-valina L-prolina 0,8064 

Ureia  L-treorina 0,8917 

Ureia L-serina 0,8590 

L-serina Trimetil-fosfato 0,9003 

L-prolina Trimetil-fosfato 0,9256 

L-treorina Trimetil-fosfato 0,8952 

L-isoleucina L-prolina 0,8052 

L-serina L-prolina 0,8386 

L-serina L-treorina 0,9157 

L-treorina L-prolina 0,8696 

Creatinina L-fenilamina 0,8123 

L-fenilamina Trimetil-fosfato 0,8168 

Glucofuranose -D-galactofuranose 0,8078 

Ácido tetradecanoico Glucofuranose 0,8788 

Ácido tetradecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,9486 

Glucofuranose 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8655 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,9604 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,9822 

Ácido tetradecanoico 2(1H)-naftalenona 0,8045 

Ácido 1-H-indole carboxílico 2(1H)-naftalenona 0,8572 

Ácido octadecanoico 9-12-ácido octadecadienoico 0,9652 



76 
 

 
 

Tabela 4.24 - Correlações do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 

 

 

 

 METABÓLITOS CORRELAÇÃO 

Ácido butanoico 9-12-ácido octadecadienoico 0,8350 

Ácido butanoico Metil-estearato 0,8353 

Trimetil-fosfato L-prolina 0,8291 

Trimetil-fosfato Creatinina 0,8218 

DL-arabinopiranose Creatinina 0,8201 

Ácido hexadecanoico Creatinina 0,8468 

Ácido heptadecanoico Creatinina 0,8730 

Androst-7-em-3-ol 1-tetradeceno 0,8030 

Androst-7-em-3-ol Ácido 1-H-indole carboxílico 0,8009 

L-fenilamina Ácido araquidônico 0,8447 

L-fenilamina 1-tetradeceno 0,8638 

1-tetradeceno Ácido araquidônico 0,8393 

1-tetradeceno Ácido heptadecanoico 0,8500 

1-tetradeceno Ácido 1-H-indole carboxílico 0,8249 

1-tetradeceno 2(1H)-naftalenona 0,8058 

1-tetradeceno Trimetil-fosfato 0,9061 

Trimetil-fosfato Ácido heptadecanoico 0,8491 

Trimetil-fosfato Ácido 1-H-indole carboxílico 0,8959 

Trimetil-fosfato 2(1H)-naftalenona 0,8104 

Glucofuranose Glucopiranose 0,8940 

Glucofuranose -D-galactofuranose 0,9836 

D-frutose Criwelline 0,9385 

-D-galactofuranose Glucopiranose 0,8882 

-D-galactofuranose Glucofuranose 0,9414 

D-galactopiranose D-manopiranose 0,8561 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,9178 

Ácido 1-H-indole carboxílico Ácido heptadecanoico 0,8197 

2(1H)-naftalenona Ácido heptadecanoico 0,8210 

-DL-arabinopiranose Ácido heptadecanoico 0,8089 

-DL-arabinopiranose Ácido hexadecanoico 0,8586 

Ácido hexadecanoico Ácido octadecanoico 0,9654 

Ácido hexadecanoico 9-12-ácido octadecadienoico 0,8511 

Ácido hexadecanoico Ácido heptadecanoico 0,9262 

Ácido heptadecanoico Ácido araquidônico 0,9073 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanoico 0,8018 
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Tabela 4.25 - Correlações do grupo de atletas do sexo feminino. 

 

Nessa análise foi observado que as correlações da -D-galactopiranose com o 

colesterol e o ácido octadecanoico são negativas, fato que não foi observado nas 

outras análises. 

A comparação entre as tabelas 4.23 e 4.24 mostra que existe uma diferença 

devido à idade quando se comparam atletas do sexo masculino nessas 2 faixas de 

idade.  

Na análise das atletas do sexo feminino, reapareceram os aminoácidos L-

alanina L-treorina; L-isoleucina; a L-valina; a ureia e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-

metil-1,2-dihidropirimidina e apareceu o ácido lático. Dos metabólitos novos que 

apareceram na análise dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos só 

apareceu o androst-7-em-3-diol; o ácido hexadecanoico e o -DL-arabinopiranose.  

METABÓLITO CORRELAÇÃO 

Ácido lático  9-12-ácido octadecadienoico 0,8194 

L-alanina Ureia 0,8569 

L-alanina L-treorina 0,8514 

L-alanina L-prolina 0,8229 

L-valina L-treorina 0,8817 

L-valina L-prolina 0,8415 

Ureia L-prolina 0,8476 

Ureia L-treorina 0,8295 

Ureia L-isoleucina 0,8350 

L-treorina L-prolina 0,9211 

Androst-7-en-3-ol -DL-arabinopiranose 0,8103 

Androst-7-en-3-ol Ácido hexadecanoico 0,8289 

Trimetil fosfato Ácido araquidônico 0,8113 

D-galactopiranose Colesterol -0,8605 

D-galactopiranose 9-12-ácido octadecadienoico 0,8043 

D-galactopiranose Ácido octadecanoico -0,8023 

Metil-estearato Ácido octadecanoico 0,8830 

Metil-estearato 9-12-ácido octadecadienoico 0,8801 

Ácido hexadecanoico 9-12-ácido octadecadienoico 0,8255 

Ácido hexadecanoico Ácido octadecanoico 0,8526 

Ácido hexadecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-
1,2-dihidropirimidina 

0,8260 

9-12-ácido octadecadienoico Ácido octadecanoico 0,9607 
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Dessa forma, pode-se dizer que o ácido lático pode ser um marcador do sexo 

feminino; o ácido tetradecanoico marcadores de para quem tem mais de 19 anos no 

sexo masculino; ácido butanoico; ácido hexadecanoico; androst-7-en-3-ol; ácido 

heptadecanoico; 1-tetradeceno; criwelline e da -DL-arabinopiranose para quem tem 

menos de 19 anos no sexo masculino. 

 

4.2.2 ANÁLISE PCA 

 
As análises PCA de todos os grupos são apresentadas nas tabelas 4.26; 4.27; 

4.28; 4.29; e 4.30. 

Nas análises PCA foram observado que a L-alanina só não foi o metabólito mais 

importante no grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos e no 

grupo das atletas do sexo feminino; a L-prolina só não apareceu no grupo dos 

atletas do sexo masculino com menos de 19 anos; o trimetil-fosfato e o androst-7-

em-3-ol apareceram apenas no grupo dos atletas dos atletas do sexo masculino com 

menos de 19 anos; o ácido octadecanoico e a L-treorina apareceram somente no 

grupo de atletas do sexo feminino e a ureia apareceu somente no grupo de todos os 

atletas. 

Em todas as análises, os metabólitos selecionados representaram mais de 27% 

da variação total de todos os metabólitos com destaque para a L-prolina que 

representou mais de 23% da variação nos atletas do sexo feminino e para o trimetil-

fosfato que representou mais de 26% da variação nos atletas do sexo masculino 

com menos de 19 anos. Esses metabólitos podem ser marcadores de sexo e idade 

respectivamente. 

Os resultados do grupo de atletas do sexo masculino com menos de 19 anos 

foram muito diferentes dos outros, mostrando que a idade pode ser fator decisivo 

nas análises metabólicas. Mas, as análises dos outros 4 grupos mostram possíveis 

marcadores relacionados com o sexo dos atletas, que são a L-treorina e o ácido 

octadecanóico para o sexo feminino; a L-alanina para os atletas do sexo masculino e 

a L-prolina como marcador de esforço para todos os atletas. 
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Tabela 4.26– Análise PCA do grupo de todos os atletas. 
 
 
 

 

 

 
 

Tabela 4.27– Análise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino. 

 

 

 

 
 

O resultado apresentado pelo grupo dos atletas do sexo masculino com menos 

de 19 anos foi muito diferente da análise dos atletas masculinos com mais de 19 

anos e do grupo dos atletas masculinos, e esses 2 grupos apresentaram resultados 

com os mesmos metabólitos. 

 

Tabela 4.28– Análise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos. 

 
 
 

 

 

Tabela 4.29– Análise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos 

 

 

 

 

 

 

 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-prolina 0,911713 12,94286 15,78398 

L-alanina 0,877845 6,26050 7,63476 

Ureia 0,783227 4,85669 5,92280 

Metabólitos Potência Autovalor %total 
 

L-prolina 0,924124 14,43287 17,60106  

L-alanina 0,885471 8,45770 10,31427  

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-prolina 0,913582 16,23617 19,80020 

L-alanina 0,849643 7,84089 9,56206 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

Trimetil fosfato 0,923507 20,59312 26,40144 

Androst-7-en-3-ol 0,912994 9,07568 11,63548 
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Tabela 4.30– Análise PCA do grupo das atletas do sexo feminino. 

 

 

 

 

 

4.2.3 ANÁLISE PLS 

 

As análises PLS de todos os grupos são apresentadas nas tabelas 4.31; 4.32; 

4.33; 4.34 e4.35. 

Nas análises PLS, foi observado que o ácido lático só não apareceu no grupo 

dos atletas do sexo feminino. Ele representou no grupo dos atletas do sexo 

masculino com menos de 19 anos, mais de 18% da variação total; o ácido butanoico 

só apareceu nos grupos que envolvem, exclusivamente, atletas do sexo masculino 

sendo o mais importante no grupo dos atletas do sexo masculino representando 8% 

da variação total; o glicerol é o metabólito mais importante no grupo de todos os 

atletas e no grupo dos atletas do sexo feminino, onde representa mais de 19% da 

variação total.  

 
Tabela 4.31– Análise PLS do grupo de todos os atletas 

 

 

 

 

Tabela 4.32– Análise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino. 

 

. 

 

 
 

 

 

Metabólitos Potência Autovalor %total 

L-prolina 0,899751 19,46834 23,74188 

Ácido octadecanoico 0,882940 9,70826 11,83934 

L-treorina 0,841712 6,01584 7,33639 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Glicerol 0,238032 8,066898 9,837680 

Ácido lático 0,218686 4,050284 4,939371 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido butanoico 0,297843 6,766913 8,252333 

Ácido lático 0,266063 5,674658 6,920314 
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Tabela 4.33– Análise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos. 

 

 

 

 
Em todas as análises, os metabólitos selecionados representaram mais de 14% 

da variação total de todos os metabólitos com destaque para a ácido lático que 

representou mais de 18% da variação nos atletas do sexo masculino com menos de 

19 anos e para o glicerol que representou mais de 19% da variação nos atletas do 

sexo feminino. Esses metabólitos podem ser marcadores de idade e sexo. 

 

Tabela 4.34– Análise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos. 

 

 

 

 
 

Tabela 4.35– Análise PLS do grupo das atletas do sexo feminino. 

 

 

 

Para a análise PLS, devem ser analisados os coeficientes de correlação dos 

metabólitos identificados, para que se possa identificar com quais metabólitos estão 

relacionadas as variáveis idade, esforço físico e sexo. Os coeficientes de regressão 

estão nas tabelas 4.36; 4.37; 4.38; 4.39 e 4.40.  

Analisando os coeficientes de regressão da tabela 4.36 e a figura 4.1, verifica-se 

que o sexo está fortemente correlacionado com o glicerol e o ácido lático. 

 

 

 

 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido lático 0,296071 4,661823 5,685151 

Ácido butanoico 0,268960 8,072314 9,844285 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Ácido lático 0,225654 14,65271 18,78552 

Ácido butanoico 0,224172 6,35812 8,15143 

Metabólitos VIP Autovalor %total 

Glicerol 0,258697 15,65162 19,08734 
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Tabela 4.36– Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo de todos os atletas. 

 

 

 

 

Figura 4.1– Função de regressão da análise do grupo de todos os atletas. 

Efforts = Distance Weighted Least Squares

 > 60 
 < 60 
 < 40 
 < 20 
 < 0 
 < -20 

 

 

No grupo dos atletas do sexo masculino, mostrado na tabela 4.37 e figura 4.2, o 

esforço físico está fortemente correlacionado com o ácido lático e o ácido butanoico. 

 

Tabela 4.37– Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
masculino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Glicerol Ácido lático 

Idade 0,239116 -0,500164 

Sexo -0,036424 0,131095 

Esforço -0,970308 -0,855950 

 Ácido butanoico Ácido lático 

Idade 0,274734 0,552609 

Esforço -0,961520 0,833440 
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Figura 4.2– Função de regressão da análise do grupo dos atletas do sexo masculino 

Efforts = Distance Weighted Least Squares

 > 60 
 < 60 
 < 50 
 < 40 
 < 30 
 < 20 
 < 10 
 < 0 

 

 

No grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos, mostrado na 

tabela 4.38 e na figura 4.3, a idade está fortemente correlacionada com o ácido 

butanoico e o esforço físico com o ácido lático.  

 

Tabela 4.38– Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
masculino com mais de 19 anos. 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Ácido lático Ácido butanoico 

Idade 0,193173 0,985902 

Esforço 0,981165 0,167323 
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Figura 4.3– Função de regressão da análise do grupo dos atletas do sexo masculino com 
mais de 19 anos. 
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No grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos, mostrado na 

tabela 4.39 e na figura 4.4, o esforço físico está fortemente correlacionado com o 

ácido lático e o ácido butanoico. 

No grupo dos atletas do sexo feminino, mostrado na tabela 4.40 e na figura 4.5, 

o esforço físico está fortemente relacionado com o glicerol. 

 

Tabela 4.39– Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
masculino com menos de 19 anos. 

 

 Ácido lático Ácido butanoico 

Idade 0,300410 0,500123 

Esforço -0,953810 -0,865954 
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Figura 4.4– Função de regressão da análise do grupo dos atletas do sexo masculino com 
menos de 19 anos. 

Efforts = Distance Weighted Least Squares

 > 25 
 < 25 
 < 20 
 < 15 
 < 10 
 < 5 
 < 0 

 

 

Nessa análise, o ácido lático mostrou a correlação esperada com o esforço 

correlação do esforço físico em quase todos os grupos, a exceção ficou com o grupo 

dos atletas do sexo feminino, onde o glicerol teve forte correlação com o esforço 

físico. 

 

Tabela 4.40– Coeficientes de regressão da análise PLS do grupo dos atletas do sexo 
feminino. 

 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Glicerol 

Idade 0,063643 

Esforço -0,997973 
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Figura 4.5 – Função de regressão da análise do grupo dos atletas do sexo feminino 
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4.2.4 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

Comparando todas as análises feitas, observou-se que: 

1 – a L-alanina e a L-treorina só não aparecem no grupo dos atletas do sexo 

masculino com menos de 19 anos nas análises de correlação e a L-treorina 

é um dos principais metabólitos no grupo dos atletas do sexo feminino na 

análise PCA e a L-alanina é um dos principais metabólitos no grupo de 

todos os atletas e dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos; 

2 – a-D-galactopiranose e a D-manopiranose só não se correlacionam nos 

grupos dos atletas do sexo masculinos com mais de 19 anos e com menos 

de 19 anos nas análises de correlação; 

3 – a creatinina e o trimetil fosfato só não aparecem no grupo de todos os atletas 

nas análises de correlação e o trimetil fosfato aparece como metabólito 

principal na análise PCA do grupo de atletas do sexo masculino com menos 

de 19 anos; 

4 – o metil estearato; o ácido octadecanoico; o 9-12-ácido octadecadienoico 

apareceram em todos os grupos nas análises de correlação e o ácido 
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octadecanoico é um dos principais metabólitos na análise PCA do grupo de 

atletas do sexo feminino; 

5 –  o ácido lático só aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na análise 

de correlação só não aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na 

análise PLS, sendo um metabólito fortemente relacionado com o esforço 

físico nos atletas do sexo masculino e com o sexo no grupo de todos os 

atletas; 

6 – o ácido butanoico só aparece nos atletas do sexo masculino com menos de 

19 anos na análise de correlação e nos grupos dos atletas do sexo 

masculino nas análises PLS com forte correlação com a idade no grupo dos 

atletas do sexo masculino com mais de 19 anos e com o esforço físico no 

grupo dos atletas de sexo masculino com menos de 19 anos e de todos os 

atletas do sexo masculino; 

7 – ácido hexadecanoico; ácido heptadecanoico e o 1-tetradeceno só aparecem 

no grupo atletas do sexo masculino com menos de 19 anos na análise de 

correlação; 

8 – o androst-7-en-3-ol e o ácido araquidônico aparecem nos grupos dos atletas 

masculinos com menos de 19 anos e no grupo das atletas do sexo feminino 

na análise de correlação; 

9 –a L-prolina; a D-manopiranose e o metil-estearato aparecem em todas os 

grupos nas análises de correlação e a L-prolina só não é o metabólito 

principal na análise PCA do grupo de atletas do sexo masculino com menos 

de 19 anos; 

10 – o ácido tetradecanoico aparece nos grupos de todos os atletas e no dos 

atletas do sexo masculino com mais de 19 anos na análise de correlação e 

com o terceiro metabólito mais importante na análise PLS do grupo de 

atletas do sexo feminino com forte correlação com a idade; 

11 – o glicerol aparece com forte correlação com o esforço físico e é o principal 

metabólito na análise PLS do grupo de atletas do sexo feminino e o glicerol 

é, também, o principal metabólito na análise PLS do grupo de todos os 

atletas, só que nessa análise a correlação é com o sexo; 
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12 – o ácido tetradecanoico apareceu nos grupos de todos os atletas; dos 

atletas do sexo masculino e no dos atletas do sexo masculino com mais de 

19 anos nas análises de correlação. 

 

Com essas comparações, pode-se esperar que, além do que foi apresentado 

pelas análises PLS: 

1 – a L-alanina e a L-treorina podem ser marcadores de sexo; 

2 – o trimetil fosfato pode ser um marcador de idade; 

3  – o ácido octadecanoico pode ser um marcador de sexo; 

4 – ácido hexadecanoico; ácido heptadecanoico e o 1-tetradeceno podem ser 

marcadores de sexo e idade; 

 5 – o androst-7-en-3-ol e o ácido araquidônico podem ser marcadores de sexo; 

 

Nessas análises, o ácido lático apareceu como marcador de esforço no sexo 

masculino, mas foi substituído pelo glicerol no sexo feminino e quando a análise foi 

com todos os atletas o ácido lático passou a ter forte correlação com o esforço. 

4.3 COMPARAÇÃO ENTRE AS ANÁLISES 

Para comparar as duas formas de analisar os dados, foram feitas comparações 

entre as análises de correlação; de PCA e de PLS.  

As duas análises de correlação foram bem parecidas, com os principais 

metabólitos de cada grupo de atletas comuns as duas formas analisadas, não sendo 

significativa a diferença entre elas, assim foi considerado que as duas formas de 

análise são iguais. 

Na análise PCA também apresentou resultados bem parecidos, com exceção 

para o grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos, que apresentou 

a -D-galactofuranose e a glucofuranose na análise com os resultados brutos e o 

trimetil fosfato e o androst-7-en-ol na análise com a diferença entre períodos de 

coleta. Além disso, na análise com as diferenças entre os períodos de coleta houve 

uma maior homogeneidade apresentando apenas 7 metabólitos, sendo que os 2 



89 
 

 
 

metabólitos, já citados,  são exclusivos do grupo de atletas do sexo masculino com 

menos de 19 anos; a ureia no grupo de todos os atletas e do ácido octadecanóico e 

a L-treorina no grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos, 

enquanto na análise com os resultado brutos apareceram 10 metabólitos com 

grupos com 4 metabólitos selecionados. Dessa forma, os resultados das análises 

com a diferença se mostraram mais homogêneos. 

Na análise PLS, o resultado da análise com os resultados brutos apresentou 11 

metabólitos enquanto, na análise com a diferença entre os períodos apresentou 

apenas 3 metabólitos. Além disso, a análise com os resultados brutos, o ácido lático 

apareceu como metabólito principal em todos os grupos, com exceção do grupo dos 

atletas do sexo feminino e apresentou correlação com a idade nos atletas do sexo 

masculino e com o esforço físico no grupo de todos os atletas. Na análise com a 

diferença entre os períodos o ácido lático foi o metabolito principal em todos os 

grupos em que só existiam atletas do sexo masculino e tinha correlação forte com o 

esforço físico. Já nos grupos de todos os atletas e no dos atletas do sexo feminino, o 

glicerol foi o metabólito principal com correlação forte com o esforço físico no grupo 

dos atletas do sexo feminino. No grupo de todos os atletas, o glicerol e o ácido lático 

tem correlação forte com a idade. 
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5 CONCLUSÃO 

 Atletas de pentatlo moderno participam de provas de esgrima, natação, tiro, 

corrida e hipismo, em um dia de competição, exigindo dos competidores diferentes 

esforços físicos e habilidades, dificultando o acompanhamento metabólico dos 

atletas. Este estudo foi realizado com um grupo de atletas, masculino e feminino, em 

um espaço curto de observação. 

 Existem diversas metodologias de análises para identificar e quantificar 

metabólitos em sangue, mas todas consomem muito tempo e padrões analíticos 

para determinarem as moléculas a serem pesquisadas, além de serem análises 

muito caras para processos repetitivos.  

 Um dos objetivos desta pesquisa foi de construir uma metodologia de resposta 

rápida, abrangente para a maioria dos grupos funcionais de moléculas orgânicas e 

que pudesse ser empregado, em tempo real, durante os treinamentos dos atletas de 

pentatlo moderno. Outro desafio deste projeto foi identificar os marcadores 

metabólicos de esforço; sexo e idade. 

 A metodologia escolhida, dentro das premissas preconizadas, foi a 

cromatografia gasosa com detector de massas com ionização por elétron. Após a 

derivatização de grupos como mono e dissacarídeos, aminoácidos, ácidos graxos, 

álcoois, entre outros, foi possível separá-los por cromatografia em 12 minutos e 

identificá-los por espectrometria de massas com a ajuda de um banco de espectros.  

 Apesar do grupo pequeno de atletas que participaram dessa pesquisa e de ter 

sido possível realizar coleta de sangue em apenas um período de 3 semanas de 

treino, as análises mostraram resultados bastante confiáveis, principalmente nas 

análises com a diferença entre os períodos de coleta. Isso foi possível devido a 

utilização das técnicas de análise estatística multivariada PCA e PLS. 

 Após todas as análises, concluiu-se que o glicerol e o ácido lático podem ser 

marcadores de esforço físico e sexo, sendo o glicerol marcador para o sexo feminino 

e o ácido lático para o sexo masculino; o ácido butanoico pode ser uma marcador de 

idade no sexo masculino e a L-prolina aparece em todos os grupos nas análises de 

correlação e nas análises PCA, a L-alanina aparece em todas as análises de 

correlação e nas análises PCA dos atletas do sexo masculino, sendo que a L-

alanina é substituída pela L-treorina no grupo dos atletas do sexo feminino e o ácido 

octadecanóico aparece na análise PCA dos atletas do sexo feminino. 
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 Esta metodologia mostrou ser rápida, precisa e eficaz para análise de um 

microciclo de treinamento. 

 Esse trabalho foi da procura de um marcador biológico a partir da determinação 

de um perfil metabólico do soro sanguíneo, de metabólitos de baixo peso molecular. 

Isso possibilitou a utilização do CG-EM que tem muita eficiência na separação dos 

metabólitos e a vasta biblioteca, nesse caso foi a Wiley, do espectrômetro de 

massas facilitou o trabalho, permitindo que a identificação dos metabólitos fosse feita 

sem a utilização de padrões.  

 A determinação de marcadores para esforço diferente para cada sexo abre uma 

perspectiva para pesquisa mais aprofundada para o sexo feminino, possibilitando o 

desenvolvimento de tratamento diferenciado em todos os aspectos. Os marcadores 

de idade devem ser mais bem pesquisados, pois os resultados encontrados para os 

atletas com menos de 19 anos foram muito diferentes dos atletas com mais de 19 

anos, mas pode-se iniciar os estudos com base nos marcadores aqui identificados. 

 O Exército pode ter um interesse particular, pois está iniciando a formação de 

mulheres em atividades de combatentes, como a formação de paraquedistas, 

guerreiras de selva e o início da formação de oficiais combatentes na Academia 

Militar das Agulhas Negras (AMAN). Se forem identificados marcadores específicos 

para as mulheres, o Exército poderá criar estruturas para uma formação mais 

eficiente das mulheres. 

 

5.1 SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS 

 

 Como direcionamento para futuras pesquisas relativas a essa pesquisa, sugere-

se que as análises sejam feitas sempre com a diferença entre os períodos; e as 

pesquisas sejam feitas com um grupo que tenha pelo menos 3 subgrupos de, pelo 

menos, 3 atletas com 3 faixas de idade, sugere-se menos de 17 anos; entre 17 e 21 

anos e com mais de 21 anos,  do sexo masculino e feminino com coleta em, pelo 

menos, 2 períodos de treinamento diferentes e em atletas de outros esportes.  

 Com a identificação de metabólitos de esforço que diferenciem o sexo, devem 

ser feitos estudos para a confirmação e para o desenvolvimento de kits de 

identificação desses marcadores. Também devem ser feitos estudos para a 

identificação de marcadores para outras situações como estresse físico, psicológico 
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para homens e mulheres e até, da proximidade do período menstrual para as 

mulheres. 

 Na área da idade, devem ser feitos estudos para a determinação de marcadores 

que diferenciem as faixas etárias e possibilitem o desenvolvimento de técnicas e 

estruturas que, realmente, respeitem essa diferença. 

 O estudo do glicerol deve ser intensificado para a confirmação dele como 

marcador de esforço físico para as mulheres. 

 O Exército deveria estudar esses marcadores para auxiliar os profissionais dos 

cursos, que exigem uma carga física elevada, a identificar os alunos que não tem 

condições de prosseguir, evitando situações de risco de vida ou acidentes. 

 Além disso, as pesquisas devem ser feitas em grupos que atuem em diferentes 

atividades, que envolvam ou não esforço físico para que se possa confirmar os 

resultados apresentados nesse trabalho. 
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APÊNDICES 
 
APÊNDICE I: Relação dos metabolitos e seus tempos de retenção e similaridade. 
  Metabólito  T. retenção Sim. 

1 Ácido lático 4,522 4,599 91 
2 L-alanina 4,766 4,81 95 
3 Glicina 4,85 4,862 86 
4 Ácido butanoico 4,9 4,95 91 
5 Ácido butanoico 4,98 5,01 90 
6 Ácido butanoico 5,03 5,13 93 
7 Ácido butanoico 5,1 5,179 95 
8 10-epi-eudesma-3,11-diene 5,17 5,19 95 
9 Ureia 5,209 5,23 93 

10 Ácido fosfórico 5,25 5,259 97 
11 L-valina 5,374 5,42 94 
12 Ureia 5,447 5,503 97 
13 Ácido pentanoico 5,505 5,522 94 
14 Ácido benzoico 5,552 5,62 95 
15 Glicerol 5,628 5,665 91 
16 Trimetil-fosfato 5,665 5,702 99 
17 L-Isoleucina 5,742 5,79 87 
18 Prolina  5,803 5,833 95 
19 Ácido pentanoico 5,833 5,869 94 
20 Ácido 2-hexanoico 5,879 5,881 90 
21 Ácido propanoico 5,909 5,96 87 
22 L-serina 6,043 6,09 90 
23 Colesterol 6,13 6,18 99 
24 L-treorina 6,179 6,216 93 
25 Colesterol 6,22 6,299 99 
26 1H-Indole  (CAS) 6,29 6,3 83 
27 Ácido hexanoico 6,374 6,386 99 
28 Ácido 2-metoxi-fenil-pirúvico 6,49 6,54 90 
29 Ácido aminolamônico 6,552 6,575 90 
30 L-ácido aspártico  6,57 6,614 91 
31 Eritritol 6,721 6,724 93 
32 L-Prolina 6,801 6,834 96 
33 Ácido 2,3,4-trihidrobutírico 6,851 6,882 87 
34 Creatinina enol  6,92 6,968 94 
35 Creatinina enol  6,989 6,995 93 
36 L-Prolina 7,027 7,11 90 
37 Androst-7-en-3-ol 7,12 7,135 95 
38 L-fenilalanina 7,222 7,257 91 
39 Ácido dodecanoico 7,26 7,29 98 
40 D-Ribopiranose 7,4 7,41 91 
41 Arabinopiranose 7,417 7,47 90 
42 Ácido fosfórico 7,578 7,596 91 
43 Ácido fosfórico 7,68 7,708 94 
44 l-glutamina  7,746 7,76 95 
45 Androstane-3,17-diol 7,79 7,792 91 
46  Glucofuranose 7,818 7,843 90 
47 D-Frutose 7,87 7,899 91 
48 D-Frutose 7,9 7,92 91 
49 Ácido tetradecanoico 7,95 7,985 98 
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50 -d-galactofuranose 7,99 8,02 91 
51 Glucofuranose  8,025 8,049 91 
52 s-Triazole-3-carboxaldeído 8,08 8,15 90 
53 Ácido tetradecanoico 8,16 8,18 92 
54 -D-Galactopiranose 8,194 8,226 94 
55 Glucopiranose 8,233 8,264 94 
56 Ácido hexadecanoico 8,25 8,273 98 
57 1H-Indole-2-ácido carboxílico 8,302 8,332 91 
58 2(1H)Naftalenona 8,33 8,372 87 
59 Ácido tetradecanoico 8,35 8,4 83 
60 Ácido octadecanóico 8,403 8,405 83 
61 D-manopiranose 8,431 8,471 91 
62 -DL-Arabinopiranose 8,46 8,49 87 
63 Ácido hexadecanoico 8,51 8,593 94 
64 Ácido hexadecanoico 8,621 8,673 98 
65 Ácido hexadecanoico 8,69 8,74 96 
66 Ácido hexadecanoico 8,76 8,79 97 
67 Ácido hexadecanoico 8,79 8,807 96 
68 9-12-ácido octadecadienoico 8,823 8,86 99 
69 1H-Purine-2,6,8(3H)-triona 8,864 8,89 86 
70 Metil estearato 8,892 8,9 98 
71 Ácido heptadecanoico 8,93 9,02 97 
72 Criwelline 9,048 9,07 93 
73 Dodecanamida 9,12 9,15 90 
74 9-12-ácido octadecadienoico 9,17 9,208 96 
75 Ácido octadecanoico 9,23 9,286 99 
76 1,4-Naftoquinona 9,284 9,352 80 
77 5, 8, 11, 14 ácido eicosatetraenoico 9,353 9,42 98 
78 Ácido araquidônico 9,66 9,738 93 
79 Hexametil-ciclotrisiloxano 9,88 9,89 81 
80 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihydropirimidina 10,3 10,375 90 
81 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihydropirimidina 10,6 10,67 90 
82 Colesterol 10,75 10,976 99 
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APÊNDICE II: Resultados das análises no CG-MS. 
 
Atleta A1, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
1T1 

A
1T1 

A
1T1 

A
1T2 

A
1T2 

A
1T2 

A
1T3 

A
1T3 

A
1T3 

A
1T4 

A
1T4 

A
1T4 

A
1T5 

A
1T5 

A
1T5 

A
1T6 

A
1T6 

A
1T6 

1 
0,231 0,228 0,212 0,615 0,597 0,607 0,315 0,337 0,356 0,347 0,396 0,435 0,171 0,165 0,177       

2 
0,004          0,029 0,031 0,033       0,019 0,018 0,020       

3 
           0,004 0,003 0,004         0,002 0,002       

4 
0,003 0,004 0,004 0,007 0,007 0,008 0,004 0,006 0,005 0,006 0,008 0,009 0,003 0,001 0,003       

5 
                        0,002   0,002       

6 
0,014 0,008 0,008 0,034 0,027 0,037 0,009 0,009 0,010 0,010 0,023 0,023 0,004 0,003 0,003       

7 
              0,005       0,008             

8 
                    0,004 0,006             

9 
            0,043 0,040 0,024       0,005 0,006         

10 
              0,006                     

11 
            0,057 0,059 0,038       0,018 0,017 0,017       

12 0,055 0,033 0,039 0,050 0,050 0,051 0,464 0,477 0,588 0,020 0,021 0,024 0,281 0,277 0,309       
13 0,007   0,006 0,007   0,005 0,012 0,011 0,013   0,004 0,004 0,009 0,009 0,010       
14 

0,012 0,017 0,013 0,007 0,007 0,010 0,011 0,007 0,009 0,011 0,010 0,009 0,010 0,010 0,011       
15 

0,007 0,009 0,007 0,013 0,013 0,015 0,019 0,020 0,023 0,009 0,009 0,008 0,011 0,012 0,011 0,007 0,006 0,006 
16 

    0,005       0,017 0,016 0,019       0,009 0,010 0,008       
17 

0,006           0,010 0,011 0,012       0,005 0,005 0,005       
18 

            0,026 0,024 0,024       0,008 0,008 0,009       
19 

            0,002 0,001 0,002       0,002 0,001         
20 

                                    
21 

            0,004 0,003 0,004     0,003   0,002 0,002       
22 

0,003           0,005 0,005 0,006       0,003 0,003 0,003       
23     0,094       0,004 0,004 0,004                   
24 0,005           0,005 0,005 0,005       0,003 0,004 0,004       
25     0,051       0,023   0,031   0,008 0,011   0,005 0,004     0,002 
26                                     
27                                     
28                         0,001           
29 

            0,006 0,008 0,009       0,003 0,003 0,004       
30 

0,006 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,011 0,013 0,004 0,007 0,006 0,004 0,004 0,008       
31 

                                    
32 

            0,018 0,020 0,020       0,011 0,012 0,011       
33 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,003 0,003   0,000 0,000 0,000 0,000 0,002       
34 

            0,005 0,006 0,006       0,002 0,002 0,002       
35 

                                    
36 

0,005 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,003 0,003   0,000 0,000 0,000 0,000 0,002       
37 

            0,006                       
38 

            0,008 0,008 0,009       0,002 0,002 0,003       
39 

0,004 0,004                       0,001         
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40 
            0,002                       

41 
            0,013 0,012       0,005         0,005 0,004 

42 
                        0,009       

43 
            0,038 0,038 0,040     0,005 0,009 0,012         

44 
                          0,002 0,003       

45 
                                    

46 
0,027 0,021 0,021     0,002 0,015 0,015 0,017 0,029 0,033 0,034 0,007 0,007 0,007       

47 
                0,005   0,008 0,008   0,002 0,002     0,003 

48 
            0,011 0,014 0,014   0,005 0,006 0,008 0,009 0,008     0,005 

49 
0,022 0,005 0,002  0,002   0,003             0,002   0,012 0,012 0,010 

50 
0,053 0,049 0,048 0,021 0,019 0,019 0,073 0,074 0,083 0,095 0,111 0,123 0,032 0,032 0,035 0,015 0,016 0,014 

51 
0,094 0,084 0,085 0,025 0,025 0,023 0,059 0,059 0,070       0,024 0,027 0,026 0,042 0,042 0,037 

52 
0,004 0,002                       0,006 0,006       

53 
0,005                                   

54 0,080 0,073 0,078 0,064 0,062 0,059 0,320 0,320 0,343 0,125 0,152 0,179 0,106 0,112 0,115     0,205 
55 

0,040 0,033 0,032       0,033 0,033 0,039 0,059 0,068 0,072 0,011 0,012 0,013 0,018 0,014 0,018 
56                                     
57 

0,023 0,007 0,004         0,004 0,004 0,003 0,003     0,003         
58 

0,023 0,002         0,006   0,007                   
59 

0,044                                   
60 

0,005 0,007                                 
61 

0,123 0,120 0,133 0,124 0,122 0,113 0,696 0,698 0,748 0,196 0,245 0,287 0,219 0,231 0,238     0,540 
62 

            0,009 0,009 0,010                   
63 

0,008 0,002               0,005       0,002       0,006 
64 

0,234 0,112 0,082 0,060 0,064 0,062 0,097 0,093 0,111 0,099 0,098 0,121 0,108 0,090 0,079     0,181 
65 

  0,003 0,002         0,001 0,011   0,002 0,002 0,001           
66 

  0,008 0,009             0,008 0,007 0,008 0,005 0,005         
67 

0,015 0,002               0,016                 
68 

0,005 0,002     0,001   0,002 0,002             0,002     0,007 
69 

            0,014   0,018           0,002   0,002 0,001 
70 

0,005           0,012   0,002             0,001 0,001   
71 

0,003 0,007   0,001     0,002     0,001       0,001   0,001   0,002 
72 

                  0,003                 
73 

                                    
74 

0,035 0,038 0,060 0,078 0,078 0,081 0,118 0,118 0,139 0,106 0,123 0,164 0,132 0,102 0,091       
75 

0,018 0,020 0,028 0,023 0,023 0,025 0,049 0,049 0,056 0,036 0,046 0,054 0,069 0,045 0,041     0,087 
76 

                      0,009     0,010       
77 

                            0,002 0,001     
78 

    0,001 0,001   0,002 0,019 0,019 0,020 0,001   0,004 0,015 0,010 0,011     0,011 
79 

                    0,004 0,003           0,002 
80 

0,001 0,001 0,002             0,003 0,002 0,001 0,001   0,002       
81 

                  0,001   0,001 0,001   0,002 0,004 0,006 0,002 
82 

    0,003 -0,035 0,030 0,050 -0,029 0,009 -0,022 -0,030 -0,551 0,059 -0,014 -0,044 -0,089 0,030 0,028 0,029 
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Atleta A2, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
2T1 

A
2T1 

A
2T1 

A
2T2 

A
2T2 

A
2T2 

A
2T3 

A
2T3 

A
2T3 

A
2T4 

A
2T4 

A
2T4 

A
2T5 

A
2T5 

A
2T5 

A
2T6 

A
2T6 

A
2T6 

1 
0,116 0,132 0,140 1,383 1,084 1,141 0,064 0,069 0,071 0,254 0,236 0,276 0,148 0,159 0,145 0,310 0,320 0,302 

2 
      0,034 0,027 0,029 0,010 0,011 0,012 0,013 0,012 0,009       0,009 0,010 0,009 

3 
              0,002 0,003                   

4 
0,001     0,007 0,006 0,006       0,003 0,003 0,004 0,002     0,008 0,010 0,009 

5 
            0,001     0,003 0,002 0,002             

6 
0,004 0,010 0,010 0,017 0,012 0,014     0,001 0,004 0,003 0,003 0,108     0,032 0,007 0,003 

7 
      0,006 0,004 0,004         0,003         0,012 0,031 0,035 

8 
                                  0,003 

9 
      0,010 0,007 0,014                  0,026 0,025 0,016 

10 
          0,004                        

11 
      0,019 0,009 0,026 0,004 0,006 0,006 0,009 0,008 0,007       0,127 0,048 0,047 

12 
0,028 0,026 0,030 0,705 0,439 0,462 0,178 0,199 0,188 0,343 0,323 0,342 0,186 0,164 0,176 1,366 1,462 1,450 

13 
0,005 0,003   0,019 0,010 0,014       0,010 0,009 0,009             

14 
0,004 0,004 0,008 0,009 0,008 0,012 0,003 0,008 0,003 0,011 0,010 0,006 0,013 0,012 0,014 0,032   0,037 

15 
0,005 0,005 0,007 0,041 0,027 0,032 0,007 0,008 0,008 0,014 0,013 0,013 0,013 0,010 0,014 0,042 0,045 0,046 

16 
      0,007 0,005 0,007 0,006 0,007 0,006 0,008 0,008 0,007 0,004 0,005 0,005 0,019 0,023 0,023 

17 
      0,007 0,004 0,005   0,002 0,002   0,006 0,005       0,012 0,011 0,011 

18 
      0,009 0,006 0,008 0,003 0,004 0,004 0,003 0,004 0,002             

19 
  0,001   0,003 0,002 0,002       0,002 0,002 0,002       0,004 0,006   

20 
                                    

21 
    0,004 0,005 0,003 0,004   0,002   0,003 0,003 0,003 0,003     0,009 0,008 0,009 

22 
      0,003 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002   0,003 0,002   0,002 0,002 0,003 0,004 

23 
                              0,001     

24 
      0,004 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004       0,005 0,004 0,006 

25 
        0,011 0,013     0,002   0,009 0,009         0,002 0,001 

26 
                        0,003   0,002 0,010 0,010 0,009 

27 
                        0,004 0,003 0,002 0,018 0,019 0,021 

28 
        0,001                     0,005 0,002   

29 
        0,002         0,002   0,003       0,008 0,001 0,005 

30 
0,003 0,003 0,003 0,009 0,008 0,011 0,007 0,004 0,004 0,004 0,012 0,008       0,009 0,005 0,007 

31 
                              0,002 0,002 0,002 

32 
      0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005 0,005       0,015 0,011 0,013 

33 
0,000 0,000 0,000 0,003 0,003       0,001 0,000 0,000 0,000     0,004 0,004 

34 
          0,002                 0,003 0,007   0,005 

35 
                0,011                   

36 
0,000 0,000 0,000 0,002 0,002         0,000 0,000 0,000            

37 
           0,008 0,008               0,004   0,002 

38 
        0,005 0,006     0,001 0,001           0,008 0,005 0,007 

39 
                        0,001       0,002   

40 
                            0,004 0,003 0,004 0,002 
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41 
0,003 0,003   0,004     0,001 0,002   0,010   0,010       0,013 0,015 0,014 

42 
                              0,009 0,009 0,003 

43 
        0,006     0,002               0,041 0,037 0,036 

44 
                                0,004 0,005 

45 
                              0,004   0,005 

46 
0,016 0,020 0,018 0,014 0,008 0,009 0,002 0,002 0,002 0,026 0,025 0,026    0,002 0,020 0,023 0,024 

47 
0,004 0,005     0,003 0,003       0,004 0,004 0,004       0,009 0,009 0,008 

48 
0,003 0,004 0,004 0,017 0,009 0,009 0,002 0,002 0,002 0,016 0,015 0,015   0,003 0,032 0,028 0,027 

49 
      0,004 0,003 0,003     0,001 0,003             0,005 0,005 

50 
0,044 0,056 0,053 0,066 0,042 0,046 0,010 0,010 0,010 0,077 0,076 0,083 0,032 0,031 0,031 0,173 0,159 0,157 

51 
0,071 0,086 0,081   0,051 0,056 0,003 0,003 0,005   0,065   0,057 0,047 0,057 0,098 0,105 0,101 

52 
      0,009   0,007 0,001     0,007 0,007 0,006             

53 
      0,005 0,005 0,004       0,004 0,006 0,006             

54 
0,046 0,059 0,057 0,301 0,189 0,214 0,016 0,017 0,017 0,207 0,203 0,221 0,128 0,120 0,127 0,342 0,325 0,319 

55 
0,026 0,035 0,029 0,020 0,017 0,019   0,002 0,003 0,033 0,032 0,034             

56 
      0,009                 0,095 0,077 0,096 0,054 0,055 0,053 

57 
                    0,003               

58 
                  0,003           0,006 0,007 0,006 

59 
                                    

60 
                                    

61 
0,070 0,094 0,089 0,606 0,375 0,428 0,028 0,029 0,028 0,518 0,501 0,546 0,243 0,214 0,244 0,606 0,579 0,563 

62 
      0,009 0,006 0,006       0,005 0,004 0,003 0,002   0,002 0,008 0,008 0,008 

63 
      0,005 0,004 0,004       0,005 0,009     0,003 0,004 0,016 0,006 0,006 

64 
0,042 0,050 0,047 0,114 0,104 0,110 0,015 0,011 0,011 0,107 0,111 0,101 0,080 0,078 0,092 0,140 0,139 0,134 

65 
0,002 0,002                                 

66 
  0,003 0,003               0,002           0,004   

67 
                                    

68 
0,001 0,001     0,003 0,003     0,002 0,002   0,001 0,075 0,064 0,073 0,024 0,024 0,023 

69 
                                    

70 
                    0,002   0,049 0,040 0,050 0,017 0,013 0,018 

71 
                  0,001 0,001         0,002 0,002 0,003 

72 
                          0,003         

73 
                0,001             0,004 0,003   

74 
0,037 0,045 0,043 0,156 0,139 0,146 0,012 0,010 0,010 0,110 0,111 0,100 0,061 0,063 0,072 0,166 0,158 0,154 

75 
0,018 0,018 0,018 0,054 0,051 0,054 0,007 0,006 0,007 0,045 0,046 0,040 0,036 0,041 0,046 0,077 0,075 0,075 

76 
  0,001 0,003       0,002             0,003 0,006       

77 
0,001     0,005               0,002 0,012           

78 
0,001 0,001   0,015 0,015 0,015       0,017 0,020 0,017     0,004 0,018 0,018 0,018 

79 
                0,002 0,010                 

80 
  0,001 0,001   0,001 0,001       0,001 0,001   0,003 0,006         

81 
0,001 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001   0,001       0,001 0,001           

82 
0,001 0,019 0,020 0,001 0,069 -0,003 -0,035 0,009 0,000 0,002 -0,027 -0,091 0,342 0,386 0,326 0,257 0,291 0,267 
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Atleta A3, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
3T1 

A
3T1 

A
3T2 

A
3T2 

A
3T2 

A
3T3 

A
3T3 

A
3T3 

A
3T4 

A
3T4 

A
3T4 

A
3T5 

A
3T5 

A
3T5 

A
3T6 

A
3T6 

A
3T6 

1 
0,193 0,208 0,224 0,162 0,160 0,113 0,125 0,125 0,187 0,224 0,209 0,200 0,198 0,161 0,274 0,256 0,283 

2 
                            0,004 0,004 0,005 

3 
                                  

4 
0,002 0,002 0,009 0,006 0,006 0,002 0,002 0,003 0,007 0,008 0,011 0,003 0,003 0,003 0,011 0,011 0,014 

5 
    0,002                             

6 
  0,004 0,007 0,006 0,005 0,018 0,016 0,008 0,009 0,010 0,011 0,002 0,002 0,002 0,005 0,025 0,024 

7 
  0,001   0,003 0,003           0,004       0,025 0,007 0,007 

8 
                              0,006 0,004 

9 
0,005 0,005             0,008   0,008       0,010 0,016 0,017 

10 
                              0,004   

11 
                            0,029 0,030   

12 
0,124 0,137 0,363 0,298 0,258 0,165 0,200 0,213 0,253 0,319 0,296 0,289 0,274 0,237 0,776 0,781 0,840 

13 
0,006 0,007 0,008     0,006 0,009 0,008 0,008   0,009 0,006 0,007         

14 
    0,009   0,005     0,002   0,009         0,009   0,010 

15 
0,005 0,005 0,011 0,010 0,008 0,008 0,009 0,008 0,013 0,015 0,014 0,008 0,010 0,007 0,047 0,049 0,048 

16 
  0,003 0,006 0,004 0,005         0,005   0,003 0,003 0,004 0,013 0,013 0,014 

17 
    0,004                       0,002 0,007 0,006 

18 
    0,002         0,002   0,003               

19 
  0,003   0,001 0,002 0,001 0,002 0,001         0,004   0,005 0,005 0,007 

20 
                                  

21 
  0,002 0,002 0,002 0,002   0,002 0,001 0,002 0,002 0,003 0,002   0,003 0,007 0,009 0,009 

22 
                            0,002   0,004 

23 
                            0,001     

24 
                        0,001   0,002 0,004 0,003 

25 
0,002                 0,002   0,002 0,002     0,001   

26 
                          0,002 0,014 0,015 0,014 

27 
                              0,001   

28 
  0,001                 0,002       0,003 0,002   

29 
  0,003 0,006               0,013 0,002 0,002 0,003 0,006 0,009   

30 
      0,005 0,006 0,000   0,000       0,000 0,003 0,003 0,010 0,011 0,021 

31 
                            0,003 0,004 0,003 

32 
0,002   0,002                 0,003 0,002 0,002 0,012 0,011 0,012 

33 
        0,000 0,000 0,000 0,000       0,002 0,002   0,006 0,007 0,007 

34 
                0,001           0,011 0,013 0,012 

35 
                              0,002   

36 
  0,005 0,002   0,000 0,000 0,000 0,000 0,004     0,000 0,000   0,001 0,004 0,002 

37 
0,001                           0,006 0,008 0,007 

38 
    0,002                       0,003 0,003 0,001 

39 
  0,003 0,002   0,002   0,001     0,003       0,002 0,005 0,006 0,008 

40 
                            0,004 0,006 0,006 

41 
      0,004         0,004 0,005 0,005 0,006       0,013 0,012 
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42 
                            0,011 0,009 0,009 

43 
  0,003 0,005                 0,006     0,039 0,033 0,037 

44 
                              0,006 0,005 

45 
                            0,004   0,006 

46 
0,012 0,012 0,020 0,014 0,012       0,011 0,011 0,013 0,020 0,018 0,016 0,024 0,028 0,022 

47 
0,002 0,003 0,003 0,002 0,002 0,006 0,007 0,003 0,002 0,007 0,007 0,003 0,012 0,003 0,013     

48 
0,005 0,006 0,005 0,004 0,004     0,005 0,004     0,009   0,008 0,032 0,043 0,042 

49 
    0,004 0,002     0,001         0,003           

50 
0,029 0,032 0,044 0,033 0,031 0,023 0,024 0,028 0,033 0,031 0,037 0,045 0,044 0,037 0,183 0,181 0,180 

51 
0,060   0,051 0,036 0,032 0,015 0,015 0,017 0,064 0,061         0,148 0,142 0,146 

52 
                                  

53 
                                  

54 
0,221 0,244 0,205 0,158 0,140 0,137 0,150 0,168 0,233 0,215 0,262 0,256 0,246 0,222 0,797 0,787 0,788 

55 
0,028 0,032 0,014 0,007 0,006   0,003   0,032 0,029 0,036 0,037 0,032 0,030 0,095 0,091 0,092 

56 
      0,004                           

57 
    0,004 0,002                     0,008 0,009   

58 
                                  

59 
                                  

60 
                                  

61 
0,460 0,499 0,540 0,409 0,358 0,304 0,332 0,376 0,505 0,449 0,565 0,577 0,557 0,504 1,701 1,688 1,689 

62 
0,004 0,004 0,003 0,002       0,002 0,004 0,004 0,003 0,004 0,004 0,004 0,012 0,010 0,011 

63 
0,002 0,006 0,006   0,004 0,001   0,002 0,003 0,003 0,004 0,002     0,015 0,014 0,014 

64 
0,061 0,068 0,181 0,093 0,076 0,065 0,074 0,080 0,056 0,048 0,053 0,070 0,071 0,068 0,177 0,160 0,162 

65 
                                  

66 
                      0,002           

67 
                                  

68 
  0,002 0,003     0,002           0,002   0,003 0,014 0,017 0,014 

69 
0,001                   0,001       0,013     

70 
  0,002           0,001             0,013 0,004  

71 
    0,002   0,001 0,001         0,001       0,003 0,004 0,003 

72 
                            0,005     

73 
                             0,006   

74 
0,058 0,065 0,208 0,104 0,084 0,067 0,074 0,086 0,064 0,051 0,058 0,065 0,066 0,064 0,228 0,198 0,208 

75 
0,025 0,029 0,087 0,041 0,033 0,025 0,025 0,032 0,024 0,018 0,021 0,032 0,031 0,028 0,076 0,067 0,065 

76 
0,002 0,001 0,005             0,003     0,002         

77 
    0,008         0,001 0,001           0,016 0,019 0,019 

78 
  0,006 0,011 0,006 0,005   0,005 0,006       0,006 0,007 0,006 0,025 0,021 0,021 

79 
    0,003 0,001 0,002         0,001   0,002 0,002 0,001       

80 
  0,001 0,001     0,001           0,001   0,001 0,001 0,003   

81 
0,001 0,003 0,006 0,001           0,003 0,001     0,001       

82 
0,104 0,073 0,059 0,020 0,053 0,093 0,082 0,054 0,094 0,002 0,052 0,052 0,037 0,054 0,205 0,278 0,229 
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Atleta A4, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
4T1 

A
4T1 

A
4T1 

A
4T2 

A
4T2 

A
4T2 

A
4T3 

A
4T3 

A
4T3 

A
4T4 

A
4T4 

A
4T4 

A
4t5 

A
4t5 

A
4t5 

A
4T6 

A
4T6 

A
4T6 

1 
0,247 0,244 0,251 0,834 0,850 1,014 0,234 0,225 0,228 0,423 0,408 0,355 0,130 0,158 0,200 0,143 0,105 0,112 

2 
0,019 0,024 0,027 0,021 0,029 0,021       0,024 0,025 0,027             

3 
    0,003             0,002                 

4 
0,002 0,002 0,002 0,014 0,010 0,016 0,003 0,004 0,005 0,011 0,009 0,010 0,002 0,002 0,003 0,004 0,003 0,004 

5 
                                    

6 
0,001 0,002 0,008 0,029 0,035 0,037     0,023 0,016 0,016 0,016 0,004 0,005   0,006 0,028 0,023 

7 
0,009 0,009 0,006 0,008 0,017 0,010   0,052 0,020 0,004 0,008 0,009             

8 
0,002 0,006       0,006                         

9 
0,011 0,017 0,013 0,017 0,015 0,012       0,010 0,011 0,012 0,008           

10 
                                    

11 
0,065 0,045 0,050 0,011 0,036   0,009 0,014   0,020 0,018 0,036       0,011     

12 
0,371 0,418 0,420 0,626 0,624 0,797 0,069 0,115 0,102 0,460 0,446 0,430 0,139 0,209 0,289 0,102 0,102 0,090 

13 
0,005         0,007   0,009 0,009 0,019     0,007 0,009 0,006 0,006 0,006 0,006 

14 
0,009 0,010 0,014   0,012 0,008 0,004 0,005 0,004 0,006 0,006 0,016       0,003     

15 
0,026 0,028 0,027 0,057 0,063 0,066 0,008 0,014 0,014 0,037 0,036 0,035 0,007 0,008 0,008 0,013 0,013 0,012 

16 
0,012 0,012 0,012 0,012 0,011 0,010   0,006   0,010 0,011 0,010 0,004 0,004 0,003       

17 
0,012 0,013 0,014 0,009 0,013 0,007       0,009 0,008 0,009       0,015     

18 
0,006 0,006 0,006 0,005 0,009 0,004       0,005 0,006 0,007       0,002 0,002 0,001 

19 
0,003 0,004 0,003 0,003 0,005 0,006       0,003 0,005 0,005             

20 
          0,003                         

21 
0,006 0,006 0,006 0,009 0,008 0,011 0,003 0,004 0,005 0,008 0,008 0,007 0,003 0,003 0,002 0,003   0,001 

22 
0,004 0,008 0,007 0,007 0,004 0,005     0,002 0,002 0,002 0,007             

23 
0,001                   0,003 0,002             

24 
0,007 0,006 0,009 0,004 0,004 0,001       0,004 0,003 0,006 0,002           

25 
      0,002 0,010     0,005             0,002 0,001     

26 
0,006 0,005 0,006 0,008   0,008     0,005 0,007 0,008 0,008             

27 
    0,001                               

28 
0,004 0,004 0,005 0,001 0,004 0,001         0,001 0,003 0,001           

29 
0,009 0,012 0,011   0,002 0,008       0,015 0,008 0,003 0,005 0,007 0,002       

30 
0,012 0,015 0,012 0,016 0,014 0,014       0,015 0,019 0,016       0,001 0,002   

31 
0,003 0,004 0,004 0,004 0,005 0,006 0,003 0,003 0,003 0,005 0,004 0,004            

32 
0,011 0,009 0,013 0,005 0,005 0,006       0,008 0,008 0,008     0,003       

33 
0,005 0,005 0,005 0,004 0,005 0,006  0,003  0,005 0,005 0,005 0,003 0,003 0,002 0,010   0,006 

34 
0,010     0,006 0,009 0,011       0,009 0,010 0,008 0,002           

35 
                                    

36 
0,003 0,001   0,002 0,003 0,006       0,004 0,005 0,005       0,007   0.005 

37 
0,005 0,006 0,006 0,003 0,003 0,004       0,005 0,004 0,004             

38 
0,005 0,005 0,005 0,004 0,004 0,004       0,004 0,003 0,005       0,002     

39 
0,004 0,005 0,004 0,005 0,006 0,009 0,006 0,008 0,009       0,004     0,003   0,001 

40 
0,006 0,007 0,006 0,004 0,003 0,004       0,005 0,004 0,005             

41 
      0,014 0,014 0,019             0,008 0,007 0,006       
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42 
0,006 0,008 0,006 0,005 0,005 0,006       0,008 0,006 0,007             

43 
0,030 0,037 0,033 0,021 0,020 0,027       0,031 0,030 0,031             

44 
0,007 0,007 0,007     0,008                   0,005     

45 
0,002 0,003 0,003     0,003       0,008 0,004 0,003             

46 
0,018 0,017 0,017 0,024 0,021 0,026 0,007 0,008 0,008 0,023 0,024 0,028     0,020       

47 
  0,006 0,005   0,006   0,021 0,022 0,019 0,006 0,006 0,007 0,005 0,018 0,003 0,004 0,003 0,002 

48 
0,015 0,011 0,010 0,012 0,011 0,018 0,030 0,035 0,041 0,010 0,011 0,011 0,013   0,009 0,003 0,003 0,002 

49 
                            0,003 0,002 0,003   

50 
0,109 0,119 0,114 0,095 0,132 0,129 0,086 0,096 0,087 0,133 0,112 0,132 0,041 0,045 0,045 0,038 0,032 0,033 

51 
0,117 0,110 0,110 0,126 0,143 0,176 0,074 0,082 0,092 0,149 0,150 0,147       0,028 0,024 0,023 

52 
                      0,002             

53 
                                    

54 
0,588 0,606 0,592 0,665 0,846 0,897 0,453 0,512 0,507 0,771 0,715 0,773 0,276 0,320 0,256 0,216 0,182 0,184 

55 
0,073 0,073 0,069 0,065 0,075 0,095 0,070     0,093 0,092 0,090 0,043 0,045 0,037 0,005 0,004 0,003 

56 
            0,009 0,049 0,030                   

57 
0,004 0,004 0,003   0,005 0,005       0,005 0,005 0,006           0,002 

58 
0,009 0,009 0,008 0,009   0,013                         

59 
                                    

60 
                                    

61 
1,158 1,189 1,169 1,226 1,564 1,638 0,949 1,065 1,066 1,450 1,354 1,468 0,587 0,640 0,577 0,487 0,407 0,413 

62 
0,009 0,009 0,008 0,009 0,011 0,014 0,003 0,004 0,004 0,013 0,011 0,012 0,005 0,005 0,004       

63 
0,002 0,002  0,006 0,007 0,009 0,002 0,003 0,006 0,005   0,018 0,009 0,006 0,002 0,006 0,006 0,005 

64 
0,070 0,076 0,074 0,081 0,092 0,097 0,056 0,069 0,076 0,088 0,081 0,086 0,064 0,047 0,070 0,086 0,091 0,078 

65 
                                    

66 
                            0,002       

67 
                                   

68 
0,012 0,013 0,012 0,005   0,011 0,009 0,062 0,027 0,012 0,011 0,012 0,002   0,002       

69 
  0,007 0,006     0,009       0,008 0,008   0,002 0,001         

70 
0,006 0,006 0,006   0,003 0,005 0,006 0,019 0,013 0,005 0,005 0,005   0,002         

71 
0,002 0,002 0,002   0,003 0,002           0,002       0,001 0,001   

72 
                0,007                   

73 
        0,004   0,001       0,003 0,003             

74 
0,067 0,076 0,074 0,087 0,107 0,117 0,041 0,052 0,054 0,108 0,099 0,105 0,057 0,039 0,065 0,125 0,133 0,111 

75 
0,036 0,043 0,041 0,035 0,039 0,042 0,024 0,032 0,033 0,043 0,038 0,040 0,030 0,018 0,032 0,037 0,037 0,029 

76 
    0,015       0,002   0,007       0,004           

77 
      0,010 0,015 0,013     0,006 0,004 0,003 0,003             

78 
  0,011 0,010 0,007   0,010 0,002 0,004 0,004 0,011 0,011 0,010 0,003 0,002     0,003 0,002 

79 
  0,002                   0,002     0,002 0,004 0,002   

80 
0,001   0,003 0,002 0,001 0,002 0,002 0,003 0,003 0,001 0,002 0,001       0,002 0,002 0,002 

81 
  0,001   0,001 0,001 0,001 0,001 0,001           0,001         

82 
0,144 0,176 0,226 0,123 0,095 0,146 0,236 0,172 0,179 0,179 0,166 0,135 0,064 0,080 0,052 0,072 0,096 0,078 
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Atleta A5, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
5T1 

A
5T1 

A
5T1 

A
5T2 

A
5T2 

A
5T2 

A
5T3 

A
5T3 

A
5T3 

A
5T4 

A
5T4 

A
5T4 

A
5T6 

A
5T6 

A
5T6 

1 
0,384 0,391 0,405 0,419 0,435 0,440 0,297 0,271 0,261 0,484 0,508 0,431 0,390 0,364 0,321 

2 
0,017 0,014 0,010 0,027 0,034 0,033 0,014 0,014 0,014 0,020 0,012 0,014 0,014 0,013 0,008 

3 
      0,004 0,006 0,004 0,002          0,002 0,002   

4 
0,015 0,015 0,014 0,020 0,020 0,021 0,006 0,006 0,006 0,009 0,009 0,007 0,009 0,009 0,009 

5 
      0,001                       

6 
0,017 0,014 0,016 0,028 0,026 0,027 0,013 0,002 0,022 0,016 0,018 0,016 0,019 0,018 0,018 

7 
0,009 0,008 0,009 0,010 0,027 0,010 0,007 0,007 0,009 0,009 0,008 0,007 0,005 0,004 0,009 

8 
        0,017 0,005   0,012       0,004       

9 
0,017 0,016 0,018 0,041 0,039 0,021 0,038 0,027 0,030 0,025 0,012 0,027 0,047 0,059 0,018 

10 
0,003             0,014 0,018             

11 
0,048 0,025 0,022 0,077 0,115 0,070 0,035 0,032 0,026   0,006 0,047 0,056 0,059 0,010 

12 
0,562 0,672 0,712 0,869 0,848 0,935 0,571 0,582 0,563 0,533 0,589 0,499 0,934 0,964 0,973 

13 
                              

14 
    0,008 0,009 0,012 0,013   0,007 0,008   0,015 0,017 0,013   0,019 

15 
0,034 0,033 0,033 0,041 0,042 0,044 0,024 0,025 0,023 0,045 0,045 0,042 0,040 0,040 0,034 

16 
0,010 0,011 0,012 0,012 0,015 0,012 0,012 0,010 0,010 0,016 0,017 0,013 0,022 0,021 0,019 

17 
0,010 0,009 0,007 0,017 0,018 0,016 0,009 0,008 0,009 0,007 0,005 0,004 0,012 0,011 0,007 

18 
0,011 0,008 0,002 0,013 0,017 0,015 0,007 0,006 0,006 0,005 0,004 0,004 0,009 0,009 0,003 

19 
  0,004 0,002     0,004     0,003   0,004 0,004 0,004 0,005 0,004 

20 
            0,002           0,003     

21 
0,003 0,003 0,004 0,003 0,004 0,005 0,004 0,003 0,003 0,004 0,005 0,005 0,020 0,019 0,019 

22 
0,007 0,002   0,005 0,013 0,014 0,008 0,005 0,008 0,005 0,005 0,005 0,011 0,008 0,005 

23 
    0,001 0,001   0,002 0,007 0,006 0,005     0,001 0,005     

24 
0,006 0,007 0,003 0,010 0,014 0,012 0,008 0,006 0,007 0,003 0,002 0,004 0,009 0,008 0,004 

25 
            0,011 0,009               

26 
0,005 0,005 0,005 0,007 0,007 0,007     0,010 0,006 0,007 0,007 0,010 0,010 0,009 

27 
        0,002     0,001           0,001 0,003 

28 
  0,002 0,002 0,008 0,004 0,003 0,002 0,003 0,003 0,001 0,001 0,003 0,002 0,003 0,003 

29 
0,006   0,008 0,014 0,004 0,008 0,011 0,011 0,007 0,007 0,007 0,007 0,010 0,010 0,012 

30 
0,008 0,007 0,011 0,017 0,022 0,015 0,011 0,015 0,014 0,013 0,019 0,015 0,013 0,011 0,017 

31 
0,002    0,017 0,004 0,004       0,003 0,003 0,003 0,004 0,004 0,012 

32 
0,006 0,008 0,007 0,021 0,012 0,007 0,010 0,010 0,011 0,006 0,007 0,006 0,016 0,016 0,025 

33 
0,003 0,003 0,004 0,015 0,005 0,005 0,004 0,004 0,005 0,005 0,005 0,004 0,007 0,007 0,015 

34 
0,006 0,006 0,008 0,027 0,007 0,008 0,011 0,011 0,011 0,005 0,006 0,006   0,016 0,037 

35 
              0,002 0,003 0,001   0,002       

36 
0,004 0,003 0,006 0,007 0,006 0,006 0,008 0,007 0,006 0,003 0,005 0,005 0,007 0,007 0,034 

37 
0,004 0,004 0,004 0,024 0,006 0,006 0,007 0,008 0,007 0,003 0,004 0,003 0,009 0,008 0,031 

38 
0,005 0,005 0,004 0,027 0,007 0,007 0,007 0,006 0,005 0,004 0,004 0,003 0,009 0,008 0,026 

39 
0,002       0,003     0,002 0,004           0,032 

40 
  0,005 0,006 0,062 0,007 0,004 0,007 0,005 0,006 0,005 0,003 0,004 0,007 0,008 0,026 

41 
  0,016 0,019       0,014 0,016 0,016           0,070 
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42 
0,007 0,007 0,008 0,041 0,007 0,006 0,007 0,007 0,008 0,006 0,008 0,005 0,009 0,009 0,063 

43 
0,026 0,028 0,033 0,063 0,029 0,030 0,030 0,032 0,033 0,023 0,028 0,022 0,044 0,044 0,118 

44 
0,006       0,008 0,008   0,008              

45 
0,002 0,003       0,003             0,008 0,008 0,041 

46 
0,025 0,023 0,024 0,042 0,014 0,017 0,021 0,023 0,018 0,021 0,024 0,022 0,015 0,015 0,045 

47 
0,007 0,006 0,008 0,031       0,005     0,009 0,011   0,005 0,034 

48 
0,007 0,006 0,007 0,042 0,017 0,017 0,014 0,010 0,016 0,032 0,027 0,024 0,014 0,010 0,047 

49 
                              

50 
0,127 0,111 0,119 0,164 0,104 0,100 0,097 0,100 0,098 0,117 0,121 0,121 0,106 0,105 0,166 

51 
0,130 0,121 0,152 0,148 0,092 0,100 0,107 0,125 0,120 0,138 0,156 0,140 0,107 0,103 0,167 

52 
                              

53 
                              

54 
0,725 0,657 0,760 0,724 0,621 0,619 0,684 0,733 0,705 0,685 0,744 0,700 0,634 0,625 0,734 

55 
0,089 0,082 0,105 0,124 0,056 0,061 0,070 0,080 0,077 0,088 0,100 0,087 0,071 0,069 0,143 

56 
                              

57 
0,004 0,004 0,005 0,032   0,004 0,005 0,006 0,005   0,006 0,007     0,043 

58 
0,009 0,008 0,010 0,041   0,013   0,009   0,008 0,008 0,007 0,009 0,009 0,045 

59 
                              

60 
                              

61 
1,391 1,254 1,451 1,239 1,194 1,183 1,305 1,392 1,351 1,322 1,421 1,339 1,201 1,175 1,309 

62 
0,009 0,008 0,011 0,068 0,011 0,012 0,010 0,011 0,011 0,011 0,012 0,011 0,015 0,013 0,070 

63 
0,007 0,006 0,008 0,034 0,004 0,003 0,007 0,003 0,006 0,007 0,006 0,006 0,008 0,007 0,043 

64 
0,114 0,099 0,126 0,231 0,085 0,085 0,073 0,080 0,077 0,106 0,110 0,097 0,219 0,151 0,323 

65 
                              

66 
                            0,087 

67 
                              

68 
0,010   0,012     0,007   0,009     0,007     0,012 0,094 

69 
0,004       0,010 0,007 0,008 0,009   0,012 0,010 0,012     0,065 

70 
0,004 0,004 0,005 0,048   0,003 0,004 0,004 0,004   0,003     0,005 0,052 

71 
0,002 0,002 0,003 0,053 0,003 0,002       0,002 0,004 0,002 0,004 0,002 0,057 

72 
    0,001         0,004 0,003       0,005     

73 
                0,003             

74 
0,129 0,109 0,140 0,198 0,099 0,095 0,070 0,079 0,077 0,121 0,127 0,108 0,216 0,163 0,291 

75 
0,052 0,045 0,055 0,111 0,045 0,045 0,042 0,045 0,044 0,051 0,053 0,045 0,116 0,078 0,158 

76 
          0,018                   

77 
          0,001 0,015 0,022 0,021 0,012 0,014 0,011 0,014   0,079 

78 
0,014 0,011 0,015             0,014 0,016 0,013 0,004 0,004 0,141 

79 
        0,004 0,006     0,006             

80 
0,001 0,004     0,006 0,001 0,002   0,003   0,004   0,003 0,003   

81 
0,001     0,028       0,002       0,001       

82 
0,163 0,184 0,148 0,635 0,166 0,174 0,149 0,137 0,152 0,254 0,161 0,168 0,217 0,230 0,790 
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Atleta A6, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
6T1 

A
6T1 

A
6T1 

A
6T2 

A
6T2 

A
6T2 

A
6T3 

A
6T3 

A
6T3 

A
6T4 

A
6T4 

A
6T4 

A
6T5 

A
6T5 

A
6T5 

A
6T6 

A
6T6 

A
6T6 

1 
      0,641 0,609 0,636 0,240 0,235 0,221 0,454 0,432 0,434 0,254 0,265 0,254 0,201 0,184 0,180 

2 
      0,021 0,022 0,012 0,009 0,007 0,011 0,016 0,026 0,018 0,023 0,018 0,015 0,014 0,011 0,011 

3 
                            0,002   0,001 0,001 

4 
0,002     0,017 0,022 0,022 0,007 0,006 0,004 0,018 0,027 0,020 0,003 0,004 0,004 0,007 0,007 0,009 

5 
                                    

6 
0,002     0,037 0,045 0,001 0,012 0,011 0,010 0,054 0,053 0,006 0,010 0,012 0,011 0,014 0,014 0,014 

7 
0,010 0,010 0,008 0,009   0,039 0,006 0,004 0,004 0,012 0,012 0,046  0,005 0,004   0,006 0,006 

8 
      0,005             0,010 0,008 0,005           

9 
      0,022 0,030 0,018 0,017 0,014 0,032 0,016 0,031 0,031 0,021 0,010 0,006 0,035 0,044 0,034 

10 
      0,008 0,018                           

11 
      0,053 0,066   0,005 0,006   0,049 0,051 0,077 0,049 0,015 0,013 0,023 0,028   

12 
      1,128 0,996 1,145 0,609 0,626 0,587 1,383 1,249 1,293 0,426 0,524 0,510 0,842 0,778 0,865 

13 
                     0,013             

14 
              0,009   0,015 0,014 0,012 0,005 0,007 0,007 0,021     

15 
0,018 0,020 0,017 0,052 0,048 0,051 0,023 0,023 0,024 0,081 0,077 0,077 0,029 0,033 0,030 0,046 0,045 0,045 

16 
      0,017 0,016 0,015 0,018 0,017 0,016 0,020 0,021 0,019 0,015 0,017 0,016 0,026 0,024 0,023 

17 
      0,009 0,009 0,002 0,003 0,005 0,008 0,003 0,011 0,010 0,011 0,012 0,010 0,010 0,010 0,009 

18 
      0,009 0,013 0,005   0,002 0,004   0,005 0,005 0,004 0,005 0,004 0,005 0,006 0,004 

19 
      0,005   0,002 0,005 0,003   0,005 0,006 0,005   0,003 0,003 0,004 0,004 0,004 

20 
                    0,003 0,003         0,002   

21 
      0,013 0,012 0,014 0,008 0,007 0,007 0,017 0,017 0,017 0,007 0,009 0,007 0,010 0,011 0,011 

22 
      0,007 0,009     0,005 0,003 0,011 0,005 0,005 0,008 0,010 0,007 0,006 0,009 0,007 

23 
                0,004 0,002 0,001 0,002       0,001 0,002   

24 
      0,005 0,006   0,002 0,002 0,003 0,005 0,005 0,006 0,007 0,007 0,006 0,006 0,005 0,004 

25 
           0,004   0,010   0,003       0,009 0,008 0,008 0,001 

26 
0,004     0,013 0,013 0,013 0,010 0,010   0,014 0,013 0,015 0,008 0,010       0,008 

27 
      0,001 0,002         0,001 0,002 0,002             

28 
      0,002 0,004 0,002 0,001 0,001 0,003 0,003 0,002 0,004 0,003 0,001 0,001   0,002 0,002 

29 
      0,008 0,004 0,012 0,009 0,010 0,010 0,014 0,013 0,012 0,012 0,011 0,010 0,010 0,008 0,024 

30 
0,003 0,003 0,003 0,021 0,030 0,019 0,015 0,016 0,015 0,023 0,024 0,024 0,014 0,018 0,017 0,012 0,014   

31 
0,004 0,004 0,004 0,003 0,004 0,012 0,003   0,002 0,007 0,006 0,007 0,002 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004 

32 
    0,004 0,012 0,015 0,019 0,009 0,010 0,011 0,012 0,012 0,015 0,011 0,008 0,008 0,014 0,015 0,013 

33 
      0,006 0,009 0,016 0,005 0,005 0,004 0,009 0,008 0,007 0,004 0,005 0,005 0,006 0,006 0,006 

34 
      0,014 0,020 0,024 0,012 0,012 0,009 0,017 0,017 0,015 0,009 0,010 0,010 0,013 0,014 0,013 

35 
      0,002 0,008 0,015 0,003 0,002 0,002 0,003 0,003 0,003     0,002     0,002 

36 
      0,006 0,021 0,026 0,006 0,007 0,002 0,006 0,005 0,006   0,004 0,004     0,004 

37 
      0,006 0,018 0,031 0,008 0,008 0,006 0,009 0,009 0,009 0,005 0,007 0,007 0,007 0,006 0,007 

38 
  0,001   0,004 0,043 0,017 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005 0,006 0,005 0,006 0,005 0,006 0,006 0,011 

39 
0,006 0,007 0,006     0,010 0,012 0,013 0,010   0,004 0,009   0,002 0,004 0,006 0,006   

40 
0,002   0,001 0,004 0,039 0,027 0,005 0,005   0,006 0,006 0,006 0,004   0,006   0,007 0,007 

41 
0,050 0,053 0,001                         0,007 0,007   
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42 
  0,004 0,004 0,009 0,042 0,056 0,008 0,010 0,008 0,015 0,014 0,014 0,007 0,009 0,009 0,010 0,011 0,008 

43 
      0,035 0,085 0,075 0,039 0,042 0,035 0,052 0,047 0,050 0,038 0,039 0,038 0,046 0,051 0,043 

44 
      0,008 0,032   0,008 0,008   0,011 0,010 0,011       0,008   0,007 

45 
  0,103               0,010 0,006 0,005   0,002     0,003   

46 
0,573 0,605 0,557 0,018 0,068 0,051 0,017 0,018 0,015 0,043 0,035 0,036 0,022 0,024 0,023 0,027 0,029 0,028 

47 
    0,288     0,033 0,005   0,006 0,011 0,012 0,012 0,014 0,012 0,011 0,008 0,008   

48 
0,292 0,334   0,019 0,061 0,049 0,012 0,017 0,010 0,023 0,020 0,021 0,046 0,051 0,049 0,014 0,014 0,021 

49 
                                    

50 
0,920 0,903 0,899 0,123 0,172 0,182 0,087 0,090 0,094 0,217 0,194 0,213 0,143 0,136 0,125 0,128 0,136 0,120 

51 
0,844 0,955 0,834 0,137 0,164 0,199 0,114 0,119 0,104 0,310 0,260 0,272 0,132 0,146 0,141 0,140 0,153 0,140 

52 
                          0,003         

53 
                                    

54 
0,304 0,288 0,296 0,758 0,797 0,866 0,634 0,664 0,633 1,350 1,199 1,285 0,717 0,721 0,681 0,810 0,870 0,803 

55 
0,367 0,414 0,360 0,077 0,126 0,151 0,083 0,086 0,075 0,162 0,139 0,143 0,094 0,109 0,103 0,111 0,117 0,108 

56 
                                    

57 
      0,008 0,029 0,040 0,005 0,006 0,005 0,014 0,013 0,012 0,009 0,007 0,008 0,009 0,009 0,007 

58 
    0,005 0,012 0,039 0,046 0,008 0,009 0,007 0,015 0,015 0,017 0,011 0,010 0,010 0,011 0,011   

59 
                                    

60 
                                    

61 
0,096 0,102 0,093 1,432 1,427 1,525 1,256 1,307 1,248 2,545 2,274 2,479 1,349 1,365 1,286 1,565 1,688 1,559 

62 
  0,004 0,003 0,014 0,056 0,072 0,009 0,010 0,008 0,024 0,021 0,019 0,009 0,010 0,010 0,010 0,013 0,012 

63 
0,003     0,007 0,032 0,040 0,013     0,015 0,013 0,013   0,003   0,013 0,009 0,007 

64 
      0,154 0,284 0,296 0,099 0,100 0,089 0,250 0,220 0,230 0,127 0,131 0,120 0,336 0,223 0,166 

65 
                                    

66 
        0,062 0,067     0,005 0,009 0,009 0,008             

67 
                  0,007 0,006               

68 
            0,011 0,013 0,011 0,017 0,016 0,022 0,015 0,015 0,015 0,019 0,018 0,015 

69 
    0,049 0,012 0,094   0,007 0,008     0,013 0,013             

70 
0,016 0,015 0,016 0,005   0,052 0,004 0,005 0,004 0,010 0,008 0,008 0,005 0,006 0,006 0,006 0,007 0,007 

71 
      0,003 0,046 0,052 0,002 0,002 0,002 0,006 0,005 0,005 0,002 0,004   0,006 0,005 0,004 

72 
    0,086             0,007   0,005             

73 
                0,004   0,008       0,004       

74 
      0,193 0,278 0,310 0,099 0,099 0,089 0,340 0,299 0,317 0,126 0,134 0,118 0,322 0,234 0,175 

75 
0,001     0,076 0,134 0,152 0,060 0,059 0,054 0,116 0,105 0,111 0,070 0,073 0,064 0,179 0,114 0,084 

76 
          0,156                   0,018     

77 
0,003   0,008 0,005 0,159 0,129 0,017   0,016 0,040 0,027 0,032 0,014 0,015     0,017   

78 
    0,001 0,033 0,122 0,089   0,026   0,044 0,028 0,041 0,015 0,024 0,020 0,043 0,036 0,027 

79 
  0,001     0,263       0,005 0,006                 

80 
    0,002 0,003   0,020 0,006       0,004   0,008 0,004 0,004 0,011 0,005 0,014 

81 
      0,001   0,027 0,002 0,001   0,002   0,001   0,001         

82 
0,396 0,337 0,333 0,156 0,786 0,719 0,295 0,182 0,175 0,170 0,281 0,269 0,202 0,209 0,201 0,289 0,238 0,267 
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Atleta A7, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
7T1 

A
7T1 

A
7T1 

A
7T2 

A
7T2 

A
7T2 

A
7T3 

A
7T3 

A
7T3 

A
7T4 

A
7T4 

A
7T4 

A
7T5 

A
7T5 

A
7T5 

A
7T6 

A
7T6 

A
7T6 

1 
0,004 0,007 0,007 0,530 0,497 0,534 0,344 0,341 0,343 0,510 0,457 0,521 0,526 0,492 0,495 0,338 0,334 0,320 

2 
      0,024 0,023 0,022 0,024 0,020 0,028   0,013 0,015 0,025 0,025 0,023 0,015 0,018 0,013 

3 
            0,003   0,003       0,006     0,003 0,003   

4 
      0,007 0,006 0,008 0,004 0,004 0,004 0,015 0,012 0,015 0,013 0,004 0,006 0,006 0,006 0,005 

5 
    0,004                               

6 
0,010 0,005 0,004 0,012 0,013 0,013 0,008 0,012 0,008 0,015 0,012 0,013 0,019 0,010 0,014 0,014 0,015 0,013 

7 
0,009 0,006 0,004 0,009 0,010 0,009 0,008 0,009 0,007 0,012 0,010 0,009 0,015 0,013 0,013 0,008 0,008 0,008 

8 
        0,010         0,008 0,007               

9 
      0,012 0,009 0,006 0,011 0,012 0,014   0,011 0,005   0,016       0,005 

10 
      0,005 0,004           0,006               

11 
      0,038 0,015 0,030 0,030   0,043 0,004   0,038 0,045 0,059   0,025 0,031 0,031 

12 
0,004 0,003 0,002 0,506 0,531 0,557 0,493 0,499 0,471 0,642 0,527 0,591 0,674 0,680 0,668 0,481 0,453 0,479 

13 
0,004                                   

14 
      0,009 0,009 0,010 0,008 0,007 0,008 0,010 0,009 0,009 0,012 0,009 0,009 0,009 0,009 0,010 

15 
0,003 0,004 0,003 0,034 0,033 0,035 0,028 0,026 0,027 0,040 0,036 0,039 0,034 0,034 0,032 0,036 0,035 0,034 

16 
      0,022 0,019 0,020 0,024 0,022 0,024 0,035 0,030 0,031 0,047 0,039 0,038 0,036 0,032 0,031 

17 
      0,012 0,011 0,009 0,012 0,004 0,010 0,003 0,004 0,010 0,014 0,013 0,005 0,010 0,011 0,010 

18 
      0,006 0,007 0,004 0,005   0,007     0,005 0,008 0,009 0,004 0,003 0,004 0,003 

19 
0,003     0,004 0,005 0,005 0,004 0,004 0,004 0,002 0,006 0,005 0,005 0,005 0,006   0,003 0,003 

20 
    0,005 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002     0,002   0,003 0,002 0,003       

21 
0,002   0,003 0,007 0,007 0,008 0,009 0,009 0,010 0,013 0,009 0,010 0,014 0,009 0,009 0,006 0,007 0,006 

22 
0,002     0,008 0,007 0,008 0,006 0,006 0,006 0,009   0,006 0,004 0,012 0,006 0,007 0,003 0,005 

23 
      0,002   0,002 0,002 0,001 0,001   0,002 0,002     0,002       

24 
      0,008 0,008 0,005 0,009 0,002 0,009   0,003 0,005 0,006 0,008 0,004 0,005 0,004 0,003 

25 
      0,009 0,009 0,002 0,007 0,005 0,007 0,010 0,002 0,002 0,008 0,007 0,008 0,005 0,006 0,005 

26 
          0,010         0,010 0,010             

27 
          0,002   0,002     0,002 0,002     0,003 0,002 0,002 0,001 

28 
      0,003 0,003 0,004 0,004 0,001 0,004 0,002 0,003 0,004 0,004 0,005 0,003 0,001 0,002 0,002 

29 
  0,002   0,015 0,013 0,016 0,021 0,020 0,020 0,017 0,012 0,014 0,023 0,004 0,019 0,009 0,002 0,010 

30 
    0,004 0,017 0,018 0,021 0,017 0,012 0,018   0,023 0,027 0,016 0,019 0,018 0,009 0,011 0,010 

31 
      0,004 0,003 0,005 0,005 0,006 0,005 0,005 0,004 0,006 0,007 0,008 0,007 0,004 0,003 0,003 

32 
      0,012 0,011 0,012 0,015 0,014 0,014 0,014 0,013 0,014 0,020 0,017 0,017 0,013 0,011 0,010 

33 
      0,006 0,005 0,007 0,007 0,010  0,011 0,007 0,009 0,007 0,007 0,007 0,008 0,004 0,004 

34 
      0,010 0,010 0,011 0,012 0,011 0,014 0,015 0,014 0,015 0,015 0,013 0,012   0,007 0,006 

35 
      0,002 0,002 0,003 0,003 0,003 0,003   0,003 0,004 0,004 0,003 0,004       

36 
    0,001 0,004   0,006 0,006   0,005   0,004 0,005   0,006 0,006       

37 
      0,006 0,006 0,007 0,009 0,008 0,008 0,011 0,008 0,010 0,010 0,007 0,010 0,003 0,003 0,002 

38 
      0,009 0,008 0,009 0,008 0,006 0,009 0,008 0,007 0,008 0,011 0,010 0,008 0,005 0,005 0,004 

39 
    0,009 0,003 0,004 0,005   0,004 0,004   0,006 0,004 0,005 0,006 0,006     0,004 

40 
        0,009 0,006 0,005   0,005 0,006 0,005 0,006 0,011 0,006 0,010 0,006 0,006 0,005 

41 
    0,013       0,015   0,014       0,021     0,023 0,023 0,022 
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42 
      0,020 0,019 0,028 0,025 0,026 0,025 0,024 0,018 0,019 0,027 0,022 0,025 0,009 0,009 0,009 

43 
0,026   0,030 0,063 0,059 0,080 0,088 0,093 0,084 0,075 0,057 0,062 0,100 0,085 0,092 0,057 0,055 0,056 

44 
  0,037   0,011 0,011 0,012 0,014 0,014 0,013 0,013 0,010 0,120 0,014 0,014 0,014   0,007   

45 
0,033 0,035   0,004 0,006 0,005 0,009 0,008 0,006 0,007 0,004 0,005 0,006   0,007   0,007   

46 
0,054 0,060 0,061 0,025 0,026 0,030 0,026 0,029 0,028 0,029 0,024 0,024 0,039 0,030 0,035 0,035 0,030 0,032 

47 
      0,012 0,013 0,013       0,010 0,009 0,010 0,012 0,015 0,014 0,005 0,008   

48 
      0,014 0,014 0,015 0,040 0,044 0,040 0,023 0,017 0,019 0,034 0,030 0,031 0,010 0,011 0,015 

49 
                                    

50 
  0,017 0,017 0,138 0,144 0,149 0,143 0,144 0,141 0,143 0,125 0,142 0,186 0,183 0,170 0,146 0,151 0,144 

51 
0,052 0,055 0,053 0,203 0,203 0,241 0,195 0,220 0,186 0,247 0,199 0,210 0,264 0,232 0,242 0,150 0,143 0,146 

52 
      0,002 0,004     0,003   0,003 0,002     0,002 0,003       

53 
                                    

54 
0,012 0,008 0,008 1,016 1,043 1,132 0,971 1,020 0,934 1,067 0,914 0,986 1,114 1,059 1,027 0,759 0,746 0,765 

55 
0,078     0,117 0,117 0,140 0,121 0,136 0,114 0,133 0,102 0,110 0,148 0,134 0,140 0,104 0,100 0,103 

56 
0,078 0,086 0,091                               

57 
      0,012 0,011 0,010 0,011   0,011 0,010 0,011 0,011   0,012 0,010   0,006 0,005 

58 
0,006     0,014 0,018 0,016 0,015 0,018 0,013 0,014 0,011 0,014 0,020 0,018 0,017 0,010 0,009 0,009 

59 
                                    

60 
                                    

61 
      1,865 1,924 2,064 1,797 1,869 1,733 1,994 1,729 1,884 2,054 1,963 1,908 1,538 1,505 1,545 

62 
      0,018 0,018 0,022 0,020 0,023 0,018 0,025 0,019 0,021 0,022 0,020 0,019 0,009 0,009 0,010 

63 
0,002 0,008   0,010 0,010 0,012 0,008 0,010 0,008 0,010 0,007   0,007 0,006 0,007 0,009 0,007 0,006 

64 
0,021 0,009 0,031 0,209 0,202 0,263 0,194 0,215 0,190 0,220 0,170 0,188 0,214 0,193 0,203 0,228 0,175 0,163 

65 
0,002   0,008 0,003 0,002 0,004 0,002 0,003 0,002 0,005 0,003 0,004             

66 
      0,011   0,013 0,013 0,014 0,012 0,016 0,011 0,013 0,014 0,012 0,012       

67 
          0,006   0,006   0,006         0,007       

68 
0,075 0,083 0,082 0,028 0,028 0,025 0,029 0,027 0,030 0,023 0,017 0,019 0,035 0,034 0,026 0,020 0,018 0,019 

69 
                  0,011 0,011 0,010 0,007 0,005 0,009       

70 
0,036 0,042 0,045 0,020 0,012 0,024 0,022 0,025 0,022 0,015 0,010 0,012 0,017 0,017 0,014 0,008 0,007 0,008 

71 
    0,004 0,004   0,005 0,004 0,006 0,004 0,005 0,004 0,004 0,005 0,005  0,003 0,002 0,002 

72 
                  0,011   0,008       0,002     

73 
0,007   0,004                               

74 
      0,206 0,200 0,263 0,163 0,184 0,159 0,215 0,164 0,184 0,196 0,174 0,185 0,212 0,176 0,167 

75 
0,006     0,098 0,092 0,119 0,105 0,118 0,106 0,115 0,091 0,100 0,107 0,096 0,103 0,110 0,082 0,074 

76 
0,001           0,026 0,028 0,025 0,038       0,023 0,023 0,008     

77 
0,027 0,023 0,026 0,016 0,023 0,020     0,011 0,036 0,022 0,029             

78 
      0,050 0,035 0,066 0,051 0,049 0,049 0,046 0,032 0,037 0,055 0,047 0,052 0,027 0,026 0,023 

79 
                  0,005                 

80 
    0,004 0,011 0,007   0,013 0,013 0,012 0,013 0,006 0,007 0,009     0,007 0,004 0,005 

81 
                          0,001   0,003     

82 
0,984 0,773 0,734 0,539 0,496 0,465 0,537 0,593 0,656 0,569 0,622 0,499 0,284 0,634 0,550 0,068 0,320 0,320 
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Atleta A8, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
8T1 

A
8T1 

A
8T1 

A
8T2 

A
8T2 

A
8T2 

A
8T3 

A
8T3 

A
8T3 

A
8T4 

A
8T4 

A
8T4 

A
8T5 

A
8T5 

A
8T5 

A
8T6 

A
8T6 

A
8T6 

1 
0,008   0,011 0,759 0,776 0,783 0,333 0,336 0,337 0,479 0,496 0,472 0,409 0,395 0,386       

2 
      0,026 0,033 0,034       0,045 0,044 0,047 0,031 0,033 0,030       

3 
      0,002 0,003         0,006 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004       

4 
      0,024 0,023 0,023 0,006 0,005 0,006 0,010 0,009 0,008 0,005 0,006 0,006       

5 
  0,005                                 

6 
      0,037 0,036 0,036 0,009 0,011 0,025 0,015 0,015 0,014 0,016 0,012 0,012       

7 
0,004   0,001 0,014 0,013 0,014       0,011 0,015 0,011   0,010 0,011       

8 
                    0,008               

9 
    0,003             0,014 0,010 0,012 0,005   0,009       

10 
                                    

11 
      0,015 0,040 0,068       0,086 0,050 0,016 0,064 0,069 0,051       

12 
  0,004 0,003 1,300 1,208 1,180     0,008 0,732 0,823 0,745 0,620 0,652 0,675       

13 
                    0,011   0,008           

14 
      0,013 0,015 0,015       0,008 0,011 0,012 0,012 0,008 0,007       

15 
      0,046 0,053 0,051 0,013 0,013 0,013 0,037 0,039 0,037 0,036 0,032 0,034 0,010   0,009 

16 
      0,036 0,036 0,032 0,009 0,008 0,009 0,060 0,051 0,050 0,071 0,067 0,065       

17 
      0,015 0,019 0,017       0,018 0,019 0,019 0,020 0,017 0,016       

18 
      0,004 0,008 0,005       0,011 0,016 0,007 0,009 0,008 0,008       

19 
      0,004 0,003 0,005         0,004 0,004   0,004         

20 
      0,002 0,005 0,003   0,003     0,002 0,002     0,004   0,009 0,014 

21 
  0,003 0,002 0,006 0,006 0,006 0,003 0,003 0,005 0,006 0,006 0,005 0,004 0,004 0,004       

22 
      0,004 0,010 0,010 0,001     0,012 0,011 0,012 0,010 0,008 0,008       

23 
      0,001   0,001         0,001 0,002 0,004   0,003       

24 
      0,006 0,011 0,009       0,016 0,010 0,011 0,014 0,011 0,013       

25 
      0,006 0,007 0,007 0,002   0,004 0,005 0,006 0,006 0,005 0,002 0,002       

26 
                          0,005 0,005       

27 
      0,002   0,002       0,003 0,004 0,004 0,002 0,001 0,001       

28 
      0,001 0,002 0,003       0,005 0,004 0,006 0,004 0,005 0,003       

29 
      0,010 0,011 0,012       0,012 0,013 0,014 0,012 0,014 0,013       

30 
  0,003   0,014 0,015 0,016 0,002 0,005 0,002 0,013 0,016 0,020 0,009 0,011 0,012   0,009 0,024 

31 
      0,005 0,005 0,005 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004 0,014 0,004 0,004 0,005       

32 
      0,011 0,015 0,010       0,018 0,016 0,022 0,025 0,019 0,016       

33 
      0,007 0,006 0,005 0,002   0,004 0,004  0,012   0,005      

34 
      0,008   0,002   0,006 0,004 0,008 0,009 0,025 0,007           

35 
      0,002                   0,003         

36 
      0,001 0,002                   0,004      

37 
      0,004 0,004 0,003       0,005 0,005 0,025            

38 
      0,007 0,008 0,007       0,011 0,008 0,026 0,013 0,008 0,008       

39 
      0,003 0,004 0,004 0,003 0,009       0,020             

40 
  0,008   0,004   0,004       0,007 0,004 0,042 0,001   0,004       

41 
                  0,019     0,022 0,020         
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42 
      0,013 0,013 0,011 0,002 0,002   0,010 0,012 0,048 0,014 0,012 0,013       

43 
0,040 0,041 0,054 0,059 0,057 0,053       0,046 0,054 0,113 0,062 0,055 0,060   0,029   

44 
      0,007 0,007 0,006       0,009 0,010 0,037 0,008           

45 
0,054 0,051   0,004         0,006 0,003   0,022         0,034   

46 
0,101 0,099 0,109 0,032 0,035 0,034 0,058 0,057 0,055 0,031 0,033 0,069 0,054 0,045 0,047 0,126 0,129 0,143 

47 
            0,035 0,035 0,039   0,008 0,033     0,014       

48 
0,101 0,099 0,066 0,029 0,029 0,028 0,045 0,046 0,040 0,030 0,024 0,050 0,060 0,056 0,041   0,036   

49 
                                    

50 
0,030 0,029 0,032 0,158 0,164 0,169 0,373 0,372 0,392 0,136 0,145 0,207 0,217 0,201 0,197 0,045 0,049 0,044 

51 
0,091 0,088 0,085 0,172 0,175 0,172 0,334 0,337 0,294 0,158 0,179 0,218 0,202 0,172 0,186   0,129 0,137 

52 
        0,003   0,005 0,005         0,005 0,003 0,004       

53 
                                0,034 0,044 

54 
    0,013 0,988 1,003 1,028 0,913 0,925 0,913 0,918 0,996 1,078 1,110 1,023 1,028       

55 
0,040 0,037 0,041 0,092 0,090 0,088 0,156 0,157 0,135 0,105 0,121 0,174 0,142 0,125 0,134   0,110   

56 
                              0,116 0,141 0,125 

57 
                  0,008 0,007 0,035 0,009 0,010 0,009       

58 
      0,019 0,016 0,018         0,017 0,045 0,013 0,010 0,012       

59 
0,003                                   

60 
                                  0,008 

61 
      1,877 1,922 1,985 1,445 1,514 1,487 1,667 1,777 1,873 2,028 1,879 1,890       

62 
      0,015 0,015 0,015 0,006 0,006 0,005 0,011 0,013 0,062 0,012 0,009 0,011       

63 
      0,008 0,008 0,008 0,004 0,003 0,004 0,005 0,005 0,030 0,007 0,006 0,006       

64 
0,004 0,001 0,001 0,207 0,200 0,194 0,079 0,095 0,097 0,127 0,134 0,255 0,211 0,165 0,155 0,029 0,025 0,023 

65 
                                    

66 
      0,006 0,006 0,006           0,064   0,007         

67 
      0,006 0,007           0,006               

68 
0,016 0,016 0,014 0,014 0,015 0,021       0,015 0,013 0,036 0,039 0,045 0,036 0,078 0,084 0,102 

69 
    0,002 0,006                             

70 
0,006 0,009 0,008 0,007 0,008 0,008 0,008 0,009 0,008 0,010 0,005 0,050 0,015 0,014 0,017 0,045 0,047 0,054 

71 
      0,003 0,003 0,003 0,003     0,003 0,002 0,048 0,003 0,002 0,002       

72 
                                0,002   

73 
                        0,006 0,005         

74 
      0,226 0,222 0,215 0,055 0,068 0,070 0,114 0,113 0,288 0,201 0,149 0,139     0,004 

75 
  0,001   0,110 0,105 0,101 0,032 0,040 0,041 0,065 0,068 0,138 0,117 0,088 0,083   0,004   

76 
                  0,016 0,018 0,097   0,009     0,002   

77 
        0,013   0,003   0,004                   

78 
      0,038 0,037 0,035     0,005 0,024 0,023 0,160 0,043 0,027 0,026     0,001 

79 
          0,008       0,005 0,006     0,008 0,005 0,005     

80 
0,002     0,008 0,004     0,005 0,001 0,008 0,002 0,088 0,004 0,004   0,004 0,006   

81 
                    0,004 0,079             

82 
0,791 0,147 0,117 0,253 0,441 0,444 0,431 0,311 0,300 0,347 0,257 0,609 0,194 0,411 0,394 1,150 0,905 0,982 
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Atleta A9, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
9T1 

A
9T1 

A
9T1 

A
9T2 

A
9T2 

A
9T2 

A
9T3 

A
9T3 

A
9T3 

A
9T4 

A
9T4 

A
9T4 

A
9T5 

A
9T5 

A
9T5 

A
9T6 

A
9T6 

A
9T6 

1 
      0,783 0,729 0,721 0,009 0,013 0,023 0,010 0,013 0,016 0,016 0,011 0,023 0,005 0,009 0,004 

2 
                                    

3 
                                    

4 
      0,036 0,007 0,030   0,010 0,013       0,006 0,007   0,009 0,014 0,010 

5 
                                    

6 
      0,009 0,033 0,077 0,005     0,003 0,002 0,004   0,003         

7 
      0,054 0,053  0,003 0,007 0,006 0,007 0,003 0,004   0,006 0,004       

8 
      0,018 0,022                           

9 
                                    

10 
      0,009 0,014 0,014                 0,007     0,003 

11 
                              0,003     

12 
      0,012 0,014 0,031 0,003 0,002           0,001 0,001       

13 
      0,007 0,008 0,007                         

14 
      0,011   0,012                         

15 
      0,044 0,042 0,041 0,004 0,006 0,007 0,006 0,004 0,007     0,003       

16 
      0,055 0,053 0,050                         

17 
                                    

18 
                                    

19 
      0,004   0,004                         

20 
      0,003 0,004 0,003   0,022 0,025         0,003 0,004       

21 
      0,014 0,014 0,014 0,003       0,005 0,008             

22 
        0,004 0,002   0,004   0,006     0,009         0,005 

23 
                                    

24 
                                    

25 
      0,003   0,004                         

26 
        0,003                           

27 
                                    

28 
      0,008         0,001                   

29 
          0,001                         

30 
0,004     0,012   0,001   0,021 0,025 0,001   0,002 0,001 0,003 0,011       

31 
      0,012 0,006 0,005                         

32 
      0,009 0,014 0,008                         

33 
      0,023 0,007 0,008             

34 
      0,028 0,007                           

35 
                                    

36 
                                    

37 
                                    

38 
       0,007 0,003     0,016                   

39 
      0,018 0,004 0,007   0,013 0,001   0,003   0,010           

40 
      0,021   0,003     0,016   0,006     0,006 0,013 0,010 0,012 0,014 

41 
0,004      0,003 0,006 0,003 0,004                     
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42 
      0,042 0,006 0,005       0,003                 

43 
0,029 0,035 0,030 0,042 0,007 0,007   0,038 0,055 0,052     0,058 0,049 0,064 0,019 0,031 0,037 

44 
  0,037                           0,023     

45 
  0,034 0,029 0,042 0,006 0,006     0,045     0,054             

46 
0,072 0,079 0,072 0,039 0,014 0,013 0,018 0,042 0,033 0,110 0,108 0,116   0,037 0,033 0,021 0,025 0,028 

47 
      0,087 0,037 0,039   0,029                     

48 
                0,043 0,061 0,059 0,116   0,035 0,046   0,011 0,025 

49 
            0,020 0,029 0,032             0,011     

50 
0,024 0,060 0,057 0,579 0,497 0,533 0,009 0,042 0,046 0,032 0,031 0,033   0,008 0,028 0,026 0,017 0,034 

51 
0,051     0,175 0,133 0,131 0,027 0,034 0,034 0,114 0,108 0,118 0,024 0,021 0,025 0,012 0,015 0,005 

52 
                                    

53 
0,037 0,041 0,004                               

54 
    0,023 1,905 1,713 1,856 0,005 0,009 0,022 0,012 0,011 0,014       0,004     

55 
    0,117 0,041 0,016 0,011   0,010                     

56 
0,110 0,125 0,140 0,167 0,120 0,116 0,090 0,098 0,095 0,081 0,083 0,143 0,083 0,074 0,084 0,049 0,056 0,056 

57 
0,004                                   

58 
                                    

59 
                                    

60 
      3,126 3,224 3,256   0,006 0,006   0,002               

61 
0,003     0,047 0,018 0,018         0,001   0,050           

62 
                                    

63 
      0,059 0,022 0,025 0,005 0,003   0,010       0,006 0,012       

64 
0,042 0,036 0,037 0,363 0,251 0,255 0,031 0,025 0,011 0,042 0,047 0,041 0,050 0,042 0,044 0,033 0,041 0,058 

65 
        0,003                           

66 
                                    

67 
      0,075                             

68 
0,101 0,109 0,093 0,156 0,067 0,068 0,106 0,107 0,111 0,059 0,056 0,160 0,073 0,064 0,073 0,039 0,045 0,049 

69 
                                    

70 
0,040 0,046 0,038 0,098 0,028 0,032 0,038 0,040 0,043 0,025 0,025 0,046 0,033 0,031 0,035 0,020 0,023 0,023 

71 
  0,004   0,050 0,004 0,006 0,006                 0,002     

72 
        0,007         0,004                 

73 
    0,001 0,063 0,014 0,016                         

74 
  0,016 0,004 0,393 0,267 0,301 0,011 0,004   0,017 0,014 0,011 0,017 0,015 0,017 0,014 0,008 0,016 

75 
      0,197 0,099 0,106             0,017 0,006 0,008 0,008 0,012 0,007 

76 
        0,006       0,006             0,003     

77 
      0,061 0,011 0,013 0,045   0,026 0,038 0,016 0,016   0,020 0,023       

78 
        0,026 0,033 0,001 0,011 0,006 0,003 0,002 0,004   0,002 0,006 0,002 0,001   

79 
              0,001           0,001     0,004   

80 
  0,010   0,091       0,005 0,005 0,006 0,001 0,006 0,007 0,001 0,007 0,005 0,008 0,005 

81 
        0,002                     0,006     

82 
3,853 0,978 0,878 1,143 1,139 1,058 0,767 0,880 0,484 0,811 1,011 0,877 0,486 0,723 0,687 1,235 0,626 0,689 
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Atleta A10, com os períodos de coleta (T1 à T6) 

 

A
10T1 

A
10T1 

A
10T1 

A
10T2 

A
10T2 

A
10T2 

A
10T3 

A
10T3 

A
10T3 

A
10T4 

A
10T4 

A
10T4 

A
10T5 

A
10T5 

A
10T5 

1 
0,383 0,371 0,440 0,006 0,006 0,004 0,167 0,163 0,188 0,465 0,414 0,390 0,406 0,357 0,376 

2 
                 0,032 0,050 0,041 0,018   0,008 

3 
                   0,004         

4 
0,006 0,006 0,008       0,005 0,005 0,006 0,012 0,011 0,011 0,015 0,012 0,007 

5 
                             

6 
0,008 0,009 0,013 0,003 0,006 0,005 0,005 0,014 0,020 0,033 0,024 0,002 0,031 0,019 0,003 

7 
0,009 0,011 0,012       0,016 0,011   0,030   0,025 0,019   0,014 

8 
0,003     0,003 0,002 0,003           0,016       

9 
                             

10 
                             

11 
                 0,080 0,079 0,040       

12 
  0,003 0,003       0,058 0,054 0,056 1,220 1,149 1,120 0,160 0,087 0,100 

13 
0,003 0,003 0,004       0,006 0,006 0,005       0,009 0,008 0,007 

14 
0,007 0,007        0,016 0,012 0,013 0,015 0,029 0,017 0,022 0,016 0,010 

15 
0,014 0,015 0,019 0,014 0,017 0,017 0,014 0,013 0,016 0,055 0,056 0,020 0,011 0,017 0,014 

16 
0,006 0,006 0,009       0,018 0,018 0,019 0,044 0,037 0,035 0,026 0,021 0,020 

17 
                 0,022 0,014 0,014   0,010   

18 
                 0,008 0,023 0,012       

19 
             0,002       0,004       

20 
0,001          0,003   0,004       0,004     

21 
0,002 0,003 0,005       0,011 0,004 0,009 0,009 0,008 0,009 0,014 0,010 0,004 

22 
           0,004     0,006 0,018 0,014 0,009     

23 
                 0,003 0,007 0,005       

24 
                 0,018 0,027 0,023       

25 
                 0,002     0,008 0,005   

26 
  0,002 0,001             0,009 0,007   0,005   0,003 

27 
                 0,002   0,005       

28 
                 0,001 0,002 0,002 0,002   0,002 

29 
                             

30 
  0,003 0,003     0,004       0,014 0,021 0,020     0,001 

31 
0,002 0,002 0,003       0,004         0,006       

32 
                 0,023 0,018 0,017       

33 
  0,003    0,003 0,003      0,007 0,003 

34 
                 0,010 0,010 0,010       

35 
                   0,005 0,004       

36 
                 0,020   0,003       

37 
                 0,015     0,004     

38 
           0,003     0,015 0,016 0,014       

39 
0,003          0,002 0,003     0,003         

40 
    0,010             0,003           

41 
               0,006       0,016   0,011 
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42 
0,003                0,017 0,014 0,015       

43 
0,023      0,013         0,077 0,063 0,066       

44 
    0,004     0,066         0,014 0,013       

45 
         0,058 0,003      0,068 0,005       

46 
0,166 0,170 0,223 0,047 0,046 0,051 0,121 0,116 0,127 0,186 0,152 0,136 0,191 0,133 0,149 

47 
                       0,020 0,014 0,018 

48 
0,055 0,055 0,074 0,042 0,079   0,016 0,013 0,019 0,080 0,068 0,069 0,044 0,032 0,042 

49 
                             

50 
0,336 0,375 0,488 0,028 0,065 0,108 0,174 0,169 0,197 0,330 0,271 0,253 0,196 0,133 0,156 

51 
0,581 0,569 0,763 0,082 0,058 0,081 0,330 0,321 0,359 0,310 0,261 0,265 0,452 0,326 0,384 

52 
                              

53 
                              

54 
0,293 0,328 0,440       0,498 0,535 0,641 1,427 1,267 1,289 0,373 0,311 0,412 

55 
0,325 0,320 0,428 0,070 0,054 0,065 0,114 0,109 0,126 0,205 0,173 0,172 0,145 0,099 0,115 

56 
                              

57 
                 0,025 0,011 0,023       

58 
    0,004               0,023         

59 
                             

60 
                              

61 
0,297 0,324 0,449       0,922 1,012 1,213 2,701 2,471 2,478 0,807 0,671 0,879 

62 
  0,006 0,007       0,006 0,006 0,007 0,020 0,018 0,019 0,006   0,007 

63 
0,003   0,003         0,002 0,003 0,006   0,006 0,002   0,002 

64 
0,097 0,093 0,102 0,040 0,030 0,036 0,067 0,082 0,083 0,209 0,192 0,204 0,079 0,067 0,074 

65 
                              

66 
                              

67 
                              

68 
0,038 0,039 0,052 0,049 0,047 0,054 0,016 0,016 0,020 0,024 0,022 0,021 0,028 0,019 0,027 

69 
                  0,001           

70 
0,018 0,020 0,024 0,022 0,022 0,029 0,010 0,010 0,013 0,013 0,013 0,014 0,015 0,011 0,015 

71 
    0,002         0,002 0,002     0,004       

72 
0,005               0,005   0,005 0,004 0,002     

73 
                    0,004 0,004 0,002     

74 
0,089 0,089 0,098 0,021 0,016 0,016 0,071 0,083 0,085 0,240 0,212 0,228 0,084 0,064 0,077 

75 
0,042 0,045 0,048 0,012 0,009 0,006 0,036 0,042 0,044 0,103 0,094 0,100 0,038 0,029 0,037 

76 
      0,002 0,003   0,002   0,005 0,024 0,023   0,001   0,004 

77 
0,008     0,009   0,010 0,005 0,004 0,006 0,017     0,006 0,002 0,007 

78 
0,005   0,002     0,003 0,007 0,006 0,006 0,044 0,045 0,044 0,008 0,004 0,007 

79 
  0,003       0,005 0,002 0,002 0,005   0,007       0,002 

80 
0,002 0,002 0,002 0,004   0,003 0,002 0,001 0,002 0,004 0,017 0,008 0,002 0,002 0,004 

81 
0,019 0,002 0,001 0,004             0,002 0,001       

82 
0,370 0,656 0,669 1,060 0,722 0,581 0,562 0,463 0,438 0,387 0,642 0,517 0,100 0,534 0,412 
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APÊNDICE III 

METABOLÔMICA DO EXERCÍCIO FÍSICO: UMA PODEROSA FERRAMENTA DE 

AVALIAÇÃO 

Sasaqui, C. S., Lima, K. S. C., Sousa, R. B., Araújo, N.A., Pinto, J. C. C. S., Lima, A. L. S.* 

 

Metabolomics of Physical Exercise: A Powerful 

Assessment Tool 

 
 
ABSTRACT:This work aims to determine a metabolic profile in athletes, relating the 
metabolic condition in blood serum and plasma with controlled variables such as physical 
effort, age of athletes and sex. For this, chromatographic methods (GC-MS and HPLC-MS) 
are used to separate, identify and quantify metabolites in blood serum and plasma analysis. 
The multivariate statistical analysis using the principal component analysis (PCA) and squares 
projection to latent structures and discriminant analysis (PLS-DA) techniques, identifying 
some metabolites that are related to the sex and the effort expended by the athletes. This 
shows the potential of using metabolomics to identify and relate metabolites to the variety of 
unknowns that may interfere with athlete performance. 
 
Keywords: chromatography, PCA, PLS-DA, metabolites, athletes. 
 
RESUMO: Este trabalho procura determinar um perfil metabólico em atletas, relacionando a 
condição metabólica no soro sanguíneo e plasma com variáveis controladas, tais como esforço 
físico, idade dos atletas e sexo. Para isso, os métodos cromatográficos (CG-EM e CLAE-EM) 
são usados para separar, identificar e quantificar metabolitos no soro sanguíneo. A análise 
estatística multivariada usando a análise de componentes principais (PCA) e a projeção de 
quadrados para estruturas latentes e discriminantes técnicas de análise (PLS-DA), 
identificando alguns metabólitos relacionados ao sexo e o esforço dos atletas. Isso mostra o 
potencial de usar a metabolômica para identificar e relacionar metabólitos com a variedade de 
incógnitas que podem interferir com o desempenho do atleta. 
Palavras-chaves: cromatografia, PCA, PLS-DA, metabólitos, atletas. 
 
* Instituto Militar de Engenharia, Seção de Engenharia Química, Divisão de Ensino e 
Pesquisa, Praça General Tibúrcio 80, CEP 22290-270, Rio de Janeiro-RJ, Brasil.  
santoslima@ime.eb.br 
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1 Introdução 

 Em todos os tipos de esportes, o objetivo do treinamento atlético é fazer com que o 

corpo se adapte a um estímulo intensivo, elevar a capacidade dos vários sistemas para realizar 

cargas de trabalho aumentadas e, portanto, melhorar o desempenho.1 Teoricamente, deve-se 

manter um equilíbrio entre cargas de trabalho e períodos de repouso suficientes para que o 

regime de treinamento seja bem-sucedido. Se um volume de treinamento for muito intenso, 

mas os períodos de descanso forem insuficientes, poderá ocorrer um desequilíbrio entre a 

tensão geral experimentada durante o treinamento e a tolerância do atleta a esse esforço que 

pode levar o atleta a uma situação de overreaching ou overtraining,2,3 caracterizado por 

redução do desempenho,  excesso de fatiga, sintomas subjetivos de estresse e inflamação 

transitória.3,4 O surgimento do estado de overtraining é comum no atleta de alto desempenho. 

Isto se deve principalmente à falta de marcadores de estresse para orientar com segurança a 

aplicação de cargas e garantir um período adequado de descanso.5Portanto, é importante 

avaliar de forma abrangente o estado físico e a adaptação de um atleta, para dirigir o programa 

de treinamento, prevenir os distúrbios acima mencionados e melhorar o desempenho.  

 Embora tenham sido estudados muitos parâmetros, incluindo marcadores 

comportamentais e biológicos não invasivos, marcadores bioquímicos e marcadores 

hormonais e imunológicos, para avaliar o estado físico dos atletas e evitar o overreaching e o 

overtraining durante um programa de treinamento,6,7 não existe um método universal para o 

diagnóstico e monitoramento do estado físico dos atletas. Para superar esses problemas, os 

profissionais de educação física buscam o apoio da nutrição, para otimizar a alimentação dos 

atletas, de forma que eles tenham aporte necessário de energia para suportar a carga de 

treinos; da estatística, para mostrar se os treinos estão sendo eficientes; da medicina, para 

prevenir contusões; da psicologia, para manter o foco dos atletas e, atualmente, da 

bioquímica, que pode fornecer informações auxiliares a todas as outras áreas. Dentro das 

áreas da bioquímica, temos a metabolômica, que pode medir as respostas do organismo a 

estímulos fisiológicos, como aumento do esforço, ou modificações genéticas,8 a partir da 

análise de sangue, urina, saliva ou outra secreção qualquer do organismo. A identificação do 

perfil metabólico de cada atleta pode auxiliar na identificação de problemas que podem 

prejudicá-los, como esforços excessivos, por exemplo. 

O objetivo deste artigo é mostrar como a metabolômica pode auxiliar, de uma forma 

eficiente, no aperfeiçoamento dos treinos dos atletas de alto-rendimento. A metabolômica 
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pode apresentar um perfil metabólico9 e identificar quais metabólitos estão relacionados com 

cada ação praticada pelo atleta. Pode-serelacionar o tipo e quantidade de metabólitos com a 

carga física dos treinos, com a alimentação do atleta, com seu gênero ou com o estado 

psicológico do atleta. 

A seguir será apresentado como a metabolômica pode auxiliar na determinação de um 

perfil metabólico em atletas de alto rendimento e como esse perfil pode otimizar a 

performance desses atletas, de acordo com o processo da Figura 1. 

 

Figura 1 - processo para a análise metabolômica 

 
  ENTRADA  PROCESSAMENTO SAÍDA 

   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

2 Esforço Físico 

 A alta carga de treinamento a que os atletas de alto-rendimento são submetidos 

diariamente gera um estresse oxidativo no organismo. Issopode ocasionar prejuízos à 

evolução técnica e física do atleta. Os efeitos provocados pelo estresse oxidativo podem ser 

minimizados com a adaptação do organismo, por meio da progressividade na evolução dos 

treinos10 e por um programa de treinamento adequado para cada tipo de atleta, período de 

treinamento e pelo esporte praticado; pela nutrição, que determinará a dieta adequada para 

cada período de treinamento; pela genética e fisiologia de cada atleta. 

 

 

2.1 Nutrição 

 Nos processos metabólicos de transformação dos alimentos em energia, são gerados 

inúmeros metabólitos, como mostra as Figuras 2 e 3, que ilustram o papel da cadeia 

respiratória das mitocôndrias na conversão dos alimentos em energia e o ciclo de Krebs ou 

Alimentação 

Esforço 

- Genética 
- Sexo 
- Idade 
- Metabolismo 
- Fisiologia 

Metabólito
s 

METABOLÔMICA 
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Ácido Cítrico, respectivamente, que variam de acordo com a dieta aplicada e as atividades 

desenvolvidas por cada atleta. Na dieta de qualquer pessoa, devem ser ingeridas quantidades 

adequadas de: carboidratos, gerando glicídios; proteínas, dando origem aos peptídeos e 

aminoácidos; lipídeos, que fornecem os ácidos graxos; além de diversos micronutrientes que 

fazem o trabalho de regulação do metabolismo.11 Assim sendo, a alimentação saudável e 

adequada à quantidade de trabalho deve ser entendida e compreendida pelos atletas de alto-

rendimento como sendo o ponto de partida para que se obtenha a melhor performance 

possível e as dietas nutricionais caracterizam a estratégia complementar necessária para 

alcançar essa performance. Para os indivíduos que praticam exercícios físicos sem maiores 

preocupações com o desempenho, uma dieta balanceada, que atenda às recomendações dadas 

à população em geral, é suficiente para a manutenção da saúde e possibilitar bom desempenho 

físico.11 

 

Figura 2 - Oxidação dos principais nutrientes na mitocôndria12. 
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Figura 3 - Destinos das cadeias carbônicas dos aminoácidos no ciclo de Krebs ou Ácido 
Cítrico12. 
 

 

 
 

Para se montar a dieta, deve-se ter conhecimento das características dos treinos e da 

rotina de cada atleta para que se possa calcular as necessidades nutricionais através de 

protocolos apropriados, sendo estimadas por meio de tabelas próprias. Também devem ser 

levados em consideração a modalidade esportiva praticada, a fase de treinamento, o 

calendário de competições e os objetivos da equipe técnica em relação ao desempenho, dados 

referentes ao metabolismo basal, demanda energética de treino, necessidades de modificação 

da composição corporal e fatores clínicos presentes, como as condições de mastigação, 

digestão e absorção. As necessidades energéticas são calculadas por meio da soma da 

necessidade energética basal (protocolo de livre escolha), gasto energético médio em treino e 

consumo extra ou reduzido para controle de composição corporal. Levando-se em 

consideração o consumo calórico total e o tempo entre digestão e aproveitamento metabólico, 
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determina-se a quantidade necessária de macronutrientes, ou seja, carboidratos, proteínas e 

lipídeos, essenciais na manutenção ou melhora do desempenho esportivo e saúde do corpo 

humano. Em relação aos micronutrientes, ou seja, vitaminas, minerais e oligoelementos, 

permanece o conceito de que, quando presentes em dietas balanceadas e com diversidade de 

alimentos, são suficientes para a demanda requerida pelos praticantes de atividade física 

regular, ficando a suplementação para ocasiões especiais, como em praticantes de atividade 

física com anemia ferropriva e gestantes, por exemplo. O ajuste das dietas, em termos de 

macronutrientes, às maiores necessidades calóricas decorrentes das atividades desportivas, 

deve proporcionar um concomitante ajuste no consumo dos micronutrientes. Recomenda-se 

que sejam consideradas as orientações nutricionais destinadas à população em geral, 

calculadas proporcionalmente à cada 1.000 quilocalorias ingeridas. Desse modo, o incremento 

na oferta de micronutrientes é proporcional ao aumento calórico da dieta, mantendo-se o 

equilíbrio ou balanço nutricional em níveis adequados.11 

 Por isso a Nutrição passa a ter um valor maior para a evolução do desempenho dos 

atletas, permitindo que os atletas tenham condições de realizar e concluir os períodos de 

treinamento com sucesso e não sejam atingidos por contusões, overtrainigs ou qualquer outro 

problema que afete a evolução nos treinamentos. O nutricionista é o profissional indicado, 

pois possui os conhecimentos para elaborar dietas alimentares específicas para cada atleta, 

considerando sexo, idade, período de treinamento e outros fatores individualizados.13 

 

 

2.2 Genética 

Os atletas de cada esporte apresentam características físicas semelhantes, por exemplo, 

os jogadores de vôlei e basquete são mais altos; os arremessadores de peso, disco e dardo são 

mais fortes; os corredores de longa distância são bem leves e vários outros esportes tem 

características físicas próprias. Por muito tempo, as grandes potências esportivas escolhem 

seus atletas de acordo com as características e valências físicas verificadas em medidas 

antropométricas, composição corporal, testes de flexibilidade; capacidade de força de 

resistência e aptidão aeróbica.14 Porém esses testes podem excluir bons talentos que não se 

enquadram nos padrões pré-definidos para cada esporte, com base nesse testes, provavelmente 

não teríamos visto Usain Bolt quebrando todos os recordes mundiais em provas de 100 e 200 

metros no atletismo. 

Porém, o sequenciamento do Genoma Humano pela Biologia Molecular em 200115 

possibilitou resultados promissores no tratamento e na prevenção de diversos males, abrindo 
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caminho para a utilização da genética na melhoria do desempenho no âmbito esportivo. No 

esporte de alto rendimento a biologia molecular pode ter papel importante na pré-seleção e na 

seleção de talentos esportivos, na manipulação genética visando ao aumento ou à diminuição 

da produção de determinadas substâncias pelo organismo, na prescrição do treinamento e na 

recuperação de lesões.16 

 

 

2.3 Fisiologia 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são formadas durante o metabolismo normal, 

por processos enzimáticos e não-enzimáticos, e, cronicamente, causam danos a lipídeos, 

proteínas e ácidos nucleicos celulares.17Durante uma atividade física a captação de oxigênio 

pode aumentar em até 20 vezes quando comparado ao repouso, e o fluxo de elétrons para as 

mitocôndrias dos músculos esqueléticos é elevado de 100 a 200 vezes, o que inevitavelmente 

aumentará a formação de ERO.17O aumento das contrações musculares gerado pelo exercício 

pode aumentar também a formação de óxido nítrico (NO), uma vez que altos níveis de óxido 

nítrico sintase (NOS) foram encontrados em fibras musculares.18A excessiva produção de 

ERO e NO pelas fibras musculares durante o mecanismo de contração contribui, 

significativamente, para a redução da força contrátil,19acelera os processos de fadiga20e 

concorre para o aumento de lesões musculares.21 

Para se proteger dessas agressões, o organismo possui mecanismos químicos e 

enzimáticos que o protegem dos danos oxidativos provocados pelas ERO.22Mas quando esses 

mecanismos são insuficientes, gera-se um estresse oxidativo entre os sistemas pró e 

antioxidantes, sendo o primeiro sistema dominante. Quando o estresse excede a capacidade de 

defesa do organismo, observam-se danos às moléculas biológicas.23 Observa-se também, que 

o sistema antioxidante parece responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades nos 

tecidos e órgãos de indivíduos treinados,24embora haja contradições.25 

As principais lesões constatadas são: peroxidação lipídica (LPO), carbonilação de 

proteínas e danos ao DNA, que ocasiona alteração da função celular.26 

A LPO consiste numa série de reações em cadeia, representada pelas etapas de 

iniciação, propagação e terminação, como mostra a Figura 4: 

- Iniciação: corresponde à fase em que uma espécie reativa abstrai um átomo de 

hidrogênio do grupo metileno formando um radical lipídico instável, que se transforma em 

um dieno conjugado;27 
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- Propagação: onde o radical alquila, formado pela abstração de um hidrogênio, reage 

com oxigênio formando um radical peroxila, que abstrai um hidrogênio de um ácido graxo 

poli-insaturado, presente na membrana celular, formando um novo radical alquila; 

- Terminação: ocorre quando os radicais alquila e peroxila se propagam até se 

destruírem, originando produtos não-radiculares.28 

 

Figura 4 - Etapas da LPO. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na ocorrência de estresse oxidativo e agressão aos lipídeos, as fosfolipases A e C 

podem ser ativadas, promovendo a degradação de fosfolipídios da membrana celular e 

liberando grande quantidade de ácidos graxos livres, como o ácido araquidônico, cuja 

liberação está diretamente relacionada ao tempo de lesão oxidativa local.29 

Exercícios físicos de alta intensidade criam ambiente favorável para a ativação 

enzimática de xantina oxidase (XO). Estudos mostram um acúmulo na concentração 

plasmática de hipoxantina e ácido úrico após intensa contração muscular, principalmente 

durante a fase de recuperação pós-exercício, sugerindo que a XO foi acionada.30 

O aumento das ERO em exercícios anaeróbicos está relacionado com a síntese ácido 

lático, catecolaminas e o elevado processo inflamatório após exercícios anaeróbicos com 

intensidades máximas.31 

Ácidos graxos poli-insaturados 

Radical lipídico 
(L-) 

Radical peroxilo 
(LOO-) 

Dienos conjugados 

- H+ 

+ O2 

+ H+ 
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 Várias estratégias têm sido utilizadas em estudos com humanos e animais na tentativa 

de aumentar a capacidade antioxidante do indivíduo, tais como a suplementação de 

antioxidantes, restrições dietéticas e fármacos. Autores sugerem que a estratégia mais 

eficiente em estimular os mecanismos antioxidantes pode ser a maior indução do próprio 

estresse oxidativo, que, gradativamente, aumentaria a quantidade de antioxidantes endógenos 

e aumentaria a resistência a lesões induzidas pelo exercício. Isso ocorre, porque, dependendo 

da quantidade e intensidade de realização do exercício, ocorre um equilíbrio no sistema 

oxidante-antioxidante e assim, o sistema antioxidante repara os tecidos e os prepara para o 

organismo para uma nova agressão.32 

No estudo de Child et al.,33 indivíduos treinados foram submetidos a uma prova de 

meia maratona simulada; observou-se, através da medida da capacidade antioxidante total e 

do ácido úrico, uma maior habilidade scavenger (capacidade de neutralizar os radicais livres 

formando compostos menos reativos) sobre os radicais livre do soro. Mesmo assim, o 

exercício induziu aumento das concentrações de malondialdeído, sugerindo que tais respostas 

foram insuficientes para prevenir a LPO induzida pelo exercício. Powers et al.34 afirmam que 

o treinamento habitual de alta intensidade que é necessário para o nível de competição de elite 

é capaz de aumentar as defesas antioxidantes. Nesta linha de pesquisa, Halliwell17 refere que 

atletas têm altas concentrações de ceruloplasmina no plasma. A ceruloplasmina é uma α-

globulina que está envolvida no transporte e na regulação do cobre, podendo reduzir 

diretamente o oxigênio sem intermediários conhecidos, e, portanto, participante no sistema de 

defesa antioxidante extracelular 

 O processo de adaptação ao treinamento é capaz de proteger o atleta a maioria das 

situações de exposição ao exercício exaustivo, mas é indicado que os atletas sejam 

submetidos a uma dieta rica em antioxidantes e vitaminas para reduzir os efeitos do estresse 

oxidativo gerado pelo exercício exaustivo.32 

 

3 Metabolômica 

 Os metabólitos são resultados das reações bioquímicas que ocorrem no organismo e 

desempenham um papel muito importante na conexão das diferentes vias metabólicas que 

operam dentro de uma célula viva. O nível dos metabólitos de uma célula ou tecido é 

determinado pela concentração e propriedades das enzimas, função de um complexo sistema 

regulatório operante dentro das células. A identificação do nível dos metabólitos é um 

complemento fundamental na determinação da função gênica.35 Assim, surge a 
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metabolômica,que utiliza a tecnologia para fornecer uma visão geral compreensiva 

quantitativa e qualitativa dos metabólitos presentes em um organismo.36 

 Atualmente, a metabolômica desenvolve-se devido às novas configurações de 

equipamentos, como espectrômetros de massas (EM), de ressonância magnética (RMN) e de 

fluorescência induzida por laser (FIL), que possibilitam a identificação e quantificação de 

metabólitos com precisão. A escolha da melhor técnica depende dos metabólitos, dos 

objetivos e dos recursos disponíveis. O RMN é altamente seletivo, não destrutivo, mas de 

baixa sensibilidade;37 o FIL é mais sensível, mas possui baixa seletividade química e o EM é 

o que oferece a melhor combinação de seletividade e sensibilidade.38 As estratégias de análise 

por espectrometria de massas são um componente crítico em metabolômica e tem sido as mais 

utilizadas, pois são as que oferecem melhores sensibilidade e seletividade, principalmente 

acoplando o EM, com sistemas de separação, como cromatografia líquida e gasosa, sendo 

indispensáveis quando são analisadas matrizes biológicas.39 A espectrometria de massas 

detecta a razão entre massa e carga (m/z) de íons, os quais são provenientes de uma fonte de 

ionização. Esta fonte gera íons na fase gasosa, a partir de moléculas neutras ou de moléculas 

carregadas. Com o decorrer dos anos, a espectrometria de massas vem obtendo grandes 

avanços, nos campos instrumentais e de aplicação. Um grande marco na evolução da EM foi o 

desenvolvimento de novas fontes de ionização, como ESI (Electrospray Ionization) e MALDI 

(Matrix Assisted Laser Desorption / Ionization), sendo métodos de ionização à temperatura 

ambiente.40 

A partir do desenvolvimento destes novos métodos de ionização, uma ampla faixa de 

compostos químicos passou a ser analisada por espectrometria de massas, desde pequenas 

moléculas polares até macromoléculas. Até então, somente compostos pequenos, voláteis e 

estáveis à temperatura ambiente eram analisados por um espectrômetro de massas. Este 

desenvolvimento possibilitou o acoplamento de EM com outros sistemas de separação, como 

cromatografia líquida, como ESI e APCI (Atmospheric-Pressure Chemical Ionization), e 

impulsionou o uso de EM para a detecção de diversas moléculas.9 

Na metabolômica, pode-se fazer a análise da amostra por análise direta no EM ou 

utilizar uma técnica de separação, como cromatografia, antes do EM quando a amostra for 

complexa, como é o caso das amostras biológicas, como sangue e urina.41 

A análise metabolômica envolve a determinação dos níveis de compostos químicos de 

baixa massa molecular (menor que 1000 Da), que estejam presentes dentro e fora das 

células.41A metabolômica pode ser dividida em análise direcionada (para moléculas alvo) ou 
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perfil metabólico (identificação total dos metabólitos presentes). Na determinação de um 

perfil metabólico são utilizadas técnicas de análise de dados multivariados ou quimiometria.42 

  

 

4 Métodos Analíticos 

Os métodos analíticos mais utilizados para determinação e quantificação de 

metabólitos em fluidos biológicos são os métodos cromatográficos, com destaque para a 

cromatografia gasosa (CG) 42 e a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 43 A 

cromatografia é um método físico-químico de separação dos componentes de uma mistura, 

realizada através da distribuição desses componentes que sofrerão forte interação com uma 

das fases em duas fases: a fase móvel e a fase estacionária. A fase móvel é responsável por 

interagir diferentemente com cada componente por meio de diferentes interações 

intermoleculares, como ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas e hidrofóbicas ou 

forças de Van der Waals. 44 

 A diferença básica na utilização da cromatografia líquida e a gasosa está na definição 

das substâncias que serão analisadas, já que a cromatografia gasosa exige que a substância 

seja volátil e termicamente estável e a cromatografia líquida exige que a substância analisada 

seja solúvel em água, já que a água é o solvente da cromatografia líquida. Quanto mais volátil 

e mais apolar for a substância, melhor será a análise com CG em vez do CLAE.   

 Na espectrometria de massas é uma técnica analítica extremamente valiosa em que 

moléculas em uma amostra são convertidas em íons em fase gasosa, que são 

subsequentemente separados no espectrômetro de massas de acordo com sua razão massa (m) 

sobre a carga (z), m/z.45  Para isso, utiliza-se uma fonte de ionização para transformar em íons 

as moléculas a serem analisadas. Esses íons atravessam um campo magnético e atingem um 

detector, possibilitando que a substância seja identificada a partir da razão massa/carga (m/z) 

de cada íon.46 Porém, apesar de a espectrometria de massas poder ser utilizada na análise 

direta de matrizes biológicas, essa análise na metabolômica é pouco prática, já que ela só 

servirá se existir algum metabólito-alvo que pode ser identificado diretamente, o que não 

acontece quando se deseja determinar um perfil metabólico. 

 O acoplamento de um cromatógrafo a um espectrômetro de massas, que é a colocação 

de um espectrômetro de massas na saída de coluna cromatográfica, permite que amostras 

complexas, como as matrizes biológicas, sejam largamente utilizadas na metabolômica. 

Aseparação cromatográfica antes da espectrometria de massas possibilita que se reduza o 

efeito da matriz e a supressão de íons, haja a separação de isômeros e permita uma 
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quantificação dos metabólitos mais precisa.43 As principais técnicas são as do CG-EM e 

CLAE-EM. 

 

 

4.1Moléculas Orgânicas Volatilizáveis 

 A cromatografia gasosa (CG) é uma das técnicas analíticas mais utilizadas, pois possui 

um alto poder de resolução e tem grande sensibilidade, podendo identificar substâncias em 

pictogramas, separando misturas complexas com até 200 substâncias bem semelhantes. 

Porém, tem o inconveniente de só separar substâncias voláteis e com alta estabilidade 

térmica.47 A cromatografia gasosa se caracteriza por utilizar um gás como fase móvel e uma 

fase estacionária sólida (coluna). 

 Para melhorar as condições de cromatografia e possibilitar que mais compostos 

possam ser separados pela cromatografia gasosa, usa-se a técnica da derivatização química, 

que consiste na substituição dos hidrogênios das funções químicas (funções polares) por 

grupamentos mais apolares que não formem ligações de hidrogênio,48 que pode aumentar a 

sensibilidade na detecção e a melhora do comportamento cromatográfico dos compostos, 

aumentando sua volatilidade, melhorando a estabilidade térmica e melhoria da resolução 

cromatográfica.49 As três principais formas de derivatização química são:  

 

- Alquilação: É uma reação de Friedel-Crafts, onde ocorre a substituição do hidrogênio 

alifático ou alifático-aromático, por um radical alquila, em um processo 

de esterificação, diminuindo a polaridade do composto;50 

- Acilação: É uma reação de Friedel-Crafts que consiste na introdução de um grupo 

acila na molécula do composto, trocando o hidrogênio reativo, 

transformando o composto em amida, ésteres, tio-ésteres, ácido 

carboxílico ou derivado carboxílico;50 

- Sililação: É uma reação onde existe uma troca do hidrogênio reativo por um grupo 

silil. É a mais usada por ser simples, rápida e versátil. A reação ocorre em 

uma única etapa e apresentam alto-rendimento mesmo em condições 

brandas. Os principais agentes sililantes são trimetilclorosilano (TCMS); 

N,Obis-trimetilsilil-acetamida (BSA); N,Obis-trimetilsilitriacetamida 

(BSTFA); hexametilsililazano (HMDS) e N-metil,N-

trimetilsililtriacetamida (MSTFA).50 
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Com a utilização da derivatização, que aumenta a quantidade de compostos polares 

que podem ser analisados, a cromatografia gasosa se torna uma poderosa ferramenta de 

análise na metabolômica, e quando combinada com um espectrômetro de massas (CG-EM) se 

torna a técnica de análise menos sujeita a equívocos (Figura 5).50 

 

Figura 5 - Cromatograma de íons totais obtidos em amostra de serum sanguíneo, derivatizado 
com BSTFA, de um atleta de pentatlo moderno. Estão destacadas as regiões dos aminoácidos, 
mono e dissacarídeos, ácidos graxos, bem como os picos de ácido lático e glicerol. 

 

 

 

 

4.2Moléculas Orgânicas Solúveis 

 A cromatografia líquida (CLAE) é uma técnica que possibilita as análises e separações 

com alta eficiência de uma ampla gama de compostos. As separações em CLAE podem se dar 

por adsorção, partição ou ambos os meios. A versatilidade dessa técnica reside no grande 

número de fases estacionárias existentes.47 Os métodos baseados na CLAE são adequados 

para uma variedade de compostos orgânicos que apresentam polaridade mais alta e 

volatilidade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica, características de muitos 

compostos orgânicos produzidos pelo nosso organismo.51 

 A área forense é a que mais tem apresentado trabalhos de utilização da técnica de 

CLAE na área de toxicologia, principalmente envolvendo drogas de abuso em matrizes 



134 
 

 
 

biológicas. Isso é devido à possibilidade de identificação de metabólitos derivados do 

consumo de drogas em casos de dopagem na área esportiva; de envenenamentos; acidentes de 

trânsito e outros. Para a análise de um perfil químico, normalmente se utiliza o CG-EM, por 

causa da vasta biblioteca eletrônica de espectros de massas disponíveis, porém as limitações 

como volatilidade e instabilidade térmica, que exigem a utilização da derivatização, tem 

propiciado um incremento na utilização do CLAE-EM.48 

 De forma a obter uma maior eficiência na separação dos compostos, desenvolveu-se 

uma nova técnica de cromatografia líquida, a cromatografia líquida de ultra pressão (UPLC). 

Esta técnica se assenta nos princípios da cromatografia líquida de alta pressão, mas com 

algumas diferenças que vão facilitar o método de separação. O desenvolvimento da técnica de 

UPLC veio trazer claras vantagens à separação cromatográfica de analitos. Esta técnica 

permite uso de colunas com um comprimento mais reduzido, assim como das partículas que 

compõem a fase estacionária, a aplicação de pressões mais elevadas, que podem ser 

superiores aos 14.000 psi, o consumo de solvente é relativamente inferior e o fluxo aplicado 

para a passagem das amostras pela fase estacionária pode ser mais elevado. Para além disso, o 

cromatograma apresenta uma maior resolução (grau de separação entre os picos) e uma maior 

sensibilidade de detecção dos compostos presentes nas amostras. Todas estas vantagens 

vieram contribuir para uma redução do tempo de análise, uma das principais dificuldades 

aplicadas à cromatografia líquida de alta pressão.52 

 

5. Tratamento dos Dados 

 Após os resultados terem sido apresentados pela técnica escolhida, esses resultados 

devem ser analisados e como o objetivo é a determinação de um perfil metabólico, espera-se 

uma quantidade significativa de metabólitos, então deve-se separar quais os metabólitos são 

importantes e para isso deve-se recorrer a ferramentas estatísticas adequadas. Isso para que se 

possa identificar e quantificar os diferentes metabólitos detectados nas amostras.53 

 Para determinar a técnica adequada, deve ser verificado o que se quer analisar, se 

forem metabólitos específicos pode-se utilizar o teste “t”, quando forem analisados pares de 

substâncias, ou análise de variância (ANOVA ou MANOVA), já que se deseja verificar se 

ocorreram variações significativas nos metabólitos e foi possível realizar uma quantidade de 

experimentos suficiente para tornar as variações significativas; porém quando se quer analisar 

uma quantidade grande de componentes, como no caso de perfil metabólico, devem ser 

utilizados métodos mais poderosos e versáteis como a análise dos componentes principais 
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(PCA) e a análise dos mínimos quadrados parciais para análises de discriminantes (PLS-

DA).10, 54 

 O teste “t” de Student e recomendado quando se deseja comparar a média de dois 

tratamentos, onde faz-se uma análise da variância e se ela for menor do que um valor pré-

definido (p) considera-se que  os tratamentos aplicados são diferentes e o nível de confiança 

do teste será de (1-p), porém quando existem muitos pares a serem analisados o nível de 

confiança do teste será reduzido, inviabilizando a utilização deste teste.55 

A análise de variância objetiva analisar a variação média entre os resultados 

encontrados e inferir quais os fatores são realmente importantes e produzem efeitos 

significativos nas respostas de um sistema. Essa análise é um processo de decomposição da 

variação total entre todas as unidades experimentais, identificando as fontes das variações. A 

variação total pode ser decomposta em três grupos de causas ou fontes de variação: (i) 

relacionada com os tratamentos; (ii) relacionada com causas controladas pelo delineamento 

experimental; e (iii) relacionada com o erro experimental.56 

A técnica de PCA consiste em uma transformação linear ortogonal para um novo 

sistema de coordenadas, onde os novos eixos coordenados serão os componentes que 

maximizam as variâncias e esses componentes serão os componentes principais. Já a técnica 

dos mínimos quadrados parciais, relacionam os componentes com uma resposta. Essa técnica 

encontra hiperplanos que maximizam a variância com alguma variável que se deseja como 

resposta.54 

 As técnicas de PCA e PLS-DA são amplamente utilizadas na metabolômica, ainda 

mais quando se trabalha para definir perfis metabolômicos em amostras biológicas, que 

apresentam uma grande quantidade de metabólitos tornando muito complexa sua análise.55 

A PCA define componentes ortogonais, sendo que a primeira explica a maior variância 

entre todas as variáveis e, ainda possibilita a identificação de mais componentes ortogonais 

para explicar melhor as variâncias. Quanto maior for a complexidade do sistema, maior será a 

quantidade de componentes necessárias para explicar a variabilidade do sistema. Já PLS 

identifica variáveis latentes que apontam na direção de maior variância sobre uma dada 

informação fornecida ao sistema.56 Essas técnicas reduzem a dimensão de análise 

conseguindo indicar possíveis marcadores no perfil metabolômico analisado. A ordem de 

aplicação das técnicas está na tabela 1. 
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Tabela 1 - Ordem de aplicação das técnicas de PCA, PLS-DA e PLS. 

  ETAPAS DETERMINAÇÃO DO MODELO MÉTODO 

1 Visão dos dados 

Seleção dos grupos representativos:  
- Entrada de dados e determinação 
dos componentes principais PCA 

2 Separação por 
importância 

Comparação dos metabólitos PLS-DA 

3 Correlação com 
uma resposta 

Especificação dos efeitos 
metabólicos PLS 

  

 

Alguns trabalhos publicados confirmam a utilidade dessas duas técnicas na 

metabolômica, especialmente quando envolve esforço físico. Yan et al8 fez uma investigação 

metabolômica em remadores sêniores e juniores comparados a homens não-atletas, analisando 

o soro sanguíneo em GC/TOF-MS fazendo uma análise estatística com PCA e PLS-DA 

identificando a alanina; o lactato; o -d-metilglucopiranoside; o ácido piroglutâmico;a 

cisteína (Figura 6); o ácido glutâmico; o ácido cítrico; ácidos graxos; a valina; a glutamina; a 

fenilamina; a tirosina e outros, que se relacionavam com o metabolismo da glicose; o estresse 

oxidativo; o metabolismo energético, lipídico e de aminoácidos.Chorell et al55fez uma 

investigação sobre o efeito da ingestão de carboidratos combinado proteínas na geração de 

uma resposta metabólica diferente comparado com uma ingestão de água sem qualquer 

complemento após o exercício. Participaram do experimento 24 homens que tiveram o soro 

sanguíneo analisado e a análise de curva de resolução hierárquica multivariada (HCMR) e 

PLS identificaram que a pseudorina é um marcador de uma bebida com carboidrato de baixa-

complexidade e proteína, além de ter determinado sinais de resistência à insulina. 
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Figura 6: Catabolismo da L-cisteína12 

 

Fonte:  Murray, R. K.; Granner, D. K.; Rodwell, V. W. (2011) 
 

 

 

6Preparação das Amostras e Análise dos Metabólitos 

Nessa etapa, deve-se definir qual será a matriz biológica que será analisada, sangue ou 

saliva, por exemplo, que será definido de acordo com os metabólitos desejados. Para assim 

definir qual a forma de interromper a atividade bioquímica, pois os níveis metabólicos variam 

muito rapidamente em função de quaisquer alterações no ambiente da célula. Existem muitas 

formas para realizar essa interrupção e depende do que será analisado e quais serão os extratos 

analisados.Depois da interrupção, é necessário que se separe os metabólitos que se deseja 

analisar, definido se serão analisados os componentes polares ou apolares, por exemplo. 

Assim, define-se quais os solventes serão utilizados e quais os equipamentos serão utilizados. 

Se a matriz biológica escolhida for o sangue, deve-se definir se será analisado o 

plasma ou o soro no sangue, mas independentemente de ser plasma ou soro, é necessário que 

se removam as proteínas, que podem ser precipitadas com metanol; acetonitrila ou ácido 

perclórico.56 Após essa etapa, extrai-se a parte sobrenadante e prepara-se a amostra para 

utilização no RMN ou no EM acoplado a um sistema de separação, normalmente 

cromatografia. 
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7 Considerações Finais 

 Com essa revisão, verifica-se que a metabolômica é uma ferramenta muito útil para 

determinar o perfil metabólico ou identificar um metabólito específico com o objetivo de 

incrementar os treinos, e consequentemente, os resultados deatletas de alto rendimento. Os 

resultados virão porque os treinadores terão em mãos um instrumento capaz de identificar o 

nível de esforço dispendido pelos atletas e, assim, otimizar e personalizar os treinos de cada 

atleta. O atleta terá em mão um detalhamento de seus gastos energéticos, permitindo que os 

nutricionistas indiquem dietas balanceadas por período de treinamento e os médicos e 

fisioterapeutas terão à disposição indicadores de lesão, para que possam indicar tratamentos 

para minimizar esses problemas. Assim, tem-se a demonstração de que a metabolômica pode 

ser uma ferramenta poderosa na avaliação das condições físicas de um atleta de alto 

rendimento ou, mesmo de um atleta amador que deseje praticar o esporte como meio de 

manter uma vida saudável. 
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Abstract 
 
This work presents a method to determine the metabolic profile of modern pentathlon athletes by 
relating metabolic variations in their blood serum to controlled variables such as physical effort, 
age and gender. For this purpose, a blood serum analysis was performed via Triple Quadrupole 
Gas-Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS) followed by a multidimensional statistical 
analysis using the Principal Component Analysis (PCA) and Partial Least Squares-Discriminant 
Analysis (PLS-DA) techniques, identifying some metabolites related to gender and effort 
expended by the athletes. This shows the potential of metabolomics to identify and relate 
metabolites to the variety of unknown factors that may interfere with athlete performance. The 
multivariate analyses revealed that 5 metabolites, among 82, represent more than 25% of the 
variations related to the athlete gender and the effort expended in training. 
 
Keywords: GC-MS, PCA, PLS-DA, metabolites, athletes. 
 
 
Introduction 

 
High-intensity physical activity, common in high-performance athletes, causes a series of 

reactions in the human organism, which increase the quantity of reactive oxygen species (ROS), 
damaging lipids, proteins and cellular nucleic acids.1,2 These changes may promote several 
beneficial effects such as mitochondrial biogenesis, increase of antioxidant enzymes, increase of 
protein biosynthesis and other alterations.3-5 However, the increase in muscle contractions 
generated by exercise can also elevate the formation of nitric oxide (NO), since high levels of 
nitric oxide synthase (NOS) have been found in muscle fibers.6 Excessive production of ROS and 
NO during the contraction mechanism contributes significantly to reducing the contractile force, 
accelerates the processes of fatigueand contributes to increasing muscle injuries.7-9 Thus, intense 
physical effort can generate several kinds of metabolites that may be useful in the identification 
of markers of injuries or other symptoms that may impair the performance of these athletes in 
training and consequently in competitions. In this regard, the metabolomics field may serve to 
understand the metabolic demands and the bioenergetic characteristics of the modern pentathlon, 
since there are still few studies that explain the influence of training for this sport on athletes. 

Athletes are usually monitored by their coaches through tests such as lactate, to measure 
the intensity of exercise, and creatine kinase (CK), which is an indicator of damage to muscle 
tissue or even by simple observation of the athlete.10Metabolomics, a technology aimed at 
providing a comprehensive qualitative and quantitative overview of the metabolites present in an 
organism, can identify a large variety of metabolites in biological matrices and thus help coaches 
and athletes by potentially identifying metabolites that may be related to the intensity of effort, 
age, gender or any other factor.11-12 The human serum metabolome is the composition of all small 
molecules present in an organism.13 

Modern pentathlon is an Olympic sport created by Baron de Coubertin in 1912. It consists 
of five sports, as follows: swimming 200 m freestyle; fencing, using swords in a round-robin 
competition; riding, involving show-jumping over 12-15 obstacles in a 350-450m course; and a 
combined running and shooting discipline consisting of four laps of 800 m, with a series of laser-
pistol shooting at five targets to be completed in up to 50 s all in just one day of competition.14It 
is a sport that involves several different physical valences such as intense aerobic capacity in 
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swimming and running; and psychological ability in fencing, shooting and riding, leading to 
specialized training. This sport is not practiced for the sole purpose of leisure due to the high 
costs involved in practice and in the assembly of competitions. 

In this paper, we adopted the Metabolomics Qualitative technique, to identify metabolites 
in a biological matrix where there are several metabolites using the triple quadrupole GC-MS, in 
a similar process to that used by Bei et al. (2009),15 who carried out an analysis on rowers using a 
healthy control group.The main objective of the present study was to identify metabolic 
variations in the serum of modern pentathlonathletes via fast analysis with gas chromatography 
and mass spectrometry. 

 
 

Methods 
 
 
Design 
 
The analyzed blood serum was obtained from Modern Pentathlon athletes at the Military 

Circle of Vila Militar, collected by the Food Development Laboratory for Special and 
Educational Purposes (LabDAFEE) at the Josué de Castro School of Nutrition of the Federal 
University of Rio de Janeiro (UFRJ). All collection procedures were approved by the UFRJ 
Ethics in Research Committee (CEP) according to CEP-MEMO - nº 923/11. In the analyses, we 
used Merck HPLC (high-performance liquid chromatography) grade methanol in a 5L package, 
Merck HPLC grade acetonitrile in a 5L package for dilution of the serum after drying, and 
BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) from Sigma Aldrich in a 25mL package as a 
derivatizing agent. All athletes were informed of all blood serum collection and analysis 
procedures and risks as prescribed in the project presented to and approved by the Research 
Ethics Committee of UFRJ. 

 
 
Subjects 
 
For the study, we analyzed modern pentathlon athletes from the Military Circle of Vila 

Militar, located in Deodoro, Rio de Janeiro, Brazil, who conducted their training programs for a 
period of three weeks before the 2014 Brazilian Modern Pentathlon Championship. Their blood 
was collected every three weeks by the LabDAFEE team of the Josué de Castro School of 
Nutrition of UFRJ: once before training, on Mondays, and again on Fridays, after training. The 
first week was one of more intense training sessions, whose intensity reduced over the following 
two weeks; the latter was a very lightweight training for the athletes to reach their top 
performance at the competition. 

The group consisted of 10 athletes with age ranging from 15 to 26 years old, comprising 
six men of whom three were between 15 and 18 years old and three were 19 to 22 years old; and 
four women aged 19 to 21 years.The athletes were in full health. 

Samples were immediately transported to LabDAFEE in refrigerated packages, and the 
serum was separated for analysis. 
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Methodology 
 
Apparatus 

 
For deproteinization of the serum, a digital bench centrifuge for microtubules (CT-

15000R, Cientec) was used. A BiotageTurboVap® L evaporator was used to extract the solvents. 
Lastly, for separation and detection of metabolites, an Agilent 7697A CG-MS (HS 7697A) with 
automatic injector and a DB5 fused-silica ID capillary column (30 m, 0.25 mm, 0.18 μm; 5% 
phenyl dimethylsiloxane stationary phase) was used. 

 
Preparation of samples  

 
For deproteinization of the serum, 400 μL methanol were added to 100 μL serum and 

centrifuged at 11,000 rpm for 30 min at 4 °C. Three 100μL portions of the supernatant were 
transferred into three vials and the solvent was evaporated using an evaporator.16,17 Thereafter, 
for derivatization, 0.5 mL acetonitrile and 50 µL BSTFA were added to the vials, which were 
vigorous stirred and heated at 60 °C for 30 min.17 

 
GC-MS analysis and quantification of metabolites 
 
Derivatized samples were automatically injected into an Agilent 7697A (HS 7697A) GC-

MS with automatic injector and fused-silica ID capillary column (DB5-MS; 30 m; 0.25 mm), 
with helium as the carrier gas. The GC operating conditions were as follows: injector temperature 
of 250 °C; entrainment gas flow rate of 1 mL min-1; purge flow of 3 mL min-1; and temperature 
starting at 70 °C for 2 min, increasing from 70 °C to 310 °C at the rate of 30 °C min-1, and 
remaining for 2 min at 310 °C. The mass spectrometer was programmed to work with a solvent 
delay of 120 s to search for metabolites with 50 to 800 m/z, ion source temperature of 230 °C, 
and an automatic peak detector, peak area calculation, and identification of the compounds 
processed by the Agilent 488 system and identified according to the Wiley library. All 
compounds with a similarity index less than 80 were rejected. 

 
Statistical analysis 

 
For the multivariate statistics, it was first necessary to normalize all the peaks found, and 

the Statistica 8.0 program (Statistica Version 8.0, Statsoft Inc. 1984-2007)was used for the 
statistical analyses.18 The table was assembled according to the differences in concentrations of 
the metabolites found, considering the first blood collection from the athletes as a function of 
gender, age and effort expended by them, which was measured using the Borg scale.19 First, a 
principal component analysis (PCA) was performed to show the greatest variation in the various 
samples and an analysis was run to determine if there was a relationship between the control 
variables gender, age and effort with variations in the metabolites. For this, a partial least 
squares-discriminant analysis was performed (PLS-DA). In addition, an array of Pearson 
correlation coefficients was used to check for correlations between the metabolites, where pairs 
with strong Pearson correlation coefficients presented values greater than 0.8.20 
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Results and Discussion 
 
In the GC-MS analysis (Figure 1), 82 metabolites with similarity at least 80 were found. 

For the statistical analysis, the athletes were clustered in two groups: four female athletes 
between 19 and 21 years old and six male athletes between 15 and 26 years old.  

The analysis of linear correlations revealed relation between metabolites of the same 
organic family in all the analyzed groups: the amino acids L-alanine, L-isoleucine, L-proline, 
proline, L-threonineand L-serine; the fatty acids methyl stearate, 9-12 octadecadienoic acid and 
octadecanoicacid; and the glycinesα-D-galactopyranose, D-mannopyranose, glucofuranose, β-d-
galactofuranose and glucopyranose. 

Principal component analyses (PCA) were performed for three comparison purposes: all 
athletes together, female group and male group (Table 1). 

In the PCA analysis, L-proline and L-alanine stood out by representing more than 23% of 
the total variation among all athletes and almost 28% considering the group composed only of 
men, indicating the great importance of these two metabolites. Furthermore, L-proline was the 
most important metabolite, representing almost 45% of the total variation.The concentrations of 
L-alanine and L-proline were directly proportional to the effort expended (Figure 2A), and the 
levels of 9-12-octadecanoic acid decreased with the increase in effort among all athletes (Figure 
2B). 

PCA analysis indicated L-proline as the most important metabolite, with the greatest 
variation among modern pentathlon athletes, and L-alanine as a possible marker for male athletes 
and 9-12-octadecanoic acid for female athletes. 
The PLS-DA analysis examined the total group of athletes as well as female and male athletes 
individually (Tables 2). 

The PLS-DA analysis shows the importance of glycerol in female athletes, as it 
represented more than 19% of the total variation. Butanoic and lactic acids appear as the most 
important metabolites in the male group, accounting for more than 15% of the total variation. 
When all athletes are analyzed together, butanoic acid does not show the same importance and is 
replaced by glycerol. Thus, glycerol and lactic acid are the most important metabolites, 
representing over 14% of the total variation. To explain the response of butanoic acid in the male 
group, a PLS analysis was performed and the male group was separated in two sub-groups of 
males under and over 19 years old. Results (Table 2) show that the most important metabolite for 
the male group is lactic acid. The PLS-DA analysis showed that glycerol is a marker for the 
female group and lactic acid is a marker for the male group. 

Regression coefficients shown in Table 3 and Figure 3Aindicate to which variable 
(gender, age or effort) glycerol and lactic acid are related. Thus, there was a strong correlation 
between effort and glycerol or lactic acid. Glycerol and lactic acid were the most important 
metabolites that explain the effects of effort on the human body, considering athletes of both 
genders. Therefore, Table 3 shows the strong correlation between effort and glycerol, while 
Figure 4A represents that strong correlation that generated the equation with a 95% of confidence 
interval, as shown below: 

 
Glycerol = -0.0002 + 0.0008 x (effort) + 9.2275-5 x (effort)2 

  
The PLS-DA analysis shows the importance for glycerol in female athletes, which 

represents more than 19% of the total variation. Butanoicacidandlactic acid appear as the most 
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important metabolites in the male group and represent more than 15% ofthe total variation, 
andwhenallathletes are analyzed, butanoicacid does notappearandis replaced by glycerol. Thus, it 
was concluded that the metabolites glycerol and lactic acid are the most important metabolites 
and represent more than 14% of the total variation. Toexplaintheappeared ofbutanoicacidon male 
group it was made a PLS analysis and separated de male group in 2 groups, one with athletes 
under 19 years old and other over 19 years old and the results are given in tables 3 and show that 
the most important metabolite for men group is lactic acid. Then, PLS-DA analyses shows that 
glycerol is a marker for female group and lactic acid is a marker for male group. 
 Regarding the male group, Table 3 shows that butanoic acid was more important than 
lactic acid when considering all male athletes and Figure 3B shows the variation of lactic acid 
and butanoic acid with changes in effort. However, when the male group was divided into two 
new groups (one with athletes under 19 years old and the other with athletes over 19 years old) 
and the PLS-DA analysis was performed, lactic acid was found to be more important than 
butanoic acid. Figure 3C shows a similar result to that ofFigure 3B, displaying the greater 
importance of lactic acid compared with butanoic acid. Table 3 shows that butanoic has no 
importance for male athletes over 19 years old and Figure 4B indicates a strong correlation that 
generated the equation with a 95% of confidence interval: 

 
Lactic acid = ‒0.0256 + 0.0316 x (effort) + 0.0016 x (effort)2 

  
In the PLS analysis, glycerol and lactic acid could be separated as the most important 

metabolites and they were related to effort. Glycerol was dominant among female athletes, and 
lactic acid among male athletes. 

The graphical analyses revealed that the concentration of glycerol increased as effort was 
reduced (Figure 5A). By contrast, the concentration of lactic acid increased with increasing effort 
(Figure 5B) and the glucofuranose concentration decreased with the reduction of effort (Figure 
5C). 

Statistical analyses showed that there are variations in the serum concentrations of 
metabolites in athletes and that these concentrations are related to their gender, age and effort 
expended in their daily workouts. These variations were assessed as a chronic response to 
exercise performed by athletes at the end of each week. The multivariate approaches showed that 
the amino acids L-proline and L-alanine were more present after exercise, representing almost 
24% of the variation in the PCA of both genders and 28% when only male athletes were 
analyzed. L-proline represented 23% when only female athletes were analyzed. The approach 
involving variations in these amino acids during the different training weeks also showed its 
increase. 

Increased serum amino acid levels are indicative of protein catabolism. In particular, L-
alanine can be used as an energy substrate for hepatic gluconeogenesis when converted to 
pyruvate by the action of alanine aminotransferase, which may be signaled by this increase in the 
athletes.21Investigated marathon runners and athletes undergoing controlled acute exercises and 
reported increases in serum L-alanine concentrations in short-term exercise and decreases after 
long-term exercises, based on the metabolic characteristics of energy generation for each of the 
activities.22,23Contrasting these results, a chronic approach to exercise supported by this work 
suggests that the increased levels found in modern pentathlon athletes should result from a 
weekly balance favorable for protein catabolism rather than a short-duration activity. In addition, 
L-proline, which was found to increase among modern pentathlon athletes, was an important 
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differentiator between high- and low-capacity animal runners (laboratory rats) subjected to 
physical activities, being more present in animals with low running capacity. 

However, glycerol appeared to have no strong correlation with any metabolites, but the 
PLS-DA analysis showed a strong relationship with effort in females, representing 19% of the 
total variation in that group. Glycerol may be an important marker of lipolysis and was most 
prominent in the plasma of female athletes. This corroborates previous findings that showed 
higher serum glycerol levels in women in response to endurance activities, demonstrating the 
importance of the mobilization of fatty acids to obtain energy, in women.24-26 

In the PLS-DA analysis, butanoic and lactic acids showed a good correlation with effort 
in male athletes, and the two together accounted for 15% of the effort explanation in that group. 
Considering the PLS-DA analysis with all athletes, glycerol and lactic acid explained almost 15% 
of the variation due to effort. 

Figures 4A, 4B and 4C show that variations in the three metabolites were common in all 
athletes and varied in the same direction, but the PLS-DA analyses explained the relationships 
and related glycerol to the female and lactic acid to the male gender. Considering the activities 
performed by pentathletes, lactic acid is an expected metabolite in elite athletes with a high 
degree of physical involvement in training, for both genders. The discrepancy presented in 
women, with glycerol being more important than lactic acid for the multivariate profile in 
response to chronic exercise, may not be due to a less intense involvement of female athletes in 
training. Rather, this relates to the characteristic individual variations of body compositions richer 
in lipids and more dependent on the metabolism of fatty acids, which also explains 9-12-
octadecanoic acid having the second greatest variation in the PCA analysis of the female group. 
 Based on these results, it can be inferred that 9-12-octadecanoic acid and glycerol can be 
used as reference in female athletes; glycerol is correlated with effort in female athletes; and 
lactic acid is an indicator of effort in male athletes. L-alanine and L-proline showed the greatest 
variations, regardless of gender, age and effort. 
 
 
Practical Applications 
  

The methodology used in the study was fast, comprehensive and low cost, providing a 
monitoring of the performance of athletes in real time, as well as inferring the metabolic 
differences of age and sex. It was possible to individualize the training of modern pentathlon 
athletes during the pre-competition period. 
 
 
Conclusions 

 
Blood samplings were always conducted on the first and last days of the athlete’s work 

week. Despite the standardization of conditions, chronic analysis of serum metabolic profiles 
could be hampered by the acute characteristic of the exercise performed on the last day of the 
week. Nevertheless, the PCA and PLS-DA multivariate analyses and the longitudinal 
characteristic of the study collaborate to minimize these limitations. Based on these results, it can 
be inferred that 9-12-octadecanoic acid and glycerol can be used as reference in female athletes; 
glycerol is correlated with effort in female athletes; and lactic acid isan indicator of effort in male 
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athletes. L-alanine and L-proline showed the greatest variations, regardless of gender, age or 
effort. 
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Figures and Tables 
 
Figure 1 - Chromatogram of total ions obtained in the blood serum sample, derivatized with 
BSTFA, from a modern pentathlon athlete. The regions of amino acids, mono and disaccharides, 
fatty acids, as well as the peaks of lactic acid and glycerol are highlighted. 
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Figure 2A - Changes in L-alanine (blue) and L-proline (orange) concentrations. The Y axisshows 
the differences in concentration and the X axis shows the differences in effort. Each athleteis 
represented by five points, and the last 20 points refer to female athletes.B: Variations in the 
concentration of 9-12-octadecanoic acid. The Y axis shows the concentration differences and the 
X axis shows the effort differences. 
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Figure 3A - 3-D Scatter plot of effort versus glycerol and lactic acid of all athletes.B:3-D scatter plot of effort versus lactic acid and 
butanoic acid in male athletes.C: 3-D scatter plot of effort versus lactic acid and butanoic acid for male athletes under 19. 
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Figure 4A - 3-D scatter plot of effort versus glycerol for female athletes.B:3-D scatter plot of effort versus lactic acid for male athletes 
over 19. 
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Figure 5A - Variation in glycerol concentrations. The Y axis shows the concentration differences and the X axis shows the effort 
differences.B: Variation in lactic acid concentrations. The Y axis shows the concentration differences and the X axis shows the effort 
differences.C: Variation in glucofuranose concentrations. The Y axis shows the concentration differences and the X axis shows the 
effort differences. 
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Table 1 - PCA analysis for all athletes, female and male groups 

  Power Eigenvalue %total 

All 
L-proline 0.911713 12.94286 15.78398 

L-alanine 0.877845 6.26050 7.63476 

Female 
L-proline 0.899751 19.46834 23.74188 

9-12-octadecadienoic 
acid 

0.882940 9.70826 11.83934 

Male 
L-proline 0.924124 14.43287 17.60106 

L-alanine 0.885471 8.45770 10.31427 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2 - PLS-DA analysis for all athletes, female and male groups 

  Power Eigenvalue %total 

All 
Glycerol 0.238032 8.066898 9.837680 

Lactic acid 0.218686 4.050284 4.939371 

Female Glycerol 0.284783 15.65162 19.08734 

Males under 19 
Butanoic acid 0.224172 6.35812 8.151430 

Lactic acid 0.224172 5.674658 6.920314 

Males over 19 Lactic acid 0.308035 5.074976 6.188995 
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Table 3 - Regression coefficients for all athletes, female, male under 19 years and male over 
19 years athletes. 

   Age Gender Effort 

All 
 Glycerol 0.239116 ‒0.036424 -0.970308 

 Lactic acid -0.500164 0.131095 -0.855950 

Female  Glycerol 0.063643 - -0.997973 

Male 
 Butanoic acid 0.274734 - -0.961520 

 Lactic acid 0.552609 - -0.833440 

Males under 
19 

 Lactic acid 0.300410 - -0.953810 

 Butanoic acid 0.500123 - -0.865954 

Males over 19  Lactic acid 0.257308 - -0.966330 

 


