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RESUMO

A determinacdo de indicadores que identifiguem deficiéncias em atletas de alto-
rendimento tem se mostrado essencial para a evolugédo da performance dos atletas
em todos os esportes. O objetivo desse trabalho foi apresentar uma forma de
determinar um perfil metabdlico em atletas de pentatlo moderno, relacionando a
variagdo metabdlica no soro sanguineo com variaveis controladas como esforgo
fisico, idade dos atletas e sexo. Para isso, foi feita uma analise do soro sanguineo
em um CG-EM triplo quadrupolo e uma analise estatistica multivariada utilizando as
técnicas de PCA e PLS, identificando alguns metabdlitos que se relacionam com o
sexo e o esforgo despendido pelos atletas. A analise de um grupo de 10 atletas de
pentatlo moderno, que treinam no CMVM no Rio de Janeiro, identificou o glicerol e o
acido latico como indicadores de esforgo, sendo o glicerol relacionado com o0 sexo
feminino e o acido latico com o sexo masculino, e a L-prolina indicador de maior
variagao quando se analisa todos os atletas e L-alanina difere os sexos, sendo
marcante no sexo masculino e o acido octadecandico no sexo feminino. Isso
mostra o potencial da utilizagdo da metaboldémica para identificar e relacionar
metabdlitos com a variedade de incognitas que podem interferir no desempenho dos
atletas.

Palavras-chave: GC-EM; PCA; PLS-DA; metabdlitos; pentatletas.



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 INTRODUGAO

1.1 PROBLEMA

Em todos os tipos de esportes, o objetivo do treinamento atlético é fazer com
que o corpo se adapte a um estimulo intensivo, elevar a capacidade dos varios
sistemas para realizar cargas de trabalho aumentadas e, portanto, melhorar o
desempenho (DAVID; DELIA, 1994). Essa atividade fisica de alta intensidade,
comum em atletas de alto-rendimento, provoca uma série de reagcdes no organismo,
que aumentam a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO), esses
compostos causam danos a lipidios, proteinas e acidos nucleicos celulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Essas alteracbes podem promover diversos
efeitos benéficos como a biogénese mitocondrial, o aumento de enzimas
antioxidantes, o aumento de biossintese de proteinas, entre outras alteracbes
(PEREIRA, 2015). No entanto, o aumento das contragbes musculares gerado pelo
exercicio pode aumentar também a formagédo de oxido nitrico (NO), uma vez que
altos niveis de oxido nitrico sintase (NOS) foram encontrados em fibras musculares
(KOBZIK et al, 1994). A excessiva producao de EROs e NO pelas fibras musculares
durante o mecanismo de contragao contribui, significativamente, para a reducéo da
forgca contratil (REID et al, 2001), acelera os processos de fadiga (ANDRADE et al,
1998) e concorre para o aumento de lesdes musculares (CLANTON et al, 1999).

Teoricamente, deve-se manter um equilibrio entre cargas de trabalho e periodos
de repouso suficientes para que o regime de treinamento seja bem-sucedido. Se um
volume de treinamento for muito intenso e os periodos de descanso forem
insuficientes, podera ocorrer um desequilibrio entre a tensdo geral experimentada
durante o treinamento e a tolerancia do atleta a esse esforco que pode leva-lo a um
processo de fadiga, lesdes musculares e em situagdes extremas a uma situagcao de
overreaching ou overtraining (PEREIRA, 2015; KOBZIK et al, 1994), caracterizado
por redugdao do desempenho, excesso de fatiga, sintomas subjetivos de estresse e
inflamacéo transitoria (KOBZIK et al, 1994; REID et al, 2001). O surgimento do
estado de overfraining é comum no atleta de alto desempenho. Isto se deve
principalmente a falta de marcadores de estresse para orientar com seguranga a
aplicacdo de cargas e garantir um periodo adequado de descanso (ANDRADE et al,
1998). Portanto, € valioso avaliar de forma abrangente o estado fisico e a adaptagao
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de um atleta ao treinamento para dirigir o programa de treinamento, prevenindo os
disturbios acima mencionados e melhorando o desempenho.

A tendéncia de crescimento da concentragdo de lactato no sangue pode ser
mostrado nos graficos das figuras 1.1; 1.2 e 1.3. Eles mostram o nivel de
concentragao percentual do lactato no soro sanguineo em atletas de pentatlo
moderno em um microciclo de treinamento pré-competicdo. O eixo horizontal

apresenta o nivel de esforgo aplicado pelo treinador, seguindo a escala de Borg.

Figura 1.1— Grafico da variagao da concentragao do lactato x esforgo
do atleta A3 (menos de 19 anos).
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Embora tenham sido estudados muitos parametros, incluindo marcadores
comportamentais e biolégicos nao invasivos, marcadores bioquimicos, marcadores
hormonais e imunoldgicos, para avaliar o estado fisico dos atletas e evitar o
overreaching e o overtraining durante um programa de treinamento (CLANTON et
al., 1999; ZOPPI et al, 2003), ndo existe um método universal para o diagnostico e
monitoramento do estado fisico dos atletas.

Para superar esses problemas, os profissionais de educacao fisica monitoram
seus atletas através de testes de lactato, para medir a intensidade de esforgo, e de
creatinina-quinase (CK), que é um indicador de dano ao tecido muscular (ZOPPI et
al, 2003) e buscam o apoio da nutricdo, para otimizar a alimentagéo dos atletas, de

forma que os atletas tenham aporte necessario de energia para suportar a carga de



21

treinos; da estatistica, para mostrar se os treinos estdo sendo eficientes; da
medicina, para prevenir contusdes; da psicologia, para manter o foco dos atletas e,
atualmente, da bioquimica, que pode fornecer informagdes que podem ajudar todas
as outras areas. Dentro das areas da quimica, temos a metabolémica, que pode
medir as respostas do organismo a estimulos fisiolégicos, como aumento do esforgo,
ou modificagdes genéticas (HELLSTEN et al, 1997), a partir da analise do sangue;
urina; saliva ou outra secregdo qualquer do organismo, identificando o perfil
metabdlico de cada atleta, relacionando alguns metabdlitos que possam indicar

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

Figura 1.2 — Grafico da variagao da concentragéo do lactato x esforgo
do atleta A2 (mais de 19 anos).
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O metaboloma € a composicdo de todas as pequenas moléculas presentes em
um organismo. A tecnologia voltada para o fornecimento de uma visdo geral
compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um organismo
€ denominada Metabolémica (HALL, 2006). Com a evolugdo tecnoldgica dos
equipamentos de cromatografia; espectrometria de massas e ressonancia magnética
nuclear, a metaboldmica apresentou grande avango, possibilitando que se
identifique uma grande quantidade de metabdlitos em, praticamente, qualquer meio.

Essa identificagdo pode ser quantitativa e qualitativa (ABDELNUR, 2011).
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Figura 1.3 — Grafico da variagao da concentragéo do lactato x esforgo
do atleta A8 (mulher com mais de 19 anos).
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Assim, pode-se prever que a metaboldmica pode auxiliar, de uma forma
eficiente, na otimizagédo dos treinos dos atletas de alto-rendimento. A metabolémica
pode apresentar um perfil metabdlico (HALL, 2006) e identificar quais metabdlitos
estao relacionados com cada agao praticada pelo atleta. Pode identificar quais os
metabdlitos estao relacionados com a carga fisica dos treinos; com a alimentagao do
atleta; com o sexo do atleta; ou com algo que ndo esta identificado ainda, como o
estado psicologico do atleta.

1.2 OBJETIVO

O objetivo desse trabalho é estabelecer uma metodologia que possibilite
determinar um perfil metabdlico em atletas de pentatlo moderno, relacionando
metabdlitos com fatores como esforgo fisico; sexo; idade; alimentagdo e qualquer
outro fator que possa ser mensurado quantitativamente ou qualitativamente. Para
isso, sera feito uma analise multivariada nos resultados apresentados por uma
analise cromatografica do soro sanguineo de um grupo de atletas, coletado em
varios periodos de um microciclo de treinamento, e com isso sera possivel relacionar

alguns metabdlitos com fatores controlados.
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1.3 SUPOSICOES

Para desenvolver este trabalho, s&o utilizadas as seguintes suposic¢oes:

a) existem variaveis que podem ser quantitativas ou qualitativas, e elas caracterizam
a variagao dos metabdlitos nos diferentes periodos de coleta;

b) a técnica do CG-EM é capaz de separar os componentes do soro sanguineo
possibilitando a identificagdo dos metabdlitos;

c) as técnicas de PCA e PLS serdo capazes de relacionar os metabdlitos

encontrados com as variaveis sexo, idade e intensidade de esforgo fisico.

1.4 DELIMITACAO 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 inicio da
semana antes do treinamento e no final da semana apds o treinamento, antes do
campeonato brasileiro de pentatlo moderno de 2014, ndo havendo mais
possibilidade de coleta em outros periodos. Para que a analise estatistica fosse
possivel, cada 100 uL de amostra de soro sanguineo foi desproteinizado com 400 uL
de metanol e separada em 3 partes de 100 uL para que fosse feita a analise no CG-
EM.

1.5 RELEVANCIA DO ESTUDO

No desenvolvimento da atividade humana, as pessoas passam por situacées
que a impedem de atingir todo o seu potencial na realizagdo das tarefas executadas.
Quando isso acontece, todos se perguntam o porqué de ter ocorrido isso: seria por
falta de preparagao; algum problema fisico; problema de familia; algo relacionado

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

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

metabdlico do soro sanguineo, marcadores que possam explicar as razdes para a
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falta de rendimento de atletas de Pentatlo Moderno em determinadas competigdes e

nos treinamentos.

Todos os profissionais, que trabalham com seres humanos no limite de sua
capacidade fisica, tém muita dificuldade de definir um limite na condugdo de suas
exigéncias de esforgo fisico dos seus subordinados. Se existisse uma identificacéo
de algum composto secretado que pudesse ser relacionado com o esforgo realizado
e a condicdo fisica do ser humano analisado, seria uma ferramenta extremamente
poderosa para definir o limite tanto da exigéncia quanto do esforgo despendido.

No caso da area esportiva, os técnicos poderao definir melhor seus treinos de
forma a conseguir o melhor resultado sem forgar seus atletas em excesso e os
atletas saberao se estao treinando abaixo ou acima de seus limites.

No ambito do Exército Brasileiro, o trabalho torna-se importante, ja que a
possibilidade de se gerar uma ferramenta que mostre aos instrutores de cursos que
exigem uma grande demanda fisica, se seus alunos estdo com condi¢des fisicas de
acompanhar o curso ou se a exigéncia esta exagerada, possibilitando uma melhor
formacédo no final dos referidos cursos. Os profissionais da area de treinamento
fisico e da area da saude podem estruturar estudos para amenizar as condicdes de
trabalho em situacbes de temperaturas extremas; de situagcbes de estresse; de
evolucdo das condi¢cdes fisicas mediante conhecimento das propriedades

especificas de cada pessoa.

1.6 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Essa dissertagcado esta estruturada em cinco capitulos, com apresentagao dos
conceitos tedricos e das aplicagbes numeéricas.

O capitulo inicial inclui a apresentagdo do problema, do objetivo, das suposigdes,
da delimitacdo e de sua relevancia; no capitulo 2 é descrito todo o referencial tedrico
utilizado para o desenvolvimento desse trabalho; no capitulo 3 é explicado a
metodologia da pesquisa, o instrumento utilizado, o tratamento e as limitagdes dos
meétodos e técnicas utilizados; no capitulo 4 é feito uma analise do estudo de caso,
aplicado as técnicas de anadlise estatistica multivariada de dados PCA e PLS e
realizado uma analise dos resultados e no capitulo 5 séo feitas as conclusdes do

trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Para o estudo do problema foi realizada uma revisao da literatura. Os resultados
desta revisdo ajudaram a identificar as lacunas existentes no corpo do conhecimento
sobre o tema, fornecendo subsidios para a fundamentacido tedrica com vistas ao
desenvolvimento da metodologia para analise do soro sanguineo e de quais seriam
as melhores ferramentas estatisticas para a determinacdo dos metabdlitos de acordo
com as variaveis de interesse.

A seguir serdo apresentadas como a metaboldbmica pode auxiliar na
determinacdo de um perfil metabdlico 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 analise metabol6mica

ENTRADA PROCESSAMENTO SAIDA
Alimentagio - Genética - > | Metabolito
- Sexo
- Idade l
Esforgo - Metabolismo
- Fisiologia METABOLOMICA

2.1 ESFORCO FisICO

A alta carga de treinamento a que os atletas de alto-rendimento sdo submetidos
diariamente, gera um estresse oxidativo no organismo que deve ser minimizado para
nao prejudicar a evolugao técnica e fisica do atleta. Os efeitos provocados pelo
estresse oxidativo podem ser minimizados com a adaptagdo do organismo,
provocado pela progressividade na evolugao dos treinos (YAN et al, 2009) e por um
programa de treinamento individualizado, de acordo com o esporte praticado; pela
nutricdo, que determinara a dieta adequada para cada periodo de treinamento; pela
genética e fisiologia de cada atleta.

Assim, serdo apresentados os fatores da nutrigdo, da genética e da fisiologia

que podem influenciar no perfil metabdlico dos atletas.
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2.1.1NUTRICAO

Nos processos metabdlicos de transformacédo dos alimentos em energia sao
gerados inumeros metabdlitos, como mostram as figuras 2.2 2.3 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 fornecerdo os dlicidios; as proteinas, que fornecerdo os
aminoacidos e as gorduras, que fornecerdo os lipidios; além de diversos
micronutrientes que fazem o trabalho de regulagdo do metabolismo (HERNANDEZ;
NAHAS, 2009). Assim sendo, a alimentagdo saudavel e adequada a 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 possivel e as
dietas nutricionais caracterizam a estratégia complementar necessaria para alcangar
esse desempenho. Para os individuos que praticam exercicios fisicos sem maiores
preocupacdes com o desempenho, uma dieta balanceada, que atenda as
recomendagdes dadas a populagdo em geral, é suficiente para a manutencao da
saude e para possibilitar bom desempenho fisico (HERNANDEZ; NAHAS, 2009).

Para se elaborar a dieta, deve-se ter conhecimento das caracteristicas 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
proprias. Aqui, deve ser levada em consideracdo a modalidade esportiva praticada, a
fase de treinamento, o calendario de competicbes e os objetivos da equipe técnica
em relacdo ao desempenho, dados referentes ao metabolismo basal, a demanda
energética de treino, necessidades de modificagdo da composi¢ao corporal e fatores
clinicos presentes, bem como as condigdes de mastigagao, digestdo e absorgao. As
necessidades energéticas sdo 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 composig¢ao corporal.

Levando-se em consideragdao o consumo caldrico total e o tempo entre digestao
e aproveitamento metabdlico, determina-se a quantidade necessaria de
macronutrientes, ou seja, carboidratos, proteinas e lipidios, essenciais na
manutencdo ou melhora do desempenho esportivo e saude do corpo humano. Em

relagdo 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, sao suficientes para a demanda requerida pelos
praticantes de atividade fisica regular, ficando a suplementagdo para ocasibes
especiais, como em praticantes de atividade fisica com anemia ferropriva, gestantes,

por exemplo.

Figura 2.2 - Oxidagao dos principais nutrientes na mitocondria

ALIMENTOS

MITOCONDRIA ATP

Glicerol

Acidos Graxos , ‘ I
Lipideos ———— + /_\ (—*

02

Carboidratos - Glicose B-Oxidacdo
ADP

Proteinas —— » Aminoacidos

Fonte: MURRAY et al, 2007.

O ajuste das dietas, em termos de macronutrientes, as maiores necessidades
caldricas decorrentes das atividades desportivas deve proporcionar um concomitante
ajuste no consumo dos micronutrientes. Recomenda-se que sejam consideradas as
orientagdes nutricionais destinadas a populagdo em geral, calculadas
proporcionalmente a cada 1.000 quilocalorias ingeridas. Desse modo, o incremento
na oferta de micronutrientes é proporcional ao aumento caldrico da dieta, mantendo-
se o equilibrio ou balango nutricional em niveis adequados (HERNANDEZ; NAHAS,
2009).

Por isso a Nutrigdo passa a ter um valor maior para a evolugao do desempenho
dos atletas, permitindo que os atletas tenham condi¢cdes de realizar e concluir os
periodos de treinamento com sucesso e ndo sejam atingidos por contusdes,
overtrainigs ou qualquer outro problema que afete a evolugdo nos treinamentos. O
nutricionista é o profissional indicado, pois possui os conhecimentos para elaborar
dietas alimentares especificas para cada atleta, considerando sexo, idade, periodo
de treinamento e outros fatores individualizados (DIRETRIZ DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE MEDICINA DO ESPORTE, 2003).

Acetil-CoA ———————f|  Ciclodo — 21 A =
A Acido Citrico |} ‘
\ 1

Cadeia Respiratoria
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Figura 2.3 - Destinos das cadeias carbdnicas dos aminoacidos no ciclo de Krebs ou Acido
Citrico
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2.1.2 ASPECTOS GENETICOS

Os atletas de diferentes modalidades podem se agrupar, muitas vezes, por
caracteristicas fisicas semelhantes, por exemplo, os jogadores de vélei e basquete
sdao mais altos; os arremessadores de peso, disco e dardo sdo mais fortes; os
corredores de longa distdncia sdo bem leves e varios outros esportes tem
caracteristicas fisicas proprias. Por muito tempo, as grandes poténcias esportivas
escolheram seus atletas de acordo com as caracteristicas e valéncias fisicas
verificadas em medidas antropométricas, composi¢cdo corporal, testes de
flexibilidade; capacidade de forgca de resisténcia e aptiddo aerobica (CARNAVAL,
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2008). Porém esses testes podem excluir bons talentos que ndo se enquadram nos
padroes pré-definidos para cada esporte, com base nesses testes, provavelmente
nao teriamos visto Usain Bolt quebrando todos os recordes mundiais em provas de
100 e 200 metros no atletismo.

Porém, a partir da evolucédo 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 maci¢as de sequenciamento e
analise de genomas tem demonstrado resultados promissores no tratamento e na
prevencao de diversos males, abrindo caminho para a utilizagédo da genética na
melhoria do desempenho no ambito esportivo. No esporte de alto rendimento a
biologia molecular pode ter papel importante na pré-selegéo e na selegcéo de talentos
esportivos, na manipulagdo genética visando ao aumento ou a diminuigdo da
producdo de determinadas substancias pelo organismo, na prescrigdo do
treinamento e na recuperacéo de lesdes (BUENO JUNIOR; PEREIRA, 2010). Cabe
ressaltar que as proteinas expressas no plasma sanguineo, bem como o0s
metabdlitos de muitos de suas veias possuem alto grau de heranga genética, o que
faz da metaboldmica do plasma, uma importante ferramenta no estudo da

variabilidade genética em atletas.

2.1.3 FISIOLOGIA

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas durante o metabolismo
normal, por processos enzimaticos e nao-enzimaticos, e, cronicamente, causam
danos a lipideos, proteinas e acidos nucleicos celulares (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). Durante uma atividade fisica a captacdo de oxigénio pode
aumentar em até 20 vezes quando comparado ao repouso, € o fluxo de elétrons,
para as mitocéndrias dos musculos esqueléticos, é elevado de 100 a 200 vezes, o
que inevitavelmente aumentara a formagdo de ERO (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015).

Para se proteger das agressdes, 0 organismo possui mecanismos quimicos e
enzimaticos que o protegem dos danos oxidativos provocados pelas ERO
(CLANTON et al, 1999). Mas quando esses mecanismos sao insuficientes, gera-se
um estresse oxidativo entre os sistemas pré e antioxidantes, sendo o primeiro

sistema dominante. Quando o estresse excede a capacidade de defesa do
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organismo, observam-se danos as moléculas biolégicas (ARAUJO et al,
2010).Observa-se também, que o sistema antioxidante parece responder de maneira
adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6rgéos de individuos treinados
(ALVES, 2002), embora haja contradigdes (AVULA; FERNADES, 1999).

As principais causas de lesbes constatadas sdo: peroxidagao lipidica (LPO),
carbonilagdo de proteinas e danos ao DNA, que ocasiona alteracdo da funcgao
celular (PRADA et al, 2004).

A LPO consiste numa série de reacdes em cadeia, representada pelas etapas de
iniciagao, propagacao e terminagao, como mostra a Figura 2.4:

a) iniciagao: corresponde a fase em que uma espécie reativa abstrai um atomo de
hidrogénio do grupo metileno formando um radical lipidico instavel, que se
transforma em um dieno conjugado (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004);

b) propagacéo: onde o radical alquila formado pela abstragdo de um hidrogénio,
reage com oxigénio formando um radical peroxila, que abstrai um hidrogénio de um
acido graxo poli-insaturado, presente na membrana celular, formando um novo
radical alquila;

c) terminagdo: ocorre quando os radicais alquila e peroxila se propagam até se
destruirem, originando produtos nao-radiculares (SILVEIRA; YOSHIDA, 2004).

Na ocorréncia de estresse oxidativo e agressao aos lipideos, as fosfolipases A e
C podem ser ativadas, promovendo a degradagao de fosfolipidios da membrana
celular e liberando grande quantidade de acidos graxos livres, como o acido
araquiddnico, cuja liberagdo esta diretamente relacionada ao tempo de leséo
oxidativa local (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O aumento das ERO em exercicios anaerdbicos esta relacionado com a sintese
acido latico, catecolaminas e o elevado processo inflamatorio apds exercicios
anaerobicos com intensidades maximas (CRUZAT, 2007).

Vaérias estratégias tém sido utilizadas em estudos com humanos e animais na
tentativa de aumentar a capacidade antioxidante do individuo, tais como a
suplementacgdo de antioxidantes, restricbes dietéticas e farmacos. Autores sugerem
que a estratégia mais eficiente em estimular os mecanismos antioxidantes pode ser
a maior indugao do préprio estresse oxidativo, que, gradativamente, aumentaria a
quantidade de antioxidantes enddgenos e aumentaria a resisténcia a lesdes
induzidas pelo exercicio. Isso ocorre, porque, dependendo da quantidade e

intensidade de realizacdo do exercicio, ocorre um equilibrio 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 agressao (SCHENEIDER et al, 2009).

Figura 2.4 - Etapas da LPO.
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No estudo de CHILD et al (1998), individuos treinados foram submetidos a uma
prova de meia maratona simulada; observou-se, através da medida da capacidade
antioxidante total e do acido urico, uma maior habilidade scavenger (capacidade de
neutralizar os radicais livres formando compostos menos reativos) sobre os radicais
livre do soro, mas mesmo assim, o exercicio induziu aumento das concentragdes de
malondialdeido, sugerindo que tais respostas foram insuficientes para prevenir a
LPO induzida pelo exercicio. POWERS et al (1999), afirmam que o treinamento
habitual de alta intensidade que é necessario para o nivel de competicao de elite é
capaz de aumentar as defesas antioxidantes. Nesta linha de pesquisa, HALLIWELL
(2015), observa que atletas tém altas concentragdes de ceruloplasmina no plasma.
A ceruloplasmina é uma a-globulina que esta envolvida no transporte e na regulagao
do cobre, podendo reduzir diretamente o oxigénio sem intermediarios conhecidos, e,
portanto, participante no sistema de defesa antioxidante extracelular

O processo de adaptagdo ao treinamento é capaz de proteger o atleta a maioria
das situacdes de exposicdo ao exercicio exaustivo, mas € indicado que os atletas
sejam submetidos a uma dieta rica em antioxidantes e vitaminas para reduzir os
efeitos do estresse oxidativo gerado pelo exercicio exaustivo (SCHNEIDER et al,
2009).
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2.2 METABOLOMICA

Os metabdlitos sido resultados das reacdes bioquimicas que ocorrem no
organismo e desempenham um papel muito importante na conexao das diferentes
vias metabolicas que operam dentro de uma célula viva. O nivel dos metabdlitos de
uma célula ou tecido é determinado pela concentracéo e propriedades das enzimas,
funcdo de um complexo sistema regulatério operante dentro das células. A
identificacdo do nivel dos metabdlitos € um complemento fundamental na
determinacao da funcdo génica (VILLAS-BOAS; GOMBERT, 2006). Assim, surge a
metabolémica, que utiliza a tecnologia para fornecer uma visao global compreensiva
quantitativa e qualitativa dos metabdlitos presentes em um organismo (HALL, 2006).

Atualmente, a metaboldmica desenvolve-se devido as novas configuragdes de
equipamentos, como espectrdmetros de massas (EM), de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e de fluorescéncia induzida por laser (FIL), que possibilitam a
identificacdo e quantificagdo de metabdlitos com precisdo. A escolha da melhor
técnica depende dos metabdlitos, dos objetivos e dos recursos disponiveis. O RMN
€ altamente seletivo, ndo destrutivo, mas de baixa sensibilidade (LINDON;
NICHOLSON, 2008), o FIL é mais sensivel, mas possui baixa seletividade quimica e
o EM é o que oferece a melhor combinacdo de seletividade e sensibilidade
(ABDELNUR, 2011). As estratégias de analise por espectrometria de massas sao
um componente critico em metabolémica e tem sido as mais utilizadas, pois sao as
que oferecem melhor sensibilidade e seletividade, principalmente acoplando o EM,
com sistemas de separagdo, como cromatografia liquida e gasosa, sendo
indispensaveis quando s&do analisadas matrizes biologicas (BEDAIR; SUMMER,
2008). A espectrometria de massas detecta a raz&o entre massa e carga (m/z) de
ions, os quais sédo provenientes de uma fonte de ionizagdo. Esta fonte gera ions na
fase gasosa, a partir de moléculas neutras ou de moléculas carregadas. Com o
decorrer dos anos, a espectrometria de massas vem obtendo grandes avangos, nos
campos instrumentais e de aplicagdo. Um grande marco na evolu¢gdo da EM foi o
desenvolvimento de novas fontes de ionizagdo, como ESI (Electrospray lonization) e
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption / lonization), sendo métodos de ionizagao
a temperatura ambiente (LEI et al, 2011).

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

faixa de compostos quimicos passou a ser analisada por espectrometria de massas,
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desde pequenas moléculas polares até macromoléculas. Até entdo, somente
compostos pequenos, volateis e estaveis a temperatura ambiente eram analisados
por um espectrometro de massas. Este desenvolvimento possibilitou o acoplamento
de EM com outros sistemas de separagdo, como cromatografia liquida, como ESI e
APCI (Atmospheric-Pressure Chemical lonization), e impulsionou o uso de EM para
a deteccgéao de diversas moléculas (ABDELNUR, 2011).

Na metabolémica, pode-se fazer a analise da amostra por analise direta no EM
ou utilizar uma técnica de separagdo, como cromatografia, antes do EM quando a
amostra for complexa, como é o caso das amostras biolégicas, como sangue e urina
(VILLAS-BOAS et al, 2005).

A analise metaboldmica envolve a determinacdo dos niveis de compostos
quimicos de baixa massa molecular (menor que 1000 Da), que estejam presentes
dentro e fora das células (VILLAS-BOAS et al, 2005). A metabolémica pode ser
dividida em analise direcionada (para moléculas alvo) ou perfil metabdlico
(identificagdo total dos metabdlitos presentes). Na determinacdo de um perfil
metabdlico sdo utilizadas técnicas de analise de dados multivariados ou
quimiometria (KIM et al, 2010).

2.3 METODOS ANALITICOS

Os métodos analiticos mais utilizados para determinacdo e quantificacdo de
metabdlitos em fluidos biolégicos s&do os métodos cromatograficos, com destaque
para a cromatografia gasosa (CG) (KIM et al, 2010) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (SALAMONE et al, 2011). A cromatografia € um método fisico-
quimico de separagdo dos componentes de uma mistura, realizada através da
distribuicdo desses componentes em duas fases, que estdo em contato intimo: a
fase movel e a fase estacionaria. A fase moével é responsavel por interagir
diferentemente com cada componente por meio de diferentes interagdes, como
ligagbes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e hidrofébicas ou for¢cas de Van der
Waals (COLLINS et al, 2006).

A diferenca basica na utilizagdo da cromatografia liquida e a gasosa esta na
definicdo das substancias que serdo analisadas, ja que a cromatografia gasosa
exige que a substadncia seja volatilizavel e tenha estabilidade térmica e a
cromatografia liquida exige que a substancia analisada seja soluvel. Quanto mais
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volatil e menos polar for a substancia, melhor sera a analise com CG em vez do
CLAE.

Na espectrometria de massas, utiliza-se uma fonte de ionizacdo para
transformar em ions as moléculas a serem analisadas. Esses ions atravessam um
campo magnético e atingem um detector, possibilitando que a substancia seja
identificada a partir da razdo massa/carga (m/z) de cada ion (MUNARETTO,
2012).Porém, apesar de a espectrometria de massas poder ser utilizada na analise
direta de matrizes bioldgicas, essa analise na metabolémica é pouco pratica, ja que
ela s6 servira se existir algum metabdlito-alvo que pode ser identificado diretamente,
0 que nao acontece quando se deseja determinar um perfil metabdlico.

O acoplamento de um cromatografo a um espectrdmetro de massas permite que
amostras complexas, como as matrizes biologicas, sejam largamente utilizadas na
metabolédmica. A separagdo cromatografica antes da espectrometria de massas
possibilita que se reduza o efeito da matriz e a supressao de ions, haja a separagao
de isbmeros e permita uma quantificagdo dos metabalitos mais precisa (SALAMONE
et al, 2011). As principais técnicas sao as do CG-EM e CLAE-EM.

A grande vantagem da cromatografia gasosa em relagdo a cromatografia liquida
reside na possibilidade de trabalhar com todas as familias de metabdlitos dentro de
uma faixa da massa molecular, facilitando a determinacdo de um perfil metabdlico e
também a maior biblioteca de metabdlitos nos espectrdmetros de massa acoplados
a cromatografia gasosa. Isso se deve também ao desenvolvimento das técnicas de

derivatizacao.

2.3.1MOLECULAS ORGANICAS VOLATILIZAVEIS

A cromatografia gasosa (CG) € uma das técnicas analiticas mais utilizadas, pois
possui um alto poder de resolugao e tem grande sensibilidade, podendo identificar
substancias em pictogramas, separando misturas complexas com até 200
substancias bem semelhantes. Porém, tem o inconveniente de so separar
substancias volateis e com estabilidade térmica (SKOOG et al, 2002). A
cromatografia gasosa se caracteriza por utilizar um gas como fase movel e uma fase
solida, que é a coluna, como fase estacionaria.

Para melhorar as condigbes de cromatografia e possibilitar que mais compostos
possam ser identificados pela cromatografia gasosa, utiliza-se a técnica da
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derivatizacdo quimica, que consiste na substituicdo dos hidrogénios das fungdes
quimicas (fungdes polares) por grupamentos mais apolares que nao formem
ligagbes de hidrogénio (SEGURAA et al, 1998), que pode aumentar a sensibilidade
na deteccdo e a melhora do comportamento cromatografico dos compostos,
aumentando sua volatilidade, melhorando a estabilidade térmica e melhoria da
resolucdo cromatografica (BOTELHO, 2011). As trés principais formas de
derivatizacédo quimica sao:

a) alquilagdo: substituicdo do hidrogénio alifatico ou alifatico-aromatico em um
processo de esterificagdo, diminuindo a polaridade do composto (DONADEL, 2015);
b) acilagdo: consiste na introdugdo de um grupo acila na molécula do composto,
trocando o hidrogénio reativo, transformando o composto em amida, ésteres, tio-
ésteres, acido carboxilico ou derivado carboxilico (DONADEL, 2015);

c) sililagao: € a mais usada por ser simples, rapida e versatil. A reagdo ocorre em
uma unica etapa e apresentam alto-rendimento mesmo em condi¢des brandas. Os
principais agentes sililantes s&o trimetilclorosilano (TCMS); N, Obis-trimetilsilil-
acetamida (BSA); N,Obis-trimetilsililtrifluoracetamida (BSTFA); hexametilsililazano
(HMDS) e N-metil,N-trimetilsililtriacetamida (MSTFA) (DONADEL, 2015).

Com a utilizacdo da derivatizacdo, que aumenta a quantidade de compostos
polares que podem ser analisados, a cromatografia gasosa se torna uma poderosa
ferramenta de analise na metabolbmica, e quando combinada com um
espectrometro de massas (CG-EM) se torna a técnica de analise menos sujeita a

equivocos, como mostra a figura 2.5 (DONADEL, 2015).
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Figura2.5 - Cromatograma de ions totais obtidos em amostra de soro sanguineo,
derivatizado com BSTFA, de um atleta de pentatlo moderno.
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2.3.2 MOLECULAS ORGANICAS SOLUVEIS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica que possibilita as
analises e separagbes com alta eficiéncia de uma ampla gama de compostos. As
separagdes em CLAE podem ser por adsor¢ao, particio ou ambos os meios. A
versatilidade dessa técnica reside no grande numero de fases estacionarias
existentes (SKOOG et al, 2002). Os métodos baseados na CLAE sdo adequados
para uma variedade de compostos organicos que apresentam polaridade mais alta e
volatilidade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica, caracteristicas de
muitos compostos organicos produzidos pelo nosso organismo (DA SILVA;
COLLINS, 2011).

A area forense € a que mais tem apresentado trabalhos de utilizacdo da técnica
de CLAE na area de toxicologia, principalmente envolvendo drogas de abuso em
matrizes bioldgicas. Isso € devido a possibilidade de identificagdo de metabdlitos
derivados do consumo de drogas; em casos de dopagem na area esportiva; de

envenenamentos; acidentes de transito e outros. Para a analise de um perfil
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quimico, normalmente se utiliza o CG-EM, por causa da vasta biblioteca eletrénica
de espectros de massas disponiveis, porém as limitagdes como volatilidade e
instabilidade térmica, que exigem a utilizacdo da derivatizagdo, tém propiciado um
incremento na utilizacdo do CLAE-EM (SEGURAA et al, 1998).

De forma a obter uma maior eficiéncia na separagdo dos compostos,
desenvolveu-se uma nova técnica de cromatografia liquida, a cromatografia liquida
de ultra-eficiéncia (CLUE). Esta técnica se assenta nos principios da cromatografia
liquida de alta pressdo, mas com algumas diferengas que véo facilitar o método de
separagao. O desenvolvimento da técnica de CLUE veio trazer claras vantagens a
separagao cromatografica dos analitos. Esta técnica permite uso de colunas com um
comprimento mais reduzido e a aplicagcao de pressdes mais elevadas, que podem
ser superiores aos 14.000 psi, possibilitam uma redugao no consumo de solvente e o
fluxo aplicado para a passagem das amostras pela fase estacionaria pode ser mais
elevado. Para, além disso, o cromatograma apresenta uma maior resolugao (grau de
separagao entre os picos) e uma maior sensibilidade de detecgdo dos compostos
presentes nas amostras. Todas estas vantagens vieram contribuir para uma redugao
do tempo de andlise, uma das principais dificuldades aplicadas a cromatografia

liquida de alta presséao (JIN et al., 1998).

2.4 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS E ANALISE DOS METABOLITOS

Nessa etapa, deve-se definir qual sera a matriz biolégica que sera analisada,
sangue ou saliva, por exemplo. Para assim, definir qual a forma de interromper a
atividade bioquimica, pois os niveis metabdlicos variam muito rapidamente em
funcdo de quaisquer alteragdes no ambiente da célula. Existem muitas formas para
realizar essa interrupcao e depende do que sera analisado e quais serdo os extratos
analisados. Depois da interrupcéo, € necessario que se separe os metabdlitos que
se deseja analisar, definindo se serdo analisados os componentes polares ou
apolares, por exemplo. Assim, definem-se quais os solventes serdo utilizados e
quais os equipamentos serao utilizados.

Se a matriz biolégica escolhida for o sangue, deve-se definir se sera analisado o
plasma ou o soro sanguineo, mas independentemente de ser plasma ou soro, &
necessario que se removam as proteinas, que podem ser precipitadas com metanol;

acetonitrila ou acido perclérico (GOWDA; RAFTERY, 2014). Apos essa etapa, extrai-



38

se a parte sobrenadante e prepara-se a amostra para utilizagdo no RMN ou no EM

acoplado a um sistema de separagéo, 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
fornegam resultados confiaveis. Para isso, a utilizagdo da técnica de projeto de
experimentos € bastante util.

O Projeto de Experimentos (Design of Experiments, DoE) € uma técnica utilizada
para se planejar experimentos, ou seja, para definir quais dados, em que quantidade
e em que condigdes devem ser coletadas durante um determinado experimento,
buscando, basicamente, satisfazer dois grandes objetivos: a maior precisdo
estatistica possivel na respostae o0 menor custo. A sua aplicagdo no
desenvolvimento de experimentos € muito importante, onde uma maior qualidade
dos resultados dos testes pode levar a um projeto com desempenho superior seja
em termos de suas caracteristicas funcionais como também sua robustez.

No entanto, deve ficar claro que esta ferramenta ndo substitui o conhecimento
técnico do especialista. O dominio do problema é de fundamental importancia. O
conhecimento do especialista sobre o problema, conjugado com a técnica (em casos
especiais somando-se ainda o auxilio de especialistas em Projeto de Experimentos),
€ que permite bons projetos de experimentos, ou seja, projetos mais rapidos (com
menos experimentos), de menor custo e que possibilita que seus
idealizadores encontrem, baseados em inferéncia estatistica, as respostas a seus
problemas.

As principais técnicas de Projeto de Experimentos ja existem ha muito tempo e
potencialmente poderiam estar sendo sistematicamente aplicadas na industria.
Porém, a grande maioria destas técnicas requer uma quantidade exaustiva de
célculos tornando fundamental o emprego dos recursos de informatica. Um fator que
tem impulsionado a aplicagdo industrial do Projeto de Experimentos € o
aparecimento de ferramentas computacionais de analise estatistica e solucdes

corporativas que cada vez mais facilitam a realizagdo das analises e manutengao e
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gerenciamento de dados. Neste sentido, a tendéncia € que tais técnicas se tornem
cada vez mais proximas de aplicacdes praticas e, portanto, cada vez mais utilizadas.

Pode-se definir experimento, como um teste ou série de testes, onde podem
modificar propositalmente as variaveis de entrada de um processo ou sistema, de
forma que se possa observar e identificar o efeito das mudancas nos dados de
saida. O Projeto de Experimentos, por sua vez, diz respeito ao planejamento e
conducdo do experimento, além da analise dos dados de saida, para que
conclusbes validas e objetivas possam ser obtidas desse experimento
(MONTGOMERY, 1997).

Em um processo ou sistema existe uma grande quantidade de variaveis que
influem no resultado, essas variaveis podem ser controlaveis ou ndo. 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
combinagdes experimentais e aleatorizadas, podendo-se dizer que os objetivos do
experimento sdo (MONTGOMERY, 1997):

a) ldentificar a influéncia dos fatores controlaveis sobre as variaveis de resposta;

b) lIdentificar ajustes dos fatores controlaveis que resultem em respostas com
propriedades desejaveis, tais como proximas a valores nominais e com variabilidade
minima;

c) Identificar ajustes dos fatores controlaveis que minimizem o efeito de fatores n&o
controlaveis (tais como temperatura e umidade no ambiente de experimentagao)

sobre as variaveis de reposta.

Entdo, o Projeto de Experimentos permite a estruturagcdo da execugdo de uma
sequéncia de ensaios, baseado em objetivos pré-estabelecidos. Ele consiste no
estudo das variaveis de controle e da combinagdo dos niveis dessas variaveis,
sendo que para cada tratamento sio realizados varios experimentos.

Apos os resultados terem sido apresentados pela técnica escolhida, de
preferéncia com experimentos projetados, esses resultados devem ser analisados e
como o objetivo é a determinacdo de um perfil metabdlico, espera-se uma
quantidade significativa de metabdlitos. Entdo deve-se separar quais os metabdlitos
sao importantes e para isso deve-se recorrer a ferramentas estatisticas adequadas.
Isso para que se possa identificar e quantificar os diferentes metabdlitos detectados
nas amostras (BINO et al, 2004).
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Figura 2.6— Modelo Geral de um Processo ou Sistema

Variaveis controlaveis
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Fonte: MONTGOMERY, 1997

Para determinar a técnica adequada, deve ser verificado o que se quer analisar,
se forem metabdlitos especificos pode-se utilizar o teste “t” ou analise de variancia
(MANOVA), ja que se deseja verificar se ocorreram variagdes significativas nesses
metabdlitos; porém quando se quer analisar uma quantidade grande de
componentes, como no caso de perfil metabdlico, devem ser utilizados métodos
mais poderosos e versateis como a analise dos componentes principais (PCA) e a
analise dos minimos quadrados parciais para analises de discriminantes (PLS-DA)
(YAN et al, 2009; CHORELL et al, 2009).

A técnica de PCA consiste em uma transformacao linear ortogonal para um novo
sistema de coordenadas, onde 0s novos eixos coordenados serdo os componentes
que maximizam as variancias e esses componentes serdo 0s componentes
principais.

Para descrever matematicamente a analise dos componentes principais vamos
supor que n amostras tiveram seus perfis cromatograficos adquiridos apdés m
minutos. Essas informagbes podem ser arranjadas na forma de uma matriz dos
perfis X de dimensdes n x m. APCA é um método de decomposi¢cdao de uma
matriz X de posto r em um somatério de r matrizes de posto 1, onde posto é o

numero que expressa a dimensao 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 equagéo
abaixo (Eq. 2.1).

X=t1p’1+t2p’'2+.....+thp’h (Eq. 2.1)

Ja a técnica dos minimos quadrados parciais relaciona os componentes com
uma resposta. Essa técnica encontra hiperplanos que maximizam a variancia com
alguma variavel que se deseja como resposta (SCHWAAB; PINTO, 2007).

O método PLS é um modelo baseado em variaveis latentes (fatores), onde cada
fator & definido como uma combinagao linear das variaveis originais das matrizes X
(variaveis independentes) ou Y (variaveis dependentes).

A regressdao por minimos quadrados parciais implica em encontrar um
conjunto de vetores base (componentes principais) para os metabdlitos
(tempo)e um conjunto separado de vetores base para os dados de concentragao
e, em seguida, relaciona-los um com o outro. A relagdo basica entre esses dois

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

Yf=Bf.Xf (Eq. 2.2)

Onde, Yf é a projecao dos dados de concentragao sobre of; Xf € a proje¢cao dos
tempos correspondentes sobre of; Bf € a constante de proporcionalidade para of.

A ideia geral do PLS é tentar alcangar, tanto quanto possivel, a congruéncia
otima entre cada fator espectral e seu fator concentragdo correspondente, ou seja,
encontrar uma relagéao perfeitamente linear entre as projegcdes (scores) dos tempos
e de concentracao sobre os seus respectivos fatores.

No entanto, como o ruido dos tempos é independente do ruido dos dados de
concentragéo, aquela relagao perfeitamente linear ndo é possivel. A melhor maneira,
entdo, de alcancar uma congruéncia 6tima € utilizar o conceito dos minimos
quadrados. Para isso, os fatores tempo e de concentracédo correspondentes sofrem
uma rotacdo até que o angulo entre eles seja zero. Em outras palavras, o PLS
procura por um unico vetor, W, que represente o melhor compromisso entre os

fatores tempo e concentragédo, ou seja, que maximize a relagédo linear entre as
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projecdes dos tempos sobre o fator W e as projecdes dos dados de concentragao
correspondentes sobre o mesmo fator. Cada vetor W tera tantos elementos quantos
forem os comprimentos de onda nos espectros e, embora W seja de fato um fator
abstrato, normalmente seus elementos sdo chamados de pesos. Os fatores W
sdo obtidos um a um. Apdés o primeiro fator W1 ser encontrado, a porgdo da
variancia dos dados espectrais captura da por ele é removida dos espectros. Do
mesmo modo, a por¢ao da variancia dos dados de concentragdo capturada por W1
€ removida. Logo, o préximo fator, W2,é encontrado para os residuos dos tempos
e de concentragdao que nao foram capturados por W1. Esse processo continua até
que todos os possiveis fatores sejam encontrados.

As projegbes dos vetores W sobre o plano contendo os tempos sao
chamadas de cargas tempo, geralmente designados como variavel IP. Do
mesmo modo, as projegdes dos vetores W sobre o plano contendo os dados de
concentragdo sao chamadas de cargas de concentragao, designado como variavel
Q.

No caso de a variancia tempo ser linearmente correlacionada com a variancia
dos dados de concentracgéo, os fatores W do PLS, e suas correspondentes cargas
tempo, P, serdo muito semelhantes entre eles, isto €, também tenderdo a ser
muito semelhantes aos componentes principais.

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

uma soma de variaveis latentes (Eq. 2.3 e 2.4).
X=TP'+E=Z thp’h+E (Eq. 2.3)
Y=UQ'+F=Zuhq'h+F (Eq. 2.4)
T e U sdo as matrizes de “scores” das matrizes X e Y, respectivamente; P’ e Q'
sdo as matrizes dos “loadings” das matrizes X e Y, respectivamente; e E e F séo os
residuos. A correlacido entre os dois blocos X e Y é simplesmente uma relagéao linear

obtida pelo coeficiente de regresséo linear, tal como descrito na equagao abaixo (Eq.
2.5),

uh=bh. th (Eq. 2.5)
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Para h variaveis latentes, sendo que os valores de BH sao agrupados na matriz
diagonal IB, que contém os coeficientes de regresséo entre a matriz de “scores” U
de Y e a matriz de “scores” T de X. Como ja foi mencionado, a melhor relagdo linear
possivel entre os “scores” desses dois blocos é obtida através de pequenas rotagdes
das variaveis latentes dos blocos de X e Y. A matriz Z pode ser calculada de uh,

através da equacao abaixo (Eq. 2.6).
Z=TBQ'+F (Eq. 2.6)

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

podem ser substituidos na equacao anterior (Eq. 2.7):
Z=T.BQ’ (Eq. 2.7)

A maioria dos programas PLS disponiveis fornece dados para a sele¢cdo do
numero otimo de componentes principais, construindo o grafico do erro médio
quadratico da predigdo (RMSEP, do inglés “root means quare error of prediction”)
para definir o numero de componentes principais utilizado. O RMSEP é calculado
segundo a equagao 14, onde n é o numero de amostras. O numero de componentes

selecionado €, em geral, aquele que fornece um erro de predicdo minimo (Eq. 2.8).

RMSEP=[Z (ypredito—yreferéncia)2/n] /2 (Eq.2.8)

O caélculo do erro da predicdo pode ser feito através de um conjunto de
amostras independente da calibragdo, o conjunto validagdo , ou através de
validacao cruzada. Na validacdo cruzada, as mesmas amostras sido usadas tanto
para construir o modelo quanto para testa-lo. Esse método de validacido consiste em
deixar algumas amostras de calibragdo de fora da construgdo do modelo e entéo
utiliza-las para predicao e calculo dos residuos. O processo € repetido com um outro
subconjunto de amostras de calibragdo até que todas as amostras tenham sido

utilizadas para predi¢gado. No passo seguinte, todos os residuos sdo combinados para
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computar a variancia residual da validagdo e o valor do RMSEP e uma calibragao
final € entdo calculada com todas as amostras.

As técnicas de PCA e PLS sao amplamente utilizadas na metabolémica, ainda
mais quando se trabalha para definir perfis metabolémicos em amostras biolégicas,
que apresentam uma grande quantidade de metabdlitos tornando muito complexa
sua analise (GASTERGER; ENGEL, 2003).

A PCA define componentes ortogonais, sendo que a primeira explica a maior
parte variancia entre todas as variaveis e, ainda possibilita a identificacdo de mais
componentes ortogonais para explicar melhor as variancias. Quanto maior for a
complexidade do sistema, maior sera a quantidade de componentes necessarias
para explicar a variabilidade do sistema. Ja PLS identifica variaveis latentes que
apontam na direcdo de maior variancia sobre uma dada informacédo fornecida ao
sistema (GOWDA; RAFTERY, 2014). Essas técnicas reduzem a dimensédo de
analise conseguindo indicar possiveis marcadores no perfil metaboldémico analisado.
A ordem de aplicagao das técnicas deve ser a seguinte:

1 — Entrada dos dados e determinagdo dos componentes principais, com a
utilizagao da Analise dos Componentes Principais (PCA);

2 —Comparar os metabdlitos com as variaveis controlaveis, onde far-se-a a
separagao por importancia (PLS-DA);

3 — Determinacéo dos efeitos metabdlicos com base nas variaveis controlaveis
(PLS)

Alguns trabalhos publicados confirmam a utilidade dessas duas técnicas na
metabolémica, especialmente quando envolve esforgo fisico. YAN et al(2009)
fizeram uma investigagdo metaboldmica em remadores seniores e juniores
comparados a homens néao-atletas, analisando o soro sanguineo em CG/TOF-EM
fazendo uma andlise estatistica com PCA e PLS-DA identificando a alanina; o
lactato; o b-d-metilglucopiranoside; o acido piroglutédmico; a cisteina (Figura 2.7); o
acido glutédmico; o acido citrico; acidos 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, lipidico e de aminoacidos. CHORELL et al
(2009) fizeram uma investigacdo sobre o efeito da ingestdo de carboidratos
combinado com proteinas na geragdo de uma resposta metabdlica diferente

comparado com uma ingestao de agua sem qualquer complemento apds o exercicio.



45

Participaram do experimento 24 homens que tiveram o soro sanguineo analisado e a
analise de curva de resolugao hierarquica multivariada (HCMR) e PLS identificaram
que a pseudorina € um marcador de uma bebida com carboidrato de baixa-
complexidade e proteina, além de ter determinado sinais de resisténcia a insulina.

Figura 2.7 - Catabolismo da L-cisteina
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a definicdo de qual a metodologia deve-se levar em consideragédo qual o
fluido biolégico sera analisado; o tamanho da amostra que sera analisado; a
atividade que praticam; a distribuicdo por sexo, idade, e outras variaveis estudadas;
€ 0s equipamentos disponiveis para analise.

De uma forma geral, para determinacdo dos biomarcadores, foram seguidos os
seguintes passos:

a) Buscar a melhor forma de tratamento das amostras de soro sanguineo para
utilizagdo no equipamento escolhido;

b) Preparar as amostras para o equipamento escolhido;

c) Fazer trés analises por amostra no equipamento escolhido;

d) Montar uma planilha com os dados obtidos;

e) Determinar quais metabdlitos serdo analisados;

f) Determinar quais seréo as variaveis de controle;

g) Fazer uma analise de correlagao entre todos os metabdlitos encontrados;

h)Fazer uma analise PCA e determinar os principais componentes considerando
todos os periodos analisados;

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

considerando todos os periodos analisados.
3.1 ESTUDO DE CASO

Através de uma parceria da Confederacdo Brasileira de Pentatlo Moderno
(CBPM) com o Laboratério de Desenvolvimento de Alimentos para Fins Especiais e
Educacionais (LabDAFEE) do Instituto de Nutricao Josué de Castro da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), para o desenvolvimento de suplementos e de
dietas para a melhora do desempenho fisico dos pentatletas, foram obtidas as
amostras empregadas nesse estudo. O objetivo foi avaliar as propriedades
ergogénicas do suplemento e das dietas sobre o desempenho fisico e a recuperagéo
dos atletas em competi¢cdes de pentatlo moderno. As variaveis de desfecho formam
os metabolitos e marcadores de estresse oxidativo/dano celular, analisados em

amostras de sangue, além dos parametros de desempenho dos atletas.
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O grupo foi composto por 10 atletas, que treinam no Circulo Militar da Vila Militar
(CMVM), em Deodoro, no Rio de Janeiro, com idades variando entre 16 e 28 anos e
que participam de competicdes nacionais e internacionais desde 2010 e tiveram o
sangue coletado no inicio e no final de cada uma das trés semanas de treino, que
faziam parte do ultimo ciclo de treinamento antes do Campeonato Brasileiro de
Pentatlo Moderno de 2014, que foi realizado em novembro na cidade de Recife. O
soro foi extraido e mantido em temperatura de -20°C no LabDAFEE.

Todos os atletas e os seus responsaveis foram informados dos processos de
coleta e analise, assim como dos riscos inerentes, e constam do projeto apresentado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ de acordo com o CEP-
MEMO - n.° 923/11.

3.1.1ANALISE DOS PENTATLETAS

De acordo com os técnicos dos atletas, eles foram submetidos a um periodo de
treinamento de 3 semanas, antes da competicdo principal do ano de 2014, que
iniciou com uma semana de esforgco maximo de treinos, a segunda semana de muita
intensidade e a ultima muito leve. A escala de sensagao de esforgo seguida € a
escala de Borg, que € uma escala de percepcéo subjetiva de esforgo de 0 a 10,
criada por Gunnar Borg na década de 1950 (BORG, 1998). Para o caso deste
trabalho, a sensacao de esforco foi dada pelo técnico baseado no esforgo pretendido
por ele para cada um desses periodos e a escala ficou da seguinte forma:

12 semana: inicio da semana (T1) — 5 e final da semana (T2) — 10;
22 semana: inicio da semana (T3) — 8 e final da semana (T4) — 7,
32 semana: inicio da semana (T5) — 2 e final da semana (T6) — 1.

O LabDAFEE coletou o sangue dos atletas no inicio e no final de cada semana
de treino e a separagao do soro sanguineo foi feita no mesmo dia da coleta e
mantido sob refrigeracéo a -20° C até a analise.

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 ha mais de 8 anos e treinam Pentatlo Moderno
ha mais de 4 anos, sem histéricos de contusio incapacitante, em boas condicdes de

saude e seguindo um programa de alimentagao prescrito pelo LabDAFEE.
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As variaveis analisadas foram o sexo, idade e o esforgo fisico dos atletas, dessa
forma, ndo foi montado um projeto de experimentos, ja que néo teria como montar
um projeto que contemplasse um minimo de experimentos para a determinagao de
resultados com um nivel de confianga razoavel.

Para esse trabalho, ndo foi definido uma quantidade de metabdlitos marcadores
para quaisquer das variaveis analisadas.

Na designacdo das amostras foi levado em conta o atleta e a coleta, assim,
designaram-se a letra A para o atleta, com variacédo de 1 a 10, e a T para a coleta,
com variagao de 1 a 6. O atleta A5 faltou a coleta T5 e o atleta A10 faltou a coleta
T6, entdo foram coletadas 58 amostras de sangue.

Como a proposta do trabalho era determinar um perfil metabdlico com utilizagao
do CG-EM, as amostras foram analisadas utilizando um CG-EM do Instituto de
Defesa Quimica, Biolégica, Radiolégica e Nuclear (IDQBRN). A etapa de
desproteinizagcédo foi realizado no LabDAFEE, sendo a secagem, derivatizagao e
analise no CG-EM realizadas no IDQBRN.

Para as analises estatisticas, cada 100 uL 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 metabalitos,
que foram tabelados e normalizados para que se pudessem fazer as analises
estatisticas. Dessa forma, geraram-se um total de 174 cromatogramas, de onde
foram identificados 82 metabdlitos com indice de similaridade maior ou igual do que
80. As analises estatisticas 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 pL.
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3.1.2 TRATAMENTO DA AMOSTRA

3.1.2.1 DESPROTEINIZAGCAO DO SORO SANGUINEO

No tratamento das amostras de soro sanguineo buscou-se a melhor forma para
remover as proteinas presentes para reduzir a interferéncia dessas proteinas nas
analises com CG-EM (VUCKOVIC, 2012).

Para remocéo de proteinas, GOWDA e RAFTERY (2014) citaram a ultrafiltragao,
processo que foi descartado por utilizar agua, e a precipitagdo com utilizagdo de
metanol; acetonitrila; acido perclérico e acido tricloroacético. Esses quatro métodos
de remogao das proteinas sdo semelhantes na utilizagdo da centrifuga. Para esse
tratamento, YAN et al (2009)adotou o seguinte procedimento:

a) Separa-se uma amostra de 100 pL de soro e adiciona-se 400 pL de metanol,
b) Centrifuga-se a amostra por 10 minutos a 20.000 g e a 4° C.

CHORELL et al (2009) ndo citaram as quantidades de soro e nem qual a
substancia foi utilizada como precipitante, mas cita que para a remocido das
proteinas fez uma centrifugagéo das amostras a 4° C e 3000 g por 8 minutos.

GOWDA e RAFTERY (2014) fizeram a desproteinizagdo do soro por quatro
métodos de remocao, sendo que o procedimento com o metanol e a acetonitrila sdo
iguais. Abaixo sao descritos os quatro métodos:

- Precipitacdo com metanol/acetonitrila: 300 puL de soro sdo misturados com
metanol/acetonitrila numa razdo 1:2 (v/v); deixa a mistura descansar por 20 minutos
a -20° C. Depois, centrifuga-se a mistura por 30 minutos a 11.000 rpm;

- Precipitagcdo com acido perclérico: 300 uL de soro é resfriado em um recipiente
com gelo e mistura-se 30 uL de uma solucéo de acido perclérico 4M. Aguarda-se 10
minutos antes de centrifugar a 11.000 rpm por 30 minutos;

- Precipitacdo com acido tri-cloro acético: 300 uL de soro € resfriado em um
recipiente com gelo e mistura-se 10 uL de uma solugdo de acido tri-cloro acético
10% gelado. Aguarda-se 10 minutos antes de centrifugar a 11.000 rpm por 30
minutos.

Nesse trabalho, a desproteinizagao foi feita da seguinte forma:

1 — Separou-se 100 uL de soro sanguineo (YAN et al, 2009);
2 — Adicionou-se 400 pL de metanol (YAN et al, 2009);
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3 — Centrifugou-se por 30 minutos a 11.000 rpm e a 4° C (GOWDA & RAFTERY,
2014).

Para a centrifugacdo, foi utilizada uma centrifuga refrigerada CT-15000R da
Cientec no LabDAFFE.

A opgao pela utilizacdo do procedimento de YAN et al (2009) na
desproteinizagao, foi porque esse trabalho também utilizou o CG-EM para fazer a
analise e optou-se pela mesma centrifugagdo de GOWDA e RAFTERY (2014), pois
YAN et al (2009) n&o citou o modelo nem o didmetro da centrifuga utilizada.

3.1.2.2 TRATAMENTO PARA ANALISE NO CG-EM

Para analisar a amostra no CG-EM, derivatizou-se a amostra e para fazer essa
derivatizacdo os solventes da amostra de soro desproteinizado foram extraidos.
Para extracdo dos solventes das amostras utilizou-se um vaporizador a frio, para
evitar degradagdo dos metabdlitos. Nesse trabalho, a secagem foi realizada com
nitrogénio e utilizou-se um evaporador Biotage TurboVap® L.

Na derivatizacdo, YAN et al. (2009) utilizou 30 pL de metoxiamina em piridina
com concentragdo de 15 mg/mL agitando por 2 minutos. Essa reagdo de
metoximacao leva 16 h com controle de temperatura. Apos essa fase, adiciona-se 30
uL de TMSFA com 1% de TCMS como catalisador. Por fim, agita-se fortemente por
30 segundos.

VANNINEN (2011) sugeriu um processo de derivatizagdo mais simples, com a
adicado de 0,5 mL de acetonitrila e 50 uL de BSTFA para cada 100 uL de soro seco,
depois se agita a amostra vigorosamente e depois aquecendo por 30 minutos a 60°
C.

Esse trabalho, utilizou o método de derivatizagdo empregado por VANNINEM

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

3.1.2.3 ANALISE NO CG-EM

Para a analise no CG-EM, levou-se em conta qual o equipamento seria utilizado
e, assim determinar quais os parametros deveriam ser seguidos. YAN et al (2009)
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utilizou um GC-EM Agilent 6980 equipado com um injetor automatico Agilent 7683,
com uma coluna capilar de silica fundida com 10 m x 0.18mm e fase estacionaria de
0.18 um DB5-EM conectado a um Pegasus Il TOF-EM com Hélio como gas de
arraste e com as seguintes condigdes de operagao: temperatura de 250° C para o
injetor; taxa de fluxo do gas de arraste de 1 mL/min; tempo de purga e taxa de fluxo
de 60 s por 20 mL/min; gradiente de temperatura de 70° C por 2 min, 70°-310° C a
uma taxa de 35° C/min e 310° C por 2 min; temperatura do ionizador de 200° C. O
EM foi programado para trabalhar com um tempo de retardo para o solvente de
170s, para identificar metabdlitos com relagdo m/z entre 50 e 800 a uma taxa de 20
espectros/s e com calculo das areas dos picos e identificacdo dos metabdlitos
processados pelo programa ChromaTOF 2.00 da Leco. A identificagcdo dos
metabdlitos 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-ruido 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 ressonancia magnética
nuclear acoplada a um espectrometro de massa da Bruker Avance 1l 800 MHz
equipado com criopreservacéao e gradiente Z adequados a detecgao inversa.

Nesse trabalho, foi utilizado um CG-EM com EM do tipo triplo-quadrupolo com
injetor automatico Agilent 7697A, com uma coluna capilar de silica fundida com 30 m
x 0.25mm e fase estacionaria 0.25 um DB5-EM com Hélio como gas de arraste e
com as seguintes condi¢cdes de operagao: temperatura de 250° C para o injetor; taxa
de fluxo do gas de arraste de 1 mL/min; taxa de purga de 3mL/min; gradiente de
temperatura de 70° C por 2 min, 70°-310° C a uma taxa de 30° C/min e 310° C por 2
min; temperatura do ionizador de 230° C. O EM foi programado para trabalhar com
um tempo de retardo para o solvente de 120 s, para identificar metabdlitos com
relacdo m/z entre 50 e 800 e com calculo das areas dos picos e identificacdo dos
metabdlitos processados pelo sistema Agilent 488, com o programa MSD
ChemStation Data Analysis e identificagao de acordo com a biblioteca da Wiley.

Na analise no CG-EM, foram gerados graficos como os apresentados nas
figuras 3.1, 3.2 e 3.3. Esses cromatogramas se referem aos atletas A2, A3 e A8 no
periodo 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 metabdlitos com
similaridade maior ou igual a 80 foram identificados, como mostra o APENDICE |I;
com os percentuais encontrados, tabelados e normalizados, como mostra o
APENDICE Il. Como na andlise cromatogréfica foi feita desde o instante inicial, os
cromatogramas identificaram o solvente, nesse caso a acetonitrila. Dessa forma, na
normalizagao extraiu-se o percentual de solvente mostrado nos cromatogramas.

Assim, o vetor caracteristico da analise PCA sera unitario.

Figura 3.1 - Cromatograma de ions totais obtidos em amostra de soro sanguineo,
derivatizado com BSTFA, do atleta A2 no periodo T2
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Figura3.2 - Cromatograma de ions totais obtidos em amostra de soro sanguineo,
derivatizado com BSTFA, do atleta A3 no periodo T2.
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Figura3.3 - Cromatograma de ions totais obtidos em amostra de soro sanguineo,
derivatizado com BSTFA, do atleta A8 no periodo T2.
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3.1.2.4 ANALISE DOS DADOS

Apds a analise no equipamento escolhido, teremos uma planilha com todos os
metabdlitos encontrados por analise e os metabdlitos serdo apresentados em termos

percentuais do total da quantidade injetado no equipamento escolhido, sendo assim,
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pode ser feita uma analise estatistica qualitativa e quantitativa. Para isso, deve-se
seguir as seguintes etapas:

a) extrair os solventes dos resultados;

b) normalizar os dados;

c
d

e) fazer uma analise PCA;

)
) incluir as variaveis respostas a serem analisadas;

) fazer uma analise dos coeficientes de correlagdo pareados;

)

f) fazer uma analise PLS;

g) interpretar os resultados encontrados.

Para fazer a analise estatistica deve ser utilizado algum programa de estatistica
que tenha as opgdes de analise PCA; PLS e de Projeto de Experimentos.

Nesse trabalho, como ndo foi possivel montar um Projeto de Experimentos, ja
que nao existiam atletas que preenchessem todos os blocos de idade, pois nao
existiam atletas mulheres com menos de 19 anos, optou-se por fazer uma analise
dos coeficientes de correlacdo pareada, sendo considerados todos os coeficientes
de correlagdo maior do que 0,8, e na segunda fase foram feitas as analises PCA e
PLS. E mesmo no caso de existirem metabdlitos fortemente correlacionados, eles
serdo mantidos nas analises PCA e PLS.

As analises 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 ultimo com os atletas do sexo masculino com mais de 19 anos.

Além da separagédo em cinco grupos, foram feitas duas analises diferentes, uma
considerando o nivel de esfor¢o definido pelo técnico e uma segunda analise que foi
considerada a diferenga de esforgo entre cada coleta de sangue.

Para a andlise estatistica foram utilizados o médulo Basic Statistic / Table
(Correlation matrices) para analise de correlacédo pareada e o moédulo PLS, PCA,
Multivariate / Batch SPC (Principal Component Analysis e Partial Least Square) do
software Statistica 8.0 da Statsoft Inc.



55

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE COM O NIVEL DE ESFORGO BRUTO

Nessa analise foram consideradas as seguintes variaveis: o nivel de esforgo
definido pelos técnicos, sendo: nasemana 1, T1 -5e T2 -10; nasemana 2: T3 -8
e T4—-7enasemana 3: T5-2e 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
variaveis, citadas no paragrafo anterior, foram tabelados e foram feitas as analises
de correlacao; PCA e PLS.

4.1.1 ANALISE DE CORRELAGCAO

Foram feitas as analises de correlagcdo dos 5 grupos e os resultados séo
apresentados nas tabelas 4.1; 4.2; 4.3; 4.4 e 4.5.

A tabela 4.1 apresenta as correlagdes maiores do que 0,80 do grupo que
envolve todos os atletas.

Essa analise mostrou que as correlagdes mais fortes envolvem metabdlitos de
uma mesma familia, como as correlagdes entre os aminoacidos L-alanina L-treorina
e L-prolina, as correlagbes entre os acidos graxos acido octadecanoico; 9-12-acido
octadecadienoico, metil-estearato e colesterol e os sacarideos D-manopiranose e a-
D-galactopiranose. Mostrou ainda, trés correlagdes que ndo envolvem as mesmas
familias que s&o as entre a D-frutose e a criwelline; o acido tetradecanoico e o 2-
Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina.

As correlagdes entre os acidos graxos sao mais fortes do que os dos grupos dos
sacarideos e dos aminoacidos.

A tabela 4.2 apresenta as correlagdes maiores do que 0,80 do grupo que
envolve todos os atletas do sexo masculinos.

Da mesma forma que na analise com todos os atletas, essa analise mostrou que
as correlagdes mais fortes envolvem metabdlitos de um mesmo grupo funcional,
como as correlagdes entre os mesmos aminoacidos L-alanina L-treorina e L-prolina,
acrescentando a L-serina; as correlagdes entre os mesmos acidos graxos, acido

octadecanoico; 9-12-acido octadecadienoico; metil-estearato e colesterol e os
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sacarideos, D-manopiranose e a-D-galactopiranose; glucofuranose, [-D-
galactofuranose e glucopiranose. Mostrou também, trés correlacbes que néo
envolvem os mesmos grupos funcionais que sdo as entre a D-frutose e a criwelline;
0 acido tetradecanoico e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina.
Nesse caso, apareceu também o metabdlito trimetil-fosfato que apresentou forte
correlagdo com os aminoacidos L-treorina, L-alanina e L-prolina e a ureia, além do
glicerol que apresentou forte correlagdo com o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-

1,2-dihidropirimidina.

Tabela 4.1 — Correlagdes do grupo todos os atletas.

METABOLITOS CORRELAGAO
L-alanina L-treorina 0,8818
L-alanina L-prolina 0,8690
L-treorina L-prolina 0,8008
D-frutose Criwelline 0,8611
Acido tetradecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,8973
1,2-dihidropirimidina
o—D-galactopiranose D-manopiranose 0,8929
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,9189
Metil-estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,9309
Acido 1-H-indole carboxilico 1(1H)-naftalenona 0,8062
9-12-acido octadecadienoico Acido octadecanoico 0,9606
Acido octadecanoico Colesterol 0,8085

As correlagdes entre os acidos graxos sdo mais fortes do que os dos grupos dos
sacarideos e dos aminoacidos.

A existéncia de mais correlagées nesse grupo do que no grupo de todos os
atletas pode indicar uma diferenca entre as atletas do sexo feminino e os atletas do
sexo masculino.

A indicagédo da diferenga entre atletas do sexo masculino e do sexo feminino,
mostrada na diferenca entre as correlacdes entre todos os atletas e todos os atletas
do sexo masculino, fez com que fosse feita uma analise 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 diferengca devido a idade dos

atletas.
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METABOLITOS CORRELAGAO
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-Ox0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,8414
1,2-dihidropirimidina
L-treorina L-serina 0,8931
Creatinina Trimetil-fosfato 0,8021
Glucofuranose B-D-galactofuranose 0,9059
D-frutose Criwelline 0,9294
Acido tetradecanoico 2-Ox0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,9549
1,2-dihidropirimidina
B-D-galactofuranose Glucopiranose 0,8400
Glucofuranose Glucopiranose 0,8340
a—D-galactopiranose D-manopiranose 0,9432
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,9260
Metil-estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,9566
Acido 1-H-indole carboxilico 2(1H)-naftalenona 0,8521
9-12-acido octadecadienoico Acido octadecanoico 0,9169
Acido octadecanoico Colesterol 0,8085

A tabela 4.3 apresenta as correlagcbes 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 correlagdes dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

A andlise dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos trouxe o
acréscimo do 2,3,4-acido trihidrobutirico; do acido tetradecanoico; do eritritol; da D-
ribopiranose; da creatinina; do acido urico e do acido dodecanoico e ndo apareceu o
colesterol. Porém, nessa analise a semelhancga foi somente nas correlagdes fortes
entre os aminoacidos e entre a L-alanina; L-prolina; L-treorina e L-serina com o
trimetil-fosfato; entre os sacarideos a-D-galactopiranose e p-D-galactofuranose. Nao
ocorrendo os acidos octadecanoico e 9-12-acido octadecadienoico nem correlagao

forte entre os acidos graxos.
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As correlagdes entre a creatinina e a criwelline; dos acidos graxos, acido urico e
o acido hexadecanoico e glicerol e o acido tetradecanoico; dos sacarideos, eritritol e
D-ribopiranose, mantiveram-se entre os mesmos grupos funcionais. Porém, nessa
analise apareceram correlagdes entre sacarideos e acidos graxos como a acido
dodecanoico a D-manopiranose; do acido tetradecanoico e a—D-galactopiranose; do
acido hexadecanoico e da glucopiranose; acido urico e a glucopiranose. Além disso,
apareceram as correlacdes entre a ureia e o 2-3-4-acido trihidrobutirico; o 2-Oxo-4-
nitroso metil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina com a D-frutose e a p-D-
galactofuranose; do metil-estearato com o &acido 1-H-indole carboxilico e 2(1H)
naftalenona.

Na analise do grupo de atletas masculinos com mais de 19 anos, o destaque foi
para o acido urico, que teve suas duas correlagdes dentre as mais altas de todas as
correlagdes, sendo de 0,9418 com a glucopiranose e de 0,9492 com o acido
hexadecanoico.

Na analise do grupo de atletas do sexo masculino com menos de 19 anos
apareceram os metabdlitos acido butanoico; acido hexadecanoico; androst-7-en-3-
ol; L-fenilamina; 2-beta-11-a-Dihidroxiverrucosa; acido heptadecanoico; 1-
tetradeceno; androstane-3,17-diol; B-DL-arabinopiranose; acido araquidénico e o
retorno do colesterol, do acido octadecanoico e 9-12-acido octadecadienoico. Nao
foram encontrados a L-serina; a ureia e a a-D-galactopiranose. Também né&o
apareceram o acido urico; D-frutose; o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-
dihidropirimidina.

Nessa analise apareceram as correlagdes entre a glucopiranose com o acido
butanoico; acido butanoico com o acido hexadecanoico; 2-3-4 acido trihidrobutirico
com o trimetil-fosfato e o 2-beta-11-a-Dihidroxiverrucosa; creatinina com o androst-
7-en-3-ol, acido hexadecanoico e heptadecanoico; androst-7-em-3-ol com o 1-
tetradeceno, trimetil-fosfato, acido 1-h-indole carboxilico e 2(1H)-naftalenona;
androstane-3, 17-diol com o 1-tetradeceno; trimetil-fosfato com o criwelline, acido 1-
h-indole carboxilico e 2(1H)-naftalenona D-frutose com o criwelline; acido
hexadecanoico com o p-DL-arabinopiranose, acido heptadecanoico, acido
octadecanoico e 9-12-acido octadecadienoico; além do acido heptadecanoico com o

acido araquidonico.
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Quando consideramos 0s grupos sacarideos, aminoacidos e &cidos graxos,
somente a correlagdo entre acido hexadecanoico e o p-D-arabinopiranose, ndo séo
dentro do mesmo grupo funcional e as correlagées mais fortes apareceram entre os
sacarideos e entre os acidos graxos, além de duas correlagdées do criwelline com a
D-frutose e o trimetil-fosfato.

A comparagao entre as tabelas 4.3 e 4.4 mostram que existe uma diferenca
devido a idade quando se comparam atletas do sexo masculino nessas 2 faixas de
idade.

Na analise das atletas do sexo feminino, cujos resultados estdo na tabela 4.5,
apareceram a L-isoleucina; a L-valina; acido latico e o acido pentanoico como
novidades. Com isso, apareceram correlagcdes 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 acido latico com o colesterol e do acido pentanoico com o trimetil fosfato.
Além dessas correlagdes, apareceram as correlagdes entre a creatinina e o trimetil
fosfato; do androst-7-en-12-ol com o p-D-arabinopiranose, o acido hexadecanoico e
0 acido araquidonico; do a-D-galactopiranose com a D-manopiranose, o colesterol, o
acido octadecanoico e o 9-12-acido octadecadienoico; do pB-D-arabinopiranose com
0 acido araquiddnico e do acido hexadecanoico.

Nessa analise foi observado que as correlagdes do colesterol com metabdlitos
de outros grupos funcionais sao negativas, fato que nao foi observado nas outras
analises.

Dessa forma, pode-se dizer que o 2-3-4-acido trihidrobutirico e a L-serina podem
ser marcadores do sexo masculino; o acido latico, o acido pentanoico, a L-valina e a
L-isoleucina podem ser marcadores do sexo feminino e os metabdlitos eritritol, D-
ribopiranose, glicerol, acido urico, 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 correlagcbes entre os metabodlitos de uma mesma familia sao
explicados por alguns processos bioquimicos como o ciclo de Krebs, que indica o
aumento de formagdo de aminoacidos e dos acidos graxos, gerados pela
degradagao de membranas celulares. No caso dos sacarideos, eles sdo originados
na utilizacdo do glicogénio e das células de gordura utilizadas na geracao de energia

para a execucao dos exercicios.



Tabela 4.3 — Correlagdes do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos.
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METABOLITOS CORRELAQAO

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-acido trihidrobutirico 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 Acido tetradecanoico 0,9088
Glicerol 2-0Ox0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,8826

1,2-dihidropirimidina
Eritritol D-ribopiranose 0,8544
Creatinina Criwelline 0,8607
Acido dodecanoico D-manopiranose 0,8266
oa—D-galactopiranose B-D-galactofuranose 0,8055
D-frutose 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,9582

1,2-dihidropirimidina
Acido tetradecanoico a—D-galactopiranose 0,8933
B-D-galactofuranose 2-Ox0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,8817

1,2-dihidropirimidina
Acido drico Glucopiranose 0,9418
Glucopiranose Acido hexadecanoico 0,9687
Metil-estearato Acido 1-H-indole carboxilico 0,8683
Metil-estearato 2(1H)-naftalenona 0,8279
Acido 1-H-indole carboxilico 2(1H)-naftalenona 0,8561
Acido hexadecanoico Acido Urico 0,9492




Tabela 4.4 — Correlagdes do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

METABOLITOS CORRELAGAO

Glucopiranose Acido butanoico 0,8322
L-alanina L-treorina 0,8332
Acido butanoico Acido hexadecanoico 0,8199
L-prolina Trimetil-fosfato 0,8754
2-3-4-acido trihidrobutirico Trimetil-fosfato 0,8424
2-3-4-acido trihidrobutirico 2.beta.,11-a-Dihidroxiverrucosa 0,8026
Creatinina Androst-7-en-3-ol 0,8026
Creatinina Acido hexadecanoico 0,8052
Creatinina Acido 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 Acido 1-H-indole carboxilico 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 Acido 1-H-indole carboxilico 0,900
Trimetil-fosfato 2(1H)-naftalenona 0,8586
Glucofuranose D-manopiranose 0,8751
Glucofuranose Glucopiranose 0,9273
Glucofuranose B-D-galactofuranose 0,9886
D-frutose Criwelline 0,9683
B—D-galactofuranose D-manopiranose -0,8402
B-D-galactofuranose Glucopiranose 0,9213
B-D-galactofuranose Glucofuranose 0,9640
Metil estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,8779
B-DL-arabinopiranose Acido hexadecanoico 0,8223
Acido hexadecanoico Acido octadecanoico 0,9612
Acido hexadecanoico 9-12-acido octadecadienoico 0,9499
Acido hexadecanoico Acido heptadecanoico 0,9086
Acido heptadecanoico Acido araquidénico 0,9065
9-12-acido octadecadienoico Acido octadecanoico 0,9061
Acido octadecanoico Colesterol 0,8085




Tabela 4.5 - Correlagbes do grupo de atletas do sexo feminino.
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METABOLITO CORRELAGAO
Acido latico 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
Acido 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 B-D-arabinopiranose 0,8617
Androst-7-en-3-ol Acido hexadecanoico 0,8320
Androst-7-en-3-ol Acido araquidénico 0,8139
Trimetil-fosfato Acido araquidénico 0,8319
Trimetil-fosfato B-D-arabinopiranose 0,8264
o—D-galactopiranose Colesterol -0,9128
oa—D-galactopiranose D-manopiranose 0,8929
o—D-galactopiranose 9-12-4cido octadecadienoico -0,8346
oa—D-galactopiranose Acido octadecanoico -0,8548
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,9112
Metil-estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,9170
D-manopiranose Colesterol -0,8416
B-D-arabinopiranose Acido araquidénico 0,8510
B-D-arabinopiranose Acido hexadecanoico 0,8090
Acido hexadecanoico Acido araquidénico 0,8238
9-12-acido octadecadienoico Acido octadecanoico 0,9690
Acido octadecanoico Colesterol 0,8116
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4.1.2 ANALISE PCA

As analises PCA de todos os grupos sao apresentadas nas tabelas 4.6; 4.7; 4.8;
49 ¢e4.10.

Nas analises PCA, foi observado que a L-alanina s6 nao foi o metabdlito mais
importante no grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos € no
grupo das atletas do sexo feminino; a L-prolina sé ndo 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-acido
octadecadienoico s6 apareceu na analise do grupo de todos os atletas; o acido
octadecanoico apareceu no grupo de todos os atletas e no grupo de atletas do sexo
feminino; a a-D-galactopiranose s6 apareceu no grupo das atletas do sexo feminino
e 0 B-D-galactofuranose e o glucofuranose s6 apareceram no grupo dos atletas do
sexo masculino com menos de 19 anos.

Em todas as analises, os metabdlitos selecionados representaram mais de 37%
da variancia total de todos os metabdlitos com destaque para a L-prolina que
representou mais de 28% da variagdo nos atletas do sexo feminino e para o -D-
galactofuranose que representou mais de 22% da variancia nos atletas do sexo
masculino com menos de 19 anos. Esses metabdlitos podem ser marcadores de

sexo e idade respectivamente.

Tabela 4.6 — Analise PCA do grupo de todos os atletas

Metabdlitos Poténcia | Autovalor | %total
L-alanina 0,891937 | 12,76970 |15,57281
9-12-acido octadecadienoico | 0,862519| 6,95774 | 8,48505
L-prolina 0,847897| 5,96069 | 7,26914

Acido octadecanoico 0,823560 | 5,19511 | 6,33550

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 analises metabdlicas. Mas, as analises dos outros 4 grupos mostram possiveis

marcadores relacionados com o sexo dos atletas, que sao a a-D-galactopiranose e o



64

acido octadecanoico para o sexo feminino; o trimetil-fosfato para os atletas do sexo

masculino e a L-alanina como marcador de esforgo para todos os atletas.

Tabela 4.7— Analise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino.

Metabodlitos |Poténcia|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

Tabela 4.8— Analise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19

anos.
Metabodlitos Poténcia | Autovalor | %total

L-alanina 0,873854|113,96168 |17,02644
Trimetil-fosfato | 0,812325|9,86819 12,03438
L-prolina 0,809990|7,85297 |9,57679

Tabela 4.9— Analise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

Metabdlitos Poténcia | Autovalor | %total

B-D-galactofuranose | 0,949977 | 17,34072 |22,23169
Glucofuranose 0,947782(10,73104 |13,75775
Trimetil-fosfato 0,938653|8,27915 [10,61429

Tabela 4.10 - analise PCA do grupo das atletas do sexo feminino.

Metabolitos

Poténcia

Autovalor

%total

L-prolina

0,884255

23,07992

28,14624

Acido octadecanoico

0,859381

7,33238

8,94193

a-D-galactopiranose

0,845038

5,12100

6,24512
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4.1.3 ANALISE PLS

As andlises PLS de todos os grupos sdo apresentadas nas tabelas 4.11; 4.12;
4.13;4.14 e 4.15.

Nas analises PLS, foi observado que o acido latico s6 ndo apareceu no grupo
dos atletas do sexo feminino como 0 mais importante e representou mais de 9% da
variagao total; o acido butanoico sé ndo apareceu no grupo de todos os atletas
sendo 0 mais importante no grupo dos atletas do sexo feminino com 22% da
variagdo total; o acido benzoico apareceu nos grupos de todos os atletas, dos atletas
do sexo masculino e dos atletas do sexo feminino, representando mais de 7% da
variagao total no grupo de todos os atletas, e o acido 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 variagao total no grupo dos atletas do sexo
masculino. Além desses metabdlitos, o a-D-galactopiranose representou mais de 7%
da variagdo 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 variagéo total, e o 2-3-4-acido trihidrobutirico, com mais de 7% da
variacao total.

Em todas as analises, os metabdlitos selecionados representaram mais de 23%
da variagao total de todos os metabdlitos com destaque para a acido butanoico que
representou mais de 22% da variagdo nos atletas do sexo feminino e para o acido
latico que representou mais de 18% da variagao nos atletas do sexo masculino com

menos de 19 anos. Esses metabdlitos podem ser marcadores de sexo.

Tabela 4.11 — Analise PLS do grupo de todos os atletas.

Metabolitos VIP Autovalor %total
Acido latico 0,231203 8,574212 10,45636

Acido benzoico | 0,183439 6,470657 7,89105

1-H-indole 0,171915 3,349351 4,08457

Colesterol 0,169261 2,424596 2,95682




Tabela 4.12— Analise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino

Metabélitos VIP Autovalor %total
Acido latico 0,243459 7,436212 9,068551
Acido butanoico 0,187956 3,564412 4,346844
a-D-galactopiranose | 0,185972 5,967750 7,277743
Acido benzoico 0,183118 3,437872 4,192527
Acido octadecanoico | 0,166430 3,463118 4,223314
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Para complementar a analise PLS, devem ser analisados os coeficientes de
correlacdo dos metabdlitos identificados, para que se possa identificar com quais
metabolitos estdo relacionadas as variaveis idade, esforco fisico e sexo. Os
coeficientes de regresséo estdo nas tabelas 4.16; 4.17; 4.18; 4.19; e 4.20.

Analisando os coeficientes de regresséo da tabela 4.16, verifica-se que a idade
esta fortemente correlacionada com o acido benzoico; sexo com o colesterol e o

esforco fisico com o acido latico e o 1-H-indole.

Tabela 4.13— Analise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos.

Metabdlitos VIP | Autovalor| %total
Acido latico 0,203385| 10,61411 |12,94403
Acido octadecanoico |0,187834 | 554661 | 6,76416
1-H-indole 0,172091| 4,08749 | 4,98475
Acido butanoico  |0,171475| 3,78962 | 4,62149
10-epi-eudesma | 0,166475| 3,63667 | 4,43496
Acido hexadecanoico | 0,153063 | 4,17249 | 5,08840

No grupo dos atletas do sexo masculino, mostrado na tabela 4.17, a idade esta
fortemente correlacionada com o acido latico, o acido benzoico e o acido

octadecanoico e o esforgo fisico com o acido butanoico e a a-D-galactopiranose.

No grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos, mostrado na
tabela 19, a idade esta fortemente correlacionada com o acido latico; o acido
butanoico e o acido hexadecanoico e o esforgo fisico com o acido octadecanoico; o

1-H-indole e o 10-epi-eudesma.



67

Tabela 4.14— Analise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

%total
18,55071

4,96950
8,42689
7,43541

Autovalor
14,46955

3,87621
6,57297
5,79962

VIP
0,252460

0,197071
0,177026
0,175670

Metabodlitos
Acido latico

Acido butanoico

5-etoxi-1,4-naftoquinona

2-3-4-acido trihidrobutirico

Tabela 4.15 — Analise PLS do grupo das atletas do sexo feminino

Metabdlitos VIP _ |Autovalor %total
Acido butanoico [0,214096 | 18,51625 22,58079
Acido tetradecanoico | 0,204438 | 6,31469 7,70084
Acido benzoico 0,189214 | 2,99370 3,65085

Tabela 4.16 — Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo de todos os atletas

Acido latico | Acido benzoico | 1-H-indole | Colesterol

Idade 0,515064 -0,990870 0,332444 -0,169736
Sexo 0,133508 0,122331 0,400319 0,951349
Esforco -0,846690 -0,056677 0,853947 0,257146

Tabela 4.17 - Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo

masculino.
, Acido a-D- Acido Acido
Acido latico | butanoico |galactopiranose| benzoico | octadecanoico
Idade 0,992599 -0,074044 -0,305695 0,841674 -0,804848
Esforco| 0,121438 0,997255 0,952130 0,539985 0,593481

Tabela 4.18 - Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo
masculino com mais de 19 anos.

Acido Acido Acido | 10-epi- Acido

latico |octadecanoico | 1-H-indole butanoico| eudesma hexadecanoico
Idade | 0,996714 0,038424 0,598968 |0,952898 |-0,558150 0,876213
Esforgo | 0,081006 0,999262 -0,800773 | 0,303289 | 0,829740 0,481924
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Tabela 4.19 - Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo
masculino com menos de 19 anos.

Acido Acido 5-etoxi-1,4- | 2-3-4-acido

latico butanoico | naftoquinona (trihidrobutirico
Idade | 0,990851 0,406280 0,015015 0,854023
Esforgo | -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 esta fortemente correlacionada com o acido latico e o 2-3-4-
acido trihidrobutirico e o esforgo fisico com o acido butanoico e o 5-etoxi-1,4-
naftoquinona.

No grupo dos atletas do sexo feminino, mostrado na tabela 21, a idade esta
fortemente correlacionada com o acido butanoico e o acido tetradecanoico e o

esforco fisico com o acido benzoico.

Tabela 4.20 - Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo
feminino.

Acido butanoico | Acido tetradecanoico | Acido benzoico
Idade 0,969019 0,992416 -0,005520

Esforco -0,246987 0,122922 0,999985

Esperava-se encontrar uma correlacado entre esforco fisico e o acido latico, pelo
fato do lactato sanguineo ser considerado um marcador para monitoramento de
treinamento (PYNE et al., 2001), massa a correlagdo do acido latico se deu com a
idade.

4.1.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Comparando todas as analises feitas, observou-se que:
1 — a L-alanina L-prolina; L-treorina; D-manopiranose e o metil-estearato estéo

presentes em todas as analises de correlacéo;

2 —a L-serina s6 aparece no grupo dos atletas do sexo masculino com mais de

19 anos e no grupo dos atletas do sexo masculino na analise de correlagao;
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3 — o0 acido pentanoico; a L-valina e a L-isoleucina s6 aparecem no grupo das

atletas do sexo feminino na analise de correlagao;

4 — o acido latico s6 aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na analise
de correlagdo s6 n&o aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na
analise PLS, sendo um metabdlito fortemente relacionado com a idade nos

atletas do sexo masculino e com 0 sexo no grupo de todos os atletas;

5 — 0 2-3-4-acido trihidrobutirico s6 aparece nos atletas do sexo masculino na
analise de correlagdo e no grupo dos atletas com menos de 19 anos na

analise PLS com forte correlacdo com a idade;

6 — o eritritol, a D-ribopiranose, o glicerol e o acido urico sé aparecem nos

atletas do sexo masculino com mais de 19 anos na analise de correlagao;

7 — o 1-tetradeceno e o L-fenilamina s6 aparecem no atletas do sexo masculino

com menos de 19 anos na analise de correlacao;

8 — 0 androst-7-en-3-ol e 0 acido araquidonico aparecem nos grupos dos atletas
masculinos com menos de 19 anos e no grupo das atletas do sexo feminino

na analise de correlagao;

9 —a L-treorina; a D-manopiranose e o metil estearato aparecem em todas os

grupos nas analises de correlagao;

10 — a creatinina e trimetil fosfato s6 ndo aparecem no grupo de todos os atletas

nas analises de correlagao;

11 — a L-alanina s6 n&o foi o metabdlito mais importante no grupo dos atletas do
sexo masculino com menos de 19 anos e no grupo das atletas do sexo

feminino nas analises PCA e apareceu em todas as analises de correlagao;

12 — L-prolina s6 ndo apareceu no grupo dos atletas do sexo masculino com
menos de 19 anos nas analises PCA e apareceu em todas as analises de

correlacéao;

13 — o trimetil-fosfato apareceu em todos os grupos que envolvem somente
atletas do sexo masculino nas analises PCA e s6 ndo apareceu no grupo de
todos os atletas nas analises de correlacéao;
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14 — 0 9-12-acido octadecadienoico s6 apareceu na analise do grupo de todos
os atletas nas analises PCA e s6 nao apareceu no grupo dos atletas do sexo

masculino com mais de 19 anos nas analises de correlagao;

15 — o0 acido octadecanoico apareceu no grupo de todos os atletas e no grupo
de atletas do sexo feminino nas analises PCA; no grupo dos atletas do sexo
masculino com mais de 19 anos nas analises PLS com forte correlagdo com
o esforgo fisico e s6 n&o apareceu no grupo dos atletas do sexo masculino

com mais de 19 anos nas analises de correlagio;

16 — aa-D-galactopiranose s6 apareceu no grupo das atletas do sexo feminino
nas analises PCA; no grupo dos atletas do sexo masculino nas analises PLS
com forte correlagdo com o esforgo fisico e s6 ndo apareceu no grupo dos
atletas do sexo masculino com menos de 19 anos nas analises de

correlacao;

17 — B-D-galactofuranose e o glucofuranose sé apareceram no grupo dos atletas
do sexo masculino com menos de 19 anos nas analises PCA, o B-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 anadlises de

correlacéao;

18 — o0 acido benzoico tem forte correlagdo com a idade nos grupos de todos os
atletas e no dos atletas do sexo masculino e forte correlagdo com o esforgo

fisico no grupo dos atletas do sexo feminino nas analises PLS;

19 — 0 acido butanoico tem forte correlagdo com a idade nos grupos dos atletas
do sexo masculino e dos atletas do sexo feminino e com o esfor¢o nos
grupos dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos e com menos
de 19 anos nas analises PLS e apareceu no grupo dos atletas com menos

de 19 anos nas analises de correlagao;

20 — o colesterol tem forte correlagdo com o esfor¢o e sé apareceu no grupo de
todos os atletas nas analises 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 correlagdo negativa com o acido

latico e a a-D-galactopiranose;
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21 — o 1-H-indole tem forte correlagdo com o sexo no grupo de todos os atletas
e com o esforgo no grupo dos atletas masculinos com mais de 19 anos nas

analises PLS;

22 — o 10-epi-eudesma tem forte correlacdo com o esforgo e o acido
hexadecanoico tem forte correlagdo com a idade no grupo dos atletas com
mais de 19 anos e o acido 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 analises de correlagao;

23 — o05-etoxi-1,4-naftoquinona tem forte correlagédo com o esforgo no grupo dos

atletas do sexo masculino com menos de 19 anos;

24 — o acido tetradecanoico tem forte correlagdo 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 analises de correlagao.
Com essas comparagdes, pode-se esperar que:

1 — o 2-3-4-acido trihidrobutirico e o acido 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 correlagbes do acido benzoico e do acido butanoico dependem do sexo
do atletas;

5 — o colesterol pode ser marcador de sexo;

Mas como os resultados nao foram conclusivos, optou-se por fazer uma nova
analise considerando a diferenca entre os periodos de coleta para ratificar ou ndo os
resultados encontrados, ja que existiram discordancias na analise realizada com os
dados brutos.

A anadlise com diferenga entre as coletas tem o objetivo de reduzir as
interferéncias de outras variaveis que nao fosse o esfor¢co desprendido pelos atletas
no treinamento, inclusive deixando a diferenca de coleta referente ao periodo de
descanso dos finais de semana. Dessa forma, espera-se que as variaveis pessoais

diferentes da idade e do sexo, deixam de interferir nas analises.
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4.2 ANALISE COM A DIFERENGA ENTRE AS COLETAS

Nessa analise foram consideradas mesmas variaveis, mas para a analise
estatistica foram consideradas a diferenga dos resultados dos cromatogramas entre
cada periodo de coleta. Dessa forma os periodos considerados foram: o nivel de
esforgo foi o seguinte: (T2 — T1) = 5; (T3-T2) — -2; (T4-T3) — -1; (T5-T4) — -5; (T6-TH)
— -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 variaveis citadas no paragrafo anterior e foram feitas as analises de correlagao;
PCA e PLS.

4.2.1 ANALISE DE CORRELAGCAO

Foram feitas as analises de correlagcdo dos 5 grupos e os resultados séo
apresentados nas tabelas 4.21; 4.22; 4.23; 4.24 e 4.25.

A tabela 4.21 apresenta as correlagdes maiores do que 0,80 do grupo que
envolve todos os atletas.

Essa analise mostrou que as correlagdes fortes envolvem, quase sempre,
metabdlitos de uma mesma familia, como as correlagdes entre os aminoacidos L-
alanina L-treorina e L-prolina, as correlagbes entre os acidos graxos acido
octadecanoico; 9-12-acido octadecadienoico e metil-estearato e os sacarideos D-
manopiranose e a-D-galactopiranose. Mostrou ainda, uma correlagdo entre o acido
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 correlagbes maiores do que 0,80 do grupo que
envolve todos os atletas do sexo masculinos.

As correlagdes entre os acidos graxos sao mais fortes do que os dos grupos dos

sacarideos e dos aminoacidos.
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Tabela 4.21 - Correlagbes do grupo todos os atletas.

METABOLITOS CORRELAGAO
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
Acido tetradecanoico 2-Ox0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- 0,8449
1,2-dihidropirimidina
a—D-galactopiranose D-manopiranose 0,8348
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,8949
Metil-estearato 9-12-acido octadecadiendico 0,8959
9-12-acido octadecadiendico Acido octadecanoico 0,9440

Da mesma forma que na analise com todos os atletas, essa analise mostrou que
as correlagdes mais fortes envolvem metabdlitos de um mesmo grupo funcional,
como as correlacdes entre os mesmos aminoacidos L-alanina, L-treorina e L-prolina,
acrescentando a L-serina; as correlagdes entre os mesmos acidos graxos acido
octadecanoico, 9-12-acido octadecadienoico e metil estearato e dos sacarideos D-
manopiranose com a ao-D-galactopiranose e da f-D-galactofuranose com a
glucofuranose. Mostrou a correlagdo da D-frutose com a criwelline e apareceu
também o metabdlito trimetil fosfato que apresentou forte correlagdo com os
aminoacidos L-treorina, L-alanina, L-serina e L-prolina e com a ureia. Nessa analise
nao apareceu a correlagao entre o acido tetradecanoico e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-
trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina.

A tabela 4.23 apresenta as correlagdes 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 correlagdes dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

A andlise dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos trouxe o
acréscimo da L-valina; da L-fenilamina; da L-isoleucina; do acido 1-H-indole
carboxilico e do 2(1H)-naftalenona e o retorno do acido tetradecanoico e do 2-Oxo-

4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina.
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Tabela 4.22 - Correlagdes do grupo todos os atletas do sexo masculino.

METABOLITOS CORRELAGAO
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 B-D-galactofuranose 0,9025
D-frutose Criwelline 0,8796
a—D-galactopiranose D-manopiranose 0,9414
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,9477
Metil-estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,9744
9-12-acido octadecadienoico Acido octadecanoico 0,9415

As correlacdes entre os aminoacidos se mantiveram, com a inclusdo da L-valina,
da L-fenilamina e da L-isoleucina. Os acidos graxos mantiveram correlagdes muito
forte entre eles, com excecao do acido tetradecanoico que teve correlagdes fortes
com a glucofuranose e o 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihidropirimidina.

Na analise do grupo de atletas do sexo masculino com menos de 19 anos
apareceram os metabdlitos acido butanoico; acido hexadecanoico; androst-7-en-3-
ol; acido heptadecanoico; 1-tetradeceno; criwelline e da B-DL-arabinopiranose. N&o
apareceram a L-alanina; L-treorina; L-serina; L-isoleucina; L-valina; acido
tetradecanoico e a ureia; que apareceram no grupo dos atletas masculinos com mais

de 19 anos.



Tabela 4.23 - Correlagdes do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos.

METABOLITOS CORRELAGAO
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 B-D-galactofuranose 0,8078
Acido tetradecanoico Glucofuranose 0,8788
Acido tetradecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- | 0,9486
1,2-dihidropirimidina
Glucofuranose 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- | 0,8655
1,2-dihidropirimidina
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,9604
Metil-estearato 9-12-4cido octadecadienoico 0,9822
Acido tetradecanoico 2(1H)-naftalenona 0,8045
Acido 1-H-indole carboxilico 2(1H)-naftalenona 0,8572
Acido octadecanoico 9-12-acido octadecadienoico 0,9652

Nessa andlise apareceram muitas correlacées diferentes que ndo seguem o
padrao das outras analises, principalmente pelo ndo aparecimento de correlagoes
entre os aminoacidos. As correlagdes entre os sacarideos e entre os acidos graxos

se mantiveram e com valores préoximos ou superiores a 0,9.
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Tabela 4.24 - Correlagdes do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

METABOLITOS CORRELACAO
Acido butanoico 9-12-acido octadecadienoico 0,8350
Acido butanoico Metil-estearato 0,8353
Trimetil-fosfato L-prolina 0,8291
Trimetil-fosfato Creatinina 0,8218
B—DL-arabinopiranose Creatinina 0,8201
Acido hexadecanoico Creatinina 0,8468
Acido heptadecanoico Creatinina 0,8730
Androst-7-em-3-ol 1-tetradeceno 0,8030
Androst-7-em-3-ol Acido 1-H-indole carboxilico 0,8009
L-fenilamina Acido araquidonico 0,8447
L-fenilamina 1-tetradeceno 0,8638
1-tetradeceno Acido araquidénico 0,8393
1-tetradeceno Acido heptadecanoico 0,8500
1-tetradeceno Acido 1-H-indole carboxilico 0,8249
1-tetradeceno 2(1H)-naftalenona 0,8058
1-tetradeceno Trimetil-fosfato 0,9061
Trimetil-fosfato Acido heptadecanoico 0,8491
Trimetil-fosfato Acido 1-H-indole carboxilico 0,8959
Trimetil-fosfato 2(1H)-naftalenona 0,8104
Glucofuranose Glucopiranose 0,8940
Glucofuranose B-D-galactofuranose 0,9836
D-frutose Criwelline 0,9385
B-D-galactofuranose Glucopiranose 0,8882
B-D-galactofuranose Glucofuranose 0,9414
o—D-galactopiranose D-manopiranose 0,8561
Metil-estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,9178
Acido 1-H-indole carboxilico Acido heptadecanoico 0,8197
2(1H)-naftalenona Acido heptadecanoico 0,8210
B-DL-arabinopiranose Acido heptadecanoico 0,8089
B-DL-arabinopiranose Acido hexadecanoico 0,8586
Acido hexadecanoico Acido octadecanoico 0,9654
Acido hexadecanoico 9-12-acido octadecadienoico 0,8511
Acido hexadecanoico Acido heptadecanoico 0,9262
Acido heptadecanoico Acido araquidénico 0,9073

9-12-acido octadecadienoico

Acido octadecanoico

0,8018




Tabela 4.25 - Correlagdes do grupo de atletas do sexo feminino.
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METABOLITO CORRELAGAO
Acido latico 9-12-acido 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 B-DL-arabinopiranose 0,8103
Androst-7-en-3-ol Acido hexadecanoico 0,8289
Trimetil fosfato Acido araquidénico 0,8113
a—D-galactopiranose Colesterol -0,8605
o-D-galactopiranose 9-12-acido octadecadienoico 0,8043
a—D-galactopiranose Acido octadecanoico -0,8023
Metil-estearato Acido octadecanoico 0,8830
Metil-estearato 9-12-acido octadecadienoico 0,8801
Acido hexadecanoico 9-12-acido octadecadienoico 0,8255
Acido hexadecanoico Acido octadecanoico 0,8526
Acido hexadecanoico 2-Oxo-4-nitrosometil-6-trifluor-metil- | 0,8260
1,2-dihidropirimidina
9-12-4cido octadecadienoico Acido octadecanoico 0,9607

Nessa analise foi observado que as correlagdes da a-D-galactopiranose com o
colesterol e o acido octadecanoico sao negativas, fato que n&o foi observado nas
outras analises.

A comparacgao entre as tabelas 4.23 e 4.24 mostra que existe uma diferenca
devido a idade quando se comparam atletas do sexo masculino nessas 2 faixas de
idade.

Na analise das atletas do sexo feminino, reapareceram os aminoacidos 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 acido latico. Dos metabdlitos novos que
apareceram na analise dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos so

apareceu o androst-7-em-3-diol; o acido hexadecanoico e o 3-DL-arabinopiranose.
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Dessa forma, pode-se dizer que o acido latico pode ser um marcador do sexo
feminino; o acido tetradecanoico marcadores de para quem tem mais de 19 anos no
sexo masculino; acido butanoico; acido hexadecanoico; androst-7-en-3-ol; acido
heptadecanoico; 1-tetradeceno; criwelline e da p-DL-arabinopiranose para quem tem

menos de 19 anos no sexo masculino.

4.2.2 ANALISE PCA

As analises PCA de todos os grupos sé&o apresentadas nas tabelas 4.26; 4.27;
4.28; 4.29; e 4.30.

Nas analises PCA foram observado que a L-alanina sé nao foi o metabdlito 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 sé ndo 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 acido 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 analises, os metabdlitos selecionados representaram mais de 27%
da variagao total de todos os metabdlitos com destaque para a L-prolina que
representou mais de 23% da variacdo nos atletas do sexo feminino e para o trimetil-
fosfato que representou mais de 26% da variacdo nos atletas do sexo masculino
com menos de 19 anos. Esses metabdlitos 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 analises metabdlicas. Mas, as analises dos outros 4 grupos mostram possiveis
marcadores relacionados com o sexo dos atletas, que sdo a L-treorina e o acido
octadecandico para o sexo feminino; a L-alanina para os atletas do sexo masculino e

a L-prolina como marcador de esfor¢o para todos os atletas.



Tabela 4.26— Analise PCA do grupo de todos os atletas.

Metabdlitos | Poténcia | 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

Tabela 4.27— Analise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino.

Metabodlitos | Poténcia | Autovalor| %total
L-prolina |0,924124 | 14,43287 |17,60106
L-alanina |0,885471|8,45770 10,31427
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O resultado apresentado pelo grupo dos atletas do sexo masculino com menos
de 19 anos foi muito diferente da analise dos atletas masculinos com mais de 19
anos e do grupo dos atletas masculinos, e esses 2 grupos apresentaram resultados

com 0os mesmos metabdlitos.

Tabela 4.28— Analise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos.

Metabodlitos | Poténcia | Autovalor| %total
L-prolina |0,913582|16,23617 |19,80020
L-alanina |0,849643| 7,84089 | 9,56206

Tabela 4.29— Analise PCA do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos

Poténcia | Autovalor| %total
0,923507 | 20,59312 |26,40144

11,63548

Metabolitos

Trimetil fosfato

Androst-7-en-3-o0l | 0,912994 | 9,07568
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Tabela 4.30— Analise PCA do grupo das atletas do sexo feminino.

Metabdlitos Poténcia | Autovalor | %total
L-prolina 0,899751 | 19,46834 |23,74188
Acido octadecanoico |0,882940(9,70826 |11,83934
L-treorina 0,841712|6,01584 |7,33639

4.2.3 ANALISE PLS

As analises PLS de todos os grupos sédo apresentadas nas tabelas 4.31; 4.32;
4.33; 4.34 e4.35.

Nas anadlises PLS, foi observado que o acido latico sé nao 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 variagao total; o acido butanoico
sé apareceu nos grupos que envolvem, exclusivamente, atletas do sexo masculino
sendo o0 mais importante no grupo dos atletas do sexo masculino representando 8%
da variacao total; o glicerol € o metabdlito mais importante no grupo de todos os
atletas e no grupo dos atletas do sexo feminino, onde representa mais de 19% da
variagao total.

Tabela 4.31— Analise PLS do grupo de todos os atletas

Metabolitos VIP Autovalor %total
Glicerol 0,238032 | 8,066898 9,837680
Acido latico |0,218686 |4,050284 4,939371

Tabela 4.32— Analise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino.

Metabolitos VIP Autovalor %total
Acido butanoico 0,297843 6,766913 8,252333

Acido latico 0,266063 5,674658 6,920314
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Tabela 4.33— Analise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos.

Metabolitos VIP Autovalor| %total
Acido latico |0,296071 |4,661823 |5,685151

Acido butanoico | 0,268960 | 8,072314 |9,844285

Em todas as analises, os metabdlitos selecionados representaram mais de 14%
da variacao total de todos os metabdlitos com destaque para a acido latico que
representou mais de 18% da variagcao nos atletas do sexo masculino com menos de
19 anos e para o glicerol que representou mais de 19% da variagdo nos atletas do

sexo feminino. Esses metabdlitos podem ser marcadores de idade e sexo.

Tabela 4.34— Andlise PLS do grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos.

Metabolitos VIP Autovalor| %total
Acido latico |0,225654 | 14,65271 |18,78552

Acido butanoico 0,224172 | 6,35812 8,15143

Tabela 4.35— Analise PLS do grupo das atletas do sexo feminino.

Metabolitos VIP Autovalor %total
Glicerol |[0,258697 |15,65162 |19,08734

Para a analise PLS, devem ser analisados os coeficientes de correlagcdo dos
metabdlitos identificados, para que se possa identificar com quais metabdlitos estao
relacionadas as variaveis idade, esforgo fisico e sexo. Os coeficientes de regressao
estédo nas tabelas 4.36; 4.37; 4.38; 4.39 e 4.40.

Analisando os coeficientes de regressao da tabela 4.36 e a figura 4.1, verifica-se

que o sexo esta fortemente correlacionado com o glicerol e o acido latico.
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Tabela 4.36— Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo de todos os atletas.

Glicerol Acido latico
Idade 0,239116 -0,500164
Sexo -0,036424 0,131095
Esfor¢co |-0,970308 -0,855950

Figura 4.1— Funcgéao de regressao da analise do grupo de todos os atletas.
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No grupo dos atletas do sexo masculino, mostrado na tabela 4.37 e figura 4.2, o

esforco fisico esta fortemente correlacionado com o acido latico e o acido butanoico.

Tabela 4.37— Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo
masculino.

Acido butanoico | Acido latico
Idade |0,274734 0,552609

Esforgo |-0,961520 0,833440
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Figura 4.2— Funcéao de regressao da analise do grupo dos atletas do sexo masculino

Efforts = Distance Weighted Least Squares
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No grupo dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos, mostrado na
tabela 4.38 e na figura 4.3, a idade esta fortemente correlacionada com o acido

butanoico e o esforgo fisico com o acido latico.

Tabela 4.38- Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo
masculino com mais de 19 anos.

Acido latico |Acido butanoico
Idade 0,193173 0,985902

Esforgo | 0,981165 0,167323
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Figura 4.3— Fungao de regressao da analise 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 esforgo fisico esta fortemente correlacionado com o

acido latico e o acido butanoico.

No grupo dos atletas do sexo feminino, mostrado na tabela 4.40 e na figura 4.5,

o esforgo fisico esta fortemente relacionado com o glicerol.

Tabela 4.39— Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo

masculino com menos de 19 anos.

Acido latico

Acido butanoico

Idade

0,300410

0,500123

Esforco

-0,953810

-0,865954
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Figura 4.4— Fungao de regressao da analise do grupo dos atletas do sexo masculino com
menos de 19 anos.
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Nessa analise, o acido latico mostrou a correlacdo esperada com o esforgo
correlagao do esforgo fisico em quase todos os grupos, a excegédo ficou com o grupo
dos atletas do sexo feminino, onde o glicerol teve forte correlagdo com o esforgo

fisico.

Tabela 4.40- Coeficientes de regressao da analise PLS do grupo dos atletas do sexo
feminino.

Glicerol
Idade |0,063643

Esforgo |-0,997973
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Figura 4.5 — Funcao de regressao da analise do grupo dos atletas do sexo feminino
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4.2.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Comparando todas as analises feitas, observou-se que:

1 — a L-alanina e a L-treorina s6 ndo aparecem no grupo dos atletas do sexo
masculino com menos de 19 anos nas analises de correlagéo e a L-treorina
€ um dos principais metabdlitos no grupo dos atletas do sexo feminino na
analise PCA e a L-alanina é um dos principais metabdlitos no grupo de

todos os atletas e dos atletas do sexo masculino com mais de 19 anos;

2 — aa-D-galactopiranose e a D-manopiranose sé nao se correlacionam nos
grupos dos atletas do sexo masculinos com mais de 19 anos e com menos

de 19 anos nas analises de correlagao;

3 — a creatinina e o trimetil fosfato sé ndo aparecem no grupo de todos os atletas
nas analises de correlacido e o trimetil fosfato aparece como metabdlito
principal na analise PCA do grupo de atletas do sexo masculino com menos

de 19 anos;

4 — o metil estearato; o acido octadecanoico; o 9-12-acido octadecadienoico

apareceram em todos os grupos nas anadlises de correlagdo e o acido
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octadecanoico € um dos principais metabdlitos na analise PCA do grupo de

atletas do sexo feminino;

0 acido latico s6 aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na analise
de correlagdo s6 n&o aparece no grupo dos atletas do sexo feminino na
analise PLS, sendo um metabdlito fortemente relacionado com o esforgo
fisico nos atletas do sexo masculino e com o0 sexo no grupo de todos os

atletas;

0 acido butanoico sé aparece nos atletas do sexo masculino com menos de
19 anos na analise de correlagdo e nos grupos dos atletas do sexo
masculino nas analises PLS com forte correlagdo com a idade no grupo dos
atletas do sexo masculino com mais de 19 anos e com o esforgo fisico no
grupo dos atletas de sexo masculino com menos de 19 anos e de todos os

atletas do sexo masculino;

acido hexadecanoico; acido heptadecanoico e o 1-tetradeceno s6 aparecem
no grupo atletas do sexo masculino com menos de 19 anos na analise de

correlacao;

0 androst-7-en-3-ol e o acido araquidbnico aparecem nos grupos dos atletas
masculinos com menos de 19 anos e no grupo das atletas do sexo feminino

na analise de correlacao;

9 —a L-prolina; a D-manopiranose e o metil-estearato aparecem em todas os

grupos nas analises de correlagdo e a L-prolina s6 ndo é o metabdlito
principal na analise PCA do grupo de atletas do sexo masculino com menos

de 19 anos;

10 — o acido tetradecanoico aparece nos grupos de todos os atletas e no dos

atletas do sexo masculino com mais de 19 anos na analise de correlagéo e
com o terceiro metabdlito mais importante na analise PLS do grupo de

atletas do sexo feminino com forte correlagdo com a idade;

11 — o glicerol aparece com forte correlagdo com o esforgo fisico e é o principal

metabdlito na analise PLS do grupo de atletas do sexo feminino e o glicerol
€, também, o principal metabdlito na analise PLS do grupo de todos os

atletas, s6 que nessa analise a correlacdo € com 0 sexo;
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12 — o0 acido 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 analises de correlagao.

Com essas comparacoes, pode-se esperar que, além do que foi apresentado

pelas analises 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 acido octadecanoico pode ser um marcador de sexo;

4 — acido hexadecanoico; acido heptadecanoico e o 1-tetradeceno podem ser

marcadores de sexo e idade;

5 — 0 androst-7-en-3-ol e 0 acido araquidénico podem ser marcadores de sexo;

Nessas analises, o acido latico apareceu como marcador de esforco no sexo
masculino, mas foi substituido pelo glicerol no sexo feminino e quando a analise foi

com todos os atletas o acido latico passou a ter forte correlagdo com o esforgo.

4.3 COMPARAGAO ENTRE AS ANALISES

Para comparar as duas formas de analisar os dados, foram feitas comparacdes
entre as analises de correlacdo; de PCA e de PLS.

As duas analises de correlagcdo foram bem parecidas, com os principais
metabdlitos de cada grupo de atletas comuns as duas formas analisadas, ndo sendo
significativa a diferenga entre elas, assim foi considerado que as duas formas de
analise sao iguais.

Na analise PCA também apresentou resultados bem parecidos, com excegao
para o grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos, que apresentou
a pB-D-galactofuranose e a glucofuranose na analise com os resultados brutos e o
trimetil fosfato e o androst-7-en-ol na analise com a diferenca entre periodos de
coleta. Além disso, na analise com as diferencas entre os periodos de coleta houve

uma maior homogeneidade apresentando apenas 7 metabdlitos, sendo que os 2
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metabdlitos, ja citados, sdo exclusivos do grupo de atletas do sexo masculino com
menos de 19 anos; a ureia no grupo de todos os atletas e do acido octadecandico e
a L-treorina no grupo dos atletas do sexo masculino com menos de 19 anos,
enquanto na analise com os resultado brutos apareceram 10 metabdlitos com
grupos com 4 metabdlitos selecionados. Dessa forma, os resultados das analises
com a diferenga se mostraram mais homogéneos.

Na analise PLS, o resultado da analise com os resultados brutos apresentou 11
metabdlitos enquanto, na analise com a diferenga entre os periodos apresentou
apenas 3 metabdlitos. Além disso, a analise com os resultados brutos, o acido latico
apareceu como metabdlito principal em todos os grupos, com excegao do grupo dos
atletas do sexo feminino e apresentou correlacdo com a idade nos atletas do sexo
masculino e com o esforgo fisico no grupo de todos os atletas. Na analise com a
diferenca entre os periodos o acido latico foi o metabolito principal em todos os
grupos em que so existiam atletas do sexo masculino e tinha correlagéo forte com o
esforgo fisico. Ja nos grupos de todos os atletas e no dos atletas do sexo feminino, o
glicerol foi o metabdlito principal com correlagédo forte com o esforgo fisico no grupo
dos atletas do sexo feminino. No grupo de todos os atletas, o glicerol e o acido latico

tem correlacao forte com a idade.
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5 CONCLUSAO

Atletas de pentatlo moderno participam de provas de esgrima, natagao, tiro,
corrida e hipismo, em um dia de competigdo, exigindo dos competidores diferentes
esfor¢os fisicos e habilidades, dificultando o acompanhamento metabdlico dos
atletas. Este estudo foi realizado com um grupo de atletas, masculino e feminino, em
um espaco curto de observacao.

Existem diversas metodologias de analises para identificar e quantificar
metabdlitos em sangue, mas todas consomem muito tempo e padrdes analiticos
para determinarem as moléculas a serem pesquisadas, além de serem analises
muito caras para processos repetitivos.

Um dos objetivos desta pesquisa foi de construir uma metodologia de resposta
rapida, abrangente para a maioria dos grupos funcionais de moléculas organicas e
que pudesse ser empregado, em tempo real, durante os treinamentos dos atletas de
pentatlo moderno. Outro desafio deste projeto foi identificar os marcadores
metabdlicos de esforgo; sexo e idade.

A metodologia escolhida, dentro das premissas preconizadas, foi a
cromatografia gasosa com detector de massas com ionizagao por elétron. Apds a
derivatizagdo de grupos como mono e dissacarideos, aminoacidos, acidos graxos,
alcoois, entre outros, foi possivel separa-los por cromatografia em 12 minutos e
identifica-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 possivel realizar coleta de sangue em apenas um periodo de 3 semanas de
treino, as analises mostraram resultados bastante confiaveis, principalmente nas
analises com a diferenca entre os periodos de coleta. Isso foi possivel devido a
utilizagao das técnicas de analise estatistica multivariada PCA e PLS.

Apoés todas as analises, concluiu-se que o glicerol e o acido latico podem ser
marcadores de esforgo fisico e sexo, sendo o glicerol marcador para o sexo feminino
€ 0 acido latico para o sexo masculino; o acido butanoico pode ser uma marcador de
idade no sexo masculino e a L-prolina aparece em todos os grupos nas analises de
correlagcdo e nas analises PCA, a L-alanina aparece em todas as analises de
correlacdo e nas analises PCA dos atletas do sexo masculino, sendo que a L-
alanina é substituida pela L-treorina no grupo dos atletas do sexo feminino e o acido
octadecandico aparece na analise PCA dos atletas do sexo feminino.
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Esta metodologia mostrou ser rapida, precisa e eficaz para analise de um
microciclo de treinamento.

Esse trabalho foi da procura de um marcador biolégico a partir da determinagao
de um perfil metabdlico do soro sanguineo, de metabdlitos de baixo peso molecular.
Isso possibilitou a utilizacdo do CG-EM que tem muita eficiéncia na separagao dos
metabdlitos e a vasta biblioteca, nesse caso foi a Wiley, do espectrobmetro de
massas facilitou o trabalho, permitindo que a identificagdo dos metabdlitos fosse feita
sem a utilizacdo de padrdes.

A determinacdo de marcadores para esforco 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 esta iniciando a formacgao de
mulheres em atividades de combatentes, como a formag¢do de paraquedistas,
guerreiras de selva e o inicio da formagao de oficiais combatentes na Academia
Militar das Agulhas Negras (AMAN). Se forem identificados marcadores especificos
para as mulheres, o Exército podera criar estruturas para uma formacdo mais

eficiente das mulheres.

5.1 SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Como direcionamento para futuras pesquisas relativas a essa pesquisa, sugere-
se que as analises sejam feitas sempre com a diferenga entre os periodos; 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 periodos de treinamento diferentes e em atletas de outros esportes.

Com a identificagdo de metabdlitos de esforgco que diferenciem o sexo, devem
ser feitos estudos para a confirmacdo e para o desenvolvimento de kits de
identificacdo desses marcadores. Também devem ser feitos estudos para a
identificacdo de marcadores para outras situagbes como estresse fisico, psicolégico
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para homens e mulheres e até, da proximidade do periodo menstrual para as
mulheres.

Na area da idade, devem ser feitos estudos para a determinagcdo de marcadores
que diferenciem as faixas etarias e possibilitem o desenvolvimento de técnicas e
estruturas que, realmente, respeitem essa diferenca.

O estudo do glicerol deve ser intensificado para a confirmagdo dele como
marcador de esforco fisico para as mulheres.

O Exército deveria estudar esses marcadores para auxiliar os profissionais dos
cursos, que exigem uma carga fisica elevada, a identificar os alunos que nao tem
condi¢des de prosseguir, evitando situagdes de risco de vida ou acidentes.

Além disso, as pesquisas devem ser feitas em grupos que atuem em diferentes
atividades, que envolvam ou ndo esforgo fisico para que se possa confirmar os

resultados apresentados nesse trabalho.
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APENDICES
APENDICE |: Relacdo dos metabolitos e seus tempos de retencéo e similaridade.

Metabdlito T. retengao Sim.
1| Acido l4tico 4,522 | 4,599 91
2 | L-alanina 4,766 4,81 95
3 [ Glicina 4,85 4,862 86
4 | Acido butanoico 4,9 4,95 91
5 | Acido butanoico 4,98 5,01 90
6 | Acido butanoico 5,03 5,13 93
7 | Acido butanoico 51| 5,179 95
8 [ 10-epi-eudesma-3,11-diene 5,17 5,19 95
9 [ Ureia 5,209 5,23 93
10 | Acido fosférico 5,25 5,259 97
11| L-valina 5,374 5,42 94
12 | Ureia 5,447 5,503 97
13 | Acido pentanoico 5,505 5,522 94
14 | Acido 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 | Acido pentanoico 5,833 5,869 94
20 | Acido 2-hexanoico 5,879 5,881 90
21 | Acido 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 | Acido hexanoico 6,374 6,386 99
28 | Acido 2-metoxi-fenil-pirtvico 6,49 6,54 90
29 | Acido aminolaménico 6,552 6,575 90
30 | L-acido aspartico 6,57 6,614 91
31 | Eritritol 6,721 6,724 93
32| L-Prolina 6,801 6,834 96
33 | Acido 2,3,4-trihidrobutirico 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 | Acido dodecanoico 7,26 7,29 98
40 | D-Ribopiranose 7,4 7,41 91
41 | Arabinopiranose 7,417 7,47 90
42 | Acido fosférico 7,578 7,596 91
43 | Acido fosférico 7,68 7,708 94
44 | |-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 | Acido tetradecanoico 7,95| 7,985 98
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50 | B-d-galactofuranose 7,99 8,02 91
51 | Glucofuranose 8,025 8,049 91
52 | s-Triazole-3-carboxaldeido 8,08 8,15 90
53 | Acido tetradecanoico 8,16 8,18 92
54 | a-D-Galactopiranose 8,194 8,226 94
55 | Glucopiranose 8,233 8,264 94
56 | Acido hexadecanoico 8,25 8,273 98
57 | 1H-Indole-2-acido carboxilico 8,302 8,332 91
58 | 2(1H)Naftalenona 8,33 8,372 87
59 | Acido tetradecanoico 8,35 8,4 83
60 | Acido octadecandico 8,403 8,405 83
61 | D-manopiranose 8,431 8,471 91
62 | B-DL-Arabinopiranose 8,46 8,49 87
63 | Acido hexadecanoico 851| 8593 94
64 | Acido hexadecanoico 8,621| 8,673 98
65 | Acido hexadecanoico 8,69 8,74 96
66 | Acido hexadecanoico 8,76 8,79 97
67 | Acido hexadecanoico 8,79| 8,807 96
68 | 9-12-acido 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 | Acido heptadecanoico 8,93 9,02 97
72 | Criwelline 9,048 9,07 93
73 | Dodecanamida 9,12 9,15 90
74 | 9-12-acido octadecadienoico 9,17 9,208 96
75 | Acido octadecanoico 9,23 9,286 99
76 | 1,4-Naftoquinona 9,284 9,352 80
77 |5, 8, 11, 14 acido eicosatetraenoico 9,353 9,42 98
78 | Acido araquidonico 9,66 9,738 93
79 | Hexametil-ciclotrisiloxano 9,88 9,89 81
80 | 2-Ox0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihydropirimidina 10,3 | 10,375 90
81 | 2-Oxo0-4-nitrosometil-6-trifluor-metil-1,2-dihydropirimidina 10,6 10,67 90
82 | Colesterol 10,75| 10,976 99




APENDICE |l: Resultados das andlises no CG-MS.

Atleta A1, com os periodos de coleta (T1 a T6)
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> > > > > > > > > > > > > > > > > >
= = = = = = = = = = = = = = = = = =
= = = = = = = P = = = b= = = bl = = =
[ - - N N N w w w H H H (5, (5, (5, [<)} [<)} [<)}
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 10,003 | 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
3 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 10,055 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 10,007 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 | 9013 | 9,007 | 0.007 | 0,010 | 0,011 | 0,007 | 0,009 | 0,011 | 0,010 | 0,009 | 0,010 | 0,010 | 0,011
15 10,007 | 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
171 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
s 0,094 0,004 | 0,004 | 0,004
24| 0,005 0,005 | 0,005 | 0,005 0,003 | 0,004 | 0,004
% 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 16,005 | 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 16,004 | 0,004 0,001
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40 0,002

a 0,013 | 0,012 0,005 0,005 | 0,004
a2 0,009

3 0,038 | 0,038 | 0,040 0,005 | 0,009 | 0,012

a4 0,002 | 0,003

45

6 10,027 | 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
a8 0,011 | 0,014 | 0,014 0,005 | 0,006 | 0,008 | 0,009 | 0,008 0,005
49 10,022 | 0,005 | 0,002 0,002 0,003 0,002 0,012 | 0,012 | 0,010
%0 | 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
>1 0,004 | 0084 | 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

>3 | 0,005

>4 10,080 | 0,073 | 0078 | 0,064 | 0,062 | 0,059 | 0,320 | 0,320 | 0,343 | 0,125 | 0,252 | 0,179 | 0,206 | 0,112 | 0,115 0,205
>5 10,040 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

37 10,023 | 0,007 | 0,004 0,004 | 0,004 | 0,003 | 0,003 0,003

%8 10,023 | 0,002 0,006 0,007

9 | 0,044

80 1 0,005 | 0,007

81 10,123 | 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

83 | 0,008 | 0,002 0,005 0,002 0,006
84 10,234 | 0,112 | 0,082 | 0,060 | 0,064 | 0,062 | 0,097 | 0,003 | 0,111 | 0,009 | 0,098 | 0,121 | 0,208 | 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

57 10,015 | 0,002 0,016

88 10,005 | 0,002 0,001 0,002 | 0,002 0,002 0,007
69 0,014 0,018 0,002 0,002 | 0,001
70 10,005 0,012 0,002 0,001 | 0,001

71 1,003 | 0,007 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002
2 0,003

73

7% 10,035 | 0038 | 0,060 | 0,078 | 0,078 | 0,081 | 0,118 | 0,118 | 0,139 | 0,206 | 0,123 | 0,164 | 0,232 | 0,102 | 0,001

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

8 0,001 | 0,001 0,002 | 0,019 | 0,019 | 0,020 | 0,001 0,004 | 0,015 | 0,010 | 0,011 0,011
9 0,004 | 0,003 0,002
80 16,001 | 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




102

Atleta A2, com os periodos de coleta (T1 a T6)
> > > > > > > > > > > > > > > > > >

b 10116 | 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 o001 0,007 | 0,006 | 0,006 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,002 0,008 | 0,010 | 0,009
> 0,001 0,003 | 0,002 | 0,002

® | 0,004 0010|0010 0,017 | 0,012 | 0,014 0,001 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,108 0,032 | 0,007 | 0,003
4 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

1 0,019 | 0,009 | 0,026 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,009 | 0,008 | 0,007 0,127 | 0,048 | 0,047
1216028 | 0,026 | 0,030 | 0,705 | 0,439 | 0,462 | 0,178 | 0,199 | 0,188 | 0,343 | 0,323 | 0,342 | 0,286 | 0,164 | 0,176 | 1,366 | 1,462 | 1,450
13 15,005 | 0,003 0,019 | 0,010 | 0,014 0,010 | 0,009 | 0,009

14 1 5,004 | 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 10,005 | 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
301 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 1 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 1 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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a 0,003 | 0,003 0,004 0,001 | 0,002 0,010 0,010 0,013 | 0,015 | 0,014
a2 0,009 | 0,009 | 0,003
3 0,006 0,002 0,041 | 0,037 | 0,036
a4 0,004 | 0,005
45 0,004 0,005
a6 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
a8 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
>0 0,044 1 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
>1 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

>3 0,005 | 0,005 | 0,004 0,004 | 0,006 | 0,006

>4 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
>3 0,026 | 0,035 | 0,029 | 0,020 | 0,017 | 0,019 0,002 ] 0,003 | 0,033 [ 0,032 | 0,034

>6 0,009 0,095 | 0,077 | 0,096 | 0,054 | 0,055 | 0,053
>7 0,003

>8 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
2 0,003

73 0,001 0,004 | 0,003

7 0,037 10,045 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
s 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




Atleta A3, com os periodos de coleta (T1 a T6)

104

> > > > > > > > > > > > > > > > >
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
> 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
1 0,029 | 0,030
12 0,124 1 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
2 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
2 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
3 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0,002 0,006 | 0,007 | 0,007
4 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
4 0,004 0,004 | 0,005 | 0,005 | 0,006 0,013 | 0,012




105

a2 0,011 | 0,009 | 0,009
3 0,003 | 0,005 0,006 0,039 ] 0,033 ] 0,037
a4 0,006 | 0,005
4 0,004 0,006
a6 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

a8 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

>0 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
>1 0,060 0,051 ] 0,036 | 0,032 [ 0,015 | 0,015 | 0,017 | 0,064 | 0,061 0,148 1 0,142 | 0,146
52

53

>4 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
>5 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
> 0,004

>7 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

0 0,002 0,001 0,013 | 0,004

& 0,002 0,001 | 0,001 0,001 0,003 | 0,004 | 0,003
72 0,005

3 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

7 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 1 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




Atleta A4, com os periodos de coleta (T1 a T6)
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E R B B B B 15 5 5 B OEIEEEEE BB
= = = N N N w w w S S N (5] (5] v o o o
1 0,247 1 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
1 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
13 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 10,015 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
3 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
a0 0,006 | 0,007 | 0,006 | 0,004 | 0,003 | 0,004 0,005 | 0,004 | 0,005
4 0,014 | 0,014 | 0,019 0,008 | 0,007 | 0,006
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a2 0,006 | 0,008 | 0,006 | 0,005 | 0,005 | 0,006 0,008 | 0,006 | 0,007

3 0,030 ] 0,037 | 0,033 | 0,021 | 0,020 | 0,027 0,031 ] 0,030 | 0,031

a4 0,007 | 0,007 | 0,007 0,008 0,005

4 0,002 | 0,003 | 0,003 0,003 0,008 | 0,004 | 0,003

a6 0,018 1 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
a8 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

>0 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
>1 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

>4 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
>5 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
> 0,009 | 0,049 | 0,030

>7 0,004 | 0,004 | 0,003 0,005 | 0,005 0,005 | 0,005 | 0,006 0,002
>8 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

0 0,006 | 0,006 | 0,006 0,003 | 0,005 | 0,006 | 0,019 ] 0,013 | 0,005 | 0,005 | 0,005 0,002

& 0,002 | 0,002 | 0,002 0,003 | 0,002 0,002 0,001 | 0,001

72 0,007

3 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

7 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 0,1441 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




Atleta A5, com os periodos de coleta (T1 a T6)

> > > > > > > > > > > > > > >

1 0,384 10,391 | 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

> 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
1 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
2 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
2 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
3 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
4 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
4 0,016 | 0,019 0,014 | 0,016 | 0,016 0,070
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a2 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
3 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
a4 0,006 0,008 | 0,008 0,008

4 0,002 | 0,003 0,003 0,008 | 0,008 | 0,041
a6 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
a8 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

>0 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
>1 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

>4 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
>5 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

>7 0,004 | 0,004 | 0,005 | 0,032 0,004 | 0,005 | 0,006 | 0,005 0,006 | 0,007 0,043
>8 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 10,099 | 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
0 0,004 | 0,004 | 0,005 | 0,048 0,003 | 0,004 | 0,004 | 0,004 0,003 0,005 | 0,052
& 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

3 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 1 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

7 0,001 ] 0,015 | 0,022 | 0,021 | 0,012 | 0,014 | 0,011 | 0,014 0,079
78 0,014 1 0,011 | 0,015 0,014 1 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

109



Atleta A6, com os periodos de coleta (T1 a T6)
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> > > > > > > > > > > > > > > > > >
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
1 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
2 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
2 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
3 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
4 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
4 0,050 | 0,053 | 0,001 0,007 | 0,007
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a2 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
3 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
a4 0,008 | 0,032 0,008 | 0,008 0,011 | 0,010 | 0,011 0,008 0,007
4 0,103 0,010 | 0,006 | 0,005 0,002 0,003

a6 0,573 10,605 | 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

a8 0,292 1 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

>0 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
>1 0,844 10,955 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

>4 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
>5 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

>7 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
>8 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

0 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
& 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

3 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

7 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 10,033 | 0,122 | 0,089 0,026 0,044 1 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 10,337|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




Atleta A7, com os periodos de coleta (T1 a T6)
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> > > > > > > > > > > > > > > > > >

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

> 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
1 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
2 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
2 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
3 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
4 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
4 0,013 0,015 0,014 0,021 0,023 | 0,023 | 0,022
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a2 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
3 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
a4 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

4 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

a6 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

a8 0,014 1 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

>0 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
>1 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

>4 0,012 1 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
>5 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
> 0,078 | 0,086 | 0,091

>7 0,012 | 0,011 | 0,010 | 0,011 0,011 ] 0,010 | 0,011 | 0,011 0,012 | 0,010 0,006 | 0,005
>8 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

0 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
& 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

3 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 1 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

7 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 0,98410,77310,734[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




Atleta A8, com os periodos de coleta (T1 a T6)
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:OEF BB BB B BB O|FOEE BB EEE S

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

> 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

1 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

2 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

2 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

3 0,007 | 0,006 | 0,005 | 0,002 0,004 | 0,004 0,012 0,005

4 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

4 0,019 0,022 | 0,020
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a2 0,013 | 0,013 | 0,011 | 0,002 | 0,002 0,010 | 0,012 | 0,048 | 0,014 | 0,012 | 0,013

3 0,040 | 0,041 | 0,054 | 0,059 | 0,057 | 0,053 0,046 |1 0,054 | 0,113 | 0,062 | 0,055 | 0,060 0,029

a4 0,007 | 0,007 | 0,006 0,009 | 0,010 | 0,037 | 0,008

4 0,054 | 0,051 0,004 0,006 | 0,003 0,022 0,034

a6 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

a8 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

>0 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
>1 0,091 0,088 | 0,085 | 0,172 10,175 ] 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

>3 0,034 | 0,044
>4 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

>5 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

> 0,116 ] 0,141 ] 0,125
>7 0,008 | 0,007 | 0,035 | 0,009 | 0,010 | 0,009

>8 0,019 | 0,016 | 0,018 0,017 | 0,045 | 0,013 | 0,010 | 0,012

>9 0,003

60 0,008
61 1,877 11,922 11,985 | 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

0 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
& 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 0,003 | 0,002 | 0,048 | 0,003 | 0,002 | 0,002

72 0,002

3 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

7 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




Atleta A9, com os periodos de coleta (T1 a T6)
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© © © © © © © © o © © © © © © © © ©
= — =1 = = = =1 =1 =1 = =] =] =1 =1 =1 =1 =1 =1
= = = N N N w w w s N N G a a o o o
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
1 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
4 0,004 0,003 | 0,006 | 0,003 | 0,004




117

a2 0,042 | 0,006 | 0,005 0,003

3 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
a4 0,037 0,023

4 0,034 | 0,029 | 0,042 | 0,006 | 0,006 0,045 0,054

a6 0,072 10,079 | 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

a8 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

>0 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
>1 0,051 0,175 10,133 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

>3 0,037 | 0,041 | 0,004

>4 0,023 ] 1,905 | 1,713 | 1,856 | 0,005 ) 0,009 | 0,022 [ 0,012 | 0,011 | 0,014 0,004

>5 0,117 | 0,041 [ 0,016 | 0,011 0,010

> 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
>7 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 1 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

0 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
& 0,004 0,050 | 0,004 | 0,006 | 0,006 0,002

72 0,007 0,004

3 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

7 0,061 | 0,011 | 0,013 | 0,045 0,026 | 0,038 | 0,016 | 0,016 0,020 | 0,023

78 0,026 |1 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 3,85310978 0,878 1,143 11,139 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




Atleta A10, com os periodos de coleta (T1 a T6)
> > > > > > > > > > > > > > >
= = = = = = = = = = = = = = =
o o o o o o o o o o o o o o o
5 5 = | | N = = = = = = = = =
- - = N N N w w w £ £ H (%) (%) v
! 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
1 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
2 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
3 0,003 0,003 | 0,003 0,007 | 0,003
4 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
a 0,006 0,016 0,011
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42 10003 0,017 | 0,014 | 0,015

3 o023 0,013 0,077 | 0,063 | 0,066

a4 0,004 0,066 0,014 | 0,013

4 0,058 | 0,003 0,068 | 0,005

6 10,166 | 0,170 | 0,223 | 0,047 | 0,046 | 0,051 | 0,121 | 0,116 | 0,127 | 0,186 | 0,152 | 0,236 | 0,191 | 0,133 | 0,249
47 0,020 | 0,014 | 0,018
8 10,055 | 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

>0 10,336 | 0,375 | 0,488 | 0,028 | 0,065 | 0,208 | 0,174 | 0,169 | 0,197 | 0,330 | 0,271 | 0,253 | 0,296 | 0,133 | 0,156
1 10,581 | 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

> 10,293 | 0,328 | 0,440 0,498 | 0,535 | 0,641 | 1,427 | 1,267 | 1,289 | 0,373 | 0,311 | 0,412
> | 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 | 0,009 | 0,115
56

> 0,025 | 0,011 | 0,023

>8 0,004 0,023

59

60

81 10,297 | 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
53 | 0,003 0,003 0,002 | 0,003 | 0,006 0,006 | 0,002 0,002
84 10,097 | 0,093 | 0,202 | 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

58 | 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 10,018 | 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
& 0,002 0,002 | 0,002 0,004

72 1 0,005 0,005 0,005 | 0,004 | 0,002

73 0,004 | 0,004 | 0,002

7 10,089 | 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
73 10,042 | 0,045 | 0,048 | 0,012 | 0,009 | 0,006 | 0,036 | 0,042 | 0,044 | 0,203 | 0,094 | 0,200 | 0,038 | 0,029 | 0,037
76 0,002 | 0,003 0,002 0,005 | 0,024 | 0,023 0,001 0,004
71 0,008 0,009 0,010 | 0,005 | 0,004 | 0,006 | 0,017 0,006 | 0,002 | 0,007
78 10,005 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 1 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 14,019 | 0,002 | 0,001 | 0,004 0,002 | 0,001

82 10,370 | 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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APENDICE lII

METABOLOMICA DO EXERCICIO FiSICO: UMA PODEROSA FERRAMENTA DE
AVALIAGAO

Sasaqui, C. S., Lima, K. S. C., Sousa, R. B., Aratijo, 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 metabodlico em atletas, relacionando a
condi¢do metabdlica no soro sanguineo e plasma com variaveis controladas, tais como esfor¢o
fisico, idade dos atletas e sexo. Para isso, os métodos cromatograficos (CG-EM e CLAE-EM)
sdo usados para separar, identificar e quantificar metabolitos no soro sanguineo. A andlise
estatistica multivariada usando a analise de componentes principais (PCA) e a projecdo de
quadrados para estruturas latentes e discriminantes técnicas de analise (PLS-DA),
identificando alguns metabdlitos relacionados ao sexo e o esfor¢o dos atletas. Isso mostra o
potencial de usar a metabolomica para identificar e relacionar metabolitos com a variedade de
incognitas que podem interferir com o desempenho do atleta.

Palavras-chaves: cromatografia, PCA, PLS-DA, metabodlitos, atletas.
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1 Introducao

Em todos os tipos de esportes, o objetivo do treinamento atlético é fazer com que o
corpo se adapte a um estimulo intensivo, elevar a capacidade dos varios sistemas para realizar
cargas de trabalho aumentadas e, portanto, melhorar o desempenho.' Teoricamente, deve-se
manter um equilibrio entre cargas de trabalho e periodos de repouso suficientes para que o
regime de treinamento seja bem-sucedido. Se um volume de treinamento for muito intenso,
mas os periodos de descanso forem insuficientes, podera ocorrer um desequilibrio entre a
tensao geral experimentada durante o treinamento e a tolerancia do atleta a esse esfor¢o que

23 caracterizado por

pode levar o atleta a uma situacdo de overreaching ou overtraining,
reducdo do desempenho, excesso de fatiga, sintomas subjetivos de estresse e inflamacao
transitoria.>* O surgimento do estado de overtraining ¢ comum no atleta de alto desempenho.
Isto se deve principalmente a falta de marcadores de estresse para orientar com seguranga a
aplicagdo de cargas e garantir um periodo adequado de descanso.’Portanto, é importante
avaliar de forma abrangente o estado fisico e a adaptacdo de um atleta, para dirigir o programa
de treinamento, prevenir os distirbios acima mencionados € melhorar o desempenho.

Embora tenham sido estudados muitos parametros, incluindo marcadores
comportamentais ¢ bioldgicos ndo invasivos, marcadores bioquimicos e marcadores
hormonais e imunolégicos, para avaliar o estado fisico dos atletas e evitar o overreaching e o
overtraining durante um programa de treinamento,®’ nio existe um método universal para o
diagnostico e monitoramento do estado fisico dos atletas. Para superar esses problemas, os
profissionais de educagdo fisica buscam o apoio da nutri¢do, para otimizar a alimentagao dos
atletas, de forma que eles tenham aporte necessario de energia para suportar a carga de
treinos; da estatistica, para mostrar se os treinos estdo sendo eficientes; da medicina, para
prevenir contusdes; da psicologia, para manter o foco dos atletas e, atualmente, da
bioquimica, que pode fornecer informacdes auxiliares a todas as outras areas. Dentro das
areas da bioquimica, temos a metabolémica, que pode medir as respostas do organismo a
estimulos fisiologicos, como aumento do esforgo, ou modificagdes genéticas,® a partir da
analise de sangue, urina, saliva ou outra secre¢ao qualquer do organismo. A identificagdo do
perfil metabolico de cada atleta pode auxiliar na identificacdo de problemas que podem
prejudica-los, como esforgos excessivos, por exemplo.

O objetivo deste artigo ¢ mostrar como a metaboldmica pode auxiliar, de uma forma

eficiente, no aperfeicoamento dos treinos dos atletas de alto-rendimento. A metabolomica
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pode apresentar um perfil metabdlico’ e identificar quais metabolitos estdo relacionados com
cada acgdo praticada pelo atleta. Pode-serelacionar o tipo e quantidade de metabdlitos com a
carga fisica dos treinos, com a alimentagdo do atleta, com seu género ou com o estado
psicolégico do atleta.

A seguir sera apresentado como a metaboldmica pode auxiliar na determinagdo de um
perfil metabdlico 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 analise metaboldmica

ENTRADA PROCESSAMENTO SAIDA
Alimentagdo | - Genética —1» | Metabdlito
»| - Sexo
- Idade
Esforgo T - Metabolismo
- Fisiologia
METABOLOMICA

2 Esforco Fisico

A alta carga de treinamento a que os atletas de alto-rendimento sdo submetidos
diariamente gera um estresse oxidativo no organismo. Issopode ocasionar prejuizos a
evolugdo técnica e fisica do atleta. Os efeitos provocados pelo estresse oxidativo podem ser
minimizados com a adaptacdo do organismo, por meio da progressividade na evolugdo dos
treinos'® e por um programa de treinamento adequado para cada tipo de atleta, periodo de
treinamento e pelo esporte praticado; pela nutri¢ao, que determinard a dieta adequada para

cada periodo de treinamento; pela genética e fisiologia de cada atleta.

2.1 Nutricao
Nos processos metabolicos de transformagao dos alimentos em energia, sdo gerados
inimeros metabolitos, como mostra as Figuras 2 e 3, que ilustram o papel da cadeia

respiratoria das mitocondrias na conversdo dos alimentos em energia e o ciclo de Krebs ou
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Acido Citrico, 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 glicidios; proteinas, dando origem aos peptideos e
aminoacidos; lipideos, que fornecem os acidos graxos; além de diversos micronutrientes que
fazem o trabalho de regulagdo do metabolismo.!! Assim sendo, a alimentagdo saudavel e
adequada a 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
possivel e as dietas nutricionais caracterizam a estratégia complementar necessaria para
alcangar essa performance. Para os individuos que praticam exercicios fisicos sem maiores
preocupagdes com o desempenho, uma dieta balanceada, que atenda as recomendagdes dadas

a populacao em geral, ¢ suficiente para a manutengao da satide e possibilitar bom desempenho

fisico.!!
Figura 2 - Oxidacdo dos principais nutrientes na mitocondria'?.
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Figura 3 - Destinos das cadeias carbonicas dos aminodcidos no ciclo de Krebs ou Acido
Citrico'?.
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Para se montar a dieta, deve-se ter conhecimento das caracteristicas 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 proprias. Também devem ser
levados em consideragdo a modalidade esportiva praticada, a fase de treinamento, o
calendario de competi¢des e os objetivos da equipe técnica em relagdo ao desempenho, dados
referentes ao metabolismo basal, demanda energética de treino, necessidades de modificacao
da composicdo corporal e fatores clinicos presentes, como as condi¢des de mastigacgao,
digestdo e absorcao. As necessidades energéticas sao 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 composi¢do corporal. Levando-se em

considera¢dao o consumo calorico total e o tempo entre digestdo e aproveitamento metabolico,
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determina-se a quantidade necessdria de macronutrientes, ou seja, carboidratos, proteinas e
lipideos, essenciais na manuten¢do ou melhora do desempenho esportivo e satide do corpo
humano. Em relagdo aos micronutrientes, ou seja, vitaminas, minerais ¢ oligoelementos,
permanece o conceito de que, quando presentes em dietas balanceadas e com diversidade de
alimentos, sdo suficientes para a demanda requerida pelos praticantes de atividade fisica
regular, ficando a suplementacdo para ocasides especiais, como em praticantes de atividade
fisica com anemia ferropriva e gestantes, por exemplo. O ajuste das dietas, em termos de
macronutrientes, as maiores necessidades caloricas decorrentes das atividades desportivas,
deve proporcionar um concomitante ajuste no consumo dos micronutrientes. Recomenda-se
que sejam consideradas as orientagdes nutricionais destinadas a populagdo em geral,
calculadas proporcionalmente a cada 1.000 quilocalorias ingeridas. Desse modo, o incremento
na oferta de micronutrientes ¢ proporcional ao aumento caldrico da dieta, mantendo-se o
equilibrio ou balango nutricional em niveis adequados.!!

Por isso a Nutrigdo passa a ter um valor maior para a evolucdo do desempenho dos
atletas, permitindo que os atletas tenham condi¢des de realizar e concluir os periodos de
treinamento com sucesso € nao sejam atingidos por contusdes, overtrainigs ou qualquer outro
problema que afete a evolucdo nos treinamentos. O nutricionista ¢ o profissional indicado,
pois possui os conhecimentos para elaborar dietas alimentares especificas para cada atleta,

considerando sexo, idade, periodo de treinamento e outros fatores individualizados.'?

2.2 Genética

Os atletas de cada esporte apresentam caracteristicas fisicas semelhantes, por exemplo,
os jogadores de volei e basquete sdo mais altos; os arremessadores de peso, disco e dardo sdo
mais fortes; os corredores de longa distdncia s3o bem leves e varios outros esportes tem
caracteristicas fisicas proprias. Por muito tempo, as grandes poténcias esportivas escolhem
seus atletas de acordo com as caracteristicas e valéncias fisicas verificadas em medidas
antropométricas, composicao corporal, testes de flexibilidade; capacidade de forca de
resisténcia e aptidio aerdbica.'* Porém esses testes podem excluir bons talentos que nido se
enquadram nos padrdes pré-definidos para cada esporte, com base nesse testes, provavelmente
ndo teriamos 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 2001

possibilitou resultados promissores no tratamento e na prevengdo de diversos males, abrindo
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caminho para a utilizacdo da genética na melhoria do desempenho no ambito esportivo. No
esporte de alto rendimento a biologia molecular pode ter papel importante na pré-selecao e na
selecdo de talentos esportivos, na manipulagdo genética visando ao aumento ou a diminuigao
da producao de determinadas substancias pelo organismo, na prescri¢ao do treinamento € na

recuperacio de lesdes.'®

2.3 Fisiologia

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas durante o metabolismo normal,
por processos enzimaticos e ndo-enzimaticos, €, cronicamente, causam danos a lipideos,
proteinas e 4acidos nucleicos celulares.!’Durante uma atividade fisica a captacdo de oxigénio
pode aumentar em até 20 vezes quando comparado ao repouso, € o fluxo de elétrons para as
mitocondrias dos musculos esqueléticos € elevado de 100 a 200 vezes, o que inevitavelmente
aumentard a formagio de ERO.!’O aumento das contra¢des musculares gerado pelo exercicio
pode aumentar também a formacao de 6xido nitrico (NO), uma vez que altos niveis de 6xido
nitrico sintase (NOS) foram encontrados em fibras musculares.'®A excessiva produgio de
ERO e NO pelas fibras musculares durante o mecanismo de contragdo contribui,

1,"acelera os processos de fadiga®®e

significativamente, para a redug¢do da forga contrati
concorre para o aumento de lesdes musculares.?!

Para se proteger dessas agressdes, O organismo possui mecanismos quimicos e
enzimaticos que o protegem dos danos oxidativos provocados pelas ERO.??Mas quando esses
mecanismos sdo insuficientes, gera-se um estresse oxidativo entre os sistemas pro e
antioxidantes, sendo o primeiro sistema dominante. Quando o estresse excede a capacidade de
defesa do organismo, observam-se danos as moléculas bioldgicas.?® Observa-se também, que
o sistema antioxidante parece responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades nos
tecidos e orgios de individuos treinados,?*embora haja contradigdes.?

As principais lesdes constatadas sdo: peroxidacdo lipidica (LPO), carbonilagdo de
proteinas e danos ao DNA, que ocasiona alteragdo da funcio celular.?®

A LPO consiste numa série de reagdes em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagag¢do e terminagdo, como mostra a Figura 4:

- Iniciacdo: corresponde a fase em que uma espécie reativa abstrai um atomo de
hidrogénio do grupo metileno formando um radical lipidico instdvel, que se transforma em

um dieno conjugado;?’
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- Propagac¢do: onde o radical alquila, formado pela abstracdo de um hidrogénio, reage
com oxigénio formando um radical peroxila, que abstrai um hidrogénio de um acido graxo
poli-insaturado, presente na membrana celular, formando um novo radical alquila;

- Terminagdo: ocorre quando os radicais alquila e peroxila se propagam até se

destruirem, originando produtos ndo-radiculares.?®

Figura 4 - Etapas da LPO.

Acidos graxos poli-insaturados

-H'

Radical lipidico | *™=

+02

+H"

Radical peroxilo Dienos conjugados

~

Na ocorréncia de estresse oxidativo e agressao aos lipideos, as fosfolipases A e C
podem ser ativadas, promovendo a degrada¢ao de fosfolipidios da membrana celular e
liberando grande quantidade de acidos graxos livres, como o acido araquidoénico, cuja
liberacdo esta diretamente relacionada ao tempo de lesdo oxidativa local.?’

Exercicios fisicos de alta intensidade criam ambiente favoravel para a ativagdo
enzimatica de xantina oxidase (XO). Estudos mostram um actimulo na concentragdo
plasmatica de hipoxantina e acido urico apds intensa contracdo muscular, principalmente
durante a fase de recuperacido pos-exercicio, sugerindo que a XO foi acionada.®®

O aumento das ERO em exercicios anaerobicos estd relacionado com a sintese acido

latico, catecolaminas e o elevado processo inflamatorio apds exercicios anaerdbicos com

intensidades maximas.!
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Viérias estratégias tém sido utilizadas em estudos com humanos e animais na tentativa
de aumentar a capacidade antioxidante do individuo, tais como a suplementacdo de
antioxidantes, restrigdes dietéticas e farmacos. Autores sugerem que a estratégia mais
eficiente em estimular os mecanismos antioxidantes pode ser a maior inducao do proprio
estresse oxidativo, que, gradativamente, aumentaria a quantidade de antioxidantes endogenos
e aumentaria a resisténcia a lesdes induzidas pelo exercicio. Isso ocorre, porque, dependendo
da quantidade e intensidade de realizagdo do exercicio, ocorre um equilibrio no sistema
oxidante-antioxidante e assim, o sistema antioxidante repara os tecidos € os prepara para o
organismo para uma nova agresso.>>

No estudo de Child et al.,*® individuos treinados foram submetidos a uma prova de
meia maratona simulada; observou-se, através da medida da capacidade antioxidante total e
do acido trico, uma maior habilidade scavenger (capacidade de neutralizar os radicais livres
formando compostos menos reativos) sobre os radicais livre do soro. Mesmo assim, o
exercicio induziu aumento das concentracdes de malondialdeido, sugerindo que tais respostas
foram insuficientes para prevenir a LPO induzida pelo exercicio. Powers et al.>* afirmam que
o treinamento habitual de alta intensidade que € necessario para o nivel de competigao de elite

¢ capaz de aumentar as defesas antioxidantes. Nesta linha de pesquisa, Halliwell!”

refere que
atletas tém altas concentragcdes de ceruloplasmina no plasma. A ceruloplasmina ¢ uma o-
globulina que estd envolvida no transporte e na regulagdo do cobre, podendo reduzir
diretamente o oxigénio sem intermediarios conhecidos, e, portanto, participante no sistema de
defesa antioxidante extracelular

O processo de adaptagdo ao treinamento ¢ capaz de proteger o atleta a maioria das
situagdes de exposi¢do ao exercicio exaustivo, mas ¢ indicado que os atletas sejam

submetidos a uma dieta rica em antioxidantes e vitaminas para reduzir os efeitos do estresse

oxidativo gerado pelo exercicio exaustivo.*

3 Metabolomica

Os metabolitos sdo resultados das reagdes bioquimicas que ocorrem no organismo e
desempenham um papel muito importante na conexdo das diferentes vias metabdlicas que
operam dentro de uma célula viva. O nivel dos metabdlitos de uma célula ou tecido ¢
determinado pela concentragdo e propriedades das enzimas, fun¢do de um complexo sistema
regulatério operante dentro das células. A identificagdo do nivel dos metabdlitos ¢ um

complemento fundamental na determinacio da funcdo génica.®> Assim, surge a
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metabolomica,que utiliza a tecnologia para fornecer uma visdo geral compreensiva
quantitativa e qualitativa dos metaboélitos presentes em um organismo.>¢

Atualmente, a metabolomica desenvolve-se devido as novas configuracdes de
equipamentos, como espectrometros de massas (EM), de ressondncia magnética (RMN) e de
fluorescéncia induzida por laser (FIL), que possibilitam a identificagdo e quantificacdo de
metabolitos com precisdo. A escolha da melhor técnica depende dos metabolitos, dos
objetivos e dos recursos disponiveis. O RMN ¢ altamente seletivo, ndo destrutivo, mas de
baixa sensibilidade;*” o FIL é mais sensivel, mas possui baixa seletividade quimica e o EM é
o que oferece a melhor combinacio de seletividade e sensibilidade.’® As estratégias de analise
por espectrometria de massas s30 um componente critico em metabolomica e tem sido as mais
utilizadas, pois sdo as que oferecem melhores sensibilidade e seletividade, principalmente
acoplando o EM, com sistemas de separagdo, como cromatografia liquida e gasosa, sendo
indispensaveis quando sdo analisadas matrizes biolégicas.>® A espectrometria de massas
detecta a razdo entre massa e carga (m/z) de ions, os quais sdo provenientes de uma fonte de
ionizacdo. Esta fonte gera ions na fase gasosa, a partir de moléculas neutras ou de moléculas
carregadas. Com o decorrer dos anos, a espectrometria de massas vem obtendo grandes
avancos, nos campos instrumentais e de aplicagdo. Um grande marco na evolu¢ao da EM foi o
desenvolvimento de novas fontes de ionizagdo, como ESI (Electrospray Ilonization) e MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption / lonization), sendo métodos de ionizagdo a temperatura
ambiente.*

A partir do desenvolvimento destes novos métodos de ionizagdo, uma ampla faixa de
compostos quimicos passou a ser analisada por espectrometria de massas, desde pequenas
moléculas polares at¢ macromoléculas. Até entdo, somente compostos pequenos, volateis e
estaveis a temperatura ambiente eram analisados por um espectrometro de massas. Este
desenvolvimento possibilitou o acoplamento de EM com outros sistemas de separacao, como
cromatografia liquida, como ESI e APCI (Atmospheric-Pressure Chemical lonization), e
impulsionou o uso de EM para a detec¢do de diversas moléculas.’

Na metabolomica, pode-se fazer a analise da amostra por analise direta no EM ou
utilizar uma técnica de separacdo, como cromatografia, antes do EM quando a amostra for
complexa, como ¢ o caso das amostras bioldgicas, como sangue e urina.*!

A andlise metabolomica envolve a determinagdo dos niveis de compostos quimicos de
baixa massa molecular (menor que 1000 Da), que estejam presentes dentro e fora das

células.*! A metabolomica pode ser dividida em analise direcionada (para moléculas alvo) ou
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perfil metabdlico (identificacdo total dos metabodlitos presentes). Na determina¢do de um

perfil metabolico sdo utilizadas técnicas de analise de dados multivariados ou quimiometria.*?

4 Métodos Analiticos
Os métodos analiticos mais utilizados para determinacdo e quantificacdo de
metabolitos em fluidos biologicos sao os métodos cromatograficos, com destaque para a

) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). ¥ A

cromatografia gasosa (CG
cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma mistura,
realizada através da distribuicdo desses componentes que sofrerdo forte interagdo com uma
das fases em duas fases: a fase movel e a fase estaciondria. A fase mdvel € responsavel por
interagir diferentemente com cada componente por meio de diferentes interacdes
intermoleculares, como liga¢gdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofobicas ou
forcas de Van der Waals.

A diferenca basica na utilizagdo da cromatografia liquida e a gasosa estd na definicao
das substancias que serdo analisadas, ja que a cromatografia gasosa exige que a substancia
seja volatil e termicamente estavel e a cromatografia liquida exige que a substancia analisada
seja solivel em agua, ja que a dgua ¢ o solvente da cromatografia liquida. Quanto mais volatil
e mais apolar for a substancia, melhor serd a analise com CG em vez do CLAE.

Na espectrometria de massas ¢ uma técnica analitica extremamente valiosa em que
moléculas em uma amostra sao convertidas em ions em fase gasosa, que sao
subsequentemente separados no espectrometro de massas de acordo com sua razao massa (m)
sobre a carga (z), m/z.*> Para isso, utiliza-se uma fonte de ionizagdo para transformar em ions
as moléculas a serem analisadas. Esses ions atravessam um campo magnético € atingem um
detector, possibilitando que a substancia seja identificada a partir da razdo massa/carga (m/z)
de cada ion.*® Porém, apesar de a espectrometria de massas poder ser utilizada na anélise
direta de matrizes biologicas, essa analise na metabolomica € pouco pratica, ja que ela s
servira se existir algum metabolito-alvo que pode ser identificado diretamente, o que nao
acontece quando se deseja determinar um perfil metabolico.

O acoplamento de um cromatdgrafo a um espectrometro de massas, que ¢ a colocagao
de um espectrometro de massas na saida de coluna cromatografica, permite que amostras
complexas, como as matrizes biologicas, sejam largamente utilizadas na metabolomica.
Aseparagdo cromatografica antes da espectrometria de massas possibilita que se reduza o

efeito da matriz e a supressdo de ions, haja a separagdo de isOmeros e permita uma
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quantificacdo dos metabdlitos mais precisa.** As principais técnicas sdo as do CG-EM e

CLAE-EM.

4.1Moléculas Organicas Volatilizaveis

A cromatografia gasosa (CG) ¢ uma das técnicas analiticas mais utilizadas, pois possui
um alto poder de resolucdo e tem grande sensibilidade, podendo identificar substancias em
pictogramas, separando misturas complexas com até 200 substincias bem semelhantes.
Porém, tem o inconveniente de s6 separar substincias volateis e com alta estabilidade
térmica.*’ A cromatografia gasosa se caracteriza por utilizar um gis como fase mével e uma
fase estaciondria solida (coluna).

Para melhorar as condi¢des de cromatografia e possibilitar que mais compostos
possam ser separados pela cromatografia gasosa, usa-se a técnica da derivatizagdo quimica,
que consiste na substituicdo dos hidrogénios das fun¢des quimicas (fungdes polares) por
grupamentos mais apolares que ndo formem ligacdes de hidrogénio,*® que pode aumentar a
sensibilidade na deteccdo e a melhora do comportamento cromatografico dos compostos,
aumentando sua volatilidade, melhorando a estabilidade térmica e melhoria da resolucao

cromatografica.** As trés principais formas de derivatizagio quimica sio:

- Alquilagdo: E uma reagdo de Friedel-Crafts, onde ocorre a substitui¢io do hidrogénio
alifatico ou alifatico-aromadtico, por um radical alquila, em um processo
de esterificagio, diminuindo a polaridade do composto;>°

- Acilagdo: E uma reagio de Friedel-Crafts que consiste na introdugdo de um grupo

acila na molécula do composto, trocando o hidrogénio reativo,
transformando o composto em amida, ésteres, tio-ésteres, acido
carboxilico ou derivado carboxilico;°

- Sililagdo: E uma rea¢io onde existe uma troca do hidrogénio reativo por um grupo
silil. E a mais usada por ser simples, rapida e versatil. A reagdo ocorre em
uma unica etapa e apresentam alto-rendimento mesmo em condigdes
brandas. Os principais agentes sililantes sdo trimetilclorosilano (TCMS);
N,Obis-trimetilsilil-acetamida ~ (BSA);  N,Obis-trimetilsilitriacetamida
(BSTFA); hexametilsililazano (HMDS) e N-metil,N-
trimetilsililtriacetamida (MSTFA).>°
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Com a utilizacdo da derivatizagdo, que aumenta a quantidade de compostos polares
que podem ser analisados, a cromatografia gasosa se torna uma poderosa ferramenta de
analise na metabolomica, e quando combinada com um espectrometro de massas (CG-EM) se

torna a técnica de analise menos sujeita a equivocos (Figura 5).°

Figura 5 - Cromatograma de ions totais obtidos em amostra de serum sanguineo, derivatizado
com BSTFA, de um atleta de pentatlo moderno. Estao destacadas as regides dos aminoacidos,
mono e dissacarideos, acidos graxos, bem como os picos de acido latico e glicerol.
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4.2Moléculas Organicas Soluveis

A cromatografia liquida (CLAE) ¢ uma técnica que possibilita as andlises e separagdes
com alta eficiéncia de uma ampla gama de compostos. As separacdes em CLAE podem se dar
por adsorcdo, particio ou ambos os meios. A versatilidade dessa técnica reside no grande
niimero de fases estacionarias existentes.*’” Os métodos baseados na CLAE sio adequados
para uma variedade de compostos organicos que apresentam polaridade mais alta e
volatilidade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica, caracteristicas de muitos
compostos organicos produzidos pelo nosso organismo.!

A area forense ¢ a que mais tem apresentado trabalhos de utilizagdo da técnica de

CLAE na area de toxicologia, principalmente envolvendo drogas de abuso em matrizes
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biologicas. Isso ¢ devido a possibilidade de identificacdo de metabolitos derivados do
consumo de drogas em casos de dopagem na area esportiva; de envenenamentos; acidentes de
transito e outros. Para a anélise de um perfil quimico, normalmente se utiliza o CG-EM, por
causa da vasta biblioteca eletronica de espectros de massas disponiveis, porém as limitagdes
como volatilidade e instabilidade térmica, que exigem a utilizacdo da derivatizacdo, tem
propiciado um incremento na utilizagdo do CLAE-EM.*®

De forma a obter uma maior eficiéncia na separacdo dos compostos, desenvolveu-se
uma nova técnica de cromatografia liquida, a cromatografia liquida de ultra pressao (UPLC).
Esta técnica se assenta nos principios da cromatografia liquida de alta pressdo, mas com
algumas diferencas que vao facilitar o método de separacdo. O desenvolvimento da técnica de
UPLC veio trazer claras vantagens a separacdo cromatografica de analitos. Esta técnica
permite uso de colunas com um comprimento mais reduzido, assim como das particulas que
compdem a fase estaciondria, a aplicacdo de pressdes mais elevadas, que podem ser
superiores aos 14.000 psi, o consumo de solvente ¢ relativamente inferior e o fluxo aplicado
para a passagem das amostras pela fase estaciondria pode ser mais elevado. Para além disso, o
cromatograma apresenta uma maior resolugdo (grau de separacdo entre os picos) € uma maior
sensibilidade de detec¢do dos compostos presentes nas amostras. Todas estas vantagens
vieram contribuir para uma reducdo do tempo de andlise, uma das principais dificuldades

aplicadas a cromatografia liquida de alta pressdo.>

5. Tratamento dos Dados

Apo6s os resultados terem sido apresentados pela técnica escolhida, esses resultados
devem ser analisados e como o objetivo ¢ a determinagdo de um perfil metabolico, espera-se
uma quantidade significativa de metabolitos, entdo deve-se separar quais os metabolitos sao
importantes e para isso deve-se recorrer a ferramentas estatisticas adequadas. Isso para que se
possa identificar e quantificar os diferentes metabdlitos detectados nas amostras.>

Para determinar a técnica adequada, deve ser verificado o que se quer analisar, se
forem metabdlitos especificos pode-se utilizar o teste “t”, quando forem analisados pares de
substancias, ou analise de variancia (ANOVA ou MANOVA), ja que se deseja verificar se
ocorreram variagdes significativas nos metabolitos e foi possivel realizar uma quantidade de
experimentos suficiente para tornar as variagdes significativas; porém quando se quer analisar
uma quantidade grande de componentes, como no caso de perfil metabolico, devem ser

utilizados métodos mais poderosos e versateis como a andlise dos componentes principais
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(PCA) e a analise dos minimos quadrados parciais para andlises 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 analise da variancia e se ela for menor do que um valor pré-
definido (p) considera-se que os tratamentos aplicados sdo diferentes e o nivel de confianga
do teste sera de (1-p), porém quando existem muitos pares a serem analisados o nivel de
confianca do teste sera reduzido, inviabilizando a utilizacio deste teste.>

A andlise de varidncia objetiva analisar a variagdo média entre os resultados
encontrados e inferir quais os fatores sdo realmente importantes e produzem efeitos
significativos nas respostas de um sistema. Essa andlise ¢ um processo de decomposicdo da
variacao total entre todas as unidades experimentais, identificando as fontes das variacdes. A
variacdo total pode ser decomposta em trés grupos de causas ou fontes de variagcdo: (i)
relacionada com os tratamentos; (ii) relacionada com causas controladas pelo delineamento
experimental; e (iii) relacionada com o erro experimental.>

A técnica de PCA consiste em uma transformacao linear ortogonal para um novo
sistema de coordenadas, onde os novos eixos coordenados serdo os componentes que
maximizam as varidncias e esses componentes serdo os componentes principais. Ja a técnica
dos minimos quadrados parciais, relacionam os componentes com uma resposta. Essa técnica
encontra hiperplanos que maximizam a variancia com alguma varidvel que se deseja como
resposta.>*

As técnicas de PCA e PLS-DA s3ao amplamente utilizadas na metabolomica, ainda
mais quando se trabalha para definir perfis metaboldmicos em amostras bioldgicas, que
apresentam uma grande quantidade de metabolitos tornando muito complexa sua anélise.>

A PCA define componentes ortogonais, sendo que a primeira explica a maior variancia
entre todas as variaveis e, ainda possibilita a identificagdo de mais componentes ortogonais
para explicar melhor as variancias. Quanto maior for a complexidade do sistema, maior sera a
quantidade de componentes necessarias para explicar a variabilidade do sistema. J4 PLS
identifica varidveis latentes que apontam na direcdo de maior varidncia sobre uma dada
informacdo fornecida ao sistema.’® Essas técnicas reduzem a dimensdo de analise
conseguindo indicar possiveis marcadores no perfil metabolomico analisado. A ordem de

aplicacdo das técnicas estd na tabela 1.
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Tabela 1 - Ordem de aplicagdo das técnicas de PCA, PLS-DA e PLS.

ETAPAS DETERMINAGCAO DO MODELO METODO
Sele¢ao dos grupos representativos:

. - Entrada de dados e determinagdo

1 Visdo dos dados dos componentes principais PCA

2 Sfeparag;io [?or Comparacdo dos metabdlitos PLS-DA
importancia

3 Correlagdao com Especificacao dos efeitos PLS
uma resposta metabdlicos

Alguns trabalhos publicados confirmam a utilidade dessas duas técnicas na
metabolomica, especialmente quando envolve esforgo fisico. Yan et al® fez uma investigagio
metaboldmica em remadores séniores e juniores comparados a homens nao-atletas, analisando
o soro sanguineo em GC/TOF-MS fazendo uma analise estatistica com PCA e PLS-DA
identificando a alanina; o lactato; o [-d-metilglucopiranoside; o acido piroglutamico;a
cisteina (Figura 6); o 4cido glutdmico; o 4cido citrico; acidos 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, lipidico e de aminoacidos.Chorell et al’’fez uma
investigacao sobre o efeito da ingestao de carboidratos combinado proteinas na geragao de
uma resposta metabolica diferente comparado com uma ingestdo de dgua sem qualquer
complemento apods o exercicio. Participaram do experimento 24 homens que tiveram o soro
sanguineo analisado e a andlise de curva de resolucdo hierarquica multivariada (HCMR) e
PLS identificaram que a pseudorina ¢ um marcador de uma bebida com carboidrato de baixa-

complexidade e proteina, além de ter determinado sinais de resisténcia a insulina.
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Figura 6: Catabolismo da L-cisteina'?
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Fonte: Murray, R. K.; Granner, D. K.; Rodwell, V. W. (2011)

6Preparacao das Amostras e Analise dos Metabdlitos

Nessa etapa, deve-se definir qual serd a matriz biologica que serd analisada, sangue ou
saliva, por exemplo, que serd definido de acordo com os metabolitos desejados. Para assim
definir qual a forma de interromper a atividade bioquimica, pois os niveis metabolicos variam
muito rapidamente em funcao de quaisquer alteragdes no ambiente da célula. Existem muitas
formas para realizar essa interrupcao e depende do que sera analisado e quais serao os extratos
analisados.Depois da interrupgdo, ¢ necessario que se separe os metabolitos que se deseja
analisar, definido se serdo analisados os componentes polares ou apolares, por exemplo.
Assim, define-se quais os solventes serdo utilizados e quais os equipamentos serao utilizados.

Se a matriz bioldgica escolhida for o sangue, deve-se definir se serd analisado o
plasma ou o soro no sangue, mas independentemente de ser plasma ou soro, € necessario que
se removam as proteinas, que podem ser precipitadas com metanol; acetonitrila ou acido
perclorico.®® Apds essa etapa, extrai-se a parte sobrenadante e prepara-se a amostra para
utilizagdo no RMN ou no EM acoplado a um sistema de separagdo, normalmente

cromatografia.
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7 Consideracoes Finais

Com essa revisdo, verifica-se que a metabolomica ¢ uma ferramenta muito util para
determinar o perfil metabdlico ou identificar um metabolito especifico com o objetivo de
incrementar os treinos, € consequentemente, os resultados deatletas de alto rendimento. Os
resultados virdo porque os treinadores terdo em maos um instrumento capaz de identificar o
nivel de esfor¢o dispendido pelos atletas e, assim, otimizar e personalizar os treinos de cada
atleta. O atleta tera em mao um detalhamento de seus gastos energéticos, permitindo que os
nutricionistas indiquem dietas balanceadas por periodo de treinamento e os médicos e
fisioterapeutas terdo a disposi¢do indicadores de lesdo, para que possam indicar tratamentos
para minimizar esses problemas. Assim, tem-se a demonstracdo de que a metaboldmica pode
ser uma ferramenta poderosa na avaliacdo das condicdes fisicas de um atleta de alto
rendimento ou, mesmo de um atleta amador que deseje praticar o esporte como meio de

manter uma vida saudavel.
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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.!? These changes may promote several
beneficial effects such as mitochondrial biogenesis, increase of antioxidant enzymes, increase of
protein biosynthesis and other alterations.>> 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.® 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.”” 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.!Metabolomics, 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.!!"!? The human serum metabolome is the composition of all small
molecules present in an organism.'?

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.'*It
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),'> 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 UFRIJ
Ethics in Research Committee (CEP) according to CEP-MEMO - n° 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 pm; 5%
phenyl dimethylsiloxane stationary phase) was used.

Preparation of samples

For deproteinization of the serum, 400 pL methanol were added to 100 pL serum and
centrifuged at 11,000 rpm for 30 min at 4 °C. Three 100uL portions of the supernatant were
transferred into three vials and the solvent was evaporated using an evaporator.'®!7 Thereafter,
for derivatization, 0.5 mL acetonitrile and 50 pL BSTFA were added to the vials, which were
vigorous stirred and heated at 60 °C for 30 min.!’

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™'; purge flow of 3 mL min’!; and temperature
starting at 70 °C for 2 min, increasing from 70 °C to 310 °C at the rate of 30 °C min’!, 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.'® 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.!” 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 0.8.2°
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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 glycinesa-D-galactopyranose, D-mannopyranose, glucofuranose, p-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 x (effort)?

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)?

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 SB) 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.?!Investigated 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.?»?Contrasting 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.?*2¢

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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Efforts = Distance Weighted Least Squares
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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

L-proline 0911713 12.94286  15.78398

All
L-alanine 0.877845 626050  7.63476
L-proline 0.899751 19.46834 23.74188

Female 1. f o
9-12-octadecadienoic ) ¢or010 970826  11.83934
acid

L-proline 0.924124 1443287  17.60106

Male
L-alanine 0.885471 845770 1031427

Table 2 - PLS-DA analysis for all athletes, female and male groups

Power Eigenvalue %total

Glycerol 0.238032 8.066898 9.837680
All
Lactic acid 0.218686 4.050284 4.939371
Female Glycerol 0.284783 15.65162 19.08734
Butanoic acid 0.224172 6.35812 8.151430
Males under 19
Lactic acid 0.224172 5.674658 6.920314

Males over 19  Lactic acid 0.308035 5.074976 6.188995




158

Table 3 - Regression coefficients for all athletes, female, male under 19 years and male over

19 years athletes.

Age Gender Effort

Glycerol 0.239116 —0.036424 -0.970308

All
Lactic acid -0.500164 0.131095 -0.855950
Female Glycerol 0.063643 - -0.997973
Butanoic acid 0.274734 - -0.961520

Male

Lactic acid 0.552609 - -0.833440
Males under Lacticacid  0.300410 - -0.953810
19 Butanoic acid  0.500123 - -0.865954
Males over 19 Lactic acid 0.257308 - -0.966330




