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Metabolomics of Physical Exercise: A Powerful Assessment Tool

Abstract: This work aims to determine the metabolic profile of athletes, relating metabolites present
in the human body to variables such as age, gender and physical effort to which they were submitted.
Chromatographic and spectrometric methods (such as GC-MS and HPLC-MS) are used to separate,
identify and quantify metabolites in serum and plasma samples. The obtained data are analyzed
using multivariate statistics, using principal component analysis (PCA) and partial least squares
regression for discriminant analysis (PLS-DA). In this way, the metabolites identified in the samples
can be correlated with the studied variables, such as age, gender and physical effort. The results
show the potential of metabolomics as an important tool to be used in the study of a variety of
unknowns that may interfere in athlete’s performance.
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Resumo

Este trabalho procura determinar o perfil metabdlico de atletas, relacionando metabdlitos presentes
no corpo humano a variaveis como idade, sexo e esforgo fisico a que foram submetidos. Métodos
cromatograficos e espectrométricos (como CG-EM e CLAE-EM) sdo usados para separar, identificar
e quantificar metabdlitos em amostras de soro sanguineo e plasma. Os dados obtidos sdo analisados
por meio de estatistica multivariada, usando analise de componentes principais (PCA) e minimos
quadrados parciais para analises de discriminantes (PLS-DA). Dessa forma, pode-se correlacionar os
metabdlitos identificados nas amostras as varidveis estudadas, como a idade, o sexo e o esforgo fisico
dos atletas. Os resultados mostram o potencial da metabolémica como uma importante ferramenta
a ser usada no estudo de uma variedade de incégnitas que podem interferir no desempenho dos
atletas.
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1. Introdugdo 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
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Em todos os tipos de esportes, o objetivo
do treinamento atlético é fazer com que o
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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
esforgo que pode levar o atleta a uma situagao
de overreaching  ou  overtraining,*?
caracterizado por reducdo do desempenho,
excesso de fatiga, sintomas subjetivos de
estresse e inflamacdo transitéria.®* O
surgimento do estado de overtraining 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.” Portanto, é
importante avaliar de forma abrangente o
estado fisico e a adaptacdo de um atleta, para
dirigir o programa de treinamento, prevenir os
distlrbios acima mencionados e melhorar o
desempenho.

Embora tenham sido estudados muitos
parametros, incluindo marcadores
comportamentais e biolégicos ndo invasivos,
marcadores  bioquimicos e marcadores
hormonais e imunoldgicos, para avaliar o
estado fisico dos atletas e evitar o
overreaching e o overtraining durante um
programa de treinamento,®*’ n3o existe um
método universal para o diagndstico e
monitoramento do estado fisico dos atletas.
Para superar esses problemas, os profissionais
de educacdo fisica buscam o apoio da

Ve

nutricdo, 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 estdao sendo eficientes; da medicina,
para prevenir contusoes; 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 metabol6mica,
gue pode medir as respostas do organismo a
estimulos fisiolégicos, como aumento do
esforco, ou modificacdes genéticas,® a partir
da andlise de sangue, urina, saliva ou outra
secre¢do qualquer do organismo. A
identificacdo do perfil metabdlico de cada
atleta pode auxiliar na identificacdo de
problemas que podem prejudica-los, como
esforgos excessivos, por exemplo.

O objetivo deste artigo é mostrar como a
metabolémica pode auxiliar, de uma forma
eficiente, no aperfeicoamento dos treinos dos
atletas de alto-rendimento. A metabolémica
pode apresentar um perfil metabdlico® e
identificar quais metabdlitos estdo
relacionados com cada ag¢do praticada pelo
atleta. Pode-se relacionar o tipo e quantidade
de metabdlitos com a carga fisica dos treinos,
com a alimentag¢do do atleta, com seu género
ou com o estado psicoldgico do atleta.

A seguir serd apresentado como a
metabolémica pode auxiliar na determinagao
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.

ENTRADA PROCESSAMENTO SAIDA
Alimentagao — - Genética — Metabdlito
- Sexo
—» | -Ildade
- Metabolismo
Esforco — - Fisiologia

METABOLOMICA

Figura 1. Processo para a andlise metabolomica
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2. Esforgo Fisico

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

2.1. Nutricao

Nos processos metabdlicos de
transformagado dos alimentos em energia, sdo
gerados inUmeros metabdlitos, como mostra
as Figuras 2 e 3, que ilustram o papel da cadeia

ALIMENTOS
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respiratdria das mitocondrias na conversao
dos alimentos em energia e o ciclo de Krebs ou
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 aminodacidos; lipideos, que
fornecem os acidos graxos; além de diversos
micronutrientes que fazem o trabalho de
regulacdo do metabolismo.!! Assim sendo, a
alimentacdo saudavel e adequada a
guantidade 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 necessdria para
alcancar essa performance. Para os individuos
que praticam exercicios fisicos sem maiores
preocupacdes com o desempenho, uma dieta
balanceada, que atenda as recomendacdes
dadas a populagdo em geral, é suficiente para
a manuten¢do da salde e possibilitar bom
desempenho fisico.!

Acidos Graxos
> +

Lipideos
Glicerol

Acetil-CoA ———————p

MITOCONDRIA ATP

02
- B
H:0

L, J

Cadeia Respiratoria
A

Ciclo do
Acido Citrico

Carboidratos —————+  Glicose

Proteinas ———————+ Aminoacidos |

B-Oxidagdo
ADP

Figura 2. Oxidac3o dos principais nutrientes na mitocdndria'?
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Hidroxiprolina
Serina
Cisteina
Treonina
Glicina

Lactato

Triptofano —— Alanina «—» Pi

LVq

ato ——» Acetil-CoA

. Fosfoenol- .

Glicose «— . < Oxaloacetato Citrato
piruvato
Aspartato
P ‘ﬂ CO2

Tirosina E ; o-

Fenilalanina umarato cetoglutarato
Glutamato
Succinil-CoA
Isoleucina CO: Histidina
Metionina Prolina
Valina Glutamina
Arginina

Propionato

Figura 3. Destinos das cadeias carb6énicas dos aminodacidos no ciclo de Krebs ou Acido
Citrico?

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 prdprias. Também devem
ser levados em consideragdo a modalidade
esportiva praticada, a fase de treinamento, o
calendario de competicdes e os objetivos da
equipe técnica em relagdo ao desempenho,
dados referentes ao metabolismo basal,
demanda energética de treino, necessidades
de modificagdo da composi¢cdo corporal e
fatores clinicos presentes, como as condi¢des

de mastigacao, digestdo e absorcdo. 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 composicao
corporal. Levando-se em consideragdo o
consumo calérico total e o tempo entre
digestdo e aproveitamento metabdlico,
determina-se a quantidade necessdria de
macronutrientes, ou seja, carboidratos,
proteinas e lipideos, essenciais na
manuten¢do ou melhora do desempenho
esportivo e saude do corpo humano. Em

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No.5| |1207-1224|



Va

relacdo aos micronutrientes, ou seja,
vitaminas, minerais e 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
suplementacao 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 caldricas decorrentes
das atividades desportivas, deve proporcionar
um concomitante ajuste no consumo dos
micronutrientes. Recomenda-se que sejam
consideradas as orientagdes nutricionais
destinadas a populacdo em geral, calculadas
proporcionalmente a cada 1.000 quilocalorias
ingeridas. Desse modo, o incremento na
oferta de micronutrientes é proporcional ao
aumento caldérico da dieta, mantendo-se o
equilibrio ou balanco nutricional em niveis
adequados.

Por isso a Nutricdo passa a ter um valor
maior para a evolu¢do do desempenho dos
atletas, permitindo que os atletas tenham
condigdes de realizar e concluir os periodos de
treinamento com sucesso e ndo sejam
atingidos por contusdes, overtrainigs ou
qualquer outro problema que afete a
evolugcdo 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.

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 distancia sdao bem leves e varios outros
esportes tem caracteristicas fisicas prdprias.
Por muito tempo, as grandes poténcias
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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 aptidao
aerébica.’ Porém esses testes podem excluir
bons talentos que ndo se enquadram nos
padrdes pré-definidos para cada esporte, com
base nesse testes, provavelmente nao
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 prevencao de diversos males,
abrindo caminho para a utilizagdo da genética
na melhoria do desempenho no ambito
esportivo. No esporte de alto rendimento a
biologia molecular pode ter papel importante
na pré-selecio e na selecdo de talentos
esportivos, na manipulacdo genética visando
ao aumento ou a diminuicdo da producdo de
determinadas substancias pelo organismo, na
prescri¢do do treinamento e na recuperagao
de lesdes.®

2.3 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 4&cidos nucleicos celulares.?
Durante uma atividade fisica a captacdo de
oxigénio pode aumentar em até 20 vezes
guando comparado ao repouso, e o fluxo de
elétrons para as mitocondrias dos musculos
esqueléticos é elevado de 100 a 200 vezes, o
gue inevitavelmente aumentara a formagao
de ERO.Y O aumento das contracdes
musculares gerado pelo exercicio pode
aumentar também a formag¢do de Oxido
nitrico (NO), uma vez que altos niveis de 6xido
nitrico sintase (NOS) foram encontrados em
fibras musculares.’ A excessiva producdo de
ERO e NO pelas fibras musculares durante o
mecanismo de contracao contribui,

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |[No.5| |1207-1224|



Sasaqui, C. S. et al.

significativamente, para a reducdo da forca
contrétil,’® acelera os processos de fadiga® e
concorre para o aumento de lesbes
musculares.?

Para se proteger dessas agresses, o
organismo possui mecanismos quimicos e
enzimaticos que o protegem dos danos
oxidativos provocados pelas ERO.?? Mas
guando esses mecanismos sdo 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
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 6rgdos de individuos treinados,?*
embora haja contradi¢cdes.?®

As principais lesGes constatadas sdo:
peroxidacdo lipidica (LPO), carbonilacdo de
proteinas e danos ao DNA, que ocasiona
alterac3o da func3o celular.?®

Ve

A LPO consiste numa série de reacdes em
cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagacao e terminagao, como
mostra a Figura 4:

- Iniciacdo: corresponde a fase em que uma
espécie reativa abstrai um dtomo de
hidrogénio do grupo metileno formando um
radical lipidico instdvel, que se transforma em
um dieno conjugado;?’

- Propagacdo: 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 nao-
radiculares.?®

Acidos graxos poli-insaturados

-H*

Radica;i lipidico (L

~

+Oz

+H*

Radical peroxilo (LOO)

Dienos conjugados

y

Figura 4. Etapas da LPO

Na ocorréncia de estresse oxidativo e
agressdo aos lipideos, as fosfolipases A e C
podem ser ativadas, promovendo a
degradacdo de fosfolipidios da membrana
celular e liberando grande quantidade de
acidos graxos livres, como o &cido
araquidodnico, cuja liberagao estd 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
acumulo na concentragdo plasmatica de
hipoxantina e &cido Urico apds intensa
contragao muscular, principalmente durante a
fase de recuperagdo pds-exercicio, sugerindo
que a XO foi acionada.*

O aumento das ERO em exercicios
anaerodbicos esta relacionado com a sintese
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acido latico, catecolaminas e o elevado
processo inflamatério apds exercicios
anaerdbicos com intensidades maximas.3!

Varias 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, restricdes dietéticas e
farmacos. Autores sugerem que a estratégia
mais eficiente em estimular os mecanismos
antioxidantes pode ser a maior indugdo do
proprio estresse oxidativo, que,
gradativamente, aumentaria a quantidade de
antioxidantes enddégenos e aumentaria a
resisténcia a lesOes induzidas pelo exercicio.
Isso ocorre, porque, dependendo da
qguantidade e intensidade de realizacdo do
exercicio, ocorre um equilibrio no sistema
oxidante-antioxidante e assim, o sistema
antioxidante repara os tecidos e 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 urico, 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 concentragdes 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 competicdo de
elite é capaz de aumentar as defesas
antioxidantes. Nesta linha de pesquisa,
Halliwell”” refere que atletas tém altas
concentragdes de ceruloplasmina no plasma.
A ceruloplasmina é uma a-globulina que esta
envolvida no transporte e na regulagdo do
cobre, podendo reduzir diretamente o
oxigénio sem intermedidrios conhecidos, e,
portanto, participante no sistema de defesa
antioxidante extracelular

O processo de adaptacdo ao treinamento é
capaz de proteger o atleta a maioria das
situacOes de exposicdo ao exercicio exaustivo,

Sasaqui, C. S. et al.

mas ¢é indicado que os atletas sejam
submetidos a uma dieta rica em antioxidantes
e vitaminas para reduzir os efeitos do estresse
oxidativo gerado pelo exercicio exaustivo.3?

3. Metabolomica

Os metabdlitos 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 é
determinado pela concentragao e
propriedades das enzimas, funcdo de um
complexo sistema regulatério operante
dentro das células. A identificacdo do nivel dos
metabdlitos é um complemento fundamental
na determinacdo da funcdo génica.®® Assim,
surge a metabolomica, que utiliza a tecnologia
para fornecer uma visdo geral compreensiva
guantitativa e qualitativa dos metabdlitos
presentes em um organismo.3®

Atualmente, a metabolomica desenvolve-
se devido as novas configuragbes de
equipamentos, como espectrOmetros de
massas (EM), de ressonancia magnética
(RMN) e de fluorescéncia induzida por laser
(FIL), que possibilitam a identificacdo e
guantificacdo de metabdlitos com precisdo. A
escolha da melhor técnica depende dos
metabdlitos, dos objetivos e dos recursos
disponiveis. O RMN é altamente seletivo, ndo
destrutivo, mas de baixa sensibilidade;*” o FIL
é mais sensivel, mas possui baixa seletividade
gquimica e o EM é o que oferece a melhor
combinacdo de seletividade e sensibilidade.®
As estratégias de anadlise por espectrometria
de massas sdo 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 separagao,
como cromatografia liquida e gasosa, sendo
indispensaveis quando sdo analisadas
matrizes bioldgicas.?® A espectrometria de
massas detecta a razdo entre massa e carga
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(m/z) de ions, os quais sdo 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 avan¢os, nos campos
instrumentais e de aplicacdo. Um grande
marco na evolugdo da EM foi o
desenvolvimento de novas fontes de
ionizagdo, como ESI (Electrospray lonization) e
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption /
lonization), sendo métodos de ionizacdo a
temperatura ambiente.*

A partir do desenvolvimento destes novos
métodos de ionizacdo, uma ampla faixa de
compostos quimicos passou a ser analisada

por espectrometria de massas, 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 separacdo,
como cromatografia liquida, como ESI e APCI
(Atmospheric-Pressure Chemical lonization), e
impulsionou o uso de EM para a detecgdo de
diversas moléculas.’

Na metabolomica, pode-se fazer a analise
da amostra por andlise 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
bioldgicas, como sangue e urina.*!

A andlise metabolébmica envolve a
determinacdo dos niveis de compostos
guimicos de baixa massa molecular (menor
gue 1000 Da), que estejam presentes dentro e
fora das células.** A metabolémica pode ser

dividida em andlise direcionada (para
moléculas alvo) ou perfil metabdlico
(identificacdo  total dos  metabdlitos

presentes). Na determina¢cdo de um perfil
metabdlico sdo utilizadas técnicas de andlise
de dados multivariados ou quimiometria.*?

Dessa forma, a metabolomica tem se
mostrado eficiente na identificagdo de
biomarcadores em diversas areas. A alanina e
a tirosina foram identificadas como
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marcadores de idade em remadores,
analisados em a 2 semanas consecutivas de
treinamento’® e o 4cido latico, a
progesterona, a homocisteina, o 3-
hidroxibutirato, o acido linoleico, o &cido
esteadrico e a valina se mostraram potenciais
biomarcadores para cancer do endométrio.*
Maruyama et al. Sugere que seja estudado a
relacdo entre os fragmentos das titina, que
sao filamentos que mantém as estruturas dos
sarcOmeros, com as distrofias musculares,
principalmente as causadas por doencas
musculares quanto as provocadas por
exercicio fisico e, também, o processo de
recuperacdo.*

4. Métodos Analiticos

Os métodos analiticos mais utilizados para
determinacdo e quantificacdo de metabdlitos
em fluidos biolégicos sdo os métodos
cromatograficos, com destaque para a
cromatografia gasosa (CG) * e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
% A cromatografia é um método fisico-
guimico de separagao dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo
desses componentes que sofrerdo forte
interacdo com uma das fases em duas fases:
uma movel e uma estacionaria. A fase movel é
responsavel por interagir diferentemente com
cada componente por meio de diferentes
interacdes intermoleculares, como ligaces de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas e
hidrofébicas ou forcas de Van der Waals. ¥

Na cromatografia gasosa, a fase movel é
um gas de arraste. Os mais utilizados sao o
hélio, o nitrogénio e o hidrogénio. Na
cromatografia liquida, a fase moével é uma
mistura de solventes liquidos, como por
exemplo: agua, metanol, acetonitrila e outros.
Em ambos os casos, a fase estaciondria pode
consistir de uma camada microscépica de
liqguido adsorvido em um sélido inerte, de
espécies quimicamente ligadas a uma
superficie sélida ou, ainda, de um sélido.*

Ao se escolher entre a utilizacdo de CG ou
de CLAE, devem-se considerar inicialmente
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algumas diferencas nos requisitos das duas
técnicas quanto ao tipo de amostra a ser
analisada. Para cromatografia gasosa, a
amostra ou seu derivado deve ser volatil e
termicamente estavel. Para cromatografia
liquida, a amostra necessita ser sollvel na fase
movel utilizada.

Tanto a cromatografia gasosa (CG) quanto
a liquida (CLAE) podem ser acopladas a
espectrometria de massas (EM), formando as
técnicas hifenizadas CG-EM e CLAE-EM,
respectivamente. Desse modo, as substancias
quimicas separadas no cromatdgrafo podem
ser identificadas por seus espectros de
massas. A separagdo cromatografica antes da
espectrometria de massas possibilita a
reducdo do efeito da matriz, a supressdo de
fons, a separacdo de isOmeros e uma
quantificacdo mais precisa dos metabdlitos.*

O acoplamento dos equipamentos de CG-
EM é facilitado pelo fato de a amostra ja se
encontrar em fase gasosa na saida da coluna
cromatografica, podendo assim, ser inserida
diretamente sob vacuo na fonte de ions do
espectrometro de  massas.  Utiliza-se
normalmente fonte de ionizagdao por elétrons
(El) ou ionizagdo quimica (Cl). No CLAE-EM, a
amostra liquida ndo poderia ser inserida
diretamente em uma fonte El ou Cl sob vacuo,
por isso as fontes mais empregadas usam
ionizagdo por electrospray (ESI) ou ionizacdo
quimica a pressdo atmosférica (APCI).*: 48

Apds as moléculas da amostra serem
convertidas em ions, esses sdo conduzidos por
um analisador de massas, onde sao separados
em func¢do da razdo entre massa e carga (m/z)
de cada ion, atingindo, em seguida, detector.
Dentre os analisadores de massa mais
comuns, podem-se citar os do tipo
quadrupolo, armadilha de ions, tempo de voo
e campo magnético, dentre outros.*” 48

4.1. Moléculas organicas volatilizaveis

A cromatografia gasosa (CG) é uma das
técnicas analiticas mais utilizadas, pois possui
um alto poder de resolucdo e tem grande
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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 alta
estabilidade térmica.®® A cromatografia
gasosa se caracteriza por utilizar um gds como
fase mével.

Para melhorar as condicdes de
cromatografia e possibilitar que mais
compostos possam ser separados pela

cromatografia gasosa, usa-se a técnica da
derivatizacdo quimica, que consiste na
substituicdo dos hidrogénios das fungbes
guimicas (funcGes polares) por grupamentos
mais apolares que ndo formem ligacGes 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 resolucdo cromatogréafica.’> As trés
principais formas de derivatizacdo quimica
sdo:

- Alquilacdo: E uma reacdo de Friedel-
Crafts, onde ocorre a substituicdo do
hidrogénio alifatico ou alifatico-aromatico,
por um radical alquila, em um processo de
esterificagdo, diminuindo a polaridade do
composto;>3

- Acilagdo: E uma reacdo de Friedel-Crafts
gue consiste na introducdo 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 reacdo 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
condi¢cbes 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).>3
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Com a utilizacdo da derivatizacdo, que
aumenta a quantidade de compostos polares
gue podem ser analisados, a cromatografia
gasosa se torna uma poderosa ferramenta de

TaeO?F
B00D000
BODDOOD
FODDOOD
GO0D000
SDDDOO0
2000000

2000000

Acido Latico

Aminodcidos
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analise na metabolébmica, e quando
combinada com um espectrémetro de massas
(CG-EM) se torna a técnica de andlise menos
sujeita a equivocos (Figura 5).3

?.50 0060 | §.80 ©.00 | BEo

Acidos
Graxos
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Figura 5. Cromatograma de ions totais obtidos em amostra de soro sanguineo, derivatizado com
BSTFA, de um atleta de pentatlo moderno. Estdao destacadas as regides dos aminoacidos, mono
e dissacarideos, acidos graxos, bem como os picos de acido latico e glicero

O uso de CG-EM na identificagdo do perfil
metabdlico apresenta a desvantagem da
necessidade de derivatizagdo, quando
comparado ao emprego de CLAE-EM.
Contudo, a técnica de CG-EM possui a
vantagem por proporcionar maior facilidade
para identificacdo dos diversos compostos
presentes na amostra, principalmente na
auséncia de padroes das substancias. Além de
considerar a interpretacdo dos fragmentos
gerados na ionizacdo por elétrons, o analista
também pode comparar os resultados obtidos
com os dados das principais e mais completas
bibliotecas de espectros de massas
disponiveis.

4.2. Moléculas organicas soluveis

A cromatografia liquida (CLAE) é uma
técnica que possibilita as andlises e
separagbes com alta eficiéncia de uma ampla
gama de compostos. As separagdes em CLAE
podem se dar por adsorgdo, particdio ou
ambos os meios. A versatilidade dessa técnica
reside no grande numero de fases
estacionarias existentes.®® Os métodos
baseados na CLAE s3o 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 drea forense é a que mais tem
apresentado trabalhos de utilizagdo da técnica
de CLAE na drea de toxicologia,
principalmente envolvendo drogas de abuso
em matrizes bioldgicas. Isso é devido a
possibilidade de identificacdo de metabdlitos

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |[No.5]| |1207-1224|



Va

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 quimico,
normalmente se utiliza o CG-EM, por causa da
vasta biblioteca eletronica de espectros de
massas disponiveis, porém as limitacdes como
volatilidade e instabilidade térmica, que
exigem a utilizacdo da derivatizacdo, tem
propiciado um incremento na utilizacdo 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 pressdao, mas
com algumas diferengas 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 estacionaria, a
aplicagdo de pressdes mais elevadas, que
podem ser superiores aos 14.000 psi, o
consumo de solvente é relativamente inferior
e o fluxo aplicado para a passagem das
amostras pela fase estacionaria pode ser mais
elevado. Para além disso, o cromatograma
apresenta uma maior resolugdo (grau de
separagao entre os picos) e uma maior
sensibilidade de deteccdo 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 press3o.>®

5. Tratamento dos Dados

Apds os resultados terem  sido
apresentados pela técnica escolhida, 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
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separar quais os metabdlitos sdo 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  variacdoes significativas nos
metabdlitos e foi possivel realizar uma
guantidade de experimentos suficiente para
tornar as variagOes significativas; porém
guando 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).1% %7

O teste “t” de Student e recomendado
guando 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 0s
tratamentos aplicados sao diferentes e o nivel
de confianca do teste sera de (1-p), porém
quando existem muitos pares a serem
analisados o nivel de confianca do teste serd
reduzido, inviabilizando a utilizacdo deste
teste.’

A anélise de variancia objetiva analisar a
variacdo média entre os resultados
encontrados e inferir quais os fatores sdo
realmente importantes e produzem efeitos
significativos nas respostas de um sistema.
Essa andlise é um processo de decomposicao
da variacdo total entre todas as unidades
experimentais, identificando as fontes das
variagbes. A variacdo total pode ser
decomposta em trés grupos de causas ou
fontes de variagdo: (i) relacionada com os
tratamentos; (ii) relacionada com causas
controladas pelo delineamento experimental;
e (iii) relacionada com o erro experimental.>®
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A técnica de PCA consiste em uma
transformacao linear ortogonal para um novo
sistema de coordenadas, onde os novos eixos
coordenados serdo o0s componentes que
maximizam as  varidncias e  esses
componentes serdo 0s componentes
principais. Jd a técnica dos minimos
guadrados 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 sdo
amplamente utilizadas na metabolémica,
ainda mais quando se trabalha para definir
perfis metabolomicos em amostras bioldgicas,
que apresentam uma grande quantidade de

Ve

metabdlitos tornando muito complexa sua
analise.’

A PCA define componentes ortogonais,
sendo que a primeira explica a maior variancia
entre todas as varidveis e, ainda possibilita a
identificagdo  de mais  componentes
ortogonais para explicar melhor as variancias.
Quanto maior for a complexidade do sistema,
maior serd a quantidade de componentes
necessarias para explicar a variabilidade do
sistema. J& PLS identifica varidveis latentes
gue apontam na direcdo de maior variancia
sobre uma dada informacdo fornecida ao
sistema.>” Essas técnicas reduzem a dimensdo
de andlise conseguindo indicar possiveis
marcadores no  perfil  metabolémico
analisado. A ordem de aplicagdo das técnicas
estd na tabela 1.

Tabela 1. Ordem de aplicagdo das técnicas de PCA, PLS-DA e PLS

ETAPAS DETERMINACAO DO MODELO METODO
Selec¢do dos grupos representativos:
1 Visdo dos dados - Entrada de dados e determinacgdo dos PCA
componentes principais

2 Sgparag?o por Comparagao dos metabdlitos PLS-DA

importancia
lacs

3 Correlagdo com Especificacao dos efeitos metabdlicos PLS

uma resposta
Alguns trabalhos publicados confirmam a o metabolismo energético, lipidico e de

utilidade  dessas duas técnicas na
metabol6mica, especialmente quando
envolve esforco fisico. Yan et al® fez uma
investigacdo metabol6mica 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 B-d-metilglucopiranoside; o acido
piroglutamico; a cisteina (Figura 6); o acido
glutdmico; o 4acido citrico; acidos graxos; a
valina; a glutamina; a fenilamina; a tirosina e
outros, que se relacionavam com o
metabolismo da glicose; o estresse oxidativo;

aminodcidos. Chorell et al®® fez uma
investigacdo sobre o efeito da ingestdo de
carboidratos combinado proteinas na geragao
de uma resposta metabdlica diferente
comparado com uma ingestdo de agua sem
qualquer complemento apds o exercicio.
Participaram do experimento 24 homens que
tiveram o soro sanguineo analisado e a analise
de curva de resolugdo hierdrquica
multivariada (HCMR) e PLS identificaram que
a pseudorina é 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®?

6. Preparagao das Amostras e
Analise dos Metabolitos

Nessa etapa, deve-se definir qual serd a
matriz bioldgica que sera analisada, sangue ou
saliva, por exemplo, que serd definido de
acordo com os metabdlitos desejados. Para
assim definir qual a forma de interromper a
atividade bioquimica, pois o0s niveis
metabdlicos variam muito rapidamente em
funcdo de quaisquer alteracdes no ambiente
da célula. Existem muitas formas para realizar
essa interrupcdo e depende do que serd
analisado e quais serdo os extratos analisados.
Depois da interrupgdo, é necessario que se
separe os metabdlitos 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 serdo utilizados.

Se a matriz biolégica escolhida for o
sangue, deve-se definir se serd analisado o

plasma ou o0 soro no sangue, mas
independentemente de ser plasma ou soro, é
necessario que se removam as proteinas, que
podem ser precipitadas com metanol;
acetonitrila ou acido percldrico.®? 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.

7. Consideragoes Finais

Com essa revisdo, verifica-se que a
metabolémica é uma ferramenta muito util
para determinar o perfil metabdlico ou
identificar um metabdlito especifico com o
objetivo de incrementar os treinos, e
consequentemente, os resultados de atletas
de alto rendimento. Os resultados virdo
porque os treinadores terdo em mados um
instrumento capaz de identificar o nivel de
esforco dispendido pelos atletas e, assim,
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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 disposicao indicadores de lesdo, para
gue possam indicar tratamentos para
minimizar esses problemas. Assim, tem-se a
demonstracdo de que a metabolémica pode
ser uma ferramenta poderosa na avaliacdo
das condicOes 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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