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RESUMO

FAGUNDES, C. E. L. B. Perfil metabolémico de mulheres e homens atletas
de futebol: uma analise descritiva. 64 f Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Saude) — Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Instituto de
Ciéncias Biolégicas e da Saude, Universidade Federal de Alagoas, Macei6,
2025.

Atletas profissionais realizam uma variedade de programas de treinamento para
melhorar seu desempenho fisico, habilidades técnico-taticas, enquanto buscam
proteger sua saude e bem-estar. O exercicio regular induz mudancas generalizadas
em todo o corpo em uma rede de sinalizagdo extremamente complexa, e evidéncias
indicam que diferencas genotipicas e fenotipicas relacionadas ao sexo biolégico
influenciam as adaptacdes fisiologicas a carga de jogadores de atletas profissionais.
Contudo, para agravar a dificuldade de interpretacdo dos dados nesse tipo de
comparacao, ainda ha uma sub-representacdo de mulheres em estudos clinicos em
esportes com atletas profissionais, incluindo o futebol. O objetivo desse estudo é
caracterizar e descrever as diferencas no perfil metabolémico entre mulheres e
homens atletas, bem como descrever as alteracbes do perfil metabolémico
relacionadas ao estado pré-jogo de futebol ao longo de uma fase equivalente de
campeonato. Para isso, foi realizado um estudo do tipo descritivo observacional
longitudinal, com amostra selecionada de maneira nao probabilistica por
conveniéncia, composta por 49 atletas (18 mulheres e 31 homens). Os atletas foram
agrupados por sexo biolégico, sendo comparados os seus perfis metabdlicos
determinados por amostra de urina no momento linha de base (baseline) e antes de
cinco partidas previstas para 0s seus respectivos campeonatos por um periodo de
dois meses, tendo seus perfis metabdlicos comparados. Foram encontrados e
identificados 39 metabdlitos para ambos o0s sexos biolégicos. Os perfis
metabolémicos foram comparados utilizando a analise de Projecdes Ortogonais para
Estruturas Latentes (OPLS-DA) e a andlise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA). A analise de OPLS-DA demonstrou boa separa¢do dos grupos
no momento baseline, tendo os metabdlitos metilguanidina, lactato e hipurato
atuando como os discriminantes com maiores valores de VIP do grupo feminino,

enquanto para o grupo masculino os metabolitos ureia, TMAO, taurina, isobutirato,



metilamina, uracil e dimetilamina apresentando maiores valores de VIP scores. Ao
longo da temporada, os cortes longitudinais também se diferenciaram, sendo os
maiores responsaveis pela separacdo entre o grupo masculino e grupo feminino
durante todo o periodo a ureia, isobutirato, dimetilamina, tirosina, TMAO, taurina, 2-
hidroxiisobutirato, alanina, 4-hidroxifenilacetico, trans-aconitato, trimetilamina,
dimetilsufona e metilguanidina. Ao analisar os perfis metabolomicos de atletas
masculinos e femininos ao longo de uma temporada de futebol, foi observado que,
embora ambos 0s sexos apresentassem mudancas significativas, as mulheres
exibiram uma maior variabilidade no perfil metabolémico. Esses metabdlitos refletem
ndo apenas as respostas fisioldgicas do corpo ao exercicio, mas também as
interacbes complexas entre fatores bioldégicos, como metabolismo energético e
regulacdo hormonal, que sdo mais pronunciadas no sexo feminino. Nosso estudo
mostrou que a maior variabilidade observada nas mulheres sugere que, para
otimizar o treinamento e o desempenho, € essencial que o0s protocolos de
treinamento e as estratégias de recuperacdo sejam personalizados, levando em
consideracdo as diferencas de sexo e as respectivas respostas biolégicas aos
estimulos de exercicio. Esse tipo de analise pode ajudar a refinar as abordagens de
treinamento, maximizando o desempenho e minimizando o risco de lesdes,
destacando a importancia de ndo negligenciar o fator sexo ao projetar programas de
treinamento para atletas profissionais.

Palavras-chave: Futebol; Feminino; Mulher atleta; Perfil metabolémico;

Metaboldmica.



ABSTRACT

FAGUNDES, C. E. L. B. Metabolomic Profile of Female Soccer Athletes: Sex-
Biological Controlled Descriptive Analysis. 64 f Dissertation (Master's in Health
Sciences) — Graduate Program in Health Sciences, Institute of Biological and Health

Sciences, Federal University of Alagoas, Macei6, 2025.

Professional athletes undergo a variety of training programs to improve their physical
performance, technical-tactical skills, while also aiming to protect their health and
well-being. Regular exercise induces widespread changes across the body through
an extremely complex signaling network, and evidence suggests that genotypic and
phenotypic differences related to biological sex influence the physiological
adaptations to the load of professional athletes. However, to further complicate the
interpretation of data in such comparisons, there is still an underrepresentation of
women in clinical sports studies involving professional athletes, including football.
The aim of this study is to characterize and describe the differences in the
metabolomic profile between female and male athletes, as well as to describe the
changes in the metabolomic profile related to the pre-game state in football
throughout an equivalent phase of the championship. To achieve this, a descriptive
observational longitudinal study was conducted, with a non-probabilistic convenience
sample comprising 49 athletes (18 women and 31 men). The athletes were grouped
by biological sex, and their metabolomic profiles, determined from urine samples at
baseline and before five scheduled matches for their respective championships over
a period of two months, were compared. A total of 39 metabolites were found and
identified for both biological sexes. The metabolomic profiles were compared using
Orthogonal Projection to Latent Structures Discriminant Analysis (OPLS-DA) and
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA). The OPLS-DA analysis
showed good separation between the groups at baseline, with metabolites such as
methylguanidine, lactate, and hippurate acting as the major discriminants with the
highest VIP values for the female group, while for the male group, the metabolites
urea, TMAO, taurine, isobutyrate, methylamine, uracil, and dimethylamine exhibited
the highest VIP scores. Throughout the season, longitudinal cuts also differentiated,
with the most significant factors responsible for separating the male and female

groups during the entire period being urea, isobutyrate, dimethylamine, tyrosine,



TMAO, taurine, 2-hydroxyisobutyrate, alanine, 4-hydroxyphenylacetic acid, trans-
aconitate, trimethylamine, dimethylsulfone, and methylguanidine. When analyzing the
metabolomic profiles of male and female athletes over the course of a football
season, it was observed that, although both sexes showed significant changes,
women exhibited greater variability in their metabolomic profiles. These metabolites
reflect not only the body’s physiological responses to exercise but also the complex
interactions between biological factors such as energy metabolism and hormonal
regulation, which are more pronounced in females. Our study demonstrated that the
greater variability observed in women suggests that, to optimize training and
performance, it is essential for training protocols and recovery strategies to be
personalized, taking into account sex differences and their respective biological
responses to exercise stimuli. This type of analysis can help refine training
approaches, maximizing performance and minimizing the risk of injury, highlighting
the importance of not neglecting the sex factor when designing training programs for

professional athletes.

Keywords: Soccer; Female; Female athlete; Metabolomic profile; Metabolomics.
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1. INTRODUCAO

1.1 PROBLEMATIZACAO

O futebol é um dos esportes mais populares do mundo, tendo a categoria
feminina ganhado espago nos ultimos anos no cenario profissional. No periodo entre
2000-2006, a Federacédo Internacional de Futebol (FIFA) estimou que o niumero de
jogadores de futebol profissionais ativos aumentou 9%, passando de 242 para 265
milndes de atletas. Isso representou um ganho de mais de 4 milhdes de atletas
femininas registradas, passando de 21,9 para 26 milhdes atletas mulheres (FIFA,
2007). Em 2014, havia 30,1 milhdes capacitando ativamente (FIFA, 2014). Apesar
do aumento de praticantes, esses dados tornam claro que a quantidade de mulheres
€ apenas uma fracdo no universo de jogadores de futebol. Isso levou a Fifa a
estabelecer como meta aumentar o numero de mulheres participando do futebol.

O futebol feminino vem apresentando consideravel evolucdo e
reconhecimento mundial, mas nem sempre a historia foi assim. A pratica de futebol
feminino foi proibida em varios paises, como Franca, Alemanha e Inglaterra. No
Brasil, por exemplo, em 1941 houve a proibicdo da pratica do futebol por mulheres,
baseado em discursos que argumentavam que esse esporte ia contra a feminilidade.
Essa narrativa estava fundamentada em explicacées morais e fisioldgicas de carater
pseudocientifico, sustentada por noc¢des eugenistas, que visualizavam o futebol
como incompativel com as mulheres, que seriam consideradas “frageis” e “déceis”.
(BONFIM, 2023). A modalidade era alvo de intenso preconceito, gerando a
sua proibicdo durante a década de 40. Somente em 1981 se tem no Brasil a
oficializacdo da modalidade, e em seguida a sua regulamentacdo como
esporte em 11/04/1983, pelo extinto Conselho Nacional de Desportos (CND). A partir
desse fato, a modalidade experimentou um periodo de intenso crescimento de
equipes no pais e ao redor do mundo. Em 1991, devido a esse aumento
significativo, a FIFA organizou a primeira Copa do Mundo Feminina (TAMASHIRO;
GALATTI, 2018).

O futebol feminino representa um desafio as ideias binarias de género,
refletindo as tensbes e os discursos de género no Brasil (BONFIM, 2023). Nesse
contexto, a pratica do futebol por mulheres vai além da competicdo esportiva,
tornando-se uma forma de resisténcia e expressdo das dinadmicas de género que

ainda permeiam a sociedade. A adaptagéo ao treinamento esportivo, particularmente
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no futebol, envolve um complexo processo de gerenciamento da carga de
treinamento. Um componente-chave desse processo € 0 gerenciamento diario e a
manipulacdo da carga de treinamento externo (como minutos/horas, distancias de
corrida, velocidades de corrida via GPS), frequentemente ajustado com base nas
respostas internas do corpo, como a frequéncia cardiaca e a classificacdo do
esforco percebido. As respostas internas subsequentes, como 0 bem-estar subjetivo,
a producdo de forca muscular e a recuperacdo da frequéncia cardiaca, também
desempenham um papel crucial na adaptacdo e na performance dos atletas,
destacando a importdncia de uma abordagem individualizada e sensivel as
diferencas biologicas de género, que devem ser levadas em consideracdo para
otimizar o desempenho e a saude das jogadoras de futebol.

Devido ao dominio significativo dos homens neste esporte, o planejamento
dessas estratégias de treinamento para mulheres tem sido frequentemente
marginalizadas. Entre muitos estudos sobre os aspectos de adaptacdes fisioldégicas
de jogadores de futebol, poucos envolveram mulheres. Ha poucos estudos clinicos
em esporte para jogadoras desta modalidade esportiva. E possivel constatar um
avanco na compreensao das caracteristicas de desempenho e jogo do futebol
masculino, que ndo é acompanhado pelo mesmo progresso na quantificacdo dos
atributos fisicos, técnicos e tacticos de jogadoras mulheres (BRADLEY et al., 2014).
Isso acarreta a um cenario onde o treinamento de atletas mulheres de futebol
comumente apenas imita os processos de treinamento do futebol masculino. Diante
disso, o0 sexo bioldgico dos atletas € um fator critico frequentemente negligenciado a
ser considerado.

As demandas fisicas derivadas do jogo de futebol impem um desgaste
fisiolégico significativo aos atletas, que varia de acordo com suas caracteristicas
individuais. O monitoramento individual das cargas de treinamento tem sido topico
de atencdo para um melhor desempenho fisico, recuperacédo e prontiddo para o
esforco (CASAMICHANA et al., 2013; DJAOUI et al., 2017; WARD et al., 2018). Se &
reconhecida a necessidade de atencdo a carga individual de treinamento de
diferentes atletas, os aspectos fisioldgicos exclusivos das mulheres ndo podem ser
ignorados, como por exemplo as variacdes nos niveis de hormonios femininos
durante as diferentes fases do ciclo menstrual (EMMONDS; HEYWARD; JONES,
2019). Esses cuidados individuais especificos podem ser fundamentais para
aprimorar o desempenho e preservar a saude das atletas do sexo feminino. Muitas

pesquisas no campo das ciéncias do esporte foram realizadas em homens
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(COSTELLO; BIEUZEN; BLEAKLEY, 2014), e os resultados dessas pesquisas tém
sido inadequadamente aplicados as atletas do sexo feminino (EMMONDS;
HEYWARD; JONES, 2019).

Uma maneira de se compreender melhor diferencas fisiolégicas entre grupos
com caracteristicas distintas é compara-los usando técnicas de Metabolémica. A
Metabolémica é uma abordagem bioldgica sistemética para o estudo de metabdlitos
no organismo, com foco no metabolismo de pequenas moléculas em organismos
biologicos. A pesquisa dos metabdlitos pode rastrear marcadores diferenciais e
examinar vias e mecanismos metabdlicos. Metabdlitos sdo produtos intermediarios
ou finais do metabolismo em uma amostra biolégica (FIEHN, 2002). O conjunto de
todos os metabodlitos de baixa massa molecular (até 1500 Da), presentes ou
alterados em um sistema biologico, € chamado de metaboloma (do inglés,
metabolome) (OLIVER et al.,1998). A pesquisa relacionada a metabdlitos vem sendo
desenvolvida ha décadas, porém Nicholson et al. (1999) definiram a metabondmica
(do inglés, metabonomics), como sendo a medida quantitativa da resposta
metabdlica de um sistema biologico apds estimulos fisiopatoldégicos ou modificacbes
genéticas. Ja o termo metabolémica (do inglés, metabolomics) foi introduzido FIEHN
(2001), como sendo a analise abrangente e quantitativa do metaboloma de um
sistema bioldgico.

Aplicada ao esporte e a ciéncia do exercicio, a metabolédmica permite
investigar a influéncia do exercicio sobre a fisiologia do atleta, fornecendo
informacdes Uteis sobre as vias metabolicas afetadas por exercicio fisico e sobre
possiveis metabdlitos a serem utilizados para medir o desempenho fisico do
individuo (PINTUS et al., 2020). Para a sele¢do de amostras metabdlicas, sangue e
urina sdo tipicamente utilizados em testes em humanos devido a conveniéncia da
amostragem (MARTIN-LORENZO et al.,,2017; DYKSTRA et al.,2017), sendo
possivel a andlise simultdnea de um grande nimero de metabdlitos. A urina é um
biofluido que oferece a vantagem de ser amostrado de forma nado invasiva
(MUKHERJEE et al., 2014; DASKALAKI et al., 2015). Estudos recentes examinando
alteracOes induzidas pelo exercicio no perfil metabdlico da urina sugerem que 0
metaboloma urinario também pode fornecer informacdes valiosas sobre a fungéo
fisiolégica de todo o corpo (ENEA et al., 2010; PECHLIVANIS et al., 2010).

A esportdmica, aplicacdo da metabolémica no esporte, tem sido utilizada em
diferentes estudos, dos quais dois foram realizados em jogadores de futebol
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(PRADO et al., 2017; QUINTAS et al., 2020; MARINHO et al., 2022; GOUVEIA et al.,
2024).

Considerar os processos adaptativos em jogadoras profissionais de futebol
feminino de maneira dissociada das evidéncias construidas com atletas masculinos,
pode aprimorar as estratégias usadas para o treinamento fisico e andlise da
adaptacdo do metabolismo da mulher atleta. Esse processo passa pela
compreensao de como se apresenta a prontidao fisioldgica para o jogo de jogadores
de futebol de diferentes sexos biologicos. Deste modo a metabolémica pode ter a
funcé@o de identificar novos bioindicadores e suas vias, ou ainda, de ser aplicada
para uma melhor nocéo de fatores fisiologicos que atuam no desempenho de atletas

ao nivel molecular.

1.2 PROBLEMA

A ciéncia do esporte muitas vezes lida com processos de treinamento para
atletas de futebol masculino e feminino de maneira intercambiavel, como se
partissem do mesmo estado de prontiddo metabdlica. Contudo, as diferencas entre
esses atletas podem ter carater complexo e multifatorial, indo do sexo biolégico até
os diferentes aspectos de investimento financeiro, de espaco, de comissao técnica e
até mesmo de producdo cientifica nas categorias masculina e feminina. Sendo
assim, a compreensao do impacto provocado por esse conjunto de fatores pode
ajudar a balizar cuidados imediatos individualizados a serem tomados com equipes
femininas. Por isso, a compreensédo das possiveis diferencas metabdlicas apontadas
pela Metabolémica pode trazer nova luz a visdo de como essas diferengas precisam

ser lidadas nos processos de treinamento.

1.3 HIPOTESE

O estudo ira trabalhar com 2 hipoteses:

1 - Considerando as diferencas levantadas entre homens e mulheres atletas
de futebol, e a aplicacdo promissora da Metaboldmica para identificar o estado
metabdlico de atletas de futebol, a analise metabolémica tera sensibilidade para
diferenciar o perfil metabolémico dos atletas mulheres e homens.

2 — Considerando possiveis flutuagbes oriundas das fases do ciclo

menstrual, é esperado que as atletas do sexo feminino apresentem uma maior
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variabilidade no seu perfil metabolémico ao longo da temporada do que os atletas do

sexo masculino.

1.4 JUSTIFICATIVA

E dificil a comparacdo equivalente entre grupos de atletas masculino e
feminino devido ao fato de que as diferencas metabodlicas podem ser mediadas néo
s6 pelo sexo biologico, como também pelos aspectos fenotipicos das duas
modalidades (investimento em material humano, instala¢cdes, nimero de praticantes,
etc).

Até o momento existe uma sub-representacdo de mulheres em estudos
clinicos em esportes, incluindo o futebol. As pesquisas disponiveis sobre as
demandas do futebol feminino tém se concentrado principalmente em descrever o
volume, a intensidade e os padrbes de atividade das jogadoras (DATSON et al.,
2014).

Estudos indicam que as cargas fisioldgicas relativas durante partidas oficiais
sdo semelhantes entre os géneros, sugerindo que o sistema aerobico é fortemente
sobrecarregado durante as partidas e particularmente durante periodos intensos
(BANGSBO, 1994; KRUSTRUP et al., 2010; STOLEN et al. 2005). No entanto, as
jogadoras parecem possuir uma menor capacidade fisica do que os jogadores do
sexo masculino em toda uma gama de testes de aptidao aerdbica e anaerdbica
(RHODES; MOSHER,1992; TAMER et al., 1997; MUJIKA et al, 2009).

Diferencas em atividades de alta intensidade durante uma partida também
sdo observados por sexo (EKBLOM, 1986; KRUSTRUP et al., 2005), nivel de
treinamento (KRUSTRUP; BANGSBO, 2001), periodo de competicdo (MOHR et al.,
2003; RAMPININI et al., 2007), nivel de competicdo, estilo de jogo e fatores
ambientais (REILLY, 1996).

Assim, ndo é surpreendente que os estudos relataram que a alta intensidade
as distancias percorridas em partidas femininas de elite sdo ~ 30% menor do que
seus colegas do sexo masculino de um semelhante nivel competitivo e idade
(KRUSTRUP et al., 2005; MOHR et al, 2008; ANDERSSON et al, 2010).

A analise do desempenho desportivo permite ao treinador, aos jogadores e a
equipe técnica avaliar objetivamente e, assim, melhorar seu desempenho esportivo

(KUMAR, 2014). No entanto, ha um nuamero limitado de pesquisas atualmente sobre
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as diferencas em capacidade entre jogadoras de elite competindo em diferentes
niveis de competicao.

A desigualdade de sexo e género nas pesquisas e projetos tem sido
negligenciada, limitando a transferéncia e aplicabilidade dos avancos cientificos a
pratica para as mulheres. Durante décadas, a maioria das pesquisas cientificas e
inovagdes no campo esportivo foi voltada, predominantemente, para o desempenho
masculino, com uma compreensao insuficiente das necessidades fisioldgicas,
psicolégicas e sociais das mulheres no esporte. Isso se reflete na falta de estudos
que levem em consideracdo as especificidades do corpo feminino, como as
variagdes hormonais ao longo do ciclo menstrual, a anatomia diferente, a
predisposicao a certas lesdes, e as barreiras socioculturais que podem influenciar a
participacdo e o desempenho das mulheres em varias modalidades esportivas.
Considerando as diferencas fisioldgicas entre homens e mulheres, além de fatores
externos como o0 processo de treinamento, alimentacdo e questdes sociais que
impactam o investimento nas modalidades esportivas, é plausivel a hipotese de que
as diferencas sejam proeminentes o bastante para que a modalidade tenha atencéo
especifica. Neste contexto, o presente estudo se destaca também pelo expressivo
namero de partidas analisadas e pelo tamanho amostral robusto, o que representa
um avanco metodoldgico importante diante da escassez de dados disponiveis na
literatura sobre o futebol feminino de alto rendimento. Tal conhecimento pode ajudar
a desenvolver programas de treinamento potencialmente eficazes que visem
resultados fisiolégicos especificos ou que promovam a salde geral para populacdes-
alvo.

A Metaboldmica pode ser uma ferramenta para compreender as mudancas
em vias metabodlicas especificas provocadas pelo processo de treinamento,
utilizando-se da urina por ser um biomeio ideal para o estudo de doencas e que esta
prontamente disponivel, é facilmente obtida e menos complexa do que outros fluidos
corporais. O uso da Metabolébmica poderia trazer informagfes pertinentes para
melhor compreensao do sistema de treinamento que muitas vezes segue uma légica
de caixa preta (BULLOCK et al., 2022; CALVERT et al., 1976), onde é muito bem
conhecida a entrada (estimulo de treinamento, alimentacdo, aspectos ambientais e
sociais) e a saida (desempenho), porém menos conhecidos 0s pormenores
fisiolégicos do funcionamento biolégico que intermediam esse sistema complexo.

Aplicada ao esporte e a ciéncia do exercicio, a metabolémica permite

investigar a influéncia do exercicio sobre a fisiologia do atleta, fornecendo
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informacdes Uteis sobre as vias metabolicas afetadas por exercicio fisico e sobre
possiveis metabodlitos a serem utilizados para medir o desempenho fisico do
individuo e sua capacidade. Essa abordagem decorre do desejo de determinar as

demandas metabdlicas do jogo de futebol feminino em relacdo ao masculino.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1Objetivo Geral

Descrever as diferencas no perfil metabolémico entre mulheres e homens
atletas, de um ponto de vista transversal e longitudinal, fazendo inferéncias sobre

seus impactos no perfil metabolomico ao longo da temporada.

1.5.2 Objetivos Especificos

Comparar as diferencas metabdlicas entre mulheres e homens atletas
profissionais no momento baseline.

Descrever a variabilidade metabdlica ao longo de uma temporada de jogos
de mulheres atletas de futebol.

Descrever a variabilidade metabdlica ao longo de uma temporada de jogos
de homens atletas de futebol.

Comparar diferencas metabdlicas entre mulheres e homens atletas ao longo

da temporada esportiva.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS SOCIOCULTURAIS DO FUTEBOL FEMININO

A primeira partida internacional de futebol feminino registrada aconteceu em
Easter Road, Edimburgo, em 1881, entre os times da Escocia e da Inglaterra. O jogo
feminino evoluiu lentamente desde entdo, embora tenha experimentado um
crescimento importante com a Primeira Guerra Mundial, porque a maioria dos
homens se juntou ao exército e as mulheres ocuparam seu lugar nas fabricas e
também no campo (BURKE, 2005). No Brasil, a primeira partida que ocorreu
oficialmente foi em 1921, por mulheres do bairro Tremembé e Cantareira, entretanto
a midia tratou a partida como uma pratica “curiosa”, mostrando como a sociedade
compreendia o futebol como sendo um esporte bruto e impréprio para mulheres
(TAMASHIRO; GALATTI, 2018).

Foi por meio das festas esportivas organizadas por clubes que as mulheres
experimentaram as primeiras experiéncias com o futebol no Brasil, ainda que de
maneira desinteressada e ndo competitiva. Esses momentos figuraram em uma
possibilidade de emancipacdo feminina na vida social. Em 1991 foi realizada a
primeira Copa do Mundo internacional feminina da FIFA, enquanto a primeira Copa
do Mundo internacional masculina da FIFA ja tinha sido realizada ha 61 anos atras
no ano de 1930. Tal fato se da por conta da proibicdo do futebol feminino por parte
de alguns paises como Franca em 1932, Alemanha em 1955, na Inglaterra pela
Footbol Asssociation em 1921 e incluindo nesse rol de paises o Brasil que teve sua
proibicdo em 1941 (VOTRE; MOURAO, 2003).

Com a formulacao de diretrizes para o desenvolvimento do esporte a partir
da formalizacdo do Decreto-Lei n°® 3.199, outorgado por Getulio Vargas, em 1941,
decretava-se a proibicdo do futebol feminino em solo nacional, por ser incompativel
com a “natureza fragil” das mulheres (BONFIM, 2023, p. 111). As mulheres foram
impedidas de participar de esportes como futsal, futebol, rugby, polo aquatico, lutas
e halterofilismo. Esse impedimento durou 38 anos, sendo revogado somente no ano
de 1979 (SALVINI; MARCHI, 2016).

Mesmo com a revogacédo da lei que proibia as mulheres de jogarem futebol
na década de 70 dando inicio a uma jornada nova para a modalidade entre as
mulheres, o fim da proibicdo, ndo fez mudancas significativas. O futebol feminino

nao comecgou a receber estimulos de federagbes e clubes. Aléem de n&o ter sido
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regulamentado e continuar tendo proibicbes pelo pais (MOREL; SALLEA, 2006).
Apenas em 1983 com a regulamentacédo, permitiram que se pudesse competir, usar
estadios, criar calendarios, ensinar nas escolas. Clubes como Saad e Radar tiveram
surgimento pioneiros no profissionalismo, e tornaram-se os times competitivos da
época (SALVANI; MARCHI, 2016).

A presengca das mulheres no universo esportivo brasileiro tem se
demonstrado, ao longo da histéria, um processo cerceado de controvérsias e
dilemas. Um indicio disso se deu ja nas primeiras décadas do século XX, quando
algumas modalidades esportivas eram indicadas as mulheres pelos beneficios a
saude, a maternidade ou por reforcarem atributos "feminis", enquanto outras eram
proibidas por esbarrarem nas prerrogativas higienistas e eugenistas que entdo se
instauravam no pais (SALVINI; MARCHI JUNIOR, 2015). Prevalecendo a ideia de
renovagao populacional, o corpo feminino acabou assumindo, sobretudo, o papel de
reproduzir e gerar filhos fortes e saudaveis que defenderiam a entdo nacgéo
emergente.

Por representacfes estigmatizantes no contexto do futebol feminino
brasileiro entendesse que 0s mesmos se constroem pela auséncia de caracteres
socialmente aceitos e entendidos como de feminilidade nessa pratica (tais como:
graciosidade, acfes delicadas, cuidados de beleza etc.). Esse fator, por sua vez,
promove em individuos desinformados, preconceitos de cunho sexista frente as
mulheres que praticam esse esporte, de modo que as atletas jogadoras de futebol,
somente pelo fato de praticarem essa modalidade passam a ser automaticamente
caracterizadas como desacreditaveis do seu papel feminino (GOFFMAN, 1988).

Uma representacao é "socializada", moldada e modificada para se ajustar a
compreensao e as expectativas da sociedade em que é apresentada. Aplicando-se
essa visdo ao futebol feminino brasileiro com respaldo nos proprios relatos das
atletas evocados, é possivel entdo dizer que essa representacdo construida e
moldada sob o0s preceitos das expectativas sociais, se pauta, sobretudo, na
exposicdo de atributos de feminilidade fomentados em diferentes espacos sociais
gue nao o esportivo - espago que, por muitos anos, foi territorio exclusivo do publico
masculino. Ao mesmo tempo, essas expectativas sociais também incidem no
ocultamento de possiveis nuances de masculinizacdo das jogadoras, visando, dessa
maneira, diminuir ou evitar que se contemporize o estigma de que a mulher
brasileira que joga futebol é isenta de atributos de feminilidade (GOFFMAN, 2011).

No Brasil, especificamente, a trajetéria que o futebol feminino percorreu apresenta
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aspectos que se diferenciam do futebol masculino. Por exemplo, a experiéncia
nacional do futebol feminino € marcada por inUmeras complicacdes e restricbes em
face do contexto social da mulher esportista no pais e pela construcdo estabelecida
de que o futebol é o esporte nacional masculino (MORAES, PEREIRA e ANTUNES,
2017).

A nocdo de preconceito nesse esporte é uma temédtica recorrente
(TEIXEIRA, 2013) que abrange desde preconceitos com relagdo ao género, que por
sua vez, questionam a sexualidade das atletas (DARIDO, 2002; GOELLNER, 2005;
KNIINIK, 2006), como com relacdo a pouca visibilidade midiatica (MOURAO;
MOREL, 2005; SOUZA; KNIJNIK, 2007; MARTINS; MORAES, 2007) também a falta
de incentivo financeiro e de campeonatos (SALVINI, 2012; FRANZINI, 2005). No
entanto, outra nocdo que acompanha as reflexdes acerca do futebol feminino é a
nocao de resiliéncia (BORGES; LOPES; ALVES, 2007), ou mesmo, de forga de
vontade para se manterem na pratica mesmo com tantos fatores contrarios.

A mudanca de atencdo dada ao futebol feminino passa pela necessidade de
gue haja consumo (SALVINI; MARCHI, 2016). Para que exista o consumo, deve
haver inicialmente algum tipo de oferta, seja de produtos, de equipes, de
campeonatos, ou de modo abrangente, de incentivo. E, concomitantemente a oferta,
deve haver demanda. No entanto, para que seja criada uma demanda que venha a
consumir essa modalidade, as jogadoras sao incentivadas (pelos diretores, clubes e
também patrocinadores) a se apresentarem de maneira mais proxima a
normatividade do género feminino, dentro e fora dos gramados. Essa nova
roupagem na apresentacdo das jogadoras se da no sentido de desmistificar o
esteredtipo de jogadora de futebol que ndo cuida da aparéncia fisica para além das
atribuicdes do esporte (SALVINI; MARCHI, 2016).

O preconceito, seja de género ou pela falta de incentivo, caracteriza-se
como violéncia simbdlica, que consiste em uma violéncia que se exerce com a
cumplicidade tacita dos que a sofrem e também, com frequéncia, dos que a
exercem, na medida em que uns e outros sao inconscientes de exercé-la ou de
sofré-la (BOURDIEU,1997). Dessa forma, a necessidade de atrelar a jogadora de
futebol aos atributos considerados normativos do género feminino, intenta alargar as
fronteiras do consumo dessa modalidade, aproximando a jogadora do corpo
consumido pela sociedade patriarcal.

Discorrer acerca da historia do futebol feminino brasileiro estd além de

relembrar gols, derrotas, vitrias, lances marcantes e seus protagonistas. E
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apresentar a historia da resisténcia, barreiras superadas e descaso. Trazer a
memaoria, como ja visto, periodos de proibicdo, amadorismo e preconceito (SALVINI;
MARCHI, 2016).

O esporte é uma atividade fisica em constante desenvolvimento, construida
e determinada conforme uma perspectiva sociocultural, e em franco processo de

profissionalizagcédo, mercantilizacdo e espetacularizacado (SALVINI; MARCHI, 2016).

2.2 DEMANDAS DO FUTEBOL FEMININO

O futebol feminino profissional, semi-profissional e comunitario € um dos
esportes que mais cresce em todo o mundo (AFL, 2018; MARTINEZ-LAGUNAS;
NIESSEN; HARTMANN,2014). O interesse pelo futebol feminino tem crescido
exponencialmente nos ultimos anos. Em todo o mundo, a FIFA esta comprometida
em aumentar o numero de jogadoras de futebol feminino para 60 milhdes até 2026.
(FIFA, 2019). Esse objetivo é parte de um esforco continuo para promover a
igualdade de género no esporte e dar mais visibilidade e oportunidades para as
mulheres no futebol.

Diferentemente do futebol masculino, os incentivos no futebol feminino no
Brasil sdo notavelmente insuficientes, o que impede que o pais seja visto como uma
referéncia mundial na modalidade. Enquanto o futebol masculino conta com um
sistema estruturado de investimentos, midia e apoio institucional, o futebol feminino
enfrenta sérias dificuldades, como a falta de visibilidade, patrocinios e até mesmo
infraestruturas adequadas para o treinamento das atletas. Para que o Brasil se torne
uma poténcia no futebol feminino, € necesséario aumentar os investimentos, fomentar
o interesse e garantir uma melhor organizacdo da modalidade em todos os niveis,
desde as categorias de base até os times profissionais.

Na categoria profissional feminino, assim como no masculino, cabe aos
treinadores e equipe de apoio o planejamento da rotina de treinamento, alimentacao
e descanso, a fim de otimizar seu desempenho. Mas, em contraste com o futebol
masculino profissional, e em grande parte devido a explosdo da participacao
feminina, a ciéncia tem tido dificuldades para acompanhar a demanda por estudos
baseados em evidéncias para informar a pratica (OKHOLM KRYGER et al., 2022), a
medida que as jogadoras fazem a transigdo do nivel amador para o profissional.

Em qualquer nivel do futebol, planos taticos eficazes exigem movimento

coordenado dos jogadores ao redor do campo. O desempenho de habilidades
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técnicas para completar as principais a¢fes de match complementa esses
movimentos. Esses fatores determinam as exigéncias fisicas do futebol. Alguns
autores sugerem que as demandas do futebol feminino de elite contemporaneo
estdo aumentando (BRADLEY et al., 2014, MOHR et al., 2008), mas isso ainda néo
foi determinado devido a disponibilidade limitada de dados sobre jogadoras
competindo no mais alto padrao competitivo do futebol, como a Liga dos Campedes
da Unido das Associacdes Europeias de Futebol (UEFA).

Embora existam algumas discrepancias na definicdo especifica de atividade
de sprint repetida, a maioria dos artigos usa classificagbes amplas que incluem
vérias corridas de alta velocidade e/ou corridas dentro de um determinado periodo
de recuperacdo, por exemplo (DATSON et al, 2019). Estudos indicam que, em
média, as mulheres tendem a ser cerca de 10 a 12% mais lentas do que os homens
em uma ampla gama de atividades fisicas, incluindo corridas de alta velocidade
(MCCLELLAND; WEYAND, 2022). No entanto, é importante notar que essas
diferencas podem ser influenciadas por diversos fatores, como treinamento, genética
e caracteristicas individuais.

No futebol, o modo de exercicio é intermitente e o desempenho esta
relacionado a capacidade dos jogadores de realizar séries repetidas de exercicios
de alta intensidade intercaladas por periodos de recupera¢do (MOHR; KRUSTRUP;
BANGSBO, 2005; BANGSBO; MOHR; KRUSTRUP, 2006; Bradley et al., 2009);
KRUSTRUP et al., 2010).

A distancia percorrida em atividades de alta intensidade é geralmente
calculada aplicando limiares de velocidade especificos aos movimentos dos
jogadores, sendo que corridas de alta intensidade sdo consideradas aquelas acima
de 20 km/h, enquanto corridas moderadas variam entre 14 km/h e 20 km/h. Em
seguida, calcula-se a quantidade de atividade que ultrapassa esses limites
estabelecidos (MARA et al., 2017).

2.3 FISIOLOGIA COMPARADA - HOMENS VS MULHERES ATLETAS

O sexo biolégico € um determinante primario do desempenho em muitos
eventos atléticos e tarefas fisicas. Em eventos atléticos e esportes que dependem
de resisténcia, forca muscular, velocidade e poténcia, os homens normalmente
superam as mulheres por causa das diferencas sexuais fundamentais ditadas por

seus cromossomos sexuais e horménios sexuais na puberdade, em particular, a
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testosterona (HUNTER et al., 2023). Ansdell e colaboradores (2020) em seu estudo
defendem que os efeitos do sexo biologico sobre as respostas agudas e cronicas
devem ser estudados e considerados na prescricdo de exercicio aerdbio, assim
como qualquer intervencdo que vise a otimizacdo da funcgéo fisiolégica. Completa
afirmando que evidéncias emergentes sugerem que a resposta dos sistemas
fisiolégicos ao exercicio difere entre homens e mulheres, destacando evidéncias de
gue os limiares metabdlicos integrativos durante o exercicio séo influenciados por
diferencas fenotipicas entre os sexos ao longo de varios sistemas fisiolégicos, dando
destaque a influéncia dos hormdnios sexuais enddégenos e exdgenos nas respostas
fisiolégicas ao exercicio em mulheres.

Com relacéo as diferencas anatémicas de sexo no cérebro, aparecem durante
o inicio da vida, quando os surtos intrauterinos e poOs-natais de testosterona
masculinizam o cérebro masculino (MCCARTHY, 2016). Sendo a testosterona um
fator impulsionador de massa muscular, diferencas de sexo claras existem. O que
pode ser demonstrado por atletas masculinos de elite que em média possuem mais
massa muscular do que atletas femininas de elite, para qualguer peso
corporal (HEALY et al., 2014). Os homens tém aproximadamente o dobro da area de
seccdo transversa do musculo superior do corpo e 30% mais area de seccédo
transversal do musculo inferior do corpo em relacdo as mulheres (SALE et al, 1983).

As diferencas anatémicas e fisioldgicas entre 0s sexos no corpo humano séao
impulsionadas pela testosterona, diferencas de sexo as quais podem ser
arquitetbnicas (permanentes) ou podem ser influenciadas por concentracdes de
testosterona circulantes em nivel adulto (modificaveis). As diferencas sexuais
permanentes que afetam o desempenho atlético envolvem o cérebro, estrutura
esquelética e sistema cardiorrespiratorio. Diferencas modificaveis entre os sexos
incluem efeitos da testosterona sobre massa e forca muscular e capacidade
aerdbica (HEATHER, 2022).

As mulheres atletas sdo conhecidas por serem menos fortes e potentes do
gue homens igualmente treinados (BISHOP; CURETON; COLLINS, 1987), a forca
muscular das mulheres é tipicamente relatada na faixa de 40 a 75% da dos homens
(MIYASHITA; KANEHISA, 1979). A massa muscular e a poténcia dos membros dos
homens podem ser duas vezes maiores do que as das mulheres em varias faixas
etarias (ALCAZAR et al., 2020; SUNDBERG et al., 2018) com maiores diferencas de
massa e forgca muscular na parte superior do corpo do que na parte inferior do corpo
(HUBAL et al., 2005; SENEFELD et al., 2013; BARTOLOMEI et al., 2021). Acredita-



25

se que as caracteristicas do musculo esquelético que realiza o exercicio influenciam
a provisao de energia, a resisténcia a fadiga e a adaptabilidade a longo prazo ao
exercicio (WESTERBLAD; BRUTON; KATZ, 2010) portanto, qualquer diferenca
entre os sexos nessas qualidades fisiol6gicas poderia influenciar as respostas ao
exercicio agudo e crénico. Nesse contexto Ansdell e colaboradores (2020) defendem
a possibilidade de que programas de treinamento baseados em dados obtidos de
participantes do sexo masculino levem as mulheres a receber uma "dosagem" de
exercicio potencialmente subotima. Além disso, o0 ciclo menstrual, processo
fisiologico feminino continuo, € caracterizado por flutuagdes ciclicas nos horménios
sexuais femininos estrogénio e progesterona. Esses hormonios sexuais flutuantes
influenciam tanto na reproducdo quanto em varias vias fisiolégicas, particularmente
aguelas relevantes para o exercicio (EMMONDS; HEYWARD; JONES, 2019).

Por exemplo, sabe-se que os hormdnios estrogénio e progesterona sao
influentes na modulacdo da cognicédo, termorregulacdo, metabolismo de substratos e
inflamacédo, os quais podem influenciar a capacidade de exercicio (AU et al., 2016;
CHARKOUDIAN; STACHENFELD, 2014; HACKNEY, 2021; VAN WINGEN et al,
2011).

As flutuagdes nos hormonios sexuais femininos, como estrogénio,
progesterona, horménio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH)
caracterizam as subfases de um ciclo menstrual eumenorréico (REED; CARR,
2015). Aproximadamente 67%-91% das atletas de elite do sexo feminino s&o
eumenorréicas (DADGOSTAR et al., 2009; VERRILLI et al.,2018) e cerca de metade
das atletas eumenorréicas ndo utilizam contraceptivos hormonais (MARTIN et al.,
2018; LARSEN et al.,, 2020). Sugerindo desta forma que uma proporcéo
consideravel de atletas do sexo feminino pode experimentar flutuagcdes hormonais

ciclicas.

2.4 METABOLOMICA

A metabolbmica € uma disciplina voltada para estudar as alteracdes
metabdlicas que ocorrem em condi¢cdes fisiologicas e patologicas (LINDON;
NICHOLSON; HOLMES, 2006). Uma técnica poderosa para a descoberta de novos
biomarcadores e elucidacdo de vias bioguimicas para melhorar o diagnaostico,
prognéstico e terapia. Em particular, pode fornecer uma imagem do que esta

acontecendo no nivel celular em resposta a fatores como dieta, estilo de vida,
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presuncdes sobre drogas e doencas. Este objetivo é alcancado pela analise de
fluidos biologicos, células e tecidos, realizada por um uso combinado de ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria e/ou espectrometria de massa com
ferramentas de andlise estatistica multivariada (VEENSTRA, 2012; DETTMER,;
ARONOV; HAMMOCK, 2007).

Os metabolitos podem ser produzidos em todos os niveis das células de um
organismo, organelas, tecidos, 6rgéos, fluidos corporais entre outros (LINDON,et al,
2004). Toda atividade fisiolégica no corpo tem que ser regulada e influenciada por
metabdlitos. A metabolémica, definida como "medida quantitativa da resposta
metabdlica dindmica multiparamétrica de sistemas vivos a estimulos fisiopatologicos
ou modificacdo genética”, permite a avaliacdo de uma ampla gama de metabdlitos
enddgenos e exdgenos com potencial impacto na investigacdo do estado fisiolégico,
diagnostico de doencas, descoberta de biomarcadores e identificacdo de vias
bioquimicas perturbadas (ZHOU et al.,2009; ZHANG et al.,2012). A urina contém
varios metabdlitos eliminados pelos rins, que séo filtrados pelos glomérulos
plasmaticos, excretados pelos tubulos renais e secretados pelo sistema urogenital.

Muitos estudos que tém sido realizados recentemente usando metabolémica
para monitorar a resisténcia dos jogadores e projetar adequadamente programas de
treinamento (QUINTAS et al, 20201;VIKE et al., 2022) relataram que alguns
metabdlitos na urina, como xantina, acidos graxos e acidos biliares primarios,
poderiam ser usados como biomarcadores para mudancas pré e pos-temporada em
atletas de futebol. Além disso, Kim et al. (2016) e Jang et al. (2018) relataram que,
guando os atletas sofriam danos no musculo esquelético, os niveis de creatina
guinase e mioglobina bem como os de aminoacidos, acidos organicos e acucares,
eram alterados.

O exercicio induz mudancas generalizadas em todo o corpo em uma
complexa rede de sinalizacdo causada por ou como resposta ao aumento da
atividade metabolica dos musculos esqueléticos em contracdo (HAWLEY et al.,
2014). Os resultados até o momento na pesquisa esportiva metabolémica
mostraram mudancas induzidas por exercicios de curto e longo prazo nas vias
metabdlicas, incluindo os metabolismos de aminoacidos e ATP, glicolise, beta-
oxidacdo de &cidos graxos livres e corpos cetdnicos e a regulagdo positiva de
diferentes sistemas antioxidantes (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006; GOROSTIAGA et
al., 2016; PECHLIVANIS et al., 2015; DUFT et al., 2017). Mudancas nos protocolos

de treinamento tiveram impacto em metabdlitos relacionados aos metabolismos de
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ATP-PCr e lactato, purina, degradagcédo de acidos graxos e aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAA), metabolismos do glutamato e ciclo de Krebs, catabolismo de
triptofano e fenilalanina, estresse oxidativo e quebra de proteinas musculares
(PECHLIVANIS et al., 2010).

Com foco no futebol, mudancas de curto prazo nos perfis metabdlicos das
respostas de jovens jogadores profissionais do sexo masculino revelaram um
aumento significativo pos-exercicio nas acilcarnitinas envolvidas na oxidacdo de
acidos graxos e ligeiros aumentos nos metabolitos das purinas, especialmente
hipoxantina e xantina (Alzharani et al., 2020).

Um estudo recente avaliou alteragdes metaboldbmicas urinarias por RMN em
jogadores brasileiros de elite sub-20 em amostras coletadas imediatamente e 20
horas apds duas partidas de futebol. Os resultados obtidos mostraram perfil
metabolico diferente entre os atletas com maiores e menores valores de PSE.
Atletas com valores mais altos de PSE apresentaram um alto perfil de metabdlitos
relacionados ao dano muscular (por exemplo, creatina, creatinina e glicina) e
producdo de energia (por exemplo, creatina, formato, piruvato, 1,3 dihidroxiacetona)
20 horas ap0Os a partida de futebol (MARINHO et al., 2022). Coletivamente, 0s
resultados indicam que a metaboldmica pode detectar alteracbes ligadas a
adaptacdo fisiologica a carga externa, fornecendo informacdes sobre fadiga,
capacidade fisica e desempenho potencialmente Uteis em esportes competitivos
(GOUVEIA et al., 2024).

A influéncia das diferencas sexuais fenotipicas ao longo de muitos sistemas
fisiol6égicos (por exemplo, sistemas respiratorio, circulatério e hormonal, musculo
esquelético) nos limiares metabdlicos integrativos durante o exercicio foi revista
(Ansdell et al., 2020), e também é aceito que o0 sexo esta entre as variaveis
biolégicas mais relevantes que influenciam os perfis metabolémicos e lipidémicos
(AUDANO et al., 2018).

Por fim, a metabolédmica é uma éarea da biologia de sistemas que vem
ganhando forga na fisiologia do esporte nos ultimos anos. Envolve os produtos a
jusante da regulacdo e expressao génica, bem como a interacdo de um sistema
biolégico com o ambiente, fornecendo um instantaneo dinamico significativo de seu

nivel funcional.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esse estudo € do tipo descritivo observacional transversal/longitudinal, no
qual a amostra foi obtida por conveniéncia (THOMAS, NELSON e SILVERMAN,
2012).

3.2 POPULACAO/AMOSTRAGEM

A amostra foi selecionada de maneira ndo probabilistica por conveniéncia. O
tamanho amostral € composto por 49 atletas dos quais 18 séo atletas profissionais
do sexo feminino (idade 22,6 + 3,46 anos) que formam um dos times que realizam
seus treinos no estadio da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e competem na
categoria adulto, série A2 do campeonato brasileiro. Os demais 31 atletas s&o
jogadores de futebol profissional do sexo masculino (idade 18,91 + 0,82 anos)
pertencentes a uma equipe da primeira divisédo sub-20 do campeonato brasileiro.

As atletas do sexo feminino foram acompanhadas durante o campeonato
“Brasileirao” série A2 que compreendeu trés jogos e o campeonato “Rainha Marta”
com dois jogos, ao longo de aproximadamente trés meses compreendidos entre 27
de maio a 07 de agosto de 2022.

Os atletas do sexo masculino foram acompanhados a partir da 3a. Fase
Classificatéria do Campeonato Paulista sub 20 de Futebol 2022, o que totalizou 5

jogos ocorridos entre 30 de agosto a 19 de outubro de 2022.

3.3 ASPECTOS ETICOS

Antecedendo o inicio do estudo, todos os atletas foram esclarecidos a
respeito dos procedimentos a serem realizados durante o decorrer da pesquisa,
assim como a existéncia de possiveis riscos e beneficios. Ulteriormente assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A parte do estudo realizada com as atletas do sexo feminino faz parte de um
projeto maior intitulado “Analise e Melhoramento do desempenho do atleta”
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL) sob o numero CAAE: 29269020.8.0000.5013 e Parecer: 4297907, o
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estudo realizado com os atletas do sexo masculino também faz parte de um projeto
universal e igualmente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) sob o numero de CAAE
55909822.5.0000.501, e foi conduzido de acordo com a Declaragdo de Helsinki.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Neste estudo foram considerados como critérios de exclusao o fato de ter sido
afetado por depresséo, conter histérico de lesdo musculoesquelética nos ultimos 6
meses, apresentar doencas que possam causar interferéncia nos resultados da

pesquisa, fazer uso de drogas e recursos nutricionais ergogénicos.
3.5 DESENHO EXPERIMENTAL

Os atletas foram agrupados por sexo biolégico, sendo comparados 0s seus
perfis metabdlicos determinados por amostra de urina no momento linha de base
(baseline) antes do inicio das coletas de dados. Na sequéncia, os grupos fizeram
coletas de urina ao longo de dois meses de temporada esportiva, tomando o
momento antes de partidas oficiais previstas para 0s seus respectivos campeonatos
por um periodo de dois meses. Os momentos de pré-jogo foram selecionados nas
respectivas temporadas de forma que houvesse uma quantidade de dias compativel
para amostras de diferentes sexos bioldgicos (Figura 1). Os perfis metabdlicos da
amostra foram comparados com a finalidade de buscar diferencas ao longo do

processo de treinamento/recuperacado da temporada.

BASE LINE JOGO 1 JOGO 2 |_ JOGO 3 Jl JOGO 4 ||_ JOGO 5

FEMININO 05/06 o 18/06 o 26/06 02/07 @ 07/08
1

MASCULINO 30/08 o 05/09 ¢ 11/09 ¢ 16/09 @ 05/10 ¢ 19/10

Figura 1- Representacdo das datas das coletas ao longo do estudo e o nimero de dias

entre cada coleta de dados.

3.6 PROCEDIMENTOS GERAIS
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Para caracterizacdo da amostra, os individuos foram submetidos a uma
avaliacdo antropométrica para determinacdo da composi¢cdo corporal, por meio de
uma balanca/estadidmetro com precisédo de 100g e 0,5 cm (Welmy®, Santa Barbara
d'Oeste, Sao Paulo, Brasil) em que foram registrados o peso corporal e a altura. Em
seguida o percentual de gordura foi determinado de acordo com o protocolo de
Jackson; Pollock, 1978. Para a localizacdo dos pontos anatdmicos em que foram
medidas as variaveis antropométricas foi utilizado uma fita métrica metalica com
extensdo de 2m e precisdo de 0,1 cm (Sanny®, S&do Paulo, Brasil). Para a medicéo
das dobras cutaneas foi utilizado um plicobmetro com precisao de 0,1 mm (Lange®,
Estados Unidos da América).

3.7 COLETA DE DADOS

No periodo de 15 dias que antecedeu o inicio das competicfes, com o intuito
de estabelecer a linha de base do perfil metabdlico de repouso dos jogadores, foram
realizadas coletas de urina de todos os atletas. Para isso, utilizaram-se recipientes
de coleta universal esterilizaveis da marca Needs, com capacidade de 25 ml. Foi
orientado aos participantes que, nas 48 horas anteriores a coleta, evitassem o
consumo de bebidas alcodlicas e a pratica de atividades fisicas, a fim de minimizar

influéncias externas sobre o perfil metabdlico.

Além disso, no dia das partidas, para analise e verificacdo dos metabdlitos,
as coletas de urina foram realizadas antes do aquecimento de cada jogo, garantindo
que o movimento fisico durante a preparacdo para a partida ndo interferisse no
comportamento do metaboloma. O total de coletas realizadas incluiu 5 partidas para
as atletas do sexo feminino e 5 partidas para os atletas do sexo masculino, conforme

ilustrado na Figura 1.

Em seguida, as amostras coletadas do grupo de atletas feminino foram
levadas em recipiente térmico com gelo para armazenamento no LACAE e posterior
analise por Ressonancia Nuclear Magnética no Instituto de Quimica da UFAL. As
amostras do grupo de atletas masculino foram imediatamente congeladas a
temperatura entre -20° C e -80°C em compartimento apropriado e enviadas por via
aérea ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas para

analise das mesmas.
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No Instituto de Quimica, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm
(Hettich Zentrifugen, ROTANTA 460R). Os ensaios de RMN foram conduzidos em
um espectrometro BRUKER 600MHz, tendo os espectros pré-processados conforme
Martin e colaboradores (2018) tendo os dados normalizados e transformados em
uma matriz de dados. Quanto a identificacdo dos sinais dos metabdlitos se deu por
meio de bibliotecas especializadas e dados da literatura.

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As amostras foram levadas ao Nucleo de Anélise e Pesquisa em Ressonancia
Magnética Nuclear do Instituto Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas para andlise, cuja técnica utilizada é a abordagem metaboldmica n&o
direcionada/global. A analise foi feita por equipamento de ressonancia magnética
nuclear (BRUKER 600 MHz, AVANCE Ill) usando uma sonda PABBO de 5 mm com
a sequéncia de pulso: noesygpprld. As amostras possuiam 1,5 ml retirados e
transferidos para tubos eppendorf para serem centrifugadas a 14000 rpm por 15
minutos (MIKRO 220R) e armazenados a temperatura -80°C, individualmente. Em
seguida, para o processo de analise, foram coletados 300 pL do sobrenadante de
cada amostra e transferidos para um tubo de RMN de 5mm com adicédo de 300 pL
de solucdo tampéo fosfato 1mM (D20, pH= 7,4, TSP = 1mM). A aquisicdo das
amostras durou 20 minutos em um espectrobmetro operando a 600MHz para o
ndcleo de hidrogénio, todas as amostras foram analisadas sob temperatura de 300Kk.
As aquisicbes dos espectros foram realizadas utilizando um pulso de presaturacéo
para supressdo do sinal da dgua e os seguintes parametros de analise: NS: 128
(nimero de scans); D1: 4,00 s (tempo entre os scans); TD: 64K (nimero de pontos
do espectro); SW: 20 ppm (largura da janela); O1P: 4,69 ppm (posi¢do onde o pulso
de presaturagdo é aplicado); AQ: 5,11 s (tempo de aquisi¢cdo). Os espectros de cada

amostra foram obtidos através do Software TopSpin® 4.0.
3.9 ANALISE ESTATISTICA
Em relagdo a analise multivariada dos dados obtidos da metabolomica, a

mesma foi realizada utilizando a analise de Projecdes Ortogonais para Estruturas

Latentes (OPLS-DA) e a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-
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DA). A fim de remover influéncias de processos de diluicdo e variagdes sistematicas
das amostras, foi aplicada uma normalizacéo pela soma total das intensidades, além
de transformacéo logaritmica dos dados e escalonamento pelo método de Pareto, a
fim de aproximar os dados da distribuicAo normal e reduzir as discrepancias
causadas pela diferenca de escala entre os metabolitos. Considerou-se também os
valores de Q? e R? >0,5 para predizer a validacdo do modelo por permutacéo
(n=1000).

3.10 ANALISE DOS DADOS ESPECTRAIS

Os espectros foram pré-processados para correcdo de fase e calibracdo do
deslocamento quimico com referéncia no TSP (& = 0 ppm). Para identificacdo dos
metabalitos foi utilizado o software Chenomx® e os bancos de dados disponivel nas

plataformas online www.hmdb.ca. e www.smpdb.ca. O pré-processamento, que

envolve os processos de sobreposicdo, alinhamento e quantificacdo dos espectros,
se deu através do Software R (versao 4.2.2) (utilizando o pacote PepsNMR versao
3.17) onde todos os espectros foram sobrepostos e alinhados, por fim os dados
foram transportados para o Excel® formando uma matriz de dados para a estatistica
multivariada contendo aproximadamente 24 mil variaveis, onde as amostras

estavam identificadas em linhas e os 39 metabdlitos encontrados, em colunas.


http://www.smpdb.ca/

4. RESULTADOS

4.1 ANALISE METABOLICA ENTRE ATLETAS DO SEXO FEMININO EM
COMPARACAO COM ATLETAS DO SEXO MASCULINO NA LINHA DE BASE.

A andlise multivariada supervisionada por OPLS-DA foi aplicada para
discriminar e separar 0s grupos na Figura 2. Os resultados obtidos pelo modelo
foram validados por permutacédo e validacdo cruzada, obtendo R?Y de 0.988 e Q?Y
de 0.882, atestando a robustez e capacidade preditiva do modelo. Além disso, as
métricas de validacdo foram testadas quanto a significancia do resultado da
validacdo cruzada por meio da permutacdo dos dados, indicando significancia

estatistica para os resultados obtidos (p<0.001; 1000 permutacgdes).
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Figura 2- Gréficos de scores e loadings da analise OPLS-DA da linha de base do sexo
feminino e sexo masculino. O gradiente de cores aplicados no grafico de loadings (a direita)
destaca em vermelho mais intenso 0s metabolitos de maior importancia para a projecao

segundo a métrica de importancia da variavel na projecao (VIP).
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No grafico de scores, lado esquerdo da Figura, a cor vermelha representa o
grupo de atletas feminino e a cor azul representa o grupo de atletas masculino no
momento da linha de base, onde cada ponto representa um atleta. Ao observarmos
a componente ortogonal (eixo y) percebemos a dispersao de cada grupo entre si.

No loading, localizado do lado direito do grafico, estdo os metabolitos
encontrados nas amostras. Aqueles que possuem o VIP mais elevado sdo os que
contribuem melhor para a separacédo dos grupos, representados em uma escala de
vermelho mais intensa. Na componente 1, resumindo 11% da variagcdo dos
metabdlitos, sdo destacados os marcadores responséveis pela separacdo entre 0s
grupos feminino e masculino. Nesse sentido, é possivel observar que os metabdlitos
metilguanidina, lactato e hipurato atuam como os principais discriminantes do grupo
feminino, possuindo os valores de VIP mais elevados neste grupo. Por outro lado, os
metabolitos ureia, TMAO, taurina, isobutirato, metilamina, uracil e dimetilamina
discriminaram principalmente o grupo de atletas masculino, destacando-se com

valores de VIP mais elevado entre os marcadores deste grupo.

4.2 ANALISE COMPARATIVA POR METABOLITOS ENTRE GRUPOS NA LINHA
DE BASE

Na Figura 3 estéo representados a variabilidade entre os grupos em relacéo
aos 39 metabdlitos encontrados na analise, onde o grupo de atletas do sexo
masculino é representado pela cor azul e o grupo de atletas do sexo feminino é
representado pela cor vermelha.

No eixo y nos graficos de caixa encontram-se descritas as concentracdes
relativas normalizadas por metabdlitos. Ao compararmos as diferencas entre os
grupos de atletas foi possivel observar que houve significancia estatistica para os
metabdlitos 4-hidroxifenilacetico, dimetilamina, hipurato, lactato, isobutirato,

succinato, tartrato, taurina, TMAO e ureia.
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Figura 3-_Boxplot mais teste de Wilcoxon por metabdlitos da linha de base do sexo feminino e sexo masculino. Os valores acima das caixas

representam o valor de p do teste estatistico univariado. Os metabdlitos com p < 0,05 na analise de Wilcoxon estédo destacados usando quadrados

pretos.
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4.3. ANALISE DA VARIABILIDADE DO PERFIL METABOLOMICO AO LONGO DO
CAMPEONATO - GRUPO FEMININO

A analise multivariada supervisionada por PLS-DA foi aplicada para
discriminar o comportamento metabdlico durante cada momento pré-jogo das atletas
de sexo feminino, como representado a Figura 4. No grafico de scores, lado
esquerdo da Figura, os pré-jogos 1, 2, 3, 4 e 5 séo representados através das cores
vermelha, oliva, verde, azul e lilas, respectivamente - cada ponto representa um

atleta conforme a coloracdo do pré-jogo correspondente.

No loading, localizado do lado direito da Figura 4, estdo os metabdlitos
encontrados nas andlises das amostras realizados por RMN. Os que possuem o VIP
mais elevado sao os que contribuem melhor para a separacdo dos grupos em cada
pré-jogo. Na componente 1 e 2, 13% da variacdo total sdo responsaveis pela
separacao que difere os grupos em cada pré-jogo. Creatinina, uracil, leucina, ureia,
succinato, glicina, taurina, 3-hidroxivalerato, alanina, dimetilamina, trans-Aconitato,
piruvato, tartrato e o lactato foram os metabdlitos que possuiram peso maior para
diferenciar os grupos em cada pré-jogo na temporada.

Apesar da dispersdo dos grupos ser apresentada no grafico de scores,
havendo uma separacéo entre estes, exibem também momentos de sobreposi¢des
as quais mostram pontos de similaridades entre os pré-jogos, nao caracterizando
uma separagédo completa.

Basicamente toda elipse do pré-jogo 4, representada pela cor azul, encontra-
se sobreposta pela elipse dos demais pré-jogos, havendo sempre pontos de

similaridades com pelo menos um destes.
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Figura 4- Gréficos de scores e loadings da analise PLS-DA durante os pré-jogos do grupo
de atletas feminino. O gradiente de cores aplicados no gréfico de loadings (a direita) destaca
em vermelho mais intenso os metabolitos de maior importancia para a projecdo segundo a
métrica de importancia da variavel na projecéo (VIP). O modelo foi validado por permutacéo
e validacdo cruzada a fim de estimar a validade interna do modelo e sua capacidade
preditiva (R2Y = 0.452; Q2Y = 0.159; p<0.001; 1000 permutacgdes).

4.4 ANALISE DA VARIABILIDADE DO PERFIL METABOLOMICO AO LONGO DO
CAMPEONATO - GRUPO MASCULINO

A andlise multivariada supervisionada do PLS-DA também foi aplicada para
discriminar o comportamento metabdlico durante cada momento pré-jogo dos atletas
de sexo masculino representado na Figura 5. Do lado esquerdo da Figura, no gréafico
de scores, os pré-jogos 1, 2, 3, 4 e 5 sdo representados através das cores vermelha,
oliva, verde, azul e lilas, respectivamente - cada ponto representa um atleta
conforme a coloracdo do pré-jogo correspondente. Ao lado, no gréafico de loading,
estdo os metabdlitos encontrados, os que possuiram VIP mais elevado séo os que
contribuem melhor para a apresentacédo do grupo de atletas masculino em cada pré-

jogo.
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Na componente 1 e 2, 15% da variacdo total sdo responsaveis pela
separacdo que difere os grupos em cada pré-jogo. Succinato, cretina-creatinina,
acido malonico, ureia, creatinina e ascorbato foram os metabdlitos que o peso
contribuiu de forma mais efetiva para diferenciar o grupo em cada pré-jogo na
temporada.

Nos pré-jogos 2 e 5 praticamente ndo foram apresentadas similaridades
entre eles, 0 mesmo ocorreu com 0s pré-jogos 2 e 4 e com 0s pré-jogos 1 e 4. Ao
analisarmos todos os pré-jogos juntos, em dado momento sempre ha sobreposicao
de parte das elipses, exibindo assim algum ponto de similaridade de um
determinado pré-jogo com outros. O pré-jogo 3 foi 0 Unico que apresentou ponto de

similaridade com todos os demais.
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Figura - Gréficos de scores e loadings da analise PLS-DA durante os pré-jogos do grupo de
atletas masculino. O gradiente de cores aplicados no grafico de loadings (a direita) destaca
em vermelho mais intenso os metabolitos de maior importancia para a projecdo segundo a
métrica de importancia da variavel na projecéo (VIP). O modelo foi validado por permutacao
e validagdo cruzada a fim de estimar a validade interna do modelo e sua capacidade
preditiva (R2Y = 0.643; Q2Y = 0.342; p<0.001; 1000 permutacdes).
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4.5 ANALISE METABOLICA COMPARATIVA ENTRE GRUPOS AO LONGO DA
TEMPORADA

A andlise multivariada supervisionada do OPLS-DA foi aplicada para
discriminar e separar 0s grupos como mostra a Figura 6. No lado esquerdo da
Figura, no gréafico de scores, a cor vermelha representa o grupo de atletas feminino
e a cor azul representa o grupo de atleta masculino durante os 5 pré-jogos. Ao
observarmos a componente ortogonal percebemos a dispersdo de cada grupos
entre si.

No loading, localizado do lado direito da Figura, estdo os metabdlitos, os que
possuem o VIP mais elevado sdo os que contribuem melhor para a separacao dos
grupos. Na componente 1, resumindo 8% da variagdo dos metabdlitos, sao
destacados os marcadores responsaveis pela separacao entre os grupos feminino e
masculino. Os metabdlitos que possuiram mais peso, sendo 0S maiores
responsaveis pela separacdo do grupo masculino do grupo feminino durante todos
0S pré-jogos analisado foram a ureia, isobutirato, dimetilamina, tirosina, TMAO,
taurina,  2-hidroxiisobutirato, alanina, 4-hidroxifenilacetico, trans-aconitato,
trimetilamina, dimetilsufona e metilguanidina.

Assim como observado para o0 momento baseline, a andlise metabdlica
mostrou sensibilidade em diferenciar o perfil metabolémico a partir do sexo biolégico
dos atletas durante os pré-jogos ao longo da temporada. Os metabdlitos
metilguanidina, ureia, TMAO, taurina, isobutirato e dimetilamina foram listados como
tendo VIP scores significativos na separacéo dos grupos masculino e feminino, tanto
no momento baseline quanto ao longo da temporada. Outros metabdlitos como
lactato, hipurato e uracil s6 apresentaram valores de VIP scores mais elevados no

momento baseline.
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Figura 6- Graficos de scores e loadings da analise OPLS-DA durante os pré-jogos do grupo
de atletas sexo feminino e sexo masculino. O gradiente de cores aplicados no gréafico de
loadings (a direita) destaca em vermelho mais intenso os metabolitos de maior importancia
para a projecao segundo a métrica de importancia da variavel na projecéo (VIP). O modelo
foi validado por permutagédo e validacdo cruzada a fim de estimar a validade interna do
modelo e sua capacidade preditiva (R2Y = 0.905; Q2Y = 0.792; p<0.001; 1000
permutacdes).

4.6 ANALISE COMPARATIVA POR METABOLITOS ENTRE GRUPOS NOS PRE-
JOGOS

Na Figura 7 estdo representados a variabilidade entre os grupos dos 39
metabdlitos encontrados na analise, onde o grupo de atletas do sexo masculino é
representado pela cor azul e o grupo de atletas do sexo feminino € representado
pela cor vermelha.

Nos graficos de caixa, em seu eixo Yy, encontram-se descritas as
concentracdes relativas normalizadas por metabdlitos. Ao compararmos 0S grupos
de atletas foi possivel observar que houve significancia estatistica em alguns

metabdlitos em determinados pré-jogos.
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No pré-jogo 1 os metabdlitos 3-hidroxivalerato, creatinina, dimetilglicina,
dimeltisufona, trigonelina, tirosina, isobutirato, lactato, TMAOQ, trimetilamina, taurina e
4-hidroxifenilacetico apresentaram diferencas significativas. No pré-jogo 2, lactato e
4-hidroxifenilacetico apresentaram diferencas significativas. No pre-jogo 3, 0s
metabolitos 2-hidroxiisobutirato, citrato, dimetilamina, glicina, hipurato, histidina,
guanidinoacetato, taurina e 4-hidroxifenilacetico apresentaram significancia
estatistica. No pré-jogo 5, os metabdlitos metilguanidina, uracil, ureia, taurina e 4-
hidroxifenilacetico mostraram diferencas com significancia estatistica. Diante disso,
percebe-se que alguns metabdlitos apresentaram diferencas em dois ou mais jogos,
sendo eles os metabdlitos isobutirato (1 e 4), lactato (1 e 2), TMAO (1 e 4),
trimetilamina (1 e 4) e ureia (4 e 5), que apresentaram significancia estatistica em 2
dos 5 pré-jogos; a taurina mostrou significancia estatistica em 3 pré-jogos (1, 3 e 5);
e 0 4-hidroxifenilacetico foi o Unico metabdlito que apresentou significAncia
estatistica durante todos os pré-jogos estudados.
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Figura 7- Boxplot mais teste de Wilcoxon por metabélitos. Comparativo durante todos os jogos do grupo de atletas do sexo feminino e sexo
masculino. Os valores acima das caixas representam o valor de p do teste estatistico univariado. Os metabdlitos com p < 0,05 na andlise de
Wilcoxon estédo destacados usando quadrados pretos. *P<0,05. *P< 0,01. ***P< 0,001. ****P< 0,0001.



5. DISCUSSAO

Os métodos de Projecao para estruturas latentes (PLS) e projecéo ortogonal
para estruturas latentes (OPLS) sdo comumente utilizados para analise estatistica
multivariada em metabdlica (WORLEY; POWERS, 2013). Por questbes
classificatorias ou de discriminacdo, esses métodos sdo denominados de PLS-DA e
OPLS-DA, onde DA significa anlise discriminante. O monitoramento néo
direcionado de milhares de moléculas, transcritos ou proteinas de baixo peso
permite a caracterizacdo de perfis multivariados envolvendo um grande namero de
caracteristicas relacionadas, para descrever uma realidade bioldgica (BOCCARD;
RUTLEDGE, 2013). O presente estudo utilizou a técnica de OPLS-DA para analisar
os resultados onde foi notada uma separacao clara entre o grupo de atletas feminino
e grupo de atletas masculino tanto na linha de base como também na analise
comparativa envolvendo ao longo do periodo de dois meses, a partir da comparacao
de momentos pré-jogos do grupo feminino versus masculino. A PLS-DA foi aplicada
para discriminar e comparar o comportamento metabolico durante os pré-jogos das
atletas de sexo feminino e os pré-jogos do masculino distintamente. O estudo de
Rodas e colaboradores (2022), que buscou fazer uma analise metabdlica
direcionada de jogadores de futebol comparando o perfil de atletas mulheres e
homens, mostrou diferencas significativas do efeito do treinamento sobre os perfis
metabdlicos nas equipes analisadas, demonstrando assim que o desenvolvimento
de modelos metabdlicos de adaptacdo no grupo alvo pode se beneficiar da analise
separada entre equipes ao ser considerado o fator sexo biolégico. Estudos
anteriores demonstram que a metabolémica é sensivel para realizar a diferenciacao
de sexos biolégicos, como foi o caso em Kochhar e colaboradores (2006), que ao
estudar perfis de metabdlitos da wurina e do plasma de 150 humanos
saudaveis usando RNM revelaram que, em jovens e/ou individuos com baixo indice
de massa corporal, as mulheres apresentaram maiores taxas de biossintese
lipidica do que os homens, enquanto os homens apresentaram maiores taxas
de turnover proteico do que as mulheres. Nos resultados apresentados aqui, 0
modelo apresentou diferenca entre os sexos biolégicos em atletas de futebol. Ha
uma clara diferenciacdo entre os jogadores masculinos e femininos ja no momento
baseline, como demonstrado pela comparacdo no OPLS-DA. O grupo feminino
parece apresentar maior heterogeneidade em relacdo ao componente ortogonal. Os

metabdlitos metilguanidina, lactato e hipurato foram identificados como os principais
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discriminantes do grupo feminino, enquanto os metabdlitos ureia, TMAO, taurina,
isobutirato, metilamina, uracil e dimetilamina se destacaram como 0s principais
discriminantes para o grupo masculino.

No gréafico de Boxplot associado ao teste de Wilcoxon, representado na
Figura 3, nos mostra que um mesmo metabdlito se comportou de maneira diferente
no grupo de atletas feminino versus masculino na linha de base, constatamos que o0s
metabdlitos 4-hidroxifenilacético, dimetilamina, hipurato, lactato, isobutirato,
succinato, tartrato, taurina, TMAO e ureia apresentaram diferencas estatisticamente
significativas.

No nosso estudo, a metilguanidina foi um dos metabdlitos que possuiu maior
peso no grupo feminino na separacédo do masculino no momento da linha de base. A
metilguanidina foi identificada como uma toxina urémica de acordo com o European
Uremic Toxin Working Group (DURANTON et al, 2012). Acumula-se na insuficiéncia
renal, no entanto também exibe efeitos anti-inflamatérios. Evidéncias recentes
sugerem que a metilguandina pode atenuar o grau de inflamacdo e dano tecidual
associado ao choque endotoxico.

O lactato, € um metabdlito comumente estudado na ciéncia do exercicio o
qual esta dentro de vias celulares para a producao de trifosfato de adenosina como
glicdlise, foi mais um dos metabdlitos que possuiu maior peso no grupo feminino na
separacdo do masculino durante a linha de base neste estudo. O acido lactico
desempenha um papel em varios processos bioquimicos e é produzido nos
musculos durante a atividade intensa. O estudo de Ozimek e colaboradores (2022)
investigou os efeitos agudos de exercicios de treinamento resistido com amplitude
de movimento total e amplitude de movimento parcial sobre a acuracia de chutes em
jogadores de futebol, os achados do estudo suportam que 0s exercicios com
amplitude de movimento parcial aumentam significativamente o lactato sanguineo,
resultando em uma reducédo na precisdo do chute de futebol. Essa diminuicdo na
acuracia correlaciona-se diretamente com o acumulo de &cido lactico e ions
hidrogénio (H+) e demonstra que o treinamento de forga com amplitude de
movimento parcial ndo deve ser utilizado antes de uma sessao esportiva especifica
para evitar interferéncia no desenvolvimento de habilidades especiais. Um outro
estudo (MCMILLAN et al.,, 2005) indicou que a avaliacdo subméxima do lactato
sanguineo de jogadores de futebol pode ser usada como um indicador de mudanca
nos niveis de desempenho de resisténcia dos jogadores de futebol durante um

periodo de tempo especifico.
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Um outro metabdlito que se destacou na separac¢do do grupo feminino em
relacdo ao masculino no momento da linha de base foi o hipurato, também
denominado de acido hipurico. Este também esta incluido no rol de metabdlito
identificado como uma toxina urémica de acordo com o European Uremic Toxin
Working Group (DURANTON et al, 2012). O acido hipurico € um componente normal
da urina e é tipicamente aumentado com o aumento do consumo de compostos
fendlicos (chd, vinho, sucos de frutas).

Ao analisarmos as Figuras 4 e 5, onde a primeira nos mostra a PLS-DA de
todos os pré-jogos do feminino e a segunda nos mostra o PLS-DA de todos os pré-
jogos da equipe masculina, tanto o succinato como a ureia se destacam nos dois
grupos com o vip de peso elevado. O acido succinico tem multiplos papéis
bioldgicos, incluindo papéis como intermediario metabdlico e papéis como molécula
de sinalizacdo celular, pode alterar os padrbes de expressado génica, modulando
assim a paisagem epigenética ou pode exibir funcdes de sinalizacdo semelhantes a
horménios (TRETTER; PATOCS; CHINOPOULOS, 2016). No estudo de Wang e
Abdella Kemal (2021), envolvendo atletas de polo aquatico, os resultados
metaboldmicos mostraram que o conteddo de onze metabdlitos, incluindo acido
succinico na urina dos individuos, aumentou imediatamente apds a competicdo. Um
outro estudo, agora envolvendo jogadores de futebol adolescentes, afirmou que o
acido succinico pode ser um dos metabdlitos usado como indicador para a avaliacédo
da fadiga induzida por exercicios (GUO et al., 2020). Na nossa comparacao entre 0s
momentos da temporada usando PLS-DA, tanto para o grupo do feminino quanto
para o masculino, ndo apareceram diferencas claras entre os jogos. Os metabdlitos
gue oscilaram ao longo da temporada para um mesmo grupo sugerem flutuacdes no
estado de prontiddo para o jogo, porém nédo foi possivel constatar uma diferenca
sistematica de crescimento ou acumulo de determinado metabdlito ao longo do
tempo. Logo, as diferencas profundas que possam vir a aparecer entre 0s grupos
feminino e masculino sdo menos dependentes da variabilidade entre os jogos e mais
influenciadas pelas caracteristicas especificas de cada grupo. Essas diferencas
podem ser atribuidas ndo apenas ao sexo biolégico, mas também a uma série de
fatores externos, como o processo de treinamento, as condi¢gées alimentares, e o0s
fatores sociais que impactam o investimento nas diferentes modalidades esportivas.
Tais fatores sociais podem incluir o acesso a recursos, a priorizacdo de

determinadas categorias esportivas e as oportunidades de desenvolvimento
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oferecidas a cada grupo, contribuindo assim para a heterogeneidade observada
entre 0s sexos, além das caracteristicas bioldgicas.

Assim como no momento baseline, o OPLS-DA comparando 0s grupos
feminino e masculino com todos os momentos da temporada apresentou uma clara
diferenca entre os grupos. Em nosso estudo, os metabdlitos que possuiram o VIP
mais elevado no grupo masculino contribuindo na separacéo deste do grupo
feminino estando presente nos resultados tanto na analise da linha de base quando
na analise de todos os pré-jogos foram dimetilamina, TMAO, ureia, taurina e
iIsobutirato.

Dimetilamina (DMA) €é wuma amina organica secundaria, esta
abundantemente presente na urina humana. Aumentos estatisticamente
significativos no DMA urinario foram encontrados em individuos apés o consumo de
peixes e frutos do mar (MITCHELL; ZHANG; SMITH, 2008). Em um estudo onde
compara 0os metabdlitos na urina de jogadores de polo aquético antes e apds a
competicdo através da metabolémica baseada em RMN-H, os resultados mostraram
gue os metabdlitos dimetilamina e colina, diminuiram imediatamente de forma
extremamente significativa apés a competicdo em relacdo a uma semana antes da
competicdo (WANG; ABDELLA KEMAL, 2021). Em um estudo realizado por Pintus e
colaboradores (2020) com jogadores de futebol profissionais, observou-se que o
perfil urinario alterou-se durante o periodo observacional, variagdes significativas
observadas incluiram os metabdlitos N-6xido de trimetilamina (TMAO), dimetilamina
e acido hipurico, sugerindo que estas modificagbes podem estar relacionadas a
dieta, ao treinamento e a microbiota. TMAO (trimetilamina N-6xido) é um produto da
oxidac&o da trimetilamina e é um metabdlito comum em animais e humanos. E um
osmolito que o0 corpo usara para neutralizar os efeitos do aumento das
concentracdes de ureia e altos niveis podem ser usados como um biomarcador para
problemas renais, € um metabdlito associado a diversos processos fisioldgicos.

A ureia, composto organico altamente soluvel formado no figado, principal
produto final do catabolismo proteico, constitui cerca de metade dos sélidos urinarios
totais. Em um estudo investigador das funcdes renais, onde sangue e urina de
jogadores de futebol foram coletados na pré-temporada e no final da temporada de
jogos, mostrou que a excre¢ao urinaria de ureia foi reduzida na pré-temporada, ja no
periodo pds-temporada a ureia plasmatica foi maior (PERES et al., 2022). Um outro

estudo com jogadores de futebol na Coreia a ureia se mostrou aumentada um dia
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apos a temporada de treinamento de inverno e houve reducéo apds se passarem 10
dias de recuperacao (KIM et al., 2022).

A taurina é um aminoacido de enxofre como metionina, cistina, cisteina e
homocisteina. E um aminoacido menos conhecido porque ndo € incorporado nos
blocos de construcdo estruturais da proteina, sendo abundante no cérebro, coracgéo,
mama, vesicula biliar e rins e possui papéis importantes na saude e na doenca
nesses orgdos. Dentre as diversas funcdes biologicas da taurina inclui-se a de
facilitar o transporte de ions como sddio, potassio, calcio e magnésio. Em um estudo
que objetivou comparar perfis metabodlicos e padrdes de movimento entre diferentes
posicoes de jogadores durante jogos de basquetebol masculino de elite, indicadores
especificos do metabolismo aerdbio incluindo a taurina e acido succinico foram
maiores em jogadores de quadra de defesa, enquanto indicadores de metabolismo
anaerébio como o acido latico foram maiores em jogadores de quadra
(KHORAMIPOUR et al., 2021).

O acido isobutirico (isobutirato) € um acido graxo carboxilico ou de cadeia
curta. Pequena quantidade de isobutirato € gerada através do metabolismo
microbiano (intestino) e também podem ser encontradas em certos alimentos ou
bebidas fermentadas, podendo ser excretado através das fezes e urina. Em um
estudo realizado OLIVEIRA (2023) foi concluido que o &cido isobutirico foi um dos
metabdlitos associados com baixa massa muscular esquelética, sugerindo que este
pode ser testado como biomarcadores para identificacdo de perda de massa
muscular esquelética.

No boxplot juntamente ao teste de Wilcoxon na Figura 7, onde explana o
momento dos 5 pré-jogos do grupo feminino e masculino, também houve
comportamentos diferentes de um mesmo metabdlito durante as partidas. Esse
comportamento ndo esta resumindo apenas ao comparativo relacionando mulheres
e homens, envolve também cada grupo de atletas quando os analisamos
separadamente no decorrer dos 5 pré-jogos. Os metabdlitos isobutirato, lactato,
TMAO, trimetilamina e ureia demonstraram significancia estatistica em 2 dos 5 pré-
jogos analisados. A taurina apresentou significancia estatistica em 3 pré-jogos,
enquanto o 4-hidroxifenilacético foi o Unico metabdlito a apresentar significancia
estatistica em todos os pré-jogos estudados.

O isobutirato tem sido estudado em contextos como o0 metabolismo

energético e a recuperacdo muscular, especialmente em atletas, ele pode ser
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modulado por dietas e influenciar a recuperacdo muscular e o metabolismo
energético (FERNANDEZ-SANJURJO, 2024).

No estudo de Affonso (2017) investigou os biomarcadores convencionais e
ndo convencionais em medalhistas olimpicos de vdlei de praia durante as
temporadas pré-olimpica e olimpica. O estudo analisou como diferentes
biomarcadores, como ureia e lactato, variavam ao longo do treinamento e das
competicdes, com o objetivo de entender melhor o impacto fisico e emocional nas
performances dos atletas. A pesquisa buscou otimizar estratégias de treinamento e
recuperacédo, fornecendo insights sobre a fisiologia e recuperacdo dos atletas de
elite. Indicou que o acompanhamento desses biomarcadores pode ajudar a ajustar
estratégias de treinamento, evitar sobrecarga fisica, e melhorar os processos de
recuperacao, contribuindo para o desempenho atlético ideal em competicdes de alto
nivel.

Um estudo analisou 17 pesquisas com 26.167 pessoas e encontrou que
niveis elevados de TMAO (trimetilamina N-6xido) estavam associados a um aumento
no risco de mortalidade por todas as causas e eventos cardiovasculares adversos
maiores. A cada aumento de 10 umol/L de TMAO, o risco de mortalidade aumentava
7,6%. Esses resultados se mantiveram consistentes em diferentes subgrupos e
populacdes (SCHIATTARELLA et al., 2017). Em outro estudo, realizados com
camundongos, onde investiga o papel do TMAO na melhoria do desempenho do
exercicio e elucida os mecanismos moleculares subjacentes, os resultados
indicaram que o TMAO pode neutralizar o estresse oxidativo induzido pelo exercicio,
sugerindo seu potencial como suplemento nutricional para atletas (ZOU et al.,
2024).A taurina tem propriedades antioxidantes, ajudando a neutralizar os radicais
livres gerados durante o exercicio intenso. Isso pode ajudar a reduzir o estresse
oxidativo no corpo, prevenindo danos celulares e promovendo a recuperacao
muscular apos treinos extenuantes. Ela ajuda a regular o equilibrio de calcio nas
células musculares, o que pode resultar em uma maior capacidade de contracdo
muscular e resisténcia.

Segundo o European Uremic Toxin Working Group, o 4-hidroxifenilacético é
classificado como uma toxina urémica. Ele é um metabdlito produzido pela
microbiota intestinal a partir de aminoacidos aromaticos e tem sido associado a
efeitos prejudiciais em pacientes com insuficiéncia renal crénica (IRC). E um
metabalito derivado da degradacéo de compostos como a quercetina, um flavonoide

presente em diversos alimentos sendo conhecida por suas propriedades
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antioxidantes e anti-inflamatorias, que podem influenciar o desempenho atlético e a
recuperacdo muscular (GONCALVES, 2014).

Considerando as flutuagcbes hormonais naturais do ciclo menstrual, as
variacdes metabolicas observadas nos perfis das jogadoras femininas durante os
pré-jogos podem refletir ndo apenas as demandas especificas do exercicio, mas
também as influéncias hormonais ciclicas que modulam o metabolismo. Mudancas
ciclicas nos niveis de estrogénio e progesterona ao longo do ciclo menstrual estao
associadas com flutuacbes de outros horménios e seus efeitos fisiologicos. Essas
dltimas incluem flutuagbes das catecolaminas, horménio adrenocorticotrofico,
cortisol, horménio do crescimento, hormonios tireoidianos e opioides enddgenos
(FERIN, 1984; WARDLAW et al.,1982). A maioria desses hormoénios tem seu pico na
fase latea e sua concentracdo diminui na fase folicular. Todos esses participam na
regulacdo metabdlica, no uso de substratos energéticos e na ingestédo alimentar, e
podem ser considerados parcial ou indiretamente responsaveis pelas diferencas
ocorridas nessas variaveis (ABRAHAM, 1983; BANCROFT et al.,1985). Assim,
essas flutuacbes hormonais podem ajudar a explicar a maior heterogeneidade
observada no grupo feminino ao longo da temporada, como evidenciado na analise
OPLS-DA, onde a dispersao das jogadoras foi mais pronunciada. A metabolémica
oferece uma medida quantitativa dos perfis metabdlicos associados ao exercicio em
atletas profissionais, com o objetivo de identificar biomarcadores relacionados ao
desempenho, resposta a fadiga e potenciais disturbios associados ao esporte (YAN
et al., 2009). Além disso, permite a deteccdo de alteracdes em resposta a diferentes
estados fisiolégicos, como 0S momentos pré e pds-exercicio, e proporciona a
identificacdo de assinaturas metabdlicas com impacto translacional tanto para
atletas quanto para o publico em geral (HEANEY; DEIGHTON, 2019). No nosso
estudo, 0s grupos ja estavam bem caracterizados desde a linha de base, com
destaque para uma maior dispersdo no grupo feminino. A analise metabdlica
demonstrou sensibilidade em diferenciar os perfis metabdlicos a partir do sexo
bioldgico dos atletas, ja nesse momento inicial.

Vale ressaltar que o presente estudo apresenta algumas limitacdes.
Primeiramente, a analise foi realizada sem considerar dados de desempenho dos
atletas, o que poderia oferecer uma compreensédo mais profunda sobre a relacdo
entre os perfis metabolicos e a performance esportiva. Além disso, a metaboléomica
aplicada ao futebol feminino ainda € uma area limitada, com poucos estudos

investigando especificamente o perfil metabdlico das atletas. Para estudos futuros, a
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inclusdo de dados de desempenho, o uso de outras técnicas analiticas (como
espectrometria de massas de alta resolucdo) e a analise de diferentes biofluidos
poderdo possibilitar novas descobertas e correlagbes mais robustas.Em relacdo a
andlise comparativa dos grupos masculino e feminino ao longo da temporada, o
modelo OPLS-DA apresentou uma clara diferenciagéo entre eles. No nosso estudo,
0s metabodlitos com maior importancia na separacdo entre os grupos foram
dimetilamina, TMAO, ureia, taurina e isobutirato no grupo masculino. J4 no grupo

feminino, destacaram-se metilguanidina, lactato e hipurato.
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6. CONCLUSAO

A andlise de dados metabdlicos mostrou diferencas significativas durante a
temporada de campeonato sobre os perfis metabdlicos nas equipes analisadas.
Nossos resultados demonstram que o desenvolvimento de modelos metabdlicos de
adaptacdo em jogadores profissionais de futebol pode se beneficiar da analise
separada de equipes femininas e masculinas. Tanto antes da temporada (baseline)
como ao longo da temporada, o perfil metabolomico de atletas do sexo biolégico
feminino e masculino se mostrou muito diferente. Essas diferencas podem ter
origens multifatoriais, como o a fisiologia relacionada ao sexo bioloégico, mas
também os investimentos em treinamento, tamanho da populacdo de atletas
praticantes da modalidade em cada grupo. Contudo, fica claro que os processos de
treinamento para o sexo feminino ndo podem se resumir a uma réplica daqueles
praticados para o sexo masculino, considerando essas diferengcas no fendtipo
metabdlico ao longo de uma temporada. Compostos bioldgicos no nivel de
metabdlito sdo de interesse primordial nas ciéncias do esporte e do exercicio. Os
resultados suportam o uso da metaboldomica para compreender as mudangas em
vias metabdlicas especificas provocadas pelo processo de treinamento.

Nosso estudo mostrou diferencas significativas nas alteragcbes observadas
nas equipes masculina e feminina, que o exercicio regular fomenta mudancas de
forma global em todo corpo confirmando que as diferencas entre sexos biolégicos
influenciam as adaptacdes fisiolégicas em atletas profissionais de futebol e que o

fator sexo deve sempre ser considerado ao invés de negligenciado.
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