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RESUMO

SANTOS, S.N. Analise metabolémica e sua associagcdo com a carga externa em
jogadores profissionais de futebol. 72 f. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado em
Ciéncias da Saude) — Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias da Saude, Instituto

de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal de Alagoas, Maceid, 2025.

O futebol € um esporte que requer esforcos intermitentes de alta intensidade
intercalados com periodos mais longos de atividade de baixa intensidade durante as
partidas. As exigéncias fisicas da modalidade diferem entre a posi¢cao especifica do
jogador diante das demandas especificas técnica e téticas, bem como do seu papel
desempenhado na dindmica do jogo. Deste modo, 0 gerenciamento da carga externa
e interna € essencial para otimizar processos de treinamento e recuperacao de forma
individualizada respeitando as exigéncias de cada funcédo na partida. O presente
estudo tem como objetivo verificar a capacidade da metabolémica em identificar
diferencas entre as posic6es dos jogadores profissionais de futebol associado aos
efeitos das diferentes cargas externas apos as partidas de jogo. Este € um estudo
descritivo, observacional e longitudinal, que incluiu 12 jogadores de futebol
profissional, com uma amostra de 49 observac¢des individuais obtidas a partir de seis
jogos da temporada. As posicoes estudadas foram definidas como: zagueiros centrais
(ZC), laterais (LA), meio-campistas central (MC), meio-campistas aberto ou lateral,
(MA) e atacante (AT). Os dados de carga de treinamento foram divididos por posi¢ao
de jogo (ZC= 9; LA=9; MC=14; MA=12; AT=5). As cargas externas foram
determinadas por meio de um aparelho ground positional system (GPS), enquanto a
metabolémica por RMN na urina realizada através da coleta de urina dos jogadores
24 horas ap0s as seis partidas de futebol foi usada como potencial métrica de carga
interna. A abordagem metabol6mica foi ndo direcionada/ global, realizada por RMN.
Foram realizadas analises multivariadas, que geraram graficos de scores e loading da
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). As métricas de carga
externa treinamento eram diferentes em relagcdo a posicdo de jogo, os MC
apresentavam maiores valores de distancia total, distancia relativa, player load e
distancia abaixo de 20 km/h; ZC de velocidade maxima; e LA de distancia de sprints.

Nas 24 horas apds o0s jogos, 0s metabdlitos com maior VIP-scores eram:



metilguanidina, trimetilamina, 4-hidroxifenilacetico, piruvato, glicose, formato, glicina,
dimetilglicina, tirosina e uracil que apontaram alteracbes no metabolismo dos
carboidratos e ciclo de TCA, amino&cidos e peptideos, piridiminas, nas vias de corpos
cetbnicos, discriminando um perfil metabdlico de recuperacao apos jogo dependente
da posicdo do jogador. Desse modo, os perfis metabdlicos de MC estavam mais
relacionados ao dano muscular, marcadores inflamatérios, e de LA e ZC com o
metabolismo energético e estresse oxidativo. O estudo ressalta a importancia de uma
abordagem personalizada no monitoramento de carga e recuperacao, considerando

as exigéncias particulares de cada posicéo de jogo.

Palavras-chave: Metaboldmica; futebol; treinamento.



ABSTRACT

SANTOS, S.N. Metabolomic analysis and its association with external load in
professional soccer players. 72 p. Master's Dissertation (Master in Health Sciences)
— Postgraduate Program in Health Sciences, Institute of Biological and Health
Sciences, Federal University of Alagoas, Macei6, 2025.

Football is a sport that requires intermittent efforts of high intensity with longer periods
of low-intensity activity during matches. The physical demands of the sport vary
depending on the player's specific position and their role on the field. Therefore,
managing external and internal load is essential to optimize training and recovery
processes in an individualized manner, respecting the demands of each role during
the match. The present study aims to assess the capability of metabolomics to identify
differences between the positions of professional football players, associated with the
effects of different external loads following match play. This is a descriptive
observational longitudinal study that included 12 professional football players, with a
sample of 49 individual observations obtained from six matches in the season. The
studied positions were defined as: central defenders (CD), wing backs (WB), central
midfielders (CM), wide or lateral midfielders (WM), and strickes (ST). Training load
data (external and internal) were divided by playing position (CD=9; WB=9; CM=14;
WM=12; ST=5). External loads were determined using a ground positional system
(GPS) device, while metabolomics by NMR in urine was conducted through the
collection of urine samples from players 24 hours after the six football matches, used
as a potential internal load metric. The metabolomic approach was non-
targeted/global, performed by NMR. Multivariate analyses were conducted, generating
score and loading plots from partial least squares discriminant analysis (PLS-DA). The
external training load metrics differed by playing position, with CM players showing
higher values of total distance, relative distance, player load, and distance under 20
km/h; CD players having the highest maximum speed; and WB players exhibiting
greater sprint distance. 24 hours after the matches, the metabolites with the highest
VIP-scores were: methylguanidine, trimethylamine, 4-hydroxyphenylacetic acid,

pyruvate, glucose, formate, glycine, dimethylglycine, tyrosine, and uracil. The findings



indicated alterations in carbohydrate metabolism and the TCA cycle, amino acids and
peptides, pyrimidines, and ketone body pathways, discriminating a recovery metabolic
profile after the match depending on the player's position. Thus, CM metabolic profiles
were more related to muscle damage, inflammatory markers, while WB and CD were
associated with energy metabolism and oxidative stress. The study highlights the
importance of a personalized approach in monitoring load and recovery, considering

the specific demands of each playing position.

Keywords: Metabolomics; football; training.
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1. INTRODUCAO

1.1.Problematizacéo

O futebol € um esporte que requer esforgos intermitentes de alta intensidade
com periodos mais longos de atividade de baixa intensidade durante as partidas (Silva
JR. 2022). Os jogadores realizam diversas atividades de desempenho, como corridas,
sprints, aceleragdo, desaceleracdo, entre outros; seja durante os treinos ou nas
partidas (Gravina et al., 2011). E, na categoria profissional, atletas de alto rendimento
realizam treinamentos intensos com o objetivo de obter o melhor desempenho.
Consequentemente, nas demandas competitivas sdo impostas tensdes sobre varios
sistemas fisioldgicos, tais como o0 sistema musculoesquelético e metabdlico
(Ascenséo et al., 2008).

Desse modo, as exigéncias fisicas sobre os jogadores diferem entre a posicao
especifica do jogador e seu papel desempenhado no campo, formacéo do jogo, local
da partida (jogar em casa ou fora), categoria do jogador, dinamica de placar, estilo de
jogo, momento da partida (Oliveira et al., 2019; Palucci et al., 2019). E,
conseguentemente, as estratégias técnicas e taticas do jogo evoluem ao longo do
tempo resultando em caracteristicas fisicas multifatoriais para os jogadores (Modric,
T.; Versic, S.; Sekilic, D., 2020).

Na partida de futebol, a atividade de jogo depende da posi¢cdo do jogador, 0s
meio-campistas realizam mais trabalho de alta intensidade e distancia total do que os
defensores e atacantes (Ju et al.,, 2023). No entanto, poucas definicbes e
classificagOes da posicdo sado encontradas na literatura. Sabe-se que, a posicéo de
zagueiro central, lateral e goleiro atuam no setor de defesa; meio-campo central, meio-
campo lateral, e volante compdem o setor de armacao; e, o atacante atua no setor de
ataque ou ofensivo (Guimaraes et al., 2015). Portanto, a posicdo de jogo também pode
influenciar nos danos musculares e nas respostas metabdlicas pos- partida de futebol
(Souglis et al., 2018).

Os jogadores de futebol profissional percorrem durante o jogo de 9 a 14 km,
com corridas de alta intensidade representando 5-15% dessa distancia (Bradley et
al., 2010). Especificamente, em relacdo a posicdo do jogo, Oliveira et al. (2019),
identificou que defensores e meio-campistas laterais tinham maior intensidade de

treinamento, no que se refere a corrida em alta velocidade e nUmero de sprints quando
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comparado com as demais posicdes, e 0S meio-campistas centrais e laterais
apresentavam maior intensidade de treinamento do que zagueiros centrais em relacéao
a distancia total e corrida em alta velocidade (> 19 km-h~'). Morgans et al. (2022),
apresentaram também, em um estudo que avaliaram o desempenho fisico do jogo
entre jogadores de futebol seniores e jovens de um clube de elite, que os defensores
centrais ttm menores demandas de corrida, meio-campistas (centrais e laterais) sdo
as posicoes que cobrem a maior distancia total, enquanto os meio-campistas e laterais
cobrem maiores distancias em velocidades mais altas.

Essas demandas competitivas no esporte envolvem exigéncias fisiologicas
intensas e diferenciadas entre os jogadores, podendo afetar a homeostase corporal.
Desencadeando alterages no potencial hidrogeniénico, na temperatura corporal e na
producdo de energia, impactando diretamente a capacidade de desempenho e a
adaptacdo fisica do atleta (Rhea et al., 2009). No futebol profissional, essas variaveis
mudam de acordo com a posi¢cdo de jogo, uma vez que jogadores que atuam em
funcdes mais intensas, como 0s atacantes ou laterais, geralmente experimentam um
aumento maior no consumo de oxigénio e no limiar anaerébio. Eleva a demanda por
oxigénio e energia, como resposta ao estresse metabdlico, que impacta a recuperacéo
pos-jogo, um fator crucial para a manutencdo do alto desempenho durante a
temporada (Cao et al., 2020).

Por sua vez, no contexto da andlise de desempenho fisico, as variaveis sao
coletadas através de Sistemas de Posicionamento Global (GPS) ou por outros
equipamentos que possuem tecnologia de monitoramento ou rastreamento das
atividades produzidas pelo jogador, permitindo a coleta de dados da carga externa de
treino. Refere-se a carga externa de treino, as demandas fisicas e mecéanicas
impostas durante as sessbes de treinamento e/ou jogo (atividades globais dos
jogadores, prescrita por treinadores, sdo exemplos: volume de treino, tempo, distancia
percorrida, velocidade, aceleragcéo, desaceleracao) (Bourdon et al., 2017). Por outro
lado, as cargas internas de treinamento estao relacionadas as respostas fisioldgicas,
como a producdo de forca muscular, recuperacdo da frequéncia cardiaca,
concentracéo de lactato no sangue, producdo de metabdlitos, consumo de oxigénio
(Passfield et al., 2022).

Além disso, sabe-se que todas as atividades fisicas desempenhadas pelo
organismo, tem o potencial de induzir mudancas fisiolégicas no corpo em uma rede

de sinalizacgédo influenciada pela atividade metabolica dos musculos esqueléticos em
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contracdo (Bongiovanni et al., 2022). No entanto, para que essas alteracdes
fisiologicas sejam significativas e resultem em adaptacGes duradouras, € necessario
que a atividade atinja um nivel minimo de intensidade, duragéo e frequéncia. No
atleta, essas respostas levam a mudancas sistémicas, e atualmente o efeito das
cargas impostas de treinamentos/ jogos vém sendo estudado a partir do seu impacto
na condicdo de desempenho e saude dos jogadores por meio da metaboldmica
(Heaney et al., 2019).

A metabol6mica vem sendo cada vez mais utilizada para como uma ferramenta
gue possibilita caracterizar as diferencas metabolicas no corpo frente a um estimulo
fisiologico ou fisiopatologicas, além de rastrear diferentes biomarcadores e seus
mecanismos/vias metabolicas (Kelly, RS.; KELLY, MP.; KELLY, P. 2020). Tem o
potencial de ser utilizado como um marcador de carga interna, e corresponde a uma
ciéncia 6mica que aborda os sistemas biolégicos, estudam os metabdlitos que séo
produzidos e liberados pelo corpo a nivel sistémico e celular, presentes em fluidos
biol6gicos, como sangue, saliva ou urina (Quintas et al., 2020). Atualmente sua
aplicabilidade no esporte vem sendo explorada associada ao papel de possibilitar a
identificacdo das alteracbes metabdlicas no organismo do atleta provocada pela
intensidade do treino (Cao et al., 2020).

As alteracbes metabdlicas nos jogadores de futebol podem ser explicadas
pelas exigéncias aerdbias durante o jogo e demandas anaerdbias durante periodos
da partida, contribuindo com a fadiga ocorrida no decorrer do jogo. Do ponto de vista
de demanda fisiologica, esses esfor¢cos anaerdbios séo caracterizados pela frequente
utilizacdo das taxas de creatina-fosfato e glicélise durante um jogo, que resulta na
reducdo dos niveis creatina-fosfato muscular e pelo aumento nas concentracées de
lactato sanguineo e muscular. Assim, como, ocorre a reducdo do potencial
hidrogeniénico (pH) muscular e a elevacdo do monofosfato de inosina muscular
durante um jogo de futebol. A glicose, as catecolaminas e 0s niveis de acidos graxos
livres aumentam progressivamente no sangue durante o jogo, provavelmente
refletindo um aumento na oxidacéo de gordura, compensando a reducao do glicogénio
muscular (Bangsbo, J.; laia, FM.; Krustrup, P. 2007).

Portanto, a andlise metaboldmica associada a carga externa de treino dos
jogadores pode nos permitir melhorar os programas de treinamento para alcancar as
adaptacdes fisiologicas desejadas nas demandas competitivas de forma

individualizada, respeitando inclusive a posi¢ao de cada jogador e sua fung¢ao no jogo,
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nos mostrando as implicacdes sobre o desempenho e a salde através de
biomarcadores (dano muscular induzido por exercicio; de inflamacao; da resposta

imune; da resposta enddcrina; e, do estado oxidativo (Pérez-Castillo et al., 2023).

1.2.Problema

Como a posicdo do jogador de futebol profissional ira influenciar nas suas
adaptacdes fisiologicas pds-jogo, controladas pelo perfil metaboldémico urinario e

associadas as cargas externas de jogo?

1.3.HipGtese

Considerando as diferentes cargas externas a que 0s jogadores profissionais
de futebol estdo expostos, dependendo da posicdo que ocupam em campo, as
respostas metabolémicas desses atletas devem variar. Espera-se que as posi¢coes
gue exigem maior demanda fisica, como o meio-campo central (MC), apresentem
perfis metabolémicos distintos, com a presenca de marcadores relacionados a lesédo
muscular e a inflamacdo, em comparacdo com posicbes que exigem menor

deslocamento continuo, como os laterais (LA) e os zagueiros centrais (ZC).

1.4.Justificativa

As demandas fisicas dos jogadores profissionais variam de acordo com a
posicdo em que atuam, sendo influenciadas pelos papéis técnicos e taticos no jogo.
Isso gera diferencas nas cargas externas, que se manifestam de forma distinta
conforme o comportamento coletivo da equipe. Portanto, compreender até quanto a
analise metabolémica associada a carga externa de treino dos jogadores € capaz de
diferenciar as demandas de jogo por posi¢cdo no futebol pode reforgar sua utilidade
como ferramenta para melhorar programas de treinamento, visando alcancar as
adaptacdes fisiologicas desejadas nas demandas competitivas. Dessa forma, é
possivel potencializar o desempenho e a recuperacdo adequada as demandas do
futebol, reduzindo seus impactos inclusive sobre a saude dos jogadores (Asian

Clemente et al., 2019; Pérez-Castillo et al., 2023).
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1.5.Objetivos
1.5.1. Objetivo Geral

Verificar a capacidade da metabolomica em identificar diferengas entre as
posicoes dos jogadores profissionais de futebol associado aos efeitos das diferentes

cargas externas apos as partidas de jogo.

1.5.2. Objetivos Especificos

1) Conhecer as diferentes cargas externas de acordo com a posi¢cado dos
jogadores e dos jogos durante as partidas de futebol dos jogadores titulares do sub-
20;

2) Comparar as analises metabdlicas pos jogo entre a posicdo dos
jogadores nas diferentes partidas do campeonato de futebol;

3) Identificar as respostas metabodlicas apresentadas na andlise dos
metabdlitos urinarios a partir das acdes de jogo caracterizados pela carga externa dos

jogadores.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Metaboldmica

A metabolémica é uma area de conhecimento relacionada as ciéncias émicas,
bastante relevante na comunidade cientifica, que busca compreender o
funcionamento celular e suas respectivas alteracdes biologicas (Fraga-Corral et al.,
2022). Corresponde ao estudo dos metabdlitos, nos produtos do metabolismo,
caracterizando e quantificando seus mecanismos e vias de acao presentes no
organismo, célula ou tecido (Kelly, RS.; Kelly, MP.; Kelly, P. 2020). E, difere-se da
gendmica (alteracdo dos genes, DNA), transcriptdmica (alteracdes de transcricdes,
MRNA) e da protedbmica (alteracdo das proteinas) por representar impressao
fenotipica de um organismo em qualquer ponto do tempo, bem como suas interacdes
com o ambiente (Aderemi et al., 2021).

Os metabdlitos sdo moléculas pequenas que englobam carboidratos,
aminoacidos, acidos organicos, nucleotideos e lipidios, produtos residuais do
processo celular metabdlico no organismo (Sakaguchi et al., 2019). Dito isto, através
da analise dos aspectos metaboldmicos de amostras bioldgicas de biofluidos (sangue,
saliva, urina, suor) varias hipéteses podem ser elucidadas sobre a respostas do corpo
frente a exposicao/ perturbacédo, como doenca, medicamento, dieta ou atividade fisica,
nas vias metabdlicas (Heaney et al., 2019).

O sangue, a urina e a saliva sdo amostras bioldgicas de fluidos corporais com
diferentes aspectos para analise metaboldmica. O sangue oferece uma visao
abrangente do metabolismo sistémico, com menor variabilidade entre individuos,
sendo amplamente usado em diagndésticos, embora sua coleta seja invasiva e a
andlise dificultada pela complexidade da composicdo. A urina, apresenta como
vantagem a coleta simples e rica em metabdlitos hidrossoluveis, util para detectar
alteracbes metabdlicas, tem menor interferéncia proteica, mas sofre com alta
variabilidade e néo reflete diretamente o estado metabdlico do sangue. Ja a saliva é
facil de coletar, especialmente atil em populacfes vulneraveis, e contém marcadores
importantes, mas apresenta baixa concentracdo de metabdlitos e alta suscetibilidade
a contaminacgdo e variacdes (Canuto et al., 2018; Kelly, RS.; Kelly, MP.; Kelly, P.
2020).
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Algumas técnicas analiticas vém sendo utilizadas para estudar os aspectos
metabolémicos, principalmente espectrometria de massa (MS), como eletroforese
capilar-espectrometria de massa (CE-MS), cromatografia liquida-espectrometria de
massa (LC-MS), cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) ou
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) (Bongiovanni et al., 2019).

A espectrometria de massa mede as massas de moléculas e seus fragmentos
para definir sua identidade, através da relacdo massa-carga (m/z) dos ions que sao
formados, possui uma alta sensibilidade e reprodutibilidade, no entanto demanda um
tempo prolongado para o preparo da amostra (Johnson, CH.; Ivanisevic, J.; Siuzdak,
G. 2016).

GC-MS é uma das analises mais empregadas na metabolébmica, possuli
reprodutibilidade, boa resolucédo e detectacdo, proporciona a anélise de compostos
volateis. No entanto, grande parte dos metabdlitos precisam de derivatizacdo, que
acaba limitando o numero de amostras. Ja o LC-MS é uma técnica analitica com alta
resolucdo, sensibilidade e reprodutibilidade, possui grande variedade de fases
estacionarias disponiveis, além dos diferentes modos de separacdo, como a eluicdo
em fase reversa (fundamentalmente particdo), com ou sem pareamento idnico,
interacdo hidrofilica, e troca iénica. Enquanto, o CE-MS possui boa resolucéo, é
rapida, baixo volume de amostra e vem sendo usada como técnica complementar a
LC-MS e GC-MS, porque promove a separacao de compostos idnicos polares. Possui
alta resolucéo e curtos tempos de analise. Mas, apresenta limitacdes de repetibilidade
e sensibilidade, devido a diluicdo das amostras pelo uso de liquido auxiliar no
acoplamento com MS (Canuto et al., 2018).

Por outro lado, a RMN é uma técnica simples e abrangente que utiliza um
campo eletromagnético gerado pelo aparelho e radiofrequéncia em pulso para facilitar
a separacao e a identificacdo dos metabdlitos de uma amostra, possui a vantagem de
precisar de pouca quantidade de amostra, tem alta reprodutibilidade, permite que o
avaliador visualize a amostra coletada mais de uma vez, pois néo destréi a amostra
apos a andlise, apesar de precisar usar solvente deuterado. Embora possua
sensibilidade mais baixa e apresenta regides espectrais com sobreposicdo de sinais,
€ uma técnica que permite identificagdo de muitos metabdlitos dependendo do
espectro da amostra e de forma simples (Li et al., 2017; Kim et al., 2022). Portanto, a
escolha da técnica adequada para determinada pesquisa vai depender da
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metodologia empregada e das condi¢cfes estruturais, tendo em vista que ambas
possuem vantagens e desvantagens entre si (Emwas, AM. 2015).

Além disso, as principais abordagens metodolégicas de identificar os
metabolicos se diferenciam em dois tipos: metabolémica n&do direcionada ou global
(untargeted/metabolic fingerprinting) e metabolémica direcionada (targeted/metabolic
profiling) (Zhang et al.,, 2011). A metabolédmica n&do direcionada ou global é
fundamentada como uma analise qualitativa, que se propde medir de uma amostra o
perfil metabdlico total dos metabdlitos, como uma “impresséo digital”. Ja, a analise
metabolémica direcionada € definida como uma andlise quantitativa, identifica
metabdlitos pré-determinados, os metabdlitos normalmente ja sdo conhecidos,
envolvidos em possiveis respostas, e em determinada via metabdlica (Johnson, CH.;
Ivanisevic, J.; Siuzdak, G. 2016).

Portanto, os dados gerados através das analises metabolémicas sao
numerosas e complexas, sendo necessario extrair a informacéao relevante através da
andlise estatistica, de forma multivariada e univariada (Canuto et al., 2018). Para isso,
analise multivariada, pode ser realizada por métodos ndo- supervisionados e
supervisionados, ambas sdo empregadas para classificar e discriminar os metabdlitos
das amostras. De forma nao-supervisionada, nao discrimina qual amostra é teste ou
controle, tem o método de analise de componentes principais (PCA). E, de forma
supervisionada, ocorre a discriminagdo dos grupos, podemos citar a analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), e projecdes ortogonais para
estruturas latentes (OPLS-DA). Sao realizados também de forma frequente, testes de
normalizacéo, teste t-student, Mann-Whitney U, entre outros, podendo ser aplicados
para andlises univariadas (Kusonmano, A.; Vongsangnak, W.; Chumnanpuen, P.
2016).

Diante disso, a metabolémica fornece informacfes preciosas sobre o impacto
de uma determinada exposi¢cdo do organismo e vem sendo utilizada em diversas
areas de pesquisa. E, uma ferramenta promissora para estudar a fisiologia do

exercicio e o seu metabolismo associado (Sakaguichi et al., 2019).

2.2 Monitoramento de carga externa e interna no futebol

O monitoramento da intensidade do treinamento e dos jogos € uma pratica

diaria no contexto do futebol profissional, em que o objetivo é gerar adaptacdes
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fisiologicas e melhorar o desempenho esportivo (Roschel, H.; Tricoli, V.; Ugrinowitsch,
C. 2011). Desse modo, gerenciar o volume e a intensidade do treinamento que o atleta
€ submetido, o controle da carga de treino, compreende um norteador importante da
prescricdo, o monitoramento e ajuste adequado indispensavel para o planejamento
de melhoria no desempenho e reducdo no risco de lesGes do atleta (Jaspers et al.,
2017).

Dessa maneira, o controle da carga de treinamento foi desenvolvido para
estimar e quantificar o quanto as cargas das atividades impostas durante o treino/ jogo
irdo refletir sobre as adaptacdes ao organismo. Estas cargas de treino podem ser
classificadas em carga externa e carga interna. A carga externa refere-se as
demandas fisicas impostas durante as sessfes de treinamento e/ou jogo (atividades
globais dos jogadores, prescrita por treinadores, sdo exemplos: tempo, distancia
percorrida, aceleracdo). Enquanto a carga interna é caracterizada pelas respostas
individuais e biologicas do corpo frente ao estresse imposto pela carga externa, séo
fatores intrinsecos (varidveis como frequéncia cardiaca, consumo de oxigénio,
percepc¢ao subjetiva de esforgo, entre outros) (Impellizzeri et al., 2019).

No futebol profissional, a carga de treino externa é monitorada por sistemas
eletrbnicos de rastreamento de desempenho (ETPS), como os dispositivos de
rastreamento de posicionamento global (GPS), sistemas microeletromecéanicos,
medicdo de posicdo local e sistemas de video computadorizados. Eles mensuram
medidas de carga externa, como analise de tempo-movimento, poténcia de saida,
distancia percorrida, distancia percorrida em alta velocidade, player load (combinacéo
das aceleracdes produzidas nos trés principais planos anatdmicos, levando a
estimativa da carga total), além das aceleracdes e desaceleracdes desenvolvidas pelo
atleta (Halson, SL. 2014; Teixeira et al., 2021).

De acordo com Bradley et al. (2009), em um estudo com jogadores da Premier
League inglesa observou-se que a distancia média percorrida durante uma partida de
90 minutos foi de 10.714m, destes 936m eram corridas de alta intensidade (entre 19,8
e 25,1 km-h 7) e 251m eram sprint (>25,1 km-h ~'). A demanda fisica no futebol
abrange predominantemente periodos com atividades de corrida de baixa intensidade,
no entanto combinacdo de acdes de aceleracdo e desaceleragcdo demandam mais
gasto energético e séo atividades de maior intensidade.

No futebol profissional, o controle da carga externa dos jogadores com as altas

exigéncias do treinamento podem gerar respostas positivas ao desempenho do atleta,
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assim como podem levar a prejuizos desportistas levando a queda de rendimento,
como ocorre no overtraining (Matos et al., 2014). O overtraining pode ser entendido
como um desequilibrio entre as cargas de treinamento, geralmente ocasionada
sobrecarga (estresse) por altas cargas externas de treinamento que o jogador foi
submetido, sem o devido tempo de recuperacéo para 0 organismo.

Deste modo, compreender como o estresse fisioldgico e psicoldgico imposto
ao jogador de futebol com a intensidade do treino ird impactar no seu corpo através
da carga interna € um marcador essencial que define as adaptac¢des induzidas pelo
treinamento. Sabendo que, essas respostas diferem de forma individual e coletiva,
varias maneiras sdo utilizadas para monitorar essa carga interna. Dentre as opcoes
de mensuracdo da carga interna, as medidas objetivas comumente usadas séo as
medidas de frequéncia cardiaca, lactato ou consumo de oxigénio, impulso de
treinamento (TRIMP), classificacBes de esforco percebido (PSE), questionarios de
bem-estar e inventarios psicolégicos (Teixeira et al., 2021). Além disso, a
metabolomica vem se mostrando como uma forte candidata a ferramenta eficaz para
estudar a fisiologia do exercicio e seu metabolismo associado (Bongiovanni et al.,
2022).

Portanto, as cargas de treino externa e interna se relacionam entre si, uma vez
gue a carga interna resulta em uma consequéncia do resultado da carga externa de
treinamento e as capacidades fisicas do atleta em resistir e se recuperar ao estresse
imposto no treinamento (Coutts, AJ.; Crowcroft, S.; Kempton, T. 2021). Portanto sabe-
se gue a carga interna é dependente ndo somente da carga externa submetida, bem
como da alimentacdo, do estado psicoldgico, da saude, do estado de treinamento e
da genética, que sao fatores individuais que podem ser modificaveis ou ndo (Scott et
al., 2016).

Contudo, é importante haver um equilibrio entre cargas de treinamento imposta
ao jogador e seu periodo de recuperacdo, para que ocorra uma melhor resposta
adaptativa, prevencao de lesdes e melhor aproveitamento do atleta (Bourdon et al.,
2017). Justificando assim a necessidade de uma abordagem integrada, carga externa
e interna, e 0 seu emprego associado para fornecer maior percepgéo do estresse do
treinamento, rastreamento e melhor controle das cargas impostas (Impellizzeri et al.,
2004).

Alem disso, a quantificacdo das medidas de carga de treinamento sofre

influéncia de uma variedade de fatores, como a localizacdo da partida, a posi¢éo do
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jogador, as condic¢des climaticas, o tipo de temporada (Asian Clemente et al., 2019).
E, compreender como esses fatores irdo interferir de maneira positivo ou negativa na
carga de treino externo/ interno é essencial para os profissionais envolvidos, tornando-

se uma ferramenta indispensavel (Curtis et al., 2020).

2.3 Efeito das posicdes dos jogadores de futebol sobre a carga de
treinamento/jogo

As demandas fisicas submetidas aos jogadores de futebol diferem entre as
partidas, além das diferentes funcdes téticas e técnicas do jogo, as posi¢ées de jogo
estabelecem exigéncias fisicas especificas associadas (Di Salvo et al.,, 2006). A
guantificacdo da carga de treinamento, sejam elas cargas internas e externas,
auxiliam na compreensao do desempenho sob os impactos fisioldgicos da demanda
esportiva, o perfil do jogo, distancias percorridas, intensidade, sistemas de energia
envolvidos, de acordo com a posicdo do jogador em partidas de futebol profissional
(Nobari et al., 2022).

Em relagéo as diferencas posicionais e 0 seu desempenho sobre a carga de
treinamento, de acordo com o estudo de Morgans et al. (2022), os resultados das
equipes estudadas (jogadores profissionais de futebol de campo sénior e sub-18 de
um clube do SP) mostraram que 0s zagueiros centrais tinham uma tendéncia de
manter valores menores para distancia total, distancia de sprint e numero de
desaceleracdes; o meio campista-lateral apresentavam maiores valores na distancia
total, distancia de alta intensidade e distancia de sprint; e, o lateral tendia a manter
valores mais elevados em aceleracfes e desaceleracdes. Essas diferencas entre as
cargas submetidas aos jogadores podem se justificar pela natureza e o papel da
posicao dentro da equipe, assim como pelas estratégias de jogo do treinador.

E, de acordo com Pettersen, AS.; Brenn, T. (2019), os meio-campistas
percorreram a maior parte da distancia de corrida de alta intensidade (1044,2 m), a
maior distancia de corrida (224,4 m) e o maior numero de aceleragbes (185,2);
zagueiros apresentaram os menores valores para essas atividades (508,3m, 85,1m e
119,0, respectivamente). Os meio-campistas laterais tiveram a maior velocidade
maxima (30,3 km -h 1) e os zagueiros centrais tiveram a menor velocidade maxima
(28,6 km - h~ M.
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Ja Palucci et al. (2019), em uma revisao sistematica mostrou que os estudos
concordam que medidas de desempenho como distancia total percorrida, velocidade
méxima de jogo, frequéncia de sprints, entre outros, dependiam da posi¢cdo do
jogador. Os zagueiros apresentavam menores valores de distancia total percorrida e
atividades de alta intensidade; meio-campistas e segundos atacantes percorreriam a
maior distancia total; meio-campistas e atacantes demonstraram velocidades de jogo
de pico mais altas e frequéncia de atividades de alta intensidade. E a associagao dos
fatores fisicos com os fisiologicos demonstraram que o desempenho da corrida foi
moderado a fortemente correlacionado com marcadores fisiolégicos pds-jogo creatina
quinase, lactato desidrogenase, cortisol, interleucina-6.

O desempenho de corrida, assim como as demais métricas de carga externa
dos jogadores de futebol é influenciado pela posi¢édo de jogo, sdo medidas importantes
para auxiliar no sucesso de programas de treinamento fisico especificos de posicéao,
assim como minimizar as demandas fisiolégicas impostas sob o corpo, e pensar nas
solucdes para preservacao da saude do atleta. Devido a variabilidade individual e
entre o grupo, ocorrem diferentes respostas fisioldégicas sob cargas de treinamento
semelhantes (Varley et al., 2017).

A associacdo da carga externa com metabdlitos urinarios de jogadores de
futebol - entendida aqui como variavel de carga interna (adaptacdo metabdlica) —
identificou relevancia dos metabdlitos de hormonios esterdides, metabdlitos de
hipoxantina, amino&cidos acetilados, intermediarios no metabolismo da fenilalanina,
tirosina, metabdlitos de triptofano e riboflavina. Sendo possivel reconhecer vias
enriquecidas de biossintese de horménios esterbéides e o metabolismo da tirosina e
do triptofano decorrentes da carga externa imposta pelo treinamento de futebol
(Quintas et al., 2020).

Além disso, o limitante do desempenho esportivo durante o jogo € a fadiga, que
exige do treinador adequado controle de carga de treinamento durante o treinamento/
jogo, e que pode ser observada a partir da reducdo significativa na capacidade
anaerobica. Apoés a fadiga decorrente do jogo, os metabdlitos sarcosina, L-alotreonina,
creatina, serina, &acido succinico, acido citrico, acido 4-hidroxifenilacético,
hidroxilamina e etanolamina produzem altera¢des significativas no corpo e podem ser
usados como indicadores para avaliacdo da fadiga (Guo et al., 2020).

No entanto, o desempenho das posi¢coes dos jogadores de futebol sobre a

carga de treino interna ndo é bem elucidado na literatura. Sabe-se que, do ponto de
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vista do metabolismo energético, no futebol ha uma combinacéo de exercicio aerébico
e anaerobico e que com 0 esgotamento energético, ocorre acumulo de metabdlitos,
principalmente de vias do metabolismo da glicina-serina-treonina, ciclo do citrato,
metabolismo da tirosina, metabolismo do nitrogénio e metabolismo do
glicerofosfolipideo (Cao et al., 2020). Considerando que as cargas externas sao
diferentes entre jogadores com diferentes funcdes taticas na equipe, € possivel que
as respostas obtidas ap6s um jogo em metabdlitos relevantes para a fadiga e controle
de carga interna também se diferenciem entre as posi¢des de jogo.

2.4 Respostas metabdlicas provocadas pela carga externa do futebol

Jogadores de futebol sdo submetidos a uma variacdo na intensidade das
atividades desempenhadas durante os treinos ou partidas de futebol, combinando
metabolismo energético de exercicios aerébicos e anaerdbicos para a fornecer ATP
para contracdo muscular, e resultando em diferentes vias metabdlicas para producéo
de energia (Alzharani et al., 2020). Portanto, essas respostas metabdlicas sao
afetadas de acordo com a intensidade do jogo, gerando metabdlitos especificos
(Heaney, LM.; Deighton, K.; Suzuko, T. 2019).

A metabolémica ou, “esportdmica” como vem sendo discriminada ao falar das
diferentes ciéncias “émicas” aplicadas ao esporte, representa um mecanismo inovador
para explicar a fisiologia e 0 metabolismo associado ao exercicio e relevantes para a
saude (Johnson, CH.; Ivanisevic, J.; Siuzdak, G. 2016). Sendo assim, a metabolémica
tem potencial para monitorar as respostas fisioldgicas impostas aos jogadores (carga
interna), de acordo com as exigéncias fisicas do jogo (carga externa), que variam com
as particularidades individuais (Pérez-Castillo et al., 2023).

Diante disso, a carga de treinamento (interna e externa) pode ser influenciada
por varias situacdes, assim como pelas variaveis contextuais do jogo, como o local do
jogo, status da partida e funcéo do jogador que modificam a carga externa do jogador.
Estas variaveis situacionais exercem impacto sobre o desempenho do atleta (Reche-
Soto et al., 2019).

De acordo com Enea et al. (2010), os efeitos do exercicio agudo a curto (teste
anaerobico de exercicio intensivo de curta duracéo) e a longo prazo (75% de seu
consumo maximo de oxigénio até a exaustdo), em mulheres, através da analise

metaboldmica urindria por RMN permitiu identificar alteracdes metabdlicas
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relacionadas a bioenergética muscular. Estas alteracdes foram atribuidas aos
sistemas glicoliticos e ATP-CP apds exercicio intenso e de curta duracao, podendo
sugerir a ativagdo do catabolismo de purinas e producéo de acido lactico. Além disso,
N -6xido de trimetilamina (TMAO) foi detectado na urina em um nivel muito baixo tanto
em repouso quanto apés o exercicio, representando um biomarcador de lesao renal
medular isquémica, indicando que nossos individuos nao tiveram modificagcbes em
sua funcéo renal.

A analise dos perfis metabdlicos da urina e dos dados EPTS de 80 jogadores
profissionais de futebol masculinos, em um estudo longitudinal observacional,
identificou entre as variaveis mais relevantes associadas a carga externa 0s
metabolitos urinarios de horménios esteroides, metabdlitos de hipoxantina,
aminoécidos acetilados, intermediarios no metabolismo da fenilalanina, tirosina,
metabalitos de triptofano e riboflavina. Esses achados revelam uma associacao entre
carga externa e perfil metabdlico urindrio com alteracdo de vias bioquimicas
associadas a adaptacdo ao treinamento em longo prazo (Quintas et al., 2020).

Um estudo analisou o mecanismo metabdlico em jogadores de futebol
adolescentes durante a fadiga induzida pelo exercicio, e identificou que jogadores de
futebol adolescentes apresentam uma diminuicdo significativa na capacidade
anaerobica apos a fadiga (Cao et al., 2020). Demonstrando ainda, que existem
alteracdes em cinco vias metabodlicas em jogadores de futebol adolescentes apds o
exercicio: metabolismo da glicina-serina-treonina, metabolismo do acido tricarboxilico,
metabolismo da tirosina, metabolismo do nitrogénio e metabolismo do glicerol
fosfolipideo. Dessa maneira, os impactos do jogo de futebol em jogadores
adolescentes podem ser resumidos como trés tipos de metabolismo: metabolismo
proteico, metabolismo do ciclo do &cido tricarboxilico e metabolismo lipidico (Cao et
al., 2020).

Ja Alzharani et al. (2020) mostrou que muitos metabolitos foram afetados em
resposta ao treinamento de curto prazo em jovens jogadores profissionais de futebol.
As alteracbes apontadas por esse estudo ocorreram a partir de aumento nas
acilcarnitinas - que estéo envolvidas na oxidacéo de acidos graxos - apds o treino em
dois dias, sugerindo que individuos altamente treinados queimam gordura em vez de
glicose em uma mesma intensidade absoluta. E, além disso, os metabdlitos das
purinas e carnitina aumentaram ligeiramente. A carnitina no plasma pés-exercicio

podem fornecer um importante indicador de aptidéo fisica, e a reducéo da atividade
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de transporte da carnitina, recentemente tem sido associada ao aumento da
fragilidade na velhice (ALZHARANI, et al. 2020).

Outro estudo avaliou as altera¢cdes metaboldémicas urinérias em atletas de elite
de uma equipe brasileira sub- 20 em amostras coletadas logo apos e 20 horas apoés
duas partidas de futebol (Marinho et al., 2022). Os resultados obtidos mostraram que
atletas com classificacdes de esforco percebido de esfor¢co (PSE) mais altas tém mais
variagbes metabdlicas relacionadas ao dano muscular e ao metabolismo energético
em comparacao com atletas com uma PSE mais baixa. Os jogadores com maior PSE
apresentaram alto perfil de metabdlitos relacionados ao dano muscular, a creatina,
creatinina e glicina; e a creatina, formato, piruvato, 1,3 diidroxiacetona, que estédo
relacionados a producao de energia (Marinho et al., 2022).

Diante do exposto, é possivel inferir que a metabolémica pode identificar
alteracdes fisioldgicas decorrentes da carga externa, monitorar a adaptacdo ao
exercicio, fornecendo informacfes importante sobre a saude do atleta, fadiga, e
desempenho fisico. Dados, importantes e Uteis para jogadores de futebol profissional,

assim como para outros esportes competitivos (Rodas et al., 2022).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo observacional longitudinal.

3.2 Participantes

Participaram deste estudo, doze jogadores de futebol profissional, que tinham
contrato profissional registrado na confederacéo brasileira de futebol (CBF) e que
jogavam o campeonato paulista sub-20 de clubes, com média + DP de idade, altura e
massa de 18,91 + 0,82 anos; 179,89 + 7,40 cm; 71,92 £ 7,06 kg, respectivamente. Os
jogadores incluidos atenderam os seguintes critérios basicos: serem do sexo
masculino, com idade entre 18 e 20 anos, contrato de atleta profissional de futebol,
sem lesdo ou tratamento fisioterapéutico. Os jogadores foram distribuidos nas
seguintes posicdes de jogo: dois zagueiros central (ZC), dois laterais (LA), trés meio-
campistas central (MC), dois meio-campistas aberto ou lateral, (MA) e um atacante
(AT). Os goleiros nao foram incluidos neste estudo devido a carga de treinamento e
suas caracteristicas fisicas especificas de jogo serem diferentes dos jogadores de
campo. Todos os jogadores incluidos nessa analise eram titulares ou reservas com
entrada frequente e tempo de jogo significativo (= 45 minutos por partida),
considerados pela comissdo técnica como o grupo principal de treinamento (G1).
Foram excluidos da andlise os jogadores reservas que nao apresentaram tempo de
jogo significativo por comporem um outro grupo de treinamento, cuja rotina de treino
era diferente do G1.

A todos os jogadores foi apresentado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) para assinatura e consentimento para o desenvolvimento da
pesquisa (Apéndice A). O estudo foi realizado de acordo com o0s requisitos da
Declaracéo de Helsinque, faz parte de um projeto universal e foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) sob o
namero de CAAE 55909822.5.0000.501.

3.3 Desenho do estudo
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O estudo foi conduzido de forma observacional, sem intervencédo, durante sete
semanas (setembro 2022 a outubro 2022) nas quais os jogadores foram submetidos
a sessodes de treinamentos e as sete partidas durante a 32. e 42, Fase classificatoria e
Fase Semifinal do Campeonato Paulista de Futebol categoria sub-20 da temporada
de 2022. A programacédo entre a sessfes de treinamento e jogos foi planejada e
aplicada pela comisséao técnica do clube seguindo calendario de jogos elaborado pela
Federacdo Paulista de Futebol. Durante as sess@es diarias de treinamentos e durante
as partidas foram obtidos dados como: tempo de treinamento (em min), tipo de
treinamento (fisico, técnico ou tatico), intensidade de carga de treinamento de cada
atleta (carga externa).

Na primeira visita foi apresentado aos jogadores a finalidade e o protocolo de
aplicacdo da pesquisa, a leitura do TCLE, e os jogadores que aceitaram participar do
estudo realizaram a assinatura do TCLE. Durante o periodo de sete semanas, que
foram constituidas com 1 partida por semana, foram realizadas coletas de 25 ml de
urina 24 horas apos a partida, ou seja, antes da primeira sesséo de treinamento que
sucedeu a ultima partida (MD +1), para analise do impacto metabdlico e das respostas
metabdlicas dos jogadores as partidas. A Figura 1 descreve este desenho de estudo.

Para fins do presente estudo, foram consideradas todos os dados de pés
partidas de jogos realizados com os jogadores titulares, que iniciaram a partida (Grupo
1). Os jogadores eram caracterizados em trés diferentes grupos (G1, G2 e G3), de
acordo com a convocacao e participacdo (minutos jogados) nas partidas. A média de
tempo total das partidas foi de 97,12 + 2,53 min. Além disso, todos os jogadores
tiveram quatro folgas durante a temporada, e foram submetidas as mesmas sessdes
de treinamento até o dia que antecede a partida (MD -1). No dia posterior a partida
(MD +1), os jogadores do grupo 1, ou que participaram de pelo menos 45 minutos na
partida, foram submetidos a um treinamento recuperativo na sala de musculagédo. A
analise usou todos os jogadores, e foi aprofundada excluindo os dados referentes as
posicdes de jogo MA e AT, quando aplicamos a analise multivariada supervisionada
do PLS-DA para discriminar a posi¢céo de jogo dos jogadores de futebol em relacéo
as variaveis de carga externa, devido a disposi¢cdo e a homogeneidade dos dados,
continuamos as analises apenas com 0s outros 3 grupos; além disso foram excluidos
dados referentes ao jogo 3, pelo fato da coleta de urina, para analise metabol6mica,
ter sido realizado somente 48h ap0Os a partida, questdes de logistica (a folga dos

jogadores aconteceu no dia seguinte ao jogo, e nao houve disponibilidade para coleta
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de urina). A amostra total correspondeu a 49 observacdes individuais de dados de
carga treinamento (externa e interna) por posicao de jogo (ZC= 9; LA=9; MC=14;

MA=12; AT=5) resultantes da analise dos pds jogo das seis partidas da temporada.

A CRONOGRAMA DAS PARTIDAS I
s 5 B J4: 22/09
J1: 05/09 J2: 11/09 J3: 16/09 SPFC X J5 05/10 J6: 13/10 J7- 1910
PONTE PRETA SPFC X SKABRASIL X PENAPOLENS PONTE PRETA 53 EASE
X SPFC PONTE PRETA SPFC E PONTE PRETA
- FOLGA 24-25/09
N — T y
/B CARGA INTERNA -> METABOLITOS URINARIOS \
Coletado de urina (25 ml): & - 24h
: Top Spin HMDB
"H-NMR
- |5 u 3-1e
. ’ _j : ome Chenomx Rstudio
Coleta e preparo da Analise instrumental Processamento dos dados, identificacdo dos metabdlitos, interpretacéo dos dados
\ amostra e andlise estatistica /
C CARGA EXTERNA > GPS \
DIST. TOTAL (M) [ DESACELERAGAO (M/S?)
DIST. RELATIVA (M/MIN) PLAYER LOAD (U.A)
DIST. > 20KM/H (M) NUMERO DE SPRITNS (M)
DIST. < 20 KM/H (M) ESFORCOS EXPLOSIVOS (M)
ACELERAGAO (M/S?) | | VELOCIDADE MAXIMA (M/S)

Figura 1. Representacdo do desenho experimental do estudo. (A) Cronograma das partidas do
Fases classificatéria e Fase Semifinal do Campeonato Paulista de Futebol categoria sub-20
(setembro a outubro 2022), entre as partidas ocorriam treino diariamente e periodos de folga. O J3,
encontra-se em vermelho por ter sido excluido da amostra. (B) Processamento da amostra de urina,
coletado 24 horas apés o jogo para a analise dos metabdlitos urinarios, realizada através de RMN
para posterior processamento, andlise, identificacdo dos metabdlitos e interpretagéo dos dados. (C)
Carga externa coletada através dos sistemas de GPS por posicao de jogo durante a temporada. J1:
jogo 1; J2: Jogo 2; J3: jogo 3; J4: jogo 4; J5: jogo 5; J6: jogo 6; J7: jogo 7.

3.4 Determinacdo da carga externa de treinamento das partidas

Para determinacdo das cargas externa das atividades, todos os jogadores
utilizaram durante todas as sessdes de treinamento e as partidas da temporada um
aparelho ground positional system (GPS) da marca CATAPULT modelo OPTIMEYE
S7 (Catapult, OPTIMEYE S7, Melbourne, Australia), que forneceu informacdes de
cargas externas como a distancia total percorrida (m), distancia relativa (m/min),
player load (intensidade de carga de treinamento individual do jogador, expressa
em u.a.), distancia total percorrida em alta intensidade (m; distancia total percorrida
acima de 20 km/h), distancia de sprints (m; > 25,0 km/h), velocidade maxima (m/s),

esforcos explosivos (m; distancia percorrida com aceleracéo superior a 1,12 m/s?),
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aceleracdes (m/s% > 2,0 m/s®), desaceleracdes (m/s?; < -2,0 m/s?) e distancia total
percorrida abaixo de 20 km/h (m).

Este procedimento e a utilizacdo do aparelho GPS fazem parte da rotina diaria
de monitoramento do treinamento das categorias de base e equipe profissional do
mesmo clube. Ao término de cada sesséo de treinamento e das partidas os dados
coletados pelo aparelho séo transferidos para um software desenvolvido pelo
fabricante do equipamento (Open Field Console), fornecendo as métricas
individuais de deslocamento desenvolvidas pelos jogadores em uma planilha,

assim como, os valores das médias do grupo para cada métrica analisada.

3.5 Determinacao da carga interna de treinamento das partidas
3.5.1 Coletas de urina

Para determinar a carga interna de treinamento eram realizadas coletas de
urina com a finalidade de realizar as analises metabolémicas urinarias dos jogadores.
Elas foram realizadas a partir da Terceira Fase Classificatéria do Campeonato
Paulista sub-20 de Futebol 2022. Foram coletados 25 ml da primeira urina 24 horas
apos cada partida durante 7 semanas, ou seja, antes da primeira sessao de
treinamento apos a partida (MD +1) realizada ao fim de um microciclo de treinamento
para posterior analise e verificacdo da presenca de metabdlitos. As amostras foram
coletadas nos momentos poOs partidas, e eram imediatamente congeladas a
temperatura entre -20 o C e -80 o C em compartimento térmico preparado e enviadas
por via aérea ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas para
analise.

Os jogadores receberam orientacéo para evitar a ingestdo de qualquer tipo de
bebida alcoolica ou realizar qualquer tipo de atividade fisica durante este periodo de
pelo menos 24 horas antes da coleta desta amostra. Para coleta das amostras de
urina foi distribuido para cada jogador do elenco um coletor universal Needs, que
recebiam a orientacdo sobre a liberdade de interromper a coleta caso nao se
sentissem confortaveis, ndo sentissem o desejo de urinar ou ndo conseguissem urinar

a quantidade suficiente para analise (25ml).
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3.5.2. Preparacdo da amostra e analise metabolémica

As amostras de urina foram levadas ao Nucleo de Andlise e Pesquisa em
Ressonancia Nuclear Magnética do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas para analise, cuja técnica utilizada foi a abordagem
metabolémica ndo direcionada/ global. A analise foi realizada através de um
equipamento de ressonancia nuclear magnética (RMN) comandado por um
espectdmetro BRUKER 600 MHz (AVANCE I11), que possui uma sonda de 5 mm a
300 K (PABBO) com a sequéncia de pulso: noesygpprld. Dos 25 ml coletados apos
a partida, aliquotas de 1,5 ml foram retiradas e transferidas, individualmente, para
tubos Eppendorf para serem centrifugadas a 14.000 rpm (Hettich Zentrifugen,
ROTANTA 460R) por 15 minutos e o sobrenadante foi transferido e armazenado em
um freezer, a temperatura -80°C, para posterior analise. Em seguida, para o processo
de analise, a centrifugacao de 500 pL do sobrenadante de cada amostra foi transferido
para um tubo de RMN de 5mm, e a cada amostra foram adicionados 200 ml de uma
solucédo tampéo (fosfato de sodio, pH = 7,4) com 100% de D20 e 1 mM de TSP
(padréo de deslocamento) durante 20 minutos no espectrometro BRUKER AVANCER,
dotado de magneto supercondutor, operando a 600MHz para analise de hidrogénio,
com sonda de banda-larga de 5mm PABBO a 300k. Quanto & supresséao do sinal da
agua, foi feita pré-saturacao seguindo os seguintes parametros: NS: 128 (numero de
scans); D1: 4,00 s (tempo entre os scans); TD: 64K (niUmero de pontos do espectro);
SW: 20 ppm (largura da janela); O1P: 4,69 ppm (posicdo onde aparece o sinal
referente a 4gua e, portanto, é irradiada); AQ: 5,11 s (tempo de aquisi¢cao).

Além disso, os espectros foram obtidos pelo software especifico TopSpin®
3.6.5, a identificacdo dos picos dos metabdlitos ocorreu através do Chenomx®, e a
confirmacdo ocorreu com base na Human Metabolome Database (HMDB)
(www.hmdb.ca). O pré-processamento se deu atraveés do Software R (versdo 4.2.2)
(utiizando o pacote PepsNMR versdo 3.17), e envolveu 0s processos de
sobreposicao, alinhamento e quantificacdo dos espectros. Apos isto, os dados obtidos
foram transferidos para o Excel®, formando uma tabela onde as amostras estavam

identificadas em linhas e os 38 metabdlitos encontrados, em colunas.

3.6 Anélise estatistica


http://www.hmdb.ca/
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Os dados foram apresentados como mediana e média + desvio padréo. A
analise foi realizada no software RStudio, verséo 13. Foi realizado ANOVA como teste
de hipétese para avaliar os efeitos da posi¢ao dos jogadores do sub-20 e sua interacao
nos dados de carga externa de treinamento e efeitos sobre o perfil metabdlico. Quando
houve efeito significativo da posi¢do de jogo, foram realizadas comparagdes post-hoc
de Tukey para verificar quais posi¢cdes eram diferentes. A significancia estatistica foi
fixada em p < 0,05.

Em relagdo a andlise metabolémica, foram utilizadas fungbes estatisticas
multivariadas, que geraram graficos de scores e loading da analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) para classificar e discriminar a posicéo de jogo
com variaveis de carga externa (GPS) e interna (metabdlitos urinérios) apds os jogos
seis jogos do campeonato. Além disso, estes graficos geram um escore que destaca
a importancia da variavel da projecdo (VIP-score). Assumimos como valores
relevantes as variaveis de GPS que tinham VIP >0,8; enquanto para os metabdlitos
urinarios, por conta do numero de variaveis, VIP >1,0.

Foram gerados também, andlises integrativas com grafico de scores da anélise
de Block PLS-DA, mostrando a comparacao entre as variaveis de carga externa (GPS)
e carga interna (metabolémica urinaria), no software RStudio. Ainda, foi gerado gréfico
de correlacdo de Pearson, que relacionaram os 38 metabdlitos com as variaveis de
carga externa (GPS) encontrados nas amostras dos atletas apos os seis jogos do
campeonato. Nesse Ultimo, as escalas de cores representam as correlacdes positivas
(vermelho) e negativas (azuis), e as significancias sao representadas pelos asteriscos:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Por fim, para comparar as variaveis de carga externa com o0s metabdlitos
pertencentes as amostras dos seis jogos e de acordo com a posicéo dos jogadores,
foi gerado um grafico chamado Circus Plot, de andlise PLS-DA, utilizando-se um ponto
de corte de 50% para as correlagbes (r=0,5), no qual é possivel verificar correlagbes
positivas (linhas vermelhas) e negativas (linhas azuis) e a intensidade das correlacdes

através da espessura de tais linhas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados

4.1.Descricdo da carga externa de treinamento nas posi¢cdes de jogo

Na Figura 2, podemos observar valores descritivos de intervalos interquartis
das variaveis de carga externa em jogadores de futebol profissional do sub-20 por
posicdo de jogo.

Quando comparamos os dados de carga externa obtidos através do GPS com
a posicao de jogo, as métricas de carga externa de treino foram diferentes em relacéo
a posicdo de jogo, de modo que, o grupo MC apresentou 0s maiores valores de:
distancia total, apresentando diferenca significativa para o grupo MA
(9.193,21+£1.261,35 m vs. 6777.92+1506.15 m; p=0,001); distancia relativa para os
grupos MA, LA e ZC (114.29+7.67 m/min vs. 111.08+6.86 m/min vs. 107.44+7.92
m/min vs. 96+8.31 m/min, respectivamente; p= 0,000); player load para ZC e MA
(945.71+135.82 u.a. vs. 749.78+131.27 u.a. vs. 670.67+157.07 u.a., respectivamente;
p= 0,001); e ainda de distancia abaixo de 20 km/h para MA (8702.93+1271.89 m vs.
6306.58+1404.94 m; p= 0,001). Enquanto, o grupo ZC apresentou maiores valores de
velocidade maxima, com diferenca significativa para o grupo de MC (31.78+1.20 m/s
vs. 29.07+1.94 m/s; p= 0,035). LA apresentou maiores valores de distancia de sprints
se comparado ao MC (168.11+91.69 m vs. 86.86+55.99 m; p= 0,065), embora néo
tenha sido encontrado diferenca significativa. Dados apresentados em média + desvio
padrao, estando expressos na Tabela 1.

Por sua vez, quando comparamos a amostra inteira ao longo de seis jogos do
campeonato com as variaveis de carga externa (Figura 3), encontramos diferenca
estatisticamente significativa apenas para a variavel de esforgos explosivos (p=0,033)
entre 0 jogo 2 com 0s jogos 4, 6 e 7, sem diferencas para as demais variaveis do GPS.
Tais resultados podem ser justificados pela natureza do jogo e ressalta a importancia
do papel da posicdo dentro da equipe, apesar de serem jogos diferentes o

desempenho do time entre os jogos nao diferiu.
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Figura 2. Gréfico de variaveis de carga externa por posi¢ao de jogo. (A) aceleracao, (B) desaceleracéo, (C) distédncia em alta intensidade, (D) distancia abaixo
de 20 km/h, (E) distancia relativa, (F) distancia sprints, (G) distancia total, (H) esfor¢os explosivos, () player load, (J) velocidade maxima. LA: Lateral; MC:
Meio-campo central; MA: Meio-campo aberto; ZC: zagueiros centrais; AT: Atacante. *Indica uma diferenca significativa entre as posi¢fes (p<0,05), os colchetes
representam as comparacdes pareadas no post-hoc.
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Carga externa Posicédo de jogo

(GPS) AT (N=5) LA (N=9) MA (N=12) MC (N=14) ZC (N=9) p
Dist. total (m) 8070+1294.67 |8016.67+1719.3 | 6777.92+1506.15* | 9193.21+1261.35* |8106.89+1431.50 | 0,001
Dist. relativa (m/min) 107.40+9.48 107.44+7.922 111.08+6.862 114.29+7.672 96+8.31° 0,000
Player load (u.a.) 861.60+123.98 801.78+188.21 670.67+157.07° 945.71+135.822 749.78+131.27 0,001
Dist. alta int > 20 km/h (m) | 635.20+£189.55 591.67+255.73 471.33+167.69 490.29+239.62 405.78+78.06 0,220
Dist. Sprints (m) 148.80+54.02 168.11+91.69° 123.92+72.19 86.86+55.99° 129.56+30.40 0,065
Velocidade max. (m/s) 30.60+1.52 30.33+1.41 30.33+2.19 29.07+1.94¢ 31.78+1.20° 0,035
Esforgos Explosivos (m) 63.20+20.20 49.56+13.78 49.08+24.07 59.57+14.77 46.67+9.15 0,110
Aceleracdo (m/s?) 49.20+10.50 41.11+15.68 45.17+14.15 51.36+15.44 45.114+6.55 0,580
Desaceleragéo (m/s?) 41.40+11.50 46.33+14.98 39.92+13.99 44.71+13.53 56.22+19.82 0,230
Dist. abaixo de 20 km/h (m)| 7434.80+1188.19 | 7425+1591.40 | 6306.58+1404.94® | 8702.93+1271.89* |7701.11+1363.95 | 0,001

Tabela 1. Dados da Carga de Treinamento Externo por posi¢ao de jogo durante as seis partidas do campeonato. AT: atacante; LA: lateral; MA: meio de campo
aberto; MC: meio de campo central; ZC: zagueiro central. Valores expressos em média + desvio padréo. p = p valor (p<0,05). = diferenga para o grupo MC; ®
diferenca para o grupo LA, ¢ diferenc¢a para o grupo ZC; comparac¢ao post-hoc de Tukey.
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Figura 3. Grafico de comparacao das variaveis de carga externa nos seis jogos do campeonato. (A) aceleracdo; (B) desaceleracao; (C) DIST< 20 km/h:
distancia em alta intensidade; (D) DIST >20 km/h: distancia acima de 20 km/h; (E) DIST. RELATIVA: distancia relativa; (F) DIST. SPRINTS: distancia sprints;
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(J2); verde: jogo quatro (J4); azul: jogo cinco (J5); lilas: jogo seis (J6); ouro: jogo sete (J7). *Indica uma diferenca significativa entre as posicdes (p<0,05), os
colchetes representam as comparagdes pareadas no post-hoc.
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A analise multivariada supervisionada do PLS-DA foi aplicada para discriminar
a posicao de jogo dos jogadores de futebol em relacdo as variaveis de carga externa
(GPS) apds os seis jogos do campeonato, como observado na Figura 4. As posi¢coes
de jogo de MA e AT apresentaram a maior variagao entre 0s jogos, ndo conseguindo
uma homogeneidade que caracterize esses grupos (Figura 4A). Foram encontradas
diferencas entre as posi¢cdes de MC com ZC e LA, e, baseado nos valores de VIP-
scores, 0s parametros de carga externa mais importantes na discriminancia dos
grupos sao a velocidade méxima, distancia de sprints, distancia relativa, distancia
total, distancia abaixo de 20 km/h e player load. Por outro lado, a variavel de distancia
em alta intensidade, aceleracao, esforcos explosivos e desaceleracdo apresentaram
menores valores de VIP-scores, sendo menos capazes de discriminar os grupos, de
acordo com as semelhancas da posicdo de jogo e as variaveis de carga externa
observados nos loading-plot e na pontuacdo de VIP (Figura 4B). Sendo assim,
optamos por aprofundar a andlise e refazer os PLS-DA sem o0s dois grupos mais
heterogéneos de posicao de jogo, MA e AT, considerando que as amostras desses
dois grupos sobrep8em as demais posicdes. A andlise sem estes grupos pode tentar
explicar melhor os achados de carga externa de acordo com a posicao de jogo e sua
associacdo com a metabolémica urinaria.

Conforme a analise realizada utilizando PLS-DA, incluindo apenas MC, LA e
ZC, e as variaveis de carga externa (GPS) ap6s os seis jogos do campeonato, como
descrito na Figura 5, nota-se que, os MC se diferenciam dos ZC, e os LA se
diferenciam do MC e dos ZC, mas ainda se tangenciam (Figura 5A). Podemos ainda
ver a relevancia das variaveis de carga externa apds os jogos de acordo com a
posicao no grafico de loading e os valores de importancia da variavel estimados pelo
VIP-score, que mostram associacdo mais intensa entre os jogadores de MC com a
variavel de distancia relativa, esforcos explosivos, player load, distancia total e
distancia abaixo de 20 km/h; os ZC com a velocidade maxima, distancia de sprints e
desaceleracdo; enquanto, o LA ndo estd bem caracterizado, apresenta uma perfil
intermediario entre os dois grupos, ndo ha uma variavel de peso importante que

discrimina este grupo (Figura 5B).
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Figura 4. Gréficos de scores e loadings da andlise PLS-DA mostrando as principais caracteristicas que discriminam a posicdo de jogo e os dados de carga
externa (GPS). As cores representam as diferentes posi¢des de jogo no time de futebol (vermelho: AT; amarelo: LA; verde: MA; azul: MC,; lilas: ZC), cada ponto
representa um jogador e os tridangulos a média de cada grupo, respectivamente (painel A). Ao lado, no gréafico de loading estdo as variaveis de carga externa
e suas representatividades em cada posicao de jogo, além de um gradiente de cores destacando a importancia de cada variavel para a projecdo de acordo

com o VIP-score (painel B).
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Figura 5. Gréficos de scores e loadings da analise PLS-DA mostrando as principais caracteristicas que discriminam as posi¢cdes MC, ZC, LA e os dados de
carga externa (GPS). As cores representam as diferentes posi¢cdes de jogo no time de futebol (azul: MC; amarelo: LA; lilas: ZC), cada ponto representa um
jogador e os triangulos a média de cada grupo respectivamente (painel A). Ao lado no grafico de loading estdo as variaveis de carga externa e suas
representatividades em cada posigdo de jogo, além de um gradiente de cores destacando a importancia de cada variavel para a projecao de acordo com o

VIP-score (painel B).
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4.2. Descricao metabolémica urinéria e sua associacao com a carga
externa nas posi¢cdes de jogo

Foram identificados 38 metabdlitos apds as analises metabolémicas, atraves
das andlises de urina por RMN 24 horas ap0s 0s jogos, listados na Tabela 2 com suas
respectivas pontuacdes na escala VIP. Dentre eles, com base na separacao entre os
grupos no gréfico de loading (Figura 6), 10 metabdlitos (VIP > 1,0) mostraram-se mais
relevantes para as variaveis estudadas: metilguanidina, trimetilamina, 4-

hidroxifenilacetico, piruvato, glicose, formato, glicina, dimetilglicina, tirosina e uracil.

Metabdlitos VIP Metabolitos VIP

Uracil 1.75 Succinato 0.79
Tirosina 1.72 Citrato 0.78
Dimetilglicina 1.58 3-Metilhistidina 0.77
Glicina 1.58 trans-Aconitato 0.73
Formato 1.57 | Acido Malonico 0.73
Glicose 1.55 3-Aminoisobutirato 0.69
Piruvato 1.54 Creatinina 0.69
4-Hidroxifenilacetico 1.46 Creatina-Creatinina  0.68
Trimetilamina 1.44 Dimetilamina 0.65
Metilguanidina 1.24 Ureia 0.61
Histidina 0.99 Isobutirato 0.61
Tartrato 0.98 Taurina 0.59
pi-Metilhistidina 0.96 Hipurato 0.53
Dimetilsufone 0.94 3-Hidroxivalerato 0.48
Guanidinoacetato 0.93 Acido Metilurico 0.36
2-Hidroxiisobutirato 0.83 TMAO 0.34
Lactato 0.81 Anserina 0.28
Alanina 0.81 Trigonelina 0.27
Metilamina 0.8 Leucina 0.12

Tabela 2. Tabela das pontuagfes da VIP dos metabdlitos urinarios com suas respectivas pontuacoes.

A partir disso, foi realizada a analise utilizando PLS-DA para a separacdo das
posicdes de jogo relacionadas a carga interna, representada pelos metabdlitos
observados na urina ap0s os seis jogos do campeonato, conforme apresentado na
Figura 6. Podemos observar no painel de loadings (Figura 6, painel B) uma associagao
entre MC com o0s metabdlitos uracil, 4-hidroxifenilacetico, metilguanidina,
trimetilamina, dimetilglicina e glicose; LA com glicose, tirosina e formato; e, 0 ZC com
tirosina, formato, piruvato e glicina. Indicando mudangas no perfil metaboldmico
urinario do metabolismo dos carboidratos e ciclo de TCA, aminoacidos e peptideos,

piridiminas, nas vias de corpos cetbnicos, discriminando os perfis metabdlicos de
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recuperacdo apos jogo. De modo que, os perfis metabdlicos de MC estdo mais
relacionados ao dano muscular, marcadores inflamatorios, e de LA e ZC com o

metabolismo energético e estresse oxidativo.
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Figura 6. Gréficos de scores e loadings da analise PLS-DA mostrando as principais caracteristicas que discriminam as posi¢des de jogo, dados de carga
externa (GPS) e metabolémica urinaria. As cores representam as diferentes posi¢cdes de jogo no time de futebol (azul: MC; amarelo: LA, lilas: ZC), cada ponto
representa um jogador e os triangulos a média de cada grupo respectivamente (painel A). Ao lado no gréafico de loading estédo os metabdlitos urinarios e suas
representatividades em cada posi¢éo de jogo, além de um gradiente de cores destacando a importancia de cada variavel para a projecédo de acordo com o

VIP-score (painel B).
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4.3. Analise integrativa das variaveis de carga interna e externa

Quando comparamos as variaveis de carga externa, obtidas através do GPS,
com a carga interna (metabdlitos urinarios) por posi¢cdo de jogo apés os jogos do
campeonato (Figura 7), podemos identificar um comportamento semelhante entre as
projecdes das posigoes, exceto pela dispersédo do MC. A similaridade observada entre
as projecdes das variaveis de carga externa e interna para a maioria das posi¢cfes de
jogo sugere que, os jogadores de diferentes posicOes, apresentam respostas
metabdlicas que correspondem bem a carga fisica que experimentam durante o jogo.

Enquanto, na figura 8, correlacionamos estas mesmas variaveis do estudo em
um grafico de correlacdo de Pearson, que mostra quais correlacbes foram
significativas entre si. De modo que, entre 0os metabdlitos mais relevantes para as
variaveis do estudo, encontramos correlacdes positivas entre: glicose com distancia
relativa (p<0,01); 4-hidroxifenilacetato com distancia total, esfor¢cos explosivos,
desaceleragao e distancia abaixo de 20 km/h, ambos com (p<0,05); e uracil com
distancia relativa (p<0,05). Enquanto as correlacdes negativas ocorreram entre
trimetilamina e dimetilglicina com velocidade méaxima (p<0,05); e a glicose com
aceleracgéo (p<0,01).

Além disso, foi gerado também uma andlise de similaridade anéloga ao
coeficiente de correlacédo de Pearson por meio da integracédo dos dados pelo modelo
Block PLS-DA, representado no gréfico de Circus Plot (Figura 9), utilizando-se um
ponto de corte de 50% para as correlagdes (r=0,5), capaz de mostrar a forca de
correlacdo entre as variaveis de carga externa (GPS) e interna (metabdlitos) nas
posicdes de jogo. A andlise de Circus plot demonstrou conexdes positivas entre
dimetilglicina com player load; trimetilamina com distancia total; metilguanidina com
distancia total, esforcos explosivos, distancia abaixo de 20km/h, aceleracédo e player
load; e conexdes negativas ocorrem somente entre a glicose com a desaceleracéo e

velocidade maxima.
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Figura 7. Gréafico de scores da andlise de Block PLS-DA, mostrando a comparacao entre as variaveis de carga externa (GPS) (painel A) e metabolémica
urinaria (painel B). As cores representam as diferentes posi¢des de jogo no time de futebol (azul: MC; amarelo: LA; lilas: ZC), e os nUmeros na parte interna
das circunferéncias representam os jogadores em suas respectivas posigoes.
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Figura 8. Gréfico de correlagcao de Pearson entre os 38 metabdlitos urindrios e as variaveis de carga externa apés os jogos do campeonato. As escalas de
cores representam as correlagbes positivas (vermelho) e negativas (azuis), e as significAncias s8o representadas pelos asteriscos: *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001.
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Figura 9. Gréfico Circus Plot correlacionando as variaveis de carga externa (GPS), na cor verde e metabolémica urinaria, na cor azul. O ponto de corte das

correlacdes foi de 0,5. As correlag6es positivas séo representadas internamente pelas linhas vermelhas e as negativas por linhas azuis. As linhas coloridas na
parte externa representam a expressao dos metabdlitos por posicédo de jogo (MC, LA e ZC).



51

5. Discussao

O presente estudo empregou a abordagem metabolémica para identificar as
alteracdes metabdlicas urinarias nas posices dos jogadores titulares de futebol
profissional apds as partidas de seis jogos, buscando associacdo com os marcadores
de carga externa obtidos em treino. A posi¢cao de jogo apresentou associagdes entre
maiores meétricas das varidveis de carga externa (GPS) e relacdo com o
comportamento das variaveis de carga interna (metabol6mica urinaria), de modo que:
0 grupo MC apresentava maiores valores de distancia percorrida abaixo de 20 km/h,
distancia relativa, distancia total e player load, e tinham relagdo com os metabdlitos
uracil, 4-hidroxifenilacetico, metilguanidina, trimetilamina, dimetilglicina e glicose; o
grupo LA apresentava maiores valores de distancia de sprints, e estavam relacionados
com glicose, tirosina e formato; e, o grupo ZC tinha maiores valor de velocidade
méaxima e associacdo com o0s metabdlitos tirosina, formato, piruvato e glicina. As
descobertas apontaram alterac6es no metabolismo dos carboidratos e ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA), aminoacidos e peptideos, piridiminas, nas vias de corpos
cetbnicos, metabdlitos relacionados aos antioxidantes e ao processo antiinflamatério
discriminando os perfis metabdlicos de recuperacao apos jogo.

A posicéo de jogo no futebol € um fator relevante na diferenga das demandas
fisicas no jogo. Corroborando com nossos achados, o estudo de Curtis e
colaboradores (2018) quantificou as demandas de jogo posicional do futebol
masculino, mostrando que o grupo meio-campistas central cobriram substancialmente
mais distancia total (9.941+ 2.140m) do que os defensores (ES = 0,45 + 0,41). Os
mesmos autores, referiram que, 0os meio-campistas central se envolvem em atividades
de intensidade mais baixa a moderada, com mais frequéncia e por periodos mais
longos do que outras posicles, devido a caracteristica da posi¢cao, fundamental nas
acOes ofensivas. Ja, Teixeira et. al. (2021) analisaram o futebol juvenil, em trés faixas
etarias (sub-15, sub-17 e o sub-19), relatando que a maior distancia total foi percorrida
pelo meio-campista central (5.456,9 + 1.565,9 m), e que ocorria diferencas
significativas entre defesas centrais e avangados na corrida em alta velocidade e na
distancia de sprint.

Além disso, em nosso estudo o grupo MC apresentava maiores valores de
player load em comparagcdo com ZC e MA. Reche-Soto et al. (2019) descreveu player

load e poténcia metabdlica (produto da velocidade das atividades realizadas durante
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um jogo e do custo energético) durante a competicao de futebol, estes parametros foi
usado junto a player load para quantificar cargas externas e como estimativa do gasto
energético total. Demonstrando que os valores eram semelhantes em diferentes
posi¢coes de jogo, com 0s meio-campistas tendendo a maiores valores (player load =
21,3 = 3,45; poténcia metabdlica= 6.682,95 + 786,23), sendo o player load um
importante marcador que mostra a combinacéo das aceleracdes produzidas nos trés
principais planos anatomicos, representativos da carga externa total sustentada
durante o jogo e podendo ajudar a quantificar as tensdes mecanicas dos jogadores.
Nossos dados apontam diferencas entre os grupos MC e ZC, com a variavel de
distancia relativa, esforcos explosivos, player load, distancia total, distancia abaixo de
20 km/h e, com velocidade maxima, distancia de sprints, desaceleracao,
respectivamente; assim como, entre o grupo LA e os grupos MC e ZC (Figura 5A),
avaliados em uma regresséo realizada por um modelo multivariado em PLS-DA que
associava a posicdo de jogo com carga externa ap0s 0s seis jogos do campeonato.
Evidéncias anteriores também apontam demandas menores para defesas centrais e
maiores para 0os médios laterais na corrida total em alta intensidade e na distancia
total de sprints, diferenca decorrentes da posicao de ataque e funcgéo tatica (Di Salvo
et. al. 2009), devido suas caracteristicas especificas no jogo, tem maior intensidade
de treinamento para corrida em alta velocidade e numero de sprints quando
comparada as demais posicdes (Clemente et al.,, 2020). E, Modric et al. (2020),
mencionaram que meio-campistas realizavam mais aceleragcdes e desaceleracoes.
A associacdo da andlise metabolémica por RMN e as cargas externas, com as
pontuacBes da varidvel de importancia na projecdo (VIP) foram usadas para calcular
a medida cumulativa da influéncia de cada caracteristica metabdlica no modelo PLS-
DA, mostraram diferentes perfis metabdlicos presentes 24 horas nos pés-jogos do
campeonato, caracterizado pelos metabdlitos: metilguanidina, trimetilamina, 4-
hidroxifenilacetico, piruvato, glicose, formato, glicina, dimetilglicina, tirosina e uracil.
Marinho et al. (2022) identificou varios metabdlitos apés o jogo, dentre eles o formato,
que justificou estar relacionado ao rendimento energético pelo metabolismo aerobico,
e sua presenca imediatamente ap0s a partida poderia ser explicada pela oxidacdo de
acidos graxos de cadeia ramificada. A metilguanidina e a dimetilglicina sao
metabalitos derivados do metabolismo de aminoacidos e de processos de metilagao
(Shranner et al., 2020). A metilguanidina tem sido associada ao estresse fisico intenso

e ao metabolismo da creatina, 0 que pode indicar um aumento na demanda
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energética. Ja, a dimetilglicina esta relacionada ao metabolismo energético e ao
controle da inflamacéo, o que pode refletir o esforco fisico exigido durante as partidas
(Cao et al., 2020; Pérez-Castillo et al., 2023).

As demandas do metabolismo energético em funcdo da carga de treino no
corpo ocorrem em resposta do aumento da atividade metabdlica da contracdo do
muasculo esquelético, que utilizam metabdlitos energéticos, como carboidratos e
lipideos para atender a demanda de ATP dos musculos (Impellizzeri et al., 2019). A
glicose e os acidos graxos séo fontes de energia oxidados pelos musculos durante o
exercicio, influenciados pelo conteddo de glicogénio muscular, a dieta, a intensidade
do exercicio e a duracao. O piruvato, € um produto final da via da glicélise no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), e, ele, assim como lactato no sangue diminuem uma hora
apos o exercicio, mas altas concentracfes na urina também sdo medidas 24 horas
apos o exercicio (Shranner et al.,, 2020). O exercicio induz mudancas nas vias
metabdlicas de aminoacidos e metabolismo de ATP, glicolise, beta-oxidacdo de
acidos graxos livres e corpos cetdnicos (Heaney et al., 2019), (Duft et al., 2017; Enea
et al., 2010). Elucidando nossos resultados, estes estudos que utilizaram a
metabolémica associada ao esporte, e mostraram ainda que 0s corpos cetdnicos sao
gerados e os aminoacidos sdo convertidos em glicose quando os carboidratos séao
limitados.

Os aminoacidos identificados no metaboloma urinario podem ser justificados
por sua contribuicdo para a fosforilagdo oxidativa, e serem usados como substratos
para gliconeogénese, cetogénese, sintese de proteinas, especialmente apos
exercicios de resisténcia (Shranner et al., 2020). J4, os corpos cetdnicos, sdo fontes
alternativas de combustivel para tecidos periféricos (incluindo cérebro, coracéo e
musculos esqueléticos) oxidados durante o exercicio, produzidos no figado quando
tem pouca disponibilidade de carboidratos. Sdo acentuadamente elevados durante o
periodo de recuperacdo pés-exercicio, e suas agbes metabodlicas podem alterar a
selecdo de combustivel através da reducao da utilizacdo de glicose e protedlise nos
tecidos periféricos, dos efeitos anti-lipoliticos no tecido adiposo (Evans, M.; Cogan,
KE.; Egan, B. 2017).

A metabolémica urinaria associada a carga externa de jogadores de futebol
desempenha o papel de um marcador de carga interna importante para discriminar 0s
perfis metabdlicos de recuperagédo apos jogo. Desse modo, nossos resultados estao

de acordo com investigacdes recentes. Pellegrino et al. (2022), mostrou que a
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ativacado das vias metabdlicas aerdbicas e o aumento do ciclo do TCA, metabolismo
da B-oxidacdo dos acidos graxos e das vias do metabolismo dos aminoéacidos,
permitem a presenca de niveis mais baixos de &cidos graxos, triglicerideos e
colesterol no organismo, acelerando a utilizacdo de substancias energéticas e
reducdo do acumulo de gordura. Corroborando com nossos achados, o metabolismo
energético e a recuperacdo pos-jogo, podem ser vistos como um reflexo da ativacao
destas vias metabolicas, acelerando a utilizacdo de substancias energéticas apés
carga fisica intensa e ajudando na recuperacgdo. E a relacdo entre as repercussoes
inflamatorias e o0 estresse oxidativo pode ser interpretado pela ativacdo das vias
aerobicas e o aumento do metabolismo energético, como destacado por Pellegrino et
al. (2022), ndo s6 ajudam na utilizacao de energia, mas também podem gerar radicais
livres, levando ao estresse oxidativo. Justificando assim a resposta inflamatéria pés-
jogo, como consequéncia da ativacdo das vias metabdlicas e da producédo de
mediadores inflamatorios. O estudo de Kim et al. (2022) aborda um ponto negativo
sobre 0 aumento da excrecdo de trimetilamina, relatando estas ocorréncias em
pacientes com doenca renal, uma condicéo caracterizada pela diminuicéo da atividade
da enzima monooxigenase contendo flavina. Embora ndo esteja diretamente
relacionado ao futebol, oferece uma perspectiva sobre o impacto da atividade
metabdlica, pode servir como um ponto de reflexdo sobre a relacdo entre o
metabolismo e a funcao renal em atletas, especialmente aqueles sujeitos a intensas
cargas fisicas. A excrecdo de trimetilamina pode, teoricamente, ser um marcador da
alteracdo no metabolismo de lipidios ou da resposta inflamatoria, ambos
potencialmente afetados pela carga de exercicio fisico.

A analise metabolébmica ap6s as partidas de futebol permitiu identificar que
meio-campista centrais, tiveram perfis mais relacionados ao dano muscular e
marcadores inflamatorios, possivelmente relacionado com a maior carga durante a
partida, se comparado com os grupos LA e ZC. Estes, por sua vez, estavam
relacionados ao metabolismo energético e estresse oxidativo. Niveis de danos
musculares e respostas inflamatorias também ja foram reportados em outros estudos
apos partida de futebol em homens (Ascensao et al., 2008; Souglis et al., 2018). E, de
acordo, com Mohr et al. (2016) que observou o efeito significativo dos danos
musculares e da inflamacé&o no desempenho de jogadores de futebol competitivo,
ocorria uma reducdo significativa no desempenho dos jogadores quando a

recuperacdo era limitada a 3 dias, devido a sentimento de dor e rigidez muscular
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acarretando a reducdo de desempenhos explosivos e anaerobicos, durante um
microciclo semanal intensificado de 3 jogos.

A comparagdo entre as variaveis de carga externa e interna, representada
pelos metabdlitos urinérios, revelou um padrdo geral de similaridade entre as
projecdes das diferentes posicdes de jogo, com excecdo da posicdo de meio-campo
central, que apresentou uma dispersao distinta em relacdo aos laterais e zagueiros
centrais. I1sso é consistente com estudos anteriores que indicam que as variaveis de
carga externa e interna podem estar fortemente correlacionadas em muitos contextos
esportivos, refletindo o equilibrio entre as exigéncias fisicas e a capacidade do corpo
de lidar com essas demandas (Oliveira et al., 2019). Os jogadores de meio-campo
central, por estarem envolvidos em atividades de alta intensidade intermitentes, com
cobertura de grandes areas do campo precisam ter resisténcia aerébica e anaerébica
para cobrir o campo, podem ter um perfil metabdlico distinto comparado a outras
posicdes (Page et al., 2023). Isso pode resultar em uma resposta metabdlica mais
complexa e variavel, explicando a disperséo observada.

As correlacbes observadas entre os parametros de carga externa do GPS e o
perfil metabolémico ajudam a elucidar como o esforco fisico afeta diferentes
processos fisiologicos (Figura 8 e 9). As correlacdes positivas entre glicose e distancia
relativa (p<0,01) sugerem uma maior utilizacdo de energia durante esforcos
prolongados, refletindo um aumento no metabolismo energético. O 4-
hidroxifenilacetato, que se correlacionou positivamente com distancia total, esfor¢os
explosivos, desaceleracdo e distancia abaixo de 20 km/h (p<0,05), pode estar
relacionado ao dano muscular e aos processos inflamatérios, visto que esse
metabdlito € um produto da degradacao da tirosina, que pode ser alterado em resposta
ao estresse fisico intenso. A uracil, associada a distancia relativa (p<0,05), pode
refletir um aumento no metabolismo energético e possiveis alteracdes nos processos
de recuperacéo celular. Por outro lado, as correlagbes negativas entre trimetilamina e
dimetilglicina com velocidade maxima (p<0,05), e glicose com aceleracao (p<0,01),
podem indicar um impacto no desempenho maximo devido a processos inflamatorios
ou estresse oxidativo, uma vez que essas substancias estao relacionadas a respostas
metabdlicas que podem interferir no desempenho de alta intensidade. Essas
associacdes revelam como os perfis metabolicos sdo modulados pela carga externa,

fornecendo compreensado sobre os mecanismos de adaptacéo e recuperacéo apos o
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esforco fisico (Shranner et al., 2020; Mohr et al., 2016; Ascensao et al., 2008; Souglis
et al., 2018).

A diferenca entre as intensidades das métricas de carga externa tem efeitos
diferentes no metabolismo, havendo combinacdo do metabolismo aerdbio e
anaerobio, de modo que as correlagcdes positivas tinham maior predominio aerobio e
as negativas anaerobio (Figura 9). Em concordancia com QI, Shuo et al. (2024), que
encontrou dados que relacionavam o treinamento aerdbio de baixa intensidade com
metabolitos de predominancia das vias metabdlicas do ciclo do TCA, metabolismo dos
acidos graxos e nas vias metabdlicas dos aminoacidos, enquanto o treinamento de
resisténcia de alta intensidade era dominado pelas vias anaerdbias com o0 aumento
das vias da glicolise e do metabolismo das purinas.

As mudancas metaboldmicas observadas no estudo de Vike et al. (2022)
indicam que o efeito do exercicio intenso e prolongado no metaboloma humano pode
se concentrar por até 24 horas apdés o esforco, mostrando que lactato, piruvato,
intermediarios do ciclo do TCA, produtos de degradacédo de nucleotideos, glicerol,
acidos graxos, acilcarnitinas e os corpos cetbnicos aumentam ap0s 0 exercicio.
Refletindo os processos de adaptacao e recuperacao metabdlica, tendo em vista que,
esses compostos estdo diretamente relacionados a processos de regeneracao
energeética, uso de reservas lipidicas e regulacéo do balanco energético. Enquanto os
acidos biliares diminuem e as concentra¢des de aminoacidos mudam em direcbes
diferentes; provavelmente explicado por suas multiplas funcdes e vias sintéticas,
indicando a complexidade das respostas fisiologicas apds o exercicio. Contudo, a
persisténcia dessas alteracdes 24 horas ap0s o esforco fisico refuta a importancia
desta medida, justificada pela necessidade continua de reequilibrio do sistema
metabdlico, recuperacdo muscular, e regulacdo das vias de sintese e degradacéo de
macronutrientes, especialmente em exercicios que causam grandes demandas
energéticas e induzem estresse celular. Essa referéncia respalda nossa analise com
amostras de urina 24 horas apds 0s jogos, como uma alternativa valida e justificavel.
Futuros estudos podem fazer no sangue, em menos tempo pos jogo, mas fizemos no
dia seguinte e na urina por questdes de logistica com uma amostra de atletas
profissionais, e pelo nimero alto de jogos envolvidos (o que dificulta fazer no sangue).

Algumas limitagdes do estudo devem ser abordadas. Nao apresentamos uma
linha de base imediatamente antes das partidas, os dados de pré-jogo foram coletados

apOs o ultimo treinamento do dia anterior ao jogo, o que pode ter dificultado
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comparacdes pré e pos jogo. Contudo, estudos recentes ja caracterizam o impacto do
jogo sobre o perfil metabolédmico em uma avaliacdo pré e pos jogo. Ainda, 0 nimero
amostral foi pequeno, embora tenha encontrado diferenga entre os dados de distancia
total, assim como outras métricas do GPS que se correspondem. Contudo alguns
grupos posicionais poderiam ter encontrado maior associacdo e separacao
metabolémica com uma maior amostragem. O numero de observacfes reduzido é
uma constante em estudos com atletas de elevado rendimento, devido a dificuldade

de acesso a dados dessa populacdo sem atrapalhar as rotinas competitivas.
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6. Concluséao

Os dados aqui apresentados demonstram a capacidade da analise
metabolémica por RNM pds 24h ao longo de seis jogos realizada na urina de
diferenciar as posicées de jogo ZC, MC e LA, embora ndo tenha sido possivel
distinguir MA e AT. Os metabdlitos de maior pontuacdo no VIP-scores estavam
atribuidos as demandas fisicas de cada posi¢cédo, de modo que os perfis metabodlicos
do grupo MC estavam mais relacionados ao dano muscular, marcadores inflamatorios,
enquanto o grupo LA e ZC apresentavam associacdo com o metabolismo energético
e estresse oxidativo. A comparagcdo entre as variaveis de carga externa e interna
revelou um padrdo geral de consisténcia nas respostas metabolicas das diferentes
posicdes de jogo, com excec¢do do grupo MC.

Esses achados destacam o potencial da metaboldmica como ferramenta
complementar no monitoramento individualizado de atletas, como potencial marcador
de carga interna, considerando as exigéncias particulares de cada posi¢cao de jogo.
Na pratica, os resultados podem subsidiar ajustes mais precisos em estratégias de
recuperacdo, periodizacdo de treinos e intervencdes nutricionais, com foco na
prevencédo de lesdes e na otimizagcdo da performance. O conhecimento dos perfis
metabdlicos especificos por posi¢do permite intervencdes mais eficazes, alinhadas as
exigéncias bioenergéticas e musculoesqueléticas de cada funcéo tatica.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para
responsaveis para dados retrospectivos.

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

O senhor (sr.) esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa
Relacdo entre carga de treinamento e ingestdo de nutrientes no processo de
recuperacao fisiolégica em atletas de futebol profissional: abordagem
metabolémica, dos pesquisadores Glydiston Egberto de Oliveira Ananias e Prof. Dr.
Filipe Antonio de Barros Sousa. A seguir, as informagdes do projeto de pesquisa com
relacdo a sua participacao neste projeto:

O estudo se destina a observar a influéncia das cargas de treinamento diarias
e semanais, assim como 0s protocolos de recuperacdo através da ingestdo de
alimentos, vitaminas e suplementos alimentares no processo de recuperacdo de
jogadores de futebol profissional, nos periodos pré e pos partida durante um periodo
determinado entre pré temporada e campeonato regional (Campeonato Paulista sub
20 — 2022) / na temporada do ano de 2022.

A importancia deste estudo é a de adequar as cargas aplicadas nas sessdes
de treinamentos diarios e aperfeicoar as técnicas de recuperacao fisioldégica apds
treinamentos e partidas de futebol, com o intuito de minimizar o risco de incidéncia de
lesbes e melhorar o desempenho dos jogadores. Além disso, o0 estudo pode auxiliar
na elaboracdo de dietas e procedimentos alimentares que possam acelerar a
velocidade de recuperacdo muscular e consequentemente aumentar a capacidade de
desempenho dos jogadores em treinamentos e partidas de futebol.

Os resultados que se desejam alcancar sdo 0s seguintes: 1) com o acumulo
das sessOes de treinamento e das partidas, as dietas adotadas para recuperacao
devem ser ajustadas; 2) jogadores com maior niumero de participacdes em partidas
devem receber uma atencéo individualizada com ajustes nas cargas de treinamento
e na ingestdo de nutrientes: 3) a presenca de metabdlitos especificos na urina pode
ser indicativo de fadiga e consequentemente queda de rendimento durante as partidas
(determinado pela andlise das cargas externas) e aumento no risco de incidéncia de
leséo.

A coleta de dados terd inicio no periodo competitivo em treinamentos e partidas
do campeonato regional de futebol na temporada de 2022 e ter4 duracdo de 12
semanas/84 dias. Todas as amostras de urina seréo coletadas no CFA Laudo Natel
do Sdo Paulo Futebol Clube, armazenadas e analisadas no Ndcleo de Analises e
Pesquisa em Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) da Universidade ambos
locados na Universidade Federal de Alagoas — UFAL.

O estudo sera realizado da seguinte maneira: o sr. Sera submetido as sessfes
de treinamentos conforme programacéo planejada e aplicada pela comissao técnica
da propria equipe. Em todas as sessbes de treinamento e partidas o sr. sera
monitorado por um aparelho GPS individualizado que fornecera informagdes de
cargas externas, isto €, distancia total percorrida, distancia total percorrida em alta
intensidade, aceleracdes e desaceleracbes e cargas internas como frequéncia
cardiaca maxima, tempo de trabalho em zonas de intensidades pré determinadas com
base na frequéncia cardiaca maxima. As informacfes fornecidas pelo GPS serao
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inseridas em uma planilha e posteriormente seréo submetidas a célculos matematicos
para determinacdo das cargas (razéo entre carga aguda e crbénica) de treinamentos e
partidas. Com relacéo a dieta ingerida, o sr. sera orientado pela (0) nutricionista da
equipe que sera responsavel em prescrever as suplementacdes necessarias assim
como elaborar os cardpios pré e pos partida conforme protocolo ja estabelecido pelo
clube. Uma vez encerrado o ciclo que corresponde a uma semana de treinamento
sera coletada amostra de urina 24 horas antes de cada partida e 24 horas ap0s cada
partida. Estas amostras serdo submetidas ao processo de ressonancia magnética
nuclear (metabolémica) para analise de metabdlitos que sédo produtos presentes na
urina, como consequéncia do exercicio fisico. A presenca de metabdlitos especificos
na urina pode ser um indicador de fadiga o que pode levar a queda no rendimento
fisico e aumentar o risco de incidéncia de leséo.

A sua participacdo sera ativa em todas as etapas do processo de pesquisa
através da participacdo em sessdes de treinamentos, participacdo em partidas, na
aplicacao das dietas e na ingestao de suplementos indicados pelo (a) nutricionista da
equipe, assim como na coleta de amostras de urina antes e ap0s as partidas para
analise da presenca de metabalitos.

A qualguer momento, vocé podera recusar a continuar participando do estudo
e, também, poderd retirar seu consentimento, sem que isso lhe traga qualquer
penalidade ou prejuizo.

Os incdmodos e possiveis riscos a sua saude fisica e/ou mental sdo: 1) O
incbmodo presente nesta pesquisa é que pela baixa ingestdo de liquidos antes,
durante e ap0s treinamentos e partidas o sr. Nao sinta o desejo de urinar dificultando
assim, a coleta da amostra de urina o que pode demandar tempo de espera; 2) devido
a falta de desejo de urinar havera a necessidade da ingestdo de grande quantidade
de liquido em um periodo curto de tempo o que pode causar desconforto gastrico.

Quanto aos riscos: 1) pode haver a perda de amostras caso os participantes da
pesquisa ndo sigam as orientacdes fornecidas pelos pesquisadores. Para minimizar
este risco, as amostras seréo coletadas pelos proprios jogadores que serdo orientados
a manté-las em posse até repassa-las diretamente aos pesquisadores que possuem
experiéncia na técnica de coleta e catalogacdo de amostras;.; 2) a presenca de
metabdlitos especificos na amostra de urina pode evidenciar a utilizacdo de
substéancias proibidas porém estes dados nao serao utilizados para este fim pois este
ndo é o objetivo do estudo e serdo mantidos em sigilo sendo apresentados apenas
aos jogadores. Para apresentacdo dos dados os nomes dos jogadores serao trocados
por cédigos de identificacdo para se manter o sigilo.

Os beneficios esperados com a sua participacdo no projeto de pesquisa,
mesmo que nao diretamente sdo: 1) adequacao das cargas de treinamento ao qual o
sr. estd sendo submetido; 2) elaboracdo de uma dieta especifica e individualizada
para melhorar o seu processo de recuperacao fisioloégica, melhorar seu desempenho
em treinamentos e partidas; 3) minimizar o risco de incidéncia de lesdes durante a
temporada de treinamento e partidas: e 4) os resultados obtidos nesta pesquisa
poderdo auxiliar os profissionais da area do futebol de alto rendimento a aprimorar
seus métodos de treinamento, elaborar melhores protocolos de recuperacao e aplicar
dietas individualizadas de acordo com as respostas metabdlicas de cada atleta.

O sr. Podera contar com a seguinte assisténcia: prescricdo de cargas e dieta
individualizadas, sendo responsavel(is) por elas os membros da comissao técnica e
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nutricionista da equipe; durante a coleta de urina, caso tenha a necessidade de ingerir
liquidos devido a falta em desejo de urinar, estes serdo fornecidos pela equipe de
pesquisa; caso este processo apresente uma demanda alta de tempo as refei¢coes
serdo fornecidas pela equipe da pesquisa.

O sr. sera informado(a) do resultado final do projeto e sempre que desejar,
serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

As informacfes obtidas através da sua participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da sua pessoa, exceto para a equipe de pesquisa, e que a divulgacéo
das mencionadas informacdes sO sera feita entre os profissionais estudiosos do
assunto apos a sua autorizacao.

O estudo n&o acarretara nenhuma despesa para o Sr.

O sr. serd indenizado por qualquer dano que venha a sofrer com a sua

participacdo na pesquisa.

Via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O sr. receberd uma via (néo cépia) do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado por todos.

.......................... , tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado
sobre a minha participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus
direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha
participacdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO

Endereco da equipe da pesquisa:

Instituicdo: Faculdade NutricBo da Universidade Federal de Alagoas - UFAL Endereco:
Enderego: Av. Lourival Melo Mota, s/n, Tabuleiro do Martins Complemento: Cidade/CEP:
Maceié — AL CEP:57072-900 Telefone: (82) 3214-1160 Ponto de referéncia: Na AL-101 rumo

ao litoral norte do estado

Endereco e contato dos pesquisadores responsaveis pela pesquisa:
Sr(a). Glydiston Egberto de Oliveira Ananias

Endereco: Av. Dr. Odair Pacheco Pedroso, 1700

Complemento:

Cidade/CEP:Cotia /06717-200

Telefone: (48) 999171425

Ponto de referéncia: Centro de Formacédo de Atletas S&o Paulo Futebol Clube

Sr.(a) Filipe Ant6nio de Barros Sousa

Endereco: Av. Lourival Melo Mota, s/n, Tabuleiro do Martins
Complemento:

Cidade/CEP: Macei6 — AL

CEP: 57072-900

Telefone: (82) 3214-1160
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Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

Prédio do Centro de Interesse Comunitario (CIC), Térreo, Campus A. C. Simdes,
Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041 — Horario de Atendimento: das 8:00 as 12:00hs.

E-mail: comitedeeticaufal@gmail.com

Maceid, de de 2022.
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