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Apresentação 

 

Nesta primeira década do novo milênio, o Brasil está passando por grandes 

transformações no âmbito da Educação Física. Essas transformações emanam 

dos meios políticos, empresarial, social, de comunicação e científico, que foi 

determinada pelo resultado das eleições tão almejadas do Brasil para a cidade do 

Rio de Janeiro sediar os Jogos Olímpicos de 2016. 

A descoberta de novos talentos esportivos, a formação de atletas e o 

melhoramento dos atletas profissionais vêm ganhando grande entusiasmo e se 

disseminando por toda a parte por meio da mídia, de projetos sociais, de eventos 

políticos, esportivos, culturais e científicos, financiados pelo governo e pela 

iniciativa privada. 

 E foi reflexo dessas transformações na Educação Física, que essa 

dissertação se consolidou, pois nela apresento técnicas analíticas de investigação 

de estudo do metabolismo de um atleta olímpico. 

Essas técnicas analíticas têm por finalidade diagnosticar o estado que 

encontra o metabolismo do atleta, em repouso, durante o treinamento físico, a 

prova olímpica, a recuperação e o descanso, para dar possibilidades de 

intervenções tanto nutricionais quanto de mudança do treino, para assim, 

transformar o atleta olímpico brasileiro em campeão. 

No primeiro capítulo, apresento a proposta desta dissertação, mostrando 

com a fundamentação teórica, como o metabolismo do atleta funciona durante o 

exercício físico e quais as suas causas e consequências, além de apresentar as 

técnicas analíticas utilizadas para investigar o metabolismo do atleta olímpico. A 

proposta consiste em adotar a plataforma de espectrometria de massas para 

realizar essas investigações, além das análises laboratoriais clínicas rotineiras. 

No segundo capítulo, mostro o resultado da utilização dessas técnicas 

analíticas em um atleta de Windsurf, descrevendo como o seu metabolismo 

funcionou diante três experimentos de comparação. Sendo o primeiro para o 

diagnóstico, o segundo para observação dos resultados das intervenções 

nutricionais e de treinamento propostas, e o último para confirmação desses 

resultados das intervenções. Observa-se aqui, que a apresentação desses 

resultados está em forma de artigo científico. 
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E por fim, no terceiro capítulo, completo a dissertação apresentando os 

demais resultados que não foram abordados no artigo, visto a grande quantidade 

de dados obtidos dos três experimentos. Esses demais resultados ainda estão em 

fase de estudo e são de grande importância para compreender melhor o 

metabolismo do atleta olímpico, a fim de publicação e divulgação científica dos 

benefícios do uso das técnicas analíticas para essa finalidade. E assim, 

promovendo e dando suporte científico para os nossos atletas olímpicos. 
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Resumo 

 

A metabolômica é uma área da ciências “ômicas” que caracteriza os 

fenótipos dos metabólitos bem como a ligação destes com os seus genótipos 

correspondentes, permitindo identificar o metaboloma de um indivíduo. Essa 

investigação metabolômica permite visualizar as rápidas respostas dos 

mecanismos bioquímicos e biológicos do metabolismo analisado em qualquer 

situação, seja alteração ambiental, patológica, genética ou em resposta ao 

estresse causado pelo exercício físico. Esse estudo tem como objetivo principal 

apresentar a espectrometria de massas junto com as análises laboratoriais 

clínicas como ferramenta de investigação para obtenção do metaboloma de um 

atleta olímpico de Windsurf classe RS:X. Durante o exercício físico, a demanda 

energética é aumentada exigindo adaptações no metabolismo, e desta forma o 

metabolismo apresenta respostas para essas diversas modificações metabólicas. 

Portanto, as técnicas analíticas, como os exames laboratoriais e a espectrometria 

de massas, podem ser utilizadas para a avaliação metabólica, permitindo 

investigar e intervir de maneira científica, na prescrição, controle e 

acompanhamento dos processos de treinamento desse atleta, auxiliando-o com 

intervenções para a sua adaptação ao exercício físico na melhoria da sua 

performance atlética. 

 

Palavras-Chaves: Metabolômica, Esporte Olímpico, Metabolismo. 
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Abstract 

 

The metabolomics is an area of science "omics" that characterizes the phenotypes 

of the metabolites and the connection of these with their corresponding genotypes, 

allowing the identification of the metabolome of an individual. This metabolomics 

research allows to view the rapid responses of the biochemical and biological 

analysis of metabolism in any situation, whether environmental change, 

pathological, genetic or in response to exercise stress. This study aims main to 

present the mass spectrometry together with the clinical laboratory as a research 

tool for obtaining the metabolome of an athlete's Olympic Windsurfing Class RS:X. 

During exercise, the energy demand is increased by requiring changes in 

metabolism, and thus the metabolism provides answers to these various metabolic 

modifications. Therefore, analytical techniques, such as laboratory tests and mass 

spectrometry may be used for the metabolic evaluation, allowing to investigate and 

intervene in a scientific manner, the exercise prescription, control and monitoring 

of athlete training, helping  with interventions to adaptation of physical exercise in 

improving their athletic performance. 

 

Key words: Metabolomics, Olympic Sport, Matabolism. 
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I. Introdução 

 

A metabolômica é uma área da ciências “omica” que analisa o metaboloma 

(conjunto de todos os metabólitos que são produzidos e/ou modificados em um 

organismo) elucidando a função de cada gene e o relacionamento entre os genes. 

Essa área permite a caracterização dos fenótipos dos metabólitos bem como a 

ligação destes com os seus genótipos correspondentes. O crescente número de 

publicações sobre a metabolômica demonstra ser uma importante ferramenta 

para estudar o fenótipo e suas mudanças causadas por influências ambientais, 

doença e/ou do genótipo (Dettmer et al, 2007).  

Uma investigação completa do metaboloma é dificultada pela sua enorme 

complexidade e dinâmica. A metabolômica surgiu então, como resposta as 

alterações nos níveis dos ácidos ribonucléicos mensageiros (RNAm) que nem 

sempre resultavam em modificação nos níveis de proteínas e também pelas 

alterações observadas no transcriptoma e no proteoma que nem sempre 

correspondiam as mudanças fenotípicas (Dettmer et al, 2007; Gehlenborg et al., 

2010).  

A ciências “omica” funciona como uma cascata integradora da genômica, 

transcriptômica, proteômica e da metabolômica, para melhor compreender e 

descrever as respostas dos mecanismos bioquímicos e biológicos do 

metabolismo de um indivíduo (Boccard et al., 2010), conforme representada na 

Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cascata “omica” e seus pontos de regulação. 
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Esta figura mostra que a informação codificada no ácido 

desoxirribonucléico (DNA) é posteriormente transcrita em uma molécula de 

RNAm. Durante o processo de tradução, esta molécula de RNAm é traduzida em 

uma proteína, podendo ser uma enzima, que catalisa uma ou mais reações dentro 

e fora da célula, sendo assim, responsável pela transformação de pequenas 

moléculas químicas, que são os metabólitos. Estes metabólitos regulam a 

atividade das proteínas, intervêm nos processos de transcrição e tradução, e são 

o produto final do metabolismo celular. Além disso, representam à informação que 

integra a função celular a nível molecular, possibilitando definir o fenótipo de uma 

célula em resposta as alterações ambientais, de doença ou genéticas (Baran et 

al., 2009). 

Nota-se que o metabolismo celular é integrado, e que são vários os 

metabólitos que participam em diversas reações bioquímicas diferentes. O 

metaboloma de uma célula tem capacidade de responder rapidamente a qualquer 

alteração ambiental, de doença e/ou genética, porém os dados metabolômicos 

estão associados à complexidade química e à variação da concentração, o que 

dificulta a sua compreensão global (Dettmer et al, 2007; Baran et al., 2009). 

A análise dos metabólitos envolve uma determinação dos níveis dos 

compostos fora e/ou dentro das células, pois assim pode-se ter a análise 

direcionada ou o perfil metabólico de um indivíduo. A análise direcionada é 

utilizada para a determinação de um grupo de metabólitos pré-definidos e permite 

o estudo primário de sua alteração genética. Enquanto, o perfil metabólico refere-

se ao conjunto de todos os metabólitos ou produtos derivados dos mesmos e 

permite o estudo da alteração de uma via metabólica. Este pode ser subdivido em 

fingerprinting metabólico (perfil de metabólitos intracelulares) e footprinting 

metabólico (perfil de metabólitos extracelulares) (Wishart, 2010). 

A metabolômica não tem um método universal, como as demais áreas da 

ciências “omica”, sendo necessário associar técnicas de preparações de amostras 

a diferentes técnicas analíticas, tanto como os exames laboratoriais (hemograma 

e bioquímica convencional) quanto a espectrometria de massas (mass 

spectrometry – MS). Além de necessitar do auxílio da bioinformática, para 

sistematização e avaliação das informações detectadas do metaboloma 

analisado.  
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Sabendo das diversas aplicações da ciências “ômicas”, nessa dissertação 

delinea-se o uso da metabôlomica para o estudo do metabolismo de um atleta de 

vela, classe RS:X (Windsurf), durante uma simulação da sua prova olímpica. 

 

II. Modificações fenotípicas do exercício no metaboloma 

 

Durante o exercício físico, a demanda energética é aumentada exigindo 

adaptações no metabolismo, e desta forma o metabolismo durante o exercício 

passa a ser uma ferramenta para a compreensão de diversas modificações 

metabólicas.  

Em humanos, a formação da amônia (NH3 + NH4
+) ocorre durante a síntese 

de adenosina 5’-trifosfato (ATP) a partir de adenosina 5’-difosfato (ADP) pela 

atividade da mioquinase; durante a utilização de aminoácidos (AA) como 

doadores de esqueletos de carbono (desaminação e/ou transaminação); e pela 

microbia entérica. Sendo a amônia tóxica para os mamíferos, o fígado responde 

rapidamente a elevação dos níveis de amônia aumentando a velocidade do ciclo 

da uréia e sintetizando glutamina a partir de glutamato, sendo o principal órgão de 

eliminação do metabólito. 

Os aminoácidos na célula muscular podem ceder o grupamento amina a 

um cetoácido ou glutamato produzindo AAs ou glutamina, que são exportadas 

pela corrente sangüínea e novamente desaminadas no fígado, onde seu 

esqueleto de carbono pode servir como agente neoglicogênico e seu grupamento 

amina excretado. Durante a atividade física a amonemia pode aumentar em até 

400% acima dos valores considerados normais para o indivíduo sadio em repouso 

(Wilkinson et al., 2010). 

Estudos têm sugerido que a produção de amônia durante o exercício 

submáximo ocorre pela quebra da adenosina 5’-monofosfato (AMP), em uma das 

etapas do ciclo das purinas nucleotídeos. Nessa etapa o AMP é desaminado pela 

AMP deaminase produzindo inosina monofosfato (IMP) e amônia. Em alguns 

casos o processo anaplerótico pode gerar diretamente amônia e esta é exportada 

via corrente sangüínea (Hellsten et al., 1999).  

A hiperamonemia está associada à alteração na regulação de 

neurotransmissores podendo ocasionar o desequilíbrio nos sistemas 
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glutamatérgico, GABAérgico e serotoninérgico que pode ser suficiente para 

causar excitotoxidade neural e/ou morte (Aguilar et al., 2000; Erceg et al., 2006; 

Rodrigo et al., 2010). Tem sido descrito que a alta concentração de amônia 

induzida pelo exercício físico pode gerar distúrbios momentâneos no 

funcionamento do sistema nervoso central (CNS) semelhantes àqueles 

encontrados em fases iniciais de diversas doenças relacionadas a hiperamonemia 

e/ou doenças neuro-degenerativas (Nybo, 2010; Nybo et al., 2005). 

A desintoxicação da amônia é interrompida quando há falência hepática ou 

em deficiências congênitas nas enzimas do ciclo de uréia. Durante a falência 

hepática, a hiperamonemia e as funções cerebrais deterioram levando ao 

aparecimento de encefalopatia hepática (Albrecht e Jones, 2000). Em falências 

hepáticas agudas há um desenvolvimento mais gradual de deficiência intelectual 

que pode levar ao coma em pacientes doenças hepáticas crônicas. A 

hiperamonemia é considerada o fator principal responsável pelas alterações na 

função cerebral associada à encefalopatia hepática (Monfort et al., 2000 e 2009, 

Rodrigo et al., 2010).  

Os exercícios físicos prolongados têm efeitos marcantes no balanço de 

amônia cerebral, suportando a noção de que o acúmulo de amônia no cérebro 

pode provocar fadiga, especialmente quando indivíduos não treinados praticam 

exercício por um período prolongado sem suplementação de glicose (Nybo et al., 

2005; Nybo e Secher, 2004). 

As alterações na performance do atleta devido a diminuição do rendimento 

muscular podem estar associados ao surgimento da fadiga. Dois mecanismos de 

resposta relacionados ao aumento das concentrações de amônia têm sido 

postulados como responsáveis pelo surgimento da fadiga: 1) a elevação da 

síntese de glutamina como sistema de desintoxicação provocando o desequilíbrio 

do pool de neurotransmissores e 2) a alteração do metabolismo energético do 

conjunto neurônios pré-sináptico/pós-sináptico-astrócito, provocando a diminuição 

da capacidade regenerativa do ATP (Hellsten et al., 1999; Wilkinson et al., 2010; 

Hilgier et al., 2009). Baseado nestas hipóteses é possível postular que um 

exercício físico intenso e prolongado seja capaz de induzir um estado tóxico de 

amonemia agudo e sub-clínico. Este estado pode ser suficientemente severo a 

regiões críticas do CNS para afetar a continuidade de uma atividade coordenada.  
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Distintos estudos postulam que o aumento na concentração de amônia 

pode estar ligado ao déficit de glicogênio. É proposto que, entre outros fatores, o 

déficit de glicogênio na musculatura provoque perda de eficiência do gestual 

mecânico levando a perda de eficiência. Durante exercícios de alta intensidade e 

longa duração, acontece uma interação dos sistemas de manutenção de energia, 

onde a fosforilação oxidativa e a glicólise são utilizadas para a manutenção da 

capacidade contrátil da musculatura do indivíduo. Entre outros efeitos metabólicos 

há um significante aumento da gênese de amônia (Bassini-Cameron, 2007 e 

2008; Garg et al., 2008). 

A amônia muscular se difunde para o sangue e pode atravessar a barreira 

hemato-encefálica. A variabilidade nas respostas mediadas pelo CNS pode ser 

explicada por diferenças no conteúdo cerebral de amônia, capacidade de 

desintoxicação e sensibilidade específica nas distintas regiões encefálicas 

(Rodrigo et al., 2010). É proposto que a produção de amônia relacionada ao 

exercício físico pode ser um fator responsável pela diminuição da capacidade 

cognitiva/física em atletas saudáveis e afeta o processo de continuidade do 

exercício, podendo prejudicar os resultados finais em um esporte olímpico.  

   

II.1. Esporte olímpico – Windsurf 

 

Para entender como funciona o metabolismo do atleta, precisa-se conhecer 

qual o esporte que o mesmo pratica. Sabendo que nessa dissertação 

estudaremos o metabolismo de um atleta olímpico de vela, classe RS:X, 

conhecida como Windsurf, faz-se necessário compreender o seu funcionamento e 

características. 

O Windsurf é um esporte olímpico a vela, que tem por definição planar 

sobre a água utilizando a força do vento em uma prancha a vela (PWA, 2009). 

Originou no início da década 20, pela tentativa de modernizar a prancha de surf, 

equipando-a com a vela (Figura 2), passando por melhorias e aperfeiçoada, é o 

equipamento principal para a prática do esporte. 
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Figura 2. Desenho da primeira prancha de Windsurf. Criada por dois surfistas da 

Califórnia-EUA, Jim Drake e Hoyle Schweitzer, que inicialmente a denominaram 

de “The Skate” (o skate).  

 

Estudos sobre atletas desse esporte relatam o alto índice de injúria 

muscular (Neville e Folland, 2009; Dyson et al., 2006; Hetsroni et al., 2006; 

Petersen et al., 2003) e incidência de lesões (Ulusarac e Carter, 2004; Nathanson 

e Reinert, 1999; McCormick e Davis, 1988). Outros estudos já mostram a 

correlação entre a frequência cardíaca e a performance do atleta (Chamari et al., 

2003) e a demanda fisiologia necessária para a execução da prova olímpica de 

Windsurf, mostrando que durante toda a prova a demanda energética é requerida 

por todas as vias metabólicas (Vogiatzis et al., 2002; Castagna et al., 2008). 

Observa-se aqui não foi encontrado nenhum estudo que busca entender o 

metabolismo do atleta de Windsurf, antes, durante e após a prova olímpica.  

A Federação Internacional de Vela (International Sailing Federation - ISAF) 

tem por missão governar o esporte olímpico vela, classificando-o em categorias, 

classes, oficializando regras e normas do esporte, além de organizar competições 

e apresentar lista da colocação dos melhores atletas olímpicos (ranking). E é 
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baseado nessa lista dos melhores atletas olímpicos de vela classe RS:X do 

mundo que desenvolveu-se esse estudo. Pois foi avaliado o metaboloma de um 

atleta colocado entre os 10 melhores do mundo nesse esporte (Figura 3). 

 

Figura 3. Ranking Oficial Windsurf RS:X (www.sailing.org) 

 

III. Técnicas analíticas 

 

As técnicas analíticas podem utilizadas para a avaliação metabólica, 

permitindo investigar e intervir de maneira científica, na prescrição, controle e 

acompanhamento dos processos de treinamento, buscando subsídios para 

adaptação individualizada de propostas de intervenção para a melhoria da 

performance de atletas. Considero como técnica analítica, os exames 

laboratoriais e a espectrometria de massas. 

 

III.1. Exames laboratoriais 

 

Os exames laboratoriais têm por finalidade compreender o comportamento 

das vias metabólicas durante o exercício e a recuperação, nos quais, os 

resultados dos exames permitem avaliar o atleta tanto na prescrição nutricional 
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(alimentação e suplementação) e quanto no seu treinamento, prevenindo 

exercícios de overtraining (excesso de carga), subtreinamento e utilização 

inadequada de suplementos. Durante o processo de avaliações dos parâmetros 

clínicos do atleta, faz-se necessário, estabelecer um protocolo de avaliação 

metabólica individualizada. 

 Foi adotado nos experimentos desenvolvidos, um cardápio de exames 

(Tabela 1) na tentativa de diagnosticar e avaliação do metaboloma do atleta. Esse 

cardápio foi reproduzido em todos os experimentos. 

 As análises foram feitas automaticamente, pelo analisador bioquímico 

ADVIA® 1200 Chemistry System (Siemens – USA) e o hematológico COULTER® 

STKS™ Hematology Flow Cytometer (Beckman Coulter – USA). O desenho 

experimental dos pontos de coleta para análise está detalhado no Capítulo II.  

 

Tabela 1. Cardápio de exames laboratoriais e método utilizado. 

  

Metabólitos Método 
Aminoácidos HPLC 

Amônia Enzimático 
Creatinina Enzimático 

Glicose Enzimático 
Hemoblobina Glicada HPLC 

Hemograma Hematograma 
Lactato Enzimático 

Reticulócitos Azul de cresil brilhante 
Urato Enzimático 
Ureia Enzimático 

 
Minerais Método 

Cálcio Colorimétrico 
Cloro Colorimétrico 

Cobre Absorção atômica com forno de grafite 
Fosfato Colorimétrico-Enzimático 

Magnésio Colorimétrico 
Potássio Eletrodo seletivo 

Sódio Eletrodo seletivo 
Zinco Absorção atômica com forno de grafite 

 
Coagulação Método 

Tempo de Protrombina com INR Coagulométrico 
Tempo do Paciente Coagulométrico 

Atividade Coagulométrico 
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INR Coagulométrico 
Tempo de Tromboplastina Parcial Coagulométrico 

 
Lipidograma Método 

Colesterol HDL Charbroll e Charonnat 
Colesterol LDL Charbroll e Charonnat 

Colesterol Total Charbroll e Charonnat 
Colesterol VLDL Charbroll e Charonnat 

Fosfolipídios Charbroll e Charonnat 
Lipídios totais Charbroll e Charonnat 
Triglicerídios Charbroll e Charonnat 

 
Enzima Método 

Fosfatase Alcalina (ALP) Enzimático 
Alanina Aminotransferase (ALT) Enzimático 

Aspartato Aminotransferase (AST) Enzimático 
Fosfocreatina Kinase (CK) Cinético 

Fração MB Fosfocreatina Kinase (CKMB) Enzimático 
Gama Glutamil Transferse (yGT) Enzimático 
Glicoproteína Alfa-1-Ácida (AGP) Turbimetria 

Lactato Desidrogenase (LDH) Enzimático 
Proteína C Reativa (CRP) Quimioluminescência 

 
Ferro Método 

Ferro Sério Colorimétrico 
Capacidade total de ligação do ferro Colorimétrico 

Saturação da transferrina Colorimétrico 
Ferritina Quimioluminescência 

 
Proteínas Método 
Albumina Eletroforese em gel 

Alfa 1 Globulina Eletroforese em gel 
Alfa 2 Globulina Eletroforese em gel 

Beta Blobulina Eletroforese em gel 
Eletroforese de proteínas Eletroforese em gel 

Eritroproteína Quimioluminescência 
Gama Globulina Eletroforese em gel 

Mioglobina Quimioluminescência 
Proteínas Totais Eletroforese em gel 

Relação A/G Eletroforese em gel 
 

Hormônios Método 
Cortisol Quimioluminescência 

Dihidrotestosterona (DHT) Radioimunoensaio com extração 
Estradiol (E2) Quimioluminescência 

Estrina (E1) Radioimunoensaio 
Estriol (E3) Radioimunoensaio 

Fator do crescimento do tipo insulina 1 (IGF-1) Quimioluminescência 
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Hormônio adenocorticotrófico (ACTH) Quimioluminescência 
Hormônio do crescimento (GH) Quimioluminescência 

Hormônio estimulante da tireóide (TSH) Quimioluminescência 
Hormônio estimulante folicular (FSH) Quimioluminescência 

Hormônio luteinizante (LH) Quimioluminescência 
Insulina Eletroquimioluminescência 

Progesterona Quimioluminescência 
Prolactina Quimioluminescência 

Testosterona Livre Radioimunoensaio 
Testosterona Total Eletroquimioluminométrico 

Tirosina (T4) Quimioluminescência 
Tirosina (T4) livre Quimioluminescência 
Triiodotironia (T3) Quimioluminescência 

Triiodotironia (T3) livre Quimioluminescência 

 

III.2. Espectrometria de massas 

 

A espectrometria de massas é uma técnica analítica instrumental utilizada 

para identificar compostos desconhecidos, para quantificar compostos conhecidos 

e para identificar a estrutura e propriedades químicas das moléculas. No princípio, 

era utilizada somente na determinação de massas atômicas, porém com o 

aprimoramento dessa técnica, ela já vem sendo empregada na busca de 

informações sobre a composição elementar das amostras; a composição das 

moléculas inorgânicas, orgânicas e biológicas; a composição qualitativa e 

quantitativa de misturas complexas; a estrutura e composição de superfícies 

sólidas; e as relações isotópicas de átomos nas amostras. A detecção dos 

compostos pode ser obtida com pequenas quantidades de amostra, e o espectro 

de massas gerado de cada composto é único e pode ser utilizado como uma 

identidade específica para caracterizá-lo (Baran et al., 2009).  

 

III.2.1. Histórico 

 

Em 1896, Joseph John Thomson investigava os raios positivos que 

constituíam de átomos ionizados e mostrou pela combinação de campos elétricos 

e magnéticos, a separação de diferentes átomos com base na sua carga e 

massa. Mostrou que o elemento neônio apresentava dois tipos de átomos, alguns 

com peso atômico relativo 20 e outros com 22, o que contribuiu para a ciência na 
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identificação do elétron e sua caracterização como uma partícula subatômica 

fundamental (Thomson, 1913; Dahj, 1997).  

Essa descoberta contou com a colaboração de muitos outros cientistas, 

mas foi Thomson o primeiro a intuir que os elétrons são corpúsculos dotados de 

carga elétrica e de massa e, principalmente, que fazem parte de toda matéria. 

Formulou uma teoria sobre a estrutura do átomo, na qual dizia que o átomo era 

uma esfera maciça com carga positiva, e os elétrons estariam presos à superfície 

da esfera e contrabalançariam a carga positiva. Esse modelo ficou conhecido 

como "pudim de massas", e foi substituído pelo modelo de Rutherford, aluno de 

Thomson, que dizia que o átomo teria um núcleo positivo, seria muito pequeno 

em relação ao todo, mas teria grande massa e, ao redor deste, os eletróns para 

não serem atraídos e caírem sobre o núcleo, ficavam em órbitas helicoidais em 

altas velocidades, e essa eletrosfera seria cerca de dez mil vezes maior do que o 

núcleo atômico, e que entre eles haveria um espaço vazio. Posteriormente, o 

modelo de Rutherford foi corrigido por Niels Bohr, também aluno de Thomson, o 

qual dizia o átomo possui um núcleo pequeno e carregado positivamente cercado 

por elétron em órbita circular (Falconer, 1997; Gerward, 1997). 

A Figura 4 é um esquema do diagrama de seu aparelho, mostrando como 

um feixe de elétrons pode ser submetido a diferentes posições. Isto lhe permitiu 

estimar a massa do elétron de um átomo de hidrogênio. O elétron foi a primeira 

partícula subatômica a ser descoberta. 

 

 

Figura 4. Aparelho criado por Thomson para investigar raios positivos. C é o 

eletrodo negativo (cátodo). O feixe é defletido pelos pólos MM de um eletroímã e 

pelas placas paralelo PP conectadas a uma fonte de eletricidade.  

 

Joseph John Thomson foi o primeiro cientista a separar os átomos e 

moléculas de um gás, de acordo com suas massas, e ganhou o Prêmio Nobel de 
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Física em 1906, em reconhecimento dos grandes méritos de suas investigações 

teóricas e experimentais sobre a condução de eletricidade pelos gases. 

Em 1913, outro aluno de Thomson, o físico e químico britânico Francis 

William Aston, conseguiu uma separação parcial de isótopos pelo método de 

difusão e provou a existência dos isótopos pelos experimentos com o neônio, em 

1919. Nesta época, Aston aperfeiçoou o aparelho de Thomson e produziu um 

novo tipo de aparelho de raios positivos, no qual alcançava maior separação de 

íons de diferentes massas, cada uma, correspondendo a um número definido de 

íons, com mesma razão carga/massa (m/z), e assim, por mostrar um espectro de 

linhas foi chamado de espectrógrafo de massas (Brock, 1972; Aston 1920a,b; 

1921). Esse aparelho destinava-se a determinações de massas atômicas e ele 

descobriu mais de 200 isótopos naturais e definiu esse fenômeno de isotopia, 

ganhando o Prêmio Nobel de Química em 1922, pelo seu trabalho com o 

espectrógrafo de massa, pela criação da regra dos números inteiros e por 

determinar as massas atômicas de todos os elementos da tabela periódica.  

Em 1918, durante o desenvolvimento do espectrógrafo de massas por 

Aston, o físico canadense Arthur Jeffrey Dempster construiu um instrumento, 

basicamente mais simples e apropriado para medidas quantitativas de isótopos, 

apesar de não poder ser usado para fazer medidas de massas atômicas. O 

aparelho de Dempster foi chamado de espectrômetro de massas, uma vez que a 

corrente de íons era medida eletronicamente (Dempster, 1918) e não registrada 

numa chapa fotográfica como no de Aston.  

Após a construção do espectrômetro de massas, houve várias 

modificações, aperfeiçoamentos no equipamento, além da combinação de 

tecnologias para a criação das plataformas de espectrometria de massas. Nota-se 

a importância do desenvolvimento da técnica, por todos seus criadores terem 

recebido o Prêmio Nobel. 

 

III.2.2. Instrumentação 

 

A espectrometria de massas pode analisar compostos diretamente no 

espectrômetro de massas, ou o equipamento pode ser acoplado a uma técnica de 

separação dos compostos, como a cromatografia à gás (GC) ou a cromatografia à 
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líquido (LC). Assim, basicamente o espectrômetro de massas é composto por três 

módulos principais, que são: a fonte de ionização da amostra, os analisadores de 

massas e os detectores das massas (Yates et al., 2009). 

 

Técnicas de separação dos compostos – GC e LC 

 A cromatografia é um método de separação física na qual os componentes 

que serão separados são distribuídos entre duas fases, uma das quais é 

estacionária (fase estacionária), enquanto a outra (fase móvel) se move em uma 

direção definida (Iupac, 2010). 

 A cromatografia á gás possui a operação básica de volatilização e 

transferência dos analitos para uma coluna cromatográfica, através de uma 

interface aquecida chamada de injetor. A coluna cromatográfica é aquecida de 

forma controlada podendo criar rampas com temperaturas desejadas, e para 

movimentar a amostra dentro da coluna usa-se um gás inerte, como hélio ou 

nitrogênio, que é chamado de gás de arraste, o qual faz o papel da fase móvel 

(Kitson et al., 1996). A aplicação desta técnica é ampla, contudo sua principal 

limitação deve-se ao fato de que os analitos devem ser voláteis e estáveis nas 

condições de análise. 

 A cromatografia à liquido, a amostra é introduzida na coluna de separação 

dissolvida em um líquido (solvente). Uma bomba impulsiona o solvente, e 

consequentemente o analito, através da coluna de separação até a transferência 

de uma parte do efluente da coluna para fonte de ionização. As bombas e as 

colunas devem estar preparadas para suportar grandes pressões (até 4 x 107Pa, 

nos sistemas convencionais, ou maiores, como nos sistemas de fast-HPLC ou 

UPLC – ultra performance liquid chromatography – que suportam cerca de 2 a 3 

vezes mais pressão). O fluxo pode ser controlado através da bomba, que permite 

também a realização de sistemas de gradientes de solventes, no qual é possível 

utilizar vários solventes e controlar seu fluxo individualmente (fase móvel), 

permitindo alterar suas concentrações durante uma corrida (Ardrey, 2003). 

 

Fontes de Ionização 

As fontes de ionização devem ser apropriadas de acordo com o composto 

para sua transformação em íons, sendo então a parte do espectrômetro 
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responsável pelo processo físico ou químico de conversão de um átomo ou 

molécula em íon, adicionando ou removendo partículas carregadas como elétrons 

ou outros íons. Esse processo de transformação das moléculas em íons funciona 

de maneira diferente dependendo se está produzindo íons de carga positiva ou de 

carga negativa, pois um íon positivo é produzido quando um elétron ligado a um 

átomo ou molécula absorve energia suficiente para escapar da barreira elétrica 

que o limita e é então expelido para fora da eletrosfera. A quantidade de energia 

necessária para isto é chamada de potencial de ionização. Já um íon negativo é 

produzido quando um elétron livre choca com um átomo e é então capturado, 

ficando no interior da barreira do potencial elétrico. Em alguns casos, um próton 

pode ser adicionado ou subtraído da molécula, produzindo os íons protonados ou 

desprotonados, respectivamente. Em outros casos, os íons são formados através 

da interação com adutores, como metais alcalinos, formando íons positivos, ou 

então com ametais que se ligam a metais formando a ligação iônica (ânions) e 

produzindo íons negativos (Dass, 2007; Hoffmann e Stroobant, 2007). 

 Tendo em vista que os processos de ionização são fundamentais para a 

espectrometria de massas, diversas fontes de ionização foram desenvolvidas, 

elas são: ionização por elétrons (EI – electron ionisation), ionização química (CI – 

chemical ionisation), eletrospray (ESI), fotoionização à pressão atmosférica (APPI 

– atmospheric pressure photoionization), ionização química à pressão atmosférica 

(APCI – atmospheric pressure chemical ionisation), ionização eletrospray e 

dessorção (DESI – desorption electrospray ionisation), espectrometria líquida para 

a massa do íon secundário (LSIMS – liquid secondary ion mass spectrometry), 

bombardeamento de átomos rápidos (FAB – fast atom bombardment) e ionização 

e dessorção à lazer assistida por matriz (MALDI – matrix-assisted laser 

desorption/ionisation) (Gross, 2004). 

 

Analisadores de massas 

Os analisadores de massas são a parte do espectrômetro responsável pela 

separação dos íons de acordo com a m/z, realizado através de aplicações de 

campos elétricos e magnéticos. Uma vez que a amostra foi ionizada, ela é 

transportada a partir da fonte de ionização para o analisador de massas em um 
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compartimento à vácuo. De acordo com Hoffmann e Stroobant (2007) e Dass 

(2007), os tipos de analisadores de massas são: 

• Analisadores de setor: utiliza campo elétrico estático e setor magnético.  

• Quadrupólos: utiliza campo elétrico oscilante. 

• Armadilha de íons (IT – Ion Trap ou QIT – Quadrupole Ion Trap): utiliza 

campo elétrico que aprisiona os íons. 

• Tempo de Vôo (TOF – Time of Flight): utiliza campo elétrico com potencial 

constante no qual os íons são acelerados de acordo com sua massa, no 

qual, para aumentar a precisão do analisar e a distância percorrida pelos 

íons, refletores são posicionados nos analisadores (TOF-TOF). 

• Analisadores com transformada de Fourier (FT – Fourier-transform): 

utilizam a transformada de Fourier para converter os sinais de onda 

prescritos pela órbita dos íons em sinais referentes a razão m/z. São 

utilizados tanto o analisador de ressonância de íon ciclotron (ICR – ion 

cyclotron resonance) quanto analisador tipo OrbitrapTM (Perry at al., 2008). 

• Analisadores de mobilidade de íons (IM – Ion Mobility): utilizam campo 

elétrico uniforme que conduz os íons para uma câmara específica 

chamada de drift chamber (câmara de deslizamento) a qual é preenchida 

por um tipo de gás (argônio) oferecendo resistência para o deslocamento 

dos íons no seu interior. Esses tipos de analisador fazem parte de 

espectrômetros híbridos, os quais combinam tecnologias diferentes. 

 

Detectores de massas  

Os detectores são a parte final de um espectrômetro de massas, 

responsável pela detecção e amplificação dos feixes de íons em sinais elétricos, 

oferecendo resultados qualitativamente e/ou quantitativamente, ou traduzidos em 

imagens (Dass, 2007; Yates et al., 2009). Os tipos de detectores são: 

• Faraday cup: detecta os íons pela medição direta das cargas através de 

um eletrodo de condutância. 

• Multiplicadores de elétrons (EM – Electron Multiplier): funcionam pela 

emissão de elétrons secundários produzidos por dynodes quando os íons 

provenientes dos analisadores chocam-se a eles. Existem dois tipos de 

multiplicadores de elétrons, os discrete-dynode, constituído por 16 a 20 
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dynodes de cobre e berílio, e o continuous-dynode de um eletrodo contínuo 

na superfície. 

• Multiplicadores de fótons: converte o feixe de íons, quando atinge o 

detector construído por fotocatodo, em fótons, e então o sinal é 

amplificado.  

 

Alguns espectrômetros de massas utilizam a combinação de tecnologias na 

busca de resultados mais precisos dependendo da amostra, sendo assim 

conhecidos como híbridos e denominados Tandem-MS. Nesse estudo foi utilizado 

o espectrômetro de massas híbrido Quattro Micro GCTM (Waters Corporation – 

USA) acoplado ao cromatógrafo à gás HP6890 (Agilent Technologies – USA).  

 

III.2.3. Quattro Micro GCTM – Waters Corporation  

 

O Quattro Micro GCTM (Waters Corporation – USA) é um espectrômetro de 

massas Tandem-MS ou MS/MS ou MSn que possui um modo de análise 

seqüencial que permite a seleção específica de cada íon desejado com uma 

sequência de análise que envolve três estágios, sendo o primeiro estágio a 

seleção de um íon precursor que formarão outros íons, o segundo estágio a 

formação de íons fragmentados dos precursores, e o terceiro estágio a análise e 

detecção desses fragmentos (Hoffmann e Stroobant, 2007; Dass, 2007; Yates et 

al., 2009) (Figura 5). 

 

Figura 5. Quattro Micro GCTM
. 
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 A configuração do Tandem-MS é um triploquadrupólo, que apresenta três 

analisador de massas quadrupólo em sequência, sendo dois analisadores 

separados por uma câmara de fragmentação. Assim, o íon precursor é 

selecionado no primeiro analisador (chamado de MS1) e então passa pelo 

segundo quadrupólo, que é uma câmara adaptada para realizar a fragmentação 

do íon precursor (câmara de colisão). Então, os fragmentos formados serão 

analisados pelo terceiro quadrupólo (segundo analisador, chamado de MS2) 

antes de chegar até o detector (Kapp e Schutz, 2007) (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Representação esquemática do Tandem-MS. 

 

 A câmara de colisão é um hexapólo que obtém os fragmentos do íon 

precursor através da dissociação induzida por colisão (CID – collision induced 

dissociation), também conhecida como dissociação ativada por colisão (CAD – 

collisionally activated dissociation). Neste processo, a câmara pode ser 

preenchida com um gás inerte, como hélio ou argônio, e então os íons são 

acelerados pela aplicação de campos elétricos. Vale ressaltar que duas etapas 

são importantes neste processo, a ativação por colisão, onde a energia 

translacional resultante é convertida em energia interna, tornando as moléculas 

energeticamente excitadas; e a dissociação uni-molecular, processo pelo qual as 
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moléculas excitadas sofrem a dissociação (Blackburn e Goshe, 2009; Mendoza e 

Vachet, 2009). 

 O MS1 e MS2 são analisadores de massas quadrupólo que utilizam 

campos elétricos oscilantes, gerados por quatro barras metálicas (eletrodos), para 

estabilizar ou desestabilizar seletivamente os íons, de acordo com seus valores 

de m/z, durante sua passagem pelo centro do quadrupólo. O campo elétrico 

oscilante é gerado nos eletrodos pela aplicação de potenciais de corrente-direta 

(DC – direct-current) e rádio-freqüência (RF). Através de variações sistemáticas 

nos valores de DC e RF, a trajetória dos íons é estabilizada ou desestabilizada, 

assim o quadrupólo funciona como um filtro. Isso permite que os íons de 

diferentes valores de m/z cheguem com tempos diferentes ao detector, e desta 

forma pode ser diferenciados (Hoffmann e Stroobant, 2007; Dass, 2007; Yates El 

al., 2009) (Figura 7). 

 

Figura 7. Representação de um quadrupólo. 

 

 A fonte de ionização utilizada nesse estudo foi a de ionização por elétrons 

(EI), a qual é uma das técnicas que tem como pré-requisito básico, que todos os 

analitos devem estar na sua forma de vapor, e portanto as amostras devem ser 

voláteis (Eljarrat e Barcelo, 2005).  

Na ionização por EI, um feixe de elétrons de 70eV (1eV = 1.60217733 × 

10−19J) é produzido por um filamento (Figura 8). Os elétrons são então 

acelerados por um ânodo, e acabam interagindo e energizando as moléculas do 

analito na fase gasosa. Como conseqüência desta energização, cerca de 20eV 
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são transferidos para as moléculas e como a energia de ionização típica de 

moléculas orgânicas é de 1eV, ocorre a ionização destas moléculas pela remoção 

de um elétron, produzindo um íon com elétrons desemparelhados, portanto um 

íon radical. A utilização de 70eV são necessários para que a energia dos elétrons 

apresentem comprimento de onda similar à energia das ligações em moléculas 

orgânicas (~0,14nm), assim a transferência de energia é maximizada. Contudo, 

esta ionização gera íons com estado energético excedente em 5-10eV, como as 

energias de ligação típicas em moléculas orgânicas é entre 4-5eV, este processo 

de ionização é seguido por sucessivas clivagens e rearranjos moleculares. Este 

processo de clivagem é conhecido como fragmentação, e geralmente resulta em 

um espectro de massas contendo apenas fragmentos iônicos, formados a partir 

da molécula original (Kitson et al., 1996; Ardrey, 2003) (Figura 9). 

 

 

 

 

Figura 8. Fonte de Ionização por Elétrons. Representação do bloco de entrada da 

amostra, as fendas para a passagem de elétrons e o feixe de íons formado pela 

fonte EI. O feixe é produzido a partir do filamento que quando aquecido emite 

elétrons e atraídos pela placa iônica que está mantida a um potencial positivo em 

relação ao filamento.  
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Figura 9. Fragmentação na formação de um espectro de massas pela ionização 

por elétrons para um número (p) de moléculas (M) interagidas com elétrons (e-). O 

pico 1 (M+) representa o íon molecular, que é o íon de maior massa (q). Os picos 

2 e 3 representam, A+ e B+ respectivamente, representam dois fragmentos de 

íons (r e s). O pico 2 é o pico base por ser o maior pico. 

 

O multiplicador de elétrons é o detector adotado no Tandem-MS. A sua 

tecnologia permite que a fonte de EI possa ter a sua energia regulável, permitindo 

a obtenção de íons moleculares através da redução de energia aplicada 

(Hoffmann e Stroobant, 2007; Dass, 2007). 

 Em síntese, a plataforma de espectrometria de massas utilizada nesse 

estudo foi um Tandem-MS (triploquadrupólo) acoplado ao cromatógrafo à gás 

HP6890 (Agilent Technologies – USA), com fonte de ionização por elétrons e 

detector de multiplicador de elétrons. Na qual, a amostra é volatilizada no GC, 

passando para a fonte EI, onde os íons formados são transferidos para os 

analisadores de massas que analisa os fragmentos de acordo com sua massa e 

então detectados a massa no detector (Figura 10). Após essa detecção faz-se 

necessário a identificação dos espectros gerados, e a ferramenta utilizada nessa 

identificação é a bioinformática.   
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Figura 10. Esquematização do funcionamento do Quattro Micro GCTM
. 

 

IV. Bioinformática 

 

A bioinformática é uma ferramenta utilizada para identificar os compostos 

do metaboloma analisado de acordo com uma base de dados, geralmente a 

biblioteca NIST (National Institute of Standards of Technology), além de encontrar 

as diferenças, aplicando testes estatísticos para avaliação significante e 

contruindo uma matrix contendo a massa molecular, o tempo de retenção e a 

intensidade do composto. 

Para comprrender os dados obtidos com a análise metabolomica das 

amostras, a ferramenta mais importante é a bioinformática. Utilizou-se nesse 

estudo dois sotware de bioinformática, o MarkerLynx e o ChromaLynx (Waters 

Corporation – USA).  

O MarkerLynx é utilizado para encontrar as diferenças entre as amostras, 

aplicando testes estatísticos para avaliação significante dessas diferenças. Esse 

software constrói uma matrix contendo a massa do composto, o tempo de 

retenção de cada composto e a intensidade. Depois disso os dados são 

estatisticamente analisados, os testes estatísticos mais utilizados são o PCA 

(Principal Component Analysis), o Trend Plot e o S-Plot (Werth et al., 2010).  
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O PCA é um procedimento matemático que transforma uma série de 

variáveis correlacionadas em um número menor de variáveis não correlacionadas 

chamadas componentes principais. No PCA é incluído dois scores, que são média 

ponderadas dos dados, e analisados semelhantes aos índices do Dow Jones e 

Nasdaq que resumem uma tabela de pontos do tempo (linhas) x ações (colunas). 

Os scores são importantes índices dos dados, que possibilita a verificação da 

probabilidade de semelhanças e diferenças. O Trend-Plot é um gráfico de duas ou 

mais variáveis versus o tempo. Esse gráfico possibilita a identificação de 

diferenças linear dos plots, ou seja, em amostras em triplicatas, o Trend-Plot 

identifica a repetição que não se assemelha com as demais (Werth et al., 2010). E 

o S-Plot é um gráfico de correlação de duas amostras em relação ao tempo, 

representado em forma de S. Nesse gráfico, as extremidades se diferenciam e o 

centro se assemelha (Steuer et al., 2007; Werth et al., 2010). 

Já o ChromaLynx, é utilizado para localizar os picos cromatográficos de 

todos os cromatogramas,  identificando os espectros de massas de acordo com a 

uma base de dado (Biblioteca NIST). Esse software tem a capacidade de detectar 

e identificar todos os componentes de uma solução complexa. 

Com o auxílio da bioinformática pode-se obter todos os componentes 

presentes no metaboloma humano e assim, quantificá-los para entender como 

cada via metabólica está funcionando, seja em repouso, ou em diferentes 

situações, como estresse físico ou estado patológico. Com esse resultado pode-

se representar cada composto no mapa metabólico e suas interações.  

 

V. Mapa Metabólico 

 

O mapa metabólico é a representação integrada do metaboloma humano. 

Nesse está representado os resultados individualizados de um metaboloma 

estudado e analisado pela plataforma de MS, onde cada composto é 

esquematizado nas vias metabólicas tanto a sua síntese quanto a sua 

metabolização. Assim, essa esquematização integrada das vias metabólicas 

auxilia na visualização e facilita a compreensão da análise de cada composto em 

questão, resultando posteriormente na compreensão integral do metaboloma 

(Figura 11). 
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Figura 11.  Mapa metabólico do composto Lactato para exemplifica a via 

metabólica desse composto. 

 

Já é disponível online em sites de banco de dados, ferramentas para 

construção de um mapa metabólico de uma via metabólica ou da interação de 

várias vias metabólicas. Assim, o mapa metabólico é resultado de um 

metaboloma e representa as relações entre as funções dos compostos e as suas 

reações bioquímicas envolvidas. 
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Abstract 

 

Physical exercise affects hematological equilibrium and metabolism. During 

different exercise cellular needs create distinct metabolic responses and blood 

metabolites have been used to understand exercise intensity and muscle injury. 

This study evaluated the biochemical and hematological analyses of a man which 

is a sailing Olympic athlete ranked among the top ten athletes on the official ISAF 

ranking list from the discipline Windsurfing class RS:X. The results showed the 

metabolic adaptation to an elite athlete in response of exercise in two training 

moments: the first one when the athlete was using the usual training and dietary 

protocol and a second one after the careful analysis of his diet and in field 

metabolic changes measured in a simulated competition. This results allowed 

comprehend how the metabolical adaptation of the Olympic athlete and show the 

importance of an in field metabolical analysis to the understanding and supporting 

of training in elite athletes. 

 

 



37 

 

 

Introduction 

 

Physical exercise affects hematological equilibrium and metabolism (Ament 

and Verkerke, 2009; Rose and Richter, 2009). During exercise, muscle 

metabolism increases the transduction of chemical energy depleting the body 

energy stocks (Burd et al., 2009). When energy demand increases muscle 

glycogen, free amino acids and fat are used as substrates to keep muscle 

contraction (Westerterp, 2010). 

Blood metabolites have been used to understand exercise intensity and 

muscle injury (Bassini-Cameron et al., 2007; Bassini-Cameron et al., 2008). 

During different exercise cellular needs create distinct metabolic responses 

(Nader, 2006; Flueck and Eilers, 2010). In addition of the release of molecules that 

can be used as metabolic parameters, muscle injury release metabolites and 

proteins accumulated within these cells (Rasmussen and Richter, 2009). Both the 

amount and kinetics of blood apparition of these biomarkers and molecules are 

correlated with the damage caused by physical exercise (Bessa et al., 2008; Burd 

et al., 2009). Indeed, these responses together can be used as a tool to manage 

training, increasing metabolic adaptation to exercise stress (Coffey and Hawley, 

2007).  

In the past years some theories suggested that the metabolism of amino 

acids play an important role producing central fatigue (for an elegant review see 

Wilkinson et al., 2010). In fact exercise is being used to understand the 

metabolites role in fatigue development. In the end of the 80’s, Newsholme and 

colleagues (1988) proposed in a series of papers that central fatigue could be 

related to the plasma concentrations of aromatic (AAA) and branched-chain amino 

acids (BCAA) ratio and its relationship with tryptophan availability and serotonin 

production. In an opposite direction some data showed that tryptophan 

supplementation could extend exercise (Segura and Ventura, 1988; Javierre et al., 

2010). In the 90’s Banister et al. (Banister and Cameron, 1990) proposed that 

during exercise the increase in ammonia could lead to central fatigue. Since that 

hyperammonenia has been linked to several Central Nervous System (CNS) 

impairment conditions, probably linked to the glutamatergic system (Cauli et al., 
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2008).  In fact it seems that we still far away from consensus regarding the use of 

amino acid supplementation during exercise (Williams, 1999). It is very likely to 

suppose that the adequate training and diet could improve cellular machinery that 

expanding chemical energy accumulation and transduction. In this case, these 

improvements can lead to a better energetic metabolism decreasing deleterious 

effects of metabolites and increasing both physical and mental performance.  

Windsurfing is a water sport mixing surfing and sailing (Sedlaczek, 2009). 

Its practicing depends on three basic conditions: athlete, environment and 

equipment. Due to its nature, windsurfing requires a mixture of force and 

resistance training. Little is known about metabolism of this sport, since that most 

of papers are focused in physiological parameters (Vogiatzis et al., 2002; Chamari 

et al., 2003; Melis et al., 2003; Campillo et al., 2007; Castagna et al., 2007; 

Castagna et al., 2008; Pérez-Turpin et al., 2009) and injuries (McCormick and 

Davis, 1988; Nathanson and Reinert, 1999; Orchard et al. 2002; Petersen et al., 

2003; Nickel et al., 2004; Hetsroni et al., 2006; Dyson et al., 2006; Nathanson et 

al., 2008; Neville and Folland, 2009).  

Due to the tactical and strategy decisions needs during windsurf 

competition, in this study we evaluated of a world champion windsurfer that is 

ranked among the top ten athletes on the official International Sailing Federation 

(ISAF) ranking list. We investigated the metabolic changes in response to a 

competition simulation in an in field investigation and its response to a nutritional 

and training intervention. 

 

Material and Methods 

 

Subject 

This study evaluated a man which is a sailing Olympic athlete from the 

discipline Windsurfing class RS:X. The athlete was well instructed about the 

procedures and signed a written informed consent. The study was approved by 

the Ethics Committee for Human Research of the Federal University of Estado do 

Rio de Janeiro and conformed to the requirements and guidance for carrying out 

research in human subjects (Health National Council, Brazil, 2010).  
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Experimental Design 

We simulated a typical Olympic regatta for the sport. The athlete performed 

a race, rested for 30 minutes, and restated another race. Each race lasted 30 

minutes. Blood samples were collected both before and after the races (T1 to T4). 

Another sample was collected after 120 minutes rest (T5). Note that the 

experimental design give us information about the athlete metabolic condition pre 

and post the first exercise bout (T1-T2); rest effects in the metabolism (T2-T3); pre 

and post the second exercise bout (T3-T4) and metabolic recuperation (T4-T5). 

 

 

Illustration 1. Experimental Design. Blood was collected following in field 

conditions. The experimental timeline and blood collection moments (T1-T5) were 

shown. 

 

Two experiments (A and B) were conducted in similar environmental 

conditions (°C; % relative humidity; wind velocity of km/h). The first experiment 

was done using the regular training and athlete diet. After the analyses of the 

results diet and training were modified and the second experiment was conducted. 

 

Nutritional interventions 

The nutritional changes suggested were to increase nutrients intake to 

16MJ (20% from proteins; 60% from carbohydrates and fat) to promote the 

anabolism. We distribute carbohydrates pre, per and pos the training and protein 

pos the training. We also prescribe an intake of multivitamins and multiminerals to 

reload them micronutrients immediately. We suggest that the athlete keep his 

regular dietary habits during the trials.  

 

Laboratory Analysis  

Venipuncture was made in the antecubital vein by a certified phlebotomist. 

Samples for biochemical assay were collected in 3 different tubes, which each one 
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containing coagulation enhancer, splitting gel or heparin (Vacuette, Greiner Bio-

One – Germany) and centrifuged (3,000 x g; 10 minutes). All the blood sampling 

procedures, centrifugation and blood storage were carried out immediately after 

collection to avoid the loss of volatile compounds. Either serum or plasma was 

aliquoted, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for later analysis. 

Biochemical analyses were done in an automatic analyser (ADVIA® 1200 

Chemistry System, Siemens – USA). Alanine aminotransferase (ALT), alkaline 

phosphatase (ALP), aspartate aminotransferase (AST), creatine phosphokinase 

muscle-brain fraction (CKMB), lactate dehydrogenase (LDH), γ-

glutamyltransferase (yGT), creatinine, glucose, urate and urea were measured by 

enzymatic method. The chloride, phosphate, serum iron, transferrin saturation and 

total iron-binding capacity were quantified by colorimetric method. Sodium and 

potassium were measured by ion selective electrode method. The creatine 

phosphokinase (CK) was measured by kinetic method and the α-1-acid 

glycoprotein (AGP) measured by turbidimetric method. Albumin and total protein 

were evaluated by electrophoretic method. The HPLC method was used to 

measure amino acids and the radioimmunoassay method quantify to free 

testosterone. Both total testosterone and insulin were assessment by 

electrochemiluminescence. The chemiluminescence method was used to measure 

erythropoietin, ferritin and myoblobin. Total cholesterol, phospholipids, high-

density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), very-low-density 

lipoprotein (VLDL), total lipids and triacylglycerols (TG) were measured by 

Charbroll & Charonnat method.  

Samples for hematological analysis assay were collected into tube with K3-

EDTA (Vacuette, Greiner Bio-One – Germany) and stored at 4°C for later analysis 

by automated analysis (COULTER® STKS™ Hematology Flow Cytometer, 

Beckman Coulter – USA). White cell count (total and differential) were performed, 

red blood cells and platelets were also measured. We also analyzed coagulation, 

bleeding time, capillary fragility, clot retraction, platelet count, prothrombin time 

and activity by coagulometric method. 
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Data presentation 

To facilitate visualization and comparing some data were normalized to the 

T1 measurement of each experiment (absolute values were refereed in each 

figure). The other is absolute values. 

 

Results 

 

Branched chain amino acids 

The plasma branched chain amino acids (BCAA) were assessed because 

they play important roles in protein synthesis and are primarily used as energy 

source by muscle. Our results showed that during the A experiment isoleucine 

decreased 23% after the first exercise, without alteration during rest. The amino 

acid plasma concentration reached 32% of the original level after the second 

exercise and remained in this value until after the recuperation. The plasma 

concentration of valine decreased 21% after the first race without changes before 

the second race in which decreased more 41% (62% total). We were not able to 

measure a recovery in its concentration after the recuperation. A similar relative 

curve was measured to leucine. Nutritional and training intervention produced a 

change in BCAA plasma availability. During B experiment isoleucine decreased 

42% during the first exercise and maintains the same concentration until the end 

of the second exercise. After the recuperation, the amino acid plasma 

concentration returned almost to the T1 value. The same happened with both 

valine and leucine concentration in plasma (Figure 1). 

 

Aromatic amino acids 

The aromatic amino acids (AAA) are ketoglucogenic and can directly be 

used by hepatocytes for gluconeogenesis. During A experiment, our results shown 

that the AAA decreased near of 15% after the first exercise, without change during 

rest, decreasing more aproximately 40% after the second exercise. We were did 

not measure an increase in the amino acid plasmatic pool after recuperation. After 

intervention plasma tyrosine concentration remains constant during the regatta. 

Both plasma tryptophan and phenylalanine fluctuate almost 15-20% during the 
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races never dropping from 100%. Their concentration increased to levels ~30% 

bigger than pre-regatta condition (Figure 2). 

 

Glutamine, Glutamate and Alanine 

The measurement of glutamine, glutamate and alanine concentrations in 

plasma is important due to their role in energy production in metabolism. Both 

glutamine and alanine plasma concentration felt more than 50% during the 

regatta, without recovery induced by recuperation. Glutamate in plasma had a 

more discrete fluctuation. During trial B no changes were observed in plasmatic 

glutamine and alanine. On the other hand glutamate had an opposite plasma 

concentration kinetic when compare to trial A (Figure 3). 

 

Metabolic Pathways 

Ammonia is a waste product from the metabolism of amino acids and other 

nitrogenous compounds. In trial A, ammonemia increased 20-30% more in 

response to exercise than the increase measured during trial B. In both trials 

exercise promotes approximately a sixfold rise after races returning to initial levels 

at rest (Figure 4).  

Urate is the final catabolite from purines and an indicator of IMP production 

velocity. In order to indirectly evaluate the contribution from myokinase to ATP 

production, we measure plasma urate concentration. Urate rose near of 20% more 

during trial A compared with trial B. During the trial A the metabolite rose up to 

35% during the regatta, reaching a 60% increase when compared with the pre-

race value.  During the regatta at experiment A urea consistently rose ~20%, with 

a slower increase velocity during recuperation reaching a final rise of 25%. After 

Intervention the average raise of urea during the whole experiment was 5% 

(Figure 5).  

Neoglucogenesis is one of the destinations of amino acids metabolism. To 

understand the effect of windsurf exercise amino acid metabolism we measured 

the changes of both serum glucose and insulin. At trial A the glycemia rose ~70% 

after the first race, returning decreasing after the 30 minutes rest. In the second 

race glycemia rose again reaching 43% more than the pre-race values. During 

experiment B, the plasma glucose did not change in response to the first race and 
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had a delayed increase compared to trial A. Glucose reached the pre-experiment 

values in both trials. Insulin decreased in both trials in response to the two races. 

At the first race of trial A insulin decreased to a 35% concentration when 

compared with pre-exercise levels. During the second race insulin dropped to 55% 

compared with T1. Insulin reached the initial concentration after recuperation. 

During trial B a similar pattern curve was observed with a smaller variation when 

compared with experiment A. The area under the curve from the first trial was 

16,5% compared with the experiment B (Figure 6). 

 

Muscle Stress biomarkers 

Creatininemia an indicator of exercise muscle injury increased in both trials 

in response to the experiment. During trial A basal plasma creatinine concentration 

was 10% smaller than trial B reaching values ~15-30% greater during the trial.  

AST increased 15-20% during the first trial with a small fluctuation on the second 

one. On the other hand ALT plasma concentrations fluctuate with a 5-10% change 

in both trials. Other hepatic injury biomarkers as ALP, yGT and AGP did not 

change during both trials (data not shown).  

The classic muscle injury marker CK increased approximately 150% during 

the first trial. During the second trial basal CK was almost seven fold compared 

with experiment A, however the plasma concentration of this enzyme showed a 

30% fluctuation during trial B. CKMB a much specific muscle injury marker acutely 

responded to exercise in both trials with a much greater response in trial B. 

LDH a well know delayed muscle injury marker increased up to 40%. In the 

second trial even with bigger basal concentrations in CK and LDH we did observe 

a much lesser increase in these three markers than the observed in the first 

experiment (Figure 7, 8). 

During the experiment A blood leukocytes rose ~300% after the regatta 

without alteration after recuperation. The neutrophils count had the biggest 

contribution to this increase. Lymphocytes in blood increased in response to 

exercise, decreasing after resting (Figure 9).  
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Hydro-electrolytic status 

During all the time course of both trials no changes either in erythrocytes 

counts or hematocrit were found (data not shown). Even without signals of 

dehydration tropical windsurf athletes can lose water and electrolytes due to 

sweating and low rehydration. To evaluate the athlete blood minerals composition 

we measured the main inorganic electrolytes. During both trials of experiments we 

did not measure changes in either sodium or chlorine (data not shown). In the first 

trial phosphate increased 50-70% in response to exercise, dropping down after 

rest, without reaching the basal level after recuperation. This effect was softened 

by the intervention. Kalemia decreases during the first trial to levels up to 3.3 

mmol/L with a slow recuperation do not reaching basal levels during experimental 

time. These changes were abolished by the intervention (Figure 10).  

 

Discussion 

 

Windsurfing competition mixes the needs of physical preparation, tactical 

and strategy decisions. Due to the needs of short time evaluation by the Central 

Nervous System (CNS) it is important to diminish metabolites that can be 

deleterious to short time either judgment or cognition. In this way a metabolic 

evaluation can lead to interventions that decrease exercise induced stress that can 

conduct to a better physical and mental performance. Here we describe a series of 

metabolic evaluations performed in a world class windsurf athlete ranked among 

the top ten athletes on the official ISAF ranking list. 

In fact, the evaluation of blood metabolites and biomarkers can give 

important information about exercise intensity and training adaptation. Exercise 

intensity can be evaluated by the increase in the plasmatic levels of CK, CKMB 

and LDH (Shave et al., 2002; Rodrigues et al., 2010; Matsumoto et al., 2009). It is 

clearly perceived that acute metabolic stress was much greater in trial A than in 

trial B. In addition basal levels of both CK and LDH are greater in trial B. These 

results suggest that an adaption is occurring due to exercise induced muscle injury 

during training, resulting in a muscle adjustment to exercise linked stress. In fact 

during our studies both AST plasma levels were much more pronounced than 

ALT. It has been show previously by our lab that AST and ALT biomarkers are 
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also related with hepatic injury, can be used to understand muscle stress when 

compared with the augment of yGT and alkaline phosphatase (Bassini-Cameron 

et al., 2007). 

White blood cells release in response to exercise is a well-documented fact 

and neutrophils release is linked to exercise intensity and duration (Bessa et al., 

2008). This effect seems to be regulated by differential cytokines release (Li and 

Gleeson, 2004; Giraldo et al, 2009). In our study leukocytes rise almost 300% in 

response to trial A, an effect mostly due to neutrophils increase (> 400%). After 

intervention this response decreased to approximately 200 and 250% respectively. 

In both leukocytes and neutrophils rises, we did not measure their restore to basal 

levels.  

White blood cells (WBC) response to exercise seems to depend on both 

cytokines and myokines regulation (Pedersen et al., 2007; Mathur et al., 2008; 

Haugen et al., 2010). In this study we measured an acute increase of lymphocytes 

in response to each exercise bout, returning to basal level after exercise stress. 

Metabolic stress is correlated to WBC response to exercise. In fact the increase in 

carbohydrate availability and cortisol response have been used as a link in 

integrated WBC and metabolic pathways (Peake et al., 2004). Some of our results 

could suggest an increase in metabolic reserves after intervention, measured by 

the way of decrease in neoglucogenesis. 

Alanine, glutamine and BCAA in blood were severely depleted during the 

first trial. In fact even after recuperation their levels remained low. BCAA have 

different oxidation rates in liver and muscle (for a review see Harper et al., 1984). 

Isoleucine seemed to be a little more affected than valine and leucine. Which can 

be explained by the fact of isoleucine can be a precursor of glutamine and alanine 

the most important neoglicogenic amino acids. Similarly aromatic amino acids 

(AAA) that are generally metabolized in hepatocytes were less consumed during 

the first bout of trial A, decreasing fast after the second bout of exercise. 

Phenylalanine and BCAA were similarly consumed in both experiments, with a 

different pattern regarding recuperation. However the plasma concentration of the 

Tyr and Trp did not change after the intervention. These data fit with the current 

understanding of interorgan metabolism of branched-chain amino acids, glutamine 

and arginine proposed by Wu’s group (Li et al., 2007; Wu, 2009). In fact it is 
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reasonable to suppose that since the amino acids concentration in blood will affect 

its ratio in brain (Crowell et al., 1990), it is very important to establish training goal 

that lead to keep plasmatic amino acids level. 

At the first race of trial A even with an ~70% increase in glucemia, insulin 

decreased to a 35% concentration when compared with pre-exercise levels. That 

is a well-described metabolic effect during exercise in the presence of 

catecholamines (Bangsbo et al., 2007; Kraemer and Ratamess, 2005). In fact in 

the first trial glucose rises during exercise in a typical neoglucogenic response. 

After intervention BCAA still being consumed during exercise reacting better to the 

recuperation step, in addition alanine, glutamine and AAA plasma concentration 

was almost unaffected. These data suggest that in the first trial amino acids were 

been used by muscle as an energetic source and by liver to produce glucose. A 

similar effect showing that carbohydrate availability and insulin secretion is 

attached to training conditions was recently reported (Mikulski et al., 2010). These 

data reinforce the idea of a bigger metabolic stress in the first trial compared with 

the second. 

A diversity of studies showed that different diet adequacy and 

supplementation could decrease ammonia production in response to exercise 

(Carvalho-Peixoto et al., 2008; Bassini-Cameron et al., 2008).  The ammonemia 

decrease is mainly due to the decrease of myokinase demands due to an increase 

in ATP production from other metabolic sources (Almeida et al., 2010). Due to the 

connection between blood ammonia and cystathionine-β-synthase (CBS) activity, 

we tried to understand the intervention in nitrogen excretion. In both trials, 

ammonia increased after exercise bouts returning to basal levels during rest and 

recuperation. To reinforce this analyses we were able to show that urea increased 

in the first trial, with a small increase in the second one. Urate levels also shown a 

smaller increase in trial B, compared with trial A. Since that is the final metabolite 

from ammonia and urate is the final metabolite to purine metabolism, it is 

reasonable to propose that the intervention promote a metabolic adaptation that 

decrease the amount of ATP generated by myokinase and by the use of amino 

acids. 

In this study we showed the metabolic adaptation to an elite athlete world 

champion windsurfer that is ranked among the top ten athletes on the official ISAF 
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ranking list. Here we demonstrate the metabolic response of exercise in two 

training moments: the first one when the athlete was using the usual training and 

dietary protocol and a second one after the careful analysis of his diet and in field 

metabolic changes measured in a simulated competition. Due to the uniqueness of 

this experiment it is feasible to understand our careful in extrapolate these results 

to other windsurfers, but lead us the opportunity to comprehend how the 

metabolical adaptation in this athlete. We also show the importance of an in field 

metabolical analysis to the understanding and supporting of training in elite 

athletes. 
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Figure Captions 

 

Figure 1. Branched chain amino acids during the trial. The isoleucine, valine 

and leucine are shown in the two experiments (A and B). The values were 

normalized (%) to T1 measurement. The graphics legends are presented the T1 

absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-rest 

and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-recuperation; T5: post-recuperation.    

 

Figure 2. Aromatics amino acids during the trial. The phenylalanine, tyrosine 

and tryptophan are shown in the two experiments (A and B). The values were 

normalized (%) to T1 measurement. The graphics legends are presented the T1 

absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-rest 

and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-recuperation; T5: post-recuperation. 

 

Figure 3. Glutamine-Glutamate-Alanine cycle during the trial. The glutamine, 

glutamate and alanine are shown in the two experiments (A and B). The values 

were normalized (%) to T1 measurement. The graphics legends are presented the 

T1 absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-

rest and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-recuperation; T5: post-

recuperation.    

 

Figure 4. Ammonia. The ammonia is shown in the two experiments (A and B). 

The values were normalized (%) to T1 measurement. The graphics legends are 

presented the T1 absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and pre-

rest; T3: post-rest and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-recuperation; T5: 

post-recuperation. 

 

Figure 5. Urea and Urate. The urea and urate are shown in the two experiments 

(A and B). The values were normalized (%) to T1 measurement. The graphics 

legends are presented the T1 absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 

1 and pre-rest; T3: post-rest and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-

recuperation; T5: post-recuperation. 
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Figure 6. Insulin and Glucose. The insulin and glucose are shown in the two 

experiments (A and B). The values were normalized (%) to T1 measurement. The 

graphics legends are presented the T1 absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: 

post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-rest and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and 

pre-recuperation; T5: post-recuperation. 

 

Figure 7. Inflamation biomarkers. The creatinine, aspartate aminotransferase 

(AST) and alanine aminotransferase (ALT) are shown in the experiments (A and 

B). The values were normalized (%) to T1 measurement. The graphics legends 

are presented the T1 absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and 

pre-rest; T3: post-rest and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-recuperation; 

T5: post-recuperation. 

 

Figure 8. Biomarkers of muscle damage. The creatine phosphokinase (CK), 

creatine phosphokinase muscle-brain fraction (CKMB) and latic acid 

dehydrogenase (LDH) are shown in the experiments (A and B). The values were 

normalized (%) to T1 measurement. The graphics legends are presented the T1 

absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-rest 

and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and pre-recuperation; T5: post-recuperation. 

 

Figure 9. White blood cells. The leukocytes, neutrophils and lymphocytes are 

shown in the experiments (A and B). The values were normalized (%) to T1 

measurement. The graphics legends are presented the T1 absolute values. T1: 

pre-regatta 1; T2: post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-rest and pre-regatta 2; T4: 

post-regatta 2 and pre-recuperation; T5: post-recuperation. 

 

Figure 10. Minerals. The phosphate (P) and potassium (K) are shown in the 

experiments (A and B). The values were normalized (%) to T1 measurement. The 

graphics legends are presented the T1 absolute values. T1: pre-regatta 1; T2: 

post-regatta 1 and pre-rest; T3: post-rest and pre-regatta 2; T4: post-regatta 2 and 

pre-recuperation; T5: post-recuperation. 
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Figures 

 

Figure 1. Branched chain amino acids during the trial. 
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Figure 2. Aromatics amino acids during the trial. 
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Figure 3. Glutamine-Glutamate-Alanine cycle during the trial. 
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Figure 4. Ammonia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Urea and Urate. 
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Figure 6. Insulin and Glucose. 
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Figure 7. Inflamation biomarkers. 
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Figure 8. Biomarkers of muscle damage. 
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Figure 9. White blood cells. 
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Figure 10. Minerals. 
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Resultados complementares 
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I. Comitê de Ética em Pesquisa 

 

Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro sob parecer 117/2007 

obedecendo aos preceitos da resolução do Ministério da Saúde 196 de 1996 

(Anexo 1). 

 

II. Resultados complementares 

 

Como descrito no Capítulo I e II, o atleta foi avaliado metabolicamente em 

três experimentos. Cada experimento com cinco tempos de coleta cada (T1 a T5), 

e com intervalo de 2 meses entre os experimentos, sendo o primeiro experimento 

em 08 de Maio de 2009 (May 08, 2009), o segundo experimento em 20 de julho 

de 2009 (Jul 20, 2009) e o terceiro e último experimento em 13 de outubro de 

2009 (Oct 13, 2009). As análises metabolômicas do atleta foram avaliadas 

somente nos cinco tempos do terceiro experimento, devido que somente nesse 

experimento foi que surgiu a proposta e oportunidade da tecnologia da 

espectrometria de massas, mais especificamente, da utilização do GCMS para 

avaliar as mudanças metabólicas de atletas de elite em diferentes situações. 

Assim, segue abaixo os demais resultados das avaliações bioquímicas e 

hematológicas para o conhecimento das mudanças ocorridas das intervenções 

(nutricional e do treinamento) durante os experimentos, e os resultados obtidos 

pelo CGMS, os quais ainda se encontram em fase de tratamento e estudo. 

  

II.1. Resultados dos exames laboratoriais 

 

Os resultados seguem a mesma sequência do desenho experimental do 

artigo, porém agora com os resultados dos três experimentos, pois no artigo, 

abordamos somente o primeiro experimento (avaliação inicial do atleta) e o 

terceiro experimento (avaliação final das intervenções).  

Os gráficos dos resultados dos aminoácidos são:  
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Ketoglycogenic Amino Acid: PHENYLALANINE
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Glycogenic Amino Acid: ALANINE
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Glycogenic Amino Acid: ASPARTATE
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Glycogenic Amino Acid: CYSTEINE
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Glycogenic Amino Acid: GLUTAMATE
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Glycogenic Amino Acid: GLUTAMINE
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Glycogenic Amino Acid: GLYCINE
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Glycogenic Amino Acid: HISTIDINE
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Glycogenic Amino Acid: METHIONINE
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Glycogenic Amino Acid: THREONINE
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Ketogenic Amino Acids - May 08 2009
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Ketoglycogenic Amino Acids - May 08 2009
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Glycogenic Amino Acids - May 08 2009
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 Os outros principais gráficos dos resultados metabólicos são: 
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WHITE CELLS - May 08 2009
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METABOLIC PATHWAYS - Oct 13 2009
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MINERALS - May 08 2009
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INFLAMATION - May 08 2009
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HORMONES - May 08 2009
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II.2. Resultados da metabolômica 

 

Os resultados da espectrometria de massas também seguem a mesma 

sequência do desenho experimental do artigo, porém foi realizada a análise 

somente no experimento de 13 outubro de 2009 (Oct 13, 3009), nos mesmos 

tempo de coleta (T1 a T5), na tentativa de identificar o perfil metabólico do atleta 

durante a realização do exercício físico. 

A metabolômica estuda o perfil metabólico, o qual é um método analítico 

para a quantificação relativa de um número selecionado de metabólitos em 

amostras biológicas, ou seja, os compostos específicos e/ou suas classes de 

compostos. Esse método analítico se difere de outros procedimentos analíticos, 

por determinar a maioria dos compostos presentes na amostra, em uma única 

plataforma de avaliação, a qual identifica e quantificam os compostos em relação 

às amostras de comparação com uma base de dados ou como os controles 

positivos e negativos. 

 

Preparação das amostras 

 A preparação das amostras (plasma sanguíneo) é o principal passo para a 

MS, assim as amostras foram derivatizadas para a análise no GCMS. Após a 

derivatização, as amostras foram injetadas (1uL de amostra) em modo splitless, 

sendo a temperatura do injetor 250°C. Foi utilizado como gás de arraste, o hélio, 

com fluxo de 1mL/min. A temperatura inicial (60°C) foi mantida por 1 minuto, e 

após isso, a temperatura foi aumentada com taxa de 10°C/min até 325°C. Os 

espectros de MS foram adquiridos com fonte de ionização por elétrons (modo 

positivo), com energia dos elétrons de 70eV, faixa de m/z 50-600 e com scan time 

de 0,12 segundos. 

 

Derivatização das amostras 

Na derivatização das amostras, 30µL de plasma sanguíneo de cada tempo 

de coleta (T1 a T5) foi extraído usando 1mL de uma mistura monofásica de 

isopropanol:acetonitrila:água (3:3:2, v/v) a 20°C por 5 min. Após a centrifugação, 

0,5 mL do sobrenadante foi aliquotado em um tubo, e então completamente seco 

em um concentrador centrífugo SpeedVac® (Thermo Scientific – USA).  
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O tubo foi posteriormente derivatizados em duas etapas. Em primeiro lugar, 

os grupos funcionais carbonila foram protegidos por metoximação usando 10µL 

de solução de cloridrato de metoxiamina em piridina para 40mg/mL, a 30°C por 90 

min. Em seguida, para aumentar a volatilidade dos compostos, as amostras foram 

derivatizados utilizando 90µL de n-metil-n-trimetilsililtrifluoroacetamida com 1% de 

trimetilclorosilano (MSTFA + 1% TMCS) a 37°C por 30 min. Este procedimento 

resultou na detecção de dois picos de aldeídos e cetonas derivatizados: syn e 

anti-formas, como glucose1 e glucose2.  

A coluna DB5MS de 29 metros com 10 metros de pré-coluna Deragard foi 

utilizado com 0,25mm de diâmetro e 0,25µm de espessura no cromatógrafo à gás 

HP HP6890 (Agilent Technologies – USA). 

O GCMS (Quattro Micro GCTM – Waters Corporation – USA) foi utilizado 

para a aquisição de dados a cada 0,1 segundos, com a linha de transferência 

definida para 290°C, sendo programada para o solvente com tempo de delay de 6 

min, digitalização de 50-600u. A temperatura da fonte de ionização foi de 230°C. 

  Com os dados obtidos, a identificação dos diversos compostos foi 

realizada utilizando-se o banco de dados da biblioteca NIST dos softwares, 

MarkerLynx e o ChromaLynx, acoplado ao sistema CGMS. Foram considerados 

identificados aqueles constituintes que obtiveram uma semelhança maior igual a 

90%. 

Para melhor entendimento de como os dados foram identificados, na figura 

1, está representado um exemplo do workflow de uma análise metabolômica. 

Com esse workflow, pode-se observar que a identificação dos compostos de 

todas as amostras seria impossível sem a bioinformática. Essa análise possibilita 

detectar, identificar e quantificar milhares de compostos em uma corrida 

cromatográfica, o que seria inviável a olho nu. 
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Figura 1. Workflow de uma análise metabolômica. Em 1A, estão selecionados os 

cromatogramas aleatórios de T1 e T3, que representa as amostras do atleta em 

diferentes condições (T1: início do exercício 1 e T3: início do exercício 2). Em 1B, 

uma determinada região do cromatograma está ampliada para mostrar 

detalhadamente as diferenças. Em 1C, um espectro dessa determinada região 

está selecionado. E em 1D, está a identificação do composto desse espectro na 

biblioteca NIST.  

 

Na bioinformática, a primeira ferramenta utilizada do MarkerLynx foi o PCA. 

A Figura 2 é o PCA das amostras em triplicatas. Os scores t[1] e t[2] são os dois 

índices mais importantes na síntese do conjunto de dados. Os pontos no gráfico 

são as observações dos dados. As observações próximas são provavelmente 

similares, e as observações distantes são diferentes. O gráfico mostra a possível 

presença de observações atípicas (fora dos limites do círculo), grupos, 

semelhanças, tendências e outros padrões de observações nos dados.  
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Conforme esperado, o branco (blank) está diferente das demais amostras, 

comprovando a similaridade entre as triplicatas. As amostras de T2 e T4 estão 

agrupadas próximas, visto que elas representam a mesma condição de pós-

exercício do atleta. 

 

 

Figura 2. Principal Component Analysis (PCA) das amostras (T1 a T5). 

 

Dentre as triplicatas, a amostra T1 possui uma das suas repetições (T1-2) 

distante das demais (T1-1 e T1-3). Isso mostra a importância de utilizar outras 

ferramentas estatísticas mais avançadas dentro do MarkerLynx, como por 

exemplo, o Trend Plot.  

O Trend Plot é um gráfico que mostra a variação do selecionado, seja a 

variável x, a variável Y ou o score de todas as observações (Figura 3). 

 Nessa figura pode-se observar que se não tivéssemos adquirido os dados 

em triplicatas, teríamos uma relação de concentração do composto diferente da 

real, entretanto utilizando o Trend Plot podemos observar claramente que o T1-2 

é um outlier. 
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Figura 3. Trend Plot de T1 e T5 para visualização do outlier. 

 

Com o PCA conseguimos diferenciar cada conjunto de amostra. Entretanto, 

essa ferramenta é insuficiente para saber o que diferencia cada conjunto dos 

demais. Assim, utilizamos outra ferramenta do MarkerLynx, o S-Plot para 

comparar um a um dos conjuntos. A Figura 4 mostra o S-Plot de T4 e T5. Esse 

gráfico apresenta as observações que têm no valor absoluto da correlação 

(p(corr)[1]P) com valor absoluto dos coeficientes. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. S-Plot  de T4 e T5 para visualização das diferenças. 
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Após a separação e classificação dos compostos das amostras foi feita a 

identificação dos mesmos, pelo ChromaLynx. A Figura 5 mostra a localização 

cromatográfica, a detecção de pico cromatográfica de todos os componentes 

presentes nas amostras, e a busca automática de todos esses espectros de 

massas na biblioteca NIST. 

 

 

Figura 5. Interface do ChromaLynx. 

 

Um dos grandes desafios na análise metabolômica tem sido a identificação 

e quantificação de novos biomarcadores utilizados para compreender a 

complexidade e a diversidade do metaboloma humano. Neste estudo, um 

biomarcador seria uma substância encontrada no sangue que é freqüentemente 

detectado em diferentes quantidades no sangue do atleta nas diferentes situações 

do exercício físico. 

No Anexo 2 estão os gráficos de todos os resultados da identificação dos 

espectros de massas na biblioteca NIST de todos os cinco tempos da coleta no 

experimento Oct 13, 2009. Esses resultados ainda estão em fase de estudo 

devido a vasta quantidade de compostos identificados, pois um completo 

entendimento do metaboloma do atleta só é possível através da integração de 

dados adquiridos com a base teórica sobre o seu funcionamento. 
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Conclusão Geral 

 

A metabolômica apresentada nessa dissertação demostra o perfil 

metabólico de um atleta olímpico, sendo diferenciada especificamente como 

ciências “omicas” aplicada ao esporte. Ciências essa, empregada para a 

compreensão das respostas dos mecanismos bioquímicos e biológicos do 

metabolismo dos atletas antes, durante e após o exercício físico realizado. 

A metabolômica utiliza a espectrometria de massas como uma técnica 

analítica instrumental na identificação dos compostos desconhecidos, na 

quantificação de compostos conhecidos e na caracterização da estrutura e 

propriedades químicas dos metabólitos presentes nos fluídos corporais do atleta. 

A utilização tanto da espectrometria de massas quanto das análises 

clínicas laboratoriais faz-se necessário para a investigação do metaboloma de 

atletas olímpicos em resposta ao exercício físico visando auxiliar na melhora da 

sua performance com intervenções nutricionais e no treinamento. 

A espectrometria de massas mostrou ser mais eficiente para a 

caracterização do metaboloma, pois utilizou um volume de sangue do atleta de 

somente 30 µL para cada tempo, enquanto para os exames laboratoriais foi 

utilizado um volume de aproximadamente 10 vezes maior em cada tempo de 

coleta do experimento. A espectrometria de massas também foi capaz de 

identificar uma quantidade de compostos muito superior (~200 vezes) 

comparados com os obtidos pelos exames laboratoriais. 

Assim, a metabolômica é uma ótima ferramenta para o estudo do 

metabolismo de atleta olímpico e a análise do metaboloma é particularmente 

desafiadora devido à dinâmica das respostas dos metabolites, como resultado da 

interação do genoma com sua respectiva expressão gênica e modificações 

fenotípicas.  
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Anexo 1 
Comitê de Ética em Pesquisa
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Anexo 2 
Metabolômica 
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