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RESUMO: Constantemente, pesquisas buscam associacdo de novos suplementos no
rendimento esportivo. Estudos prévios em animais e humanos sugerem que a formulagao oral
HPBCD-Angiotensina-(1-7) poderia aumentar o rendimento fisico, visto que induz a liberacdo
de oOxido nitrico e potencializa a agdo da bradicinina. Além disso, a Ang-(1-7) pode estar
envolvida na utilizacdo de acidos graxos ndo esterificados liberados dos adipdcitos, o que
possivelmente pode contribuir para maior B-oxidacdo, poupando a glicose hepatica e
muscular, contribuindo, dessa forma, para uma menor variagdo de glicose plasmatica,
sugerindo uma melhoria global na eficiéncia metabdlica. A premissa deste estudo foi
investigar o efeito da suplementagdo oral HPPCD-Angiotensina-(1-7) no rendimento
esportivo de atletas de mountain bike (MTB). Participaram do estudo 10 atletas de MTB da
regido de Ouro Preto/MG, envolvidos em seus programas de treinamento por pelo menos um
ano. Os ensaios experimentais foram delineados de maneira cruzada, dupla-cega,
randomizada, separados por 7 dias. A administragdo oral de HPBCD-Ang-(1-7) (2mg) e
HPBCD-Placebo em capsulas, 3 horas antes dos testes. Para investigar os efeitos da
formulagao HPBCD-AnNg-(1-7) em parametros cardiovasculares, foram avaliadas a frequéncia
cardiaca e a pressao arterial em repouso e no pico de esforco maximo. O rendimento fisico foi
avaliado por meio de um teste de contrarrelogio (TT20km) em um cicloergométrico de
pernas. Medidas perceptivas foram consideradas: percepcdo subjetiva de esforco (PSE) foi
registrada a cada 2 km, durante os 20km e, percep¢do subjetiva de esforco da sessdo de teste
(sPSE). Amostras de sangue foram colhidas pré, pos, 24 e 48h ap0s os testes fisicos, para
avaliar os parametros bioquimicos: lactato, acidos graxos ndo esterificados (AGNES),
glicemia e creatina quinase (CK). Os dados foram expressos em média + desvio padrdo da
média e o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Ndo foram observadas diferencas
significativas para as variaveis de rendimento fisico, medidas de percep¢do do esforco fisico:
PSE e PSE da sessdo e variaveis bioquimicas (AGNEs, lactato, glicose e CK). Para as
variaveis cardiovasculares, os resultados exibem uma diferenca significativa na PAM
(p=0,004) e PAD (p=0,02) de repouso, o0 mesmo nédo foi observado para PAS e FC de repouso
e maxima. A suplementacdo com Ang-(1-7) ndo melhorou o desempenho fisico de atletas de
MTB em um protocolo de contrarreldgio.

Palavras-chave: Mountain bikes; ciclistas; Angiotensina-(1-7); exercicios fisicos.



ABSTRACT: Research is constantly looking for an association of new supplements in sports
performance. Previous studies in animals and humans suggest that the oral formulation
HPBCD-AnNgiotensin- (1-7) could increase physical performance, since it induces the release
of nitric oxide and enhances the action of bradykinin. In addition, Ang- (1-7) may be involved
in the use of non-esterified fatty acids released from adipocytes, which may possibly
contribute to greater B-oxidation, saving liver and muscle glucose, thus contributing to a less
variation in plasma glucose, suggesting an overall improvement in metabolic efficiency. The
premise of this study was to investigate the effect of oral supplementation HPBCD-
Angiotensin- (1-7) on the sports performance of mountain bike athletes (MTB). Ten MTB
athletes from the Ouro Preto / MG region participated in the study, involved in their training
programs for at least one year. The experimental trials were cross-sectional, double-blind,
randomized, separated by 7 days. Oral administration of HPBCD-Ang- (1-7) (2mg) and
HPBCD-Placebo in capsules, 3 hours before the tests. To investigate the effects of the
HPBCD-ANg- (1-7) formulation on cardiovascular parameters, heart rate and blood pressure at
rest and at peak peak effort were evaluated. Physical performance was assessed by means of a
time trial test (TT20km) on a leg cycle. Perceptual measures were considered: subjective
perception of effort (PSE) was recorded every 2 km, for 20 km and subjective perception of
effort in the test session (sPSE). Blood samples were collected pre, post, 24 and 48 hours after
the physical tests, to evaluate the biochemical parameters: lactate, non-esterified fatty acids
(AGNEs), glycemia and creatine kinase (CK). The data were expressed as mean + standard
deviation from the mean and the level of significance adopted was p <0.05. There were no
significant differences for physical performance variables, measures of perception of physical
effort: PSE and PSE of the session and biochemical variables (AGNEs, lactate, glucose and
CK). For cardiovascular variables, the results show a significant difference in MAP (p =
0.004) and DBP (p = 0.02) at rest, the same was not observed for SBP and HR at rest and
maximum. Supplementation with Ang- (1-7) did not improve the physical performance of
MTB athletes in a time trial protocol.

Keywords: Mountain bikes; cyclists; Angiotensin-(1-7); physical exercises.
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1. INTRODUCAO

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) é responsavel pelo controle e pela modulacéo
de diferentes respostas fisioldgicas (FERREIRA; SANTOS, 2005; PEACH, 1977), sendo
reconhecido como o maior controlador da pressao arterial e modulador do balanco eletrolitico.
Recentemente, foram adicionadas contribui¢cbes do SRA por meio do eixo da Angiotensina-
(1-7) no masculo esquelético, atuando de forma essencial na perfusdo e no metabolismo local
da musculatura esquelética (PUTHUCHEARY; SKIPWORTH; RAWAL; LOOSEMORE et
al., 2011). O SRA engloba a existéncia de dois grandes eixos; 0 eixo classico composto pela
enzima conversora de angiotensina (ECA), Angiotensina Il (Ang IlI) e receptor de
angiotensina 1l do tipo 1 (AT1) (ECA/ANnglI/AT1); e o eixo protetor composto pela Enzima
Conversora de Angiotensina 2 (ECA2), a Ang-(1-7) e seu receptor, o Mas (ECA2/Ang-(1-
7)IMAS) (DONOGHUE; HSIEH; BARONAS; GODBOUT et al., 2000; SANTOS; E
SILVA; MARIC; SILVA et al., 2003; TIPNIS; HOOPER; HYDE; KARRAN et al., 2000).

O eixo ECA2/Ang (1-7)/Mas mostra-se envolvido em efeitos mediados pelo exercicio
fisico, visto que induz a liberacdo de oxido nitrico (ON) por meio do aumento da atividade
enzimatica de oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (DIAS-PEIXOTO; SANTOS; GOMES;
ALVES et al., 2008; DIBO; MARANON; CHANDRASHEKAR; MAZZUFERI et al., 2019;
SAMPAIO, W. O.; SOUZA DOS SANTOS, R. A.; FARIA-SILVA, R.; DA MATA
MACHADO, L. T. et al., 2007; SANTOS, 2014; ZHANG; TANG; SUN; LUO et al., 2019).
Além da liberacdo de ON, a Ang-(1-7) potencializa a acdo de bradicinina (BK), outro potente
vasodilatador (PAULA, R. D.; LIMA, C. V.; KHOSLA, M. C.; SANTOS, R. A,, 1995). A
acdo vasodilatadora via NO/BK pode contribuir para maior eficiéncia metabdlica em células
endoteliais humanas (SAMPAIO, W. O.; SOUZA DOS SANTOS, R. A,; FARIA-SILVA, R,;
DA MATA MACHADO, L. T. et al., 2007). Por fim, ha relatos na literatura que a Ang-(1-7)
induz a uma melhor captacdo e armazenamento de glicose via receptor Glut-4 na
microvasculatura muscular (FU; ZHAO; AYLOR; CAREY et al., 2014).

Além das acBes musculares e metabolicas, existem evidéncias na literatura
(GIRONACCI, 2015; ZAJAC; CHALIMONIUK; GOLAS; LNGFORT et al., 2015) de um
envolvimento da Ang-(1-7) no controle central, que pode estar envolvido na reducdo da
fadiga central durante o exercicio fisico. Em um estudo realizado por XIE; ZHU; JI; TIAN et
al. (2014), a Ang-(1-7) foi capaz de aliviar significativamente os déficits cognitivos, esse
efeito neuroprotetor foi associado ao aumento da geracdo de ON, demonstrando que ha um
efeito importante da Ang-(1-7) na modulagdo do ON central. Além disso, a Ang-(1-7) atraves

dos receptores Mas e AT2 promoveu uma redugéo na liberacdo da monoamina noradrenalina
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(NA) de maneira dependente de BK/NO (GIRONACCI; VALERA; YUIJNOVSKY; PENA,
2004; GIRONACCI; VATTA; RODRIGUEZ-FERMEPIN; FERNANDEZ et al., 2000).
Hoje, ja se sabe que a NA junto com outras monoaminas (serotonina e dopamina) em maiores
concentracdes estdo associadas ao aumento da fadiga central, acarretando reducdo no
desempenho fisico (MEEUSEN; WATSON; HASEGAWA; ROELANDS et al., 2006).

Constantemente, pesquisas que buscam a associacdo do rendimento fisico e
suplementacdo sdo comumente utilizadas como técnica ou préatica para melhorar performance
de atletas de MTB (BAILEY; FULFORD; VANHATALO; WINYARD et al., 2010;
GARNACHO-CASTANO; PALAU-SALVA; CUENCA; MUNOZ-GONZALEZ et al., 2018;
LARSEN; WEITZBERG; LUNDBERG; EKBLOM, 2007). Considerando a caracteristica do
MTB, que utilizam vias energéticas aerdbicas e anaerdbicas, sofrendo uma exposicdo a
condicdes fisicas e psicologicas extremas durante as competi¢bes, a formulagdo HPBCD-
Angiotensina-(1-7) com seus mecanismos de acdo pode ser um suplemento promissor para
melhorar o desempenho nessa modalidade, bem como um auxilio na manutengdo e
recuperacdo durante competicdes.

Considerando as ac¢des da Ang-(1-7) na musculatura esquelética, no metabolismo e no
sistema nervoso central, a formulagio HPBCD-Angiotensina-(1-7) pode aumentar o
rendimento fisico, podendo vir a ser um suplemento para atletas sem efeitos colaterais, uma
vez que a Ang-(1-7) € um peptideo endogeno com boa tolerabilidade e baixa toxicidade
(PROENCA, 2016). A presente investigacdo € pioneira em avaliar o efeito da formulacdo com
Angiotensina-(1-7) no rendimento fisico de atletas, especificamente de MTB, em um teste de

contrarrelogio.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) é um sistema peptidérgico reconhecido por ser
um importante regulador na homeostase hidroeletrolitica, controle da pressdo arterial,
regulacdo de processos metabdlicos, modulacdo do crescimento e da proliferacdo celular de
varios tecidos (FERREIRA; SANTOS, 2005; PEACH, 1977). O SRA pode ser dividido em
dois grandes eixos. O eixo composto pela renina que hidrolisa o angiotensinogénio, um
substrato produzido pelo figado, para o peptideo inativo angiotensina | (Ang 1), e que
subsequentemente € clivado pela Enzima Converso de Angiotensina (ECA) em um peptideo
ativo Angiotensina Il (Ang I11) (WU; LU; CASSIS; DAUGHERTY, 2011). A Ang I, por sua
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vez, se liga a receptores especificos, principalmente o AT1, ativando uma numerosa gama de
acOes bioldgicas, impactando em todo o organismo (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008). A
ativacdo crbnica do eixo ECA-AnglI-AT1R induz a vasoconstriccdo, geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), inflamacdo vascular, desequilibrio metabdlica e o
desencadeamento de doengas como cancer, diabetes e hipertensdo (AROOR; DEMARCO;
JIA; SUN et al., 2013; FERRARIO; STRAWN, 2006; TE RIET; VAN ESCH; ROKS; VAN
DEN MEIRACKER et al., 2015).

Por sua vez, 0 SRA tem 0 eixo protetor ou mesmo contrarregulatorio ao eixo da Ang
I, composto pela Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2), a Angiotensina-(1-7), e 0
receptor Mas (FERRARIO; IYER, 1998; SANTOS; CAMPAGNOLE-SANTOS;
ANDRADE, 2000; SANTOS; E SILVA; MARIC; SILVA et al., 2003). O processo para
formacdo da Angiotensina-(1-7) pode acontecer a partir da renina, que hidrolisa o
angiotensinogénio para formacao do peptideo inativo Ang | e subsequente em Ang Il a partir
da clivagem da ECA. A Ang Il novamente sofre acdo da Enzima Conversora de Angiotensina
Il (ECA I1) em Angiotesina-(1-7) (WU; LU; CASSIS; DAUGHERTY, 2011). Temos ainda a
producdo de Ang-(1-7) pela hidrolise de Ang-(1-9) em menor escala quando comparado a
ECA 2 (FERREIRA; SANTOS, 2005). Ha ainda a possibilidade de conversao direta da Ang |
em Ang-(1-7) através da acdo da neprilisina localizada na superficie vascular dos vasos
sanguineos (BARRETT; WOESSNER; RAWLINGS, 2012). As a¢des mediadas por esse €ixo
visa buscar o efeito contrarregulatorio do eixo ECA/Ang 11/ AT1, como por exemplo, inibicao
da proliferacdo celular, vasodilatacdo, efeitos anti-hipertroficos, antifibréticos, anti-
inflamatério e anti-hipertensivo (BENTER; FERRARIO; MORRIS; DIZ, 1995; IWATA;
COWLING; GURANTZ; MOORE et al., 2005; TALLANT; FERRARIO; GALLAGHER,
2005).

2.2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA E RENDIMENTO FiSICO

Os primeiros estudos que relacionaram o SRA e o rendimento fisico foram publicados
na década de 90, os autores identificaram que o polimorfismo do gene da ECA estava
associado com o rendimento fisico. Dessa forma, individuos com o genétipo D/D haviam
maiores concentragdes plasmaticas da ECA, que individuos com o alelo I/D e individuos com
alelo 1/1 (concentracbes mais baixas) (RIGAT; HUBERT; ALHENC-GELAS; CAMBIEN et
al., 1990). Apoiando esses achados PUTHUCHEARY; SKIPWORTH; RAWAL;

LOOSEMORE et al. (2011) observaram em seu estudo que o alelo | esta associado a melhor
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capacidade cardiorrespitdria, com melhor consumo de oxigénio em comparacdo com alelo D,
que esta relacionado a forca.

Em um estudo conduzido por ALMEIDA; BOULLOSA; PARDONO; LIMA et al.
(2012), foi analisado a relagdo do polimorfismo do gene ECA sobre a capacidade
cardiorrespiratoria e o desempenho em corridas de meia distancia. A amostra do estudo foi
composta por 57 jovens brasileiros, sexo masculino e fisicamente ativos. Em conclusdo aos
achados, os individuos com o gen6tipo I/l proporcionaram maior consumo maximo de
oxigénio em comparagdo com os individuos com genétipo 1/D.

Em outro estudo, em modelo animal, os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) foram
avaliados em ratas Wistar normotensas submetidas a um protocolo de treinamento aquéatico. O
treinamento fisico aerdbio promoveu menores niveis cardiacos de Angiotensina I, menor
atividade e menor expressdo proteica de ECA, e, consequentemente, reducdo nos niveis de
Ang Il. Além de apresentarem maior atividade e maior expresséo proteica de ECA2 e maiores
niveis de Ang (1-7) no coragdo, em comparagdo com o grupo sedentario. Esses resultados
sugerem que o exercicio fisico é capaz de ativar eixo ECA 2/Ang (1-7)/Mas neutralizando ou
diminuindo a ativacdo do eixo Ang I/ECA/Ang 11/ AT1 (FERNANDES; HASHIMOTO;
MAGALHAES; FERNANDES et al., 2011).

2.4 ANGIOTENSINA-(1-7) E RENDIMENTO FiSICO

O eixo ECA 2/Ang (1-7)/Mas possibilita e ativa a liberacdo do ¢xido nitrico através
do aumento da atividade enzimatica de eNOS (endothelial nitric oxide synthase), pela via de
sinalizacdo condicionada da proteina AKT, por meio desse mecanismo fisioldégico pode
possibilitar efeitos no rendimento fisico. A AKT aumenta a liberacdo de 6xido nitrico
endotelial (ON) promovendo vasodilatacdo. A AKT aumenta a liberacdo de o6xido nitrico
endotelial (ON) promovendo vasodilatacdo (SAMPAIO, W. O.; SOUZA DOS SANTOS, R.
A.; FARIA-SILVA, R.; DA MATA MACHADO, L. T. et al., 2007). Além da liberacdo de
ON, a Ang (1-7) potencializa a inibicdo da degradacdo da bradicinina, outro potente
vasodilatador (PAULA, R. D.; LIMA, C. V.; KHOSLA, M. C.; SANTOS, R. A., 1995), que
participa de maneira importante no rendimento fisico, através da sua interacdo com o ON,
contribuindo para maior eficiéncia metabo6lica da contratilidade muscular esquelética bem
como perfusdo de nutrientes metabolitos.

Corroborando com essa hipdtese, um estudo conduzido por nosso grupo, revela que
animais transgénicos (TR) que possuem niveis circulantes de Ang-(1-7) 2,5 vezes maior que 0

animal controle, ap0s exercicio de natagdo exaustiva, apresentou menores variagdes nos niveis
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plasmaéticos de glicose, menor utilizacdo das reservas de glicogénio muscular e hepatico apds
0 protocolo de exercicio aquético, sugerindo um maior controle metabdlico. Ademais, 0s
ratos (TR) apresentaram atenuacdo em biomarcadores de dano muscular, LDH e a-actinina
(BECKER; TOTOU; OLIVEIRA; COELHO et al., 2019).

Em um estudo realizado por MOTTA-SANTOS; DOS SANTOS; OLIVEIRA;
QADRI et al. (2016), foi avaliado o efeito da deficiéncia de ECA2, enzima responsavel pela
metabolizacdo da Ang Il em Angiotesina-(1-7), e seus possiveis impactos no desempenho
fisico e adaptacOes fisioldgicas, a deficiéncia de ECA2 foi capaz de afetar o desempenho
fisico e prejudicar as adaptaces dos musculos cardiacos e esqueléticos induzidas pelo
treinamento de corrida voluntaria por 6 semanas. Evidenciando desta forma que a
Angiotensina-(1-7) pode estar envolvida em processos fisiologicos que podem influenciar
positivamente o rendimento fisico.

Dados ndo publicados do laboratério (LABFE) demonstram que atletas de MTB
suplementados com a formulagdo HPPCD-Angiotensina-(1-7) apresentaram reducdo na
Percepc¢édo Subjetiva de Esforgco (PSE), bem como aumento no tempo total de exercicio fisico,
consumo de oxigénio e eficiéncia mecéanica, em um teste progressivo até a fadiga voluntaria.

Esses dados indicam o potencial efeito da HPBCD-Angiotensina-(1-7) no rendimento fisico.

2.3 ANGIOTENSINA-(1-7) E REMODELAMENTO MUSCULAR

As lesdes musculo-esqueléticas apresentam uma alta prevaléncia nos esportes pelo
ambiente competitivo, treinamento de alta intensidade e sobrecarga, induzindo a danos
musculares que resultam em um decaimento acentuado da funcdo muscular e
consequentemente no rendimento fisico de atletas (HO; LEE; CHANG; CHEN et al., 2020).
Essas lesbes podem estar associadas a dor, perdas funcionais e alteracGes mecanicas
(AVRILLON; HUG; GUILHEM, 2020).

Protocolos de tratamentos sdo introduzidos para auxiliar na gravidade do dano
muscular e restaurar a funcdo méaxima dos musculos o mais rapido possivel (CHEUNG;
HUME; MAXWELL, 2003). Medidas profilaticas tém disseminado no ambiente esportivo, e
a Ciéncia tem apoiado no auxilio de pesquisas que visam atenuar efeitos negativos das lesdes
musculares. Dentre elas, podemos citar as intervengdes nutricionais (CLOSE; SALE; BAAR,;
BERMON et al., 2019), farmacoldgicas (GARG; CORONA; WALTERS, 2014), massagem,
crioterapia, alongamento, homeopatia, ultrassom, corrente elétrica, entre outras técnicas
(CHEUNG; HUME; MAXWELL, 2003).
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A prevencéo e o tratamento eficaz sdo um dos principais desafios para treinadores e
médicos no esporte, visto que os atletas precisam treinar diariamente e permanecer em um
estado 6timo de fungbes musculares durante as competigcdes. Devido a isso, os atletas carecem
de alternativas que reduzam o tempo de inaptiddo. Como coadjuvante no tratamento e/ou
prevencdo, o Sistema Renina Angiotensina (SRA) tem apresentado sinais de ser um
importante interventor nos processos de lesdes musculares. O eixo ECA 2/Ang (1-7)/Mas tem
apresentado indicios de efeitos benéficos no misculo esquelético.

O SRA esta envolvido nos processos de trofias e reparacdo muscular (ACUNA;
PESSINA; OLGUIN; CABRERA et al., 2014; RIQUELME; ACUNA; TORREJON:;
REBOLLEDO et al., 2014). Em um estudo realizado por MORALES; ABRIGO; ACUNA;
SANTOS et al. (2016), usando imobilizacdo unilateral da pata traseira, durante 14 dias, em
camundongos machos, tipo selvagem e Mas-knockout, avaliaram as funcbes do receptor da
Ang-(1-7) no desuso induzido pela atrofia muscular. O tratamento com Ang-(1-7) manteve a
forca muscular e evitou reducbes no didmetro e massa muscular da pata imobilizada. Esses
efeitos relacionados a Ang-(1-7) ndo foram observados em camundongos, Mas KO, indicando
a participacdo do receptor Mas nas a¢des anti-atroficas da Ang-(1-7).

Em estudo realizado em nosso laboratdrio, em ratos Wistar tratados com a HPBCD-
Ang-(1-7) na prevencao e tratamento de lesdes musculares induzidas pelo exercicio fisico de
contragdo excéntrica, evidenciou que o tratamento com HPBCD-Ang-(1-7) induziu menores
niveis de lesdes musculares, menores niveis de citocinas pré-inflamatdrias e menor infiltracéo
inflamatdria tecidual nos masculos séleo e gastrocnémico (TOTOU, 2016). Em outra
pesquisa do nosso grupo (BECKER; TOTOU; MOURA; KANGUSSU et al., 2018), foi
evidenciado que o tratamento oral com HPBCD-Ang (1-7), em um protocolo de dano
muscular, ap0s contracdo excéntrica, promoveu em jovens treinados a uma reducdo da
percepcao aguda da dor e menores niveis de CK, associado também a melhoria dos niveis de
forca maxima.

Além disso, dados com animais mostram que a Ang-(1-7) possui papel fundamental
em diferentes fases do processo de reparo muscular (CABELLO-VERRUGIO; MORALES;
RIVERA; CABRERA et al.,, 2015), recrutamento de células satélites, acompanhado de
regeneracdo muscular (CISTERNAS; MORALES; MENESES; SIMON et al., 2015;
MENESES; MORALES; ABRIGO; SIMON et al., 2015), inibicdo de vias fibrogénicas
(MCCOLLUM; GALLAGHER; TALLANT, 2012; MORALES; ABRIGO; MENESES;
CISTERNAS et al., 2015; RIQUELME; ACUNA; TORREJON; REBOLLEDO et al., 2014),
aléem de desempenhar um papel anti-inflamatério (SUKUMARAN; VEERAVEEDU,;
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GURUSAMY; LAKSHMANAN et al., 2012). Todos esses achados evidenciam que 0 eixo
ECA2/Ang-(1-7)/Mas participa efetivamente de processos de recuperagdo da musculatura
esquelética, podendo ser utilizada como estratégia terapéutica de forma eficaz para otimizar a

recuperagdo ou mesmo prevencdo do dano muscular.

2.5 SUPLEMENTAQAO E RENDIMENTO FISICO

O uso de suplementos com potencial efeito no rendimento fisico tem sido considerado
uma ferramenta importante utilizada dentro da prética esportiva. Ja se sabe que a manipulacao
do uso de suplementos indicados e devidamente acompanhados por profissionais capacitados
pode alterar resultados expressivos na performance fisica. No entanto, a busca incessante de
estratégias que visam melhorar o rendimento fisico tem culminado na utilizacdo de
suplementos de forma indiscriminada.

A suplementacdo € altamente prevalente em atletas (MAUGHAN; BURKE;
DVORAK; LARSON-MEYER et al., 2018), visto que é alta a cobranca por resultados, a
busca de um recorde, manutencdo de um estado 6timo de performance, alivio da dor
musculoesquelética, ou mesmo recuperacdo rapida de lesdes. As empresas que realizam a
comercializacdo de suplementos compreendem essa necessidade e lancam no mercado
produtos que prometem resultados extraordinarios, ganhando adeptos. Mas ja se sabe que
muitos ndo possuem comprovacdo cientifica dos efeitos, ndo desenvolvem dados com
adequado rigor cientifico no rendimento fisico, ou mesmo, sendo 0 mais preocupante, ocultam
efeitos negativos e prejudiciais a saude. Segundo um consenso do Comité Olimpico
Internacional (MAUGHAN; BURKE; DVORAK; LARSON-MEYER et al., 2018) existem
poucos suplementos baseados em evidéncias para sugerir que eles tenham um efeito
significativo no desempenho fisico e nas habilidades esportivas.

Compreendendo a expansdo tanto do uso como da comercializacdo dos suplementos,
uma gama de pesquisas cientificas tem sido realizada para evidenciar seus possiveis efeitos
ergogénicos. A cafeina, por exemplo, é um dos suplementos mais consumidos, sendo também
um dos mais pesquisados, e tem apresentando um impacto positivo no rendimento esportivo
(DURKALEC-MICHALSKI; NOWACZYK; GEOWKA; GRYGIEL, 2019), como reducéo
da percepcdo da dor (LAURENT; SCHNEIDER; PRUSACZYK; FRANKLIN et al., 2000),
aumento no tempo até a exaustdo (MCLELLAN; BELL, 2004; SPRIET; MACLEAN;
DYCK; HULTMAN et al., 1992), retarda a fadiga central (GANIO; KLAU; CASA,
ARMSTRONG et al., 2009), melhora agilidade, a tomada de decisdes e o desempenho
cognitivo (LOPEZ-GONZALEZ; SANCHEZ-OLIVER; MATA; JODRA et al., 2018;
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SOKMEN; ARMSTRONG; KRAEMER; CASA et al., 2008; VAN DUINEN; LORIST;
ZIJDEWIND, 2005).

No entanto, a cafeina ndo apresenta resultados ergogénicos em atletas que ja fazem o
seu uso habitual e em dosagens recomendadas (KERKSICK; WILBORN; ROBERTS;
SMITH-RYAN et al., 2018; MAUGHAN; BURKE; DVORAK; LARSON-MEYER et al.,
2018), sendo necessarias doses mais elevadas para obter efetivamente resultados. Esse efeito
pode ser nomeado de “dose-dependente”, podendo sobrecarregar o organismo devido a
estimulacdo do sistema nervoso simpatico e sistema cardiovascular (DURKALEC-
MICHALSKI; NOWACZYK; GEOWKA; GRYGIEL, 2019). Ressaltam-se ainda relatos de
taquiarritmias, aumento da excitabilidade atrial, arritmias, e alguns casos extremos ha relatos
de hospitalizacdes e mortes subitas pela sua toxicidade (BERGER; ALFORD, 2009; CORTI;
BINGGELI; SUDANO; SPIEKER et al., 2002; DE ALMEIDA; PEREIRA; MOREIRA,
2013; KERRIGAN; LINDSEY, 2005; PELCHOVITZ; GOLDBERGER, 2011; WHITSETT;
MANION; CHRISTENSEN, 1984).

A suplementagdo com Ang-(1-7), ao contrario da cafeina, apresenta baixa toxicidade e
boa tolerabilidade, uma vez que estudos com pacientes com céncer, avaliando o efeito
antiangiogénico da Ang-(1-7), a dose maxima que produziu toxicidade foi de 700 ug/kg,
sendo que a dose em que observou efeito antiangiogénico e proporcionou melhora clinica foi
de 400 pg/kg (PETTY; MILLER; MCCOY; GALLAGHER et al., 2009). Além disso, a
formulagdo com HPBCD-Ang-(1-7) ndo apresentou alteragdes em parametros
cardiovasculares (PROENCA, 2016). Corroborando, em dados ndo publicados do nosso
grupo, em atletas de mountain bike, a frequéncia cardiaca (FC), pressdo arterial sistolica
(PAS) e pressdo arterial diastolica (PAD) ndo apresentaram diferencas estatisticas tanto em
repouso, quanto no pico de esforco fisico.

Outro suplemento utilizado rotineiramente por atletas de MTB é o monoidrato de
creatina, que se acredita atenuar a fadiga e melhora no rendimento anaerébico (KREIDER,
1999; SMITH; STEPHENS; HALL; JACKSON et al., 1998), sendo uma via energética
utilizada em aclives e nos sprints do MTB. Outro fator que explica o uso desse suplemento no
MTB é seu possivel auxilio na recuperacdo entre treinamentos, no qual os estoques de
glicogénio muscular e hepatico sdo restaurados mais rapidamente (MOLINA; ROCCO;
FONTANA, 2009). Em pesquisa realizada por MOLINA; ROCCO e FONTANA (2009), em
20 atletas de elite do MTB, os resultados apresentaram aumento na poténcia de pico no grupo

suplementado com creatina quando comparado com o placebo, além de obter resultados
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significativos na reducdo no indice de fadiga, induzindo desta forma a conclusdo de que a
suplementacdo com creatina pode ser uma boa estratégia utilizada nesta modalidade.

Existe um arcabouco de pesquisas recentes que busca mostrar o uso de suplementos e
seu possivel efeito ergogénico no MTB, como nitrogénio farmacoldgico (nitrato de sodio)
(LARSEN; WEITZBERG; LUNDBERG; EKBLOM, 2007), dietético (suco de beterraba)
(GARNACHO-CASTANO; PALAU-SALVA; CUENCA; MUNOZ-GONZALEZ et al.,
2018), nitrato (NO3) (BAILEY; FULFORD; VANHATALO; WINYARD et al., 2010),
glutamina (OSBORNE; STEWART; BEAGLEY; BORG et al, 2019), carboidrato
(MURRAY:; PARIS; FLY; CHAPMAN et al., 2018) e proteina marinha (MJ@S; THORSEN;
HAUSKEN; LIED et al., 2019). Os autores avaliaram o potencial efeito ergogénico desses
suplementos para aumento da performance fisica, € nenhum dos suplementos pesquisados ha
uma unanimidade de seus resultados. Todos 0s estudos acima citados concluem que séo
necessarios mais experimentos para afirmar que algum suplemento afeta positivamente o
rendimento fisico.

Os fatores expostos acima levam a utilizacdo de suplementos de forma empirica na
tentativa de potencializar a recuperacao e desempenho fisico, sendo assim, faz-se necessarias
pesquisas coerentes e que, verdadeiramente, comprovem seus efeitos ergogénicos ao

rendimento fisico de atletas.

2.5 MOUNTAIN BIKE (MTB)

O MTB ¢ uma modalidade olimpica, que surgiu em meados da década de 70, na
California (EUA), e hoje é uma das competi¢cbes mais populares, ganhando adeptos de forma
surpreendente em todo mundo, seja ela no ambito do lazer e/ou no alto rendimento. Por ter
alcancado um cenario promissor, eventos e competicdes tem alcancado destaques na midia
internacional, e, junto a isso, atraiu o interesse de cientistas do esporte com a finalidade de
aprimorar 0s resultados dos atletas desta modalidade (BURR; DRURY; IVEY;
WARBURTON, 2012).

O MTB é marcado por provas longas, cerca de 120 minutos, que podem ser realizadas
com uma frequéncia cardiaca média de até 90% e 80% do tempo de prova € acima do limiar
de lactato, pela alta poténcia em terrenos ingremes (GRANIER; ABBISS; AUBRY;
VAUCHEZ et al., 2018). Um dos pontos marcantes nesta modalidade é o alto consumo de
oxigénio, segundo relatos de pesquisadores, podendo chegar a 84% (VO2méax)
(IMPELLIZZERI; MARCORA, 2007). Devido a essas caracteristicas, existem diversas

alteraces mecanisticas fisioldgicas como; deplecdo dos estoques de glicogénio muscular, alta
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requisicdo do sistema cardiorrespiratorio e demanda energética (BURR; DRURY; IVEY;
WARBURTON, 2012).

Além das necessidades metabdlicas e fisioldgicas, atletas de MTB relatam
frequentemente histérico de lesbes musculo esqueléticas, o alto volume de treinos e
movimentos repetitivos e demasiado durante o ciclismo, causando uma fadiga excessiva
promovendo o aumento lesdes cronicas (ANSARI; NOURIAN; KHODAEE, 2017). Existem
indicios suficientes na literatura (ACUNA; PESSINA; OLGUIN; CABRERA et al., 2014;
BECKER; TOTOU; MOURA; KANGUSSU et al., 2018; CABELLO-VERRUGIO;
MORALES; RIVERA; CABRERA et al.,, 2015; CISTERNAS; MORALES; MENESES;
SIMON et al.,, 2015; MCCOLLUM; GALLAGHER; TALLANT, 2012; MENESES;
MORALES; ABRIGO; SIMON et al., 2015; MORALES; ABRIGO; ACUNA; SANTOS et
al., 2016; MORALES; ABRIGO; MENESES; CISTERNAS et al., 2015; RIQUELME;
ACUNA; TORREJON; REBOLLEDO et al., 2014; SUKUMARAN; VEERAVEEDU;
GURUSAMY; LAKSHMANAN et al., 2012; TOTOU, 2016) evidenciando que 0 eixo
ECA2/Ang-(1-7)/Mas participa efetivamente no dano muscular e processos de recuperagéo da
musculatura esquelética.

Sendo assim, por ser uma modalidade com tantas demandas fisiologicas, carecer de
um metabolismo energético e reparacao tecidual, a Angiotensina-(1-7), pautada na literatura
cientifica, atuaria como um recurso ergogénico para atletas de MTB, visto que induziria a
producdo do oxido nitrico e bradicinina e facilitaria a troca de substratos energéticos na

musculatura esquelética, concomitantemente auxiliaria na reducdo do dano muscular.

-2.6 FORMULACAO DA ANGIOTENSINA-(1-7) EM HPB-CICLODEXTRINA

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, com uma cavidade polar e a outra
apolar. Essa caracteristica anfilica permite a formacdo de um complexo supramolecular de
inclusdo. As ciclodextrinas ndo sdo hidrolisadas e nem absorvidas no estdmago ou no
intestino delgado, porém a flora do colon quebra as ciclodextrinas em sacarideos menores, 0s
quais sdo absorvidos (DEL VALLE, 2004; IRIE; UEKAMA, 1999).

Dentre as ciclodextrinas, as do tipo beta tém sido mais frequentemente utilizadas na
formacdo de compostos de inclusdo com farmacos, melhorando as caracteristicas de
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade (DEL VALLE, 2004; IRIE; UEKAMA, 1999).
A melhor solubilidade permite uma rapida elevacdo dos niveis plasmaticos e a obtencdo de
valores de pico mais precoces, além de uma liberacdo uniforme do farmaco por um tempo

mais prolongado.
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O peptideo Angiotensina- (1-7) é um componente do Sistema Renina Angiotensina,
sendo esse peptideo uma substincia enddgena produzida e liberada em diversos 6rgdos
(FILHO; FERREIRA; SANTOS; NEVES et al., 2008). Suas a¢des podem melhorar alguns
parametros cardiovasculares e metabdlicos em algumas doencas crénicas (SANTOS; OUDIT;
VERANO-BRAGA; CANTA et al., 2019). A formulacdo oral é necessaria para proteger o
peptideo da degradacdo do trato gastrointestinal e foi previamente testada em voluntérios
saudaveis (BECKER; TOTOU; MOURA; KANGUSSU et al., 2018)(dados ndo publicados).
Foi desenvolvido em 2001 e tem sido utilizado em estudos experimentais (BASTOS;
MAGALHAES; GREGORIO; MATOS et al., 2019; DE VRIES; REITZEMA-KLEIN:;
METER-ARKEMA; VAN DAM et al., 2010; MARQUES; FERREIRA; SINISTERRA,;
JACOBY et al., 2011) e clinicos (PROENCA, 2016).

As ciclodextrinas ja obtiveram aprovacdo para uso em diversos estudos clinicos, a
biodisponibilidade oral previamente demonstrada em animais (BASTOS; MAGALHAES;
GREGORIO; MATOS et al., 2019; FELTENBERGER; ANDRADE; PARAISO; BARROS
et al., 2013; FRAGA-SILVA; COSTA-FRAGA; SOUSA; ALENINA et al., 2011;
MARQUES; FERREIRA; SINISTERRA; JACOBY et al, 2011; MARQUES; MELO;
SOUZA,; IRIGOYEN et al., 2012) e humanos (BECKER; TOTOU; MOURA; KANGUSSU
et al., 2018; PROENCA, 2016). Nao sdo conhecidos efeitos toxicos, e estudos com a beta-
ciclodextrina demonstraram a inocuidade desta molécula, evidenciando ser viavel e
reprodutivel a inclusdo da Ang-(1-7) em HPBCD-Ciclodextrina (BECKER; TOTOU,;
MOURA; KANGUSSU et al., 2018). Deve-se enfatizar que, neste caso, apenas Ang-(1-7)
entra na corrente sanguinea (SANTOS; SAMPAIO; ALZAMORA; MOTTA-SANTOS et al.,
2018).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da suplementacdo oral HPBCD-Ang-(1-7) no rendimento fisico de

atletas de MTB.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o efeito da formulagao oral HPBCD-Angiotensina-(1-7) em atletas de MTB:

>

YV V. V VYV V

Associada ao esforco fisico em pardmetros cardiovasculares (FC e PA);
Duracdo do teste de contrarrelogio (TT20km);

Tarefa cognitiva (Stroop);

Medidas perceptivas (SPSE e PSE);

Marcadores bioquimicos (Lactato, AGNEs e glicose);

Marcador de dano muscular (CK).
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4.METODOS
4.1 CUIDADOS ETICOS

Estudo experimental realizado na Universidade Federal de Ouro Preto e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos sob protocolo: 14912519.4.0000.5150.
Para participar da pesquisa, 0s participantes tomaram ciéncia dos objetivos do estudo e de
seus possiveis beneficios e riscos, posteriormente os sujeitos foram convidados a assinarem

um termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2 AMOSTRA

Foram selecionados 10 atletas de MTB da regido de Ouro Preto-MG. Os critérios de
inclusdo eram ser do sexo masculino, praticar a modalidade de MTB h& no minimo 3 anos,
que estivessem envolvidos em seus programas de treinamento ha pelo menos um ano, com
volume semanal de treinos de no minimo 5 dias por semana. Participado em provas
regionais/nacionais nos ultimos 6 meses, ter mais de 18 anos e ndo ser dalténico. Como
Critérios de exclusdo; desisténcia, ndo comparecimento na bateria de testes fisicos no dia e
hora programados, apresentar algum tipo de enfermidade que comprometa a coleta dos dados,
individuos com qualquer tipo de patologia, fumante, uso de medicamentos como anti-
inflamatdrios e antibioticos e/ou outros que possam comprometer dados da pesquisa, bem
como suplementos que interferem nos parametros cardiovasculares como:cafeina, guarana e
taurina.

Para a varidvel de calculo amostral utilizou-se o parametro creatina quinase (CK),
publicado no artigo (BECKER; TOTOU; MOURA; KANGUSSU et al., 2018), por meio do
software Biostat, com variancia de 197U/L e erro padrdo da média de 159U/L, considerando
um poder estatistico de 0,8 e nivel de significancia de 0,05. A partir dessas variaveis, obteve-

se um numero amostral de 9 voluntarios.

4.3 AVALIAGAO ANTROPOMETRICA

A avaliacdo antropométrica foi determinada por uma balanca digital com precisdo de
100g e capacidade maxima para 150 kg (G. TECH®). Para afericdo da estatura, utilizou-se
um estadidmetro com escala de 0,1 cm (WISO®). A partir dessas duas variaveis, foi

calculado o indice de massa corporal (IMC), por meio da formula (kg/m?2).
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4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os participantes visitaram o laboratorio de Fisiologia do Exercicio da Universidade
Federal de Ouro Preto (LABFE) em 5 ocasifes distintas (E1, E2, E3, E4 e E5), em cada
condi¢do (HPBCD-ANg-(1-7) ou HPBCD-Placebo). No E1, os voluntarios foram convidados a
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e, em seguida, foi realizado
um ensaio de familiarizagdo para reconhecimento do teste de contrarrelégio (TT20km), e
sorteio de qual condi¢do o voluntério seria alocado (HPBCD-ANg-(1-7) ou HPBCD-Placebo).
Apos o intervalo de 7 dias do E1, ocorreu o segundo encontro (E2), os voluntarios retornaram
ao LABFE com a suplementacéo previamente sorteada (E1) e realizaram os procedimentos de
coleta dos testes fisicos.

Apobs completar a primeira fase da bateria de testes, o voluntario realizou um intervalo
de 7 dias para a segunda fase de bateria dos testes fisicos (E3), nesse momento, o individuo
retomou na condicdo contraria ao primeiro sorteio (HPBCD-Ang-(1-7) ou HPBCD-Placebo),
repetindo todos os procedimentos anteriores. No retorno ao laboratorio, foi coletada a
anamnese dos sujeitos para determinar se houve reacfes adversas ao suplemento e/ou placebo
e, se eles mantiveram a dieta e as rotinas de treinamento fisico. Apds 24h (E4) e 48h (E5) da
bateria de testes fisicos o voluntario retornou ao LABFE para coleta sanguinea.

Durante a intervencéo, foram solicitados que o treinamento fisico, a ingestdo alimentar
e as horas de sono fossem mantidas de forma regular. Além disso, os individuos foram
instruidos previamente a ndo ingerirem nenhum alimento e/ou suplemento que pudessem
alterar os parametros cardiovasculares (como cafeina e guarana), evitar exercicios extenuantes
nas 48 horas antecedentes a bateria de testes fisicos. Vale ressaltar que 0s ensaios
experimentais de todos os participantes foram realizados nos periodos vespertino e noturno,

sendo mantidos os mesmos horarios e condi¢cdes durante os dois dias de teste contrarreldgio.
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Figura 1: Delineamento Experimental

TCLE
AVALIACAO
ENCONTRO 1 FAMILIARIZACAO

SORTEIO
SITUACAO

HPBCD- HPBCD-
ANG-(1-7) PLACEBO
S ———

YY

S Contra-relogio PSE Coleta Tarefa
[ ENCONTRO 2 (TT20km) ]{ sPSE }[Sanguinea]{ Stroop ]
WASHOUT

(7 DIAS)

Percepcdo subjetiva de esforco (PSE); percepcdo subjetiva de esforco da sessdo de teste de contrarrelégio
(sPSR). Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 PROTOCOLO DE SUPLEMENTACAO

A formulacdo HPBCD-Angiotensina-(1-7) foi desenvolvida pelo Departamento de
Quimica em parceria ao Laboratdrio de Hipertensdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, os detalhes foram descritos no estudo conduzido por
LULA; DENADAI; RESENDE; DE SOUSA et al. (2007). Vale ressaltar que o uso da
formulacdo (HPBCD-ANg- (1-7)) foi patenteada por nosso grupo de pesquisa sob nimero (BR
10 2016 0244064).

A distribuicdo do suplemento foi duplo-cego e randomizada. Os participantes
receberam uma dose tnica da formulagdo de HPB-CD-Placebo (2mg) ¢ HPB-CD-Ang-(1-7)
(2mg), garantindo que 50% dos individuos usassem aleatoriamente HPB-CD-Placebo na
primeira sessdo e HPBCD-Ang-(1-7) na segunda sessdo ou vice-versa. O duplo cego e a

randomizacdo dos experimentos foi conduzida por uma terceira pessoa, a qual ndo esteve
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envolvida na coleta de dados. Os grupos foram revelados aos pesquisadores apenas no
momento da interpretacdo dos dados.

A formulagdo HPBCD-Ang-(1-7) (2mg) e HPBCD-Placebo(2mg) foi administrada por
via oral, em forma de cépsula, trés horas antes do inicio de cada teste de contrarrel6gio
(TT20km). O tempo de 03 horas foi pré-estabelecido considerando a janela de acdo da Ang-
(1-7) entre 02 a 06 horas. As cépsulas eram idénticas em aparéncia, tamanho, peso e sem
sabor, garantindo o cegamento dos participantes.

4.6 TESTE DE CONTRARRELOGIO (TT20KM) EM CICLOERGOMETRO DE PERNAS

Os ciclistas foram familiarizados com o teste de contrarrel6gio (TT20km) durante uma
sessdo preliminar (E1). Um cicloergbmetro (Biotec 2100, CEFISE Biotecnologia) foi
conectado a um dispositivo (Ergometric 6.0, CEFISE Biotecnologia), que fornecia poténcia
(W), cadéncia (rpm) e velocidade (km.h D). O Cicloergdmetro foi ajustado individualmente
de acordo com as preferéncias dos voluntarios. O dispositivo foi calibrado antes de cada teste
de acordo com as instrucdes do fabricante.

Ap6s um aquecimento de 7 minutos com carga fixa de 1kg (rpm livre), eles iniciaram
imediatamente o TT20km, com carga fixa de 1,5kg. Os ciclistas foram orientados a finalizar o
teste no menor tempo possivel. Durante o teste foi permitido aos ciclistas levantarem do
assento e estavam livres para acompanhar a rpm e km/h como feedback. O tempo para
completar o TT20km, poténcia média, RPM e velocidade foram registrados e utilizados como
medidas de desempenho. Foi disponibilizado uma garrafa de 500 ml de agua durante o0s

ensaios para hidratagéo.

4.7 AVALIAGAO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA (PA E FC)

A pressao arterial foi aferida através de um esfigmomandmetro anerdide (Missouri®)
com o estetoscopio (Missouri®) antes e imediatamente ap6s o protocolo de teste de
contrarrel6gio. Ressalta que a PA de repouso foi mensurada ap6s o voluntério permanecer 12
minutos deitado, em seguida, ele se sentou em uma cadeira confortavel para afericdo da
pressdo arterial. A FC foi avaliada em repouso e no pico de esforco maximo, através do Pollar
RS800 (POLAR, Finland).

4.8 AVALIACAO DA PERCEPCAO SUBJETIVA DE ESFORCO (PSE)
Para a avaliacdo da PSE adotou-se como referéncia a escala de Borg (CRO0-10)
(BORG, 1982). A PSE foi coletada a cada 2km completados.
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4.9 PERCEPQAO SUBJETIVA DE ESFORCO DA SESSAO DE CONTRARRELOGIO (sPSE)

O método da percepgdo subjetiva de esfor¢co da sessdo de contrarreldgio (TT20km) foi
proposto por FOSTER; FLORHAUG; FRANKLIN; GOTTSCHALL et al. (2001), baseada
em um questionamento simples. Apds trinta minutos ao término da sessdo do teste fisico, o
voluntario respondeu a seguinte pergunta: “Como foi a sessdo de contrarreldgio (TT20km)? ™.

A resposta ao questionamento foi fornecida a partir da escala Borg (CR0-10) (BORG, 1982).

4.10 TAREFA STROOP

Os sujeitos foram sentados em uma cadeira confortavel para a tarefa cognitiva de
Stroop (STROOP, 1992), As tarefas de Stroop consistiam na exibicdo das palavras branco,
vermelho, amarelo e laranja. A tarefa Stroop foi programada e executada no software
PsyToolkit (STOET, 2010; 2017). Os participantes foram convidados a indicar por meio de
teclas de em um teclado a cor em que a palavra foi apresentada (b=branco; V=vermelho;
L=laranja; A=amarelo), se congruente (escrita branco e em cor branca) ou incongruente
(escrita amarelo em cor vermelha). A apresentacdo congruente ou incongruente foi de forma
aleatoria, evitando a expectativa dos participantes em relacdo aos estimulos. O teste incluiu 40
estimulos com duracdo maxima de 2000 ms, cada tentativa incluiu uma cruz fixa apresentada
no centro da tela com 600 ms e a informacgédo na tela (incorreto e correto) com duragdo de
600ms. Os sujeitos tiveram que identificar a cor da palavra exibida e o codigo da tecla no
teclado referente a ela. A tarefa Stroop foi realizado antes e logo apos o teste de contrarrelogio
(20km).

4.12 ANALISES SANGUINEAS

Amostras de sangue foram retiradas pré e imediatamente apOs a bateria de testes
fisicos, através de puncdo venosa padrdo técnica a partir da veia antecubital.
Aproximadamente 12 ml de amostras de sangue foram colhidas em tubos vacutainers
contendo fluoreto de sodio, soro e EDTA. Imediatamente ap0s a coleta, o sangue foi
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, aliquotas soro e plasma foram transferidos para

tubos eppendorfs e armazenadas a -20 ° C para posterior analises.

4.12.1 Dosagem de Lactato Sanguineo

A concentracdo de lactato foi avaliada no plasma, utilizando tubos BD Vacutainer®
Fluoreto/EDTA, coletado antes e imediatamente apds o teste de contrarreldégio (20km),
analisada de acordo com o kit (BIOCLIN FAB. QUIBASA QUIMICA BASICA LTDA
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PROC. BRASIL), pelo método UV enzimético liquido estavel, em um analisador automatico
(CM200, Wiener Lab Group, Rosério, Argentina).

4.12.2 Dosagem de Glicemia

A glicemia foi mensurada no plasma, utilizando tubos BD Vacutainer®
Fluoreto/EDTA, coletado antes e imediatamente apds o teste de contrarrelogio (20km),
analisada de acordo com o kit (BIOCLIN FAB. QUIBASA QUIMICA BASICA LTDA
PROC. BRASIL), pelo método UV enzimatico liquido estavel, em um analisador automatico
(CM200, Wiener Lab Group, Rosario, Argentina).

4.12.3 Acidos graxos nao esterificados (AGNES)

Os niveis de AGNEs foram mensurados no plasma, utilizando tubos BD Vacutainer®
Fluoreto/EDTA. Os AGNEs foram analisados antes e imediatamente ap0s o teste de
contrarrelogio (20km) de acordo com o kit Randox® (Randox Laboratories, Oceanside, CA),

em um analisador bioquimico automatico (CM200, Wiener Lab Group, Rosério, Argentina).

4.12.4 Creatina Quinase (CK)

A determinagdo quantitativa dos niveis totais da Creatina quinase (CK) foi realizada
nos tempos pré, pos, 24 e 48h apds o teste fisico. Os niveis séricos das enzimas CK foram
mensurados a temperatura aproximada de 37°C pelo método cinético enzimatico, utilizando
kit comercial (BIOCLIN FAB. QUIBASA QUIMICA BASICA LTDA PROC. BRASIL) em

um analisador automatico (CM200, Wiener Lab Group, Roséario, Argentina).

4.17 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). A caracterizacdo da amostra foi realizada
por meio das médias + desvio padrdo. A normalidade dos dados foi verificada através do teste
de Shapiro wilk. As diferencas inter e intracondicdes foram comparados com o teste “t”
pareado quando os dados apresentaram distribuicdo normal. Para dados ndo normais, o teste
de classificacdo sinalizada de pares combinados de Wilcoxon foi usado. Informacdes sobre a
normalidade dos dados foram adicionadas as figuras. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrdo (DP) para dados com destruicdo normal e dados ndo paramétricos foram

apresentados em mediana % intervalo de confianga (IC) 95%. O nivel de significAncia foi p
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<0,05 para todos os testes. Adicionalmente, foi utilizada uma regresséo por meio de equacoes

da reta para a avaliagdo da PSE a cada 2km ao longo teste fisico de contrarreldgio.

5. RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas dos participantes. Os dados a seguir
apresentam valores médios e de desvio padrdo dos dez voluntarios do sexo masculino. Todos
0s participantes completaram o delineamento experimental conforme planejado. O elevado
VO2max Observado em nossos voluntarios confirma que a amostra dos participantes do estudo
era altamente treinada, bem como indica que a modalidade de MTB exigem uma alta poténcia
aerobia.

Tabela 1: Caracterizagdo da Amostra

N Massa Estatura Idade IMC Tempo de Dias/ h/treino  Km/sema = VO2max
corporal (m) (anos) (kg/cm?) Pratica semana = semanal nal (ml/kg/m
(kg) (anos) (h) (km) in)
10 72,1+64 1,73+0,06 33,5%7,3 23,8+£1,3 11,0 +8,6 5,7£1,0 10,625  207,0£57, 61,12+12,
7 78

Kg: Quilogramas; cm: Centimetros; Km: quilémetro; h: hora Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando os efeitos da Ang-(1-7) em parametros cardiovasculares foi aferido os

valores de PAD, PAS, PAM e FC em repouso e durante o pico de esforco fisico.
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A) Pressdo arterial diastolica (PAD) de repouso; (p=0,02; teste t pareado) e pico de esfor¢o (p=0,32; teste t
pareado) nas condig¢des tratado (HBCD-Ang- (1-7) e (HPB-CD-Placebo). B) Pressdo arterial sistélica (PAS) de
repouso (p=0,06; teste t pareado) e no pico de esforgo (p=0,29; teste Wilcoxon-Mann-Whitney) nas condicoes
tratado (HBCD-Ang- (1-7)) e (HPB-CD-Placebo) C) Pressdo arterial média (PAM) de repouso (p=0,004; teste t
pareado) e no pico de esfor¢o (p=0,87; teste t parecado) nas condig¢des tratado (HBCD-Ang- (1-7)) e (HPB-CD-
Placebo) D) Frequéncia cardiaca (FC) de repouso (p=0,18; teste t pareado) e no pico de esfor¢o (p=0,06; teste t
pareado), nas condigdes tratado (HBCD-Ang- (1-7) e (HPB-CD-Placebo). Bpm: batimentos por minuto. N=10
para todas andlises. Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram observadas diferencas entre as condigdes para a PAD em repouso (HPBCD-
placebo = 82,0 £ 6,3 mmHg vs. HPBCD-ANg- (1-7) = 75+ 10 mmHg; (Figura 2a). Para PAD
no pico de esfor¢o ndo houve diferenca entre as condigdes (HPBCD- placebo = 54,0 + 17,76
mmHg vs. HPBCD-Ang- (1-7) = 60,0 + 17,64 mmHg; (Figura 2a). Para a variavel PAS em
repouso (HPPCD-placebo = 126,3 + 6,60 mmHg vs. HPBCD-Ang- (1-7) = 119,4 + 9,98
mmHg;) (Figura 2b). PAS maxima (HPBCD-placebo = 153,6 £ 30,56 mmHg vs. HPBCD-
Ang- (1-7) = 144,0 = 21,7 mmHg; ndo foi encontrada diferencas estatisticas (Figura 2b).
Houve diferencas entre as condigdes na PAM em repouso (HPBCD- placebo = 96,76 + 5,02
mmHg vs. HPBCD-Ang- (1-7) = 89,79 + 7,11 mmHg; (Figura 2c), a PAM maximo ndo
apresentou diferencas entre as condi¢cbes (HPBCD-placebo = 87,19 + 11,1 mmHg vs. HPBCD-
Ang- (1-7) = 88,01 + 15,97 mmHg) (Figura 2c).
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Os valores de frequéncia cardiaca em repouso foram as seguintes: HPBCD-placebo =
54 £ 8,78 bpm vs HPBCD-AnNng- (1-7) = 50,2 £ 9,84 bpm; (Figura 2d). No pico de esforco
maximo, as frequéncias cardiacas foram as seguintes: HPBCD-placebo = 188,2 + 8,48 bpm vs
HPBCD-ANg- (1-7) = 184,9 + 8,69 bpm,; (Figura 3d).

A figura 3 mostra as varidveis de rendimento fisico, o objetivo foi verificar o efeito da
HPBCD-ANg-(1-7) no rendimento fisico em um teste de contrarrelégio (20km). N&o houve
diferenca significativa entre a condicdo HPB-CD-Ang-(1-7) e a condicdo placebo no teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Figura 3. Contrarrelégio (TT20km) na condi¢dao tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo
(p=0,76; teste Wilcoxon-Mann-Whitney). Quilémetros (km). Cada linha representa um. N=10. Fonte: Elaborado
pelo autor.

Néo foram observadas diferencas estatisticas na poténcia maxima entre as condicdes
(HPBCD- placebo = 187,4 + 21,46 W vs. HPBCD-Ang- (1-7) = 200,4 + 28,75 W; (Figura 4a).
A poténcia média ndo foi diferente entre as condigdes (HPBCD- placebo = 145,2 + 14,28 W
vs. HPBCD-Ang- (1-7) = 157,9 £ 22,19 W; (Figura 4b). Para a variavel rotacdo por minutos
(RPM) néo foi observado diferenga entre as condi¢des (HPBCD- placebo = 95,3 £ 11,51 rpm
vs. HPBCD-Ang- (1-7) = 101,4 + 14,78 rpm; (Figura 4c). Por fim, a velocidade por hora



34

(km/h) ndo apresentou diferencas entre as condigdes (HPBCD- placebo = 25,65 + 2,88 km/h
vs. HPBCD-ANg- (1-7) = 27,9 £ 3,73 km/h; (Figura 4d).
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Figura 4. A) Valores do watt maximo (W) produzido no contrarrelégio na condigdo tratada HPBCD-ANg-(1-7) e
Condic¢ao HPBCD-Placebo. p=0,16; teste t pareado B) Valores do watt médio (W) produzido no teste de
contrarrelégio na condigdo tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condi¢ao HPBCD-Placebo. p=0,18; teste t pareado C)
Valores médios da rotacdo por minuto (RPM) produzido no contrarrelogio na condigdo tratada HPBCD-Ang-(1-
7) e Condigdo HPBCD-Placebo. p=0,18; teste t pareado D) Valores médios da velocidade por hora (km/h)
produzido no TT20km contrarrelogio na condi¢io tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo.
p=0,23; teste t pareado. Os valores foram apresentados em Média * desvio padrdo (DP). Sem diferencas
estatisticas para teste t pareado. Quilémetros (km). N= 9 para todas analises. Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 5, sdo apresentadas as variaveis perceptivas de PSE e PSE da sessdo do teste
de contrarrelogio, entre as condicbes HPB-CD-Ang-(1-7) e HPB-CD-Placebo, ndo foram

observadas diferencas estatisticas.
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Figura 5. A) Escala de Percepcdo Subjetiva de Esforco (PSE) a cada 2km no teste de contrarreldgio na condicédo
tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo. B) Percepcdo Subjetiva de Esfor¢o da Sessdo (SPSE) na
condigéo tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condi¢do HPBCD-Placebo. (p=0,38). Centimetros (cm); quilémetros (km).
Sem diferencas estatisticas para teste t pareado e regressdao em linha reta. N= 10 para todas analises. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Os dados referentes a Tarefa de Stroop séo apresentados na figura 6. Para a média de
tempo em ms pré e pos teste ndo houve diferenca significativa entre as condi¢des. Para as
analises erros de tecla pré e pos, e erros pelo tempo pré e pos ndo foram encontradas
diferencas significativas. Quando foi comparada a situacdo pré e pos para condi¢do tempo,

houve diferenca significativa entre formulacdo HPBCD-Ang-(1-7) e HPBCD-Placebo.
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Figura 6. A) Valores do tempo médio em milissegundos (ms) produzido na Tarefa de Stroop pré (p=0,42) e p6s
(p=0,43) teste na condigéo tratada HPBCD-ANg-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo; teste t pareado B) unidade
arbitraria (u/a) erro de tecla na Tarefa de Stroop pré (p=0,60) e pos (p=0,53) teste na condi¢do tratada HPBCD-
Ang-(1-7) e Condigao HPBCD-Placebo; teste t pareado. C) unidade arbitréria (u/a) erro de tempo na Tarefa de
Stroop pré (p=0,42) e poés (p=0,99) teste na condi¢do tratada HPBCD-ANg-(1-7) e Condi¢do HPBCD-Placebo;
Wilcoxon-Mann-Whitney. N= 9 para todas analises. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A suplementacdo com a formulagdo HPBCD-Ang-(1-7) ndo resultou em alteracdo
significativa nos niveis de glicose plasméatica medidos antes e imediatamente apos o teste de
contrarreldgio (20km) entre as condigdes, no entanto a concentracdo de glicose ao final do
teste de contrarrelogio foi significativamente maior para ambas condi¢des HPBCD-Ang-(1-7)
e HPBCD-Placebo em comparagdo com o pré teste, esse comportamento se repete para
creatina quinase, no qual ndo existem diferencas entre as condicbes HPBCD-Ang-(1-7) e
HPBCD-Placebo em nenhum dos tempos (pré, pés, 24h e 48h), porém a concentracdo de CK
ao final do teste de contrarrelogio foi significativamente maior para ambas condicdes
HPBCD-ANg-(1-7) ¢ HPBCD-Placebo em comparagdo com o pré teste. Da mesma forma, a
concentragcdo de lactato no plasma ndo foi diferente entre as condigBes pré e pds. A
concentracdo de lactato plasmatico foi significativamente elevada para HPBCD-Ang-(1-7) e
HPBCD-Placebo em comparacdo com os valores pré. Ademais, nenhuma diferenca
significativa foi observada na concentracdo de AGNES entre as condicGes pré e pos.
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Figura 7. A) Acidos graxos ndo esterificados (AGNEs) em milimoles por litro (mmol/L) na condi¢do tratada
HPBCD-Ang-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo. pré :p=0,87; p6s p=0,28. B) Creatina quinase em unidade por
litro (U/L) na condi¢do tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condi¢do HPBCD-Placebo: pré :p=0,74; p6s p=0,24; 24h
p=0,95 e 48h p=0,49 C) Glicose plasmatica em miligrama por decilitro (mg/dL) na condi¢@o tratada HPBCD-
Ang-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo. (intergrupos: pré: p=0,69; pos: p=0,72) (intragrupos: HPBCD-Ang-(1-
7): p=0,019; HPBCD-Placebo: p=0,0018) D) lactato plasméatico em milimoles por litro (mmol/L) na condicdo
tratada HPBCD-Ang-(1-7) e Condigdo HPBCD-Placebo . (intergrupos: pré: p=0,11; pds: p=0,44) (intragrupos:
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HPBCD-Ang-(1-7): p=0,0001; HPBCD-Placebo: p=0,0001). Sem diferengas estatisticas para analises em
pardmetros bioquimicos em teste t pareado. N= 10 para todas analises. Fonte: Elaborado pelo autor.

6. DISCUSSAO

Estudos envolvendo a Ang-(1-7) em humanos utilizando a formulagdo oral séo
pioneiros, em relacdo aos seus efeitos no rendimento fisico, 0 nosso grupo € o primeiro a
avaliar os possiveis resultados. O presente estudo utilizou 2mg da formulacdo oral de
HPBCD-ANg-(1-7), e nesta dose ndo foram observada diferencas significativas para as
variaveis de rendimento fisico, medidas de percepc¢do do esforco fisico: PSE e PSE da sessdo
e variaveis bioquimicas. Para as varidveis cardiovasculares, os resultados exibem uma
diferenca significativa na PAM e PAD de repouso, 0 mesmo nédo foi observado para PAS e
FC de repouso e maxima.

A formulagdo HPBCD-Ang-(1-7) foi capaz de reduzir significativamente a PAM e
PAD de repouso. Tais efeitos podem estar relacionados a um perfil anti-hipertensivos da Ang-
(1-7), gerando interesses ao seu potencial papel cardioprotetor contra doencas cardiacas
hipertensivas (PATEL; ZHONG; GRANT; OUDIT, 2016). Estudos clinicos em animais, tem
apresentado fortemente indicios que esse heptapeptideo parece desempenhar um papel
importante na hemodindmica regional e sistémica (MEDINA; ARNOLD, 2019). Estudos em
humanos sdo escassos para afirmar essa hipdtese, hd necessidade de pesquisas que visam
compreender o efeito dessa formulacdo em individuos saudaveis a fim de promover tais
beneficios cardioprotetores.

Estudos pré-clinicos em humanos observaram efeitos consideraveis por meio da
administracao oral de Ang-(1-7) em doses que variou entre 10 a 50 pg/kg (11 a 55 nmol-kg"
dial). No presente estudo utilizamos uma administracdo aproximadamente de 28 ng/kg.
Estes estudos demonstram que Ang-(1-7) reduz significativamente a vasoconstricdo induzida
por Ang Il em artérias mamarias (MENDONCA; MENDES-FERREIRA; BENTO-LEITE;
CERQUEIRA et al., 2014; ROKS; VAN GEEL; PINTO; BUIKEMA et al., 1999). Ademais a
administracdo de Ang-(1-7) promoveu vasodilatacdo de arteriolas adiposas e atriais de
pacientes sem doenca arterial coronariana, e efeitos atenuados em pacientes com doenca
arterial coronariana (DURAND; ZINKEVICH; RIEDEL; GUTTERMAN et al., 2016).

Apoiando os achados, a Ang-(1-7) intrabraquial acarretou vasodilatacdo na circulacao
do antebraco de individuos normotensos e pacientes com hipertensdo (SASAKI; HIGASHI;
NAKAGAWA; MATSUURA et al., 2001). Além disso, em um estudo conduzido em 22

homens normotensos saudaveis com infusbes intra-arterial no antebraco, a Ang-(1-7)
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antagoniza a vasoconstricdo mediada pela angiotensina Il em vasos resistentes, e poderia atuar
como um antagonista endégeno da angiotensina Il (UEDA; MASUMORI-MAEMOTO;
WADA; ISHII et al., 2001). Por fim, em um estudo recente, foi demonstrado que a infusao
intrabraquial de Ang-(1-7) em pacientes obesos, tém efeitos favoraveis ndo apenas para
melhorar a vasodilatacdo dependente do endotélio estimulada por insulina, mas também para
reduzir o ténus vasoconstritor dependente da endotelina-1 (SCHINZARI; TESAURO;
VENEZIANI; MORES et al., 2018).

Além dos efeitos cardioprotetores, a Ang-(1-7) poderia atuar em mecanismos centrais,
participando de acBes diretas em processos de estresse, aprendizagem, cognicdo e memdria
(ALBRECHT, 2007; FU; ZHAO; AYLOR; CAREY et al.,, 2014; GIRONACCI, 2015;
LAZARONI; RASLAN; FONTES; DE OLIVEIRA et al.,, 2012; SANTOS; SAMPAIO;
ALZAMORA; MOTTA-SANTOS et al.,, 2018). Um dos principais mecanismos que
modulam a atividade neuronal durante o exercicio fisico € o aumento da geracdo de Oxido
nitrico (ON). Dados na literatura mostram que a Ang-(1-7) possui um efeito importante na
modulacilo do ON central (GIRONACCI; VATTA; RODRIGUEZ-FERMEPIN;
FERNANDEZ et al., 2000).

Considerando este pressuposto teorico, foram avaliadas varidveis perceptivas de
esforco fisico, PSE e PSE da sessdo de teste fisico, a fim de compreender se a formulacao
seria capaz de reduzir o esforco percebido dos voluntarios, contudo no presente estudo nao
foram encontradas diferencas entre as condi¢es. Uma possivel explicacdo para tal resultado
pode estar relacionado ao tipo de teste, uma vez que o TT20km protocoliza a manutencéo de
uma carga fixa de 1,5kg, sendo esta considerado leve pelos atletas, deste modo, o estresse
fisico percebido neste tipo de teste ndo seria tdo eficiente como em um teste incremental.
Dado que, no presente estudo, a média da concentragdo lactato plasmatica ao final do teste de
TT20km foi de HPBCD-Placebo 6,67 mmol/L e HPBCD-Ang-(1-7) 6,08 mmol/L. Esses dados
sugerem que os voluntarios estariam no limiar e ndo foram requeridos no seu esfor¢co maximo.

Em um estudo anterior, realizado em nosso laboratério (dados ndo publicados), em um
teste progressivo até a fadiga voluntéria, a formulagdo HPBCD-Ang-(1-7) foi capaz de reduzir
significativamente a PSE. Os voluntarios alcancaram uma média de concentracdo de lactato
plasmético na condicdo HPBCD-Placebo de 11,35 mmol/L e na condigdo HPBCD-ANg-(1-7)
11,86 mmol/L, sugerindo gue os voluntarios estariam acima do limiar anaerébico individual.

Estudos que investigaram a relacdo entre memoria, aprendizagem, funcdo cognitiva e
0s niveis de noradrenalina no sistema nervoso central durante o exercicio, mostraram menores

valores de noradrenalina no sistema nervoso central, estando relacionados com melhoria das
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fungbes mencionadas anteriormente (DUNN; REIGLE; YOUNGSTEDT; ARMSTRONG et
al., 1996; EBRAHIMI; RASHIDY-POUR; VAFAEI; AKHAVAN, 2010; SARBADHIKARI,
SAHA, 2006). Um papel significativo da dopamina e noradrenalina no controle do
desempenho fisico também foi documentado durante o exercicio em ambiente quente
(MEEUSEN; WATSON; HASEGAWA:; ROELANDS et al., 2006). A Ang-(1-7) por meio
dos receptores Mas e AT2 promove reducédo na liberacdo central da monoamina noradrenalina
(NA) de maneira dependente de BK/NO (GIRONACCI; VALERA; YUIJNOVSKY; PENA,
2004; GIRONACCI; VATTA; RODRIGUEZ-FERMEPIN; FERNANDEZ et al., 2000). Tais
efeitos podem ser devido a ligacdo da Ang-(1-7) aos receptores MAS e AT2, uma vez que em
ratos normotensos e hipertensos promoveu uma reducdo na liberagdo de noradrenalina no
hipotdlamo de maneira dependente de bradicinina / ON pela via ciclica de monofosfato de
guanosina (cGMP) / proteina quinase G (PKG) que, por sua vez, diminui a liberacdo de
noradrenalina (GIRONACCI; VALERA; YUJNOVSKY; PENA, 2004; GIRONACCI,
VATTA; RODRIGUEZ-FERMEPIN; FERNANDEZ et al, 2000; TSUDA; NISHIO;
GIRONACCI, 2005).

Hoje, ja se sabe que a NA junto com outras monoaminas (serotonina e dopamina) em
maiores concentracdes estdo associadas a um aumento da fadiga central, acarretando reducéo
do desempenho fisico (MEEUSEN; WATSON; HASEGAWA; ROELANDS et al., 2006).

Estudos recentes com a Ang-(1-7) mostraram que a acdo desse peptideo acarreta em
uma diminuicdo significativa nos déficits cognitivos induzidos por hipoperfusdo cerebral
crénica em ratos submetidos a oclusdo bilateral permanente das artérias carotidas. Esse efeito
neuroprotetor foi associado ao aumento da producdo de ON, perda neuronal atenuada e
proliferacdo de astrdcitos suprimida no hipocampo (XIE; ZHU; JI; TIAN et al., 2014),
salientando que ha um efeito importante da Ang-(1-7) na modulagéo central em parte mediada
pelo ON.

Procurando avaliar essas informacdes, foi aplicada a tarefa de stroop, comumente
utilizada para avaliar a atividade cognitiva que pode associar a fadiga mental (HUANG; GU,;
DENG; TSAI et al., 2019). Sendo considerada uma avaliacdo classica capaz de mensurar
diversos aspectos da funcdo cognitiva, incluindo velocidade de processamento de informacdes
e atencdo (HUANG; DENG; ZHENG; LIU, 2019), sendo também uma avaliacdo
neuropsicologica recomendada em pesquisas sobre exercicio e cognicdo (CHANG; CHU;
WANG; SONG et al., 2015). No presente estudo, nenhum efeito potencial da suplementacéo
com HPBCD-ANg-(1-7) foi percebido na tarefa de stroop.
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O eixo ECA 2/Ang-(1-7)/Mas possivelmente promove efeitos no rendimento esportivo
visto que, induz a liberacdo de Oxido nitrico (ON), por meio do aumento da atividade
enzimatica de eNOS (endothelial nitric oxide synthase). Bem como pela via de sinaliza¢do
dependente da proteina AKT (também chamada proteina quinase B), aumentando a liberacéo
de Oxido nitrico endotelial, promovendo assim vasodilatacdo (SAMPAIO, WALKYRIA
OLIVEIRA; SOUZA DOS SANTOS, ROBSON AUGUSTO; FARIA-SILVA, RAPHAEL; DA
MATA MACHADO, LEONOR TAPIAS et al., 2007). Além da liberacdo de ON, a Ang-(1-7)
potencializa a acdo da bradicinina (BK), outro potente vasodilatador (PAULA, RENATA D;
LIMA, CELSO V; KHOSLA, MAHESH C; SANTOS, ROBSON AS 1995). A BK participa
de maneira importante no rendimento fisico através da sua interagdo com o ON. Esses dados
sugerem fortemente que Ang-(1-7) pode recrutar a microvasculatura muscular e aumentar a
area da superficie endotelial microvascular, o que leva ao aumento do fornecimento de
nutrientes para a musculatura esquelética (FU; ZHAO; AYLOR; CAREY et al., 2014).

As evidéncias indicam que, além das acGes vasodilatadoras e centrais produzidas pela
Ang-(1-7), tém sido evidenciado um papel fundamental no controle metabdlico,
principalmente no controle da glicose, pois ratos transgénicos com altos niveis de Ang-(1-7)
circulante apresentam melhor tolerdncia a insulina e melhorou a captacdo de glicose
estimulada por insulina (SANTOS; BRAGA; MARIO; PORTO et al., 2010). No musculo, a
infusdo de Ang- (1-7) aumenta a captacdo de glicose por meio do receptor GLUT-4 (FU;
ZHAO; AYLOR; CAREY et al., 2014). Além disso, dados recentes de nosso grupo mostram
que ratos transgénicos, que possuem niveis aumentados de Ang- (1-7) circulante (2,5 vezes),
quando submetidos a exercicios extenuantes, apresentam menores variacdes de glicose
plasmatica e menor deplecdo de glicogénio hepatico e muscular (BECKER; TOTOU,;
MOURA; KANGUSSU et al., 2018). Recentemente, também foi demonstrado que em ratos
saudaveis, uma sessdo de exercicio melhora a sensibilidade vascular a insulina por meio de
Ang-(1-7) (GALLARDO-ORTIZ; VILLALOBOS-MOLINA; ECHEVERRIA-RODRIGUEZ,
2020). Todavia, a suplementacdo com Ang-(1-7) ndo foi capaz de demonstrar diferencas
significativas nos niveis plasmaticos de glicemia dos atletas de MTB submetidos ao protocolo
de TT20km.

O sistema renina angiotensina (SRA) é agora reconhecido por desempenhar um papel
importante em processos metabdlicos lipidicos. Em um estudo conduzido em camundongos
tratados com a formulagdo HPBCD-Ang-(1-7), foi observada uma melhora no metabolismo
lipidico, reducdo no perfil pré-inflamatério e da deposicdo de gordura no figado
(FELTENBERGER; ANDRADE; PARAISO; BARROS et al., 2013). Em outros estudos, a



42

atividade do eixo do receptor ACE2/Ang-(1-7)/Mas induziu perda de peso e diminuigdo da
obesidade visceral (AZUSHIMA; OHKI; WAKUI; UNEDA et al, 2017; DE KLOET,;
KRAUSE; WOODS, 2010). Reforcando esses achados, ratos tratados com Ang- (1-7) apesar
de apresentarem ingestdo caldrica semelhante, demonstraram redugdo na massa corporal e no
tecido adiposo branco, uma elevacdo na massa do tecido adiposo marrom e expressdo de
proteina desacopladora (UCP-1 e UCP-3), sugerindo uma melhora no metabolismo global
(BARBOSA:; DE SOUSA; DE CASTRO; CARNEIRO et al., 2019). A Ang- (1-7) pode ter
um efeito na diminuicdo dos niveis de expressdo de mRNA em genes que codificam proteinas
lipogénicas, como SREBP-1c (FELTENBERGER; ANDRADE; PARAISO; BARROS et al.,
2013). Ha evidéncias de que a Ang-(1-7) pode promover termogénese, manutencdo do
armazenamento e mobilizacdo de lipidios (FELTENBERGER; ANDRADE; PARAISO;
BARROS et al., 2013). Os dados apresentados indicam uma participacdo da Ang-(1-7) no
metabolismo de lipidios.

Esses achados anteriormente apresentados fornecem uma hipotese fisioldgica de que a
administracdo de Ang-(1-7) poderia alterar a sensibilidade a captagdo de glicose durante o
exercicio fisico e ainda aumentar a disponibilidade e ou oxidacdo de &cidos graxos livres,
consequentemente haveria uma melhor eficiéncia metabdlica global com maior rendimento
fisico. Sabe-se que o ciclismo é um esporte de resisténcia que depende principalmente da
capacidade aerobia para fornecer combustivel durante eventos de ciclismo de longa duracéo
(SHENOY; CHASKAR; SANDHU; PAADHI, 2012), a suplementacdo com Ang-(1-7) com
seus mecanismos de acdo pode ser um suplemento promissor para melhorar o desempenho
nesta modalidade. Entretanto, considerando as evidéncias da atuacdo da Ang-(1-7) no
metabolismo da musculatura esquelética, ndo foram observadas diferencas entre as condigcdes
HPBCD-ANg-(1-7) e HPBCD-Placebo nas andlises bioquimicas de lactato, glicose e AGNEs.

Em contradicdo a hipdtese do estudo, nenhuma mudanca nas variaveis de desempenho
fisico foi observada no teste de contrarrelogio (20km), no entanto, deve ser apontado, que a
suplementacdo com HPB-CD-Ang-(1-7) foi capaz de promover uma reducdo, nao significa,
no tempo de execucdo do TT20km, cerca de um minuto, além de apresentar RPM, whatts
méaximo e médio, e velocidade maior em comparacio a condicdo HPBCD-Placebo. E
importante enfatizar que um achado anterior do nosso laboratorio apresentou resultados
significativos para o aumento no tempo total de exercicio fisico, consumo de oxigénio e
eficiéncia mecénica, em um teste progressivo até a fadiga voluntaria com a suplementacéo
HPBCD-ANg-(1-7) em 14 atletas de MTB (dados né&o publicados).
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Apesar de ndo apresentar efeito significativo direto nas variaveis examinadas,
mudancas minimas no desempenho de resisténcia aerdbia em individuos bem treinados é
altamente representativo, a suplementacdo de HPPCD-Ang-(1-7) levou a um teste de
contrarrelégio mais curto, cerca de um minuto, para o alto rendimento esse resultado é
formidavel. Competi¢des mundiais de MTB séo decididas na casa dos segundos. Estudos
realizados em ciclistas, visando testar novos suplementos no aumento do rendimento,
encontraram resultados similares, sendo que o0s autores ndo encontraram diferencas
significativas, mas perceberam melhora em variaveis de rendimento (GARNACHO-
CASTANO; PALAU-SALVA; CUENCA; MUNOZ-GONZALEZ et al., 2018; OSBORNE;
STEWART; BEAGLEY; BORG et al., 2019).

Existem algumas incertezas quanto a relacdo dose-resposta, uma vez que a
suplementacdo com formulacdo pode ndo ter sido suficiente para alterar os niveis plasmaticos
de Ang-(1-7) e com isso um aumento da dose administrada possa ser um fator chave na
deteccdo de melhorias, ou ainda o tipo de teste ndo foi o melhor para desafiar o metabolismo e
ou gerar alteracdes metabdlicas, analises durante uma competicdo poderia ser mais eficaz para
obter resultados para a suplementac¢do com a formulagdo HPBCD-Ang-(1-7).

Finalmente, embora o presente estudo ndo tenha mostrado que a suplementacdo com a
formulagao HPBCD-ANg-(1-7) pode melhorar o desempenho em um teste de contrarreldgio,
investigacOes sdo necessarias para avaliar os possiveis efeitos da Ang-(1-7) no rendimento
fisico. N&o existem estudos na literatura que relacionam Ang-(1-7) e rendimento fisico em
humanos, esse estudo é uma tentativa de preencher essa lacuna. Novas metodologias e
dosagens precisam ser testadas em outros esportes e populacdes. A Ang-(1-7) apresenta fortes
indicios que podem contribuir para uma maior eficiéncia dos aportes nutricionais sobre o
desempenho e contribuicdo metabdlica que podem ser apreciadas nos esportes de alto
rendimento. Dados anteriores (MOTTA-SANTOS; DOS SANTOS; OLIVEIRA; QADRI et
al., 2016) e presentes (BECKER; TOTOU; MOURA; KANGUSSU et al., 2018) sugerem que
este peptideo tem alguns efeitos no desempenho fisico, porém estudos futuros sdo necessarios
para investigar os mecanismos envolvidos nesses efeitos.

O presente estudo apresenta algumas limitacdes, por exemplo, tamanho da amostra
reduzido, incapacidade de realizar metodologias invasivas, orientacdes de um profissional de

nutricdo qualificado para garantir que eles seguissem uma dieta semelhante.
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CONCLUSAO

A suplementagdo com Ang-(1-7) ndo melhorou o desempenho fisico de atletas de
MTB em um protocolo de contrarrelégio, bem como em medidas de percepcdo do esforgo
fisico: PSE e PSE da sessdo e variaveis bioquimicas. Para as variaveis cardiovasculares, 0s
resultados exibem uma diferenca significativa na PAM e PAD de repouso, 0 mesmo ndo foi

observado para PAS e FC de repouso e maxima.



45

FINANCIAMENTO

Este trabalho foi apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico; Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior; Pro-Reitoria de
Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto e Fundacdo de Amparo em Pesquisa do

Estado de Minas Gerais.



REFERENCIAS

ACUNA, M. J.; PESSINA, P.; OLGUIN, H.; CABRERA, D. et al. Restoration of muscle strength in
dystrophic muscle by angiotensin-1-7 through inhibition of TGF-f signalling. Human molecular
genetics, 23, n. 5, p. 1237-1249, 2014.

ALBRECHT, D. Angiotensin-(1-7)-induced plasticity changes in the lateral amygdala are mediated by
COX-2 and NO. Learning memory, 14, n. 3, p. 177-184, 2007.

ALMEIDA, J. A.; BOULLOSA, D. A.; PARDONQO, E.; LIMA, R. M. et al. The influence of ACE
genotype on cardiovascular fitness of moderately active young men. Arqg Bras Cardiol, 98, n. 4, p.
315-320, Apr 2012.

ANSARI, M.; NOURIAN, R.; KHODAEE, M. Mountain biking injuries. Current sports medicine
reports, 16, n. 6, p. 404-412, 2017.

AROOR, A. R.; DEMARCO, V.; JIA, G.; SUN, Z. et al. The role of tissue renin-angiotensin-
aldosterone system in the development of endothelial dysfunction and arterial stiffness. Frontiers in
endocrinology, 4, p. 161, 2013.

AVRILLON, S.; HUG, F.; GUILHEM, G. Bilateral differences in hamstring coordination in
previously injured elite athletes. Journal of Applied Physiology, 2020.

BAILEY, S. J; FULFORD, J.; VANHATALO, A.; WINYARD, P. G. et al. Dietary nitrate
supplementation enhances muscle contractile efficiency during knee-extensor exercise in humans.
Journal of applied physiology, 109, n. 1, p. 135-148, 2010.

BARRETT, A. J.; WOESSNER, J. F.; RAWLINGS, N. D. Handbook of proteolytic enzymes.
Elsevier, 2012. 419-426 p. 0080984150.

BASTOS, A. C.; MAGALHAES, G. S.; GREGORIO, J. F.; MATOS, N. A. et al. Oral formulation
angiotensin-(1-7) therapy attenuates pulmonary and systemic damage in mice with emphysema
induced by elastase. p. 151893, 2019.

BECKER, L. K.; TOTOU, N.; MOURA, S.; KANGUSSU, L. et al. Eccentric Overload Muscle
Damage is Attenuated By a Novel Angiotensin-(1-7) Treatment. Chinese Journal of Physiology, 39,
n. 10, p. 743-748, 2018.

BECKER, L. K.; TOTOU, N. L.; OLIVEIRA, M. F.; COELHO, D. B. et al. Lifetime overproduction
of circulating angiotensin-(1-7) in rats attenuates the increase in skeletal muscle damage biomarkers
after exhaustive exercise. Chinese Journal of Physiology, 62, n. 5, p. 226, 2019.

BENTER, I. F.; FERRARIO, C. M.; MORRIS, M.; DIZ, D. I. Antihypertensive actions of
angiotensin-(1-7) in spontaneously hypertensive rats. Am J Physiol, 269, n. 1 Pt 2, p. H313-319, Jul
1995.

BERGER, A. J.; ALFORD, K. Cardiac arrest in a young man following excess consumption of
caffeinated “energy drinks”. The Medical Journal of Australia, 190, n. 1, p. 41-43, 20009.



BORG, G. A. Psychophysical bases of perceived exertion. Med sci sports exerc, 14, n. 5, p. 377-381,
1982.

BURR, J. F.; DRURY, C. T.; IVEY, A. C.; WARBURTON, D. E. Physiological demands of downhill
mountain biking. Journal of sports sciences, 30, n. 16, p. 1777-1785, 2012.

CABELLO-VERRUGIO, C.; MORALES, M. G.; RIVERA, J. C.; CABRERA, D. et al. Renin-
angiotensin system: an old player with novel functions in skeletal muscle. Med Res Rev, 35, n. 3, p.
437-463, May 2015.

CHANG, Y. K,; CHU, C. H.; WANG, C. C.; SONG, T. F. et al. Effect of acute exercise and
cardiovascular fitness on cognitive function: An event-related cortical desynchronization study. J
Psychophysiology, 52, n. 3, p. 342-351, 2015.

CHEUNG, K.; HUME, P. A.; MAXWELL, L. Delayed onset muscle soreness. Sports medicine, 33,
n. 2, p. 145-164, 2003.

CISTERNAS, F.; MORALES, M. G.; MENESES, C.; SIMON, F. et al. Angiotensin-(1-7) decreases
skeletal muscle atrophy induced by angiotensin Il through a Mas receptor-dependent mechanism. Clin
Sci (Lond), 128, n. 5, p. 307-319, Mar 2015.

CLOSE, G. L.; SALE, C.; BAAR, K.; BERMON, S. et al. Nutrition for the prevention and treatment
of injuries in track and field athletes. International journal of sport nutrition exercise metabolism,
29, n. 2, p. 189-197, 2019.

CORTI, R.; BINGGELI, C.; SUDANO, I.; SPIEKER, L. et al. Coffee acutely increases sympathetic
nerve activity and blood pressure independently of caffeine content: role of habitual versus
nonhabitual drinking. Circulation, 106, n. 23, p. 2935-2940, 2002.

DE ALMEIDA, D. V. P.; PEREIRA, N. K.; MOREIRA, D. A. R. Efeitos Cardiovasculares da
Cafeina: Revisdo de literatura/Cardiovascular Effects of Caffeine: Literature Review. Revista
Ciéncias em Saude, 3, n. 2, p. 78-92, 2013.

DE VRIES, L.; REITZEMA-KLEIN, C. E.; METER-ARKEMA, A.; VAN DAM, A. et al. Oral and
pulmonary delivery of thioether-bridged angiotensin-(1-7). Peptides, 31, n. 5, p. 893-898, 2010.

DEL VALLE, E. M. Cyclodextrins and their uses: a review. Process biochemistry, 39, n. 9, p. 1033-
1046, 2004.

DIAS-PEIXOTO, M. F.; SANTOS, R. A.; GOMES, E. R.; ALVES, M. N. et al. Molecular
mechanisms involved in the angiotensin-(1-7)/Mas signaling pathway in cardiomyocytes.
Hypertension, 52, n. 3, p. 542-548, 2008.

DIBO, P.; MARANON, R. O.; CHANDRASHEKAR, K.; MAZZUFERI, F. et al. Angiotensin-(1-7)
inhibits sodium transport via Mas receptor by increasing nitric oxide production in thick ascending
limb. Physiological reports, 7, n. 5, p. 14015, 2019.



DONOGHUE, M.; HSIEH, F.; BARONAS, E.; GODBOUT, K. et al. A novel angiotensin-converting
enzyme-related carboxypeptidase (ACE2) converts angiotensin | to angiotensin 1-9. Circ Res, 87, n.
5, p. E1-9, Sep 2000.

DURAND, M. J.; ZINKEVICH, N. S.; RIEDEL, M.; GUTTERMAN, D. D. et al. Vascular actions of
angiotensin 1-7 in the human microcirculation: novel role for telomerase. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology, 36, n. 6, p. 1254-1262, 2016.

DURKALEC-MICHALSKI, K., NOWACZYK, P. M., GLOWKA, N.; GRYGIEL, A. Dose-
dependent effect of caffeine supplementation on judo-specific performance and training activity: a
randomized placebo-controlled crossover trial. Journal of the International Society of Sports
Nutrition, 16, n. 1, p. 38, 2019.

FELTENBERGER, J. D.; ANDRADE, J. M. O.; PARAISO, A.; BARROS, L. O. et al. Oral
formulation of angiotensin-(1-7) improves lipid metabolism and prevents high-fat diet-induced
hepatic steatosis and inflammation in mice. Hypertension, 62, n. 2, p. 324-330, 2013.

FERNANDES, T.; HASHIMOTO, N. Y.; MAGALHAES, F. C.; FERNANDES, F. B. et al. Aerobic
exercise training—induced left ventricular hypertrophy involves regulatory MicroRNAs, decreased
angiotensin-converting enzyme-angiotensin I, and synergistic regulation of angiotensin-converting
enzyme 2-angiotensin (1-7). Hypertension, 58, n. 2, p. 182-189, 2011.

FERRARIO, C. M.; IYER, S. N. Angiotensin-(1-7): a bioactive fragment of the renin-angiotensin
system. Regul Pept, 78, n. 1-3, p. 13-18, Nov 30 1998.

FERRARIO, C. M.; STRAWN, W. B. Role of the renin-angiotensin-aldosterone system and
proinflammatory mediators in cardiovascular disease. The American journal of cardiology, 98, n. 1,
p. 121-128, 2006.

FERREIRA, A. J.; SANTOS, R. A. Cardiovascular actions of angiotensin-(1-7). Braz J Med Biol
Res, 38, n. 4, p. 499-507, Apr 2005.

FILHO, A. G.; FERREIRA, A. J.; SANTOS, S. H. S.; NEVES, S. R. et al. Selective increase of
angiotensin (1-7) and its receptor in hearts of spontaneously hypertensive rats subjected to physical
training. Experimental physiology, 93, n. 5, p. 589-598, 2008.

FOSTER, C.; FLORHAUG, J. A.; FRANKLIN, J.; GOTTSCHALL, L. et al. A new approach to
monitoring exercise training. The Journal of Strength Conditioning Research, 15, n. 1, p. 109-115,
2001.

FRAGA-SILVA, R. A;; COSTA-FRAGA, F. P.; SOUSA, F. B. D.; ALENINA, N. et al. An orally
active formulation of angiotensin-(1-7) produces an antithrombotic effect. Clinics, 66, n. 5, p. 837-
841, 2011.

FU, Z.; ZHAO, L.; AYLOR, K. W.; CAREY, R. M. et al. Angiotensin-(1-7) recruits muscle
microvasculature and enhances insulin’s metabolic action via mas receptor. Hypertension, 63, n. 6, p.
1219-1227, 2014.



FYHRQUIST, F.; SAIJONMAA, O. Renin-angiotensin system revisited. Journal of internal
medicine, 264, n. 3, p. 224-236, 2008.

GALLARDO-ORT{Z, 1. A; VILLALOBOS-MOLINA, R.; ECHEVERRIA-RODRIGUEZ, O.
Potential role of angiotensin-(1-7) in the improvement of vascular insulin sensitivity after a bout of
exercise. Experimental Physiology, 105, n. 4, p. 600-605, 2020.

GANIO, M. S,; KLAU, J. F.; CASA, D. J.; ARMSTRONG, L. E. et al. Effect of caffeine on sport-
specific endurance performance: a systematic review. The Journal of Strength Conditioning
Research, 23, n. 1, p. 315-324, 2009.

GARG, K.; CORONA, B. T.; WALTERS, T. Losartan administration reduces fibrosis but hinders
functional recovery after volumetric muscle loss injury. Journal of Applied Physiology, 117, n. 10, p.
1120-1131, 2014.

GARNACHO-CASTANO, M. V.; PALAU-SALVA, G.; CUENCA, E.; MUNOZ-GONZALEZ, A. et
al. Effects of a single dose of beetroot juice on cycling time trial performance at ventilatory thresholds
intensity in male triathletes. Journal of the International Society of Sports Nutrition, 15, n. 1, p. 49,
2018.

GIRONACCI, M. M. Angiotensin-(1-7): beyond its central effects on blood pressure. Therapeutic
advances in cardiovascular disease, 9, n. 4, p. 209-216, 2015.

GIRONACCI, M. M.; VALERA, M. a. S.; YUINOVSKY, I.; PENA, C. Angiotensin-(1-7) inhibitory
mechanism of norepinephrine release in hypertensive rats. Hypertension, 44, n. 5, p. 783-787, 2004.

GIRONACCI, M. M.; VATTA, M.; RODRIGUEZ-FERMEPIN, M. n.; FERNANDEZ, B. E. et al.
Angiotensin-(1-7) reduces norepinephrine release through a nitric oxide mechanism in rat
hypothalamus. Hypertension, 35, n. 6, p. 1248-1252, 2000.

GRANIER, C.; ABBISS, C. R.; AUBRY, A.; VAUCHEZ, Y. et al. Power output and pacing during
international cross-country mountain bike cycling. International journal of sports physiology
performance, 13, n. 9, p. 1243-1249, 2018.

HO, C.-S.; LEE, M.-C.; CHANG, C.-Y.; CHEN, W.-C. et al. Beneficial effects of a negative ion patch
on eccentric exercise-induced muscle damage, inflammation, and exercise performance in badminton
athletes. Chinese Journal of Physiology, 63, n. 1, p. 35, 2020.

HUANG, L.; DENG, Y.; ZHENG, X.; LIU, Y. Transcranial direct current stimulation with halo sport
enhances repeated sprint cycling and cognitive performance. Frontiers in physiology, 10, p. 118,
2019.

HUANG, T.; GU, Q.; DENG, Z.; TSAI, C. et al. Executive Function Performance in Young Adults
When Cycling at an Active Workstation: An fNIRS Study. International journal of environmental
research public health, 16, n. 7, p. 1119, 20109.



IMPELLIZZERI, F. M.; MARCORA, S. M. The physiology of mountain biking. Sports medicine,
37,n. 1, p.59-71, 2007.

IRIE, T.; UEKAMA, K. Cyclodextrins in peptide and protein delivery. Advanced Drug Delivery
Reviews, 36, n. 1, p. 101-123, 1999.

IWATA, M.; COWLING, R. T.; GURANTZ, D.; MOORE, C. et al. Angiotensin-(1-7) binds to
specific receptors on cardiac fibroblasts to initiate antifibrotic and antitrophic effects. Am J Physiol
Heart Circ Physiol, 289, n. 6, p. H2356-2363, Dec 2005.

KERKSICK, C. M.; WILBORN, C. D.; ROBERTS, M. D.; SMITH-RYAN, A. et al. ISSN exercise &
sports nutrition review update: research & recommendations. Journal of the International Society of
Sports Nutrition, 15, n. 1, p. 38, 2018.

KERRIGAN, S.; LINDSEY, T. Fatal caffeine overdose: two case reports. Forensic science
international, 153, n. 1, p. 67-69, 2005.

KREIDER, R. Effects of protein and amino acid supplementation on athletic performance.
Sportscience, 3, n. 1, 1999.

LARSEN, F.; WEITZBERG, E.; LUNDBERG, J.; EKBLOM, B. Effects of dietary nitrate on oxygen
cost during exercise. Acta physiologica, 191, n. 1, p. 59-66, 2007.

LAURENT, D.; SCHNEIDER, K. E.; PRUSACZYK, W. K.; FRANKLIN, C. et al. Effects of caffeine
on muscle glycogen utilization and the neuroendocrine axis during exercise. The Journal of Clinical
Endocrinology Metabolism, 85, n. 6, p. 2170-2175, 2000.

LAZARONI, T. L.; RASLAN, A. C. S.; FONTES, W. R.; DE OLIVEIRA, M. L. et al. Angiotensin-
(1-7)/Mas axis integrity is required for the expression of object recognition memory. Neurobiology of
learning memory, 97, n. 1, p. 113-123, 2012.

LOPEZ-GONZALEZ, L. M.; SANCHEZ-OLIVER, A. J.; MATA, F.; JODRA, P. et al. Acute caffeine
supplementation in combat sports: a systematic review. Journal of the international society of
sports nutrition, 15, n. 1, p. 60, 2018.

LULA, I.; DENADAI, A. L.; RESENDE, J. M.; DE SOUSA, F. B. et al. Study of angiotensin-(1-7)
vasoactive peptide and its B-cyclodextrin inclusion complexes: complete sequence-specific NMR
assignments and structural studies. Peptides, 28, n. 11, p. 2199-2210, 2007.

MARQUES, F. D.; FERREIRA, A. J.; SINISTERRA, R. D.; JACOBY, B. A. et al. An oral
formulation of angiotensin-(1-7) produces cardioprotective effects in infarcted and isoproterenol-
treated rats. 57, n. 3, p. 477-483, 2011.

MARQUES, F. D.; MELO, M. B.; SOUZA, L. E.; IRIGOYEN, M. C. C. et al. Beneficial effects of
long-term administration of an oral formulation of Angiotensin-(1-7) in infarcted rats. International
journal of hypertension, 2012, 2012.



MAUGHAN, R. J.; BURKE, L. M.; DVORAK, J.; LARSON-MEYER, D. E. et al. IOC consensus
statement: dietary supplements and the high-performance athlete. International journal of sport
nutrition exercise metabolism, 28, n. 2, p. 104-125, 2018.

MCCOLLUM, L. T.; GALLAGHER, P. E.; TALLANT, E. A. Angiotensin-(1-7) abrogates mitogen-
stimulated proliferation of cardiac fibroblasts. Peptides, 34, n. 2, p. 380-388, Apr 2012.

MCLELLAN, T. M.; BELL, D. G. The impact of prior coffee consumption on the subsequent
ergogenic effect of anhydrous caffeine. International journal of sport nutrition exercise
metabolism, 14, n. 6, p. 698-708, 2004.

MEDINA, D.; ARNOLD, A. C. Angiotensin-(1-7): translational avenues in cardiovascular control.
American journal of hypertension, 32, n. 12, p. 1133-1142, 2019.

MEEUSEN, R.; WATSON, P.; HASEGAWA, H.; ROELANDS, B. et al. Central fatigue. Sports
Medicine, 36, n. 10, p. 881-909, 2006.

MENDONCA, L., MENDES-FERREIRA, P.; BENTO-LEITE, A.; CERQUEIRA, R. et al.
Angiotensin-(1-7) modulates angiotensin ll-induced vasoconstriction in human mammary artery.
Cardiovascular drugs therapy, 28, n. 6, p. 513-522, 2014.

MENESES, C.; MORALES, M. G.; ABRIGO, J.; SIMON, F. et al. The angiotensin-(1-7)/Mas axis
reduces myonuclear apoptosis during recovery from angiotensin Il-induced skeletal muscle atrophy in
mice. Pflugers Arch, 467, n. 9, p. 1975-1984, Sep 2015.

MJ@S, I.; THORSEN, E.; HAUSKEN, T.; LIED, E. et al. The effect of low dose marine protein
hydrolysates on short-term recovery after high intensity performance cycling: a double-blinded
crossover study. Journal of the International Society of Sports Nutrition, 16, n. 1, p. 48, 2019.

MOLINA, G. E.; ROCCO, G. F.; FONTANA, K. E. Desempenho da poténcia anaerdbia em atletas de
elite do mountain bike submetidos & suplementacdo aguda com creatina. Revista Brasileira de
Medicina do Esporte, 15, n. 5, p. 374-377, 20009.

MORALES, M. G.; ABRIGO, J.; ACUNA, M. J.; SANTOS, R. A. et al. Angiotensin-(1-7) attenuates
disuse skeletal muscle atrophy in mice via its receptor, Mas. Disease models & mechanisms, 9, n. 4,
p. 441-449, 2016.

MORALES, M. G.; ABRIGO, J.; MENESES, C.; CISTERNAS, F. et al. Expression of the Mas
receptor is upregulated in skeletal muscle wasting. Histochemistry, 143, n. 2, p. 131-141, 2015.

MOTTA-SANTOS, D.; DOS SANTOS, R. A. S.; OLIVEIRA, M.; QADRI, F. et al. Effects of ACE2
deficiency on physical performance and physiological adaptations of cardiac and skeletal muscle to
exercise. Hypertension Research, 39, n. 7, p. 506, 2016.

MURRAY, K. O.; PARIS, H. L.; FLY, A. D.; CHAPMAN, R. F. et al. Carbohydrate mouth rinse
improves cycling time-trial performance without altering plasma insulin concentration. Journal of
sports science medicine, 17, n. 1, p. 145, 2018.



OSBORNE, J. O.; STEWART, |. B.; BEAGLEY, K. W.; BORG, D. N. et al. Acute glutamine
supplementation does not improve 20-km self-paced cycling performance in the heat. European
Journal of Applied Physiology, 119, n. 11-12, p. 2567-2578, 2019.

PATEL, V. B.; ZHONG, J.-C.; GRANT, M. B.; OUDIT, G. Y. Role of the ACE2/angiotensin 1-7 axis
of the renin—angiotensin system in heart failure. Circulation research, 118, n. 8, p. 1313-1326, 2016.

PAULA, R. D.; LIMA, C. V.; KHOSLA, M. C.,; SANTOS, R. A. Angiotensin-(1-7) potentiates the
hypotensive effect of bradykinin in conscious rats. Hypertension, 26, n. 6 Pt 2, p. 1154-1159, Dec
1995.

PAULA, R. D.; LIMA, C. V.; KHOSLA, M. C.; SANTOS, R. A. Angiotensin-(1-7) potentiates the
hypotensive effect of bradykinin in conscious rats. J Hypertension, 26, n. 6, p. 1154-1159, 1995.

PEACH, M. J. Renin-angiotensin system: biochemistry and mechanisms of action. Physiological
reviews, 57, n. 2, p. 313-370, 1977.

PELCHOVITZ, D. J.; GOLDBERGER, J. J. Caffeine and cardiac arrhythmias: a review of the
evidence. The American journal of medicine, 124, n. 4, p. 284-289, 2011.

PETTY, W. J.; MILLER, A. A.; MCCOY, T. P.; GALLAGHER, P. E. et al. Phase | and
pharmacokinetic study of angiotensin-(1-7), an endogenous antiangiogenic hormone. Clinical Cancer
Research, 15, n. 23, p. 7398-7404, 2009.

PROENCA, J. K. Estudo clinico (FASE1) da farmacocinética e tolerabilidade de uma nova
formulacdo oral do peptideo angiotensina-(1-7) incluido em HP-beta-ciclodextrina em
voluntarios saudaveis. Orientador: FOSCOLO, R. B. 2016. Mestrado Profissional - Inovagio
Tecnoldgica Intelectual - Instituto de Ciéncias Bioldgicas Universidade Federal de Minas Gerais.

PUTHUCHEARY, Z.; SKIPWORTH, J. R.; RAWAL, J.; LOOSEMORE, M. et al. The ACE gene and
human performance: 12 years on. Sports Med, 41, n. 6, p. 433-448, Jun 1 2011.

RIGAT, B.; HUBERT, C.; ALHENC-GELAS, F.; CAMBIEN, F. et al. An insertion/deletion
polymorphism in the angiotensin I-converting enzyme gene accounting for half the variance of serum
enzyme levels. J Clin Invest, 86, n. 4, p. 1343-1346, Oct 1990.

RIQUELME, C.; ACUNA, M. J.; TORREJON, J.; REBOLLEDO, D. et al. ACE2 is augmented in
dystrophic skeletal muscle and plays a role in decreasing associated fibrosis. PL0oS One, 9, n. 4, 2014.

ROKS, A. J; VAN GEEL, P. P.; PINTO, Y. M.; BUIKEMA, H. et al. Angiotensin-(1-7) is a
modulator of the human renin-angiotensin system. Hypertension, 34, n. 2, p. 296-301, 1999.

SAMPAIO, W. O.; SOUZA DOS SANTOS, R. A,; FARIA-SILVA, R.; DA MATA MACHADO, L.
T. et al. Angiotensin-(1-7) through receptor Mas mediates endothelial nitric oxide synthase activation
via Akt-dependent pathways. Hypertension, 49, n. 1, p. 185-192, Jan 2007.



SAMPAIO, W. O.; SOUZA DOS SANTOS, R. A,; FARIA-SILVA, R.; DA MATA MACHADQO, L.
T. et al. Angiotensin-(1-7) through receptor Mas mediates endothelial nitric oxide synthase activation
via Akt-dependent pathways. J Hypertension, 49, n. 1, p. 185-192, 2007.

SANTOS, R. A. Angiotensin-(1-7). Hypertension, 63, n. 6, p. 1138-1147, 2014.

SANTOS, R. A.; CAMPAGNOLE-SANTOS, M. J.; ANDRADE, S. P. Angiotensin-(1-7): an update.
Regul Pept, 91, n. 1-3, p. 45-62, Jul 28 2000.

SANTOS, R. A;; E SILVA, A. C. S.;; MARIC, C.; SILVA, D. M. et al. Angiotensin-(1-7) is an
endogenous ligand for the G protein-coupled receptor Mas. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 100, n. 14, p. 8258-8263, 2003.

SANTOS, R. A. S.; OUDIT, G. Y.; VERANO-BRAGA, T.; CANTA, G. et al. The renin-angiotensin
system: going beyond the classical paradigms. American Journal of Physiology-Heart Circulatory
Physiology, 316, n. 5, p. H958-H970, 2019.

SANTOS, R. A. S.; SAMPAIO, W. O.; ALZAMORA, A. C.; MOTTA-SANTOS, D. et al. The
ACE2/angiotensin-(1-7)/MAS axis of the renin-angiotensin system: focus on angiotensin-(1-7).
Physiological reviews, 98, n. 1, p. 505-553, 2018.

SANTOS, S. H. S.; BRAGA, J. F.; MARIO, E. G.; PORTO, L. C. J. et al. Improved lipid and glucose
metabolism in transgenic rats with increased circulating angiotensin-(1-7). Arterioscler Thromb
Vasc Biol., 30, n. 5, p. 953-961, 2010.

SASAKI, S.; HIGASHI, Y.; NAKAGAWA, K.; MATSUURA, H. et al. Effects of angiotensin-(1-7)
on forearm circulation in normotensive subjects and patients with essential hypertension.
Hypertension, 38, n. 1, p. 90-94, 2001.

SCHINZARI, F.; TESAURO, M.; VENEZIANI, A.; MORES, N. et al. Favorable vascular actions of
angiotensin-(1-7) in human obesity. Hypertension, 71, n. 1, p. 185-191, 2018.

SHENOY, S.; CHASKAR, U.; SANDHU, J. S.; PAADHI, M. M. Effects of eight-week
supplementation of Ashwagandha on cardiorespiratory endurance in elite Indian cyclists. Ayurveda
Integr Med., 3, n. 4, p. 209, 2012.

SMITH, J. C.; STEPHENS, D. P.; HALL, E. L.; JACKSON, A. W. et al. Effect of oral creatine
ingestion on parameters of the work rate-time relationship and time to exhaustion in high-intensity
cycling. European journal of applied physiology occupational physiology, 77, n. 4, p. 360-365,
1998.

SOKMEN, B.; ARMSTRONG, L. E.; KRAEMER, W. J.; CASA, D. J. et al. Caffeine use in sports:
considerations for the athlete. The Journal of Strength Conditioning Research, 22, n. 3, p. 978-986,
2008.



SPRIET, L.; MACLEAN, D.; DYCK, D.; HULTMAN, E. et al. Caffeine ingestion and muscle
metabolism during prolonged exercise in humans. American Journal of Physiology-Endocrinology
Metabolism, 262, n. 6, p. E891-E898, 1992.

STOET, G. PsyToolkit: A software package for programming psychological experiments using Linux.
J Behavior Research Methods, 42, n. 4, p. 1096-1104, 2010.

STOET, G. PsyToolkit: A novel web-based method for running online questionnaires and reaction-
time experiments. J Teaching of Psychology, 44, n. 1, p. 24-31, 2017.

STROOP, J. R. Studies of interference in serial verbal reactions. Journal of Experimental
Psychology: General, 121, n. 1, p. 15, 1992.

SUKUMARAN, V.; VEERAVEEDU, P.; GURUSAMY, N.; LAKSHMANAN, A. et al. Telmisartan
acts through the modulation of ACE-2/ANG 1-7/mas receptor in rats with dilated cardiomyopathy
induced by experimental autoimmune myocarditis. Life Sci., 90, p. 289-300, 2012.

TALLANT, E. A.; FERRARIO, C. M.; GALLAGHER, P. E. Angiotensin-(1-7) inhibits growth of
cardiac myocytes through activation of the mas receptor. American Journal of Physiology-Heart
Circulatory Physiology, 289, n. 4, p. H1560-H1566, 2005.

TE RIET, L.; VAN ESCH, J. H.; ROKS, A. J.; VAN DEN MEIRACKER, A. H. et al. Hypertension:
renin—-angiotensin—aldosterone system alterations. Circulation research, 116, n. 6, p. 960-975, 2015.

TIPNIS, S. R.; HOOPER, N. M.; HYDE, R.; KARRAN, E. et al. A human homolog of angiotensin-
converting enzyme. Cloning and functional expression as a captopril-insensitive carboxypeptidase. J
Biol Chem, 275, n. 43, p. 33238-33243, Oct 2000.

TOTOU, N. L. UTILIZACAO DA FORMULAGCAO HPB-CD AN(}IOTENSINA—(l—?) COMO
ESTRA‘I"EGIA'DE TRATAMENTO PREVENTIVO DAS LESOES MUSCULARES POS-
EXERCICIO FISICO. 2016. 56 f. - Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Ouro Preto.

UEDA, S.; MASUMORI-MAEMOTO, S.; WADA, A.; ISHII, M. et al. Angiotensin (1-7) potentiates
bradykinin-induced vasodilatation in man. Journal of hypertension, 19, n. 11, 2001.

VAN DUINEN, H.; LORIST, M. M.; ZIJDEWIND, |. The effect of caffeine on cognitive task
performance and motor fatigue. Psychopharmacology, 180, n. 3, p. 539-547, 2005.

WHITSETT, T. L.; MANION, C. V.; CHRISTENSEN, H. D. Cardiovascular effects of coffee and
caffeine. The American journal of cardiology, 53, n. 7, p. 918-922, 1984.

WU, C.; LU, H.; CASSIS, L. A.; DAUGHERTY, A. Molecular and pathophysiological features of
angiotensinogen: a mini review. North American journal of medicine science, 4, n. 4, p. 183, 2011.

XIE, W.; ZHU, D.; JI, L.; TIAN, M. et al. Angiotensin-(1-7) improves cognitive function in rats with
chronic cerebral hypoperfusion. Brain research, 1573, p. 44-53, 2014.



ZAJAC, A.; CHALIMONIUK, M.; GOLAS, A.; LNGFORT, J. et al. Central and peripheral fatigue
during resistance exercise—A critical review. Journal of human kinetics, 49, n. 1, p. 159-169, 2015.

ZHANG, F.; TANG, H.; SUN, S.; LUO, Y. et al. Angiotensin-(1-7) induced vascular relaxation in
spontaneously hypertensive rats. Nitric Oxide, 88, p. 1-9, 2019.



APENDICE

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

UNIVERSIDADDE FEDERAL DE OUREO PRETO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (DE ACORDO COM O ITEM
IV DA RESOLUCAO 196/96 DO CNS)

Através do TCLE gostaria de convida-lo a participar do projeto de pesquisa
“Angiotensina-(1-7) como novo suplemento ergogénico para praticantes de exercicio
fisico”, 0 mesmo tem objetivo de avaliar o efeito do tratamento com a formulagdo oral
HPBCD-Angiotensina-(1-7) na melhora do rendimento fisico de atletas e praticantes de
exercicios fisicos.

Procedimentos

Os participantes que interessar a participar da pesquisa devem ser submetidos a uma avaliagcdo
médica prévia para avaliar se 0 mesmo esta apto a participar do projeto e realizar 0s testes
propostos. Em seguida sera agendado uma data eletiva na qual deverd comparecer ao
laboratério de Fisiologia do Exercicio da Universidade Federal de Ouro Preto para a
realizacdo de uma bateria de testes fisicos para a determinacdo da capacidade aerdbia e
anaerodbica através de um teste de ergoespirométrico que ocorrera em um ciclo ergdmetro de
pernas em um teste (TT20km-contra relégio e Wingate). Vocé como voluntario convidado
devera fazer o uso oral da HBP-CD-Angiotensina- (1-7) (3g) ¢ HBP-CD-Placebo, 3 horas
antes dos testes com sete dias de intervalo entre as condicdes. O delineamento do estudo se
apresenta de forma randomizada duplo cego cross over, desta forma se o voluntario iniciar na
condicdo placebo apds 7 dias ele retornara na condicdo contraria. Este suplemento é
constituido por aminoacidos e o proprio organismo produz, ndo oferece nenhum risco a sua
saude, pois 0 mesmo ja foi administrado em doses maiores (700 pg/kg) sem riscos ao
individuo, considerando que € menor do que a dose que apresentou toxicidade.

Confidencialidade dos dados

As informacdes obtidas durante o teste serdo tratadas de forma restrita e confidencial. Os
dados da pesquisa serdo armazenados pelo coordenador da pesquisa (Professora Dr. Lenice
Kappes Becker) em computadores do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio (Sala 24) do
Centro Desportivo da Universidade Federal de Ouro Preto (CEDUFOP), e as amostras de
sangue e urina serdo armazenadas em um freezer no mesmo local, ambos armazenados por
um periodo maximo de 5 anos. Os dados nédo serdo liberados ou revelados para mais nenhuma
pessoa a ndo ser 0s responsaveis pela analise e escrita dos resultados. As informac6es obtidas
serdo publicadas por meio de defesa plblica de dissertacdo de mestrado e posteriormente
publicadas em revistas cientificas da area da salde. Pode estar certo que sua privacidade e



anonimato serdo garantidos. Os dados e a identidade dos voluntarios serdo mantidos sobre
sigilo.

Critérios de inclusao

Atletas e praticantes de exercicio fisico envolvido em seu programa de treinamento & pelo
Menos um ano.

Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo serdo: 1) ser maior de 18 anos, 2) por livre e espontanea vontade do
voluntario; 3) ndo comparecimento na bateria de testes fisicos no dia e hora programados; 4)
apresentar algum tipo de enfermidade que comprometa a coleta dos dados; 5) individuos com
qualquer tipo de patologia; 6) fumantes; 7) facam uso de medicamentos como anti-
inflamatorios e antibidticos e/ou outros que possam comprometer dados da pesquisa; 8) bem
como suplementos que interferem nos parametros cardiovasculares como (cafeina e guarana).

Coleta Sanguinea

Aliquotas de sangue serdo retiradas por um profissional flebo6tomista capacitado, atraves de
puncdo venosa padrdo tecnica a partir da veia antecubital. Aproximadamente 12 ml de
amostras de sangue serdo colhidas em tubos vacutainers contendo heparina, soro ou EDTA. O
voluntario podera apresentar certo desconforto pelas pungdes sanguineas que ocorrera antes,
apos, 24, 48 e 72h apos a bateria de testes (em média, serdo realizadas 10 pungdes durante
todo delineamento do estudo).

Riscos esperados

Dores musculares tardias, ou sensacdo de cansaco, em decorréncia da realizacdo do teste no
cicloergdbmetrico de pernas que podem desaparecer entre 2 e 5 dias. Riscos gerais que
envolvem a pratica de atividade fisica devem ser considerados como lesdes
musculoesqueléticas. Entretanto, o voluntario realizara uma atividade fisica em condicdes
conhecidas, com toda assisténcia necessaria se for o caso. Hematomas que podem aparecer no
local da coleta de sangue. Porém, a coleta de sangue sera realizada por um profissional
fleb6tomista treinado sob condicGes de seguranca que minimizam os riscos para a realizacao
deste projeto.

Beneficios esperados

Os beneficios serdo de forma direta, obter informacdo sobre a demanda fisiologica imposta ao
seu organismo em decorréncia do teste de esforco fisico aerébico e anaerdbico e parametros
de recuperacdo pos-teste e entrega gratuita da avaliacdo fisica com todos os parametros
coletados durante a bateria de testes fisico realizado pelo voluntério, e de forma indireta, pois
esta pesquisa ajudara na compreensdo de mecanismos importantes associados aos beneficios
do tratamento com a formulacdo HBP-CD-Angiotensina-(1-7) como um possivel suplemento
sem efeitos colaterais.

Eventuais despesas médicas



Estd previsto pagamento de eventuais despesas médicas para os voluntarios. Todas as
despesas especificamente relacionadas com o estudo sd&o de responsabilidade dos
pesquisadores. Caso ocorra algum dano decorrente a pesquisa fica a garantia de indenizagéo e
ressarcimento. Quaisquer despesas tidas pelos participantes da pesquisa e dela decorrentes
(como por exemplo transporte) e demais informadas pelo voluntéario sera reembolsado pelos
pesquisadores do estudo.

Remuneracéo ao voluntario

N&o esté prevista qualquer forma de remuneracdo ou pagamento ao voluntario participante da
pesquisa.

Duvidas e possiveis questionamentos

Vocé dispbe de total liberdade para esclarecer questdes que possam surgir durante o
andamento da pesquisa. Qualquer davida, por favor, entre em contato com os pesquisadores
responsaveis pelo estudo: Lenice Kappes Becker, tel: (31) 9 8897-6327; Samara Silva de
Moura, tel: (31) 9 9301-3766; Francisco de Assis Dias Martins Junior, tel: (31) 9 9344-0573.

Suspensao da pesquisa

Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer momento, sem
precisar se justificar. Vocé também deve compreender que os pesquisadores podem decidir
sobre a sua exclusdo do estudo por razGes cientificas, sobre as quais vocé sera devidamente
informado.

Contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto

Segue também o contato do comité de ética em pesquisa da Universidade Federa de Ouro
preto: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto, Campus
Universitario — Morro do Cruzeiro, na Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo, ICEB -
Ouro Preto (MG), ou pelo telefone (31) 3559-1368, e-mail: cep.propp@ufop.edu.br sempre
que desejar sanar ddvidas éticas. Uma coOpia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ficara com vocé.

Livre Consentimento:

Concordo com todo o que foi exposto acima e, voluntariamente, aceito participar deste
estudo, que serd realizado no Laboratério de Fisiologia do Exercicio da Universidade Federal
de Ouro Preto.

Ouro Preto de de 2019

Assinatura do Voluntario

Pesquisador


mailto:cep.propp@ufop.edu.br

ANEXOS

ANEXO A-PERCEPCAO SUBJETIVA DE ESFORCO (PSE)

PERCEPCAO SUBJETIVA DA SESSAO (SPSE)

ESCALA DE BORG ADAPTADA
PERCEPCAO DE ESFORCO

REPOUSO

DEMASIADO LEVE
MUITO LEVE
MUITO LEVE-LEVE

LEVE
LEVE-MODERADO

MODERADO
MODERADO-INTENSO
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