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RESUMO

A metformina (MET) apresenta um potencial efeito ergogénico quando administrada em
conjunto com exercicio fisico, sendo benéfica no desempenho por aumentar o tempo até
exaustdo. Evidéncias demonstraram que a MET promove um aumento da recuperagédo
apos esforcos de alta intensidade, o que pode potencializar o desempenho em atividades
intervaladas. Neste contexto, a utilizagcdo da MET pode ser benéfica para o treinamento
de nadadores, que € caracterizado por esforcos continuos de alta intensidade durante a
maioria das sessdes. Desse modo, 0 presente estudo investigara os possiveis efeitos da
MET sobre a qualidade de uma sessdo de treinamento tipico (10 x 50 m, em intensidade
maxima, separados por 3 min), pardmetros de forca em nado atado e a participacdo
metabdlica em diferentes provas da natacdo. Para isso 20 nadadores serdo submetidos a
um estudo duplo cego e randomizado, participando de dois experimentos dispostos ao
longo de 5 semanas. No primeiro experimento sera investigado a qualidade (i.e.
parametros mecanicos, fisioldgicos, neuromusculares e desempenho) de uma sessdo
tipica e os efeitos sobre a forca durante um esforco méximo de 30s em nado atado. No
segundo experimento, o desempenho e a participacdo metabdlica, serdo avaliados em
esforcos de 50, 100 e 400m. As avaliagOes respeitardo um intervalo minimo de 72 horas
as quais 3 horas horas e meia antes dos testes os individuos administrardo uma cépsula
contendo 500mg de MET ou placebo. Os parametros analisados na série tipica serdo
tratados por meio do modelo de andlise mista, enquanto que outras analises serdo

realizadas pelo teste t de Student (p < 0,05).
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INTRODUCAO

Drogas da classe biguanida como a guanidina e fenformina vem sendo estudadas
por mais de 50 anos para o tratamento de pacientes que sofrem do distarbio metabdlico:
diabetes mellitus tipo Il (1). Embora inicialmente as drogas biguanidas frequentemente
apresentassem um quadro clinico de acidose latica (2), a metformina (MET), apesar de
também pertencer a classe biguanidas (3), passou a ser um dos medicamentos mais
usados entre pacientes que apresentavam diabetes mellitus tipo Il por apresentar menor

probabilidade desse quadro de acidose latica (4).

A MET é um composto hidrofilico que é assimilado por absorcédo oral, tem sua
captacdo feita por meio do figado e, posteriormente, excrecdo realizada pelos rins (5)
sem sofrer metabolizacdo (6). Os locais mais comuns onde a MET se acumula, e
consequentemente desempenha suas alteracdes funcionais, sdo o intestino, o figado, o
tecido muscular e os rins (7), sendo que seu deslocamento venoso € feito em grande

parte por transportadores de cation orgéanico (OCT-1) (5).

Em individuos insulino-dependentes a MET tem importante funcdo no intestino
(8) aumentando a secrecdo do peptideo semelhante a glucagon-1 (GLP-1), presente nas
células endocrina L, aumentando a captacdo de glicose, a efetividade da insulina em
células beta-pancreaticas e reduzindo a secrecdo de glucagon das células alfa-
pancreaticas (9). Além disso ela também reduz a atividade da enzima dipeptidil

dipeptisase-4 (DPP-4), responsavel pela degradacdo de GLP-1 (10).

No figado a MET diminui a eficacia da producdo do glucagon, reduzindo a
resposta ciclica da adenosina monofosfato (AMP). Esta resposta reduz a agdo da
proteina quinase-A (PKA) e consequentemente, anula a fosforilacdo das proteinas
relacionadas ao ciclo do glucagon. Assim, a utilizacdo da MET leva a supressao da

gliconeogénese (11).

Estudos apontam para outra alteracdo proveniente da ingestdio da MET nos
hepatdcitos, essa por sua vez leva o complexo | de respiracdo mitocondrial a sofrer uma
inibicdo, que resulta no comprometimento parcial da produgdo de adenosina trifosfato
(ATP) e no consequente aumento da razdo AMP/ATP (12). Essa razdo aumentada, por
sua vez causa uma maior ativacao na proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (13),
promovendo um aumento da efetividade da insulina, reduzindo a taxa de

gliconeogénese e glicogenolise (14).



A MET também atua no musculo esquelético, aumentando o recrutamento de
transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT-4) (4, 15). Essa a¢do em conjunto com o
favorecimento do uso da glicolise e do sistema ATP-fosfocreatina (CP), como via
energética, torna o sistema ideal para potencializacdo da performance (12, 16),

principalmente relacionado a exercicios de alta intensidade (17).

Outro efeito proveniente da administracdo de MET ¢é o aumento do PGC-1a,
proteina co-ativadora responsavel por regulacdo da expresséo de enzimas oxidativas em
varias células (18). Sua acdo afeta diretamente a oxidacéo de lipidios e a funcionalidade
da gliconeogénese (19). Entretanto, o aumento da PGC-lo proveniente da
administragdo de MET (18), diminui a expressdo de enzimas responsaveis pela
gliconeogénese (e.g., fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose 6-fosfatase
(G6Pase)) (20).

Finalmente, muitos estudos voltam seus esforgos para provar os inumeros
beneficios da administracdo de MET, sendo ela capaz de melhorar os mecanismos de
captacdo de glicose (14, 21), potencializar os efeitos da insulina (22, 23) e suprimir a
adipogénese (24). De fato, a MET parece proporcionar uma condicdo celular propicia
para potencializacdo de desempenho. Entretanto, devemos considerar que o efeito da

administracdo de MET em individuos saudaveis ainda é pouco estudado (12, 25-28).

Johnson et al. (26) realizaram um estudo administrando MET em individuos
saudaveis e encontraram que: ap6s a ingestdo de metformina, os participantes
apresentaram menores niveis lactacidémicos durante o exercicio continuo e uma maior
média de consumo de oxigénio durante o exercicio incremental sem alteracdo no o
consumo maximo de oxigénio (VOamax). Entretanto, a relacéo entre a MET e 0 consumo
de oxigénio ainda ndo estd bem estabelecido, uma vez que outro estudo em individuos
saudaveis tenha encontrado diminuigdo do VOzmax (27). Apesar da utilizacdo da
avaliacdo de consumo de oxigénio, ambos estudos ndo quantificaram a contribuigéo
metabolica durante os esforgos, propiciando uma lacuna sobre o funcionamento da via

anaerdbia.

Além do consumo de oxigénio, o estudo de Learsi et al. (12), adicionalmente,
estabeleceu a participacdo de cada via metabolica durante um esforgo supra-maximo.
Neste estudo foi verificado um aumento no tempo até exaustdo promovido pela

administracdo de 500 mg de MET em individuos saudaveis, o que foi relacionado com o



aumento da contribuicdo do metabolismo anaerdbio alatico (CMAA). Estes resultados
podem ser explicados pela capacidade da MET em aumentar as quantidades de ADP e
fosfocreatina (29), que estimulam a enzima creatina quinase e, consequentemente,

favorecem a producao de ATP pelo sistema anaerdbio alatico (30).

Embora a administracdo de MET apresente potencial para a melhora do
desempenho aerdbio e anaerébio em individuos saudaveis, poucos estudos investigaram
seus efeitos em individuos saudaveis (26, 27) e apenas um estudo teve seu foco voltado

para o desempenho (12).

Considerando o potencial efeito da MET no campo esportivo, a natacdo é um
esporte que poderia se beneficiar. Sendo uma modalidade caracterizada por diferentes
magnitudes de esforcos realizados de maneira continua ou intervalada em diferentes

distancias, a natacdo induz a participacao de diferentes vias metabdlicas (31).

Além disso, frequentemente durante os treinamentos aplicados a natagdo voltada
para o rendimento, o nadador é submetido a esforgos intermitentes de alta intensidade,
onde o metabolismo anaer6bio é predominante durante o exercicio, mas a recuperacdo
entre os esforcos € realizada pelo metabolismo aerdbio. Assim, teoricamente, a
utilizacdo de MET pode apresentar efeitos benéficos tanto para o desempenho
especifico de uma prova curta na natacdo competitiva, como para a manutencdo dos
esforgos durante os treinamentos, aumentando a qualidade das séries aplicadas ao longo

da temporada.

Com base nas informacOes apresentadas anteriormente, foi elaborada a seguinte
pergunta central:

A MET pode potencializar a qualidade das sessdes de treinamento e o

desempenho de nadadores?

JUSTIFICATIVA

Estudos apontam que a MET é capaz de estimular inGmeras cascatas
sinalizadoras (11, 14, 18, 24) que podem potencializar as respostas dos metabolismos
energéticos (13, 32). Se essa ldgica se mantiver, espera-se que a administracdo de MET
em nadadores saudaveis resulte em beneficios metabolicos, melhora do desempenho e

na manutencdo da qualidade das sessdes de treinamento realizadas em alta intensidade.



Assim, o presente projeto cientifico justifica-se pela sua importancia em relacdo as
possiveis respostas positivas com o uso da MET e por alguns aspectos inovadores, 0s
quais serdo apresentados abaixo.

Estudos sobre a natacdo

As provas de natacdo diferenciam-se conforme a distancia percorrida, que pode
variar entre 50 e 1500 m quando realizada em piscina (33). Considerando os tempos
realizados nestas distancias, podemos observar uma interacdo entre os metabolismos
energéticos, onde as provas de curta duracdo (i.e., 50 a 100 m) possuem um predominio
anaerobio e as de média e longa duracdo (i.e., 200 a 1500 m) sdo caracterizadas pelo
predominio do metabolismo aer6bio (34, 35). Neste contexto, embora adaptacGes
positivas sejam observadas para ambos 0s metabolismos, a utilizacdo de MET pode ter
diferentes efeitos conforme a distancia percorrida durante a prova, 0 que ainda precisa

ser testado experimentalmente.

Embora o desempenho na natacdo seja caracterizado por esforcos continuos,
durante as sessdes de treinamento os nadadores sdo submetidos a esforgos intermitentes,
frequentemente caracterizados por esforgos de alta intensidade, separados por intervalos
de recuperagdo passiva (31). Durante os esforgcos de alta intensidade, o metabolismo
anaerdbio é predominante (36, 37). Entretanto, se os intervalos de recupera¢do ndo
forem suficientes para a ressintese do metabolismo alatico e para a remoc¢do dos
metabdlitos provenientes do metabolismo latico, a contribuicdo do metabolismo aerébio
(CMA) aumenta durante os esfor¢os, podendo se tornar predominante (37). Além disso,
tanto a ressintese aladtica como a remocdo dos metabdlitos laticos sdo
auxiliados/realizados pelo metabolismo aer6bio (38), demonstrando a importancia da
via oxidativa para a manutencdo do desempenho durante as séries de treinamento

aplicadas na natacdo.

Dentre as séries tipicas aplicadas durante os treinamentos em natacdo, destaca-se
as séries para a producéo de lactato (Vel-2). Conforme padronizado por Maglischo (31),
estas séries possuem um volume entre 200 e 600 m, divididos em esforgos de 25 a 100
m. O principal objetivo deste modelo de série é potencializar a via glicolitica,
aumentando a captacdo de glicose e a velocidade da glicolise (31). Entretanto, na

pratica, uma diminuicdo de desempenho pode ser observado durante este modelo de



série (39, 40). Neste contexto, a utilizagdo da MET pode ser benéfica para a qualidade

deste tipo de série, diminuindo a queda do desempenho ao longo dos esfor¢os.

Desse modo, o presente projeto ira testar a efetividade da MET tanto em melhorar
0 desempenho como na qualidade de uma série de Vel-2. Para isso, serdo investigados
0s desempenhos de 50, 100 e 400 m, contemplando esforgcos comumente realizados
durante as competicdes e com predominancia anaerébia e aerobia (37). Além disso,
investigaremos os possiveis beneficios da MET em uma série composta por 10 esforgcos
de 50 m, realizados em méaxima intensidade e separados por 3 min de recuperagédo
passiva (31). Com isso, esperamos contribuir significativamente para o conhecimento

sobre os possiveis fatores intervenientes no desempenho e treinamento em natagao.

Forca e parametros mecanicos

Diferentemente da corrida, na natacdo a técnica de nado possui um peso maior
para o desempenho (31). Neste sentido, a propulsdo na agua é dependente tanto da forca
aplicada como da capacidade do nadador vencer a resisténcia imposta pela agua (33).
Com relacdo a forca aplicada, o teste de 30s em nado atado € amplamente utilizado para
avaliacdo deste componente, possibilitando também a avaliacdo da aptiddo anaerébia do
nadador (i.e., forca média observada durante todo o esforco) (41). Dentre os indices
relacionados a técnica de nado os mais utilizados sdo: a frequéncia de bracada, a
distancia por bracada e o indice de nado, esses podem ser determinados por analises

cinematicas durante a natacao.

Conforme apresentado nos topicos anteriores, € esperado que a administracdo de
MET aumente o ADP livre e outros metabolitos, potencializando a a¢do da creatina
quinase e, consequentemente, a CMAA (29, 30, 42). Além disso, a maior captacdo de
glicose sanguinea induzida pela administracdo de MET pode aumentar também a
ativacdo da via glicolitica, o que é determinante para esforgos entre 20 e 60s (38). Desse
modo, a MET pode aumentar o desempenho do nadador durante o teste de 30s em nado
atado, o que seria relacionado ao aumento do desempenho e também com parametros

relacionados a mecanica de nado, especialmente a um aumento da distancia por bragada.

Entretanto, esta hipdtese ainda precisa ser testada experimentalmente. Assim, o

presente projeto ira testar as possiveis influéncias da administracdo da MET sobre os



parametros obtidos com o teste maximo de 30s em nado atado. Alem disso, 0s
parametros mecénicos serdo determinados durante todos os desempenhos e durante a
realizacdo da série tipica em Vel-2. Estes experimentos buscardo entender as possiveis
varidveis relacionadas ao aumento do desempenho induzido pela MET, se este for

confirmado.

Parametros relacionados a fadiga central e periférica

Teoricamente, a capacidade da MET em potencializar a captacdo de glicose
sanguinea pelo musculo (11, 14), pode atenuar os parametros relacionados a fadiga
periférica (i.e., falta de substratos energéticos), aumentando a tolerancia em exercicios
de alta intensidade. Em outras palavras, menores quedas no desempenho do nadador
podem ser observadas com a administracdo da MET, pois 0 masculo possui uma maior

guantidade de substratos energéticos para a contracdo em exercicios de alta intensidade.

Por outro lado, a maior captacdo de glicose sanguinea durante o exercicio em
concomitancia com a inibicdo da gliconeogénese (43), pode aproximar o meio celular a
um estado de hipoglicemia, o qual aumentaria a probabilidade de um quadro de fadiga
central (i.e., diminuicdo da ativacdo dos motoneurdnios pelo sistema nervoso central)
(44). Assim, podemos esperar tanto um aumento no desempenho pelo “atraso” da fadiga
periférica, como uma diminuicdo da capacidade de exercicio causada pela fadiga

central.

Consideramos estes dois panoramas fisiologicos plausiveis de ocorréncia na
pratica, o que ainda precisa ser investigado experimentalmente. Outro aspecto inovador
do presente projeto sera a investigacdo sobre os parametros relacionados a fadiga central
e periférica com a administracdo de metformina. Para isso, aplicaremos a técnica de
pulso interpolado — do inglés Twitch Interpolation (TI) — que utiliza estimulagdes
elétricas para a determinagdo dos componentes centrais e periféricos relacionados a
fadiga. E importante salientar que esta técnica ja foi padronizada e utilizada em estudos
anteriores do nosso laboratorio (45-47) e atualmente faz parte do projeto regular em
vigéncia 16/12781-5. Mais uma vez, esperamos contribuir para o conhecimento sobre o
uso da MET, investigando 0s possiveis mecanismos envolvidos com a sua

administracao.



Contribuic6es energéticas

Embora os mecanismos relacionados a MET tenham sido descritos anteriormente
(4-6), poucos estudos investigaram a transferéncia dos seus efeitos para a bioenergética
em individuos saudaveis submetidos a diferentes esforcos. O presente projeto de
pesquisa investigard quais sdo as possiveis diferengas bioenergéticas observadas com a
MET nos esforcos de 50, 100 e 400m na natacdo. Para isso, a CMA, CMAA e a
contribuicdo do metabolismo anaerobio latico (CMAL) referentes a esses esforcos serdo

determinadas.

De fato, Learsi et al. (12) observaram um aumento da CMAA com a
administracdo da MET, o que explica o aumento do tempo até a exaustdo em um
esforgo supra-maximo (de 167 + 32 s para 191 + 33 s). Entretanto, o tempo de esfor¢o
aplicado por estes autores aponta para uma predominéncia do metabolismo aerdbio,
indicando que mais estudos sdo necessarios para a investigacdo dos efeitos da MET
sobre esforcos anaerobios e/ou mistos (~ 50 % anaerébio e 50% aerdbio). Neste
contexto, o presente projeto investigara as possiveis influéncias da MET sobre as
contribuicGes dos diferentes metabolismos durante um esforco anaerébio (i.e., 50 m
(36)), misto (i.e., 100m(48)) e aerdbio (i.e., 400 m(34)).

OBJETIVO

Investigar se a MET pode potencializar a qualidade das sessoes treinamento e o
desempenho de nadadores, relacionando os resultados com os indices de forga,

mecanica de nado, fadiga neuromuscular e as participacdes energéticas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar a fadiga neuromuscular de uma seérie tipica ap6s a ingestédo de
MET.

v Avaliar e comparar variaveis de forca e poténcia em nado atado de
nadadores quando ingerem MET e placebo.

v Investigar o efeito da MET no desempenho de nadadores pela alteragdo
de pardmetros mecanicos de nado.

v Investigar e comparar o efeito da MET na participacdo metabdlica de
esforcos especificos de prova (50, 100 e 400m).



PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

A revisdo da literatura sera realizada semanalmente durante o transcorrer de todo
0 projeto por meio de uma sintaxe desenvolvida pela plataforma NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Para responder as perguntas do presente projeto, seréo
realizados dois experimentos, 0s quais serdo detalhados no delineamento experimental.
Previamente aos experimentos, estudos piloto serdo realizados para a padronizacao das

técnicas e familiarizacdo dos voluntarios com as capsulas de MET ou placebo.

E importante salientar que nosso laboratdrio ja possui 0s equipamentos
necessarios para a realizacdo dos protocolos em nado atado, da Tl e para as
determinacOes relacionadas as contribuicbes energéticas. A partir dos dados coletados
por este projeto de pesquisa, serdo confeccionados trabalhos cientificos, os quais serdo
apresentados em congressos cientificos e em forma de artigos submetidos em revistas
especializadas. O quadro 1 apresenta o cronograma que sera desenvolvido durante o

presente projeto.

Quadro 1. Cronograma que sera desenvolvido durante o presente projeto.

Atividade / Meses de projeto 1123456789
Revisdo da literatura/ Elaboragéo do projeto XXX X|X|X]|X|X[X
Envio do projeto ao comité de ética X
Agendamento de datas para avaliacOes e treinos X
Realizagéo do piloto e, pqsteriormente, do protocolo x| x| x
experimental
Analise estatistica e tabulacdo dos resultados X | X
Anélise dos resultados e confeccéo do trabalho final X| X
Confeccéo da dissertacéo X| X
Confeccdo do relatorio final X[ X

Composicédo dos trabalhos cientificos X [ XX




METODOS

Participantes

Para ambos os experimentos, o tamanho amostral foi calculado por meio do
software G*Power 3.1 (Dusseldorf, Germany), utilizando a diferenca no tempo até a
exaustdo induzida pela MET, observada por Learsi e colaboradores (12). O poder
estatistico foi assumido como 95% (p-valor < 0,05) e o tamanho do efeito utilizado foi
de 1,02916. Neste modelo estatistico 0 nimero de participantes minimo foi 15 (t-valor
critico = 2,14479). Considerando uma perca amostral de 30%, em ambos os

experimentos serdo convidados 20 nadadores.

Participardo voluntariamente do estudo nadadores de ambos os géneros com
idade entre 16 e 25 anos. Os critérios de inclusdo serdo: 1) ter experiéncia no esporte a
trés anos ou mais, 2) participar regularmente de competicdes de nivel estadual ou
nacional, 3) estar treinando de forma regular nos ultimos 2 anos, 4) apresentar um
atestado meédico que ateste que o participante ndo apresenta riscos de problemas renais
ou hepaticos. Os critérios de exclusdo sdo: 1) ter diabetes mellitus do tipo | ou Il 2)
apresentar alguma limitacdo que impeca o protocolo, 3) ter problemas renais e/ou
hepaticos ou apresentar pré-disponiblidade para tais, 4) apresentar desconforto gastrico

apos a ingestdo da capsula.

Importante destacar que embora o local em que as avaliages serdo realizadas
conte com desfibrilador (DEA FRX Philips), todos os participantes somente serdo
incluidos ao estudo apés apresentacdo do exame medico assegurando a liberacdo para
pratica de atividade fisica e manifestacdo por escrito de Termo de Consentimento e/ou
Assentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Escola de Educacéo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto - Universidade de Séo Paulo.

Delineamento experimental

O presente projeto sera divido em dois estudos. Ambos 0s experimentos serdo
realizados por meio de um modelo duplo-cego e randomizado, onde os participantes
irdo ingerir uma capsula contendo 500mg de MET ou placebo antes dos testes. As
situacOes, experimental e placebo, serdo separadas por 72 h, respeitando o wash-out da
MET (3, 5). As capsulas serdo administradas 180 min antes da avaliag&o, respeitando o

pico de acdo da MET (5, 26). Os participantes serdo orientados a ingerir a capsula junto



ou préximo a um periodo de refeicdo, e ndo utilizar nenhum tipo de bebida energética
e/ou alcdolica que possa interferir nos resultados. Em todos os experimentos, antes da
realizacdo dos testes, os nadadores realizardo um aquecimento de aproximadamente
1000 m, coordenado pelo técnico responsavel, 0 mesmo sera repetido de forma idéntica

no dia do re-teste.

O primeiro experimento terd o objetivo de investigar a influéncia da MET na
manutencdo de uma série tipica (Vel-2) e nos parametros obtidos pelo teste de 30 s em
nado atado (Figura 1). Durante a série tipica em Vel-2, os parametros relacionados a
mecanica de nado, a percepgdo subjetiva de esforco (PSE) e as concentracOes
sanguineas de lactato ([La]) e glicose ([Gli]), serdo determinadas. Além disso, a fadiga
neuromuscular serd avaliada por meio da técnica de TI, sendo aplicada previamente e

imediatamente apos a série.

Uma semana antes deste experimento, todos 0s participantes serdo
familiarizados com a realizacdo da contracdo voluntaria maxima (CVM) e com 0s
estimulos elétricos, ambos necessarios para aplicacdo da TI. Com relacdo ao teste em
nado atado, todos os nadadores apresentam familiarizacdo com este método,
participando de monitoramentos e experimentos do nosso laboratorio a mais de 3 anos.

A Figura 1 demonstra o delineamento experimental do primeiro experimento proposto.

72 h “wash-out”

1° Semana 2° Semana
Figura 1. Delineamento experimental do primeiro experimento que sera realizado no

presente projeto de pesquisa. As sessOes de avaliacdo serdo separadas por 72 h para que

ocorra 0 wash-out da metformina. == série tipica em Vel-2; = teste de 30 s em

nado atado.



n=20

O segundo experimento investigard a influéncia da MET no desempenho e na
participacdo metabolica em diferentes esforcos. Para isso, serdo realizados esforcos de
50, 100 e 400m, dispostos ao longo de 3 semanas. Antes dos esforcos e durante os
primeiros dez minutos de recuperacdo, serdo determinadas as [La] e os valores de
consumo de oxigénio (VO.), permitindo a determinacdo das contribuicdes dos
diferentes metabolismos. A realiza¢do dos esforgos maximos para estas distancias com a
posterior determinagdo das [La] e do VOg, é parte comum do monitoramento realizado
pelo nosso laboratorio, assim como a realizacéo desta série tipica em Vel-2. A Figura 2,

demonstra o delineamento experimental do segundo experimento.

72 h “wash-our”

r—l—\

—_ >\:Om_ >\:0m_ >.m— )\ﬁmm_ )\I.OOm—’ )\
/ T~ e~ T e~ T~ T~
/
/ 100m 100m 50m 50m 400m 400m
| n=7 _>\o _>\o _>\o __>\o _>\o _,>\o
\ L A L = S A L e
\

\ 400m 400m 100m 100m 50m
n=6—>\.—>\’—>\._>\._>\’_’>\
g e P I ST S - B My S

100m
®

50m
&

1° Semana 2° Semana 3° Semana

Figura 2. Delineamento experimental para a investigacdo dos desempenhos e das
contribuicBes energéticas nas diferentes distancias. Cada distancia sera realizada duas
vezes para testar a efetividade da metformina, utilizando o modelo duplo-cego e

randomizado. O intervalo entre cada sessdo realizada na mesma semana sera de 72 h

™
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para 0 whas-out da metformina. ~1----: desempenhos nas diferentes distancias.

Em suma, os riscos de participacdo neste estudo relacionados a metodologia bem
como os esforcos exercidos pelos participantes, apesar de raros sao inerentes a qualquer

pratica de atividade fisica de alta intensidade, tais como os encontrados na rotina diaria



de treinamento, como eventuais desconfortos resultantes do estresse fisico e psicologico
caracteristico da situagdo de elevada acidose metabolica, como nauseas ¢ cefaleias.
Também poderdo aparecer hematomas e edemas resultantes das coletas de sangue feitas

pelo 16bulo da orelha.

Administracdo da metformina

Poucos estudos investigaram a administracdo de metformina em individuos
saudaveis (12, 25-28), entretanto, considerando seu pico de biodisponibilidade em
individuos saudaveis situado aproximadamente ap6s duas horas e meia a trés horas e
meia de sua ingestdo (49), o presente estudo visa a utilizacdo desse periodo ideal em
conjunto com a ingestdo de 500mg de metformina, uma dosagem que ja apresentou

beneficio no desempenho esportivo (26).

A metformina utilizada serd de pureza 99,6% enquanto o placebo terd como
composicdo: Aerosil (1%), celulose microcristalina (10%) e amido — QSP (100%).
Ambos conteidos serdo encapsulados em um laboratério especializado neste tipo de
processo, 0 qual usard de capsulas de tamanho 00 (tamanho: 23,3mm; diametro:

8,18mm; volume: 95ml; capacidade 950mg) para liberacéo rapida.

Os efeitos colaterais da ingestdo de MET, também descritos nos termos de
consentimento e assentimento, sdo raros, porém compreendem: reacOes digestivas
desagradaveis, nauseas, vomitos, diarreia, dores de cabeca, indigestdo, flatuléncia e
astenia. Vale ressaltar que a ocorréncia dessas reacdes pode ser reduzida quando a

ingestdo ocorre préximo a uma refeicdo, como seré sugerido para os participantes.

A administracdo de metformina associada com 0 exercicio extenuante pode
acelerar o processo de hipoglicemia em alguns casos. Entretanto, além dos niveis
glicémicos serem monitorados antes, durante e ap6s os esforcos, durante o0s
experimentos ainda contaremos com uma equipe preparada para dar assisténcia e, se

necessario, fornecer alimentos com alto nivel glicémico para que o quadro seja contido.

Coleta e analise das amostras sanguineas

Serdo determinadas concentracbes de: lactato sanguinea ([Lac]) para
caracterizacdo dos esforcos; e glicose ([Gli]) para analise da resposta glicémica. Na
sessdo de 10 x 50m acontecera coleta no repouso, a cada 100 m completados, e logo



apos nos minutos 3, 5, 7 e 10. Na analise de desempenho que contard com analise da
contribuicdo energética a coleta sanguinea acontecerd no repouso e apos 0s minutos 3,
5,7, 10.

O processo de coleta seré feito pelo pesquisador responsavel, o qual realizara
assepsia com alcool 70% para posterior puncdo manual do 1ébulo da orelha com lanceta
picadora (Wiltex) de aco inox, esterilizada com Raio Gamma de uso unico. Durante os
procedimentos de assepsia, puncdo manual e coleta das amostras sanguineas, luvas para

procedimento em latex (Lemgruber) serdo utilizadas.

Vinte e cinco microlitros (25uL) de sangue serdo puncionados do I6bulo da
orelha em tubos capilares previamente calibrados e heparinizados. As amostras serdo
imediatamente depositadas em tubos Eppendorf de 1,5mL contendo 50 pl de Fluoreto
de Sodio (NaF-1%), para posterior analise da lactacidemia e glicemia em um lactimetro
eletroquimico (Yellow Springs Instruments modelo 1500 Sport, Ohaio, USA). Apés a
determinacéo das [Lac’] e [Gli], as lancetas picadoras e todo o material utilizado durante
as coletas serdo descartados em coletor de perfuro cortante (Descarpak — 7litros) para

posterior depdsito em lixo bioldgico.

Série tipica para a producdo de lactato

A série que sera aplicada no presente projeto é composta por 10 esforcos
méaximos de 50 m, separados por 3 min de intervalo passivo. Esta série esta de acordo
com os modelos propostos por Maglischo et al. (31), e foi escolhida pela perca de
desempenho caracteristica entre os esforcos (39, 40). Desse modo, esperamos que 0S
efeitos da MET fiquem evidentes na manutencdo do desempenho. As [LaT, as [Gl] e a
PSE, serdo determinadas antes da série, a cada 100 m completos e imediatamente apos o
décimo esforgo. Além disso, a T sera aplicada antes da série e no menor tempo possivel
apos o décimo esforco. Estudos piloto do nosso laboratério tém demostrado que o
tempo entre o termino do exercicio e os primeiros estimulos da TI, é de
aproximadamente 1 min. Os parametros mecanicos de nado serdo determinados para

todos os esforgos.



Determinacéo da fadiga neuromuscular

A determinacédo da fadiga sera realizada por meio da anélise de forga maxima na
contracdo voluntaria maxima (CVM) na extensdo de cotovelo e por meio da técnica de
pulso interpolado no movimento de extensao de joelho. Essa técnica que ja foi usada em
artigos anteriores pelo nosso grupo “Grupo de Estudos em Ciéncias Fisiologicas e
Exercicio” (GECIFEX) (45-47) e também em outro processo financiado pela FAPESP
que estd em vigéncia 16/12781-5.

Para a analise da CVM de extensdo de cotovelo os participantes sentardo em
uma cadeira especifica para essa finalidade onde serd acoplada uma cinta de velcro ao
pulso direito do participante, em uma posi¢do onde o cotovelo fique flexionado a um
angulo de 90°. A cinta estara ligada a uma célula de carga através de um cano de aco
inextensivel. O participante realizard o0 movimento de extensdo de cotovelo e a taxa de

forga sera adquirida e posteriormente processada.

Para a técnica de pulso interpolado sera realizado a tricotomia e limpeza da pele
sera por abrasdo com alcool 70% onde serdo colocados os eletrodos nos pontos
anatdbmicos do musculo vastus lateralis para monitoramento dos sinais
eletromiograficos (EMG) através de eletrodos devidamente posicionados na regido da
porcdo analisada (50). A aquisicao do sinal EMG sera realizada com uma frequéncia de
2000 Hz com um ganho de 1000 vezes por meio do software Miograph (Miotec®,
Brasil), apds a aquisicdo dos dados, serd realizada andlise espectral e posteriormente
realizado o filtro de acordo com o espectro adotado, enquanto a frequéncia de corte do

sinal EMG serd fixada com intervalo de 20-500 Hz.

Os participantes, sentados na mesma cadeira ajustada para analise de forca em
membro inferiores, realizardo a extensdo do joelho direito, a qual sera controlada a
partir dos mecanismos proprios da cadeira. Para estimulacdo elétrica no nervo motor
(EENM) sera utilizado um prototipo de eletroestimulador desenvolvido para essa
finalidade com capacidade de 200v pico-a-pico (Bioestimulador, Insight®, Ribeirdo

Preto — Brasil).

Os eletrodos responsaveis pela descarga elétrica serdo posicionados no nervo
femoral (catodo) e na dobra glatea (anodo) quadriceps femoral, enquanto que uma cinta
de velcro sera acoplada 2cm acima do maléolo do tornozelo direito, em uma posicéo em

que o joelho e o quadril figuem em flexdo de 90°, a cinta estara ligada a uma célula de



carga por meio de um cano de aco inextensivel, os sinais de forca serdo determinados
por meio de uma célula de carga (CSR-1T, MK Controle®, Sdo Paulo, Brasil) e a
aquisicdo dos dados seré feita em ambiente Labview 2015® (National Instruments) com
frequéncia de aquisicdo de 1000Hz.

O procedimento da técnica de pulso interpolado utilizada na extensdo de joelho
segue trés etapas. A primeira etapa da técnica compreende em 2 CVM de duracdo de 5
segundos com um intervalo de 1 minuto entre cada uma para determinacdo do pico de
forca (Fpico), a segunda etapa consiste na definicdo do limiar de estimulacdo que
consiste em aplicar pulsos elétricos duplos (doublets) incrementais (incremento de 10
mA) enviados por meio do eletroestimulador conectado por borrachas condutoras na
regido do nervo motor, o menor valor onde foi encontrado a maior taxa de forca, é
denominado limiar de eletroestimulacédo, considerando que o avaliado pode parar o teste
antes de alcancar esse valor de eletroestimulagdo o limiar de desconforto é assumido

como limiar de eletroestimulagdo (Figura 2) (51).
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Figura 2. Exemplo de um limiar de estimulagdo onde o mesmo é assumido

como o menor valor onde acontece a maior taxa de forga.

A terceira etapa constitui em superestimar o valor de limiar de eletroestimulagéo

em 110%, valor que serd utilizado como carga de estimulagdo a seguir. Nessa etapa



serdo realizadas trés CVM com intervalo de 1 min entre cada CVM, sendo que a
musculatura receberd uma eletroestimulacdo em nivel supramaximo (110%) em dois
momentos: relaxada (Twitch Control — TC) e superimpondo uma CVM (Twitch
Superimposed — TS) (Figura 3) (46, 52, 53).
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Figura 3. Exemplo de um protocolo de pulso interpolado pelos dados adquiridos
da forca. Sendo: Twitch Superimposed - TS a diferenca entre o valor de forca durante a
primeira eletroestimulacdo e a média de forga que antecede 0 mesmo (Fpico); Twitch
Control — TC a diferenca entre forca durante a segunda eletroestimulacdo e a média de

forca que antecede 0 mesmo (Musculo relaxado).

Os valores de Fpico, TS e TC serdo posteriormente utilizados para calcular a
porcentagem de ativacdo voluntaria maxima (%AV) do individuo dentro da formula
proposta por Allen et al.®¥ : %AV = (1 - (TS x (nivel de forca no momento da
estimulacdo / Fpico) / TC)) x 100.

Todos os sinais adquiridos por meio da célula de carga, tanto durante a extensdo
do joelho como a extensao do cotovelo, serdo coletados por uma placa de aquisicdo de
sinais analégico/digital (NI-USB 6009, National Instruments®), amplificados (MKTC5-

10 S&o Paulo, Brasil) e processados em ambiente Labview 2015 (National Instruments®).



Forca em nado atado

Para essa analise o avaliado vestira uma cinta ligada a um cabo inextensivel,
sistema preso a uma célula de carga (CSR-1T, MK Controle®, Sdo Paulo, Brasil) fixada
no bloco de saida. Os valores de forca serdo coletados por meio de uma placa de
aquisicdo de sinais analdgico/digital (NI-USB 6009, National Instruments®). Apés a
amplificacdo do sinal (MKTC5-10 S&o Paulo, Brasil), os dados serdo processados em
ambiente Labview 2015 (National Instruments®). Estes valores serdo posteriormente
suavizados utilizando o filtro “butterworth” de quarta ordem com frequéncia de corte de

3 Hz.

O procedimento de coleta terd duracdo de 30s com inicio e término controlados
por um sinal sonoro (apito). Inicialmente o nadador realizard um esforgo de 10s em
baixa intensidade para que o cabo seja completamente estendido. Apos o sinal sonoro o
nadador sera orientado a realizar 0 maximo esfor¢o possivel durante os proximos 30s
(55). Apds desprezar o primeiro segundo de coleta o valor mais alto sera considerado
forga pico (Fp), a media de forga durante os 29s restantes serd o valor de forga média
(Fm), a integral obtida da relacdo forca versus tempo durante todo o teste serd nomeada

como impulso (Im) e o decaimento da forc¢a sera classificado como indice de fadiga (If).

Desempenhos em nado livre

Os nadadores realizardo desempenhos maximos nas distancias de 50, 100, 400m.
Os nadadores serdo orientados a realizar as distancias no menor tempo possivel, o que
sera registrado por meio de crondmetro manual (Kalenji® — Onstart 100). Previamente
aos esforcos e durante os primeiros sete minutos de recuperacéo, as [La], as [Gl] e 0
VO serdo determinados. As varidveis ventilatorias serdo analisadas por meio do
Quark (PFT, Cosmed, Roma Itélia), calibrado conforme as especificagcdes do fabricante
antes do inicio de cada teste. Os valores de VO3 serdo obtidos a cada respiracdo. Para a
determinacdo dos valores de repouso, 0 VO2 sera determinado nos 5 min antecedentes
ao inicio dos esforcos nas diferentes distancias. Os valores de VO observados apos o0s
esforcos, serdo obtidos utilizando a técnica de retroextrapolacdo (56), o que permitira a
determinacéo dos valores pico de VO2 (VOzpico) e da CMAA e CMAL.

Os valores de VOqzpico serdo assumidos como o intercepto da regressdo linear

construida pelos valores de VO2 nos primeiros 20s de recuperagao em funcdo do tempo.



Para a determinacdo das CMAA, os valores de VO nos sete minutos de recuperagao
serdo ajustados pelo modelo bi-exponencial de decaimento (Equagéo 1). O produto
entre a amplitude (A1) e o tau (t) sera assumido como CMAA (56-58).

Equagcso 1. VOaq =VOzrep +A1[e 8) )]+ Az[e5) )]

Onde: VOy) € 0 consumo de oxigénio no tempo t, VO2rep € 0 consumo de oxigénio em
repouso, A é a amplitude, & é o tempo de atraso, T é a constante tempo (tau) e 1 e 2 sdo

0S componentes rapido e lento, respectivamente.

A CMAL ¢ determinada por meio do acumulo de lactato durante o esforco. Para
IS0, as [La’] serdo determinadas no repouso e nos minutos 3, 5, 7 e 10 de recuperacao,
para a determinacdo da quantidade de lactato acumulado (i.e., diferenca entre a maior
concentragcdo observada na recuperacdo e as concentracdes de repouso). Para a
determinacdo da CMAL, uma equivaléncia metabdlica de 3 mL.O2.kg? para cada 1mM

de lactato acumulado serd assumida (37).

Andlise de parametros mecénicos de nado

Durante a série tipica e durante os esforcos em nas diferentes distancias os
parametros mecanicos de nado serdo determinados. Para isso, a piscina sera calibrada
para a determinacdo dos parametros por meio de analise cinematica. Todas as filmagens
serdo realizadas por meio de uma cadmera GoPro Hero®* (Woodman Lab Inc, USA)
posicionada a 10 metros da borda lateral da piscina e, posteriormente, 0os parametros
serdo analisados no software Kinovea (versdo 0.8.15). O as marcacGes sera posicionadas
a sete metros das bordas da piscina, deixando 11 m para a analise do nado limpo (59).
Dentre os parametros de nado, o presente projeto determinard o nimero de bracadas
(NB) (59) a frequéncia de bracada (FB) (FB = NB-tempo™), a distancia por bracada
(DB) (DB = Velocidade-FB™) e o indice de nado (IN) (IN = Velocidade -CB) (59, 60).



Forma de analise dos resultados

A normalidade dos valores sera testada por meio do teste de Shapiro-Wilk. A
esfericidade sera testada pelo teste de Mauchly, sendo corrigida pelo teste de
Greenhouse e Geisser, quando necessario. As respostas fisioldgicas, neuromusculares e
mecanicas observadas durante as series realizadas com MET ou placebo, serdo
comparadas por meio do modelo de anélise mista, utilizando fatores fixos (i.e., condigdo
[MET ou placebo] e tempo de anélise [antes, durante e ap6s o esfor¢o]) e randémicos

(i.e., sujeito).

A magnitude das diferencas serd evidenciada pelo et-squared parcial (np?),
podendo ser classificado como pequeno (0.01 — 0.06), moderado (0.061 — 0.14) e
grande (> 0.141)(61), As respostas fisiologicas e de desempenho, serdo comparadas

entre as condi¢Oes por meio do teste t de student para amostras dependentes.

Os parametros obtidos durante o teste de 30s em nado atado, também serdo
comparados entre as condi¢cdes por meio do t de student para amostras dependentes.
Estas analises serdo acompanhadas pelo tamanho do efeito, que seré classificado como
desprezivel (< 0,35), pequeno (0,35 — 0,79), moderado (0,80 — 1,5) e grande (> 1,5)
(62). Todos os dados serdo tratados por meio do software IBM SPSS® versdo 20.0,

considerando um nivel de significancia de p < 0,05.

O presente projeto tem como perspectiva, além dos desdobramentos dos

experimentos propostos, a confeccao de dois artigos principais sendo:

> A influéncia da metformina na forca e na manutencdo do esforco em uma série

de producéo de lactato na natacéo.

> A influéncia da metformina sobre o desempenho e a participacdo metabdlica em

diferentes distancias na natacao.
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