TN [~
e
e

=
&

VIRTUS IMPAVIDA
L A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO — UFPE
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA — CAV
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO, ATIVIDADE FiSICAE
PLASTICIDADE FENOTIPICA — PPGNAFPF

ISAEL JOAO DE LIMA

INFLUENCIA DA ACIDOSE METABOLICA SOBRE OS PARAMETROS DA

RELACAO POTENCIA/TEMPO

Vitéria de Santo Antdo
2020



e
ne-

‘-,-"'s\l L[~
:04 )

PosNAFpF

VIRTUS IMPAVIDA
L A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO — UFPE
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA — CAV
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO, ATIVIDADE FiSICA E
PLASTICIDADE FENOTIPICA — PPGNAFPF

ISAEL JOAO DE LIMA

INFLUENCIA DA ACIDOSE METABOLICA SOBRE OS PARAMETROS DA

RELACAO POTENCIA/TEMPO

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Pernambuco, como parte das exigéncias do Programa
de Pos-graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica, para obtencdo do titulo de
Mestre.

Area de concentracdo: Fatores Ambientais
Moduladores da Plasticidade Fenotipica.

Orientador: Dr. Marcos David da Silva Cavalcante

Co-orientador: Dr. Leandro José Camati Felippe

Vitéria de Santo Antdo/PE
2020



Catalogacao na Fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE. Biblioteca Setorial do CAV.
Bibliotecaria Ana Ligia F. dos Santos, CRB4/2005

L732i Lima, Isael Joao de.
Influéncia da acidose metabolica sobre os parametros da relacao
poténcia/tempo./ Isael Jodo de Lima. - Vitoria de Santo Antao, 2020.
76 folhas; il.

Orientador: Marcos David da Silva Cavalcante.

Coorientador: Leandro José Camati Felippe.

Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade
Fenotipica) - Universidade Federal de Pernambuco, CAV, Programa de Pds-
graduacao em Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica, 2017.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Cloreto de Amonio. 2. Desempenho Atlético. 3. Esforco Fisico. I.

Cavalcante, Marcos David da Silva (Orientador). Il. Felippe, Leandro José Camati
(Coorientador). lll. Titulo.

612.044 CDD (23.ed.) BIBCAV/UFPE-011/2020




Isael Jodo de Lima

Influéncia da acidose metabolica sobre os parametros da relacdo poténcia/tempo

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduagao
em Nutrigdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica
da Universidade Federal de Pernambuco, para a
obtencdo do titulo de Mestre em Nutricdo, Atividade

Fisica e Plasticidade Fenotipica.

Aprovada em: 27/02/2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof°. Dr. Marcos David da Silva Cavalcante (Orientador)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr. Adriano Eduardo Lima da Silva (Examinador Interno)

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Prof° Dr. Carlos Rafaell Correia Oliveira (Examinador externo)

Centro Universitario CESMAC

Prof°® Dr. Guilherme Assuncdo Ferreira (Examinador externo)

Universidade Federal de Pernambuco



A minha mae, Dona Zefinha, minha esposa,
Joseane, Maria Vitdria, meu maior tesouro, a
toda minha familia e amigos, ao meu pai, Jodo
Manoel, Jodo Dondom (in memorian), que ndo se
faz presente fisicamente, mas sempre existira no

meu coracao.

Gratiddo a todos!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todo livramento, pelo dom da vida, por me ouvir e sempre me guiar nessa

longa jornada da vida.

Ao0s meus pais, Dona Zefinha e seu Jodo Dondom, por sempre acreditarem em mim,
por todo amor, educagédo, carinho e compreensao, por ter me ensinado uma das coisas mais

linda que o ser humano pode ter: carater, dignidade, humildade e respeito.

Ao meu orientador Prof. Dr. Marcos David da Silva Cavalcante, por toda paciéncia,
compreensdo e ensinamentos. O senhor tem o dom de ensinar e orientar, obrigado por ter

acreditado em mim, serei eternamente grato.

Ao meu co-orientador Dr. Leandro José Camati Felippe, o kara da Poténcia critica e
W, obrigado por todo aprendizado, paciéncia e atencdo durante todo periodo do mestrado. O

senhor € um ser iluminado.

Ao professor Guilherme Assuncdo, pelo suporte diario no laboratério, por todas as
dicas de como usar os equipamentos de forma correta e com a méaxima eficiéncia. Pensei que

ndo iria conseguir, mas no final tudo deu certo. Muito obrigado.

A todos que fazem parte do Grupo de Pesquisa em Ciéncias do Esporte (GPCE), em
especial a todos os colegas do Laboratério de Fisiologia do Esfor¢co: Nasto Rabelo, Luvanor
Santana, Widemar Ferraz, Willams Ernandes, Ravi Marino, Kleber Carneiro, Lucas Chalegre,

Gerffeson Martins, vocés sao os melhores.

Agradeco ao meu amigo e irmdo, Prof. Ms. Luvanor Santana, um amigo que tive o
prazer de conhecer desde o primeiro dia que pisei nesta instituicdo UFPE/CAV. Vocé me
inspirou a d& o meu melhor durante a graduacéo, residéncia e mestrado, muito obrigado meu
irmao.

A todos amigos do mestrado que me ajudaram ao longo desses dois anos.

Ao meu amigo Ivan Lima, pelo companheirismo e amizade nos dias de estresse,

obrigado por ceder um pouco do seu tempo para me ouvir. Isso nao tem preco!

Aos professores e técnicos que contribuiram significativamente para a construcao

desse trabalho. Em especial a Danilo Fontes e Helayne di Paula, pela disponibilidade e



suporte na manipulacdo e encapsulamento dos farmacos. E ao Rodrigo Luis, por todo suporte

durante as coletas no laboratorio. Muito obrigado.

A todos que fazem o Programa de PoOs-Graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica — PPGNAFPF do Centro Académico de Vitoria, UFPE/CAV.

A FACEPE pelo investimento financeiro durante todo o curso.



“Eu sou o resultado do Nao’ que dei a todos os

‘naos’ que me deram”.

Rick Chesther.



RESUMO

Avaliar os efeitos da acidose metabdlica induzida pela ingestédo de cloreto de amdnio sobre a
relacdo poténcia/tempo. Nove individuos fisicamente ativos realizaram quatro testes de carga
constante para determinacdo da poténcia critica e do trabalho realizado acima da poténcia
critica (W") ap0s a ingestdo de cloreto de aménio (CLO) e quatro testes apds a ingestdo de
carbonato de célcio (PLA). Os testes foram randomizados em um sistema duplo cego. Antes
(Baseline), 100 min apéds a ingestdo das capsulas (Pré) e apos os testes de carga constante
(Pos) foram coletadas amostras sanguineas da veia do antebrago para determinacdo das
concentracBes plasmaticas de lactato e pH sanguineo. Houve uma queda significativa (P <
0,05) do pH sanguineo 100 minutos ap6s a ingestdo do CLO comparado com o PLA. Os
valores de pH sanguineo e concentragfes plasmaticas de lactato pos exercicio foram menores
(P < 0,05) em CLO comparado com PLA. Nao houve diferenca significativa (P > 0,05) entre
as condi¢des para a poténcia critica (PLA: 181 £ 45 W e CLO: 178 + 49 W). Por outro lado, a
W~ foi significativamente (P < 0,05) reduzida em CLO (17 + 6 kJ) quando comparado com
PLA (21 £ 5 kJ). Acidose metabodlica promove uma reducdo da W” sem modificar a poténcia
critica.

Palavras-chave: Cloreto de aménio. Desempenho. W’. Poténcia critica.



ABSTRACT

To evaluate the effects of ammonium chloride-induced metabolic acidosis on parameters the
power/time relationship. Nine physically active individuals performed four constant load tests
to determine critical power and work above critical power (W") after ingestion of ammonium
chloride (CLO) and four tests after ingestion of calcium carbonate (PLA). The tests were
randomized in a double-blind system. Before (Baseline), 100 min after capsule ingestion (Pre)
and after constant load tests (Post) forearm vein blood samples were collected to determine
plasma lactate concentrations and blood pH. There was a significant drop (P <0.05) in blood
pH 100 minutes after CLO ingestion compared with PLA. Blood pH and plasma lactate
concentrations post-exercise values were lower (P <0.05) in CLO compared with PLA. There
was no significant difference (P> 0.05) between the conditions for critical power (PLA: 181 £
45 W and CLO: 178 £ 49 W). In contrast, W was significantly (P <0.05) reduced in CLO (17
+ 6 kJ) when compared to PLA (21 + 5 kJ). Metabolic acidosis promotes a reduction in W'
without modifying critical power.

Key words: Ammonium chloride. Performance. W'. Critical power.
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1 APRESENTACAO

A relacdo entre a intensidade (poténcia/velocidade) e tolerancia ao exercicio apresenta
uma caracteristica hiperbolica (MORTON, 2006). Essa relacdo apresenta dois parametros
denominados de assintota (poténcia critica, PC) e a sua curvatura constante (W"). A PC
representa a maxima intensidade onde ocorre uma estabilizacdo no consumo de oxigénio
(VO2), concentragdes de lactato sanguineo [La] e metabdlitos intramusculares (fosfocreatina
[Pcr], fosfato inorganico [Pi] e ions hidrogénio [H*], sendo um importante delimitador entre
o limite superior do dominio pesado e limite inferior do dominio severo (JONES et al., 2008;
JONES et al., 2010). Por sua vez, a W’ representa a quantidade finita de trabalho que pode ser
realizada em intensidades acima da PC (CHIDNOK et al.,, 2013). Embora a relagédo
hiperbdlica entre a poténcia e a tolerdncia ao exercicio esteja bem estabelecida, os
mecanismos fisiologicos envolvidos na determinacdo da PC e utilizacdo da W’ ainda nédo
estdo completamente elucidados.

Tradicionalmente, tem sido proposto que a W’ seria limitada pela quantidade de
glicogénio muscular, [PCr] e oxigénio ligado a hemoglobina (JONES et al., 2010). Estudos
utilizando medidas de (biopsia muscular e ressonancia magnética) tém encontrado de maneira
consistente baixos valores de [PCr] e pH apds sessdes de exercicios de extensdo de joelho
realizados no dominio severo (VANHATALO et al., 2010; BLACK et al., 2017). Entretanto,
outros mecanismos podem estar envolvidos na limitacdo da W~ (FERGUSON et al., 2007;
FERGUSON et al., 2010; JOHNSON et al., 2014). De fato, foi observado que as cinéticas de
recuperacdo do VO, e de reconstituicdo da W~ apresentam diferentes velocidades, sugerindo
que outros fatores além da [PCr] seriam limitantes para utilizacdo da W~ (FERGUSON et al.,
2010). Outros estudos tém sugerido que a W’ seria limitada pelo acimulo de metabdlitos
relacionados com a fadiga (FERGUSON et al., 2010; JOHNSON et al., 2014).

Para verificar os efeitos do acimulo de metabdlitos sobre os parametros a PC e W',
tem se optado pela realizacdao de exercicio de carga constante em diferentes intensidades com
0 mesmo grupamento muscular envolvido no exercicio subsequente (FERGUSON et al.,
2010), promovendo inevitavelmente uma reducdo dos estoques energéticos (glicogénio
muscular e [PCr]). Tendo em vista essa limitacéo, o efeito do acimulo de metabolitos sobre a
W’ foi avaliado utilizando a realizacdo de um exercicio prévio com membros superiores e a
W’ foi mensurada durante o exercicio subsequente com membros inferiores (JOHNSON et

al., 2014). Interessantemente, foi observado que a W’ foi reduzida sem alteracdo na PC. Os
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autores sugeriram que esse achado demonstra que a utilizacdo da W~ seria parcialmente
dependente do acumulo de metabdlitos em vez de um estoque finito de energia em si.
Embora esses achados sejam relevantes, nao é possivel concluir de forma precisa o efeito
isolado do acimulo de metabolitos sobre os parametros da relacdo poténcia/tempo, uma vez
que a realizacdo de um exercicio prévio com membros superiores promove aumento da
frequéncia cardiaca (FC), percepcédo subjetiva de esforco (PSE) e acelera o desenvolvimento
da fadiga central durante o exercicio subsequente (JOHNSON et al., 2014; JOHNSON et al.,
2015).

Sendo assim, a utilizacdo de métodos que ndo envolva a realizagéo de exercicio prévio
para inducdo do acimulo de metabolitos parecem ser os mais indicados para verificar a
influéncia sobre relacdo poténcia/tempo. Nesse sentido, estudos prévios tém utilizado a
ingestdo de cloreto de amoénio (NH4Cl) como forma de inducdo da acidose metabdlica
(reducdo do pH sanguineo) antes da realizacdo do exercicio de alta intensidade (JACOBS;
HERMISTON; SYMONS, 1993; HOWLETT et al., 1998; CORREIA-OLIVEIRA et al.,
2017). Porém, esses estudos ndo avaliaram os efeitos da ingestdo de NH4Cl sobre os
parametros da relacdo poténcia/tempo, apenas sobre o desempenho. Desta forma, o objetivo
do presente estudo foi avaliar os efeitos da acidose metabdlica induzida pela ingestdo prévia

de NH4Cl sobre a relacdo poténcia/tempo.

1.1 Poténcia criticae W’

A relacdo entre a poténcia e o tempo de tolerdncia ao exercicio provoca grande
interesse perante a comunidade cientifica, uma vez que esta diretamente associada ao
desempenho atlético. Monod e Scherrer (1965) foram os primeiros a observarem uma relacao
hiperbdlica entre a poténcia e o tempo de tolerdncia durante o exercicio monoarticular de
braco. A partir desses achados, os autores identificaram dois parametros denominados de
assintota (poténcia critica, PC) e sua curvatura constante (W"). Teoricamente, a PC critica
representaria a maior intensidade na qual o individuo seria capaz de se exercitar por um
tempo infinito. Porém, sabe-se que nenhum exercicio pode ser realizado infinitamente, desta
forma, a PC pode ser considerada como a intensidade de exercicio na qual os individuos pode
se manter em torno de 30 a 40 minutos (JONES et al., 2010). Por isso, pode-se dizer que a
PC representa a maxima intensidade que pode ser sustentada, por um longo periodo de tempo,

pois ela representaria o limiar fisiolégico onde ocorre uma estabilizacdo nas concentracdes de
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metabdlitos relacionados a fadiga como, por exemplo, ions hidrogénio H*, fosfato inorganico
Pi e [La] (MORITANI et al., 1981). Portanto, a PC demarca o ponto de transi¢cdo do dominio

pesado para o severo.

Quando a intensidade do exercicio excede a PC, ha a quebra do equilibrio fisioldgico,
promovendo aumento da participacdo do metabolismo anaerdbio e reducdo da tolerancia ao
exercicio quando comparado com exercicios realizados em intensidades abaixo da PC
(MONOD; SCHERRER, 1965). Por sua vez, a W’ representa a quantidade finita de trabalho
que pode ser realizada em intensidades acima da PC. Inicialmente, foi proposto que a
utilizacdo da W~ seria limitada pelos estoques limitados de ATP, [PCr], glicogénio muscular e
0 oxigénio ligado a hemoglobina (MONOD; SCHERRER, 1965; JONES et al., 2010).
Contudo, estudos posteriores verificaram que a W™ ndo representaria apenas a reducdo dos
estoques energéticos, sugerindo que outros fatores limitariam a W~ (JONES et al., 2008;
BLACK et al., 2017). Nesse caso, parece que a W’ representaria a capacidade maxima do
organismo em suportar o exercicio em intensidade no dominio severo. Dessa forma, a
utilizacdo da W" seria limitada pelo acumulo progressivo nas concentracdes de metabolitos
relacionados a fadiga periférica, acarretando na interrupcao do exercicio (JONES et al., 2010;
VANHATALDO et al., 2010; CHIDNOK et al., 2013).

Tendo em vista essas lacunas, varios pesquisadores tém buscado entender de forma
mais clara quais sdo 0s mecanismos envolvidos na determinacdo da PC e W* (MORTON,
2006; JONES et al., 2008; JONES et al., 2010; VANHATALO et al., 2010; CHIDNOK et al.,
2013).

1.2 Acidose metabdlica

Exercicios realizados em intensidades acima da PC promove um aumento nas
concentracdes de metabolitos intracelulares, como ions de H*, fosfato inorganico, Pi e [La]
proveniente da via energética anaer6bia (CHIDNOK et al.,, 2013), os quais tem sido
apontados como causadores da reducdo do desempenho durante o exercicio de alta
intensidade (dominio severo) (SPRIET et al.,, 1985, MESSONNIER et al.,, 2007).
Concomitante ao acumulo de varios metabolitos, ha uma reducdo na contratilidade muscular
decorrente da diminui¢cdo do pH intramuscular, prejudicando a acdo de algumas proteinas
mediadoras relacionadas ao metabolismo anaerdbio, como por exemplo as enzimas glicogénio

fosforilase (Phos) e a fosfofrutoquinase (PFK), somado a isso, ocorre também uma atenuagédo
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no transporte de metabdlitos pelos transportadores monocarboxilatos (MCTs) causando uma
desordem tanto intra quanto extracelular, além disso em condi¢cBes de baixo pH ha uma
diminuicdo na liberagdo de Ca?" do reticulo sarcoplasmatico e sua ligacio a troponina
(TRIVEDI; DANFORTH, 1966; JUEL, 1997).

Durante o exercicio de alta intensidade ocorre um desequilibrio acido-base devido a
atenuacdo do efluxo nas concentracGes intracelulares de H*, fosfato inorganico e lactato
(ROBERGS et al., 2005; CHURCHWARD-VENNE; KOWALCHUK; MARSH, 2010). Com
base nessas explicacOes, estudos prévios tem averiguado a capacidade de tamponamento de
fons H* através de alteracdes no pH (ROBERGS et al., 2005; CHURCHWARD-VENNE;
KOWALCHUK; MARSH, 2010). Essas alteracdes no balango acido-base podem ser causadas
tanto pelo exercicio de alta intensidade, quanto através da ingestdo de sais quimicos, como
por exemplo, o cloreto de amdnio NH4Cl que induz a acidose metabdlica (reducéo do pH),
promovendo uma redugdo no desempenho (HULTMAN; DEL CANALE; SJOHOLM, 1985;
JACOBS; HERMISTON; SYMONS, 1993; CORREIA-OLIVEIRA,; KISS, 2017).

1.3 Administracdo de NH4 Cl

A administragdo de NH4Cl causa uma diminuig&o significativa do pH sanguineo, com
valores sendo reduzidos em cerca de 0,08 a 0,16 unidades de pH (JONES et al., 1977;
KOWALCHUK; HEIGENHAUSER; JONES, 1984; HULTMAN; DEL CANALE;
SJOHOLM, 1985; HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999). Em relacdo ao pH intramuscular,
esses valores sdo reduzidos em aproximadamente 0,15 a 0,20 unidades de pH em comparacao
ao controle durante o exercicio de ciclismo a 75% do VOzmax (HOLLIDGE-HORVAT et al.,
1999) ou estimulacdo elétrica no musculo do quadriceps em individuos humanos
(HULTMAN; DEL CANALE; SJOHOLM, 1985). Esse efeito € explicado pela alteracdo no
gradiente de H" ao longo do sarcolema causada pela ingestdo de NH4CI, resultando na
diminuicdo da acdo de enzimas (transportador monocarboxilato-MCT) que participam do
transporte de lactato e H* contribuindo para um menor pH intracelular durante exercicio de
alta intensidade (HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999).

A ingestdo NH4Cl causa uma desordem tanto intra quanto extracelular de H*, somado
a isso, o exercicio de alta intensidade diminui o trabalho das proteinas de membrana, dentre

elas o transportador monocarboxilato (MCT), proteina que facilita o transporte de lactato
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dentro e fora da célula, por conseguinte, reduz o efluxo de H* da musculatura para a corrente
sanguinea (JUEL; HALESTRAP, 1999; BISHOP et al., 2007). Durante a realizacdo de
exercicios de alta intensidade associado com a ingestdo do NH4Cl ha uma reducdo na
contratilidade muscular que pode estar ligada com a diminui¢do na utilizacdo dos substratos
energéticos, especialmente glicogénio muscular, e ao maior acumulo de metabdlitos
relacionados com a fadiga, como por exemplo: ions H*, [La], adenosina difosfato (ADP), Pi e
espécies reativas de oxigénio (EROs) (SAHLIN, 1992). Acrescido a isso, é sabido que em
condicdes de acidose metabdlica a taxa de fosforilagdo oxidativa parece ser reduzida (JUEL,
1997; HOWLETT et al.,, 1998). No entanto, essa reducdo do metabolismo oxidativo
decorrente desse desequilibrio &cido-base ainda permanece obscura. Cré-se que ha uma
reducdo na demanda energética para o ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), tendo em vista que
em condicdes de acidose metabdlica ha um aumento nas concentracdes intracelulares de [H*],
La, adenosina difosfato (ADP) e Pi, que, por sua vez, atenua a atividade de algumas enzimas
chaves, interferindo na conversdo do piruvato ndo oxidado em lactato pela lactato
desidrogenase (LDH), adiando, dessa maneira, o metabolismo aerébio (CONNETT,;
SAHLIN, 1996; JUEL, 1997).

1.4 Mecanismos de agdo do NH4Cl

A acidose metabdlica pode ser originada através da diminui¢cdo na concentracdo de
bicarbonato (HCOs’), um aumento da pressao parcial de diéxido de carbono (PaCOy) e pela
reducdo do pH sanguineo (EUSTACE et al., 2004). Pode persistir de forma aguda com
duracdo de alguns minutos a varios dias, ou de forma crénica com duragdo de semanas a anos
(KRAUT; KURTZ, 2005; GUNNERSON et al., 2006; KRAUT; MADIAS, 2012). A acidose
metabdlica também pode ser induzida artificialmente mediante a ingestdo de elementos
quimicos como, por exemplo, cloreto de hidrogénio (HCI), acetazolamida, e 0 NH4CI
(TOJIMA et al, 1986; CHURCHWARD-VENNE; KOWALCHUK; MARSH, 2010;
KRAUT; KURTZ, 2015). Quando se quer averiguar o efeito isolado da acidose metabdlica
antes do exercicio de alta intensidade, a utilizacdo da ingestdo do NH4Cl parece ser mais
apropriado, por causar do menor desconforto gasto intestinal (GI), (HOLLIDGE-HORVAT et
al., 1999; ROBERGS et al., 2005; CHURCHWARD-VENNE; KOWALCHUK; MARSH,
2010; CORREIA-OLIVEIRA; KISS, 2017).
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Apos a ingestdo do NH4CI, o pH sanguineo é reduzido consideravelmente devido ao
aumento nas [H*] no sangue e redugdo nas concentracdes de [HCO3] como forma do
organismo manter o equilibrio fisiolégico (EUSTACE et al., 2004; CHURCHWARD-
VENNE; KOWALCHUK; MARSH, 2010; SIEGLER et al., 2015). O NH4Cl s6 maximiza o
aumento dos ions de H™ apds sua degradacdo pelo organismo, uma vez que ocorre a jungdo do
(H*CI") o que explica o aumento da acidez. Para regular o balan¢o acido-base os tibulos
renais liberam o bicarbonato [HCOz] para neutralizar a carga acida endogena (BORON,
2006; WAGNER et al.,, 2009). Sendo assim, a administracio de NH4Cl promove um
desequilibrio fisioldgico nas concentragdes de [HCO3], pH e H'CI- (WAGNER et al., 2009;
CHURCHWARD-VENNE; KOWALCHUK; MARSH, 2010; SIEGLER et al., 2015).

Para que o organismo mantenha suas fungfes normais, o pH extracelular tem que se
manter em uma faixa entre 7,33 a 7,44, e uma reducdo nesses valores, seja pelo exercicio de
alta intensidade ou por ingestdo de componentes quimicos, afeta 0 comportamento da pressdo
parcial de dioxido de carbono PaCO, (WHIPP, 2007; WAGNER et al., 2009; STICKLAND
et al., 2013), com isso, a ventilacdo alveolar é aumentada com a finalidade de escoar o CO2 e
consequentemente equilibrar os padrfes ventilatérios (REFSUM, 1961; WAGNER et al.,
2009; LINDINGER; HEIGENHAUSER, 2012). Se a ventilacdo alveolar ndo aumentar em
propor¢cdo com o aumento de produgdo CO. durante o exercicio resultard em acidose
sistémica (BORON, 2006; WAGNER et al., 2009; LINDINGER; HEIGENHAUSER, 2012).

1. 5 Dose consumida

A maioria das pesquisas relacionadas com acidose metabdlica induzida pelo exercicio
de alta intensidade ou pela ingestdo de NH4CI concentrou-se nos subprodutos metabdlicos que
séo gerados mediante a degradacéo ou reducdo desses compostos (STRINGER; CASABURI,
WASSERMAN, 1992; MEDBO et al., 2000). A medida que as pesquisas foram evoluindo,
houve também o interesse em saber como organismo se comportava em resposta ao
desequilibrio na regulacéo acido-base, seja pela acidose metabdlica induzida pela ingestdo de
NHsCl ou pelo o proprio estresse causado pelo exercicio (STRINGER; CASABURI;
WASSERMAN, 1992; ROBERGS et al., 2005). Um importante efeito colateral da ingestao
do NH4CI é o desconforto gastrointestinal. Porém, foi demonstrado anteriormente (JONES et

al., 1977) que a dosagem de 0,3 g-Kg™ de massa corporal de NH4CI ingerida ao longo de 3
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horas, minimizariam incomodos gastrointestinais e alteraria de forma significativa o
equilibrio &cido-base. Com base nesses achados, outros estudos tém induzido a acidose
metabdlica previamente ao exercicio de alta intensidade através da ingestdo de NH4Cl com
menor ocorréncia de desconforto gastrointestinal (CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017).

Com o objetivo de reduzir ainda mais a possibilidade de desconforto gastrointestinal,
Correia-Oliveira et al. (2017) utilizaram doses fracionadas e menor que 0,3 g-Kg™ de massa
corporal de NH4CIl em sua totalidade (HOUSH et al., 1991; SIEGLER et al., 2015). Nesse
estudo os pesquisadores utilizaram uma dose de 0,15 g-Kg? de massa corporal de NH4CI
fracionada em doses de 0,08 e 0,07 g-Kg! de massa corporal. Portanto, os individuos
ingeriram 0,08 g-Kg™ de massa corporal de NH4CI no inicio (minuto 0) e outra dose de 0,07
g-Kg* de massa corporal apds 50 minutos. Apenas trés voluntarios relataram desconforto
gastrointestinal apos a ingestdo das substancias. Para condicdo placebo, Correia-Oliveira et al.
(2017) utilizaram a ingestdo de carbonato de calcio (CaCQOgz), dado que ndo foi relatado
nenhum desconforto gastrointestinal com ingestdo de 0,15 g-Kg™* de massa corporal, esta dose
foi ingerida em dose Unica no inicio do experimento. O CaCOs foi utilizado como substancia
placebo por ndo alterar o balanco acido-base, além de ndo causar nenhum desconforto
gastrointestinal (VANHATALO et al., 2010).

Sendo assim, a ingestdo do NH4Cl previamente ao exercicio se apresenta como um
recurso interessante, quando se busca analisar se de fato a acidose metabdlica, interfere na
tolerancia ao exercicio. Somado a isso, este € o primeiro estudo a avaliar os efeitos da acidose
metabolica de forma isolada sobre a relacdo poténcia/tempo. A compreensao dos efeitos da
acidose metabdlica sobre a relacdo poténcia/tempo pode direcionar, nutricionistas,
profissionais de educacdo fisica, médicos esportistas e treinadores, sobre as melhores
estratégias de treinamento, para minimizar ao maximo os efeitos da acidose metabdlica, e

consequentemente melhorar a tolerancia ao exercicio.
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2 HIPOTESE

A acidose metabdlica induzida pela ingestdo de cloreto de aménio reduzira parametros da

relacdo poténcia/tempo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da acidose metabdlica induzida pela ingestdo prévia de cloreto de

amonio sobre pardmetros da relacdo poténcia/tempo.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os efeitos da ingestdo de NH4ClI sobre o pH sanguineo.
e Verificar os efeitos da acidose metabdlica sobre a W".
e Analisar a influéncia da acidose metabélica sobre a PC.

e Auvaliar os efeitos da acidose metabdlica sobre as [La] plasmatico.



25

4 METODOLOGIA

4.1 Amostra

A amostra requerida para realizacdo do presente foi estimada usando o software
G*Power (versdo 3.1.9.2) utilizando dados de tempo até a exaustdo com ingestdo de NH4Cl e
CaCOs de um estudo prévio (SUTTON; JONES; TOEWS, 1981). A amostra de oito
participantes foi estimada com base em um tamanho de efeito de 1,2, poder de 0,8 e com alfa
de 0,05. Sendo assim, a amostra foi composta por nove homens fisicamente ativos levando
em consideracao que a aproximadamente 20% dos participantes ndo cumprissem as instrucoes
ou desistissem durante as coletas (idade: 25£3,5, estatura: 174+5,4, peso: 76,9+10,9 e %G:
15,2+7,8). Antes de iniciar o estudo, todos os participantes foram informados sobre os
possiveis riscos e beneficios, responderam a um questionario para excluir individuos com
riscos cardiovasculares (PAR-q) e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Pernambuco UFPE (N° do Parecer: 2.720.595).

4.2 Desenho experimental

Cada participante compareceu ao laboratorio em nove ocasides. Na primeira visita
foram coletados os dados antropométricos e realizado um teste incremental até a exaustdo
para determinar o consumo maximo de oxigénio (VOzmax), limiar de trocas gasosas (LV1) e
poténcia maxima (Pmax). Vinte minutos ap6s o teste incremental, os participantes realizaram
um teste até a exaustdo em uma intensidade correspondente a 110% da Pmax com objetivo de
confirmar o VO,max (POOLE; JONES, 2017). Nas oito visitas seguintes foram realizados 4
testes para determinacdo da PC e da W™ apds a ingestdo de cloreto de amonio (CLO) e mais 4
testes apOs a ingestdo de carbonato de calcio (PLA). Antes (Baseline), 100 min apés a
ingestdo das cépsulas (Pré) e apds os testes de cargas constantes (Pds) foram coletadas
amostras sanguineas da veia do antebraco para determinacdo das [La] plasmatico e pH
sanguineo. Os testes experimentais formam conduzidos com 72 horas de intervalo entre eles e
realizados no mesmo horario do dia para evitar influéncia do ciclo circadiano (RACINAIS et
al., 2010; FERNANDES et al., 2014). Os testes foram randomizados em um sistema duplo
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cego. A PSE foi mensurada a cada minuto e no momento da exaustdo através da escala de
Borg 6-20 (BORG, 1982). Antes do primeiro teste experimental, cada participante recebeu
um registro alimentar, onde eles anotaram os alimentos consumidos nas 48 horas antecedentes
ao teste, e depois replicaram nas sessfes experimentais subsequentes. Os participantes
também foram orientados a ndo consumirem bebidas alcodlicas, alimentos que contenham

cafeina e a ndo realizarem exercicios vigorosos 24 horas antes dos testes (Figura 1).

Figura 1 - Desenho experimental.
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[La]: concentracéo de lactato plasmético; pH sanguineo; NH4CI: cloreto de amdnio; CaCOs: carbonato
de calcio; Aq.: aquecimento) RPM: rotagdes por minuto; A70: 70% da diferenga entre o limiar de
trocas gasosas e 0 VO,max; A80: 80% da diferenca entre o limiar de trocas gasosas e 0 VO,max;
100%VO,max: intensidade correspondente ao VO,max; 110% VO,max: intensidade correspondente a
10% acima do VO,max; VO,max: consumo méaximo de oxigénio.

4.3 Avaliagdo antropométrica

Uma avaliacdo antropométrica foi realizada para determinacdo da massa corporal,
estatura e percentual de gordura. A densidade corporal foi determinada utilizando as dobras
cutaneas do peitoral, axilar média, abdémen, suprailiaca, subescapular, triceps e coxa como
proposto por Jackson e Pollock (1978), e o percentual de gordura estimado através da equacdo

proposta por Siri (1993).

4.4 Teste Incremental

O teste foi realizado em um cicloergbmetro (ErgoFit, Pirmasens, Alemanha), onde 0s

participantes inicialmente realizaram um aquecimento de um minuto com carga de 15 watts,
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seguido por um aumento de 20 watts a cada um minuto até a exaustdo. Os voluntarios
mantiveram a rotacdo do pedal entre 70 e 80 rpm, e a exaustdo foi identificada quando
ocorreu uma reducdo abaixo de 70 rpm por mais que 5 segundos (VANHATALO; DOUST;
BURNLEY, 2008). Durante todo o teste, a ventilagdo (VE), o consumo de oxigénio (VOy),
volume de didxido de carbono (VCO,) e a razdo de trocas respiratorias (RER) foram obtidos a
cada respiragdo por um analisador de trocas gasosas (Cortex, Metalyzer 3B, Leipzig,
Alemanha). Antes de cada teste, os sensores de fracdo de O2 e CO; expirado foram calibrados
usando um cilindro com uma concentracéo conhecida de Oz (12%) e CO. (5%). O volume de
ar expirado foi calibrado utilizando uma seringa contendo trés litros de ar. O VO2Pico foi
determinado como a maior média de VO, no periodo de 20 s. O limiar de trocas gasosas foi
obtido a partir do primeiro aumento desproporcional (VCO2), um aumento no VE/VO, sem
aumentar o VE/VCO2 e no aumento da fragio expirada de Oz sem queda da fragdo expirada de
CO2 (HOWLEY; BASSETT; WELCH, 1995).

4.4.1 Ingestao de NH4 Cl e CaCO3

Uma dose de 0,15 g-Kg™ de massa corporal de NH4Cl ou uma dose de 0,15 g-Kg™ de
massa corporal de CaCO3 foram ingeridas em doses Unicas 100 minutos antes dos testes para
determinacdo da PC e da W’. Essa dosagem tem sido ideal para ocasionar uma redugédo
significativa no pH sanguineo sem causar desconforto gastrointestinal (CORREIA-
OLIVEIRA et al., 2017). Todas as substancias foram oferecidas em céapsulas gelatinosas, de

mesmo tamanho, forma, coloracéo, e quantidade para garantir o vendamento das condicdes.

4.4.2 Determinacdo da poténcia critica PC e curva constante W’

Os participantes realizaram testes até a exaustdo em intensidades correspondentes a
70% e 80% da diferenca entre o limiar de trocas gasosas € 0 VO;max (A70 e AS80,
respectivamente), 100% e 110% do VO.max. Essas cargas levaram a exaustdo dos individuos
entre 2 a 15 minutos (VANHATALO; DOUST; BURNLEY, 2008). Cada teste foi realizado
100 min apo6s a ingestdo de cloreto de amdnio ou placebo. A altura do banco da bicicleta foi

ajustada para cada participante e replicada nos testes seguintes. Cada teste foi precedido por
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um aquecimento de 5 minutos na intensidade de 70 watts, seguidos por 5 minutos de repouso
(VANHATALO; DOUST;e BURNLEY, 2008). Os participantes foram instruidos a manterem
a rotacdo entre 70 e 80 rpm durante todos os testes (VANHATALO; DOUST; BURNLEY,
2008), e foram encerrados quando a rotacéo ficou abaixo de 70 rpm por mais de 5 segundos.
Os participantes foram estimulados verbalmente durante todos os testes. Durante a realizacéo
dos testes de cargas constantes até a exaustdo foram mensuradas as varidveis de frequéncia

cardiaca (FC) e percepcdo subjetiva de esforco (PSE).

Os resultados obtidos nos testes com cargas constantes foram utilizados para

determinar a PC e a W, utilizando-se trés modelos de regressoes:
1) N&o-linear poténcia (P) vs. Tempo (t): t =W’/ (P - PC)

2) Linear trabalho (W) vs. Tempo (t): W=PC - t+ W’

3) Linear P vs. 1/tempo: P = (1/t) -W" + PC

onde t é o tempo até a exaustdo, W € o total de trabalho realizado durante o teste, W™ € a
curvatura constante da hipérbole poténcia-tempo, P é a poténcia e PC a poténcia critica. Os
resultados das trés equacbes foram comparados para assegurar a qualidade do ajuste. O
modelo Linear trabalho (W) vs. Tempo (t): W = CP - t + W foi utilizado no presente estudo

por ter apresentado a menor soma dos erros da PC e W”.

4.5 Coleta e analise sanguinea

Foi coletada uma amostra de 10 ml de sangue venoso da veia braquial antes, 100
minutos apos a ingestdo das capsulas e apos os testes de carga constante. Apos a coleta, parte
da amostra (~1 ml) foi armazenada em tubos contendo EDTA e em seguida foi centrifugada a
4000 (rpm) durante 10 minutos para separacao do plasma em uma centrifuga (Heittich Mikro
220R). As concentracbes plasméaticas de lactato foram analisadas por meio de
espectrofotometria (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-VIS), utilizando kit especifico
(Labtest, MG, Brasil). Os outros 9 ml de sangue venoso foram utilizados para analise do pH
sanguineo imediatamente apds a coleta atraves de um pHmetro portatil (Hanna

instruments®).


https://www.lojanetlab.com.br/hanna-instruments
https://www.lojanetlab.com.br/hanna-instruments
https://www.lojanetlab.com.br/hanna-instruments
https://www.lojanetlab.com.br/hanna-instruments
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4.6 Questionario de desconforto gastrointestinal

Um questionario proposto por (JEUKENDRUP et al., 2000) para avaliacdo do
desconforto gastrointestinal foi aplicado antes e 100 min apés a ingestdo das capsulas. Esse
questionario é composto por 15 perguntas relacionadas aos possiveis efeitos colaterais
decorrentes da ingestdo das substancias, com um score que varia entre 1 (nenhum
desconforto) e 10 (desconforto insuportavel). Scores iguais ou superiores a 5 pontos sdo
considerados sintomas graves (JEUKENDRUP et al., 2000).

4.7 Analise dos dados

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Constatada
a normalidade dos dados, a ANOVA two way (condicdo X tempo) foi utilizada para
comparacgao das variaveis entre as condi¢des. Em caso de efeito principal, as diferencas foram
localizadas através da aplicacé@o do teste post hoc de Bonferroni. Quando apropriado, o teste t
para comparacOes pareadas foi aplicado. Todos os dados foram apresentados como média e
desvio padrdo. Foi adotado um nivel de significancia de P < 0,05. Todas as analises foram
realizadas atraves do software Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Desconforto gastrointestinal

Para a condicdo CLO, dois participantes vomitaram apds a ingestdo nos minutos 15 e
38. Esses participantes tiveram os testes cancelados e realizaram na semana seguinte, sem
nenhum relato de desconforto. Os demais participantes ndo tiveram sintomas considerados

graves, uma vez gue 0s mesmos ndo atribuiram scores iguais ou superiores a cinco pontos.

5.2 Teste incremental e intensidades para determinacéo da PC e W’

O VO,max foi de 38,2 + 6,2 ml min~* kg™*. O limiar de trocas gasosas foi de 133 + 38
W e a POmax foi de 272 + 50 W. N&o houve diferenca significativa no VO,max durante o
teste incremental (38,2 + 6,2 ml mint kg™?), comparado com teste de confirmacdo do
VO,max (39,6 + 6,9 ml mint kg™%), (P = 0,575). A poténcia correspondente aos deltas 70%,
80%, e a0 100% e 110% VO,max foram 222 + 42, 235 + 44, 261 + 46 e 287 + 51 W.

5.3 Respostas do pH sanguineo, lactato plasmatico, FC e PSE condicdes placebo (PLA) e
cloreto (CLO).

Os resultados de pH sanguineo e lactato plasmatico sdo apresentados na figura 2. Foi
observado efeito do momento (P < 0,05), da condi¢édo (P < 0,05) e da interacdo (P < 0,05)
para as variaveis pH sanguineo e lactato plasmatico. Houve uma queda significativa (P <
0,05) do pH sanguineo 100 minutos apés a ingestdo (pré) em CLO comparado com o PLA,
mas sem (P > 0,05) modifica¢fes nas concentra¢des do lactato plasmatico. Os valores de pH
sanguineo e as concentracdes de lactato plasmatico foram significativamente (P < 0,05)
reduzidos e aumentados, respectivamente, apds o exercicio em ambas as condi¢cdes. No
entanto, houve (P < 0,05) menores valores no pH sanguineo e menor acumulo lactato
plasméatico em CLO quando comparado com PLA. N&o houve diferenca significativa para FC
e PSE durante os testes de carga constante nas condigdes CLO e PLA (159 + 9,5, 163 + 10,9),
(16 +1,6,16+1,2), (P=0,616 ¢ P =0,07).
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Figura 2 — Mudancas no pH sanguineo (Painel A) e concentragBes de lactato plasmatico
(Painel B). Placebo (PLA), Cloreto de amdnio (CLO).
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5.4 Poténcia critica e curvatura constante

N&o houve diferenca significativa (P = 0,513) entre as condi¢Bes para a varidvel
poténcia critica (PLA: 181,0 + 45,3 W e CLO: 178 + 49 W). Por outro lado, a W™ (figura 3)
foi significativamente (P = 0,041) reduzida em CLO (17 % 6 kJ) comparado com PLA (21,0 =
5,0 kJ).



Figura 3 — Poténcia critica PC (Painel A) e trabalho total realizado acima da PC (Painel B),

nas condi¢des Placebo (PLA) e Cloreto de aménio (CLO).
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6 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da acidose metabdlica induzida
pela ingestdo prévia de cloreto de amoénio sobre a relacdo poténcia/tempo. Nossa hipdtese era
que a acidose metabdlica induzida pela ingestdo de cloreto de am6nio promoveria uma
reducdo da W sem modificagcbes na PC. Os principais achados do presente estudo
demonstram que a acidose metabodlica induzida pela ingestdo prévia de cloreto de aménio
reduziu o trabalho realizado acima da PC, acompanhado por maior redugdo no pH sanguineo

e menores concentracBes de lactato plasmatico.

Os valores de pH sanguineo reduziram significativamente previamente ao exercicio e
se mantiveram com valores mais baixos ap0s exercicio de alta intensidade com a ingestdo de
cloreto de amonio. Esses resultados corroboram com o0s encontrados em estudos anteriores
que realizaram protocolos semelhantes ao presente estudo (ROBERGS et al., 2005; SIEGLER
et al., 2015). Apos a ingestdo de NH4Cl, o pH sanguineo é consideravelmente reduzido pelo
fato dessa substancia promover um aumento nas concentracoes extracelulares dos ions H* ao
ser dissociada pelo organismo, resultando no desequilibrio acido-base (ROBERGS et al.,
2005; SIEGLER et al., 2015). Esses resultados demonstram que a dose utilizada no presente

estudo € adequada para indugdo da acidose metabdlica.

As concentragdes de lactato plasméatico foram significativamente menores apds o
exercicio de alta intensidade com a ingestdo de NH4Cl. Nossos achados estdo de acordo com
estudos anteriores (HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999; CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017),
que demostraram valores significativamente menores de [La] plasmatico apds exercicios
continuos de 15 minutos realizados em cicloergbmetro em diferentes intensidades, 30, 60,
75% do VO.max , ou apés um teste de 4 Km contrarreldgio. Uma explicagdo para esses
achados é que em condicbes de acidose metabdlica ocorre um desequilibrio fisiolégico por
todo o sarcolema, resultando na alteracdo da atividade dos monocarboxilato de H*/La,
resultando na reducdo do efluxo de ions de H" e La do meio intra para 0 meio extracelular
(HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999; BISHOP et al., 2007). Por sua vez, esse acumulo
intramuscular de ions de H* prejudica a atividade das enzimas glicogénio fosforilase e a
fosfofrutoquinase consideradas enzimas chave para o metabolismo anaerébio (HOLLIDGE-
HORVAT et al., 1999; BISHOP et al., 2007). Esses mecanismos sdo suportados pelos
achados de estudos (SUTTON et al. 1981; CHURCHWARD-VENNE et al. 2010) utilizando

medidas direta (bidpsia muscular) e indireta (espectroscopia de fosforo por ressonancia
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magnética) de metabolito intramusculares. Nesses estudos, foram observadas menores
concentracOes de lactato no musculo com a ingestdo de NH4CIl comparado com placebo apds
o0 exercicio de ciclismo (SUTTON et al. 1981) e flexao plantar (CHURCHWARD-VENNE et
al. 2010). Dessa forma, como previamente demonstrado (JONES et al., 2008; VANHATALO
et al.,, 2010; BLACK et al., 2017), nossos resultados sugerem que a acidose metabolica
induzida pela ingestdo de NH4Cl promove uma redugéo da contribuigdo energética anaerdbia

durante o exercicio de alta intensidade.

Tem sido sugerido que o trabalho realizado acima da PC é parcialmente dependente do
acimulo de metabdlitos relacionados com a fadiga (JOHNSON et al., 2014). No entanto, o
presente estudo € o primeiro a avaliar o efeito isolado da acidose metabdlica sobre a W, uma
vez que prévios estudos tém avaliado os efeitos da ingestdo de NH4Cl apenas sobre o
desempenho em diferentes protocolos de exercicio (ROBERGS et al., 2005; SIEGLER et al.,
2015; CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017). Consistente com nossa hipdtese, os principais
achados do presente estudo, demonstram que a inducdo da acidose metabolica induzida de
forma isolada através da ingestdo de cloreto de amdnio promoveu uma reducdo dos

parametros da relacdo poténcia/tempo.
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7 LIMITACOES

Uma limitacdo do presente estudo foi que a ingestdo do NH4Cl causou desconfortos
em 2 voluntarios, porém, esses participantes tiveram os testes cancelados e realizaram na
semana seguinte, sem nenhum relato de desconforto. Os demais participantes ndo tiveram
sintomas considerados graves, uma vez que 0S mesmos ndo atribuiram scores iguais ou

superiores a cinco pontos como proposto por (JEUKENDRUP et al., 2000).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, a acidose metabdlica induzida pela a ingestdo do cloreto de aménio
promoveu uma diminuicdo no tempo de tolerancia ao exercicio, sugerindo que a reducgéo do
pH sanguineo contribui de forma direta e/ou indiretamente para a redugdo dos parametros da

relacdo poténcia/tempo.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of ammonium chloride-induced metabolic acidosis on
parameters the power/time relationship. Methods: Nine physically active individuals
performed four constant load tests to determine critical power and work above critical power
(W") after ingestion of 0.15 g-Kg? of ammonium chloride body mass (CLO) and four more
tests after ingestion of 0.15 g-Kg™* of calcium carbonate body mass (PLA). The tests were
randomized in a double-blind system. Before (Baseline), 100 min after capsule ingestion (Pre)
and after constant load tests (Post) forearm vein blood samples were collected to determine
plasma lactate [La] concentrations and blood pH. Results: There was a significant drop (P
<0.05) in blood pH 100 minutes after CLO ingestion compared with PLA. Blood pH and [La]
post-exercise values were lower (P <0.05) in CLO compared with PLA. There was no
significant difference (P> 0.05) between the conditions for critical power (PLA: 181 £ 45 W
and CLO: 178 + 49 W). W™ was significantly (P <0.05) reduced in CLO (17 £ 6.6 kJ) when
compared to PLA (21.0 £ 5.0 kJ). Conclusion: Metabolic acidosis promotes a reduction in W'
without modifying critical potency.

Key words: Ammonium chloride; Performance; W'; Critical power.
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INTRODUCTION

The relationship between intensity (power/speed) and exercise tolerance presents a
hyperbolic characteristic (MORTON, 2006). This relationship has two parameters called
asymptote (critical power, PC) and its constant curvature (W”"). CP represents the maximum
intensity where oxygen consumption (VO>) stabilization, blood lactate [La] and intramuscular
metabolites (phosphocreatine [Pcr], inorganic phosphate [Pi] and hydrogen [H]
concentrations occur, being an important boundary between the upper limit of the heavy
domain and the lower limit of the severe domain (JONES et al., 2008; JONES et al., 2010.)
On the other hand, W’ represents the finite amount of work that can be performed at
intensities above CP (CHIDNOK et al., 2013). Although the hyperbolic relationship between
power and exercise tolerance is well established, the physiological mechanisms involved in

determining CP and W" use are not yet fully elucidated.

Traditionally, it has been proposed that W~ would be limited by the amount of muscle
glycogen, [PCr] and hemoglobin-bound oxygen (JONES et al., 2010). Studies have
consistently found low values of [PCr] following exercise performed above CP
(VANHATALO, FULFORD, et al., 2010; BLACK et al., 2017). However, other mechanisms
may be involved in W” limitation (FERGUSON et al., 2007; FERGUSON et al., 2010;
JOHNSON et al., 2014). In fact, it was observed that the kinetics of VO recovery and W’
reconstitution present different velocities, suggesting that other factors besides [PCr] would
be limiting for the use of W* (FERGUSON et al., 2010). Other studies have suggested that W
would be limited by the accumulation of fatigue-related metabolites (FERGUSON et al.,

2010; JOHNSON et al., 2014).

In order to verify the effects of metabolite accumulation on CP and W™ parameters, it

has been decided to perform a previous exercise with the same muscle group involved in the
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subsequent exercise (FERGUSON et al., 2010), inevitably promoting depletion of muscle
glycogen and [PCr]. Given this limitation, the effect of metabolite accumulation on W* was
assessed using previous upper limb exercise and W~ was measured during subsequent lower
limb exercise (JOHNSON et al., 2014). Interestingly, it was observed that W~ was reduced
without a change in CP. The authors suggested that this finding demonstrates that the use of
W’ would be partly dependent on metabolite accumulation rather than a finite energy stock
per se. Although these findings are relevant, it is not possible to accurately conclude the
isolated effect of metabolite accumulation on power/time relationship parameters, since
previous exercise with upper limbs promotes increased heart rate (HR), rating of perceived
exertion (RPE) and accelerates the development of central fatigue during subsequent exercise

exercise (JOHNSON et al., 2014; JOHNSON et al., 2015).

Thus, the use of methods that do not involve the previous exercise seems to be the
most appropriate to verify the effect isolated of the metabolite accumulation on the
power/time relationship. In this sense, previous studies have used the intake of ammonium
chloride (NH4CI) as a way to induce metabolic acidosis (i.e., reduction of blood pH) before
high-intensity exercise (CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017). Thus, the aim of the present
study was to evaluate the effects of metabolic acidosis induced by previous NH4Cl intake on

the power/time relationship.
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METHODS

Subjects. The sample required for this study was estimated using the G*Power
software (version 3.1.9.2) through time to exhaustion data with ammonium chloride (NH4CI)
and calcium carbonate (CaCOs) ingestion from a previous study (SUTTON, JONES and
TOEWS, 1981). The sample of eight participants was estimated based on an effect size of 1.2,
power of 0.8 and alpha of 0.05. Thus, the sample consisted of nine physically active men.
Before starting the study, all participants were informed about the possible risks and benefits.
Then, they answered a questionnaire to exclude individuals with cardiovascular risks (PAR-q)
and written informed consent form. All experimental procedures were approved by the local

ethics committee.

Experimental Design. Each participant visited the laboratory on nine occasions. At
the first visit, anthropometric data were collected and an incremental exhaustion test was
performed to determine the maximum oxygen uptake (VOmax), gas exchange threshold
(GET) and maximum power (Pmax). Twenty minutes after the incremental test, participants
performed a test to exhaustion at an intensity corresponding to 110% of Pmax in order to
confirm the VO,max (POOLE e JONES, 2017). In the following visits (Fig. 1), 4 tests were
performed to determination of CP and W” after ingestion of the NH4Cl (Acidosis) and 4 tests
after ingestion of the calcium carbonate - CaCOs (Control). Before (Baseline), 100 min after
capsule ingestion (Pre) and after constant load tests (Post) forearm vein blood samples were
collected to determine plasma [La] and pH. Experimental tests were conducted 72 hours apart
and performed at the same time of day to avoid the influence of the circadian cycle
(FERNANDES et al., 2014) in a stable environment in the laboratory. Prior to the first
experimental test, each participant received a food record, where they noted the food

consumed within 48 hours prior to the test, and then replicated it in the next experimental
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sessions. Participants were also instructed not to drink alcohol, caffeine-containing foods, and

not to exercise vigorously 24 hours before the tests.

&
Caco,

‘ Constant load exercises w

A70
A80

1009V O,max

20min 0 min 100 min ‘Warm-up 5 min 110%V O,max
70 watts
/ / 70-80 rpm
[La]
[La] [La] pH
pH pH

Figure 1. Experimental protocol. NH4Cl: ammonium chloride; CaCOs: calcium carbonate;

[La]: plasma lactate concentration; needle: blood sample.

Anthropometric assessment. An anthropometric assessment was performed to
determine body mass, height, and fat percentage. Body density was determined using the
pectoral, middle axillary, abdomen, suprailiac, subscapular, triceps and thigh skinfolds
(JACKSON and POLLOCK, 1978). The fat percentage estimated by the equation proposed

by (SIRI, 1993).

Maximal incremental test. All tests were performed on an electromagnetically-
braked cycle ergometer (Ergo-fit 167 Cycle, Pirmasens, Germany). The seat height of the bike
was adjusted for each participant and repeated in subsequent tests. The maximal incremental
test consisted of 1 min of pedaling at 15 W, followed by increments of 30 W.min until the
participant was unable to maintain the required pedal frequency between 70 and 80 rpm for
more than 5 seconds. Throughout the test, expiratory ventilation (VE), oxygen uptake (VO_),
carbon dioxide output (VCO2) and respiratory exchange ratio (RER) were obtained with
measured breath-by-breath by a gas exchange analyzer (Cortex, Metalyzer 3B, Leipzig,

Germany). Prior to each test, fractional Oz and expired CO2 sensors were calibrated using a
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cylinder with a known concentration of O (12%) and CO. (5%). Expired air volume was
calibrated using a syringe containing three liters of air. VO,max was determined as the highest
mean VO over 20 s. The GET was determined from the first disproportionate increase in
VCO,, an increase in VE/VO. without increasing the VE/VCO, and an increase in O, expired

pressure without falling CO. expired pressure (HOWLEY, BASSETT and WELCH, 1995).

Determination of CP and W’. Each constant exercise test was preceded by a 5-
minute warm-up at 70 watts, followed by 5 minutes of rest. Participants performed constant
exercise tests to exhaustion at intensities corresponding to 70% of the difference between the
GET and VO;max (A70), 80% of the difference between the GET and VO.max (A80),
100%VO,max and 110%VO,max. Participants were instructed to maintain pedal frequency
between 70 and 80 rpm throughout the test (VANHATALO, DOUST and BURNLEY, 2008).
The test was terminated when pedal frequency was below 70 rpm for more than 5 seconds.
Participants were verbally stimulated during all tests. These constant exercise tests were
performed on separate days. These loads lead the participants to exhaustion within 2 to 15
minutes (VANHATALO, DOUST, and BURNLEY, 2008). Each test was performed after the
ingestion of NH4Cl or CaCOz. The constant exercise tests were performed randomized order
using a double-blind design. (VANHATALO, DOUST and BURNLEY, 2008). During the
constant load tests, the variables of heart rate HR and RPE were measured. RPE was

measured every minute and at exhaustion using the Borg 6-20 scale (BORG, 1982).

The results obtained from constant load tests were used to determine CP and W’, using

three regression models:
1) Nonlinear power (P) vs. Time (t): t=W"/ (P - PC)
2) Linear work (W) vs. Time (t): W=CP - t+ W’

3) LinearPvs. 1/time:P=(1/t)- W +CP
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where t is the time to exhaustion, W is the total work performed during the test, W". is the
constant curvature of the power-time hyperbole, P is the power and CP is the critical power.
The results of the three equations were compared to assure the quality of fit and the model

with the smallest measurement error was adopted for the analyzes.

Ingestion of the NH4Cl and CaCOs. A single dose of 0.15 g-kg™ body weight of
NH4Cl or CaCOs was given to the participants 100 minutes before the constants exercise
tests. This dosage has been effective to cause a significant reduction in blood pH (CORREIA-
OLIVEIRA et al., 2017). All substances were offered in gelatin capsules of the same size,

shape, color, and quantity.

Gastrointestinal discomfort questionnaire. A  gastrointestinal  discomfort
questionnaire was applied before and 100 minutes after capsules ingestion. The questionnaire
was previously validated (JEUKENDRUP et al., 2000) and consists of 15 questions related to
possible side effects from substance ingestion, with a score ranging from 1 (no discomfort) to
10 (unbearable discomfort). Scores equal to or greater than 5 points are considered severe

symptoms (JEUKENDRUP et al., 2000).

Blood collection and analysis. A 10 ml sample of venous blood from the brachial
vein was collected before, 100 minutes after capsule ingestion and after 1 minute constant
load tests. From this sample, 9 ml of venous blood were used for blood pH analysis
immediately after collection using a portable pH meter (Hanna instruments®). The other part
of the sample (~ 1 ml) was stored in tubes containing EDTA and then centrifuged at 4000
(rpm) for 10 minutes to separate plasma (Heittich Mikro 220R). Plasma lactate concentrations
were analyzed by spectrophotometry (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-VIS) using a

specific kit (Labtest, MG, Brazil).



50

Statistical analyses. Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. Once

the normality of the data was verified, the two-way ANOVA (condition x time) was used to
compare the variables between the conditions. In case of main effect, differences were found
by applying the Bonferroni post hoc test. Where appropriate, the t-test for paired comparisons
was applied. All data were presented as mean and standard deviation. Effect sizes were
reported as partial eta squared (n3) or Cohen’dz. A significance level of P < 0.05 was
adopted. All analyses were performed using Statistica 10.0 software (StatSoft, Inc., Tulsa,

OK, USA).
RESULTS

Maximal incremental test and intensities for CP and W’ determination. The
VO,max measured during the maximal incremental test was 2.9 + 0.6 L-min* (38.2 + 6.2
ml-min~t-kg ). There was no significant difference (P = 0.57) to the VO.max (39.6 + 6.9
ml-min~t-kg™) measured during the verification test. The GET was identified at 133 + 38 W
and POmax was 272 + 50 W. The intensities corresponding to A70%, A80%, and 100% and

110% VOzmax were 222 + 42, 235 + 44, 261 + 46 and 287 + 51 W, respectively.

Gastrointestinal discomfort. For acidosis condition, two participants vomited after
ingestion at 15 and 38 minutes. These participants had their tests canceled and performed the
following week without any reports of discomfort. The other participants did not have
symptoms considered serious since they did not assign scores equal to or higher than five

points.

pH, lactate, HR and RPE responses. The ingestion of NH4Cl was effective to induce
metabolic acidosis status. The repeated-measures ANOVA revealed a significant main effect
of time (P < 0.001, n3 = 0.95), condition (P = 0.022, nZ = 0.61) and interaction (P < 0.001,

n% = 0.89) for pH. Although pH values were higher (P = 0.030) at baseline in acidosis
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condition compared to control (Fig. 1A), post-hoc analysis indicated a significant (P < 0.001)
reduction 100 min only after the ingestion of NH4Cl (-0.06 U). The pH values remained
reduced (P = 0.002) after exercise in acidosis (7.26 + 0.02) than in the control (7.29 + 0.01).
Significant effect of time (P < 0.001, n3 = 0.97), condition (P < 0.001, n2 = 0.86) and
interaction (P < 0.001, nZ = 0.87) was also found for plasmatic [La]. Plasmatic [La] was not
different from baseline (P = 0.96) or between condition (P = 0.99) after ingestion (Fig. 1B).
Plasmatic [La] increased after exercise in both conditions (P < 0.001), but to a lesser extent in
the acidosis (6.3 + 0.9 mmol-L™) compared to control (8.8 + 1.6 mmol-L™?). The mean HR
and RPE were similar between acidosis (159 + 9 bpm and 16 + 1.6) control (163 £ 11 bpm

and 16 + 1.2).
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Figure 2 - Changes in blood pH (Panel A) and plasma lactate concentrations (Panel B) under
the acidosis and control conditions. Data are expressed as a group (mean = SD) for all
intensities. *Significantly different from rest and pre in both conditions (P < 0.05).
#Significantly different from acidosis (P < 0.05). {Significantly different from the rest (P <

0.05).

Critical power and constant curvature. The CP was not different (P = 0.51, dz =

0.23) between the conditions (control: 181.0 + 45.3 W and acidosis: 178 = 49 W; Fig. 3A).
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Whereas the W* (Fig. 3B) was significantly (P = 0.04, dz = 0.81) reduced in acidosis (17 £ 6.6

kJ) than in the control (21 = 5 kJ).
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Figure 3 - Critical power (Panel A) and W™ (Panel B) under the acidosis and control

conditions. *Significantly different from control (P < 0.05).
DISCUSSION

The aim of the present study was to evaluate the effects of metabolic acidosis induced
by previous NH4Cl intake on power/time relationship parameters. Consistent with our
hypothesis, the main finding of the present study was that isolated metabolic acidosis reduced

only the work performed above CP.
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Blood pH values decreased significantly before and remained lower after high-
intensity exercise with NH4Cl intake compared to control. These results corroborate those
found in previous studies that performed similar protocols to this study (ROBERGS et al.,
2005; SIEGLER et al., 2015). After ingestion of NH4Cl, blood pH is considerably reduced
because it promotes an increase in extracellular concentrations of H* ions when dissociated by
the body, resulting in acid-base imbalance (ROBERGS et al., 2005; SIEGLER et al., 2015).
These results demonstrate that the dose used in the present study is adequate to induce

metabolic acidosis.

Plasma [La] were significantly lower after high-intensity exercise with NH4Cl intake
than control. Our findings are in agreement with previous studies, which showed significantly
lower plasma [La] values after continuous 15-minute cycloergometer exercises at different
intensities (30, 60 and 75% of VO,max) (HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999) or after a 4 km
time trial (CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017). One explanation for these findings is that
under conditions of metabolic acidosis a physiological imbalance occurs throughout the
sarcolemma, resulting in the alteration of H*/La monocarboxylate activity, resulting in the
reduced efflux of H" ions and La from intracellular to extracellular compartment
(HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999; BISHOP et al., 2007). In turn, this intramuscular
accumulation of H* ions impairs the activity of glycogen phosphorylase and
phosphofructokinase enzymes considered key enzymes for anaerobic metabolism
(HOLLIDGE-HORVAT et al., 1999; BISHOP et al., 2007). These mechanisms are supported
by the findings of studies (SUTTON et al. 1981; CHURCHWARD-VENNE et al. 2010)
using direct (muscle biopsy) and indirect (magnetic resonance phosphor spectroscopy)
measurements of intramuscular metabolite. In these studies, lower muscle lactate
concentrations were observed with NH4Cl intake compared with placebo after cycling

exercise (SUTTON et al. 1981) and plantarflexion (CHURCHWARD-VENNE et al. 2010).
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Thus, as previously shown (CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017), our results also suggest that
metabolic acidosis induced by NH4Cl ingestion promotes a reduction in anaerobic energy

contribution during high-intensity exercise.

It has been suggested that work above CP is partially dependent on the accumulation
of fatigue-related metabolites (JOHNSON et al., 2014). However, the present study is the first
to evaluate the isolated effect of metabolic acidosis on W’, since previous studies have
evaluated the effects of NH4Cl intake only on performance in different exercise protocols
(ROBERGS et al. 2005; SIEGLER et al., 2015; CORREIA-OLIVEIRA et al., 2017). Our
findings demonstrate that W™ is reduced after the ingestion of NH4Cl, suggesting that the
reduction in metabolic acidosis contributes directly and/or indirectly to the use of W'.
Interestingly, it was previously demonstrated that alkalosis induced by sodium bicarbonate
ingestion had no effect on W™ during 3-min all-out test (Vanhatalo et al. 2010). Together,
these results suggest that W' is more affected by metabolic acidosis than alkalosis. However,
further studies investigating the effects of alkalosis on W' using an exercise protocol similar to

the present study are necessary to confirm this hypothesis.

LIMITATION

A limitation of the present study was that NH4Cl ingestion caused discomfort in 2
volunteers, but these participants had their tests canceled and performed the following week,
with no reports of discomfort. The other participants did not have symptoms considered
severe since they did not assign scores equal to or higher than five points as proposed by

(JEUKENDRUP et al., 2000).
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CONCLUSION

The findings of the current study demonstrated that isolated metabolic acidosis induced by

the NH4Cl ingestion reduces the W* without changing CP.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO, ATIVIDADE FIiSICA E
PLASTICIDADE FENTIPICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o Sr. para participar como voluntario da pesquisa (“Influéncia da acidose
metabdlica sobre os da relacdo poténcia/tempo ™), que esta sob a responsabilidade do (a)
pesquisador (a) Isael Jodo de Lima enderecado Av visconde Maua 214 A -
Livramento, Vitdria de Santo Antdo/PE. E-mail: isaellima2007@hotmail.com CEP: 55604-
145 (81) 9 97187366/ (81) 9 92353317, (inclusive ligacbes a cobrar).

Sob orientagdo do Professor: Marcos David da Silva Cavalcante e Telefones para
contato: (81) 9 8366-9499/(81) 3523-3351 email: cavalcantemds@hotmail.com

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa.
Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do
estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas
vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, nao
haver4 nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como serd possivel retirar o
consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Voce visitara o laboratorio de Fisiologia do Esfor¢o do Centro Académico de Vitoria,
CAV/UFPE 9 vezes. Na primeira visita ao laboratorio, serd coletado os dados
antropométricos e realizado um teste incremental maximo em um ciclo ergbmetro para
membros inferiores para determinacdo do consumo maximo de oxigénio (VO2.max), limiare
ventilatorio e poténcia maxima. Nas 8 visitas seguintes VVocé realizard os testes com carga
constante até a exaustdo apos a ingestdo de cloreto de amonio (4 testes) ou placedo (4
teste).Cada teste serd precedido por um aquecimento de 5 minutos na intensidade de 70 watts,
seguidos por 5 minutos de repouso. VVocé sera instruido a manter a rotacéo entre 70 e 80 rpm
durante todos os testes , e serdo encerrados quando a rotacao ficar abaixo de 70 rpm por mais
de 5 segundos. Antes e ap0s os testes de carga constante até a exaustdo, serdo coletadas
amostras sanguineas do seu antebraco (cerca de 10 ml) para mensuracdo das concentracdes de
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lactato e nivel de pH sanguineo. Vocé ndo deve consumir bebidas alcodlicas, alimentos que
contenham cafeina e a ndo realizarem exercicios vigorosos 24 horas antes dos testes.

Serdo realizados estimulos elétricos por meio de eletrodos de superficie fixados sobre

o nervo femoral. Essa medida é importante, pois por meio dela n6s avaliaremos parametros
relacionados a fadiga central e periférica.

Os estimulos elétricos podem gerar um possivel desconforto apenas ho momento da
sua aplicacdo. Porém, a duracdo de cada estimulo elétrico é de apenas 80
microssegundos.

Dentre os possiveis desconfortos relacionados a ingestdo das substancias e aos testes,
encontra-se desconforto gastrointestinais nauseas, vomitos, enjbos e diarreia.
Entretanto, menos de 1% da populacdo americana apresenta desconforto extremo
durante estes tipos de testes (American College of Sports Medicine). Além disso, esses
tipos de testes sdo rotineiros em laboratorios de avaliacéo fisica, com poucos casos de
desconforto excessivo por parte dos pacientes. Os riscos decorrentes da aplicagdo dos
questionarios também sdo considerados minimos, pois envolvem uma possibilidade de
constrangimento ao responder as perguntas, e como forma de minimizar esses
possiveis constrangimentos 0s questionarios ndo serdo identificados e serdo
respondidos de forma individual em um ambiente separado e 0s dados ndo serdo
divulgados. Os questionarios serdo colocados em envelopes separados a fim de
comprovar o sigilo das informagoes.

Que caso algum incidente aconteca, Marcos David da Silva Cavalcante e Isael Jodo de
Lima, irdo ligar para 0 SAMU e recebera assisténcia como qualquer cidaddo brasileiro
em hospital pablico.

Que os beneficios que vocé deverd esperar com sua participacdo nao serdo financeiros,
mas sim, fisicos. Além disso, vocé recebera um relatorio final com todas as
informagdes referentes & sua composicao corporal, aptiddo aerobia e neuromuscular.
Ademais, poderdo ser entendidos quais sdo 0s possiveis mecanismos fisiologicos
envolvidos na diminui¢do da curva constante (W’) e, em menor grau, na poténcia
critica.

Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas
do estudo.

Que, a qualgquer momento, vocé tera acesso a qualquer resultado referente ao seu teste
e que podera esclarecer suas davidas com o pesquisador responsavel. Além disso,
vocé podera se recusar a continuar participando do estudo e, também, podera retirar
seu consentimento, sem que isso lhe traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Que as informacgdes conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da sua pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacéo
das mencionadas informacfes s6 serd feita entre os profissionais estudiosos do
assunto.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em

eventos ou publicac@es cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo no computador pessoal,
sob a responsabilidade do orientador Marcos David da Silva Cavalcante, no endereco
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Laboratério de Fisiologia do Esforgo. Nucleo de Educacdo Fisica e Ciéncias do Esporte. Rua
do Alto do Reservatério s/n, Bela Vista. Vitoria de Santo Antdo/PE. CEP: 55608-680 / (81) 9
9630-6290. Pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe sera pago e nem seréa cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao
é voluntéria, mas fica também garantida a indeniza¢do em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentagao).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apo6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do estudo “Influéncia da acidose metabolica sobre os pardmetros
neuromusculares e da relacdo poténcia/tempo” como voluntario (a). Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Impressao
Local e data digital
Assinatura do participante: (opcional)

Presenciamos a solicitacéo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa

e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE C - CARTA DE ANUENCIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos o pesquisador Isael Jodo de Lima,
a desenvolver seu projeto de pesquisa “Influéncia da acidose metabdlica sobre 0s parametros
da relacdo poténcia/tempo”, que esta sob a coordenacdo/orientacdo do Prof. Dr° Marcos
David da Silva Cavalcante, cujo objetivo é Avaliar os efeitos da acidose metabdlica induzida
pela ingestdo prévia de cloreto de amdnio sobre parametros da relacdo poténcia/tempo. Nesta
unidade da Universidade Federal de Pernambuco, Centro académico de Vitéria de Santo
Antdo. Esta autorizacdo estd condicionada ao cumprimento do (a) pesquisador (a) aos
requisitos da Resolucdo 466/12 e suas complementares, comprometendo-se 0 mesmo a
utilizar os dados pessoais dos sujeitos da pesquisa, exclusivamente para os fins cientificos,
mantendo o sigilo e garantindo a ndo utilizacdo das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou

das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados o pesquisador devera apresentar a esta Instituicdo o Parecer
Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité de Etica em Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP.

Vitéria de Santo Antao/PE, em / /
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APENDICE D - DECLARACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

DISPONIBILIDADE DE EQUIPAMENTO E ESTRUTURA DO NUCLEO DE
EDUCACAO FISICA E CIENCIA DO ESPORTE DO CAV/UFPE

Declaro para os devidos fins, que o nucleo de educacdo fisica e ciéncia do esporte do
CAV/UFPE possui equipamento e infraestrutura para a realizacdo do projeto intitulado
“Influéncia da acidose metabolica sobre 0s parametros da relacdo poténcia/tempo” sob
responsabilidade do mestrando Isael Jodo de Lima, coordenado pelo Prof. Dr° Marcos David
da Silva Cavalcante, cujo objetivo é Avaliar os efeitos da acidose metabdlica induzida pela

ingestdo prévia de cloreto de amonio sobre parametros da relagdo poténcia/tempo.

Vitéria de Santo Antao/PE, em




APENDICE E - TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: INFLUENCIA DA ACIDOSE METABOLICA SOBRE OS

PARAMETROS DA RELACAO POTENCIA/TEMPO.

Pesquisador responsavel: Isael Jodo de Lima

Instituicdo/Departamento de origem do pesquisador: UFPE/CAV/Departamento de
Educacao Fisica

Telefone para contato: (81) 9 97187366

E-mail: isaellima2007 @hotmail.com

O pesquisador do projeto acima identificado assume 0 compromisso de:
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 Garantir que a pesquisa so sera iniciada apds a avaliacao e aprovacéo do Comité de
Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco
— CEP/UFPE e que os dados coletados serdo armazenados pelo periodo minimo de 5

anos apos o termino da pesquisa;

e Preservar o sigilo e a privacidade dos voluntarios cujos dados serdo estudados e
divulgados apenas em eventos ou publicacGes cientificas, de forma anénima, néo

sendo usadas iniciais ou quaisquer outras indicacdes que possam identifica-los;

e Garantir o sigilo relativo as propriedades intelectuais e patentes industriais, alem do

devido respeito a dignidade humana;

e Garantir que os beneficios resultantes do projeto retornem aos participantes da

pesquisa, seja em termos de retorno social, acesso aos procedimentos, produtos ou

agentes da pesquisa;

e Assegurar que os resultados da pesquisa serdo anexados na Plataforma Brasil, sob a

forma de Relatério Final da pesquisa;

Vitéria de Santo Antao/PE, ............ de oo de 20......

Assinatura Pesquisador Responsavel
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ANEXO A - QUESTIONARIO

PAR Q
Physical Activity Readiness Questionnarie

Este questionério tem objetivo de identificar a necessidade de avalia¢do clinica antes do inicio da atividade
fisica. Caso vocé marque mais de um sim, é aconselhavel a realizagdo da avaliagdo clinica. Contudo, qualquer
pessoa pode participar de uma atividade fisica de esforco moderado, respeitando as restrigdes médicas.

Por favor, assinale “sim” ou “nao” as seguintes perguntas:

1) Alguma vez seu médico disse que vocé possui algum problema de coracdo e recomendou que vocé s
praticasse atividade fisica sob prescricdo médica?
Csim [0 ndo

2) Vocé sente dor no peito causada pela pratica de atividade fisica?
Osim  [Jnédo

3) Vocé sentiu dor no peito no Ultimo més? [Jsim  [1ndo

4) Vocé tende a perder a consciéncia ou cair como resultado do treinamento?
Csim [0 ndo

5) Vocé tem algum problema 6sseo ou muscular que poderia ser agravado com a préatica de atividades fisicas?
Osim  [Jnédo

6) Seu médico ja recomendou o uso de medicamentos para controle de sua pressdo arterial ou condi¢do
cardiovascular?
Osim  [Jnédo

7) Vocé tem consciéncia, através de sua propria experiéncia e/ou de aconselhamento
médico, de alguma outra razdo fisica que impeca a realizagdo de atividades fisicas?
(lsim  [Indo

Gostaria de comentar algum outro problema de salde seja de ordem fisica ou psicolégica que impeca a sua
participacdo na atividade proposta?

Declaracéo de Responsabilidade

Estou ciente das propostas do Projeto, evento/ atividade:

Assumo a veracidade das informagdes prestadas no questionario “PAR Q” e afirmo estar liberado pelo meu
médico para participacdo na atividade citada acima.

Nome do participante:

Nome do responsavel se menor de 18 anos:
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ANEXO B - QUESTIONARIO DE DESCONFORTO Gl

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO, ATIVIDADE FiSICA E PLASTICIDADE
FENOTIPICA

Nome: situacéo:

Data:

Questionario de desconforto GI (Jeukendrup et al., 2000)

Indicar em uma escala de 1 a 10 os desconfortos sentidos. 1 = nenhum desconforto, 10 = desconforto
insuportavel.

Queixas n°
Problemas estomacais
Nausea
Tontura
Dor de cabeca
Flatuléncia
Vontade de urinar
Vontade de defecar
Arroto
Azia
Inchago
Dores de estbmago
Colica intestinal
Vontade de vomitar
Vomitos
Diarréia

Observacoes:




ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬂ CEP PERMAMBUCO CENTRO DE W
w= Bt CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Tifubo da Pesquisa; IMuancia 43 agdose Metaballca S0bre parmelros o relagdo potenciatempo
Pesquisador: ISAEL JOAQ DE LIMA

Arsa Tematca:

Warala: I

CAAF: BT4LTT18. 7 0000 5208

Instthulcso Proponante: CEMNTRO DE CIENCIAS DA SALIDE
Patrocinador Princdpal: Financiamsmio Propra

DADOS O PARECER

Humene do Parecer: 2.720.555

Apragsntagdo oo Projeto;

Trata-s2 de um projein de mesirado do estudants ISAEL JOAD DE LIMA, sob & onentagdo do Professor
MARCOS DAVID DA SILVA CAVALCANTE, vinculado ao Programa de Pos-Sraduagdo em Muirigda,
Allvidade fisica e Plasticidade fenotiplca @0 Canin Académico de Vikdna da Universidade Federal de
Pemambuco (CAV-UFPE). O projeto serd deservainddo no Laboratoria de fskiogla do estorgo, Laborabano
de Nuriplo, Aiidate fisica & plasticidade fenotipica do CAV-UFEE. A proposts consiste basicamente na
anallse da ipttase: A acidose metaballca INOLZida pela Ingestdo de cionsto de amonio FEduzira apenas 3
curda corstante W, tento em vista que 3 poténcla oritica (PC) esta mals reladionada 30 metabolsmo
@=niblo. Para este fim realzar-s2-3 um estudo experimental randomizado e conTolado oom 12 voluntanocs
do sexo massuling, falxa e@na de 16-35 ancs, saudavels 2 fisiameante ativos.

Cada voluntano comparecera a0 [aborationo em nove ocasiles. Ma pimelm visia se@ coletado o5 dadios
antropometices & reallzada um teste Incremental ate 3 exaustdo para deteaminar o CONSUMS MEximo de
ondgEnio (WO2mar), pimeio Imiar ventiatono e potenca memima (Pmax). Em sequida, 30 minubos 3pos o
t=si2 Incremenial, o participanias realzardo um fese 32 3 exaust3o em uma Intensidate comespondenis 3
T0% da disrsnga entre o limiar ventllabano & o VioZmax. Mas oito viskas seguiniss serdo reallzados 4 testes
para detzrminacio 63 PO 2 fa W aphs a Ingesilo de cloreto de aménio & mais 4 tesies apis a Ingestio de
carbonato de cakio (placsbo). Antes, apds a Ingestdo das capsulas e apis of exsncidos serdo coletadas
amostras

Endanetn: Ay dia Enganfubiia a4 - T ander, asla 4, Pikdo do Cenlne oo Clindin da Selse
Baderer, - otmcin U rmve sl i CEP: &) T40800

LF: PE Munasipia: RECFE

Telefone (&1 0 8 gtes E-mail. s @l bs
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sanguineas da vela do anteracd para deteminagdo de [actato 2 pH sanguinep. Aldm disso, 5213 r2alizads
uma avallagio &3 TungSo neuromuscular abraves de estimulos eéiricos spbre o nenvo femoral & da

menswracdo da contragdo voluntana lsometnica maxima (CWVM) para determinacdo do grau de
deservolvimenin da tadlga central & pertférica. Os testes expenmentals serlo conduzioos com T2 horas o2
Int=nvalo enire eles & realzados N0 mesmo horano do da paa evitar influénda do ccio dreadland. Anbes oo
primein ieste experimental, cada participants recebera um registn almentar, onde eles deverdo anotar os
allmenios consumidos nas 43 horas aniecadenies 3o iesie, & depois replcd-lo nos proximos Bsies
expermentats. Os paricipantes Emisém serdo onentados 3 ndo consuminem bebldas alcoolicas, almentos
que contenham cafzing & a ndo reallzarem exercicios vigorosos 24 horas antes dos tesies expanimentals.
Adicionalments, 10006 os VOILNTANCS responcerado 3 um questionano validado relaconads 30 desconforin
gastrointestingl. O critérios de Incusdo & exciusdo estio devidaments explicitagios.

& nomalldade dos dados obtidos sera avallada por mels do teste de Shapiro-Wik. ANOVA two way
[condigdo X tempo) serd utliizads para comparaco das vanavels entre a5 condigdes. Em caso de efizitn
principal, a5 diferencas serdo locallzadas através da apllcagio do teste post hoo de Bonfemonl. Cuando
Soroptado, o tese { para comparaclies pareadas sera aplcado. Todos oF dados serd0 apresentados como
medla & desvio padrdo. Serd adotado wm nivel g significincla de P = D05, Todas 38 anallses s2rdo
realizadas atraves do soffware Stafistica 10.0 (SatSof, Inc., Tuk=a, OK, LISA).

Todas a5 Informacles colstadas serdo mantidas em siglio por um periogo de cinco anos sob 3
responsabiidads do pesquisador princlpal.

Conimangic 42 Pemsar 1 T20U502

Ohetivo da Peagqulsa:
Chietvo prmano:

Awallar os efeitos da acidose metabdllza Induzida pela Ingesido prévia de clorsto g2 amdnlo soore
parametros 43 relagdo pobdnclatempo.

Dbjetvos secundanos:

1-Westficar os efelins da acidose metabilica solre 3 W

2- Analsar a Infiuensa & atdoss metabdlica sobme 3 PE.

3~ Anallar os efelics da adoose meEbilica sobre as reepietas fislnogicas furanis o excenich.
4-Verfficar o5 efefins da acidose metabilca S0Ne 35 MESpOEaE NeUMUSCUanss.
Avalanas dos Riscos & Beneficlos:

O Niscos & beneficis estio devidamenie delineanos o projeto de pesquisa @ na platafonma Brasll. O
riscos estdo relacionances a0 desconforta Indestinal que serd moniorado atraves oa

Endaregs: S din Engankiis a8 - T ahder, sdli 4, Prkde de Carihe de Sl da Salde

Balite:  Colech LUnbaialiria CEP: o) 74000
LF: FE Bunedpia: RECIFE
Telefone (51 gaes E-mall: copessilufpn by
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Confmamgic 41 Pescar: 2 720 362

aplicagdn de um questionano valdado. Dentre 05 possivels BeECONToNoE relacionados a Ingesido das
sunstanclas e acs [eRes, enconira-se descomforts gastroimtestinals nauseas, Womitos, en|dos 2 diarmaia.
Emtretanto, mences de 1% da populago amenicana apresenta desconforto extremo duranie estes tipos de
tesies (American College of Sports Medicing). Além disso, esses tipos de tesies s30 rotinelros em
laboratorices de avallago flsica, com PoUCos Casos te desconforio excesshvo par parte dos packentes. O
riscos decomenies da aplcagao dos questiondnios também 530 considerados minimos, pols emolvem uma
possiiidads o corstrangimento a0 rSE00NdEr 35 DENJUNLS, & COMD fma de minimiZar esses possivels
consirangimentcs o5 questionancs nao serd0 ideniMcados & s2rdo respondldes de forma Indvidual 2m um
amblente separado @ o5 dados ndo serdo divulgados. 05 quesiionanos serdo colocados em envelopes
BEDArAS A fim de comprovar o siglo das Infemmagdes. Consta no projeto que cas0 oComa algum Incidents
05 WOILNEAros Serlo alendidas pelo SAMU & removidas para um Hospiisl pasico.

Todos o5 voluntanos serd beneficiados pols, receberdo um relatdno final com iodas as Infomagies
referentes A sUa coMposigan corporal, aptiddo 3erodia & neuromuscular,

Comentarios & Conslderagiea s0bre a Pesquisa:
Trats-52 0 UM 2METca St & INSressante Pars coMUNINate 08 educatores Msloos & prncipalments pars
pratcanies de FIvitade flsca & esportstas oe ano rendimento, pois, visa malor entenaimento em relago a
quals 530 05 preshels mecanismos Nsklbglcos envolvidos na dminuicdo da curva constante (W) 2, em
MEnar grau, Na poiénda critea.

Conshieragtes s0bre 08 Termos 08 apresentagao obrgatona:

Az cartas de anwdnca, temo de confidencialdade @ cumicuios esi30 devidaments anexados. A folha de
rosto esta devidamenis assinada @ canmbada pala Diretona do Centm Academico e VRGNa. A deciaragio
de vinculo esta devidamenie assinada pela Coordenadona do Programa de Pos-Graduagio em Nulriglo,
Allvidade Fislca e Plaslicidade Fepotipica do Centro Académico de Witra da Universidade Federal de
Pemambuco (CAV-UFPE). O orpamento oe aprodmadaments 2.000,00 resls 5era 0 rasponsabiidate 0o
pEEIUSINor Drincinal. O cronograma & compativel para a exscugdo do projeto & consta que & coleta de
dados 50 COMECAnd apds SUa aprovapao por este comit de &tica,

Recomends;hon:

Menhuma

Conclusles ou Pendédnclss e Lista de Inadequages:
Menhuma

Endaregn: A, dis Erganfiia &% - T ahdar, sals 4, Prkds de Cente oo Cllndis da Selse
Babere:  Cadach Linkaailiia CEP: &) 740800

F: PE unisipka: RECFE

Tebefone 51 0128 a5 E-mail: e fufpe b

Flgre Shos =

72



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬁ CEP PERNAMBUCO CENTRO DE W
| === =S CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
Conimamsie 32 Pamear 1 TXU30E

Consideragbes Finals a critério do CEP:

As exigancias foram atendidas o profncoio estd APROVADO, sando liberado para o Inicio 83 coleta de
dados. Informamos que 3 APROVAGAD DEFINITIVA do projeto s¢ sera dada apds o envio do Relatoro
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o downioad do modsk de Relatono Final para envia-o via
“Notifcapo”, pela Plataforma Brasl. Siga as Instrughes do Ink “Para enviar Relatono Final®, dispanivel no
slte do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagio desse relaboro, 0 CEP emifira nowo Parecer Consubstanciado
definitive pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, alnda, que o (3) pesquisador (&) deve deservolver 3 pesguisa conforme delineada neste
ProfoColo BpTvada, ENCED quando perceber M50 ou dano ndo previstn 30 voluntano paricipante (fem V.3,
da ResolugSo CNSMS N° 466/12).

Eventugis modficagies nesta pesquisa devem ser solcitadas atraves de EMENDA a0 projeto, Identficando
a parte do prolcoio @ ser modicada & Suas |ustificativas.,

Para projetos com mals de um ano de execugdo, & obrigattro que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquis3a apreserte a este Comits de Elka reiatonos pardals das atividades desenvoividas no
periodo de 12 mesas 3 contar da data de 5ua aprovagdo (Rem X.1.3.0., da ResolugSo CNSMS NP 456/12).
0 CEPICCS/UFPE deve ser Infonmadd de fodoes 06 efelios adversos ou fatos relevantes que afierem o curso
nonmal do estudo (item V.5, da ResolucSo CNS/MS N° 456/12). £ papel do/a pesquisacon'a assequrar
bodas as medidas Imediatas & adequadas Fente a evento adverso grave ncomido (mesmo que tenha sido
&M outro ceniro) e ainda, enviar notNcapio 3 ANVISA — ADEncia Nacional de Vigidrcia Sanitana, junto com
EE4 posicionamentn.

Eﬂtﬂpﬂ'ﬂ-ﬂﬂ"ﬂ slaboracy basaddo Nos doCumenios abalo relacionahog:

Tipo Documenio Amuho Po=iagem ALior Siuacan
Tiomagtes Dascas| FE_ T ORMAL e S BAGILAS 0 B | T10G20E LT
30 Projstn ROUETD 1 #0427 3.pdf 16. 2616
s CARTA_RESPOSTA PENDENCIAS.GO( 1106208 [ISAEL JOAD DE Aol

[ 1625004 | LIKAA
TCLE/ Termos de | tole |saed dacx 1ADG20E |ISAEL JOAOD DE AEin
Bzzenimento s 1619006 | LIkGA
Justifioathva gie
Busancis
Frojeto Defalhado /! | PROJETO ISAEL dom 1106205 |ISAEL JOAD DE Acsitn
Empchurg 169750 |LIkAA
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ANEXO D - NORMAS DA REVISTA

. . . . ¥ Author Resources
Medicine & Science in Sports & Exercise® Instructions for Authors (this page)
Online Submission and Review System Copyright Transfer (PDE),

Manuscript Submission Form (DOC)
Commercial Reprints Only

Reprint Ordering

Permissions Requests

Reprints (PDF)

Modil:in.‘l §L Science
Sports & Exercise

Information for Authors

Order of Manuscript
An original investigation should contain the following items and satisfy the given specifications.

o Title Page
1. Title of no maore than 85 characters, including spaces.
2. Full names of the authors—COnly those investigators who contributed substantially or who had a primary role in the research represented in the manuscript
should be listed as authors. The Editor-in-Chief reserves the right to request that the author list be reduced.
3. Institutional affiliation of each author clearly identified; linked to each author by use of superscript numbers
4, Corresponding author name, mailing address, telephone, fax, and e-mail information
+ Abstract
1. Limit of 275 words, including numbers, abbreviations, and symbaols
2. Structure states purpese, methods, results, and conclusion
3. Reference citations are not permitted
+ Key Words
1. Four (4) to six (6) words following the abstract
2. Should not repeat terms or phrases from the title
+ Introduction
1. State clearly the purpose and hypothesis of the study
2. Provide relevant references
3. Do not exhaustively review the subject
+ Methods
1. Present subject information
2. Describe the experimental subjects and their controls
3. Insert “written informed consent” statement or animal-use statement and ethics committee approval statement (required) (see "Human & Animal
Experimentation Policy Statements”)
. Identify the methods, apparatus, and procedures employed with sufficient details to allow others to reproduce the results
. Provide references for established methods and statistical procedures
. Provide rationale for use and include a description of possible limitations for utilized methods not well known
. Statistics: Report statistical significance, effect size, and confidence intervals when appropriate and include detailed descriptions of statistical analyses,

= hoLn s

mathematical derivation, or computer programs as supplemental digital content (SDC).

Authors should justify the adequacy of their sample size in the Methods by reporting the results of power calculations for the main statistical test(s). Although
there are different approaches that authors may take in performing these calculations, the book by Cohen is recommended as an appropriate starting point [Cohen
1. Statistical Power Analysis for the Behavioral Sciences. 2nd ed, Hillsdale (NJ): Lawrence Erlbaum Associates; 1988, 567 p.].

Medicine & Science in Sports & Exercise® generally offers only very broad statistical quidelines and relies on its expert reviewers and its Associate Editor for
Statistics for specific directions when needed. However, on the basis of two articles [Sainani KL The problem with "magnitude-based inference.” Med Sci Sports
Exerc, 2018; doi: 10,1249/M55.0000000000001645 and Welsh AH, Knight EJ, "Magnitude-based Inference”: a statistical review, Med Sci Sports Exarc,
2015:47(4):874-84] and two commentaries [Curran-Everstt D, Magnitude-basad inference: good idea but flawed Aapproach. Med Sci Sports Exerc, 2018 In Press
and Young Al. Magnitude-based inference: progressive approach or flawed statistic? Med S¢i Sports Exerc, 2015:47(4):873] published in the journal, the
magnitude-based inference approach [Hopkins WG, Marshall SW, Batterham AM, Hanin 1. Progressive statistics for studies in sports medicine and exercise science,
Med 5ci Sports Exerc, 2009:41(1):3-12] s not an acceptable method of statistical analysis in Medicine & Science in Sports & Exercise®, It is also inappropriate to
use the magnitude-based inference approach and label it as a Bayesian approach since magnitude-based inference is not universally accepted as Bayesian (Sainani
2018; Welsh and Knight 2015).
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+ Results
1. Present findings of the study in the text, tables, or figures
2. Do not include the same data in tables and figures
» Discussion
1. Emphasize the original and important features of the study and avoid repeating all the data presented within the results section
2. Incorporate the significance of the findings and the relationship(s) and relevance to published observations
3. Provide only those conclusions that are supported by the study
+ Acknowledgments
1. Identify funding sources. Authors are required to state in the acknowledgments all funding sources, and the names of companies, manufacturers, or outside
organizations providing technical or equipment support.
2. Give credit to others who contributed to the development and results of the study.
+ Conflict of Interest
In particular, authors should:
1. Disclose professional relationships with companies or manufacturers who will benefit from the results of the present study
2. State that the results of the present study do not constitute endorsement by ACSM
3. Declare that the results of the study are presented clearly, honestly, and without fabrication, falsification, or inappropriate data manipulation.
+ References

The reference list shall be in order of citation (rather than in alphabetic order) and numbered, There shall not be more than 40 references for original investigations.
Review articles are limited to 75 references. All references shall appear in the text, The format for references is that which has been adopted by the United States
Mational Library of Medicine [Patrias K. Citing medicine: the NLM style guide for authars, editors, and publishers [Internet]. 2nd ed, Wendling DL, technical editor.
Bethesda (MD): National Library of Medicine (US). Available from: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine] and employed in Index Medicus. Authors can should choose
the NLM option in their reference software package (e.g., Endhote, RefManager). For those reference types not included in Index Medicus, adhere to the form established
by the American National Standard for Bibliographic References. Examples of the types of references are as follows:




