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RESUMO

Introducao: O café € uma das bebidas mais consumidas no mundo e seu efeito nos
exercicios fisicos € conhecido gracas ao papel da cafeina na melhora do
desempenho. O carboidrato é o substrato energético primario para a realizacdo de
exercicios e um dos determinantes do desempenho dos atletas em esportes de
resisténcia. Algumas substancias do café tém mostrado resultados positivos no
metabolismo da glicose e sdo promissoras em relagdo a recuperagdo de glicogénio
muscular pdés-treino. Objetivo: Investigar os efeitos do café com leite adocgado,
consumido apoés exercicio fisico extenuante, sobre a resposta glicEmica e
insulinémica, e na deposicéo de glicogénio muscular. Método: Ensaio clinico, duplo
cego, cruzado e randomizado. Foram selecionados ciclistas ou triatletas, adultos, do
sexo masculino, treinados recreacionais, com VO2max minimo de 45 mL/kg/min e pico
de poténcia (PPO) de 280 watts, obtidos em um teste incremental cardiopulmonar.
Inicialmente os atletas compareceram ao laboratorio para um exercicio intervalado até
a fadiga em cicloergbmetro com objetivo de depletarem as reservas de glicogénio
muscular. Na manh& seguinte retornaram em jejum e iniciaram o segundo protocolo
de exercicio a 70% PPO até fadiga, seguido da recuperacédo de 4 h. Foram realizadas
oito coletas de sangue ao longo do experimento e duas bidpsias musculares, no inicio
(b1) e ao final (b2) da recuperacdo. Apés a primeira bidpsia os voluntarios receberam
a primeira dose da bebida teste (Café+leite) ou da bebida controle (Leite). A segunda
dose da bebida foi fornecida no tempo 60 minutos e a terceira dose, nos moldes de
um desjejum, no tempo 120 minutos. Foram fornecidos um total de 8mg de cafeina
/kg de peso, 3,6g de carboidratos’lkg e 0,99 de proteinas/kg (razdo
carboidrato/proteina de 4:1). Foram determinadas glicose e insulina na curva de
tempo e calculadas as areas totais abaixo da curva (TAUC) de resposta glicémica e
insulinémica. A analise conduzida com o tecido muscular foi a dosagem de glicogénio
nas biopsias bl e b2. Foi aplicada a analise do efeito de medidas repetidas usando o
procedimento de modelos mistos (PROC MIXED). Os valores das médias dos
minimos quadrados e seu erro padrao foram apresentados e comparados entre 0s

tratamentos usando o teste t de Student com a = 0,05. Resultado: Onze atletas

completaram o experimento e participaram das analises (idade 39 + 6 anos; IMC 24,0



* 2,3 kg/m2; VO2max 59,9 + 8,3 mL/kg/min; PPO 346 = 39 W). De acordo com a TAUC

a ingestdo de Café+leite resultou em maior resposta glicEmica (p = 0,02) e
insulinémica (p = 0,03) apds 4 h de recuperacdo. Além disso, o tratamento Café+leite
resultou em niveis de glicogénio muscular 40% maiores ao final da recuperacdo em
comparacao ao tratamento Leite (p = 0,01). Conclusao: O consumo de café com leite
adocado e uma refeicao sélida favorece a producéo de insulina, captacéo de glicose
e a deposicéo de glicogénio muscular no periodo pés-treino. A adi¢do de café a uma
bebida com quantidades adequadas de carboidrato e proteina aumentou a TAUC na
resposta glicémica e insulinémica e o acumulo de glicogénio muscular durante as 4 h

de recuperacao apds exercicio extenuante.

Palavras-chave: café; exercicio; glicogénio; glicose; insulina.



ABSTRACT

Introduction: Coffee is one of the most consumed beverages in the world and its effect
on physical exercise is known due to the role of caffeine in improving performance.
Carbohydrate is the primary energy substrate for exercise and one of the determinants
of athletes' performance in endurance sports. Some substances in coffee have a
positive effect on glucose metabolism and are promising for post-workout muscle
glycogen recovery. Objective: To investigate the effects of sweetened coffee with milk
consumed after intense exercise on glycemic and insulinemic response, and on
muscle glycogen recovery. Method: Double-blind, crossover and randomized clinical
trial. We selected adult recreational trained cyclists or triathletes, with a minimum
VO2max 0of 45 mL / kg / min and peak power output (PPO) of 280 watts, obtained in an
incremental cardiopulmonary test. Initially, the athletes performed an intermittent
exercise until fatigue on a cycle ergometer to deplete muscle glycogen reserves. The
following morning, they returned to the laboratory in fasting state and started the
second exercise protocol at 70% PPO until fatigue, followed by 4 h of recovery. Eight
blood samples were collected throughout the experiment and two muscle biopsies
were performed, at the beginning (b1) and at the end (b2) of the recovery. After the
first biopsy, volunteers received the first dose of the test beverage (Coffee + milk) or
the control beverage (Milk). The second dose was delivered in 60 minutes and the
third, in the form of a breakfast, in 120 minutes. Beverages provided a total of 8mg of
caffeine / kg of weight, 3.6g of carbohydrates / kg and 0.9g of proteins / kg
(carbohydrate to protein ratio of 4:1). Glucose and insulin were determined on the time
curve and the total areas under the curve (TAUC) of glycemic and insulinemic
response were calculated. The analyzes conducted with the muscular tissue was the
measurement of glycogen in biopsies b1l and b2. Analysis of the effect of repeated
measures was applied using the mixed model procedure (PROC MIXED). The values
of the least square means and their standard error were presented and compared
between treatments using Student's t-test with a = 0.05. Result: Eleven athletes
completed the experiment and participated in the analyzes (age 39 * 6 years; BMI 24.0
+ 2.3 kg / mz2; VO2max 59.9 £ 8.3 mL / kg / min; PPO 346 + 39 W). According to TAUC,
the intake of Coffee + milk resulted in a higher glycemic (p = 0.02) and insulinemic



response (p = 0.03) after 4 h of recovery. In addition, the Coffee + milk treatment
resulted in muscle glycogen levels 40% higher at the end of recovery compared to the
Milk treatment (p = 0.01). Conclusion: The intake of coffee with sweetened milk and a
solid meal favors insulin production, glucose uptake and muscle glycogen deposition
in the post-workout period. The addition of coffee to a beverage with adequate
amounts of carbohydrate and protein increased the accumulation of muscle glycogen
and the TAUC in the glycemic and insulinemic responses during the 4 h of recovery

after intense exercise.

Keywords: coffee; exercise; glycogen; glucose; insulin.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O café é um dos alimentos mais comercializados do mundo, com seu consumo
crescendo a cada ano [1]. Seu efeito benéfico nos exercicios fisicos, especialmente
nos esportes de resisténcia (endurance), é conhecido gracas ao papel da cafeina na
melhora do desempenho, na reducdo da percepcdo de esforgco, fadiga ou dor
associada ao exercicio, quando consumida antes dos treinos [2, 3]. Além dos efeitos
comprovados no esporte, ha evidéncias de beneficio do consumo de café no
metabolismo da glicose, mesmo com adi¢cdo de acglcar, especialmente em estudos de
seguimento a longo prazo [4]. Por outro lado, delineamentos experimentais agudos
com consumo de café cafeinado e descafeinado observaram aumento da secrecéo e
sensibilidade a insulina em varios perfis individuais [5-7].

O carboidrato (CHO) é o substrato energético priméario para a realizacdo de
exercicios fisicos e um dos determinantes do desempenho dos atletas em esportes
de resisténcia moderada a alta [8-10]. Embora as reservas de glicogénio muscular
nao se recuperem completamente em poucas horas, € interessante que os atletas
sigam as recomendagdes nutricionais na fase inicial da recuperagédo (0—4 h) para
maximizar o processo, devido as taxas de sintese de glicogénio serem ligeiramente
mais altas durante esta fase [11, 12]. Deve haver atencao especial as recomendacdes
Nos casos em que os atletas treinam mais de uma vez ao dia ou em competicdes com
provas de classificacdo sendo disputadas poucas horas antes do evento principal [8,
13].

Nesse sentido, algumas substancias do café, como cafeina, acido cafeico e
cafestol, tém mostrado resultados positivos no metabolismo da glicose e sao
promissoras em relacdo a recuperagdo de glicogénio pos-treino [14]. No entanto,
nenhum estudo foi realizado até o momento para avaliar o possivel efeito do consumo
de café adicionado aos carboidratos na recuperacédo do glicogénio muscular.

A selecao de alimentos ou bebidas ricas em CHO para compor uma boa
refeicdo pds-exercicio deve considerar outros objetivos nutricionais relacionados a
recuperacdo, como hidratacdo e sintese de proteinas musculares [8]. Nesse aspecto,

o leite aparece como uma boa opc¢éao, pois além do potencial de reidratacdo devido a
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presenca de 4gua e minerais, também contém carboidratos e proteinas de alta
digestibilidade e valor biolégico, respectivamente [15]. No Brasil, o consumo de leite
é frequentemente associado ao café filtrado [16].

Baseado nos efeitos do café sobre a sensibilidade a insulina e metabolismo da
glicose, além da lacuna existente em relagédo aos possiveis beneficios do consumo de
café ap0s o exercicio, este estudo teve como objetivo investigar o efeito do consumo
de café, acompanhado pelas quantidades recomendadas de fontes de carboidratos e
proteinas, na recuperacdo do glicogénio muscular de atletas apds exercicio
extenuante de ciclismo. Nossa hipo6tese foi de que o consumo de café com leite
adocado e uma refeicao solida favorece a captacdo de glicose e a deposicao de
glicogénio muscular pés-treino, quando comparado ao consumo de leite adogado com

uma refeicao solida. O projeto foi denominado CaféEx — Café e Exercicio fisico.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

2.1.1 Glicose

No processo de digestdo, depois de serem absorvidos no intestino, os
carboidratos deixam o epitélio intestinal em direcao aos capilares, sendo conduzidos
pela corrente sanguinea até o figado e depois aos musculos e outros tecidos. A glicose
entra nos hepatdcitos através do transportador de glicose tipo 2 (GLUT-2),
permanentemente posicionado ha membrana plasmatica dessas células. Nas células
musculares, a glicose é captada da corrente sanguinea através do GLUT-4, que esta
localizado em vesiculas intracelulares que se deslocam para a membrana em
resposta a sinaliza¢do da insulina, a liberacdo de céalcio na contra¢cdo muscular ou a

intensa deplecado do glicogénio muscular [17].
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Dentro dos hepatdcitos a glicose é fosforilada, formando glicose 6-fosfato
(G6P). Outros monossacarideos, como galactose e frutose, também séo convertidos
em G6P por reacfes enzimaticas para continuidade das vias metabodlicas dos
carboidratos. A G6P pode seguir alguns caminhos no figado. Uma opcéo € ser
defosforilada pela glicose 6-fosfatase e liberada na corrente sanguinea como glicose
livre para manter a glicemia constante e disponivel para outros tecidos, inclusive os
musculos [18].

O metabolismo nas células musculares é especializado em gerar ATP como
fonte imediata de energia para contracdo. Os musculos podem utilizar como fonte de
energia os acidos graxos livres, corpos cetbnicos ou a glicose, a depender da
intensidade do exercicio fisico e disponibilidade do combustivel. Em muasculos em
repouso a fonte primaria de energia sao os acidos graxos. Eles séo oxidados a acetil-
CoA e no ciclo do &cido citrico sdo oxidados a CO:. A transferéncia de elétrons para
Oz fornece energia para sintese de ATP. A musculatura moderadamente ativa
também usa glicose sanguinea proveniente do figado, além da G6P resultante da
mobilizagédo de glicogénio muscular em treinos com intensidade entre 50 e 90% do
VO2max [19]. A glicose é convertida a piruvato e em seguida acetil-CoA no processo da
glicdlise, seguindo também para o ciclo do acido citrico e fosforilacdo oxidativa [17].

Os musculos em atividade muito intensa tém a demanda por ATP tdo grande
gue o fluxo sanguineo ndo é capaz de fornecer O:z suficiente para o metabolismo
aerobico. Nestas condicfes o glicogénio muscular é degradado pela fermentacéo e
gera lactato. O metabolismo anaerobico da glicose responde mais rapidamente a
demanda por ATP, apesar de ser menos eficiente em quantidade de energia gerada.
Com o final da atividade extenuante o Oz captado é utilizado na fosforilagdo oxidativa
no figado. O ATP produzido é utilizado na gliconeogénese, também no figado, com o
lactato dos musculos como precursor para glicose. Esta glicose resultante da
gliconeogénese retorna aos musculos para repor o glicogénio depletado. Este
processo € chamado ciclo de Cori. Outra fonte de glicose idealmente disponivel ap6s
exercicios intensos € aquela adquirida pela dieta, com quantidades adequadas de
macronutrientes para proporcionar a recuperagédo do glicogénio em maior ou menor

tempo, a depender da necessidade do individuo [20].
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2.1.2 Insulina

No organismo em condi¢cdes normais de saldde existe um ajuste constante para
manter a glicose sanguinea em valores proximos a 4,5 mmol/L ou 80 mg/dL. Este
ajuste envolve diversos horménios, como glucagon, epinefrina, norepinefrina, cortisol
e o principal, a insulina. Valores normais de insulina em individuos saudaveis em jejum
estdo abaixo de 5 pUl/mL [21]. Os principais 6rgdos envolvidos neste processo sdo
figado, musculos e tecido adiposo. Sempre que ocorre aumento da glicemia apés
consumo de alimentos fonte de carboidrato, a sinalizacdo pela insulina aumenta a
captacao de glicose por estes tecidos, convertendo-a em glicogénio e triacilgliceréis
[22].

O horménio insulina é uma proteina com duas cadeias polipeptidicas. E um
horménio do tipo enddcrino, produzido inicialmente como pro-insulina e armazenado
em granulos secretores nas células B do pancreas. Em resposta ao estimulo de
aumento da glicemia ocorre conversao a insulina ativa e liberagcéao para transporte pelo
sangue até os sitios de agdo. A insulina se liga a seu receptor e inicia uma sinalizacédo
gue promove uma cascata de reacdes. O receptor ativo de insulina (INS-R) é uma
proteina transmembranica que tem duas subunidades a externas a célula, onde se
liga a insulina e ativa as duas subunidades B no interior da célula. As proteinas
fosforiladas em seguida na cascata sao o substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1),
fosfoinositideo 3-quinase (PI-3K), fosfatidilinositol (convertido de PIP2 a PIPs), e
proteina quinase B (PKB ou Akt) [22].

Akt entdo estimula a movimentacao do transportador de glicose GLUT-4 nas
células do tecido muscular. O GLUT-4 deixa as vesiculas internas e € translocado
para a membrana plasmatica, permitindo a captacdo de glicose da corrente
sanguinea, o que aumenta o substrato disponivel para a sintese de glicogénio. Uma
vez dentro das células a glicose é convertida em G6P e glicogénio. O outro efeito da
insulina na sintese de glicogénio também acontece por meio da Akt fosforilada a partir
da cascata de sinalizacdo. Akt fosforila e inativa a glicogénio sintase quinase 3
(GSK3). A GSK3 ¢é a enzima que fosforila e inativa a glicogénio sintase (GS), enzima
responsavel pela polimerizacdo das moléculas de glicogénio muscular e hepético.

Portanto, um dos efeitos da insulina como hormbnio anabdlico na sintese de
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glicogénio € aumentar a captacdo de glicose pelas células musculares, e 0 outro é

inativar a enzima GSK3 [23] (Figura 1).
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Figura 1 Mecanismo de a¢éo da insulina na célula muscular apés ativagédo do receptor ativo de insulina
(INS-R). Séo fosforilados IRS-1, PI-3K, PIP2, PKB (ou Akt). Akt promove translocacéo do GLUT-4 para

membrana e permite a entrada de glicose na célula, além de inativar GSK3, mantendo ativa a GS.

Fonte: Lehninger Principles of Biochemistry, 2008 [23].

Durante os exercicios de resisténcia ocorre reducéo na liberacao de insulina e

aumento da liberagdo de seus hormonios antagOnicos, glucagon, epinefrina e

norepinefrina, responsaveis pela glicogendlise e liberacdo de glicose hepatica para

geragdo de energia nos musculos. Porém, quanto maior o nivel de treinamento dos

atletas, menor é o impacto do exercicio na variacdo destes horménios, pois o treino

regular promove uma economia metabdlica que se reflete na atenuacédo da resposta

neuroendocrina ao exercicio [24].
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2.1.3 Glicogénio muscular

O glicogénio é o polissacarideo de maior importancia para reserva de energia
sob a forma de carboidrato nas células animais. Ele € um homopolissacarideo, ou
seja, contém apenas um tipo de monossacarideo em sua estrutura: a glicose. E uma
longa cadeia de residuos de D-glicose conectadas por ligacdes (a1—4). A cada 8 a
12 residuos, ha uma ramificagdo com ligacao (a1—6), fazendo com que a molécula
de glicogénio seja altamente ramificada e compacta [25]. O glicogénio esta presente
sob a forma de granulos e € muito abundante no figado, onde constitui até 10% do
peso umido do 6rgdo, além do musculo esquelético, representando 1 a 2% do peso
umido muscular [18]. O peso molecular do glicogénio chega a muitos milhdes, porém
nao existe um namero certo pois a sua sintese € feita pela enzima que catalisa a
polimerizacdo e ndo ha limite no processo de acordo com o tamanho da cadeia. A
particula elementar do glicogénio, B-particula, tem aproximadamente 21nm de
diametro e contém até 55 mil residuos de glicose com 2 mil terminacdes nao
redutoras. Estas particulas se unem em 20 a 40 unidades e formam granulos
abundantes durante a recuperacao [26].

Os granulos de glicogénio também contém as enzimas responsaveis pela sua
polimerizagcdo (glicogénio sintase) e hidrolise (glicogénio fosforilase), fortemente
ligadas a eles. Cada ramificagdo da molécula de glicogénio termina com uma unidade
de monossacarideo ndo redutora. Quando é necessario usar o glicogénio como fonte
de energia as unidades de glicose sdo removidas destas terminacées ndo redutoras
[26].

O glicogénio muscular esta disponivel para fornecer energia rapida tanto para
0 metabolismo aerdbico quanto anaerébico. Ele pode ser consumido em apenas 1 h
durante exercicios de alta intensidade (> 70% VO2max) quando ndo héa fornecimento
de CHO exdgeno [27]. Ja o glicogénio hepatico garante uma reserva de carboidrato
para situacdes em que a glicose dietética ndo esta disponivel, por exemplo entre as
refeicdes e durante o jejum noturno, e tem duracao de 12 a 24 h [25]. H4 indicios de
gue o glicogénio hepatico é poupado em atletas treinados durante exercicios de alta
intensidade, em comparagédo com individuos saudaveis nédo treinados; uma economia

metabdlica advinda do treinamento regular em alta intensidade [18].
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Para iniciar a sintese de glicogénio a glicose 6-fosfato (G6P) disponivel nas
células musculares precisa ser convertida a glicose 1-fosfato (G1P) por acédo da
enzima fosfoglucomutase:

Glicose 6-P = glicose 1-P

O processo de polimerizagdo de hexoses, como a formagédo de glicogénio a
partir de glicose, requer a presenca de um nucleotideo de acucar. A G1P ¢é entéo
convertida a UDP-glicose por acao da enzima UDP-glicose pirofosforilase:

Glicose 1-P + UTP — UDP-glicose + PPi

A enzima glicogénio sintase (GS) catalisa a formacéao de glicogénio a partir de
UDP-glicose. Ela transfere o residuo de glicose da molécula de UDP-glicose para uma
molécula de glicogénio ja existente com pelo menos quatro residuos de glicose. Esta
transferéncia é feita em uma terminacao nao redutora da ramificacdo do glicogénio,
formando uma nova ligagao (a1—4).

A GS nao é capaz de estabelecer as ligagdes (a1—6) presentes nos pontos de
ramificacdo da molécula de glicogénio. Estas ligacdes sdo feitas pela enzima
ramificadora de glicogénio, chamada amilo (1—4) para (1—6) transglicosilase, ou
simplesmente glicosil-(4—6)-transferase. Esta enzima transfere um fragmento de seis
ou sete residuos de glicose de uma ramificacao que contém pelo menos 11 residuos
para um residuo mais interno na molécula, formando uma nova ramificacdo. Desta
forma a GS pode seguir adicionando residuos de glicose com liga¢des (a1—4). O
efeito das ramificacfes na molécula de glicogénio é torna-la mais solivel e aumentar
0 numero de termina¢des ndo redutoras, onde podem agir as enzimas responsaveis
por sua sintese e degradacao.

A GS somente promove a ligacdo de unidades de glicose a uma molécula de
glicogénio pré-existente. A sintese inicial de uma nova molécula de glicogénio é feita
a partir de uma proteina chamada glicogenina, na qual se ligam as novas cadeias, e
gue também € a enzima transferase catalisadora deste processo. O primeiro passo é
a transferéncia de um residuo de glicose de uma UDP-glicose para a glicogenina. Ela
€ a responsavel pela adicdo do monossacarideo até um total de sete unidades,
guando a GS assume a funcdo de alongar a molécula. A glicogenina permanece
ligada covalentemente a Unica terminacdo redutora da molécula de glicogénio,

formando o centro da B-particula [25] (Figura 2).
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Figura 2 Sintese do glicogénio muscular. Fonte: Jentjens & Jeukendrup, 2003 [26]

A sintese e recuperacao do glicogénio muscular ocorre em duas fases distintas:
uma imediata, independente de insulina, com altas taxas de acumulacdo de
glicogénio, seguida da fase tardia, dependente de insulina, com menores taxas de
sintese [26, 28, 29]. A duracdo destas fases € descrita de maneiras diferentes. A
primeira pode variar de 0 — 4 h e a segunda fase pode variar de 1 — 48 h [8, 26]. A
velocidade da taxa de sintese do glicogénio pode depender da atividade da GS. Essa
enzima forma dois precursores da molécula final de glicogénio: proglicogénio e
macroglicogénio. O proglicogénio é mais sensivel a presenca de carboidratos, sendo

produzido na primeira fase de recuperacdo. Por outro lado, a sintese de
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macroglicogénio € mais lenta e continua, e pode perdurar por até 48h ap6s o exercicio
[30]. A concentracdo de glicogénio muscular parece ser o maior regulador da GS,

acima da concentracao de insulina ou da contragao muscular [31].

2.2 ESPORTES DE RESISTENCIA

No mundo dos esportes existem inUmeras modalidades. Entre elas estdo os
esportes de resisténcia (do inglés endurance) como a corrida (maratonas), a natacéo
(maratonas aquaticas), o ciclismo, o triatlo e alguns esportes de aventura. Estas sdo
modalidades nas quais o0s atletas sdo expostos a sessdes de treinamento e
competicdes com predominancia de longa duracao.

Nesse cenario, apesar da grande variacdo existente entre as diferentes
modalidades, os volumes de treino usualmente ficam entre 6 a 12 h por semana, com
duracéao por sesséao de treino entre 30 e 120 minutos em modalidades como a corrida
e natacao; ou de 25 a 30 h por semana, com treinos de 1 a 6 h no caso de ciclismo e
triatlo [32].

O triatlo é composto por trés modalidades e é disputado em seis formatos
distintos: short (750 m de natacéo, 20 km de ciclismo e 5 km de corrida); olimpico
(1500 m de natacéo, 40 km de ciclismo e 10 km de corrida); longa distancia (dobro ou
triplo do olimpico); mixed relay (300 m de natagdo, 8 km de ciclismo e 2 km de corrida);
meio-ironman ou 70.3 (1,9 km de natacéo, 90 km de ciclismo e 21 km de corrida); e 0
mais popular, Iron Man (3,8 km de natagdo, 180 km de ciclismo e 42 km de corrida)
[33].

Atualmente no Brasil o triatlo é praticado por mais de um milhdo de pessoas,
principalmente atletas amadores com objetivo de melhorar a saude e qualidade de
vida, manter o bom condicionamento fisico, e também como forma de lazer e interacdo
social [33]. Com a pratica de trés modalidades esportivas simultaneamente, os atletas
de triatlo podem se beneficiar com estratégias que visam a rapida recuperacao do

glicogénio muscular, uma vez que executam dois ou mais treinos diariamente.
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2.2.1 Caracteristicas e fisiologia do ciclismo

Além de ser uma das trés modalidades esportivas que compdem o triatlo, o
ciclismo também é um esporte com predominancia de resisténcia com quatro
possiveis modalidades: BMX ou bicicross, pista, mountain bike ou MTB, e estrada
(modalidade que faz parte do triatlo) [34].

As provas mais comuns de ciclismo de estrada tém duracédo que varia entre 1
— 5 h, enquanto as provas que ocorrem em etapas podem durar varios dias
consecutivos. Provas tradicionais como Giro d’ltalia, Tour de France e Vuelta a
Espafia exigem atletas preparados para competir com altas cargas por até 3 semanas
seguidas e um total de 90 dias [35, 36].

Algumas medidas normalmente obtidas no contexto da fisiologia do exercicio
sao importantes para o entendimento das necessidades dos atletas em condi¢des de
treinamento, de competicbes e também em exercicios executados em ambiente
laboratorial. Entre elas o volume maximo de oxigénio (VO2max) captado pelo atleta
durante um teste incremental maximo destaca-se como importante medida que
expressa a disponibilidade de oxigénio para ser oxidado pelas vias energéticas
aerobicas para producéo de ATP.

Esta medida pode ser apresentada de forma absoluta (L/min) e relativa (mL de
0O2/kg/min), na qual expressa a maior capacidade cardiopulmonar central e periférica
individual de consumir oxigénio em condicdo maxima de esforco fisico. Portanto,
guanto maior o seu valor, maior sera a capacidade do atleta de sustentar um exercicio
em alta intensidade utilizando o metabolismo aerébico como principal fonte de
energia. [35]. Ha& evidéncia de que atletas de ciclismo profissionais podem alcancar
valores de VO2zmax proximos a 80 mL/kg/min [37]. Por outro lado, quanto menor o valor
do VO2max individual mais rapidamente o atleta tende a utilizar a glicélise anaerdbica
como fonte principal de energia, provocando acumulo de lactato no tecido muscular,
especialmente no musculo vasto lateral [35]. Além disso, atletas em alto nivel de
treinamento tém maior eficiéncia na utilizacdo do lactato na gliconeogénese para
manutencao da glicemia e reposicao do glicogénio muscular [38]. Valores percentuais
do VO2max sdo utilizados como medida relativa de intensidade dos exercicios. Por
exemplo, um treino executado a 50% do VO2max € considerado moderado, enquanto

90% do VO2max € considerado um treino muito intenso [39].
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No contexto da fisiologia do exercicio outra medida importante € o valor da
poténcia maxima obtida durante um teste incremental maximo. A poténcia maxima
(Wmax) ou pico de poténcia (PPO, do inglés Peak Power Output) € a maxima carga em
watts (W) sustentada no cicloergbmetro durante 1 a 3 minutos em um teste com carga
incremental até a exaustao do atleta e existe forte correlagdo entre o PPO obtido em
um teste e a capacidade de performance em provas de ciclismo [40]. A fadiga
muscular é definida como a incapacidade de manter a poténcia para continuar o
exercicio e o0 movimento repetitivo do ciclismo resulta em fadiga dos musculos gluteo
maximo e vasto lateral, levando o atleta a interromper o treino [35, 41]. O PPO é uma

medida absoluta de intensidade dos exercicios [42].

2.2.1.1 Teste incremental cardiopulmonar

7

O teste de esforco maximo cardiopulmonar € um método utilizado para
determinacdo do VO2max, da frequéncia cardiaca maxima, da poténcia registrada nos
limiares anaerdbico e de compensacéao respiratdria, bem como no pico do esfor¢o
[40]. Ele deve ser conduzido por profissional capacitado e, no caso do ciclismo, &
realizado em cicloergbmetro, o qual estd acoplado a um programa analitico, um
sistema de analise de gases e um eletrocardiografo que de forma integrada fornecem
instantaneamente informacdes acerca das respostas fisiolégicas durante todo o teste
incremental. Como procedimento de teste o atleta deve manter uma rotacao constante
nos pedais inicialmente combinada de 60 rpm, na sequéncia se comeca 0 exercicio
com carga inicial minima, que € incrementada a cada minuto, até finalizacao por fadiga
voluntéria do atleta. A duracéo do teste é de cerca de 8 a 12 minutos e o ultimo minuto
completo de execucao do exercicio é considerado para obtencéo do VO2max e do PPO.

O VO2zmax € 0 PPO tém sido utilizados ha décadas como preditores do nivel de
treinamento dos atletas de resisténcia e da sua capacidade de competir em exercicios
prolongados [42, 43]. Nesse contexto, sabe-se que ha alta correlagcdo positiva entre
essas duas grandezas no ciclismo, independente do sexo, idade, massa corporal ou

estatura dos atletas, mostrando que o valor do PPO é capaz de prever a variagdo do
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VO2max durante o teste incremental cardiopulmonar, além de ser um bom preditor do
desempenho de atletas [40].

Além dos valores de VO2max € PPO o teste incremental cardiopulmonar também
possibilita ao atleta conhecer os tempos, as poténcias e os valores de frequéncia
cardiaca correspondentes ao seu limiar anaerobio e ao seu ponto de compensacao
respiratoria, duas medidas Uteis e importantes no planejamento dos treinamentos e
competicdes (Figura 3).

O limiar anaerdbico corresponde ao ponto do exercicio ou teste incremental em
gue ocorre reducdo na utilizagdo do metabolismo aerdbico na geracdo de energia
(glicolise aerdbica e oxidacao de lipideos) e aumento na utilizacdo do metabolismo
anaerobico (glicélise anaerodbica) [44] com consequente aumento do gasto calérico
proveniente de carboidratos. Apds ultrapassar o limiar anaerobico no teste incremental
o atleta atinge o ponto de compensagédo respiratéria, que corresponde ao momento
do exercicio em que o metabolismo anaerébico se torna predominante na geracao de
energia. A partir deste ponto passa a ocorrer uma perturbacdo metabdlica
caracterizada por fadiga e maior acimulo de lactato e ions H+ na musculatura, o que
reduz sua eficiéncia na geracdo de movimento e continuacao do exercicio. O exercicio
acima do ponto de compensacao respiratéria é considerado muito intenso e em geral
leva o atleta & exaustdo em alguns minutos [45].

O conhecimento das medidas fornecidas pelo teste incremental cardiopulmonar
€ um beneficio importante para os atletas, uma vez que possibilita o planejamento
individualizado dos treinos, de acordo com as demandas apontadas pelo resultado do
teste. Um atleta que possui baixo limiar anaerobico, por exemplo, tende a utilizar
pouco 0 metabolismo aerdbico e a oxidacdo de lipideos como fonte de energia,
lancando méo dos estoques de glicogénio muscular para manutencdo do exercicio.
Por outro lado, se um atleta demora mais tempo para alcancar o ponto de
compensacao respiratoria, significa que ele consegue sustentar o exercicio por mais
tempo, apesar da carga incremental, utilizando predominantemente o metabolismo
aerobico ou oxidativo [39]. A segunda possibilidade é mais vantajosa, uma vez que
permite ao atleta poupar o glicogénio muscular para ser utilizado na arrancada final,
guando é necessario aumentar a intensidade para finalizar o exercicio. Portanto, pode
ser 0 objetivo do treinamento prescrito para os atletas que sdo predominantemente

glicoliticos.
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A medida da frequéncia cardiaca correspondente a cada um destes limiares e
pontos do teste é utilizada pelos treinadores e atletas na prescricdo do exercicio, uma
vez que é a grandeza mais facilmente monitorada em situagées de vida livre, fora do

laboratorio.
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Figura 3. Grafico ilustrativo dos registros metabdlicos durante o teste incremental cardiopulmonar
maximo em um voluntério. A gravacao dos registros foi realiza e apresentada pelo programa ErgoPC
Elite (Micromed, Brasilia — DF, Brasil). A linha vertical azul indica o limiar anaerébico. A linha vertical
verde indica o ponto de compensagéo respiratoria. A linha vertical vermelha indica o ponto de esforgo
maximo, em que o voluntério alcancou o VO2max € 0 PPO. Ao longo do tempo (eixo x), a linha azul € a
frequéncia cardiaca (FC). A linha preta indica o gasto cal6rico total (CalT). A linha verde indica as
calorias gastas predominantemente a partir de carboidratos (CalC) e a linha vermelha indica as calorias
gastas predominantemente a partir de gorduras (CalG). Brasilia - DF, 2018.
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2.2.2 Importancia do glicogénio muscular durante o exercicio

O melhor desempenho dos atletas de resisténcia esta relacionado a maiores
niveis de glicogénio muscular no inicio dos treinos e competicdes, além das
estratégias utilizadas para poupar estes estoques de CHO durante o exercicio e
otimizar sua recuperacdo apds o0s eventos [46]. Atletas competitivos treinam em
volumes e intensidades muito altos. Neste caso, treinos e competicbes com até 3 h
de duracdo sdo dependentes das fontes de carboidratos (glicose sanguinea,
glicogénio muscular e glicogénio hepatico) para sustentar altas taxas de producéo de
energia nos musculos [8]. A fadiga durante exercicios prolongados, por exemplo, é
frequentemente associada a deplecdo do glicogénio muscular [26].

As reservas de glicogénio muscular variam muito entre os individuos e sdo
determinadas principalmente pelo nivel de treinamento e consumo individual de
carboidratos, como mostraram os primeiros trabalhos desenvolvidos nesta area na
década de 1960, com a utilizacdo da metodologia de bidpsias musculares [47, 48].
Estas reservas podem ser estrategicamente manipuladas para promover resultados
positivos em relacdo a melhor adaptacéo aos treinos e otimizacdo do desempenho
[49]. O proprio treinamento resistido regular eleva o acumulo de glicogénio muscular
na recuperacao e no repouso [50]; e o fornecimento adequado de CHO ao longo do

dia e principalmente apos os treinos garante maxima reserva de glicogénio [17].

2.2.3 Recuperacdo do glicogénio muscular pés-exercicio

Muitos atletas treinam mais de uma vez ao dia e algumas competicdes tém
provas de classificagdo poucas horas antes das provas principais (provas sucessivas
no mesmo dia). Apesar das reservas de glicogénio muscular ndo se recuperarem
completamente em poucas horas, € interessante que os atletas sigam recomendacdes
nutricionais para maximizar a taxa de sintese de glicogénio muscular nas primeiras

horas pds-exercicio [26].
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A sintese de glicogénio muscular € uma prioridade metabdlica do organismo
durante a fase de recuperacédo pos-exercicio [18]. As estratégias para aumento da
concentragao de glicogénio muscular durante a fase de preparagéo para competicbes
estdo bem definidas e a questao da necessidade de rapida sintese de glicogénio entre
treinos ou competicdes com menor intervalo tem sido o foco de pesquisas atualmente.
As recomendacfes apontam para a necessidade de 1 — 1,2 g de carboidratos por kg
de peso corporal por hora nas primeiras quatro horas de recuperagéo, sob a forma
liguida ou solida, com indice glicEmico moderado a alto, comecando imediatamente
apos o fim do exercicio [8, 11-13, 51, 52]. Sabe-se que quando ha possibilidade de
adicdo de proteinas a refeicdo pos-treino a quantidade de carboidratos pode ser
reduzida e a combinagéo dos dois macronutrientes promove a recuperacao desejada
(~0,8 g de carboidrato/kg/h e ~0,3 g de proteinas/kg/h) [51].

A fase inicial da sintese de glicogénio — com duragdo de até 4 h — comega com
o transporte de glicose para a célula muscular, sendo facilitada pela translocacéo de
GLUT-4 para a membrana das células induzida pela contracdo muscular e liberacao
de ions Caz+, independente da acdo da insulina [26, 53]. No periodo pds-exercicio
imediato a deplecao de glicogénio € um forte incentivo para sua propria sintese [54].
Por isso, mesmo sem o0 consumo adequado de carboidratos, pode ocorrer uma
pequena sintese de 1 — 2 mmol/kg de peso seco por hora, por meio da gliconeogénese
e ciclo de Cori, utilizando o lactato como precursor da glicose [8]. Este processo sO
ocorre quando a concentracdo de glicogénio muscular pdos-exercicio esta abaixo de
128 — 150mmol/kg de peso seco [26]. Porém, a ingestdo de carboidratos no pés-
exercicio é o determinante mais importante da sintese de glicogénio, com as maiores
taxas de sintese sendo observadas quando grandes quantidades de CHO séo
consumidas imediatamente apds o0 exercicio e continuamente no decorrer da primeira
fase da recuperacao [55].

Durante a fase tardia da recuperacdo — com duracdo de 1 a 48 h — o consumo
de CHO deve atender as necessidades para os treinos ou competicbes, com o total
ingerido sendo mais importante que o tipo, forma e padrao [8]. A depender do grau da
deplecéo do glicogénio e da quantidade de carboidrato fornecido no pds-exercicio a
recuperacdo completa pode acontecer em até 24 h ou se estender até 48 h [56]. O
papel dos macronutrientes, especialmente do CHO, na recuperacdo do glicogénio

muscular estd bem estabelecido e consolidado. As diretrizes sdo bem divulgadas a
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fim de permitir que profissionais e atletas conhegam as recomendacdes para otimizar
este processo [8, 11, 26]. O desafio que se apresenta aos pesquisadores atualmente
€ a investigacdo de outros compostos que podem, juntamente com O0S
macronutrientes, aumentar as taxas de sintese de glicogénio muscular no pos-

exercicio. O café e seus componentes estdo entre estes objetos de investigacao.

2.3 CAFE NA RECUPERACAO POS-EXERCICIO

2.3.1 Café

A principal espécie de café comercializada e consumida no mundo é o Coffea
arabica, o conhecido café Arabica, com 70% do mercado mundial. A principal forma
de preparo do café é a filtracdo com dgua quente e a propor¢ao utilizada no preparo
varia entre 8 a 20g de café em po para cada 100mL de agua. Além disso, o tempo de
extracdo e o tamanho das particulas de café também variam, o que provoca diferentes

resultados na bebida final em termos de sabor e composicéo [57].

2.3.2 Compostos bioativos

Os compostos bioativos presentes no café sdo do tipo fendlicos e os principais
sdo os acidos clorogénicos, taninos, lignanas, antocianinas e diterpenos [58].

Os acidos clorogénicos sado importantes na determinacao do sabor e qualidade
do café, além de sua capacidade antioxidante [57]. Estdo relacionados também a
reducdo de glicose sanguinea e aumento do transporte de glicose para o tecido
muscular [59]. O &cido cafeico € um metabdlito de &cidos clorogénicos e eles possuem
acdo semelhante, relacionada a captacdo muscular de glicose independente de
insulina, principalmente pela ativacdo do metabdlito AMPK (proteina quinase ativada
pelo AMP) [60].
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Os diterpenos presentes no café, como o cafestol, sdo associados tanto a
efeitos desejaveis, como protecdo contra doencas cronico degenerativas e acao
anticarcinogénica, antioxidante, anti-inflamatéria e de protecdo contra toxinas, quanto
a efeitos indesejaveis, como aumento do colesterol sérico no café preparado sem
filtro de papel ou tecido [61, 62].

Entre os componentes do café também se destaca o composto mais estudado,
a cafeina. Seus efeitos estéo relacionados ao aumento do estado de alerta mental e
reducado da fadiga [63]. No esporte os efeitos do seu consumo em doses moderadas
(~3-6 mg/kg) antes e durante o exercicio estéo relacionados a reducao na percepcao
de esforco [3, 64], da fadiga e da dor associadas ao exercicio [2, 65]. Também foi
demonstrado efeito da ingestédo de cafeina na redugéo da percep¢ao de dor muscular
nas pernas apos evento de ciclismo de longa duracéo [66]. Por outro lado, o consumo
agudo de cafeina ja foi associado a reducéo da sensibilidade a insulina em uma meta-

analise com ensaios clinicos [67].

2.3.3 Café e metabolismo do glicogénio

O conhecimento sobre a importancia do fornecimento adequado de
carboidratos para sintese de glicogénio muscular durante a recuperacao pos-exercicio
ja esta estabelecido [10]. Porém, além desta medida consolidada, j& foi demonstrado
gue o consumo de cafeina com CHO apés o exercicio melhorou a capacidade de
corrida intervalada de alta intensidade subsequente em comparagdo com a ingestao
de CHO sozinho, sugerindo uma alta taxa de sintese de glicogénio muscular pos-
exercicio [68]. Além disso, a utilizacdo de cafeina com CHO apds o exercicio
promoveu aumento nos niveis de glicose, fosforilacdo de proteina quinase
dependente de Caz+/calmodulina (CaMK), e especificamente, nas taxas de sintese de
glicogénio e acumulacao de glicogénio apés o exercicio [28].

Outros estudos também avaliaram o efeito de componentes do café em
marcadores do metabolismo de glicogénio muscular. Em um experimento, apos a
injecdo intravenosa de cafeina em ratos, foi observado aumento da proteina quinase

ativada por adenosina monofosfato (AMPK) e a fosforilacéo de acetil-CoA carboxilase
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(ACC), além de maior transporte de glicose [69]. Em estudos in vitro, a cafeina
também aumentou a fosforilacdo de AMPK e ACC, aumentando a atividade de
transporte de glicose e reduzindo o estado de energia nas células musculares de ratos
[69, 70]. Cafestol e acido cafeico aumentaram a secrecao de insulina em células beta
de ratos e a absor¢cdo de glicose nas células musculares humanas [71]. O &cido
cafeico também aumentou a fosforilacdo de AMPK e ACC, reduzindo o estado de
energia e aumentando a absor¢éo de glicose em células musculares de ratos [60].

Os resultados destes experimentos apresentam os pressupostos de que o café
pode ser uma opgdo a ser utilizada na recuperacdo do glicogénio muscular pos-
exercicio, aléem de sua usual utilizacdo antes dos exercicios; e a revisdo sistematica
publicada por nosso grupo em 2018 congregou 0 conhecimento a esse respeito [14]
(Apéndice A).

2.4 LEITE E SACAROSE NA RECUPERACAO POS-EXERCICIO

A busca por alimentos que atendam a demanda de fornecimento de
macronutrientes em boa proporcao para recuperacao apos treinos e competicdes é
crescente e o leite € uma das opc¢des que se destaca, compondo refeicfes pds-treino
satisfatérias [15, 72]. Além do potencial de reidratacdo devido a presenca de agua e
sais minerais, o leite também contém carboidratos e proteinas de alto valor bioldgico.
O perfil proteico do leite € composto por todos 0s aminoacidos essenciais, dividindo-
se em 80% caseina e 20% proteina do soro do leite [73].

A fim de alcancar a proporcdo ideal de carboidratos e proteinas para
recuperacdo do glicogénio muscular pés-treino (1,2 g de carboidratos : 0,3 g de
proteinas/h) [52], o leite precisa ser adicionado de uma dose extra de carboidratos,
pois o teor destes dois macronutrientes € praticamente igual na bebida in natura [74].
Uma forma popular, com boa aceitacdo e comprovadamente eficiente de ajustar a
proporcao de carboidratos e proteinas é adicionar achocolatado ao leite. Estudos ja
demonstraram que a sacarose adicionada ao leite, pura ou na forma de achocolatado,

influencia positivamente a recuperacao de glicogénio muscular [75-77].
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O carboidrato do leite é a lactose, formada pelos monossacarideos galactose
e glicose. A sacarose € formada pelos monossacarideos frutose e glicose. A galactose
e a frutose sdo transportadas do epitélio intestinal e metabolizadas no figado. Neste
orgao, sofrem acdo enzimatica e sao convertidas a glicose 6-fosfato, que pode entrar
na via da glicélise ou formar glicogénio [20]. Portanto, a galactose e a frutose sao
utilizadas para repor o glicogénio hepatico, poupando a glicose dietética para ser

utilizada na recuperagao do glicogénio muscular [18].
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3 HIPOTESE

Com base nas evidéncias sobre os efeitos do café na sensibilidade a insulina
e no metabolismo da glicose, e na lacuna existente em relagdo aos possiveis
beneficios do consumo de café apos o exercicio, neste estudo nosso grupo testou a
hip6tese de que o consumo de café com leite adocado (Café+leite) e uma refeicdo
sélida favorece a captacdo de glicose pelos musculos e a deposicdo de glicogénio
muscular no periodo pos-treino, quando comparado ao consumo de leite adogado

(Leite) com uma refeicéo solida.

4 JUSTIFICATIVA

O café é uma das bebidas mais consumidas no Brasil. Adicionado de leite, tem
alta aceitacao e faz parte do habito alimentar dos brasileiros. As bebidas com refeicao
sélida avaliadas neste experimento foram elaboradas a partir de ingredientes de facil
acesso e baixo custo. A forma de preparo simples e caseira a torna uma 0Opgao
disponivel e préatica para os atletas. Destaca-se que o Brasil € o maior produtor
mundial de café, porém nao tem igual destague nas pesquisas metabodlicas com esta
bebida tdo apreciada pelos brasileiros. O estudo € inédito e ndo encontramos na
busca bibliografica qualquer publicagdo avaliando o consumo de café com leite no
pos-treino de atletas de exercicios de resisténcia. Este estudo tem efetivo potencial
de impacto cientifico e para o emprego do café com leite como bebida para

recuperacao no pos-exercicio.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do café consumido apds exercicio fisico sobre a deposi¢ao

de glicogénio muscular.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar uma bebida a base de café para ser consumida por atletas no pos-
treino de ciclismo;

Determinar as concentracdes séricas de glicose e insulina na curva pos-
prandial;

Calcular a area total abaixo da curva (TAUC) da resposta glicémica e
insulinémica e comparar os resultados do experimento teste com o experimento
controle;

Determinar as concentracdes de glicogénio nos tecidos musculares antes e
depois do consumo das bebidas e refei¢cdes teste e controle e comparar o acimulo de

glicogénio muscular apds o periodo de recuperacao entre os tratamentos;
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CAPITULO 2

6 METODOS

6.1 DELINEAMENTO

Este estudo foi um ensaio clinico, duplo cego, cruzado e randomizado com o
objetivo de verificar o efeito de uma bebida teste com café, leite e aclcar (Café+leite)
e de uma bebida controle com agua, leite e acucar (Leite), ambos acompanhados de
um sanduiche, na recuperacdo do glicogénio muscular apds treino extenuante de
ciclismo. A ordem dos tratamentos foi determinada por aleatorizacdo simples no
primeiro experimento e a sequéncia seguida para 0os demais experimentos.

Na noite anterior ao dia de experimento o0s participantes realizaram um
exercicio em cicloergbmetro até fadiga voluntaria com objetivo de reduzir as reservas
de glicogénio muscular. Em seguida realizaram uma refeicéo prescrita com baixo teor
de carboidratos. No dia seguinte, em jejum, 0s participantes realizaram novamente
um exercicio em cicloergbmetro até fadiga voluntaria. Apés este momento eles
ficaram em repouso por 4 h, durante as quais receberam uma das duas opc¢des de
bebidas (Café+leite ou Leite) e uma refeicdo nos moldes de um desjejum. Amostras
de sangue foram coletadas em intervalos regulares e bidpsias musculares foram
realizadas imediatamente apds o exercicio e no fim das 4 h de repouso para
determinar o contetdo de glicogénio muscular antes e apds o periodo de recuperacao.

A duracao total de cada experimento foi de aproximadamente seis horas e 0
periodo de separacédo entre os testes foi de uma a duas semanas. A coleta de dados

foi conduzida entre setembro de 2018 e junho de 2019.
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6.2 PARTICIPANTES

6.2.1 Céalculo amostral

O tamanho amostral foi baseado na distribuicdo randomizada dos participantes
da pesquisa em dois testes sequenciais: Café+leite ou Leite. O contetdo de glicogénio
muscular, em mmol/kg de matéria seca, foi considerado como variavel principal e
utilizado para fim do célculo amostral com base nos resultados encontrados por
Pedersen et al. (2008) [28]. Neste estudo a intervencdo com CHO adicionado de
cafeina apds o exercicio proporcionou uma recuperacédo maior do glicogénio muscular
guando comparada ao consumo de CHO (n=7; 313 + 69 mmol/kg e 234 + 50 mmol/kg,
respectivamente). Foi utilizado o programa G Power versado 3.1.9.2 (Universidade de
Dusseldorf, Alemanha) adotando poder estatistico de 95% e nivel de significancia de
5%, o0 que resultou em 11 participantes por grupo a serem selecionados para este
estudo. Considerando a possibilidade de desisténcia de algum voluntario e a fim de
evitar a necessidade de novo recrutamento para substituicdo, o tamanho amostral foi

acrescido de 25%, totalizando 14 participantes a serem selecionados.

6.2.2 Critérios de inclusao

Participaram do estudo somente adultos do sexo masculino, triatletas ou
ciclistas das modalidades mountain bike e estrada. Todos os participantes deveriam
ter peso corporal estavel (variagdo menor que 3kg nos ultimos trés meses), serem
saudaveis e consumidores habituais de café e leite. Em relacdo ao nivel de
treinamento, todos os participantes deveriam ser no minimo treinados recreacionais,
segundo a classificagcdo adaptada de Pauw et al. (2013). Ou seja, em um teste
incremental cardiopulmonar em cicloergdmetro, deveriam apresentar consumo
maximo de oxigénio (VO:zmax) relativo de pelo menos 45 mL/kg/min e poténcia maxima

de 280 watts (W). Além disso, era necessario ter um volume minimo de quatro horas
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e 60 km de treinos de ciclismo por semana, com ao menos um ano de experiéncia no

esporte [78].

6.2.3 Critérios de excluséao

Foram excluidos os atletas que apresentassem consumo diario de cafeina
superior a 500 mg, com qualquer condicdo médica ou lesdo recente, os fumantes,
usuarios de drogas ilicitas e aqueles em tratamento medicamentoso. Além daqueles
gue relatassem qualquer alergia, intolerancia ou desconforto com o consumo de café
ou de leite e derivados. Os atletas que ndo concordassem com o explicitado pelo
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice G) durante a entrevista

também seriam excluidos.

6.3 DIVULGACAO E PRE-SELECAO

Inicialmente foi feito contato com diversos treinadores de equipes de ciclismo e
triatlon de Brasilia. Eles receberam todas as informacfes a respeito do projeto e um
folder com informacgfes basicas e dados de contato da pesquisadora responsavel, a
fim de encaminhar aos atletas. Além disso, uma clinica de nutricdo esportiva da cidade
e a prépria equipe do projeto divulgaram o folder através das redes sociais.

A pesquisadora responsavel detalhou as informacbes sobre o projeto por
telefone a cada atleta que se interessou em participar. Ainda neste momento, foi feita
uma pré-selecdo com perguntas sobre alguns critérios de incluséo e exclusdo. Os
aprovados nesta etapa foram encaminhados a entrevista, triagem e testes
preliminares, no Laboratério de Fisiologia do Exercicio na Faculdade de Educacao
Fisica da Universidade de Brasilia (FEF/UnB). Eles foram orientados a comparecer

ao laboratorio pela manh@ trajando roupas confortaveis para pedalar em alta



45

intensidade e a consumirem o desjejum de acordo com o habito de pré-treino de cada

um, exceto o consumo de café ou qualquer outro alimento estimulante.

6.4 TRIAGEM E TESTES PRELIMINARES

Os atletas foram recebidos no Laboratorio de Fisiologia do Exercicio e tiveram
acesso ao TCLE (Apéndice G). Apos leitura, os que concordaram em participar
assinaram o termo e foi iniciada a entrevista e triagem.

A entrevista continha questdes pessoais, como idade, endereco, atividade
profissional e disponibilidade de horarios; estilo de vida e saude, como consumo de
bebidas alcodlicas, fumo e outras drogas, alergias, intolerancias alimentares, outros
problemas de salde e tratamento medicamentoso em curso; e caracteristicas do
esporte, como modalidade, frequéncia de treinos, tempo de experiéncia e
competicdes previstas. Também foi aplicado um recordatorio alimentar de 24 horas
(R24h) e um questionario de frequéncia alimentar (QFA) quantitativo contendo
alimentos fontes de cafeina (Apéndice B), adaptado de Watson et al. (2017) [79]. O
R24h foi aplicado mais uma ou duas vezes por telefone com os atletas que
participaram de todas as etapas do estudo, em dias ndo consecutivos, sendo dois dias
durante a semana e um no final de semana. Eles também responderam se consumiam
suplementos alimentares, o tipo e a frequéncia de consumo, com atencao especial a
cafeina e suplementos que contém cafeina. Os dados de consumo alimentar dos
atletas foram analisados com a Plataforma CalcNut (https://fs.unb.br/calcnut)
utilizando a Tabela de Composi¢ao Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil
[80].

Os atletas que preencheram os critérios de inclusdo necessarios na entrevista
foram encaminhados para avaliagdo antropométrica. O peso e a estatura foram
aferidos por avaliadores treinados, utilizando balanca eletrbnica digital do tipo
plataforma com capacidade maxima de 150kg e precisdo de 100g (Wiso, S&o José —
SC, Brasil), e estadidmetro vertical milimetrado portatil com capacidade de medicdo
de 115cma 210 cm e escala de 0,5 cm (Sanny, S&o Paulo — SP, Brasil). Para medida

do peso, o atleta se posicionou em pé, no centro da balanca, descal¢co e com roupas
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leves. Para medir a estatura o estadiometro foi posicionado em uma parede reta, sem
rodapé e o atleta ficou de costas para o equipamento, descal¢co, com os calcanhares
juntos, as costas retas e os bracos estendidos ao lado do corpo [81]. Com os dados
de peso e estatura foi calculado o indice de massa corporal (IMC) (peso [kg]/estatura
[m]2) para avaliacdo do estado nutricional dos atletas [82]. O percentual de gordura
corporal (%GC) foi avaliado em outro momento (por meio de bioimpedancia elétrica
multifrequencial) e foi utilizado na classificagdo do estado nutricional dos participantes
[83] juntamente com o IMC.

Neste mesmo dia, os atletas executaram um teste preliminar de esforco
maximo cardiopulmonar com vistas na determinagdo do consumo maximo de
oxigénio, frequéncia cardiaca maxima, poténcia registrada nos limiares anaerébico e
de compensacao respiratoria, bem como no pico do esforgo [40] (Figura 4). O teste
incremental cardiopulmonar foi conduzido por profissional de educacdo fisica
experiente e realizado em cicloergdbmetro de frenagem mecanica BIOTEC 1800
(CEFISE Biotecnologia ME, SP, Brasi), com programa analitico ErgoPC Elite
(Micromed, Brasilia — DF, Brasil), sistema de anélise de gases CORTEX/Metalyzer 3B
(Micromed, Brasilia — DF, Brasil) e eletrocardiografo (Micromed, Brasilia — DF, Brasil).
A sala tinha temperatura de 220 C controlada por ar condicionado. As variaveis
cardiopulmonares como consumo maximo de oxigénio (VO2max), producéo de diéxido
de carbono (VCO2) e quociente respiratério (QR) foram medidas pelas trocas gasosas.
Inicialmente o analisador de gases foi calibrado conforme as instrucdes do fabricante.
O atleta foi posicionado no cicloergdbmetro, a altura do banco foi ajustada e foram
dispostos a mascara e os eletrodos descartaveis no tronco, nos pontos do triangulo
de Eitoven, apds limpeza e tricotomia quando necessario. O participante foi orientado
a permanecer sentado, manter o ritmo de respiracao e nao falar. Toda a comunicacao
foi feita por gestos padronizados. Entéo, foi iniciado o monitoramento com analisador
do programa ErgoPC Elite, com aproximadamente 2 minutos para estabilizacdo dos
valores das variaveis metabodlicas de repouso (consumo maximo de oxigénio,
ventilacdo, fracdo expirada de Oz e CO:2 e quociente respiratorio). Em seguida
realizou-se o0 registro de 2 minutos de repouso e aquecimento de 3 minutos com
cadéncia de 90 rotacdes por minuto (rpm), velocidade de 21 a 25 km/h e carga de 1
kp (58,8 W) constantes. A seguir o teste de esforco maximo foi iniciado com carga

inicial de 1 kp (50 W), cadéncia constante de 60 rpm e incrementos de 0,5 kp ao final



47

de cada minuto. O teste FOl ELABORADO PARA TER DURACAO DE
APROXIMADAMENTE 8-12 teve a duracdo de 8 a 12 minutos e o participante utilizou
a Escala de Borg [84] para identificacdo da PERCEPCAO SUBJETIVA DE intensidade
do esfor¢o a cada minuto. Foram feitos estimulos verbais sempre que a cadéncia era
reduzida. O ultimo minuto completo de execucdo do exercicio foi considerado para
obtencao do VO2max e do PPO, e foi seguido de recuperacado por 5 minutos a 1kp com
velocidade e cadéncia iguais ao aguecimento. Ao finalizar a etapa de recuperacao a
mascara e os eletrodos foram retirados, o estado geral do participante foi verificado e

ele foi liberado.

Figura 4 Atleta em teste de esforco maximo incremental cardiopulmonar. Brasilia - DF, 2019

Os participantes que atingiram as exigéncias dos critérios de inclusédo
relacionadas ao desempenho fisico, ou seja, VO2max relativo de pelo menos 45
mL/kg/min e PPO de pelo menos 280 W, foram encaminhados para o experimento. O
valor de PPO alcancado neste teste foi utilizado como base para a prescricdo dos

exercicios de deplecéao do glicogénio muscular que os atletas executaram durante o
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experimento. Todos os participantes foram orientados sobre alimentacao, exercicio

fisico, local e horarios a comparecerem.

6.5 CONTROLE DA DIETA E ATIVIDADE FiSICA

Todos os participantes receberam um folder com as orientacdes sobre
alimentacdo e exercicio fisico nos dois dias anteriores ao inicio do experimento
(Apéndice C). Neste folder foram instruidos a manterem a rotina de exercicios, sem
mudar a intensidade média dos treinos ou comecar alguma atividade nova. A
alimentacao habitual também deveria ser mantida, evitando o consumo de alimentos
exoticos ou qualquer outro que pudesse causar algum desconforto gastrointestinal. A
excecdao foi a recomendacao de excluir totalmente, por dois dias, bebidas alcodlicas
e alimentos fontes de cafeina, como café, chd, chocolate, refrigerante, além de
suplementos e medicamentos. Apos a fase preparatéria de deplecdo do glicogénio
muscular, na tarde anterior ao dia de experimento, os participantes receberam uma
prescricdo dietética (Apéndice D) elaborada pelos nutricionistas do projeto, com
opcdes de lanche e jantar com teor de macronutrientes controlado (total de 0,8 g/kg
de peso corporal de CHO, 0,8 g/kg de peso de proteinas e 1,0 g/kg de peso de
lipideos), a serem consumidos neste dia até as 21h. No dia seguinte, deveriam
comparecer ao laboratério as 7h em jejum. O consumo de agua foi ad libitum. Os
atletas foram informados que a mesma rotina de treinos e alimentacdo deveria ser

repetida nos dias anteriores ao retorno para o segundo experimento.
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6.6 EXPERIMENTO

6.6.1 Fase Preparatoria

Foi utilizado um protocolo de exercicio e intervencao dietética com objetivo de
reduzir as reservas de glicogénio muscular dos atletas participantes. Na tarde anterior,
aproximadamente 15 horas antes do inicio do experimento, os participantes
compareceram ao Laboratorio de Bioquimica da Nutricdo no Nucleo de Nutricdo da
Universidade de Brasilia (NNut/UnB) a fim de realizarem um exercicio intervalado até
a fadiga em cicloergbmetro Ciclo CG-04 (Inbramed, Porto Alegre — RS, Brasil) com
programa analitico ErgoControl (Inbramed, Porto Alegre — RS, Brasil). A carga
utilizada neste exercicio foi o PPO (W) obtido no teste incremental cardiopulmonar na
FEF. Inicialmente, ap6s ajuste da altura do banco e do atleta se posicionar
confortavelmente no cicloergdbmetro, foi feito um processo de familiarizagdo com o
equipamento, as cargas, os comandos e estimulos verbais. Em seguida foi iniciado o
protocolo com 5 minutos de aquecimento com uma carga correspondente a 20% da
PPO, em uma cadéncia de 60 rpm. A seguir a carga foi aumentada para 90% PPO
por 2 minutos, seguidos de 2 minutos de recuperacao a 50% PPO. Este protocolo de
ataque e recuperacao foi mantido até que os participantes ndo fossem mais capazes
de manter a cadéncia de 60 rpm por 15 segundos. Foram feitos dois estimulos verbais
sempre que a cadéncia era reduzida. Neste momento a fase de ataque foi reduzida
para 80% PPO por 2 minutos, com recuperacao de 2 minutos a 50% PPO. Quando o
atleta foi incapaz de manter a cadéncia prevista, a fase de ataque passou a 70% e em
seguida, 60%, sempre com recuperagéo de 2 minutos a 50% PPO. Assim, quando os
atletas ndo conseguiram mais completar os 2 minutos a 60% PPO o protocolo era
terminado, com 5 minutos de desaceleracdo a 20% PPO [85].

A sala de procedimentos tinha temperatura de 200 C controlada por ar
condicionado. Os participantes ndo receberam qualquer informacéo sobre as cargas
utilizadas, o numero de ciclos de ataque e recuperacdo e o tempo total de exercicio.

Eles puderam consumir 4gua a vontade durante o protocolo. Os atletas receberam um
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reforco nas instrucdes sobre a refeicdo prescrita e foram liberados para casa,

retornando na manha seguinte para a fase experimental.

6.6.2 Fase Experimental

O desenho do ensaio experimental esta representado na Figura 5. Na manha
do experimento os voluntarios compareceram ao Laboratério de Bioquimica da
Nutricdo as 7h em jejum de 10h. A glicemia capilar foi aferida com monitor Accu-Check
Performa (Roche Diabetes Care, Sdo Paulo — SP, Brasil) para verificar o nivel de
glicemia de jejum. No dia do primeiro experimento eles esvaziaram a bexiga e tiveram
a composicao corporal avaliada em bioimpedancia elétrica multifrequencial InBody
720 Biospace (Ottoboni, Rio de Janeiro — RJ, Brasil). Foi sorteada a perna em que o
procedimento da bidpsia seria executado e a primeira coleta de sangue foi feita no
braco oposto, por uma técnica em enfermagem treinada, utilizando agulha
hipodérmica 21 G e tubo com ativador de coagulacao e gel separador (Greiner Bio-
One, Sao Paulo — SP, Brasil). Apés 10 minutos de repouso sentados, os atletas foram
encaminhados para o cicloergdmetro a fim de iniciar o segundo protocolo de exercicio.
Durante todo o periodo de experimentacdo a sala de procedimentos tinha temperatura

de 200 C controlada por ar condicionado.
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Figura 5 Desenho de um dia experimental na linha de tempo do Projeto CaféEx. Brasilia - DF, 2019

Gota: coleta de sangue; bicicleta: exercicio; b1: primeira bidpsia; b2: segunda bidpsia.



51

6.6.2.1 Exercicio

O segundo protocolo de exercicio do experimento foi conduzido com os
participantes em jejum, com objetivo de garantir a deplecdo méaxima do glicogénio
muscular. O protocolo teve inicio com 5 minutos de aguecimento com carga de 20%
PPO e cadéncia de 60 rpm, seguidos de um aumento na carga a 70% PPO até fadiga
voluntéaria, constatada quando a cadéncia ficou mais de 15 segundos abaixo de 60
rpm, mesmo apos dois estimulos verbais. Neste momento a carga foi reduzida a 20%
PPO para 5 minutos de desaceleracéo. Durante este periodo eles consumiram agua

ad libitum e ndo foram informados sobre a carga e o tempo de execuc¢éo do protocolo.

6.6.2.2 Recuperacao

Apds o exercicio os atletas foram acomodados em uma maca e foi iniciado o
periodo de recuperacao de 4 horas. O médico responsavel pelas biépsias musculares
identificou a area do musculo vasto lateral onde a coleta seria feita e aplicou uma
pomada anestésica a base de cloridrato de lidocaina na concentracdo de 20mg/g
(Pharlab, Lagoa da Prata — MG, Brasil). A segunda coleta de sangue foi realizada com
um escalpe 21 G com trava de seguranca (Greiner Bio-One, S&o Paulo — SP, Brasil)
posicionado no mesmo braco dos atletas onde foi feita e primeira coleta, sendo
retirado somente ao final da recuperacao, ou substituido em caso de obstrug¢édo. Ao
final da coleta o escalpe foi infundido com solucéo salina estéril 0,9% (Equiplex,
Aparecida de Goiania — GO, Brasil) para manté-lo desobstruido e estéril, um
procedimento que foi executado apds cada coleta de sangue subsequente. Em
seguida procedeu-se a primeira biépsia (bl). Ap6s o procedimento bl o voluntario
recebeu a primeira dose da bebida teste ou da bebida controle e este foi o tempo 0 da
recuperacgdo. A segunda dose da bebida teste foi fornecida no tempo 60 minutos e a
terceira dose, nos moldes de um desjejum, no tempo 120 minutos. Ao final das 4 horas
de recuperacédo procedeu-se a segunda bidpsia (b2). As amostras de sangue foram

coletadas a cada 30 minutos na primeira metade (0 min a 120 min) da recuperacéo e
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a cada 60 minutos na segunda metade (121 min a 240 min) da recuperacgao (Figura
5). Os participantes foram acompanhados e monitorados durante todo o experimento
pela pesquisadora responsavel, além da profissional de enfermagem, do médico, do
técnico do laboratério e dos membros da equipe responsaveis pelo preparo das

refeicdes.

6.6.2.3 Biopsia muscular

O periodo de 4 horas é considerado suficiente para observagédo da ressintese
de glicogénio muscular [86], por isso este foi o intervalo definido entre as duas bidpsias
(b1 e b2). No primeiro experimento as bidpsias bl e b2 foram feitas em uma perna
definida por sorteio. No segundo experimento os procedimentos foram feitos na perna
oposta. Todo o processo foi realizado de maneira asséptica e conduzido pelo médico
da equipe, auxiliado pela pesquisadora responsavel, ambos utilizando luvas estéreis.
Todos os instrumentos utilizados eram estéreis, sendo descartados imediatamente
apos o uso ou higienizados e autoclavados para o proximo ensaio (Apéndice E).

O local exato da coleta da primeira biopsia (bl) foi escolhido como a porcao
mais volumosa do musculo vasto lateral com a perna contraida. Quando necessario
a tricotomia da area da biopsia foi realizada com lamina descartavel. A pomada
anestésica foi aplicada com o objetivo de reduzir a sensibilidade da pele e em seguida
foi realizada assepsia e antissepsia do local com gaze embebida em solucéo
degermante de clorexidina digluconato a 2% (Riohex, Rioquimica, Sdo José do Rio
Preto — SP, Brasil), seguida de gaze embebida em solucéo alcodlica de clorexidina
digluconato a 0,5% (Riohex, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto — SP, Brasil). Um
campo cirurgico fenestrado foi posicionado em porcédo distal da coxa do participante
e realizada anestesia intramuscular com cloridrato de lidocaina a 20mg/mL
(Xylestesin, Cristalia, Itabira — SP, Brasil). O participante foi orientado a relaxar para
aguardar o efeito do anestésico e apds um teste de sensibilidade doloroso com uma
pinca, 0 médico fez uma incisdo de aproximadamente 0,5 cm na pele e na fascia do
musculo utilizando lamina de bisturi n°11. Foi realizada dissec¢cdo com pinga Kelly e

a agulha de biopsia muscular Bergstrom (D.L. Micof, S&o Paulo — SP, Brasil) foi entéo
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inserida através do orificio, com uma seringa de 60 mL acoplada para o sistema de
succao a vacuo. A auxiliar realizou uma succédo de 20 mL e um pedaco de tecido
muscular foi puxado para o interior da canula da agulha e cortado pelo médico com o
trocarte do interior da agulha. Apos rotacdes da canula no orificio, foram feitas mais
duas succdes e dois cortes. A agulha foi entdo retirada e o tecido coletado foi
depositado em uma placa de petri com auxilio de um émbolo passado no interior da
canula. O médico fez a sutura do orificio utilizando fio de nylon ndo absorvivel 3-0 com
agulha de 3 cm (Technofio, ACE, Goiania — GO, Brasil). Transcorridas as 4 h de
recuperacédo, todo o processo foi repetido na mesma perna do participante, porém a
segunda biopsia (b2) foi feita a 5 cm distais da primeira. Ao fim do segundo
procedimento os participantes foram orientados sobre os cuidados necessarios e
sobre o retorno para o experimento 2 (intervalo com periodo de 7 a 15 dias). Durante
os dias ap6s a hiépsia os voluntarios foram contatados por telefone ou mensagem
para verificacdo da cicatrizacao, sintomas ou qualquer intercorréncia. Eles retornaram

para retirada do ponto e avaliacdo do médico com cinco a sete dias pos-biépsia.

6.6.2.4 Bebidas e refeicao teste

Neste estudo os atletas participantes receberam as bebidas e refei¢cdes teste e
controle divididas em trés momentos em cada dia de experimento. Nos dois primeiros
momentos (imediatamente apds a bidpsia muscular bl e 60 minutos depois) eles
receberam uma bebida do tipo frapé preparada com café, leite e acucar (Café+leite),
ou tipo milk-shake com agua, leite e acucar (Leite), a temperatura de 8-10° C. No
terceiro momento (120 minutos apés a bidpsia bl) eles receberam um sanduiche
composto por pao de forma, ovo, queijo cottage e sal, acompanhado de café com
acucar (Café+leite), a temperatura de 40 — 42 °C ou de agua com acucar (Leite), a
temperatura de 30 — 35°C.

O planejamento e elaboracao da bebida testada neste estudo foi baseado no
teor de cafeina utilizado no estudo de Pedersen et al. (2008), que obteve resultados
positivos em relacdo a recuperagdo do glicogénio muscular [28]. Também foram

definidas as quantidades de carboidrato e proteina de alto valor biolégico necessarios
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para a recuperacao [52], que foram utilizadas tanto na bebida e refeigédo teste quanto
no controle. Contendo ambos os experimentos 0 mesmo teor de macronutrientes, o
gue diferenciou o teste do controle foi a presenca de café.

O ponto de partida para o preparo da dieta foi o teor de cafeina de 8mg/kg de
peso do atleta [28]. Para os calculos considerou-se um conteddo de 1530 mg de
cafeina a cada 100g de café em po6 , obtido a partir de analise do Café Torrado e
Moido Melitta® Tradicional, no Laboratorio de Bioquimica Nutricional e de Alimentos,
do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A
guantidade total de cafeina foi distribuida entre as trés por¢des da refeicdo teste.

O preparo do café foi realizado pelo método de filtragem a 10% com agua
fervente em filtro de papel, considerando uma retencdo de cafeina no filtro de 50%
[87] e respeitando a proporgcédo de 10g de pd para 100 mL de agua. Em relagdo ao
conteudo de CHO e proteina, cada uma das duas porcdes da bebida e a refei¢cdo
sélida continham 1,2g de CHO/kg de peso e 0,3g de proteinas/kg de peso, respeitando
a proporcéo de 4:1 de carboidrato e proteina [52]. O conteudo total fornecido durante
a recuperacdo foi de 3,6g de CHO/kg e 0,99 de proteina/kg. Para alcancar estas
guantidades de macronutrientes foram utilizados leite em pé desnatado (Leite em Po
Desnatado Instantdneo Piracanjuba) e acucar cristal (Cristalgicar Unido) para a
bebida; e pdo branco (Pdo de Sanduiche Forma Seven Boys), ovo e queijo cottage
(Queijo tipo Cottage Canto de Minas) para a refeicdo sélida. Os célculos para
elaboracado das bebidas e sanduiche para um atleta de 70 kg e as fichas técnicas de
preparo estdo apresentados no Apéndice F. O volume das bebidas e o peso dos

sanduiches foram registrados em planilhas em todos os dias de experimentos.

6.6.2.4.1 Cegamento dos participantes e pesquisadores

Foram utilizadas algumas estratégias para cegamento dos atletas quanto ao
tipo de bebida que receberam. Inicialmente, eles foram informados de que haveria
cinco possibilidades de bebidas: &gua com acucar, café com leite e acucar, leite com
agucar, café descafeinado com acucar e café com agucar. Eles seriam sorteados e

receberiam duas destas op¢des nos experimentos 1 e 2. Porém, como mostrado
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anteriormente, foram apenas duas opcfes de bebidas (Café+leite e Leite). Desta
forma, mesmo que o participante identificasse a bebida do experimento 1 pelo sabor,
ndo saberia qual bebida receberia no experimento 2. Além disso, foram utilizados
COpos opacos, com tampa e canudos pretos para servir as bebidas. Por fim, para
mascarar o sabor, em todos os dias foi preparado café no laboratério, independente
se no experimento do dia o voluntario receberia café ou ndo. A parte superior das
tampas dos copos, sem contato com o conteldo, foi embebida no café a fim de ficar
com aroma da bebida. Deste modo, ao tomar a bebida que ndo continha café, o
participante sentia o cheiro de café e poderia confundir os sabores. Somente os trés
pesquisadores que se revezaram no preparo das refeicdes tinham conhecimento do
gue foi ofertado ao voluntario. Os pesquisadores que ficaram em contato constante

com os voluntarios também foram cegados quanto ao tipo de bebida.

6.6.2.4.2 Aceitacao das bebidas

Os voluntarios preencheram um formulario de aceitacdo ao terminarem de
consumir as duas primeiras bebidas (frapé ou milk-shake), nos tempos 0 e 60 minutos.
Eles avaliaram o aroma, sabor e textura das bebidas em uma escala heddnica
estruturada com 9 pontos: 1 ndo gostei extremamente, 2 ndo gostei muito, 3 ndo gostei
moderadamente, 4 ndo gostei ligeiramente, 5 indiferente, 6 gostei ligeiramente, 7

gostei moderadamente, 8 gostei muito, 9 gostei extremamente.

6.7 ANALISES E VARIAVEIS

6.7.1 Sangue

Em cada um dos oito tempos, foram coletados 10 mL de sangue, divididos em

dois tubos com ativador de coagulacao e gel separador (Greiner Bio-One, S&o Paulo
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— SP, Brasil). As amostras permaneceram em repouso por 15 minutos e em seguida
foram centrifugadas (4000 rpm, 40 C, 15 minutos). Um dos tubos de cada tempo foi
mantido refrigerado a 20 C e ao final do experimento os oito tubos foram
encaminhados em caixa térmica com gelo para o laboratorio de andlises clinicas
responsavel pelas dosagens bioquimicos. Foram determinados os niveis de glicose e
insulina pelo método de quimioluminescéncia em soro. O segundo tubo centrifugado
teve o contetdo de soro dividido em aliquotas em microtubos do tipo eppendorf de 1,5
mL e armazenado a -800 C para controle e possivel necessidade de repeticdo das
analises.

As areas totais abaixo da curva (TAUC) de resposta glicémica e insulinémica
foram calculadas aplicando-se o método trapezoidal (FAO, 1998), utilizando o

programa GraphPad Prism, versao 8 (GraphPad Software, Inc., USA).

6.7.2 Tecido muscular

As amostras de tecido muscular obtidas nas biépsias (Figura 6) foram pesadas
em balanca eletrbnica de precisdo TX223L (Shimadzu, Duisburgo — Alemanha)
divididas em por¢cdes menores e livres de tecido adiposo e conectivo, e foram
acondicionadas em tubos eppendorf identificados, resfriadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -800C. A analise conduzida com as amostras de tecido foi a

dosagem de glicogénio muscular.
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Figura 6 Amostra de tecido muscular obtida através de bidpsia. Projeto CaféEx, Brasilia - DF, 2019

6.7.2.1 Glicogénio muscular

Para quantificacdo do glicogénio muscular nas amostras foi utilizada a

metodologia descrita por Lo et al. (1970) [88].

Extragao:

Foram pesados 35 a 50 mg de tecido muscular em tubo de vidro com rosca, e
adicionados 500 pL de solugao 30% de hidroxido de potassio, saturada com sulfato
de sddio, deixando o tecido completamente imerso para digestédo. O tubo foi aquecido
em banho-maria a 1000 C por 30 minutos, obtendo uma solugdo homogénea que em
seguida foi resfriada em gelo por 10 minutos. Foi adicionado etanol 95% (1,2 vezes o
volume de solucédo) e as amostras foram incubadas em gelo por 30 minutos para
precipitacdo do glicogénio da digestdo alcalina. Os tubos foram enté&o centrifugados
(840 x g por 30 minutos em temperatura ambiente) e o precipitado foi ressuspendido

em 1 mL de agua deionizada. Esta solucéo de glicogénio foi diluida em 5 vezes para



58

dosagem e a solugao final foi dividida em triplicatas de 200 uL em tubos eppendorf de
2mL.

Dosagem:

Na capela de fluxo laminar foram adicionados a cada tubo 200 pL de fenol 5%
e 1 mL de &cido sulfarico 98% (em forma de jato para garantir a homogeneizacgéo). As
amostras foram submetidas a incubacéo em temperatura ambiente por 10 minutos e
depois em banho-maria a 300C por 20 minutos. O branco e o padréo foram preparados
respectivamente com agua deionizada e solucéo padréo de glicogénio em substituicéo
a solucao de ressuspenséo das amostras. A absorbancia foi determinada a 490 nm
em espectrofotdmetro (Libra, Biochrom, Cambrige, Inglaterra). A concentragédo final
de glicogénio foi obtida com base em uma curva-padrdo com faixa de concentracao
de 0 a 100 ug de glicogénio por mL de meio reacional. A equacao da curva-padrao foi
y =0,0547x + 0,0044 (r2 = 0,9373) e a unidade utilizada para expressar o resultado foi
gramas por 100 g de peso umido (wet weight) de tecido muscular (g/100g ww-1). Para
fins de comparacdo com dados disponiveis na literatura, a concentracdo de glicogénio
muscular também foi apresentada em mmol/kg dw-1 (milimoles por quilograma de peso

seco) ap0s conversao proposta por Areta & Hopkins (2018) [89].

6.8 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas individuais e de desempenho nos testes preliminares estao
apresentadas sob a forma de estatistica descritiva para os participantes, utilizando
média e desvio-padrédo (DP). Esta etapa foi conduzida no programa Excel (Microsoft
365e).

Foi aplicada a analise do efeito de medidas repetidas usando o procedimento
de modelos mistos (PROC MIXED), considerando o delineamento aleatorizado e
cruzado (cross-over) do experimento. Foi utilizado o programa SAS/STATe software
(SAS on demand, SAS Institute Inc. Cary, NC, USA.
[https://www.sas.com/en_us/software/on-demand-for-academics.html]).

O protocolo do modelo no PROC MIXED utilizou a opcdo de método de

estimativa REML (maxima verossimilhanca restrita) levando em consideracdo os
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seguintes parametros como efeitos fixos: a sequéncia dos tratamentos que foi adotada
para cada voluntario, os sujeitos, a ordem dos tratamentos e o tratamento em si. Cada
sujeito seguiu uma sequéncia de Leite ou Café+leite em ordem definida
aleatoriamente no primeiro experimento. A sequéncia e a ordem dos protocolos foram
consideradas em todas as andlises realizadas, devido a possivel influéncia do
protocolo experimental na deplecdo do glicogénio muscular e na posterior resposta
aos tratamentos.

O teste de efeitos fixos foi aplicado para cada parametro e a estatistica F
resultante indicou quais parametros exerceram efeito sobre as varidveis dependentes
analisadas. Os valores das médias dos minimos quadrados e seu erro padrao (EP)
do SAS PROC MIXED foram apresentados e comparados entre os tratamentos Leite
e Café+leite para todas as variaveis, usando o teste t de Student, assumindo um nivel
de significancia de 0,05.

Para avaliar o efeito dos tratamentos na sintese de glicogénio muscular foram
comparados os conteudos de glicogénio ao final do periodo de recuperacdo de 4 h
entre Leite e Café+leite. Também foram comparadas as diferenc¢as (A) nos conteddos
de glicogénio final (4 h) e inicial (0O h) entre Leite e Café+leite. Para estas analises o
conteudo de glicogénio inicial foi considerado como covariavel. Portanto, o efeito dos
tratamentos no acumulo de glicogénio ao final da recuperacédo foi corrigido pelo
conteudo de glicogénio basal de cada participante.

As demais variaveis analisadas neste estudo com comparacdo entre 0s
tratamentos foram: tempo total de exercicio (min) para deple¢cdo do glicogénio
muscular; ingestdo de CHO, proteina e lipideo (g/kg de peso) na noite anterior ao
experimento; glicogénio ao final do exercicio de deplegéo; glicemia e insulinemia de
jejum; glicemia e insulinemia ao final do exercicio de deplecéo; e area total abaixo da

curva (TAUC) para glicose e insulina.

6.9 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia (Anexo A). O estudo foi
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conduzido de acordo com os principios da Declaracao de Helsinque e est4 cadastrado
no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob nimero RBR-9nrxdf.

Todos os atletas que participaram do estudo concordaram com os termos do
TCLE (Apéndice G) e deixaram seu consentimento assinado. Eles receberam todos
0s esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e 0 nome deles nao
foi divulgado, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissédo total de
qguaisquer informacdes que permitissem identifica-los. Eles foram informados de que
poderiam se recusar a responder qualquer questdo que |hes trouxesse
constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualguer momento
sem nenhum prejuizo. As despesas dos participantes com transporte e alimentacao
durante os dias e horarios dos experimentos foram cobertas pelos pesquisadores,
como parte do financiamento recebido para o estudo.

Em relacdo a possiveis incbmodos especificos da bidpsia, eles foram
informados de que alguns individuos podem sentir dor localizada no periodo de
aproximadamente 24 h apo6s o procedimento. Tal sensacdo nédo deveria ser maior do
gue aquela devido a uma “pancada” na perna. Apesar de raras, as possiveis
complica¢cBes foram relatadas e toda a equipe se colocou a disposicdo caso fosse
necessaria uma intervencao. Para evita-las os atletas foram aconselhados a néo
realizar esforco fisico por dois dias apds o procedimento.

Em contrapartida a sua participacdo os voluntérios tiveram acesso ao resultado
do teste incremental cardiopulmonar, que determinou o consumo maximo de oxigénio,
limiares ventilatérios, frequéncia cardiaca maxima e poténcia gerada nos respectivos
limiares e no pico do esforco, todas medidas importantes no planejamento dos treinos.
Além disso, eles também receberam a avaliagdo da composicdo corporal com
bioimpedancia elétrica multifrequencial e dos exames bioquimicos de glicose e
insulina. Qualquer desvio nutricional identificado durante o estudo foi informado aos

participantes e eles foram orientados pela pesquisadora responsavel.


http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-9nrxdf/
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7 FINANCIAMENTO

7.1 PROJETO

Este projeto contou com financiamento da Fundacdo de Apoio a Pesquisa do
Distrito Federal (FAPDF), edital 03/2016 — Demanda Espontanea sob processo
namero 9709.56.28417.07042016. A vigéncia é de 22/12/2016 a 15/09/2020. Além
disso, recebeu financiamento do Programa de Apoio a Pesquisa (PROAP/CAPES),
edital DPG/UnB 04/2018.

7.2 BOLSAS

A doutoranda Lais Loureiro foi bolsista da FAPDF (Edital ProMD 2016) entre
marco de 2016 e abril de 2017; e da CAPES entre maio de 2017 e janeiro de 2020. O
projeto também foi contemplado com duas bolsas de Iniciagdo Cientifica PROIC UnB
em 2016-2017 e 2017-2018.
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Quatorze atletas adultos do sexo masculino completaram os dois ensaios

experimentais sem nenhuma desisténcia. Dois deles apresentaram sintomas

gastrointestinais apds consumir as bebidas e refei¢cdes, como desconforto abdominal

e diarreia, e portanto foram excluidos. Um atleta foi excluido das analises devido ao

sobrepeso diagnosticada pelo IMC e %GC, além de hiperinsulinemia de jejum em um

dos dias de experimento. Ndo houve qualquer complicacdo decorrente do

procedimento da biépsia muscular e das coletas de sangue. A Figura 7 apresenta o

fluxograma do recrutamento e participacado dos voluntarios e a Tabela 1 apresenta as

caracteristicas basais dos 11 participantes incluidos nas analises.

Divulgagéo do projeto
Contato com 10 treinadores do DF

Contato com clinicas de nutrigdo esportiva

Redes sociais
Grupos de ciclistas no WhatsApp

Contato inicial com atletas por
telefone (n = 49)

S

Excluidos (n = 29)

- Fumo

- Baixa quilometragem semanal
- Les&o recente

- Competigao préxima

- Impossibilidade de respeitar o

repouso pos-bidpsia

| Triagem e testes preliminares (n = 20) |
Excluidos (n = 6)
——— > | - VO, insuficiente
- Consumo de drogas ilicitas
| Experimento completo (n = 14) |
Excluidos (n = 3)
R

v

final (n = 11)

Dados analisados para resultado

- Sintomas gastrointestinais
- Sobrepeso e hiperinsulinemia

Figura 7 Fluxograma de recrutamento e participagdo dos voluntarios. Projeto CaféEXx, Brasilia - DF,

2019
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Tabela 1 Caracteristicas dos atletas participantes no inicio do estudo. Projeto

CaféEx, Brasilia - DF, 2019

Variavel Média DP Min - Max
Idade (anos) 39 6 30-149
Peso corporal (kg) 75,7 7,6 62,3 -89,1
IMC (kg/m2) 24,0 2,3 21,1-27,6
Gordura corporal (%) 16,3 5,4 7,3-22,8
VO2max (ML/kg/min) 59,97 8,28 51,52 -77,00
Pico de poténcia (W) 346 39 294 — 411
Horas de treino/sem 8,7 3 5-15
Quilometragem/sem 255 109 80 — 500
Anos de experiéncia no esporte 4,2 3 1-10
Consumo de cafeina (mg/dia) 296 111 85 — 458

IMC: indice de massa corporal; VOzmax: volume méaximo de oxigénio; W: watts; sem: semana.; DP:

Desvio Padrao

Entre os participantes dois eram triatletas (18,2%), cinco eram ciclistas da

modalidade mountain bike (45,5%) e quatro eram ciclistas da modalidade estrada

(36,3%). De acordo com os dados de IMC oito atletas eram eutroficos (72,7%) e trés
estavam com sobrepeso (27,3%) [82]. O %GC de quatro atletas (36,3%) estava abaixo

da média e de sete atletas (63,7%) estava acima da média. Nenhum atleta tinha o

%GC acima de 25%, que indica risco associado a obesidade [83], e todos estavam

com peso estavel nos ultimos 3 meses. Todos eram consumidores habituais de café

e leite e o consumo individual diario de cafeina ndo ultrapassou o limite de 500mg. A

analise dos dados de consumo alimentar esta apresentada na Tabela 2.



Tabela 2 Média da ingestéo diaria de energia e macronutrientes dos atletas

participantes durante o estudo. Projeto CaféEx, Brasilia - DF, 2019
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Média DP Min - Max
Energia (kcal) 2823 530 2161 — 4137
CHO (%) 49,5 6,7 38,5-55,5
LIP (%) 32,8 6,0 22,7-43,0
PTN (%) 17,7 2,6 12,3-215
CHO (g/kg) 4,3 0,7 3,0-5,3
LIP (g/kg) 1,3 0,3 0,7-2,0
PTN (g/kg) 1,6 0,2 1,2-2,0

kcal: quilocalorias; CHO: carboidratos; PTN: proteinas; LIP: lipideos; DP: Desvio Padrao

8.2 INTERVENCAO DIETETICA E EXERCICIO PARA DEPLECAO DO GLICOGENIO

MUSCULAR

A ingestdo de macronutrientes no jantar e o tempo total de exercicio para

deplecédo do glicogénio muscular ndo diferiram estatisticamente entre os dois dias do

experimento (Tabela 3), mostrando que os atletas seguiram igualmente os protocolos

de dieta e exercicio para esgotar o glicogénio muscular em ambos 0s ensaios.
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Tabela 3. Tempo total de exercicio e ingestdo de macronutrientes no jantar para

deplecédo do glicogénio muscular nos dois experimentos. Projeto CaféEx, Brasilia -

DF, 2019
Leite Café+leite p valor
Tempo total de exercicio (min) 116 + 12,15 114 + 12,15 0,74
CHO (g/kg) 0,67 + 0,05 0,62 + 0,05 0,19
PTN (g/kg) 0,75 0,07 0,80 + 0,07 0,45
LIP (g/kg) 0,46 + 0,07 0,50 + 0,07 0,38
Dados apresentados séo médias + EP. min: minutos; CHO: carboidratos; PTN: proteinas; LIP:
lipideos.
8.3 BEBIDAS

Os 11 participantes compareceram duas vezes ao laboratério e em cada
ocasido receberam trés doses de bebidas com ou sem café em sua composicéo,
totalizando 66 doses fornecidas e consumidas neste experimento.

A Tabela 4 apresenta o volume e o peso médios das bebidas e do sanduiche
consumidos durante a recuperacdo. O maior volume consumido em uma Unica dose
foi de 635 mL, para o atleta com maior massa corporal, e 0 menor volume foi de 165

mL para o atleta com menor massa corporal.

Tabela 4 Volume e quantidade total das refei¢cdes fornecidas durante o periodo de
recuperacédo. Projeto CaféEx, Brasilia - DF, 2019

Média DP Min - Max
Bebida 1 e 2 (mL) 530 54 375-635
Bebida 3 (mL) 275 46 165 — 375
Sanduiche (g) 175 12 160 — 200

Bebida 1 e 2: Café com leite e acUcar ou leite e aclicar; Bebida 3: café
com agucar ou agua com acucar; Sanduiche: Pao de forma branco,

ovo cozido, sal e queijo cottage; DP: Desvio Padréo.



66

8.3.1 Cegamento dos participantes

A fim de verificar a eficacia do processo de cegamento, os participantes foram
guestionados sobre o tipo de bebida que acabaram de consumir em cada um dos trés
momentos e tinham que escolher uma das cinco op¢des apresentadas. Nos dias em
gue consumiram as bebidas com café o indice de acerto foi de 31% e nos dias em

gue as bebidas ndo continham café o indice foi de 15%.

8.3.2 Aceitacao das bebidas

O teste de aceitacdo com escala hedonica de 1 a 9 revelou boa aceitacéo das
duas bebidas, frapé (Café+leite) e milk-shake (Leite). Nenhum participante pontuou
as bebidas com notas abaixo de 5, que indicam “néo gostou” no teste de aceitagéo. O
frapé Café+leite recebeu nota maxima 9 (gostei extremamente) de cinco participantes
(45,5%), nota 8 (gostei muito) de cinco participantes (45,5%) e apenas um participante
(9%) pontuou com nota 5 (indiferente). O milk-shake Leite recebeu nota 9 de trés
participantes (27,25%), nota 8 de cinco participantes (45,5%) e nota 7 (gostei

moderadamente) de trés participantes (27,25%).

8.4 RESPOSTA GLICEMICA E INSULINEMICA

A glicemia e a insulinemia de jejum nao diferiram estatisticamente entre os dois
dias de experimentos [83,47 = 1,93 vs. 83,50 + 1,93 mg/dL de glicose para Leite e
Café+leite, respectivamente (p = 0,98; IC95% = -3,18; 3,11); 3,78 £ 0,55 vs. 3,91 +
0,55 pyUl/mL de insulina para Leite e Café+leite, respectivamente (p = 0,84; IC95% =
-1,44; 1,19)]. Nenhum participante apresentou quadro de hipoglicemia (glicose <

70mg/dL) apds o exercicio de deplecao do glicogénio [21] e os valores de glicose e
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insulina apds o exercicio também ndo diferiram entre os dois dias de experimento
[89,73 £ 4,08 vs. 89,78 £ 4,08 mg/dL de glicose para Leite e Café+leite,
respectivamente (p = 0,98; IC95% = -3,79; 3,69); 7,76 + 1,82 vs. 8,95 + 1,82 pUl/mL
de insulina para Leite e Café+leite, respectivamente (p = 0,35; IC95% = -3,76; 1,38)].

A andlise da area total abaixo da curva (TAUC) mostra que o consumo de
Café+leite resultou em resposta glicémica e insulinémica estatisticamente maiores
comparadas ao consumo de Leite (Figura 8). A TAUC de glicose média com o
tratamento Leite foi de 22331 mg x min/dL e com o tratamento Café+leite foi de 23593
mg X min/dL, uma diferenca estimada de 1262 mg x min/dL ou 5,6% a mais no
Café+leite (p =0,02; 1C95% =-2298,09; -225,91). Em relagéo a resposta insulinémica,
a TAUC de insulina média com Leite foi de 8089,07 pUl x min/mL e com Café+leite foi
de 11653 pUI x min/mL, uma diferenca estimada de 3564,05 yUl x min/mL ou 44% a
mais no Café+leite (p = 0,03; IC95% = -6749,36; -378,74).
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Figura 8 (A) Curva glicémica na recuperacdo durante 4 horas (240min); (B) Curva insulinémica na
recuperacao durante 4 horas (240min); (C) Médias dos minimos quadrados + EP da TAUC para glicose;
(D) Médias dos minimos quadrados + EP da TAUC para insulina. Em cada experimento os individuos
pedalaram até fadiga voluntaria (70% VO:zmax) € consumiram aleatoriamente leite e uma refei¢éo sélida
(Leite) ou café com leite e uma refeicdo sélida (Café+leite) nos momentos 0, 60 e 120 minutos.
*Diferenca significativa vs. Leite na TAUC para glicose (p = 0,02); **Diferenca significativa vs. Leite na
TAUC para insulina (p = 0,03). Método de modelos mistos, Proc Mixed (SAS studio). Projeto CaféEx,
Brasilia - DF, 2019
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8.5 GLICOGENIO MUSCULAR

Ao final do exercicio executado na manha do experimento nenhuma diferenca
foi observada nos niveis de glicogénio muscular entre os dois ensaios (0 h; p = 0,48)
(Tabela 5). Ap6s 4 h de recuperacao, o tratamento Café+leite resultou em niveis de
glicogénio muscular 40% maiores em comparacéao ao tratamento Leite, com diferenca
de 0,25 g/100g ww-1 entre os tratamentos (4 h; p = 0,01). Consequentemente as
diferencas nos conteudos final (4 h) e inicial (O h) mostraram um acamulo de glicogénio
estatisticamente maior com tratamento Café+leite (A; p = 0,01). (Figura 9). A
sequéncia e a ordem dos tratamentos ndo tiveram efeito sobre os resultados

observados.

Tabela 5 Valores de glicogénio obtidos no tecido muscular dos atletas nos dois dias
de experimento, apresentados em g/100g ww-1 e mmol/kg dw-1. Projeto CaféEx,
Brasilia - DF, 2019

Glicogénio Leite Café+leite p valor* IC95%*

g9/100g ww-1  mmol/kg dw-1  g/100g ww-1  mmol/kg dw-1

Inicial Oh) 0,43+0,10 103,85+24,15 0,50+0,10 120,75+ 24,15 0,48 -0,26; 0,13
Final (4 h) 0,63+0,07 152,15+16,91 0,89+0,07 214,94+16,91 0,01 -0,44; -0,06
A 0,17+0,07 41,06+16,91 0,42+0,07 101,43+16,91 0,01 -0,44; -0,06

*comparacao entre os tratamentos considerando valores em g/100g ww-1. Os dados sdo
apresentados em médias dos minimos quadrados + EP. Método de modelos mistos, Proc Mixed (SAS
studio).



69

[ ] Leite
Bl Cafétleite
g *
2 10
(@)
—
=
ks 1.
]
8 05 jalie
e
ie)
c
<D
(@)]
S ﬁ
Oh 4 h A

Figura 9 Glicogénio muscular imediatamente apds o exercicio em cicloergdmetro até fadiga voluntaria
(70% VOe2max) (0 h), ao final de 4 h de recuperacdo e a diferenca entre Oh e 4h (A). Durante a
recuperacao os individuos consumiram aleatoriamente leite e uma refeicao soélida (Leite) ou café com
leite e uma refeicdo sdlida (Café+leite). Leite vs. Café+leite Oh (p = 0,48); *Diferenca significativa vs.
Leite 4h (p = 0,01); **Diferenca significativa vs. Leite A (p = 0,01). Os dados s&o apresentados em
médias dos minimos quadrados + EP. Método de modelos mistos, Proc Mixed (SAS studio). Projeto
CaféEx, Brasilia - DF, 2019
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9 DISCUSSAO

A hipotese investigada neste estudo foi confirmada, uma vez que o consumo
de café (Café+leite) aumentou o acumulo de glicogénio muscular e a area total abaixo
da curva (TAUC) da resposta glicémica e insulinémica durante o periodo de

recuperacéo de 4 h em comparacao com o controle (Leite).

9.1 GLICOGENIO MUSCULAR

O conteudo de glicogénio muscular ao final do exercicio, obtido pela analise do
tecido da primeira biopsia (bl), mostrou que os atletas iniciaram o periodo de
recuperacdo de 4 h com os niveis de glicogénio reduzidos e em situag&do similar nos
dois dias de experimento (Leite 0,43 + 0,10 g/100g ww-1; Café+leite 0,50 £ 0,10 g/100g
ww-1; p = 0,48). Ao final, com a segunda biépsia (b2), comprovou-se maior
concentracdo de glicogénio muscular quando o café foi consumido (Leite 0,63 + 0,07
0/100g ww-1; Café+leite 0,89 £ 0,07 g/100g ww-1; p = 0,01).

A diferenca observada entre os dois tratamentos neste experimento tem um
significado préatico importante para a nutricio nos esportes de resisténcia. O
tratamento Leite proporcionou uma recuperacgao de 0,17 = 0,07 g/100g ww-1 0u 41,06
+ 16,91 mmol/kg dw-1, enquanto o tratamento Café+leite proporcionou uma
recuperacédo de 0,42 + 0,07 g/100g ww-1 ou 101,43 = 16,91 mmol/kg dw-1. Uma meta-
analise conduzida em 2018 com estudos que avaliaram glicogénio muscular através
de biépsias observou uma média de glicogénio em atletas em repouso de 484 + 144
mmol/kg dw-1[89]. Considerando este valor, a recuperacdo com o tratamento Leite foi
de 8,5%, enquanto com o tratamento Café+leite foi de 21% do valor médio de repouso.

Existe grande variabilidade nos valores de glicogénio obtidos em diferentes
estudos conduzidos com bidpsias musculares. Esta variabilidade esta relacionada a
disponibilidade de CHO, nivel de treinamento dos participantes que compdem as
amostras, tipo e intensidade do exercicio executado, duracdo do periodo de

recuperacao [89].
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O estudo de Pedersen et al. (2008), que obteve maior taxa de recuperacao de
glicogénio muscular com consumo de CHO com cafeina comparado ao consumo
somente de CHO, obteve valores ~ 30% menores de glicogénio iniciais pds-exercicio
em comparacdo com nosso experimento (CHO 74 + 55 e CHO+cafeina 76 + 21
mmol/kg dw-1 vs. Leite 103,85 + 24,15 e Café+leite 120,75 + 24,15 mmol/kg dw-1). Os
dois estudos tiveram procedimentos pré-experimentais semelhantes, como duas
sessdes de exercicios e prescricao dietética com baixo teor de CHO para deplecéo
do glicogénio muscular, além do mesmo nivel médio de treinamento dos atletas
(VO2max € PPO). Apesar disso, a deplecdo parece ter sido maior no estudo de
Pedersen et al. (2008) [28].

Em contrapartida, os valores finais de glicogénio (4 h) no estudo de Pedersen
et al. (2008) superaram os observados no nosso estudo em ~ 33% (CHO 234 £ 50 e
CHO+cafeina 313 + 69 mmol/kg dw-1 vs. Leite 152,15 + 16,91 e Café+leite 214,94 +
16,91 mmol/kg dw-1). Neste aspecto, algumas diferencas metodolégicas podem
explicar estes valores. Nosso protocolo forneceu um total de 3,6g de CHO/kg e 0,99
de PTN/kg, divididos em trés porcdes durante 4 h de recuperacdo, sendo a ultima
porcao no tempo 120 minutos. O protocolo de Pedersen et al. (2008) forneceu 4g de
CHOJ/kg divididos em quatro por¢des durante o mesmo periodo, sendo a Ultima por¢ao
fornecida no tempo 180 minutos. Uma porcdo a mais de suplementacdo pode ter
contribuido para a manutencéo do estimulo para ressintese de glicogénio durante toda
a primeira fase de recuperacao. Além disso, sabe-se que um grande estimulo para
recuperacdo do glicogénio € a propria deplecdo provocada pelo exercicio [54].
Portanto, os valores basais de glicogénio ~ 30% menores do estudo de Pedersen et
al. (2008) e um aporte maior de CHO podem explicar os valores superiores ao final da
recuperagdo, em comparacao ao nosso estudo.

O estudo de Beelen et al. (2012) também avaliou o efeito do consumo de CHO
com e sem cafeina na recuperacéo do glicogénio muscular e ndo obteve diferenca
significativa entre os tratamentos [90]. Algumas diferencas metodolédgicas importantes
podem explicar o resultado. O protocolo de deplecéo do glicogénio foi conduzido no
mesmo dia do experimento, com 0s atletas em jejum noturno. Com isso, os valores
basais de glicogénio ap6s o exercicio (CHO 172 + 40 e CHO+cafeina 138 + 22
mmol/kg dw-1) foram superiores aos observados em nosso protocolo, que teve inicio

na noite anterior e foi continuado na manha do experimento. Quando a concentracao



72

de glicogénio muscular pos-exercicio estd abaixo de 128-150 mmol/kg dw-1 pode
ocorrer até mesmo uma recuperacao nas primeiras horas independente do estimulo
da insulina [26]. Os altos valores basais resultantes do protocolo de Beelen et al.
(2012) podem indicar que ndo houve deplecdo suficiente para observar alguma
diferenca entre os tratamentos.

Em relacdo ao tempo de tratamento, Beelen et al. (2012) avaliaram o glicogénio
muscular antes e apés 6 h de recuperacdo pos-exercicio. A primeira fase de
recuperacédo do glicogénio muscular pode durar até 4 h, € mais sensivel a presenca
de CHO e nela ocorrem as maiores taxas de ressintese com a formacdo de
proglicogénio [8, 26]. ApOs essa primeira fase inicia-se a formacédo de
macroglicogénio, que pode durar até 48 h, sendo mais lenta e continua [30]. Ao adotar
uma recuperacéo de 6 h, Beelen et al. (2012) podem ter ultrapassado o tempo no qual
poderiam ser observados diferentes efeitos entre os tratamentos. Além disso, o
propdsito de se avaliar opcdes de tratamentos para o pés-exercicio € garantir a
recuperacédo do glicogénio em poucas horas, beneficiando atletas que treinam mais
de uma vez ao dia ou em competicdes com mais de uma prova no mesmo dia [8, 13].

N&o é claro o nivel em que os diferentes tipos de testes fisicos executados com
os atletas de ciclismo influenciam os resultados das pesquisas [35]. Em se tratando
de um desenho experimental cruzado, em que cada individuo é o seu préprio controle,
qualquer tipo de interferéncia do método é minimizada. No experimento do CaféEx a
nossa principal preocupacao foi garantir a maxima deplecao do glicogénio muscular.
Para tanto, os atletas executaram dois blocos de exercicio com intensidade moderada
a alta — um a tarde e um na manha seguinte — e entre eles, consumiram refeicdes
prescritas por nutricionistas, com baixo teor de CHO, somente a noite. Pela manha o
exercicio foi executado em jejum. Com este protocolo foi possivel garantir uma
reducd@o nos niveis de glicogénio muscular, propiciados pelo exercicio e intervengéo
dietética [27]; e dos niveis de glicogénio hepatico, devido ao jejum [18].

O glicogénio hepatico depletado é uma caracteristica de estudos laboratoriais
com atletas que muitas vezes nao corresponde a realidade de treinamento em vida
livre, uma vez que a pratica esportiva de alta intensidade e longa duracdo em jejum é
pouco vantajosa. Isto porgue iniciar um exercicio com baixas reservas de glicogénio
enddgeno pode impedir o alcance da intensidade desejada pelo atleta, reduzindo as

adaptacdes relacionadas ao treinamento de resisténcia [91]. Porém, nos ensaios
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clinicos o jejum é uma orientacdo necessaria que visa a padronizacao interpessoal do
estado de reserva de combustivel, neste caso de CHO. Podemos inferir que apds o
consumo da primeira dose da bebida — Café+leite ou Leite — parte do suprimento de
carboidratos foi direcionado para recuperacao do glicogénio hepatico. Uma vez que
as bebidas fornecidas continham os trés tipos de monossacarideos, é provavel que a
galactose (do leite) e a frutose (do agucar), metabolizadas no figado ao deixarem o
epitélio intestinal, tenham sido direcionadas para a recuperacdo hepética [18]. Este
ponto é especialmente importante devido a alta deplecéo de glicogénio hepatico a que
foram submetidos os atletas. Esta mistura de diferentes tipos de monossacarideos
Nao promove necessariamente um aumento na taxa de recuperagao do glicogénio
muscular [86, 92, 93], porém viabiliza o consumo de grandes quantidades de CHO
com maior tolerancia gastrointestinal por parte dos atletas [93], o que indiretamente

favorece a ressintese de glicogénio nos musculos.

9.2 RESPOSTA GLICEMICA E INSULINEMICA

A analise da area total abaixo da curva (TAUC) mostrou que o consumo de
Café+leite aumentou a resposta glicémica (p = 0,02) e insulinémica (p = 0,03)
comparado ao consumo de Leite.

O fornecimento de uma refeicdo rica em CHO de fontes mistas — glicose,
frutose e galactose — favorece e acelera a captacao intestinal dos monossacarideos
em comparacdo a glicose isolada, por utilizar diferentes transportadores nos
enterqcitos [94]. Por outro lado, o leite é rico em aminoacidos que promovem aumento
da secrecao de insulina, potencializando a captacao de glicose pelo musculo [75].
Neste ponto as duas bebidas — Café+leite e Leite — sdo potencialmente iguais no
propasito de elevar a disponibilidade de CHO para ressintese de glicogénio. Portanto,
0 maior valor das curvas glicémica e insulinémica com Café+leite se deve ao que
diferenciou as duas bebidas: a presenca do café e seus efeitos no metabolismo dos
CHO. Uma revisao sisteméatica conduzida em 2018 analisou estudos sobre os efeitos
do consumo de café no metabolismo da glicose e concluiu que hd aumento na area

abaixo da curva (AUC) na resposta glicémica nas primeiras horas apds o consumo de
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café cafeinado [4]. Além disso, uma meta-analise apontou uma reducdo na
sensibilidade a insulina em individuos saudaveis apés consumo agudo de cafeina [67].
Estes resultados apontam para o possivel papel da cafeina como componente do café
no aumento da AUC da glicose e insulina observada no nosso experimento.

Todos os resultados deste experimento relacionados ao efeito do consumo de
café no metabolismo de carboidratos devem ser analisados sob a importante acao do
exercicio fisico neste processo. O possivel efeito do café, mais precisamente da
cafeina, numa inducdo de resisténcia a insulina [67] ndo impediu o aumento
significativo no acumulo de glicogénio muscular ap6s o periodo de recuperagédo. O
exercicio fisico tem a capacidade de elevar a captacéo de glicose, especialmente na
primeira fase da recuperacdo, devido a deplecdo do glicogénio muscular, maior
liberacdo de ions Caz2+ pelas células musculares e consequente translocacdo de
transportadores GLUT-4, tudo isto independentemente da insulina [26, 31]. Neste
sentido, é importante destacar que o efeito observado na ressintese de glicogénio é
resultado de diversas acdes simultaneas no metabolismo da glicose e que o exercicio
pode reduzir o efeito da cafeina na resisténcia a insulina [95].

O método utilizado para analisar o efeito dos tratamentos na resposta glicémica
e insulinémica foi o célculo da area total, que inclui toda a area abaixo da curva
considerando zero como valor basal [96]. Optamos pelo célculo da area total e nédo da
area incremental — que considera somente o0s picos de resposta acima da glicemia e
insulinemia basais — devido ao fato de que em alguns participantes nenhum pico
superou os valores basais, durante todo o periodo de 4 h de recuperagcdo. Nesses
casos, o valor da AUC incremental foi zero e ndo respondeu sobre o efeito dos
tratamentos nesses participantes. As concentracées de glicose e insulina apos o
exercicio ndo diferiram estatisticamente entre Café+leite e Leite (p = 0,98 para glicose;
p = 0,35 para insulina), portanto este valor n&o influenciou as respostas distintas com
os dois tratamentos observadas nas TAUC.

O estudo de Beam et al. (2015) avaliou o efeito do consumo de CHO com e
sem cafeina na resposta glicémica e insulinémica apos 30 minutos de exercicio a 60%
do VOz2max [97]. Como resultado, ndo observaram diferenca estatistica na AUC da
glicose e insulina entre os tratamentos. Neste experimento os atletas receberam uma
Unica bebida com 75g de CHO com e sem 5 mg/kg de cafeina imediatamente apos o

fim do exercicio, e a curva foi calculada com os valores de glicose e insulina até 120
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minutos. Por outro lado, nosso experimento forneceu maior quantidade de
macronutrientes e cafeina, além de acompanhar a recuperacdo por maior tempo (240
minutos). E possivel que 2 h ndo seja um tempo suficiente para observar o efeito da
cafeina na resposta glicémica e insulinémica pés-exercicio. Além disso, é importante

manter o aporte de macronutrientes durante as 4 h da primeira fase de recuperacao

[8].

9.3 CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES

Os participantes eram triatletas e ciclistas das modalidades mountain bike e
estrada. Apesar das diferencas no tipo de treinamento destes trés esportes, da
variacdo no tempo de experiéncia (1 a 10 anos) e horas semanais dedicadas ao
treinamento (5 a 15 horas), o preparo fisico dos atletas foi suficiente de acordo com
os critérios de inclusédo do estudo [78]. Além disso, todos foram capazes de executar
as duas sessoes de exercicio de forma eficaz para reducédo das reservas do glicogénio
muscular. O VO2max € uma medida de capacidade cardiopulmonar dos atletas e o PPO
correspondente é a medida de for¢a, duas variaveis importantes na avaliacdo da
capacidade fisica de atletas [40], além de terem sido o parametro para prescricdo do
exercicio para o experimento. A selecdo de atletas com bom nivel de condicionamento
e treinamento neste estudo torna possivel a extrapolacao dos resultados positivos
para situacdes de vida real, considerando que atletas de alto rendimento sao os que
necessitam de rapida recuperacao dos niveis de glicogénio muscular, devido a alta
demanda de treinos.

Nenhum voluntario extrapolou o consumo maximo diario de cafeina de 500mg,
mesmo relatando consumo habitual de café e outras fontes de cafeina, como chaés,
refrigerante, chocolates e bebidas energéticas. Este limite foi estabelecido com a
finalidade de obter uma amostra mais homogénea em relacédo ao consumo de cafeina
e evitar o recrutamento de individuos com alto consumo deste composto, 0 que
poderia gerar um efeito diferenciado em relacdo aos baixo ou normo consumidores.
O estudo de Pedersen et al. (2008) observou efeito positivo da combinagéo de cafeina

e CHO na recuperacéao do glicogénio muscular [28]. Este resultado indica que esse
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pode ser o componente responsavel pelo efeito do café observado no nosso estudo,
porém nao € possivel afirmar que seja o Unico. A revisao sistematica conduzida por
NOSSO grupo reuniu estudos que relataram efeitos positivos do &cido cafeico e cafestol,
além da propria cafeina na translocacéo de GLUT-4 e captacéo de glicose nas células
musculares, na fosforilagéo e ativacdo de CaMK e AMPK e na secre¢do pancreética
de insulina [14]. Para responder o questionamento sobre o (s) componente (S)
responsavel (eis) pelo efeito observado neste ensaio, € necessario conduzir um

estudo comparando o efeito do café cafeinado e do descafeinado.

9.4 CEGAMENTO DOS ATLETAS QUANTO AO TIPO DE BEBIDA

Neste experimento optamos por investigar os efeitos de uma bebida teste
preparada com alimentos comuns e ndo suplementos, na recuperacéo do glicogénio
muscular. Apesar das vantagens desta escolha ja enumeradas, existe a dificuldade
de cegamento dos voluntarios sobre os tratamentos, intrinseca ao desenho
experimental, uma vez que as duas bebidas se diferenciam pela presenca de café, o
gue torna aparéncia e sabor completamente diferentes. Mesmo néo se tratando de
um experimento com medida de desempenho, em que 0 cegamento seria crucial [98],
houve grande esforco em nao permitir a percepcdo do sabor das bebidas. Os
voluntarios foram questionados sobre a composi¢cédo das bebidas que consumiram e
o resultado mostrou que a maior parte ndo conseguiu identificar o sabor das bebidas
(31% e 15% de acerto para Café+leite e Leite, respectivamente). Nosso interesse é
explorar melhor esse aspecto do cegamento em um estudo especifico. Para o
propdsito do que foi estabelecido para essa tese o cegamento adotado foi uma

estratégia eficiente.
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9.5 SINTOMAS GASTROINTESTINAIS DURANTE O EXPERIMENTO

Todos os atletas selecionados para participarem deste experimento afirmaram
serem consumidores habituais de café e de leite, sem nenhum relato de alergia,
intolerancia e desconforto relacionado ao consumo de leite. Apesar disso, dois atletas
apresentaram desconforto abdominal e diarreia. O calculo da prescri¢cdo das bebidas
considerou o peso corporal para obter o total de macronutrientes e cafeina que cada
participante deveria receber nas trés doses. Naturalmente, os atletas mais pesados
receberam altos volumes de frapé ou milk-shake (até 635 mL em uma Unica dose), e
consequentemente uma alta carga de lactose e sacarose. Apesar das evidéncias de
gue o consumo de CHO de fontes mistas reduz o desconforto gastrointestinal por
acelerar 0 esvaziamento gastrico e a absorcdo dos monossacarideos [99], alguns
atletas que nunca haviam experimentado sintomas gastrointestinais resultantes do
consumo de leite, apresentaram reagdo com esse alto conteido. Uma solucado para
este problema seria a utilizacédo de leite com adi¢cdo da lactase, que converte a lactose
em glicose e galactose e facilita o processo digestivo quando esta enzima é o fator
limitante [100]. Outra possibilidade considera o fato de que optamos neste estudo por
fornecer altas doses de CHO (1,2g/kg/h) mesmo com o conteudo de proteina
disponivel no leite (0,3g/kg/h). Para os casos em que o0 excesso de CHO consumido
em uma unica dose for um problema, é possivel reduzir o conteudo deste
macronutriente para obter um total de 0,8 — 1,0g de CHO/kg/h, sem possivel prejuizo
na eficiéncia da recuperacéo do glicogénio [51]. Uma grande vantagem da receita da
bebida elaborada neste experimento € justamente a possibilidade de faciimente
controlar o teor de CHO aumentando ou reduzindo a quantidade de aclcar na
preparacdo a depender da necessidade do atleta. Ademais, a exclusdo dos
participantes ndo afetou o poder estatistico da amostra selecionada, uma vez que

aumentamos em 25% o numero amostral calculado, prevendo possiveis perdas.
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10 CONCLUSAO

Este estudo confirmou a hipétese de que o consumo de café acompanhado de
fontes de carboidrato e proteina, favorece a captacdo muscular de glicose e a
deposicdo de glicogénio muscular no periodo pés-treino, quando comparado ao
consumo de leite adocado com a mesma refeicdo sélida. A adicdo de café a uma
bebida com quantidades adequadas de carboidrato e proteina aumentou a area total
abaixo da curva da resposta glicémica e insulinémica e o acumulo de glicogénio
muscular durante as 4 horas de recuperacao ap0os exercicio extenuante.

Este é um estudo inédito e que obteve resultados positivos e expressivos para
os atletas de ciclismo. O café com leite € uma bebida comum, tem boa aceitacao, facil
preparo e baixo custo. A refei¢cdo solida sob a forma de sanduiche, nos moldes de um
desjejum fornecido aos atletas também foi elaborado com ingredientes simples e de
facil acesso. Estes fatores contribuem para que esta opcdo de refeicdo para
recuperacao pos-treino faca parte do cotidiano dos atletas que buscam eficiéncia na
sintese de glicogénio muscular.

Estudos futuros poderdo avaliar a reprodutibilidade dos resultados com
desenhos experimentais similares. Novos desenho, avaliando a diferenca entre o
efeito do café cafeinado e do descafeinado, poderdo responder se a cafeina € o
componente primordial responsavel pelo efeito positivo do café na recuperacdo do
glicogénio. Ademais, outras andlises de proteinas do tecido muscular podem indicar
0S mecanismos pelos quais os componentes do café em conjunto com os nutrientes

fornecidos do pés-exercicio atuam na sintese de glicogénio.
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Effects of Coffee Components on Muscle Glycogen Recovery:
A Systematic Review

Lais Monteiro Rodrigues Loureiro, Caio Eduardo Goncalves Reis, and Teresa Helena Macedo da Costa
Universidade de Brasilia

Coffee is one of the most consumed beverages in the world, and it can improve insulin sensitivity, stimulating glucose uptake in
skeletal muscle when adequate carbohydrate intake is observed. The aim of this review is to analyze the effects of coffee and coffee
components on muscle glycogen metabolism. A literature search was conducted according to Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analysis, and seven studies were included, that explored the effects of coffee components on
various substances and signaling proteins. In one of the studies with humans, caffeine was shown to increase glucose levels,
Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase phosphorylation, glycogen resynthesis rates, and glycogen accumulation after exercise.
After intravenous injection of caffeine in rats, caffeine increased adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) and
acetyl-CoA carboxylase (ACC) phosphorylation, and glucose transport. In in vitro studies, caffeine raised AMPK and ACC
phosphorylation, increasing glucose transport activity and reducing energy status in rat muscle cells. Cafestol and caffeic acid
increased insulin secretion in rat beta cells and glucose uptake into human muscle cells. Caffeic acid also increased AMPK and
ACC phosphorylation, reducing the energy status and increasing glucose uptake in rat muscle cells. Chlorogenic acid did not show
any positive or negative effect. The findings from this review must be taken with caution due to the limited number of studies on the
subject. In conclusion, various coffee components had a neutral or positive role in the metabolism of glucose and muscle glycogen,
whereas no detrimental effect was described. Coffee beverages should be tested as an option for athletes’ glycogen recovery.

Keywords: exercise, glucose, insulin, sports nutrition

Coffee is one of the most commonly consumed beverages in
the world. This important, complex drink contains many bioactive
substances (such as caffeine, chlorogenic acid, caffeic acid,
diterpenes, and trigonelline) that exert antioxidant and anti-
inflammatory effects (Ddrea & Da Costa, 2005; Nuhu, 2014).
Furthermore, it has been shown that consumption of low-to-
moderate caffeine doses (~3—-6 mg/kg) before or during exercise
caused reduction in the perception of effort (Goldstein et al., 2010;
Higgins et al., 2016), fatigue, and pain associated with exercise
(Close et al.,, 2016; Spriet, 2014), besides some evidence of
increasing fat use (Slivka et al., 2008). Therefore, these effects
make coffee and caffeine widely consumed among active indivi-
duals to enhance performance in endurance (Higgins et al., 2016),
high intensity (Mohr et al., 2011), and resistance (Richardson &
Clarke, 2016) exercises.

After cessation of endurance exercise, muscle glycogen is
typically restored to preexercise concentrations within 24 hr
when sufficient amounts of high-glycemic-index carbohydrates
(CHOs) (1.0 g/kg) are immediately ingested (Burke et al.,
2016). However, for athletes involved in multiple training sessions
or competitions on the same day, muscle glycogen stores need to be
replenished rapidly during the recovery period (Williams & Rollo,
2015). The provision of adequate exogenous CHOs can increase
muscle glycogen repletion during rest after glycogen-depleting
exercise (Moore, 2015). In addition, it has been demonstrated
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that coingestion of caffeine with CHOs after exercise improved
subsequent high-intensity interval-running capacity compared with
ingestion of CHOs alone. Taylor et al. (2011) speculated that this
effect may be due to a high rate of postexercise muscle glycogen
resynthesis (Taylor et al., 2011). Moreover, Pedersen et al. (2008)
obtained higher rates of glycogen resynthesis in a real-life condi-
tions experiment when athletes coingested caffeine and CHOs,
compared with CHOs only (Pedersen et al., 2008).

There are some signaling proteins involved in the process of
glycogen synthesis. Adenosine monophosphate-activated protein
kinase (AMPK) is an enzyme responsible for the translocation
of glucose transporter 4 (GLUT-4) to the cell membrane
when activated by skeletal muscle contraction (Mu et al., 2001;
Stapleton et al., 1996). AMPK appears in two isoforms AMPKal
and AMPKa2 (Egawa, Hamada, et al., 2011). Ca*-calmodulin-
dependent protein kinase (CaMK), in turn, is an enzyme that
activates AMPK (Abbott et al., 2009). Acetyl-CoA carboxylase
(ACC) is a substrate of AMPK. It is not directly related to glycogen
synthesis, but its enhanced phosphorylation and inactivation are
indicative of an increase in AMPK activity (Egawa et al., 2009).
Finally, protein kinase B (Akt), an enzyme expressed in skeletal
muscle, leads to increased glycogen synthesis by targeting other
kinases (Frame & Cohen, 2001).

Recent research has focused on nutritional interventions to
optimize glucose uptake into cells and early postexercise muscle
glycogen repletion (Fuchs et al., 2016; Trommelen et al., 2016). At
the same time, studies on coffee consumption as an ergogenic aid
to improve physical performance have increased in recent years
(Clarke et al., 2017; Richardson & Clarke, 2016). Concerning the
multiple coffee bioactive substances, such as caffeine, and their
possible effects on glucose metabolism, along with the need for



APENDICE B — QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR COM
ALIMENTOS FONTES DE CAFEINA

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR — CAFEINA

— - T
1x/dia gramas
2x/dia mililitros

Alimento 1x/semana medidas caseiras

1x/més

Raramente, etc

i i

Energéticos

Guarana em po6

Bebida com guarana

Coca-Cola

Coca Diet

Café expresso

Café coado

Café com leite

Cappuccino

Café instantaneo

Ché gelado

Ché preto

Cha verde

Leite com chocolate

Chocolate ao leite

Chocolate branco

Chocolate amargo

Doces com chocolate




APENDICE C — FOLDER COM INSTRUCAO AOS PARTICIPANTES

i ,
UnB PROJETO CAFEEX

OrientacGes para os dias de deplegdo e teste no
Laboratério BiogNut

NOS 2 DIAS ANTERIORES AO EXPERIMENTO:
Vocé pode realizar exercicios fisicos de forma habitual. Ndo mude
a intensidade média do treino nem comece nenhuma atividade
nova e diferente.

Vocé deve se abster de todas as fontes de cafeina (café, cha,
chocolate, refrigerantes, suplementos, medicamentos)

Vocé deve se abster de bebidas alcodlicas.

Alimentacdo normal. Evitar alimentos muito exéticos, novos para
vocé ou que possam causar desconforto gastrointestinal.

NOS DIAS DE EXPERIMENTO:

Comparecer ao laboratério de Bioquimica da Nutri¢do trajando
roupas confortaveis para ciclismo de alta intensidade.

No dia do exercicio de deplegdo do glicogénio (no fim do dia) se
alimentar normalmente antes de ir ao laboratério no horario
combinado.

Apos o exercicio de deplegdo do glicogénio (no fim do dia) seguir a
prescricdo fornecida e se alimentar somente até 21h.

No dia seguinte pela manha comparecer ao laboratério em jejum
as 7h (pode e deve beber agua).

Levar meias e casaco caso sinta frio com ar condicionado, além de
livro e/ou tablet para passar o tempo.

Ap0s a bidpsia vocé ndo podera dirigir. Informar se alguém ira
busca-lo ou se precisa de alguém para conduzi-lo a sua residéncia.
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APENDICE D — EXEMPLO DE PRESCRICAO DIETETICA DE LANCHE E JANTAR
APOS A FASE PREPARATORIA

TIPO DE REFEICAO 1 - REFEICAO TRADICIONAL
OPCAO 1 - FILE DE FRANGO GRELHADO

ALIMENTO QUANTIDADE EM QUANTIDADE EM

GRAMAS MEDIDAS CASEIRAS
Arroz branco cozido T0g 6 colheres de sopa
Filé de frango grelhado 100g 1 filé grande
Cenoura cozida picada 50g 3 colheres de sopa cheias
Tomate picado em cubos 50g 3 colheres de sopa cheias
Azeite 8g 1 colher de sopa
Agua A vontade A vontade

OPCAO 2 - BIFE BOVINO GRELHADO

ALIMENTO QUANTIDADE EM QUANTIDADE EM

GRAMAS MEDIDAS CASEIRAS
Arroz branco cozido T0g 6 colheres de sopa
Bife bovino grelhado 120g 1 bife bem grande
Cenoura cozida picada 50g 3 colheres de sopa cheias
Tomate picado em cubos 50g 3 colheres de sopa cheias
Azeite 8g 1 colher de sopa
Agua A vontade A vontade

OPCAO 3 - OVOS MEXIDOS OU COZIDOS

ALIMENTO QUANTIDADE EM QUANTIDADE EM

GRAMAS MEDIDAS CASEIRAS

Arroz branco cozido T0g 6 colheres de sopa

Clara de ovo mexida ou cozida 125g 5 claras

Gema de ovo mexida ou cozida T5¢g 3 gemas

Cenoura cozida picada 50g 3 colheres de sopa cheias

Tomate picado em cubos 50g 3 colheres de sopa cheias

Agua A vontade A vontade
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APENDICE E - HIGIENIZACAO E ESTERILIZACAO DOS INSTRUMENTOS
UTILIZADOS NA BIOPSIA MUSCULAR

- Enxaguar os instrumentos cirargicos em agua potavel e esfregar com uma escova de cerdas macias
sob agua com detergente neutro para remover o excesso de sangue e sujidade.

- Apos este processo, enxaguar novamente em agua potavel.

- Imergir em solugdo enzimatica diluida conforme instru¢cdo da embalagem.

- Os instrumentos devem permanecer abertos no molho ou desmontados conforme a particularidade
de cada um, visando garantir a acdo enzimatica em todas as areas do instrumento.

- Apé6s quinze minutos, lavar novamente os instrumentos, friccionando com escova de cerdas macias,
observando ranhuras, articulacdes, cavidades e concavidades.

- Enxaguar em agua corrente e posteriormente em agua destilada e agua deionizada (milli-Q).

- A secagem dos instrumentos deve ser realizada utilizando estufa a 60 °C.

- No caso das agulhas de biépsia, além dos procedimentos realizados nos demais instrumentos,
durante o processo de lavagem sao realizados jatos de agua na parte interna de forma a garantir a
higienizacdo completa do instrumento.

- As placas de vidro para pesagem dos tecidos devem ser imersas em solucéo de hipoclorito de sodio
1% e depois de trinta minutos séo lavadas conforme os instrumentos cirlrgicos.

- Ao termino do processo de lavagem, inspecionar todos os instrumentos garantindo a auséncia de
danos e ou sujidades.

- Apbés a secagem em estufa encaminhar todo o material para esterilizagdo por autoclave,
acondicionados em pacotes de papel grau cirargico.

- Higienizar os campos cirdrgicos igualmente em detergente neutro e solu¢éo enzimatica.

- Deixar os campos cirdrgicos de molho por 60 minutos em solugéo de hipoclorito de sédio 0,02% ou
Lysoforme conforme instrugdo do fabricante para reduzir a carga microbiana dos tecidos.

- Apos este periodo enxaguar e levar a maquina de lavar em ciclo completo.

- Depois de higienizados os campos secos devem ser encaminhados para esterilizagio por autoclave

em pacotes de papel grau cirdrrgico.

Fonte: Manual de Processos de Trabalho da Central de Materiais e Esterilizac&o. Hospital das Clinicas
da Universidade Estadual de Campinas (2015) [101].



APENDICE F - CALCULO PARA ELABORACAO E FICHAS TECNICAS
PREPARO DAS BEBIDAS E REFEICAO SOLIDA

Quadro 1. Célculos para elaboracao das bebidas e refeicao (3 doses)

Peso do atleta: 70 kg
Recomendagéo '
) ) Quantidade por
Nutriente (por kg de Quantidade total .
porcéao
peso)

Cafeina (mg) 8,0 560 ~ 186

Carboidrato (g) 3,6 252 84

Proteina (g) 0,9 63 21

Quadro 2. Fichas técnicas de preparo das bebidas

Nome da preparacgéo: Frapé de Café (Bebida Teste; Café+leite) — 1 porgéo

Ingredientes Quantidade Unidade
Café Torrado e Moido Melitta
o 25 gramas
Tradicional
Leite em PO Desnatado
R ) . 60 gramas
Instantadneo Piracanjuba
Acucar Cristalgucar Unido 54 gramas
Agua Mineral (filtrac&o do café) 300 mililitros
Agua Mineral (preparo do frapé) 200 mililitros

Modo de Preparo

Pré-preparo (dia anterior):
1- Pesar café torrado e moido e medir volume de agua (300 mL);
2- Aquecer a agua por 4 minutos em micro-ondas ao ponto de fervura
(aproximadamente 90°C);
3- Coar o café em filtro de papel,
4- Porcionar o café coado em forma de cubos de gelo e levar ao
congelador por 12h
Preparo:

1- Bater em liquidificador o leite em p6 (60 g), 0 acucar (54 g) e a agua

(200 mL) por 30 segundos;




2- Adicionar todas as pedras de gelo de café ao liquidificador e bater
por mais 2 minutos;

3- Servir em copo opaco e com canudo escuro

Valor Nutricional

Rendimento ~ 500 mL

VET = 424 kcal
) Quantidade
Quantidade
(por kg de peso)
Cafeina (mg) 190 2,7
Carboidrato (g) 85 1,2
Proteina (g) 21 0,3

Nome da preparacao: Milk-shake (Bebida Controle; Leite) — 1 porcao

Ingredientes Quantidade Unidade
Leite em PO Desnatado

A : . 60 gramas
Instantaneo Piracanjuba
Acucar Cristal¢tcar Unido 54 gramas
Agua Mineral (gelo) 250 mililitros
Agua Mineral (preparo do frap@) 200 mililitros

Modo de Preparo

Pré-preparo (dia anterior):
1
2

Medir volume de agua (250 mL);
Porcionar a agua em forma de cubos de gelo e levar ao congelador
por 12h

Preparo:
1

Bater em liquidificador o leite em p6 (60 g), o acucar (54 g) e a &gua

(200 mL) por 30 segundos;

N
1

Adicionar todas as pedras de gelo ao liquidificador e bater por mais

2 minutos;

w
1

Servir em copo opaco e com canudo escuro

Valor Nutricional

Rendimento ~ 500 mL
VET = 424 kcal
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_ Quantidade
Quantidade
(por kg de peso)
Cafeina (mg) - -
Carboidrato (g) 85 1,2
Proteina (Q) 21 0,3

Nota: toda informac&o nutricional para os calculos foi obtida nos rétulos dos produtos utilizados

Quadro 3. Fichas técnicas de preparo das refeicdes sélidas

Nome da preparagéo: Sanduiche com Café (Refeicdo Teste) — 1 porcao

Ingredientes Quantidade Unidade
Café Torrado e Moido Melitta

Tradicional 2 Jramas
Agua Mineral (filtracdo do café) 300 mililitros
Acucar Cristalctcar Unido 35 gramas

Pao de Sanduiche Forma Seven Boys 100 (4) gramas (fatias)
Ovo de galinha cozido 50 (1) gramas (unidade)
Queijo tipo Cottage Canto de Minas 40 gramas

Sal iodado Cisne 1 grama

Modo de Preparo

Café:

1- Pesar café torrado e moido e medir volume de agua (300 mL);

2- Aquecer a agua por 4 minutos em micro-ondas ao ponto de fervura

(aproximadamente 90°C);

3- Coar o café em filtro de papel;

4- Misturar o acucar;

5- Servir em copo opaco e com canudo escuro (colocar a tarja com aviso

de que a bebida pode estar quente)

Sanduiche:

1- Pesar todos os ingredientes (se necessario, dividir as fatias de péo);

2- Emum recipiente, amassar o ovo cozido com um garfo, misturar o queijo

cottage e o sal, formando uma pasta;

3- Rechear as fatias de pdo com a pasta de queijo e ovo;
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4- Servir em prato forrado com guardanapo para captar as migalhas

Valor Nutricional

Rendimento: 2 sanduiches + 250 mL de café

VET = 484 kcal
_ Quantidade
Quantidade (por kg de peso)

Cafeina (mg) 190 2,7
Carboidrato (g) 85 1,2
Proteina (g) 21,5 0,3
Lipideos (g) 6,5 0,09
Fibras (g) 2,4 0,03
Saodio (mg) 900 12,8

Nome da preparacéo: Sanduiche com Agua (Refeicdo Controle) — 1 por¢io

Ingredientes Quantidade Unidade
Agua Mineral 250 mililitros
Acucar Cristalgucar Unido 35 gramas

Pao de Sanduiche Forma Seven Boys 100 (4) gramas (fatias)
Ovo de galinha cozido 50 (1) gramas (unidade)
Queijo tipo Cottage Canto de Minas 40 gramas

Sal iodado Cisne 1 grama

Modo de Preparo

Agua com agtcar:

1- Medir volume de agua (250 mL);
2- Misturar o acucar;

3- Servir em copo opaco e com canudo escuro (colocar a tarja com aviso

de que a bebida pode estar quente)

Sanduiche:

4- Pesar todos os ingredientes (se necessario, dividir as fatias de pao);

5- Em um recipiente, amassar o ovo cozido com um garfo, misturar o queijo

cottage e o sal, formando uma pasta;
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6- Rechear as fatias de pao com a pasta de queijo e ovo;

7- Servir em prato forrado com guardanapo para captar as migalhas

Valor Nutricional

Rendimento: 2 sanduiches + 250 mL de agua

VET = 484 kcal
Quantidade
Quantidade
(por kg de peso)
Cafeina (mg) - -
Carboidrato () 85¢ 129
Proteina (g) 215¢ 0,39
Lipideos (g) 6,50 0,09¢
Fibras (g) 2449 0,03 g
Sadio (mg) 900 12,8

Nota: Informacgdo nutricional dos alimentos para os calculos foi obtida nos rétulos dos produtos

utilizados; o teor cafeina foi determinada em amostra do café utilizado; a informacao nutricional do ovo
foi obtida a partir da Tabela brasileira de composi¢éo de alimentos — TACO [102].
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APENDICE G — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto: Efeito do café com leite nas vias de
utilizacao glicidica e recuperacao do glicogénio muscular no pés-treino de ciclismo. Este projeto
faz parte do doutorado da aluna Lais Monteiro Rodrigues Loureiro, da Pos-Graduagdo em Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia.

O nosso objetivo €: Investigar os efeitos do café com leite ado¢ado consumido apds exercicio
fisico intenso sobre o metabolismo da glicose, enzimas glicogénicas e deposicdo de glicogénio
muscular.

Vocé recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome ndo aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissao
total de quaisquer informacBes que permitam identifica-lo.

Os resultados obtidos no estudo serdo Uteis para o entendimento do mecanismo envolvido na
recuperacao do glicogénio muscular e como o café contribui na utilizagdo do agUcar presente nos
alimentos. Estaremos fornecendo as bebidas que serdo formuladas para atender o periodo de poés-
treino. Todo o protocolo sera realizado nos Laboratérios da Universidade de Brasilia que sdo equipados
para executar os procedimentos propostos.

Sua presencga sera requerida em seis situagdes: dois dias de testes preliminares (de acordo
com sua disponibilidade) e em quatro dias para dois experimentos. Nos testes preliminares sua
presenca sera requerida uma primeira vez, pela manha e em jejum, para avaliacao inicial de triagem,
antecedentes, avaliagdo de consumo alimentar, medidas de peso, altura, composi¢do corporal por
bioimpedancia elétrica multifrequencial, avaliagdo médica, exame de sangue e avaliacdo de
capacidade fisica por teste de esforco em bicicleta especifica para este fim. No segundo dia de testes
preliminares sera realizado o teste incremental cardiopulmonar no Laboratério de Fisiologia do
Exercicio da Faculdade de Educacgdo Fisica (FEF/UnB), com vistas na determinagdo do consumo
maximo de oxigénio, limiares ventilatérios e poténcia gerada nos respectivos limiares e no pico do
esforco.

Em cada um dos dois experimentos sua presenca sera requerida em um dia & noite, para
realizar atividade intensa de ciclismo com objetivo de deplecéo do glicogénio muscular. No dia seguinte,
pela manha e em jejum, vocé devera realizar novamente uma atividade intensa de ciclismo, recebera
a bebida teste e um café da manh@, e ficara em recuperacao por 5h no laboratério. Em cada um dos
dois experimentos serdo realizadas 9 (nove) coletas de sangue nos tempos -70, 0 (fim da atividade
fisica), 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300 minutos, além de 2 (duas) coletas de tecido muscular (biépsia
muscular) durante o periodo de recuperagdo (pés-exercicio intenso). O intervalo entre os dois
experimentos sera de uma a duas semanas.

Um cateter serd posicionado no seu braco e ficara durante todo o experimento para coleta das amostras
de sangue. Este procedimento pode gerar dor e edema local, a depender de sua sensibilidade, mas é
comum que o desconforto seja minimo. A cada coleta 6mL de sangue serao retirados. A bidpsia sera
conduzida por profissional qualificado (médico) utilizando procedimentos seguros e todo o material

individual e estéril. No estudo esta planejado o total de quatro biopsias, duas em cada um dos dias de
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experimento (ao fim do exercicio e ao fim da recuperacao). Nessas biopsias seréo extraidas pequenas
porcdes (aproximadamente 100mg - tamanho aproximado de dois grédos de arroz cozidos) da parte
mais volumosa do musculo vasto lateral, localizado na parte anterior da coxa. A identificacao da porgéo
mais volumosa do musculo sera feita por meio da visualizacdo da area durante uma contracao
voluntéria da perna, e o procedimento de bidpsia sera realizado da seguinte forma: vocé devera se
deitar na maca, mantendo a musculatura relaxada. Inicialmente, na maca, sera identificada a area
muscular de interesse, esta tera seus pelos removidos com o uso de lamina descartavel individual e
limpa com gazes molhadas em antisséptico cirtrgico, por individuo trajando luvas esterilizadas. Apos,
um campo cirdrgico serd colocado sobre a sua perna. O médico responsavel (trajando luvas
esterilizadas) fara anestesia do local com a utilizagdo de xilocaina a 1%, administrando-a com seringa
e agulha hipodérmica descartavel e estérii de forma subcuténea (sob a pele). Durante este
procedimento, vocé podera, de acordo com o seu grau de sensibilidade, sentir um breve desconforto,
parecido com uma sensacao de calor local, devido a acao do anestésico. Uma vez anestesiado o local
e apds o exercicio, sera feita entdo a incisdo para se obter a amostra de tecido muscular. Para tal, o
médico responsavel utilizard uma fina e pequena lamina de bisturi (n°11), esterilizada, individual e
descartavel e fara uma incisdo de aproximadamente 0,5 cm de extensdo. A incisdo cortara a pele e a
fascia (tecido que recobre o muisculo) do musculo a ser biopsiado. Vocé ndo devera sentir qualquer dor
durante a realizacdo deste procedimento, uma vez que nao ha terminacdes nervosas sensitivas a dor
na fascia muscular ou no proprio muasculo. Feita a incisdo, vocé serd instruido a relaxar a musculatura.
A agulha de biopsia (agulha especialmente desenvolvida para extrair pequenas amostras de misculo),
esterilizada e de uso individual, sera entdo inserida pelo médico responsavel através do orificio da
inciséo. Seguida de uma pequena succ¢éo, gerada na extremidade superior externa da agulha por uma
seringa de 60 mL, um pequeno pedago de musculo é puxado para o interior da agulha e cortado para
ser entdo removido juntamente com a agulha. Durante este procedimento, o qual deve durar ao redor
de 15 segundos, vocé deverd sentir apenas uma pequena pressdo da agulha, e ndo dor.
Frequentemente os participantes reportam auséncia de qualquer sensacdo de desconforto. Vocé sera
sempre informado da sequéncia dos procedimentos, e ap0s a retirada da agulha, sera aplicada
pressdo, com ataduras de gaze esterilizadas, sobre o ponto de incisdo para prevenir sangramento
(usualmente néo se observa qualquer sangramento). A incisédo sera entdo fechada com linha cirdrgica
esterilizada e coberta com uma pequena atadura para protecéo local. Uma faixa de crepe seré enrolada
em sua coxa, sobre a regiao da inciséo, aplicando pressao continua, a fim de evitar formacgéo de edema
local. Vocé sera instruido a manter a bandagem por 24 horas e a manter a incisédo limpa e seca pelo
mesmo periodo. Estes procedimentos diminuem a possibilidade de sangramento e dor posteriores. No
local da incisdo podera ficar uma pequena cicatriz na sua pele, que dependendo de caracteristicas
individuais, podera desaparecer com o tempo. Alguns individuos podem sentir dor localizada no periodo
de aproximadamente 24 horas ap6s o procedimento. Tal sensagéo ndo deve ser maior do que aquela
devido a realizagcdo de um exercicio de musculagcdo intenso. As complicacGes devido a este
procedimento sdo raras, e se estendem a sangramento posterior e edema local, os quais devem ser
tratados com aplicagéo breve de frio (gelo envolvido em saco e pano), compressdo e elevacdo da

perna. Tais complicagbes podem estender o periodo pelo qual o individuo sentir4 dor, mas uma vez
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que a regido ndo apresenta grandes vasos sanguineos ou nervos, é extremamente rara a ocorréncia
de complicacdes desta natureza. Um folheto com informacdes e instrugdes pos-bidpsia seré entregue
a todos os voluntarios ao término do procedimento.

Informamos que vocé pode se recusar a responder qualquer questdo que lhe traga
constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum
prejuizo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados aqui na Universidade de Brasilia podendo ser
publicados posteriormente em revistas cientificas internacionais. Os dados e materiais utilizados na
pesquisa ficardo sobre a guarda da pesquisadora responsavel, Lais Loureiro, e posteriormente ao fim
de seu doutorado, ficardo sobre a guarda de sua orientadora, Dra Teresa da Costa.

Todas as suas despesas com transporte e alimentacdo durante os dias e horarios dos
experimentos serdo cobertas pelos pesquisadores.

Se o vocé tiver qualquer duvida em relac@o a pesquisa, por favor telefone para: Lais Loureiro
(nutricionista) 61 XXXX-XX78 ou envie e-mail para laismonteirorp@hotmail.com; ou Dra Angélica
Amato (médica): 61 XXXX-XX54. No laboratério do Nicleo de Nutrigdo, 3107-0092 ou Dra Teresa
Helena Macedo da Costa 61-XXXX-XX97, no horario de 8 as 18 horas e por celular a qualquer hora.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da
Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas
cuja funcéo é defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrbes éticos. As duvidas com relagdo a
assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone
(61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou_cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de
10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na
Faculdade de Ciéncias da Saude, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa
Norte.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a
outra com o participante da pesquisa.

Nome e assinatura do participante

Pesquisador Responsavel

Nome e assinatura

Brasilia, ___ de de
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ANEXO

ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNB

UNB - FACULDADE DE <2MGM
CIENCIAS DA SAUDE asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do café com leite nas vias de utilizacao glicfdica e recuperacao do glicogénio
muscular no pbs-treino de ciclismo.

Pesquisador: Lais Loureiro

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 57059216.1.0000.0030

Instituicéo Proponente: FACULDADE DE SAUDE - FS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.657.099

Apresentacéo do Projeto:

"Resumo

O cafe e uma das bebidas mais consumidas no mundo com evidencias do efeito benefico de seu consumo
no metabolismo de glicose. O cafe, quando consumido antes do exercicio fisico, melhora o desempenho de
resistencia e reduz a percepcao da fadiga. Substancias presentes no cafe, quando consumidas apos o
exercicio fisico, podem ter um papel estimulador no metabolismo da glicose e consequentemente, na
recuperacao do glicogenio muscular. No Brasil o cafe e comumente consumido com leite. O leite, por sua
vez, e um alimento rico em carboidratos e aminoacidos essenciais e seus beneficios na recuperacao pos-
treino ja foram comprovados. Baseado nestas evidencias, o objetivo deste projeto e investigar os efeitos do
cafe com leite adocado consumido apos exercicio fisico intenso sobre o metabolismo da glicose, enzimas
glicogenicas e deposicao de glicogenio muscular. Para tanto, sera desenvolvido um estudo clinico-
laboratorial, cruzado e randomizado, com amostra de 11 ciclistas/triatletas treinados. O estudo sera
desenvolvido nos Laboratorios da Universidade de Brasilia, Distrito Federal. Os individuos convidados serao
randomizados em dois tratamentos: (1) cafe com leite e acucar ou (2) agua com leite e acucar. Os atletas
aprovados na triagem comparecerao ao laboratorio para os testes preliminares: avaliacao do consumo
alimentar e determinacao do VO2MAX e pico de potencia no
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