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RESUMO

Existem boas evidéncias de que o nitrato pode melhorar o desempenho e a capacidade
fisica. Entretanto, ndo foi investigado até o momento a possivel influéncia da ingestéo habitual
de nitrato na resposta de desempenho a sua suplementacéo, visto que a ingestao de nitrato pode
aumentar a sua concentracdo no musculo esquelético e esta parece estar correlacionada com o
desempenho fisico. Portanto, o presente estudo se propés a investigar se 0 consumo dietético
de nitrato, pode influenciar na resposta de desempenho a sua suplementacdo. Para isso, 10
ciclistas treinados (7 homens e 3 mulheres usuérias de contraceptivos orais combinados
monofasicos) realizaram testes de contrarreldgio de ciclismo de 4-km, num modelo crossover,
contrabalanceado e randomizado, duas horas e meia apds receberem de forma duplo-cega: 70
ml de suco de beterraba concentrado contendo 6.2 mmol de nitrato (NIT), 70 ml de suco de
beterraba concentrado livre de nitrato (PLA) ou um controle ndo-placebo (CON). Ademais, foi
analisado lactato sanguineo pré e pos exercicio e foi realizado monitoramento da frequéncia
cardiaca durante os testes. Também foi analisado o consumo habitual de nitrato dietético - em
3 dias nédo consecutivos - e 24h antes dos testes principais. Os resultados demonstraram que ndo
houve diferenca significativa no tempo para completar o contrarreldgio (p=0,33), bem como na
poténcia média (p=0,23) entre as sessdes de suplementacdo de NIT, PLA ou CON. Também
ndo houve diferenca significativa na frequéncia cardiaca média (p=0,63), bem como na
frequéncia cardiaca maxima (p=0,53) entre as sesses. Houve um aumento na concentracdo de
lactato sanguineo do pré- para o poés-exercicio (p<0,001), mas ndo houve diferencgas entre as
sessdes (p=0,72). Também ndo houve correlagdo entre ingestdo de nitrato dietético e delta
tempo para completar o contrarrelogio entre NIT e PLA (p=0,15; r=0,50, r2=0,25), assim como
entre NIT e CON (p=0,20; r=0,45, r2=0,20). Os resultados obtidos até 0 momento indicam que
ndo ha relacdo entre o consumo habitual de nitrato e resposta de desempenho a sua
suplementacdo. Contudo, é importante ressaltar que o estudo ainda estd em andamento, com
dados sendo coletados e que serdo analisados posteriormente para conclusdes mais precisas. De
qualquer forma, os achados desse estudo serdo de grande relevancia para atletas que buscam
estratégias para melhorar o desempenho esportivo e para 0 avango do conhecimento sobre o
nitrato como recurso ergogénico.

Palavras chaves: suplementacéo de nitrato; consumo de nitrato; efeito ergogénico.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O oxido nitrico (NO) é um radical livre gasoso que esta envolvido em uma ampla
variedade de funcdes sinalizadoras e regulatorias no corpo humano (JONES et al., 2018). Na
musculatura esquelética, o0 NO desempenha um papel importante em processos fisioldgicos
como a eficiéncia do exercicio, respiracdo mitocondrial, manipulagdo do célcio no reticulo
sarcoplasmatico, vasodilatacdo, captacao de glicose e fadiga muscular (BAILEY et al., 2012).
Logo, é possivel que o aumento da biodisponibilidade de NO possa influenciar positivamente
no desempenho fisico (JONES, 2014). Em concordancia com isso, recentes revisdes
sistematicas e meta-analises tém sugerido que a suplementacdo de nitrato inorganico (mais
comumente realizada na forma de suco de beterraba), estratégia sabidamente capaz de aumentar
a biodisponibilidade de NO, pode melhorar o desempenho e a capacidade fisica (SENEFELD
et al., 2020; SILVA et al., 2022). Neste sentido, o estudo de Lansley et al (2011) demonstrou
que a ingestdo aguda de nitrato pode melhorar a performance em contrarrelégios de ciclismo
de 4 e 16.1 km, uma vez que, em comparacao ao placebo, a suplementacdo de nitrato reduziu o
tempo para completar os testes contrarrelogio em todos os voluntarios em aproximadamente
3%. Além disso, ha evidéncias de que a suplementacdo aguda ou cronica de nitrato pode
beneficiar o desempenho em contrarreldgio de ciclismo de 10 km (CERMAK et al., 2012),
corridas de 1500 (SHANNON et al., 2017) e 3000 metros (PORCELLI et al., 2015), 2000
metros de remo (HOON et al., 2014), 500 metros de caiaque (PEELING et al., 2015) e esportes
coletivos (THOMPSON et al., 2016). Desta forma, o nitrato foi recentemente reconhecido, pelo
Comité Olimpico Internacional, como um dos apenas cinco suplementos alimentares que
possuem boas evidéncias de que possam melhorar o desempenho esportivo (MAUGHAN et al.,
2018).

Interessantemente, como a dose ergogénica de nitrato de pelo menos 5 mmol (310 mg)
(SENEFELD et al., 2020; SILVA et al., 2022) pode ser alcancada via dieta, os beneficios de
desempenho observados com a suplementacdo deste composto também parecem ser vistos por
meio da ingestdo de alimentos ricos em nitrato (PORCELLI et al., 2016; SILVA et al., 2022).
As principais fontes alimentares de nitrato inorganico séo vegetais folhosos verdes (ex.: rucula,
alface, espinafre, aipo e agrido) e beterraba que normalmente contém mais de 250 mg (>4
mmol) de nitrato por 100 g de peso fresco (BRYAN, 2006; HORD et al., 2009). No entanto,

vale destacar que o teor de nitrato nos vegetais pode variar consideravelmente de acordo com
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as condicdes de cultivo (geografia e época), o tempo decorrido desde a colheita e o preparo dos
alimentos (KYRIACOU et al., 2019). Dados publicados por Jonvik et al. (2016b) indicaram
que atletas consomem, em média, mais de 400 mg de nitrato por dia através de sua dieta
habitual, desta forma, alcancando a dose recomendada para a melhora do desempenho fisico
através da alimentacdo.

Embora existam boas evidéncias a respeito da eficicia do nitrato como um recurso
ergogénico nutricional (MAUGHAN et al., 2018), uma proporcao expressiva da literatura nao
mostra efeito positivo da sua suplementacdo sobre o desempenho e a capacidade fisica
(SENEFELD et al., 2020), o que sugere a existéncia de uma variabilidade substancial na
resposta a sua ingestdo. Um dos fatores que pode possivelmente influenciar o efeito ergogénico
do nitrato é o seu consumo habitual, ja que a ingestdo regular de vegetais ricos em nitrato parece
limitar a resposta de desempenho a sua suplementacdo (JONVIK et al., 2016a). Em
contrapartida, Vanhantalo et al (2010) sugeriram que os beneficios do nitrato sobre as respostas
fisioldgicas induzidas pelo exercicio sdo mantidos em até 15 dias de ingestéo cronica. Portanto,
se hd alguma influéncia da ingestdo habitual de nitrato na resposta de desempenho a sua
suplementacdo, isso ocorre devido ao fato de a ingestdo deste composto aumentar a sua
concentracdo no musculo esquelético e esta parece estar correlacionada com o desempenho
fisico (KADACH et al., 2023), de modo que a suplementacdo aguda de nitrato ndo traria um
beneficio adicional.

Ademais, é valido ressaltar que evidéncias meta-analiticas recentes indicam que,
enquanto o nitrato exerce um efeito positivo em individuos do sexo masculino, a sua
suplementacdo parece ndo beneficiar a performance de mulheres na mesma magnitude
(SENEFELD et al., 2020; SILVA et al., 2022). Assim, seria interessante determinar a relagéo
entre o consumo habitual de nitrato e 0 desempenho no exercicio tanto em homens como em
mulheres.

Contudo, até o presente momento, sao escassos 0s estudos investigando a existéncia de
uma relacdo entre a ingestdo habitual de nitrato e a resposta de desempenho a sua
suplementacdo. Desta forma, o presente estudo se propde a investigar se 0 consumo dietético
de nitrato, através da ingestao de vegetais ricos neste composto, pode influenciar na resposta de

desempenho a sua suplementacdo em homens e mulheres.



2. OBJETIVOS

2.10OBJETIVO GERAL
Investigar se 0 consumo dietético de nitrato pode influenciar na resposta de desempenho a

sua suplementac&o.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a resposta de desempenho em homens e mulheres, em um teste
contrarreldgio de ciclismo de 4-km, duas horas e meia ap0s a ingestdo aguda de 6.2
mmol de nitrato.

2) Analisar se hd uma relacdo entre o consumo habitual de nitrato e a resposta de
desempenho a sua suplementacdo em homens e mulheres, em um teste

contrarreldgio de ciclismo de 4-km.

3. HIPOTESE

A hipotese do presente projeto de pesquisa € de que individuos que consomem mais
alimentos ricos em nitrato apresentardo menor influéncia da suplementacdo de nitrato via suco

de beterraba no desempenho de um teste contrarrel6gio de ciclismo de 4-km.

4, NOVIDADES

Sabe-se que a suplementacdo de nitrato inorganico é uma estratégia capaz de aumentar
a biodisponibilidade de NO e, a partir disto, melhorar o desempenho e a capacidade fisica.
Todavia, até o presente momento néo se sabe a influéncia do consumo dietético de nitrato sobre
0 desempenho, visto que sua dose ergogénica pode ser alcancada via alimentacdo e assim
aumentar sua biodisponibilidade e melhorar o desempenho e a capacidade fisica igualmente a
suplementacdo. Porém, estudos que investigam o consumo habitual de nitrato entre atletas
especulam que sua ingestdo regular possa limitar a resposta de desempenho a sua

suplementacdo, uma vez que a ingestdo deste composto j& aumenta sua concentragcdo no



musculo esquelético e a suplementacdo ndo parece elevar o efeito. Desta forma, a novidade é
que este é o primeiro estudo a investigar diretamente a existéncia de uma relacdo entre a
ingestdo habitual de nitrato e a resposta de desempenho a sua suplementacéo, controlando para
praticas que alteram a diversidade da microbiota oral e utilizando protocolos de suplementacdo
e de exercicio propicios para a observacdo de um efeito positivo. Os resultados deste estudo
serdo de grande relevancia para atletas que estdo em busca de estratégias para melhorar o
desempenho esportivo e para avancar o conhecimento no estudo do nitrato como recurso
ergogeénico.

Este projeto foi realizado em colaboracdo com o estudo de mestrado de Arthur Carvalho
que atualmente é apoiado pela FAPESP (2021/13799-3). A aluna recebe bolsa de iniciacédo
cientifica apoiada pela FAPESP (2023/14515-4) o que a permite colaborar no projeto com alta

dedicacdo e aumentar o conhecimento cientifico do estudo.

5. METODOS

5.1 SELECAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por 10 ciclistas treinados (Tabela 1), sendo 7 homens e 3
mulheres recrutados por meio de redes sociais (Instagram, Facebook, Whatsapp) para
comparecer ao laboratério em 5 ocasifes separadas. Como critérios de inclusao, os participantes
tiveram que: 1) ter experiéncia prévia de pelo menos 1 ano de treinamento pedalando > 60
km/semana, 2) ter VO2max de, no minimo, 45 mL/kg/min para homens e 37 mL/ kg/min para
mulheres, 3) ndo ter suplementado, nos Gltimos 6 meses, creatina e beta-alanina, 4) estar em
uso de contraceptivos orais combinados monofasicos ha pelo menos 3 meses (ELLIOTT-SALE
et al., 2021) para a manutencdo de um perfil hormonal baixo e estavel e para controlar as
flutuacGes hormonais que ocorrem ao longo do ciclo menstrual.

N&o foram incluidos no estudo participantes: 1) tabagistas, 2) praticantes de dietas
caracterizadas pela restricdo do consumo de algum macronutriente (ex.: dieta cetogénica)
(MURTAZA et al., 2019), 3) portadores de alguma doenca crénica, 4) com uso atual ou
pregresso de esteroides anabolizantes.

Antes da participagdo no estudo, todos os voluntarios preencheram um questionario para
determinar que ndo tinham qualquer problema de satde que poderia prejudicar a realizacéo dos

testes fisicos (PAR-Q) e assinaram ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)



aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o
namero de processo: CAAE: 53323621.1.0000.0068. Todos os procedimentos do presente

projeto de pesquisa estdo de acordo com a Declaragdo de Helsinki.

TABELA 1. Caracteristicas dos participantes do sexo masculino (n = 7) e sexo feminino (n =
3).

Caracterizacao Mulheres Homens
Média + DP
Idade (anos) 305 36+38
Altura (m) 1,64 + 0,05 1,81+0,11
Peso (Kg) 65,03 £ 6,96 80,29 + 12,35
indice de Massa Corporal (Kg/m?) 24,02 £ 1,07 24,41 +1,18
VO2zmax (ML/min/Kg) 42,77 +5,29 57,34 + 4,98

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental do estudo estd ilustrado na Figura 1. Os voluntarios
compareceram ao laborat6rio em 5 ocasides, no mesmo horario (ATKINSON; REILLY, 1996),
tendo realizado a sua Ultima refeicdo ha pelo menos 1 hora. Os participantes foram instruidos a
abster-se do consumo de alcool e da realizacdo de exercicios extenuantes nas 24 horas que
precedem os testes, assim como do consumo de cafeina nos dias dos testes. Para evitar
alteracOes na diversidade da microbiota oral e, consequentemente, no metabolismo do nitrato,
os voluntarios foram orientados a: a) ndo utilizar enxaguante bucal antibacteriano ao longo do
periodo do estudo, b) ndo utilizar pasta de dente antibacteriana nas 12 horas precedentes aos
testes principais, ¢) ndo escovar e raspar a lingua nas 48 horas precedentes aos testes principais
e d) ndo consumir gomas de mascar durante o estudo. Tais medidas sdo importantes diante da
relevancia de bactérias anaerdbias presentes na cavidade oral para o metabolismo do nitrato,
assim como de evidéncias de que praticas de higiene oral (ex.: uso de enxaguante bucal
antibacteriano) podem prejudicar a elevacdo da concentracdo plasmatica de nitrito (GOVONI
et al., 2008) e a observacao de um efeito ergogénico apos a ingestdo de nitrato (SILVA et al.,

2022). Adicionalmente, os participantes foram solicitados a realizar a mesma refei¢do pré-teste



para todas as sessdes principais. Os individuos foram questionados a respeito do cumprimento
destes quesitos verbalmente antes de todas as sessdes.

Na primeira visita, um recordatorio alimentar das Gltimas 24 horas foi realizado e foi
solicitado aos participantes que repetissem este padrdo alimentar no dia anterior a todos os
testes. A realizacdo deste recordatdrio ajudou a educar os individuos sobre o quao detalhado
eles devem manter os seus registros alimentares antes das sessdes principais. Os voluntarios
foram instruidos a manter um registro alimentar nas 24 horas anteriores a primeira sessdo
principal e a realizar refeicdes que podem ser facilmente replicadas antes das outras sessoes
principais. Solicitamos que os individuos realizassem um diario alimentar de 24 horas antes de
todas as sessdes principais, para garantir que ndo foram feitos grandes desvios. Também
solicitamos que os individuos realizassem um diario alimentar em 2 dias ndo consecutivos para
que, juntamente ao recordatério de 24 horas realizado nesta visita, fossem utilizados para a
avaliagdo do consumo alimentar usual. Ademais, foi realizado um teste incremental para
obtencdo do VO2amax € uma familiarizacdo com o teste contrarrelégio de ciclismo de 4-km.
Foram excluidos do estudo individuos do sexo masculino com VO2max menor que 45
mL/kg/min (DE PAUW et al., 2013) e do sexo feminino com VO2max menor que 37 mL/kg/min
(DECROIX et al., 2016).

Na segunda visita, mais uma familiarizacdo com o teste contrarrelégio de 4-km foi
realizada.

Nas visitas 3, 4 e 5 os participantes realizaram os testes contrarrelégio de 4-km, num
modelo crossover, contrabalanceado e randomizado, sendo as sessfes separadas da seguinte
maneira: a) placebo (PLA), b) nitrato 6.2 mmol (NIT) e c) controle ndo-placebo (CON). Foi
mantido um intervalo minimo de 48 horas e méximo de uma semana entre as sessdes 3, 4 e 5.
Para as mulheres, os testes principais foram realizados entre o 7° e 21° dia do periodo de
ingestdo do contraceptivo oral para garantir que os niveis dos hormonios ovarianos (endégenos
e ex0genos) estariam estaveis. No caso dos homens, todos os testes principais deveriam ser
completados dentro de um periodo de 2 semanas.

O estudo foi conduzido de maneira duplo-cega para a suplementacdo e os participantes
foram atribuidos aleatoriamente a cada condigdo experimental utilizando um modelo do
Quadrado Latino (MASON; GUNST; HESS, 2003). Chegando ao laboratorio, todos os
individuos receberam um shot de 70 ml contendo suco de beterraba concentrado livre de nitrato
(PLA) (James White Drinks, Ipswich, UK), um shot de 70 ml de suco de beterraba concentrado
Beet it Sport Nitrate 400 Shot (NIT) (James White Drinks, Ipswich, UK) ou nenhuma

10



intervengdo (CON). Uma canulacdo foi realizada por um individuo treinado em pungéo venosa
e amostras de sangue para a determinacgdo de lactato sanguineo foram obtidas imediatamente
antes e imediatamente apds o exercicio. Duas horas e meia ap6s a suplementacdo ocorreram 0s
testes contrarrelogio de 4-km. Todos os testes fisicos foram realizados no Laboratério do Grupo
de Pesquisa em Fisiologia Aplicada e Nutricdo na Escola de Educagdo Fisica e Esporte da
Universidade de S&o Paulo. Todos os testes foram realizados sob a supervisao de um fisiologista
treinado, enquanto um medico (Dr. Luiz Riani) permaneceu de prontiddo nas instalagdes da

unidade, em caso de alguma emergéncia médica.

(4]

Sessdo 1 Sessdo 2 Sessdo 3 Sessdo 4 Sessdo 5
VO,, ., + FAM FAM NIT/PLA/CON NIT/PLA/CON NIT/PLA/CON

Frequéncia cardiaca
PSE

Suplementagdo 150 min
NIT/PLA/CON

Contrarrelégio 4-km

X s

Sangue Sangue Sangue

Figura 1: Desenho experimental do estudo. Figura 1B: Desenho das sessoes 3, 4 e 5. FAM

= familiarizacdo; PSE = percepcdo subjetiva de esforco.

5.3 PROTOCOLOS DE EXERCICIO

Antes dos testes, 0s participantes preencheram um protocolo de prontiddo de atividade
fisica (PAR-Q), especificamente elaborado para que individuos doentes ndo realizem exercicio
fisico, a fim de assegurar a seguranca dos candidatos ao estudo. Todas as perguntas realizadas
sdo voltadas para a descoberta de qualquer potencial risco a saude associado ao exercicio. Caso
o individuo respondesse “SIM” em uma ou mais questodes, isso nos sugere que ha uma condi¢ao
limitante e, portanto, o individuo seria excluido do estudo para sua seguranca. Ademais, foram
recrutados apenas individuos ja treinados, sendo assim, pouco provavel que eles tivessem tais
condicGes. Ndo obstante, 0 PAR-Q representa um método validado que assegura que potenciais
riscos ndo sejam negligenciados. Ressalto que houve a confirmacdo verbal com cada um dos

participantes de que eles estavam aptos a participar sem qualquer risco a integridade destes.
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Também houve a confirmacdo verbal com cada um dos participantes que ndo havia qualquer

potencial risco a saude.

5.3.1 Teste Incremental

O teste incremental foi realizado em um ciclo ergbmetro (Lode Excalibur, Lode, The
Netherlands). A carga de trabalho inicial foi definida a 100 W para homens e a 75 W para
mulheres e aumentou 25 W em estagios de 3 minutos até que ocorresse a exaustdo voluntaria
do individuo, ou até que a cadéncia ficasse abaixo de 60 rpm. A frequéncia cardiaca foi aferida
continuamente (Polar H7, Polar, USA), e a ventilagdo por minuto, consumo de oxigénio e
quociente respiratorio foram mensurados durante o exercicio utilizando um analisador de gases
portatil breath-by-breath (K5, Cosmed, Italia) e foram utilizados para determinar o consumo
maximo de oxigénio. Um grande encorajamento verbal foi direcionado a cada individuo até que
0 teste terminasse. O maior valor médio calculado ao longo de um periodo de 30 segundos
durante o teste foi definido como VO2zmax (SAUNDERS et al., 2017).

5.3.2 Contrarreldgio de 4-KM

O teste contrareldgio de 4-km foi realizado em uma bicicleta conectada a um rolo de
treino (Cyclus 2, Avantronic, Leipzig, Germany). Este protocolo foi selecionado pois
evidéncias meta-analiticas sugerem que o nitrato exerce maior efeito ergogénico em exercicios
com duracdo entre 120 e 600 segundos (SILVA et al., 2022) e estudos experimentais
demonstraram a eficicia da sua suplementacdo em melhorar a performance de ciclistas
treinados em um contrarrel6gio de ciclismo de 4-km (LANSLEY et al., 2011). Os participantes
realizaram um aquecimento de 10 minutos a uma carga de 125 W para homens e 100 W para
mulheres, seguidos imediatamente do teste contrarreldgio individual de 4-km. Os participantes
foram instruidos a completar o exercicio no menor tempo possivel. Nenhuma motivagdo ou
informacao especifica foi dada, apenas a cada 400 m foi avisado quantos metros faltavam para
completar o teste. A poténcia média e o tempo total do teste foram registrados como medidas-
fim e a frequéncia cardiaca (Polar H7, Polar, USA) foi monitorada continuamente durante o
exercicio. Apds os testes, os participantes foram solicitados a preencher um questionario sobre

0 que eles acham que ingeriram em cada dia (Apéndice 1).
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5.4 ANALISE DE LACTATO SANGUINEO

A coleta sanguinea foi realizada por um individuo treinado em puncdo venosa e
canulacdo. Nas sessbes 3, 4 e 5, amostras de sangue foram extraidas da veia antecubital
imediatamente antes do teste para averiguar o estado basal do individuo e imediatamente apds
o teste, a fim de verificar a intensidade do exercicio.

As amostras sanguineas foram imediatamente avaliadas utilizando a gasometria Stat
Profile Prime Plus®, instrumento analisador de gases sanguineos, (Nova Biomedical, EUA),

para a determinacdo do lactato sanguineo.

5.5 AVALIACAO DIETETICA

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada através de recordatorios alimentares de 24
horas que consiste em listar os alimentos e bebidas consumidos durante 24 horas com o auxilio
de um album de imagens de alimentos e por¢des em tamanho real. Suplementos alimentares
também foram registrados.

Tal recordatédrio foi aplicado na primeira visita dos voluntarios ao laboratério. Ademais, foi
solicitado que os individuos realizem um diario alimentar de 24 horas antes de todas as sessdes
principais e em 2 dias ndo consecutivos, sendo um dia do fim de semana, para que a variacao
da ingestdo que normalmente ocorre neste periodo constasse na avaliacdo e, assim, fosse
possivel obter dados do consumo alimentar usual.

Dessa forma, os diarios alimentares das 24h precedentes aos testes principais foram
utilizados para observar a ingestdo total de energia, carboidratos, proteinas, gorduras e de nitrato
antes dos testes, e 0s demais serviram para avaliar o consumo de nitrato habitual (em mg/dia)
que foi estimado a partir de um banco de dados abrangente de nitrato para hortalicas
(BLEKKENHORST et al, 2017) e as fontes ndo vegetais foram estimadas a partir do banco de
dados de Griesenbeck e colaboradores (2009).

A ingesta de energia total e macronutrientes foi analisada pelo software Dietbox

(Dietbox, Porto Alegre, Brasil).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa SAS 9.3 para a realiza¢do das analises estatisticas. Para analise
do desfecho principal (Tempo para Completar o Teste e Poténcia Média) e dos dados dos
recordatdrios alimentares de 24h, foi realizado um modelo misto utilizando condicdo
experimental (CON, PLA ou NIT) como fator fixo e os individuos como fator aleatério. Para
os desfechos secundarios, nas analises da concentracdo sanguinea de lactato, foram utilizados
modelos mistos utilizando condicdo experimental (CON, PLA ou NIT) e timing (pré e pos
exercicio) como fatores fixos, e os individuos como fator aleatdrio. O nivel de significancia
assumido foi p<0,05.

Quaisquer associacdes entre os beneficios ergogénicos da suplementacédo de nitrato e o
consumo habitual de nitrato foram determinadas utilizando as correlacGes de Pearson entre a
mudanca delta (A tempo para conclusdao) no desempenho do exercicio e placebo (PLA) ou

controle (CON), suplementacao de nitrato (NIT) e o consumo habitual de nitrato (em mg/dia).

6. RESULTADOS

6.1 DESFECHOS DE DESEMPENHO

As variaveis de tempo para completar o contrarrelégio de 4-km e poténcia média se
encontram na Tabela 2. As analises estatisticas mostram que ndo houve diferenca significativa
no tempo para completar o contrarreldgio (p=0,33), bem como na poténcia média (p=0,23) entre
as sessoes de suplementacdo de NIT, PLA ou CON.
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TABELA 2. Tempo para completar o contrarreldgio de 4km (s) e poténcia média (w) ao longo

das sessdes experimentais.

Tempo para completar (s) Poténcia Média (w)

Voluntérios CON PLA NIT CON PLA NIT
1 411,9 413,8 419,1 202 198 191

2 440,6 474,4 478,3 173 143 140

3 466,9 462,1 464,8 146 149 146

4 393,4 392,9 385,3 234 233 248

5 343,4 346,0 345,3 357 350 349

6 369,6 366,8 364,7 284 290 295

7 365,8 369,6 375,1 291 284 270

8 385,8 388,3 381,8 250 242 263

9 336,2 349,1 343,1 368 331 349

10 334,0 332,9 328,8 369 372 385
Média + 384,8 389,6 388,6 267,4 259,2 263,6
DP 44,6 48,0 50,7 80,8 80,3 85,1

6.2 AVALIACAO DA INGESTAO ALIMENTAR

A média e desvio padrdo do consumo dietético habitual dos voluntérios se encontram

na tabela 3.
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TABELA 3. Distribui¢cdo do consumo dietético habitual médio e desvio padrdo de energia

(kcal), macronutrientes (g/kg) e nitrato (mg).

Consumo Dietético Médio + Desvio Padrao

Voluntarios Energia PRO CHO LIP NIT
(Kcal) (9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (mg)
1 1762 + 127 1,3+0,2 3,6+0,2 1,1+04 107 £ 89
2 1880 + 478 1,5+ 0,4 3,1+0,9 09+0,3 50+5
3 1613 + 142 1,2+0,2 3,8+0,2 0,6+0,3 74 + 68
4 1845 + 329 1,6+0,5 33+0,3 0,7£0,3 106 + 2
5 2290 £+ 241 1,5+0,0 3,0+£05 05+0,1 104+ 4
6 28714239 19+0,3 3,9+0,8 0,9+0,0 198 £ 73
7 3144 + 968 1,4+0,7 55+0,9 1,3+0,6 79+31
8 25814248 2,0+£0,6 52+04 1,0+0,3 218 + 138
9 2671 £ 459 1,8+0,6 41+05 1,2+0,2 134 + 158
10 3209 £+ 550 1,7+0,4 53+1]1 1,4+0,3 57+15
Média £ 2387 1,6 4,1 1,0 113
DP 592 0,3 0,9 0,3 56

A tabela 4 demonstra a média e desvio padrdo do consumo dietético das 24h precedentes

aos testes principais dos voluntarios. As analises estatisticas mostraram que ndo houve

diferenca entre as sessbes no consumo médio de energia (p=0,15), proteinas (p=0,31),

carboidratos (p=0,76) e nitrato (p=0,59), porém, houve diferenca no consumo médio de lipideos

(p=0,02) entre as sessdes CON e NIT demostrado pelo teste de p6s-hoc (p=0,02).
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TABELA 4. Distribuicdo do consumo dietético médio e desvio padrdo de energia (kcal),
macronutrientes (g/kg) e nitrato (mg) das 24h anteriores aos testes.

Consumo Dietético Médio + Desvio Padrao das 24h Precedentes aos Testes

Média + DP
CON PLA NIT
Energia (Kcal) 2328 £+ 859 2201 + 753 1833 + 810
PRO (g/Kg) 1,5+0,4 1,5+0,3 1,3+0,4
CHO (g/Kg) 35+1,3 36+1.2 33+109
LIP (g/Kg) 1,2 +0,5% 0,9+0,3 0,7 + 0,4*
NIT (mg) 68 + 38 88 + 66 94 +73

* diferenca significativa (p=0,02) entre as sessdes CON e NIT demostrado pelo teste de pos-
hoc (p=0,02).

6.3 CORRELACOES ENTRE A MUDANCA NO DESEMPENHO FISICO E O
CONSUMO HABITUAL DE NITRATO (EM MG/DIA)

N&o houve correlacdo entre ingestdo de nitrato dietético e A tempo para completar o
contrarreldgio entre NIT e PLA (p=0,15; r=0,50, r2=0,25; Figura 2), assim como entre NIT e
CON (p=0,20; r=0,45, r2=0,20; Figura 3).
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FIGURA 2. Correlagdo entre a mudanga no desempenho no exercicio (A) entre NIT e PLA e o

contelido de nitrato dietético.
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FIGURA 3. Correlacao entre a mudanga no desempenho no exercicio (A) entre NIT e CON e

0 conteudo de nitrato dietético.

6.4 ASPECTOS FISIOLOGICOS

Jano que diz respeito as analises sanguineas, ndo houve diferencas no lactato sanguineo
entre as sessdes (p=0,72), embora tenha havido um aumento da sua concentra¢éo do pré para o
pos-exercicio (p<0,001). As analises estatisticas também sugerem que ndo houve diferenca
significativa na frequéncia cardiaca média (p=0,63), bem como na frequéncia cardiaca maxima

(p=0,53) entre as sessdes, como demonstrado a seguir.
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TABELA 5. Média e desvio padrdo de Lactato sanguineo (mmol/L) e Frequéncia Cardiaca

média e maxima (bpm) ao longo das sessdes experimentais.

Aspectos Fisioldgicos Mensurados

Média + DP
CON PLA NIT
Lactato pré Teste (mmol/L)* 1,0£04 1,0£04 1,1+04
Lactato pos Teste (mmol/L)* 13,3+3,1 12,3+35 13,1+4,2
Frequéncia Cardiaca Média (bpm) 166 + 11,4 162 £ 16,4 161 +13,2
Frequéncia Cardiaca Maxima (bpm) 177 £10,4 173+£15,6 175+ 10,6

*diferenca significativa entre o Lactato pré-teste e Lactato pds-teste (p<0,001).

7. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi que ndo houve diferenca significativa no tempo para
completar o contrarrelégio entre as sessfes de suplementacdo de NIT, PLA ou CON e nédo
houve correlacdo entre ingestdo de nitrato dietético e delta (A) tempo para completar o
contrarreldgio entre as sessdes de suplementacdo de NIT e PLA, bem como entre as sessdes de
suplementacdo de NIT e CON. Os resultados também demonstram que ndo houve diferenca
significativa na frequéncia cardiaca média, bem como na frequéncia cardiaca méaxima entre as
sessOes, e que houve um aumento na concentracdo de lactato sanguineo do pré- para o pos-
exercicio, mas ndo houve diferencas entre as sessdes. Desse modo, esses dados indicam que
ndo ha relacdo entre o consumo habitual de nitrato e a resposta de desempenho a sua
suplementacdo nas condigdes testadas.

A suplementacdo de 6.2 mmol de nitrato ndo melhorou a performance no contrarrelégio de
ciclismo de 4-km em comparacdo a suplementacdo de placebo ou controle. Esse achado é
contrario a diversas evidéncias experimentais e meta-analiticas que sugerem que a
suplementacéo de nitrato, intervencéo capaz de aumentar a sintese de NO, pode reduzir o custo
de oxigénio do exercicio subméximo (LARSEN et al., 2007; BAILEY et al., 2009; PAWLAK-
CHAOUCH et al., 2016) e melhorar a performance e a capacidade fisica (BAILEY et al., 2009;
LANSLEY et al., 2011; HOON et al., 2013; SENEFELD et al., 2020; SILVA et al., 2022),
inclusive de contrarreldgios de ciclismo de 4-km (LANSLEY et al., 2011). Isso pode ser
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explicado pelo fato de a amostra do presente estudo ser pequena; pela inclusdo de mulheres na
amostra, uma vez que alguns estudos (LANE et al., 2014; BUCK et al., 2015; GLAISTER et
al., 2015; RIENKS et al., 2015; JONVIK et al., 2018; WICKHAM et al., 2019; HOGWOOD et
al., 2023; ZEVALLOS et al., 2023) sugerem que a suplementacdo de nitrato ndo funciona em
mulheres e pode até atrapalhar o desempenho (HOGWOOD et al., 2023); ou simplesmente pela
suplementacéo de nitrato ndo funcionar, como evidenciam alguns estudos (HOON et al., 2013;
MCMAHON et al., 2017; VAN DE WALLE et al., 2018) que ndo conseguiram encontrar um
efeito significativo de melhoria de desempenho com a suplementacéo de nitrato sob algumas
condigdes.

No que diz respeito ao consumo de nitrato habitual, neste estudo, a média de consumo entre
os voluntarios foi de 113 + 56 mg/d, ou seja, uma grande variacdo interindividual, uma vez que
ndo controlamos o consumo habitual. Tais resultados estdo alinhados com o que diz o estudo
de Jonvik e colaboradores (2016a), que demonstra uma ingestdo mediana habitual de nitrato de
106 mg/d com intervalo interquartil de [75-170] mg/d entre atletas altamente treinados. Dessa
maneira, mesmo que Porcelli et al., (2016) relatem que a dose minima para se obter um efeito
ergogénico do nitrato, de 310mg (SENEFELD et al., 2020; SILVA et al., 2022) pode ser
alcancada via dieta, a partir de alimentos ricos nesse composto e isso pode ser uma estratégia
viavel e eficaz para melhorar o desempenho do exercicio, isso parece ndo acontecer com
facilidade, j& que menos da metade (45,5%) da populacdo brasileira consome verduras e
legumes cinco vezes ou mais na semana (COVITEL, 2023), o que impacta diretamente na
ingestdo de nitrato. Além disso, € dificil mensurar o conteido de nitrato nos alimentos pois o
teor de nitrato nos vegetais pode variar consideravelmente de acordo com as condicGes de
cultivo (geografia e época), o tempo decorrido desde a colheita e o preparo dos alimentos
(KYRIACOU et al., 2019), além de ndo existirem muitos estudos que demonstrem a quantidade
de nitrato nos alimentos.

Dessa forma, como esperado, ndo houve uma correlacéo entre o consumo habitual de nitrato
e 0 tempo para completar o contrarrelogio de ciclismo de 4-km — resultado este que vai ao
contrario do que sugere Jonvik e colaboradores (2016b), de que a ingestdo regular de vegetais
ricos em nitrato pode limitar a resposta de desempenho & sua suplementacdo, uma vez que
esperariamos tal efeito com um consumo maior de nitrato combinado com um efeito positivo
da sua suplementacdo, 0 que nao ocorreu.

Vale ressaltar também o consumo de macronutrientes nas 24h antes dos testes, uma vez que

0 consumo adequado antes da pratica esportiva é essencial para o desempenho, sendo
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especialmente importante a ingestdo de carboidratos, que é reconhecidamente 0 macronutriente
que mais influencia na performance atlética (BURKE et al., 2011; THOMAS et al., 2016).
Estudos indicam que uma ingestdo de carboidratos na faixa de 5-8 g/kg de peso corporal pode
otimizar o desempenho (THOMAS et al., 2016; SBME 2003). No entanto, os resultados
mostraram que o consumo médio de carboidratos dos participantes foi abaixo do recomendado,
porém, como ndo foi significativamente diferente entre as sessdes, ndo afeta nossos achados.

Quanto aos outros macronutrientes, o consumo medio de proteinas também nao foi diferente
entre as sessdes e se encontra dentro das recomendacdes para atletas, entre 1,2-2,0 g/kg,
dependendo da intensidade do treinamento (JAGER et al., 2017). J& o consumo médio de
lipideos foi diferente entre as sessbes CON e NIT, mas evidencias (CORREIA et al., 2014)
sugerem que esse macronutriente ndo € o mais eficiente para o fornecimento de energia em
exercicios de alta intensidade e curta duracdo, como o contrarrelégio de ciclismo de 4-km,
assim, tal dado ndo compromete nossos achados, todavia, ainda se encontra dentro das
recomendacdes que indica valores entre 20-35% das calorias diarias provenientes de lipideos
(JAGER et al., 2017). J& o consumo de nitrato ndo apresentou diferenca entre as sessdes e se
mostrou ainda mais baixo que o consumo habitual com uma grande variacéo interindividual nas
24h antes dos testes. No entanto, a quantidade de nitrato consumida (habitualmente e nas 24
horas anteriores aos testes) é substancialmente menor do que a dose aguda que administramos
(~25% ou menos) e provavelmente teve pouca ou nenhuma influéncia (considerando que a
meta-andlise de SILVA e colaboradores (2022) sugere que >5 mmol ou 310 mg de nitrato séo
necessarios para se obter um efeito ergogénico).

Além disso, como esperado, ja que a suplementacdo de nitrato ndo mostrou diferenca no
desempenho, esse estudo ndo demonstrou diferencas entre as sessdes de suplementacdo de
nitrato, placebo ou controle nos aspectos fisiolégicos mensurados — frequéncia cardiaca média
e maxima e lactato sanguineo -, resultados estes que corroboram com estudos ja existentes. No
estudo de Lansley e colaboradores (2010), nove individuos saudaveis foram submetidos a testes
de esteira e de extensédo de joelho apos suplementacédo cronica (seis dias) de suco de beterraba
ou placebo, e ndo apresentaram diferenca na frequéncia cardiaca bem como no lactato
sanguineo apds a suplementacdo com suco de beterraba quando comparado ao placebo. O
mesmo ocorre no estudo de Muggeridge e colaboradores (2013), em que estudaram canoistas
treinados, avaliando o desempenho apos 3 horas da ingestdo e 70 ml de suco de beterraba
concentrado em nitrato ou placebo. Foi verificada uma pequena reducéo na frequéncia cardiaca

com a suplementacdo de nitrato em relacdo ao placebo, porém nédo foi estatisticamente
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significativa, assim como os valores de lactato sanguineo. Em outro estudo, Cermak e
colaboradores (2012), avaliaram o efeito apds suplementacdo cronica (seis dias) de suco de
beterraba (140 ml) concentrado em nitrato (~8,7mmol NO?3-) ou placebo na frequéncia cardiaca
e no lactato sanguineo —entre outros parametros- durante um teste de contrarreldgio de ciclismo
de 10-km, e ndo foram encontradas diferencas significativas na frequéncia cardiaca, bem como
no lactato sanguineo com suplementacdo de nitrato ou placebo.

Por fim, no que diz respeito as limitac6es do estudo, o tamanho amostral é pequeno, o que
aumenta as chances de ndo serem encontradas diferencas estatisticamente significativas entre
os resultados. 1sso ocorre porque, em uma amostra pequena todas as interferéncias externas
como alimentagdo, exercicio fisico, bem como fatores emocionais e condigdes de saude,
impactam de maneira mais significativa nos resultados. Além disso, neste trabalho, solicitamos
aos participantes que mantivessem o consumo alimentar similar nos dias anteriores aos testes,
mas, ainda assim, uma grande amplitude foi encontrada. Dessa maneira, pode-se afirmar que
este tipo de controle ndo é suficiente para reduzir a variagdo no consumo alimentar. Outro fator
limitante é a dificuldade para mensurar o conteudo de nitrato nos alimentos, ja que o teor desse
composto nos vegetais pode variar consideravelmente conforme as condi¢fes de crescimento
(geografia e época), o tempo decorrido desde a colheita e o preparo. Além disso, hd poucos
estudos, ou banco de dados que demonstrem a quantidade de nitrato nos alimentos. Vale
ressaltar também a dificuldade em recrutar voluntarias do sexo feminino elegiveis para o estudo
considerando os critérios de inclusdo e exclusdo e, principalmente que possuam boa
disponibilidade para tantas visitas ao laboratorio, 0 que ndo permitiu a analise de comparacao

entre 0S sexos.

8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos até 0 momento indicam que ndo hé relacdo entre o consumo habitual
de nitrato e resposta de desempenho a sua suplementagdo. Contudo, é importante ressaltar que
0 estudo ainda esta em andamento, com dados sendo coletados e que serdo analisados
posteriormente para conclusGes mais precisas. De qualquer forma, os achados desse estudo
serdo de grande relevancia para atletas que buscam estratégias para melhorar o desempenho

esportivo e para 0 avango do conhecimento sobre o nitrato como recurso ergogénico.
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9. CONFLITO DE INTERESSE

Apesar das bebidas utilizadas neste estudo pertencerem a uma marca que € comercializada
pela James White Drinks Ltd., Ipswich, Reino Unido, declaramos que ndo ha nenhum conflito
de interesse com esta empresa. Ademais, € valido ressaltar que tais bebidas estdo sendo

compradas pelo nosso grupo de pesquisa e ndo foram doadas.

10.IMPLICACOES PARA A PRATICA NO CAMPO DE ATUACAO

Entre as varias areas de atuacao do nutricionista, conforme a Resolugéo n° 600 do Conselho
Federal de Nutricionistas, de 25 de fevereiro de 2018, destaca-se a Nutricdo em Esportes e
Exercicio Fisico. Nesse contexto, o nutricionista desempenha um papel fundamental ao realizar
uma avaliacdo detalhada do perfil antropométrico, bioquimico e da composicéo corporal do
atleta ou desportista, além de elaborar um plano alimentar personalizado de acordo com a
modalidade esportiva e as diferentes fases de treinamento, com o objetivo de otimizar o
desempenho e manter o bem-estar.

O nutricionista especializado em esportes e exercicio fisico também é responsavel por
estabelecer estratégias nutricionais especificas, como as relacionadas a reposicdo hidrica e
energética, e, quando necessario, a prescri¢ao de suplementos alimentares. Para isso, é essencial
gue o nutricionista possua uma base solida de conhecimento sobre estratégias nutricionais
voltadas para cada modalidade esportiva, além de dominio sobre suplementos alimentares com
beneficios comprovados pela literatura cientifica.

Dada a complexidade e as constantes inovacgdes na area, é imprescindivel que o nutricionista
esportivo esteja sempre atualizado com a literatura cientifica sobre suplementacdo e seu
impacto no desempenho e na performance fisica.

Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo, até o presente momento, sugerem que a
suplementacdo de nitrato ndo € eficaz para melhorar o desempenho no contrarreldgio de
ciclismo de 4-km. Desse modo, esses dados sdo altamente relevantes para atletas que buscam
estratégias de melhoria de desempenho, além de avancar o conhecimento sobre o nitrato como
um recurso ergogénico, oferecendo uma importante atualizagdo para nutricionistas
especializados em esportes e exercicio fisico - que devem ter cautela ao receitar essa
suplementacdo-, uma vez que apesar das limitacdes existentes, este estudo é pioneiro ao
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investigar diretamente a relagéo entre a ingestao habitual de nitrato e a resposta de desempenho
a sua suplementacdo, controlando variaveis que influenciam a diversidade da microbiota oral e
utilizando protocolos adequados de suplementacédo e exercicio propicios para a observacao de

um efeito positivo.
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APENDICE 1. Questionario pds exercicio

1. Qual suplemento vocé acredita ter ingerido hoje?
a. Nitrato
b. Placebo
c. Nao sei

2. Por qué?

3. Quanto vocé acredita que seu desempenho foi influenciado pelo tratamento?

Nada Pouco Moderadamente Muito Extremamente

4. Por qué?
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