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1 INTRODUCAO GERAL



O salbutamol (SAL) é um agonista dos receptores beta tipo 2 (agonista-
B2) que é capaz de influenciar importantes funcées fisiolégicas e metabdlicas
(GOLDBERG et al., 1975). Entre varias acdes sobre os sistemas fisioldgicos
desta droga, ela é empregada, frequentemente, de forma inalatéria nas
afeccbes do trato respiratorio, tal como a asma (JARVIE; THOMPSON;
DYSON, 1987). Apesar do seu reconhecimento como uso terapéutico, seus
efeitos também despertam interesses no ambito esportivo como um recurso
ergogénico (CLARKSON; THOMPSON, 1997; KINDERMANN, 2007).

Por isso, estudos tém investigado a influéncia do SAL sobre a funcao
cardiorrespiratoria e metabdlica, com repercussdes sobre o desempenho
aerobico e anaerdbico, além da forca e desempenho psicomotor de atletas, sob
diferentes formas de administracdo e dosagem (BROBERG; SAHLIN, 1988;
CARTER; LYNCH, 1994; COLLOMP et al., 2000a; VAN BAAK et al., 2004). E
devido a preocupacdes com seus efeitos de dopagem, a Agéncia Mundial Anti-
Doping (WADA, 2014) estabeleceu algumas restricdes sobre esta droga, a
gual proibe o uso de todos os agonista-f2, exceto o salmeterol, formoterol e o
SAL, este ultimo s6 pode ser administrado em até 1600 pug ao longo de 24 h
por via inalatéria.

Entre os efeitos metabodlicos do SAL, estdo aqueles que atuam no figado
e muasculo esquelético, promovendo aumento da atividade da glicogénio
fosforilase, com consequente aumento da glicogendlise e niveis plasmaticos de
glicose (KENDALL et al., 1991; PRICE; CLISSOLD, 1989; RIZZA et al., 1980).
Esse efeito metabdlico pode ser util em situacdes onde o exercicio submaximo

prolongado, pode resultar em aumentos do catabolismo de aminoacidos e



desaminacao da adenosina monofosfato (AMP), principais vias para produgao
de aménia durante varios tipos de exercicio (BROBERG; SAHLIN, 1988)

A concentracdo sanguinea de aménia durante o exercicio € dependente
da disponibilidade de carboidrato (CZARNOWSKI et al., 1995; LANGFORT et
al., 2004; SNOW et al., 2000). Procedimentos que disponibilizem carboidrato
durante o exercicio pode evitar o catabolismo de aminoacidos e/ou aumento da
desaminacdo de AMP, evitando o acumulo sanguineo desse metabdlito
(BASSINI-CAMERON et al., 2007; CARVALHO-PEIXOTO; ALVES;
CAMERON, 2007; FEBBRAIO, 2001; WAGENMARKERS et al., 1991). Tem
sido sugerido que uma hiperamonemia € tdxica e promove fadiga periférica e
central, com repercussdes negativas no desempenho cognitivo-motor, e um
melhor controle de seus niveis sanguineos, favorece um melhor desempenho
atlético (BANISTER; CAMERON, 1990; NYBO, 2010; WILKINSON; SMEETON;
WATT, 2010).

A literatura relata que o desempenho cognitivo-motor (danos na
memoaria, coordenacdo motora e tempo de reacdo) pode ser prejudicado pelas
condi¢cbes ambientais no calor, hipertermia ou desidratacdo (BINKLEY et al.,
2002; BRISSWALTER; CALLARDEAU; RENE, 2002; GANIO et al., 2011;
SHARMA, 2007). Igualmente, um aumento na temperatura corporal pode
promover alteracdes metabodlicas que incluem aumento do metabolismo dos
fosfagénios (desaminacdo da AMP) e catabolismo de aminoacidos que
prejudicam o desempenho (FEBBRAIO, 2001). Nessas condi¢cdes, uma
elevacdo na temperatura corporal de 1°C parece exacerbar a hiperamonemia
induzida pelo exercicio (LINNANE et al., 2004; WILKINSON; SMEETON;

WATT, 2010).
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Vale ressaltar que apenas um estudo, realizado em ambiente
termoneutro, demonstrou reducdo da amonemia induzida pelo exercicio fisico
sob uso do salbutamol inalatério (MATTHYS; CALDERS; PANNIER, 1998). E
apenas (DICKINSON et al., 2014a), sem analise da amonemia, investigou o
efeito do SAL inalatério no desempenho atlético em laboratério com ambiente
guente controlado. A investigacdo realizada em ambientes naturais (campo)
fornece um cenéario real para estudar os efeitos do exercicio no calor
(STACHENFELD, 2014). Embora existam pesquisas realizadas com frequéncia
em varias modalidades esportivas em ambientes de laboratério, nenhum
trabalho de campo foi desenvolvido para investigar o efeito do SAL inalatério na
amonemia e desempenho cognitivo-motor.

Nossa hipotese é de que a administracao inalatoria do SAL pode reduzir
a hiperamonemia e melhorar o desempenho cognitivo-motor em exercicio
realizado em ambiente quente. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
investigar o efeito agudo da inalacdo de salbutamol na amonemia e

desempenho apds exercicio prolongado sob condicdes de estresse ao calor.
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RESUMO

O salbutamol (SAL) é um agonista dos receptores beta tipo 2 (agonista-2)
com caracteristicas terapéuticas, especialmente em doencas do trato
respiratério. Porém, também pode influenciar outras funcdes fisiolégicas e
metabdlicas, inclusive promover glicogendlise hepéatica e muscular. Tem sido
demonstrado que a administracdo do SAL (inalatério e/ou oral), em diferentes
doses, promove uma melhora no metabolismo e desempenho de atletas. Sabe-
se que alteragcdes metabolicas podem repercurtir no desempenho atlético, tal
como na hiperamonemia. Uma maior desaminagdo da AMP e/ou catabolismo
de aminoacidos durante o exercicio, pode causar uma maior concentracao de
amonia no sangue, especialmente se a atividade for realizada no calor, levando
a prejuizos no desempenho de atletas. O SAL parece reduzir hiperamonemia, e
pouco € conhecido sobre seus efeitos no metabolismo da amonia,
especialmente durante exercicio no calor. Assim, o objetivo deste trabalho foi
realizar uma revisao sobre os aspectos farmacoldgicos do SAL, além do seu
uso e influéncia na perspectiva do desempenho atlético e na hiperamonemia

induzida pelo exercicio.

Palavras-chave: salbutamol, exercicio, hiperamonemia, desempenho atlético,

ambiente quente
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ABSTRACT

Salbutamol (SAL) is an agonist of the beta type 2 receptor (32-agonist) with
therapeutic characteristics, especially respiratory diseases. However, you can
also influence other physiological and metabolic functions, including promoting
liver and muscle glycogenolysis. It has been shown that the administration of
SALT (inhaled and/or oral), at different doses, it promotes an improvement in
metabolism and performance of athletes. It is known that metabolic alterations
may reflect in athletic performance, as in hyperammonemia. Greater
deamination of AMP and / or catabolism of amino acids during exercise can
cause a higher concentration of ammonia in the blood, especially if the activity
is carried out in the heat, leading to losses in the performance of athletes. SALT
appears to reduce hyperammonemia, and little is known about its effects on the
metabolism of ammonia, especially during exercise in the heat. The objective of
this study was a review of the pharmacological aspects of the SAL, beyond its
use and influence in the perspective of athletic performance and exercise-

induced hyperammonemia

Keywords: salbutamol, exercise, hyperammonemia, performance, hot

environment.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a asma, além de ser uma doenca pulmonar obstrutiva e
inflamatéria, pode ser desencadeada pela pratica de exercicio fisico,
especialmente em atletas de elite.

O salbutamol (SAL) é um agonista dos receptores beta tipo 2 (agonista-
B2) que pode influenciar varias fungdes fisiologicas e metabdlicas, e por tais
propriedades, é comumente usado em doencas do trato respiratério, como a
asma (THOMSON et al.,, 2014). Neste caso, a condicdo € conhecida como
Asma Induzida pelo Exercicio (AIE), e sua terapia e controle podem ser
alcancados através da administracao de broncodilatadores, como a terbutalina,
clembuterol e o SAL (KINDERMANN, 2007). Neste contexto, este ultimo
agonista B2, administrado de forma inalatéria ou oral, € considerado como
tratamento farmacoldgico primario nestas condicdes devido a sua eficacia e
menor ocorréncia de efeitos adversos apos a sua administracdo (ROTTA et al.,
2007).

Contudo, apesar da importancia do SAL no tratamento da AIE, este
farmaco também é alvo de estudos sobre sua influéncia no desempenho
esportivo (COLLOMP et al., 2010). Por isso, a World Anti-Doping Agency
(WADA, 2014) limita o uso do SAL por atletas, pelo seu possivel efeito
ergogénico, limitando sua administracdo de forma inalatéria diaria em até 1600
Mg (COLLOMP et al., 2010; DECORTE et al., 2013; DICKINSON et al., 2014a;
WADA, 2014). Entretanto, varios estudos tém demonstrado que a
administracdo do SAL (inalatério e/ou oral), em doses abaixo das preconizadas

pela WADA promove uma melhora no desempenho de atletas por motivos
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desconhecidos (GOLDBERG et al., 1975, LE PANSE et al, 2007;
RODRIGUEZ; DIMARCO; LANGLEY, 2009).

Por outro lado, acredita-se que um aumento da amonemia durante o
exercicio pode causar tanto fadiga periférica quanto central por alterar a funcéo
cerebral, promovendo ataxia, letargia e estupor (BANISTER; CAMERON,
1990). Esses danos cerebrais podem ter um impacto significativo no
desempenho fisico e cognitivo (WILKINSON; SMEETON; WATT, 2010). A
atenuacdo da hiperamonemia, tal como na maior disponibilidade de
carboidrato, pode promover uma melhora do desempenho durante o exercicio
e 0 uso de recursos para essa finalidade tém sido investigados (ALMEIDA et
al., 2010; NYBO; SECHER, 2004; NYBO et al., 2005; PRADO et al., 2011).

O SAL, promove glicogendlise e também parece reduzir o efeito da
hiperamonemia induzida pelo exercicio (MATTHYS; CALDERS; PANNIER,
1998; KENDALL et al., 1991; PRICE; CLISSOLD, 1989; RIZZA et al., 1980).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi revisar na literatura, aspectos
farmacologicos do SAL, além do seu uso e influéncia na perspectiva do

desempenho atlético e na hiperamonemia induzida pelo exercicio.

2. METODOS

Para esta revisao, foi realizada uma busca as base de dados PUBMED e
BIREME utilizando os descritores: “salbutamol and exercise”, “albuterol and
exercise”, “exercise-induced asthma”, “pharmacokinetics of salbutamol”,
‘agonists  B2“,“salbutamol and hyperammonemia”, “exercise-induced
hyperammonemia”, “ammonia and prolonged exercise”, “dehydration and

”

cognitive performance”, “exercise in the heat”, “exercise in a hot enviroment’,
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“‘exercise and heat stress”, “long duration exercise and cognitive function”, “2
adrenergic agonists”, “adrenoreceptor”, “agonists selective (2", "Bz agonist
pharmadynamic”. Foram selecionados os artigos eletrénicos publicados na
lingua inglesa entre os anos de 1975 e 2015, priorizando os artigos que
tratavam sobre o salbutamol e exercicio fisico. A selecdo dos artigos foi

realizada a partir da leitura dos titulos e dos resumos encontrados. Foram

excluidas as publicacdes que nao atendiam os termos utilizados para a busca.

3. ASPECTOS FARMACOLOGICOS DO SALBUTAMOL

3.1. Receptores B-adrenérgicos

Os agonistas adrenérgicos consistem em substancias que exercem
acOes estimulatorias sobre os receptores adrenérgicos (FURCHGOTT, 1972),
estes receptores sao do tipo matabotropicos e encontram-se acoplados de
modo eficiente as proteinas G heterotriméricas (HALL; PREMONT;
LEFKOWITZ, 1999) e sao classificados em dois tipos principais: alfa e beta (a e
B, respectivamente) (PHILIPP; HEIN, 2004).

Os receptores B regulam importantes fungdes fisioldgicas, tais como:
contratilidade e frequéncia cardiaca, relaxamento da musculatura lisa, além de
diversos eventos metabodlicos (PHILIPP; HEIN, 2004). Inicialmente, foram
identificados duas subclasses de receptores B-adrenérgicos, denominados de
B1 e B2, posteriormente, através da sintese de agonistas seletivos, uma
terceira subclasse foi descrita, os B3 (GIBBS; HUTCHINSON; SUMMERS,
2008). Estudos indicam a existéncia de uma quarta subclasse, os B4

(KAUMANN; MOLENAAR, 1997; ROBERTS; MOLENAAR; SUMMERS, 1993;
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SARSERO et al., 1999). Contudo, relatos sugerem que os receptores (31,
mediante alteracdo de sua conformagdo, podem tornar-se afins de agonistas
seletivos para B3 e 4 (BAKER, 2005; JOST et al., 2002; KONKAR; ZHAI;
GRANNEMAN, 1999; LEWIS et al., 2004; RAYMOND et al., 1990). Por isso, tal
ponto permanece incerto e faz-se necessario mais estudos ao esclarecimento
da presenca dos adrenoceptores 4.

Todos os receptores B-adrenérgicos possuem uma estrutura comum de
sete alcas transmembranares constituida por um dominio extracelular
aminoterminal (N) e outro intracelular carboxiterminal (C). Além disso, ha uma
alca intracelular que acopla o receptor a uma proteina G (RAYMOND et al.,
1990). Deste modo, os receptores [ promovem ativacdo da enzima
adenililciclase via proteina G estimuladora (Gs), com consequente aumento
nos niveis intracelulares de 3’-5° monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
(DAVIS; LOIACONO; SUMMERS, 2008). Entretanto, estudos indicam que ha
diferencas no que diz respeito aos sinais e eventos ativados por cada
subclasse (BOUVIER, 2006; LEFKOWITZ, 2000; MA; HUANG, 2002). Estas
diferencas ndo sdo bem esclarecidas e podem ser observadas pela distribuicao
tecidual de cada subtipo e possivelmente nas vias de sinalizacdo distais
especificas de cada tecido (DAVIS; LOIACONO; SUMMERS, 2008; MA;
HUANG, 2002).

Os receptores adrenérgicos-B1 apresentam maior densidade na
membrana dos midcitos cardiacos e nas células justaglomerulares renais
(PHILIPP; HEIN, 2004). No coracao, estes receptores por meio da ativacéo de
uma proteinocinase dependente de AMPc (PKA), sdo o0s principais

responsaveis pelas respostas simpaticas promovendo efeitos cronotrépicos,



20

lusotrépicos e ionotrépicos positivos, além de aumentar a taxa de conducéo do
impulso do n@ atrioventricular e a atividade marcapasso do né sinoatrial
(CAPOTE; MENDEZ PEREZ; LYMPEROPOULOQS, 2015; LYMPEROPOULOS;
NEGUSSIE, 2013). Enquanto que nos rins a ativacdo dos receptores em
guestdo induz a liberacdo de renina, uma aspartil protease que cliva o
angiotensinogénio em angiotensina |, componentes do sistema renina
angiotensina aldosterona (DIBONA, 2000).

Por outro lado, o0s receptores adrenérgicos-f2 sao expressos
principalmente nas células da musculatura lisa, esquelética e nos hepatocitos
(PHILIPP; HEIN, 2004). De modo semelhante aos 1, os receptores 2, no
musculo liso, estimulam a ativacdo de Gs, adenililciclase, AMPc e PKA. Esta
ultima, fosforila além de outras proteinas contrateis, a cinase de cadeia leve de
miosina, esta fosforilacdo reduz a afinidade da mesma pelo complexo calcio-
calmodulina com consequente inducdo do relaxamento (SILVA; ZANESCO,
2010). Pesquisas indicam que estes receptores podem ainda induzir
relaxamento por uma via independente de AMPc. Esta, dar-se através de uma
hiperpolarizacdo celular via efluxo de potassio (K*) pela ativacdo de canais
para K* dependentes de calcio (MaxiK) e, portanto, opondo-se a
despolarizacdo necessaria para induzir contracdo (DOVE; FRANKE, 1991;
TANAKA et al., 2003). Devido ao eficaz relaxamento da musculatura lisa
mediado pelos receptores [-adrenérgicos, os farmacos agonistas 2
inalatorios, tal como o SAL, sdo empregados no tratamento da asma e outras
afeccbes do trato respiratorio (JARVIE; THOMPSON; DYSON, 1987;
MATTHAY et al., 2011; MORGAN, 1990; PRICE; CLISSOLD, 1989; THOMSON

etal., 2014).
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Nos hepatdcitos, a ativagao dos receptores B2 ativa a cascata de
sinalizacdo de Gs resultando na ativacdo da enzima glicogénio-fosforilase e em
consequéncia glicogendlise (BOSCO; BRAZ, 2001; KENDALL et al., 1982;
RIZZA et al., 1980), esta acdo é indicada por estudos que descrevem um
aumento da concentragdo de glicose por agonistas B2 nas células hepaticas
(GOLDBERG et al., 1975; KENDALL et al., 1982, 1991; LOAKPRADIT,;
LOCKWOOD, 1977). A glicogénio fosforilase catalisa a reacdo do fosfato
inorganico sobre a ligagdo do residuo glicosil terminal na molécula de
glicogénio liberando glicose-1-fosfato (BERTUZZI et al., 2011; LEHNINGER;
NELSON; COX, 2000). Deste modo, a ativacdo destes receptores resulta em
um aumento dos niveis plasmaticos de glicose. De modo semelhante, os
receptores 2 encontrados na musculatura esquelética estimulam a via de
sinalizacdo citada com inducdo de glicogendlise através da estimulacdo da
adenililciclase, aumento da atividade da enzima glicogénio fosforilase e
captacdo de K* (ARNOLD; SELBERIS, 1968; FEBBRAIO et al., 1998;
ROSSETTI; HU, 1993), além de um possivel efeito anabdlico (CARTER;
LYNCH, 1994).

Por fim, os receptores adrenérgicos-B3 sdo expressos especialmente em
adipdcitos, embora se localizem em outros tecidos (BAKER, 2005; GIBBS;
HUTCHINSON; SUMMERS, 2008) e sua estimulacdo resulta em lipdlise via
estimulacdo da adenililciclase (JOST et al.,, 2002; SKEBERDIS, 2004). Este
efeito torna estes receptores promissores no tratamento da obesidade (LOWE

JR et al., 2001; STROSBERG, 1997).

3.2 Salbutamol
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O SAL também chamado de albuterol € uma amina simpatomimética de
formula molecular C12H21NO3s e apresenta-se quimicamente, como um anel
catecol ligado a uma cadeia lateral com o grupo etanolamina (Figura 1)
(MORGAN, 1990). Onde o anel confere propriedades ligadas a sua poténcia
enquanto que a cadeia lateral esta relacionada a sua seletividade (DOVE;

FRANKE, 1991).

HOH.C
OH CHa
HO éH-CH?NHc'-CH3
CHa

Salbutamol (albuterol)

Figura 1: Estrutura quimica do salbutamol. Fonte: Morgan 1990.

A seletividade de um farmaco consiste na capacidade de produzir
apenas um tipo de efeito por atuar em maior parte em um alvo farmacolégico
(SILVA, 2010). No caso do SAL, sua seletividade encontra-se em receptor
adrenérgico-f2 em torno de 200 a 400 vezes que nos demais receptores
adrenérgicos (AHRENS; SMITH, 1984; DOVE; FRANKE, 1991), principalmente
guando administrado na forma inalada, o que reduz ainda mais os efeitos
sistémicos do farmaco. Contudo, quando administrado em altas doses,
especialmente por via oral, podem levar a efeitos nos demais receptores [3-
adrenérgicos, como taquicardia e tremor (DAMAN et al., 2014). Deste modo, 0
SAL consiste no tratamento de escolha para o tratamento e alivio dos sintomas

relacionados a broncoespasmos, como a asma (CHU; DRAZEN, 2005).
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O SAL encontra-se disponivel comercialmente em diversas
apresentacoes: spray (100 ug/jato), spray sem propelente (200 ug/jato), xarope
(2 mg/5mL), solucéo injetavel (0,5 mg/mL), solugdo nebulizadora (5 mg/mL),
ampola para nebulizagdo (1 e 2 mg/mL) e comprimido (2 e 4 mg) (OLIVEIRA;
PEDROSO, 2014). A administragdo via oral de SAL € bem absorvida com pico
de concentracdo plasmatica ap6s 1 h a 4 h e broncodilatacdo maxima (Eméax)
de 2 h até 8 h. Apresenta baixa biodisponibilidade apés metabolismo de
primeira passagem (50%) e pode ser excretado em sua forma inalterada ou
como o metabdlito 4’-o-sulfato éster na urina e fezes. Enquanto que quando
administrado por via inalatoria, 0 SAL possui efeito broncodilatador inicial de 3
min a 5 min com Emax variando de 10 min até 6 h. Além disso, apresenta
tempo de meia vida (t12) semelhante a administracéo oral 2,7 h a 5,5 h (PRICE;
CLISSOLD, 1989).

Existem poucos estudos a respeito da administracdo endovenosa de
SAL, entretanto, independente da via utilizada, este agonista-B2, apresenta
volume de distribuicdo aparente de 156 L, o que sugere uma grande captacao
extravascular, além de eficacia e boa tolerancia terapéutica (PRICE;

CLISSOLD, 1989).

4. SALBUTAMOL E DESEMPENHO ESPORTIVO

No esporte competitivo € frequente o uso de recursos ergogénicos com
0 objetivo de aprimorar o desempenho atlético (WOLFARTH; WUESTENFELD;
KINDERMANN, 2010a). Entre outros, estes recursos podem ser classificados

como: nutricional, mecanico e farmacolégico (LIDDLE; CONNOR, 2013;
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SCHUBERT; ASTORINO, 2012). Dentre os farmacolégicos encontram-se 0s
estimulantes, betabloqueadores, anabdlicos e o0s agonistas-B2 (CLARKSON;
THOMPSON, 1997).

Estudos indicam que agonistas-, como o SAL, pode promover efeito
ergogénico, contudo, este efeito parece controverso (COLLOMP et al., 2010;
WOLFARTH; WUESTENFELD; KINDERMANN, 2010b). Meeuwisse et al.
(1992) avaliaram o efeito da inalacdo de 200 pg de SAL sobre o desempenho
de atletas de elite submetidos a testes aerdbico e anaerdbico, e néo
observaram qualquer acdo ergogénica. De modo semelhante, ndo foram
observadas diferencas significativas na poténcia anaerébia e no desempenho
da forca desenvolvidas por atletas (MORTON; PAPALIA; FITCH, 1993). Estes
resultados, corroboram ainda, com os achados de Goubault et al. (2001) que
investigaram o efeito de SAL na dose de 200 pg, bem como da inalacdo de
400 pg sobre a resisténcia de triatletas. Nesse estudo, embora tenha sido
observado melhora quanto a adaptacdo respiratoria no inicio do exercicio
fisico, devido ao efeito broncodilatador de SAL, n&o foram encontradas
diferencas signiticativas sobre o tempo de resisténcia, desempenho psicomotor
e dos parametros metabdlicos avaliados (glicose, potassio, lactato, acidos
graxos livres e glicerol). Sporer, Sheel e Mckenzie (2008) utilizando doses de
200 pg, 400 pg e 800 pg, para avaliar os efeitos sobre o desempenho de
atletas em um teste contra relogio, também ndo observaram efeitos
ergogénicos do SAL em gqualquer das doses utilizadas. Deste modo, o estudo
conclui que a auséncia do efeito ergogénico, proveniente da inalacdo de SAL,

ocorre independente da dose administrada.
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Por outro lado, um estudo recente realizado por Decorte et al. (2013),
demonstrou melhora na resisténcia do quadriceps de atletas de alta
capacidade aerobia tratados com SAL nas doses de 200 ug e 800 ug. Esta
concluséo foi obtida apds a investigacdo do efeito da inalacdo de SAL sobre a
contratilidade muscular periférica, fadiga e recuperacao dos atletas submetidos
ao teste. Vale ressaltar que, especialmente neste estudo, houve o controle da
ingestdo dietética dos atletas, com a oferta de uma refeicdo de 800 Kcal,
contendo 60 % de carboidrato 2 h precedentes aos experimentos. Além disso,
0s autores aguardaram 40 min apés a inalacdo de SAL para realizacdo dos
testes, com objetivo de assegurar sua maxima concentracdo plasmatica. De
maneira semelhante, outros estudos que empregaram 720 ug e 800 ug de
SAL com tempo de espera de 10 min e 30 min, respectivamente entre o
término da administracdo de SAL e o inicio do exercicio, também observaram
uma melhora no desempenho de atletas (SIGNORILE et al., 1992; VAN BAAK
et al., 2004).

Porém, uma vez que doses diarias de 1200 pg néao influenciou o
desempenho fisico de esquiadores (temperatura entre — 15 ° C e 23 ° C),
mesmo apos tempo de espera de 10 min (SANDSUND et al., 1998), mais
estudos sao necessarios para o esclarecimento da relacéo do efeito ergogénico
com as concentracdes plasmaticas de SAL.

Em ambiente quente e termoneutro, 30 ° C e 18 ° C respectivamente,
Dickinson et al. (2014) utilizaram SAL (800 ug e 1600 ug, via inalatéria) em
corredores submetidos a corrida de 5 km. Além disso, os mesmos autores
avaliaram o seu efeito a longo prazo (6 semanas) sobre a forca, resisténcia e

poténcia em atletas submetidos a testes aerGbios e anaerdbios, em ambiente



26

controlado sob uma temperatura de 20°C (DICKINSON et al., 2014b). Em
nenhuma das condi¢fes foi observado efeito ergogénico do SAL.

Em relacdo a doses de 350 pg ou 400 pg de SAL, Fleck et al. (1993),
Norris, Petersen e Jones (1996) e Kock et al. (2013) ndo observaram
beneficios sobre as medidas de desempenho anaerdbio de ciclistas. Contudo,
efeito ergogénico positivo, quanto ao desempenho anaerobio, foi observado
apos o tratamento com SAL de ciclistas submetidos ao teste de Wingate, onde
as variaveis de poténcia pico, trabalho total, tempo de poténcia pico e indice de
fadiga apresentaram-se melhor em relagédo ao grupo controle (LEMMER et al.,
1995).

No estudo realizado por Heir e Stemshaug (1995) foi avaliado o efeito da
administracdo de SAL com dose ajustada a massa corporal (nebulizacéo de
0,05 mg/kg) antes de um exercicio de alta intensidade. Os autores concluiram
gue uma dose terapéutica de SAL, via nebulizacdo, ndo melhora o
desempenho em atletas altamente treinados durante uma corrida de alta
intensidade até a exaustao.

Postula-se que, a administracdo oral de SAL promove efeitos
ergogénicos ao atleta, de modo que a administracdo por essa via é proibida
pela WADA devido ao seu possivel efeito ergogénico (WADA, 2014). Caruso et
al. (1995), avaliaram os efeitos de 800 ug e 1.600 pg de SAL, via oral, durante
3 semanas em individuos submetidos a exercicio de extensdes isocinéticas de
joelho. Os resultados indicaram que a ingestdo de doses terapéuticas de SAL
sobre exercicios de resisténcia podem aumentar o ganho de forca. Entretanto,

o0 mesmo nédo foi observado por Hostrup et al. (2014) que encontraram um
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aumento na poténcia pico apenas durante 0s primeiros tiros no teste de
Wingate, em atletas pré-tratados com 8.000 pg de SAL durante 2 semanas.
Alguns estudos, avaliaram a ingestdo de SAL, 12.000 pg/dia durante 3
semanas e seu efeito agudo de 6.000 pg sobre o desempenho, variaveis
hormonais e metabdlicas de atletas com controle dietético pré-teste
(COLLOMP et al., 2000a, 2000b; SANCHEZ et al., 2012). Quanto a modulagéo
hormonal, ndo observaram efeito anabdlico ou catabdlico do SAL. No entanto,
o SAL melhorou o desempenho do ciclismo durante o exercicio submaximo,
além de reduzir os niveis sanguineos de ureia em trés momentos (repouso,
durante o exercicio e exaustao), o que sugere uma reducédo da degradacédo da
proteina muscular. Contudo, ndo foi observada melhora no desempenho de
individuos saudaveis submetidos a exercicio de resisténcia de curta duracao
tratados com 6.000 pg de SAL, via oral, apesar do tratamento ter induzido
alteracdes nos parametros metabdlicos e hormonais (COLLOMP et al., 2002).
Por fim, a administracao via oral, de uma dose menor de SAL (4.000 ug)
em atletas submetidos a 1 h de exercicio a 60% do VO2max, demonstrou
diferencas significativa na oxidacdo de substratos apdés 40 min de exercicio,
sem alterar o desempenho. Com isso, 0s autores sugeriram que os efeitos da
ingestdo de SAL tem pouco poder no que se refere a exercicios relativamente
curtos, mas pode ter efeitos positivos em exercicios de longa duracdo

(ARLETTAZ et al., 2009).

5 RELACAO DO SALBUTAMOL COM O METABOLISMO DA AMONIA

5.1 Amobnia e exercicio
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A amobnia (NH* NH%) é um produto da degradacédo protéica e de
aminoé&cidos considerada um indicador de estresse muscular em exercicio
prolongado (BANISTER; CAMERON, 1990; ERIKSSON et al., 1985; NYBO;
NIELSEN, 2001). Sua producdo € proveniente do figado, sistema nervoso
central, eritrdcito, intestino, musculo e da digestdo de proteinas (BANISTER,;
CAMERON, 1990; BROBERG; SAHLIN, 1988; CLEMMESEN; KONDRUP;
OTT, 2000; ERIKSSON et al, 1985). Em condicbes de repouso, as
concentracfes sanguineas deste metabdlito é relativamente baixa (BANISTER;
CAMERON, 1990). Porém, o exercicio pode elevar suas concentracdes
sanguineas e um acumulo excessivo desse metabdlito tem efeitos prejudiciais
devido a disturbios na homeostase neurotransmissora (BUTTERWORTH,
2001; MONFORT et al., 2002).

Durante o exercicio, 0 musculo esquelético € a principal fonte geradora
de amonia, através do ciclo das purinas nucleotideos (desaminacéo de AMP) e
pelo catabolismo de aminoacidos (BROBERG; SAHLIN, 1989;
WAGENMARKERS et al., 1991). Essa hiperamonemia induzida pelo exercicio
pode ser exacerbada em ambiente quente, hipertermia ou desidratacao
(FEBBRAIO, 2001; GANIO et al., 2011; SHARMA, 2007). Estudos relatam que
o calor pode acelerar a deplecédo de glicogénio, e em tais condi¢des, podem
comprometer a fosforilagdo oxidativa, aumentando a circulacdo de purinas
nucleotideas, com consequente aumento da producdo de amoénia (SCHULZ;
HECK, 2003; WAGENMARKERS et al., 1991).

Ambas as condicfes de calor excessivo e hipoglicemia estdo associadas
a fadiga central e periférica, perturbacdes metabdlicas e circulatorias as quais

podem elevar os prejuizos ao desempenho fisico e cognitivo-motor
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(BANISTER; CAMERON, 1990; ERIKSSON et al., 1985; GANIO et al., 2011;

WILKINSON; SMEETON; WATT, 2010).

4.2 Salbutamol e a hiperamonemia induzida pelo exercicio

Tém sido relatado na literatura, o uso de diversas substancias com o
intuito de reduzir a hiperamonemia induzida pelo exercicio, seja em ratos ou
seres humanos (ALMEIDA et al., 2010; PRADO et al., 2011). Além de outras
gue investigam o efeito do calor na hiperamonemia (FEBBRAIO, 2001;
LINNANE et al., 2004).

No entanto, sO existe um estudo que investigou o efeito do salbutamol
sobre as concentracbes plasmaticas da amodnia durante o exercicio
(MATTHYS; CALDERS; PANNIER, 1998). Tal estudo relatou que a inalagdo de
400 p de SAL, em sujeitos nao asmaticos, foi capaz de reduzir a
hiperamonemia induzida pelo exercicio. Além disso, a suplementacao foi capaz
de aumentar os niveis plasmaticos de lactato e glicerol. Provavelmente por
induzir maior glicogendlise hepatica, muscular e gliconeogénese. Sabe-se que
um aumento da disponibilidade de carboidrato durante o exercicio pode
minimizar a hiperamonemia induzida pelo exercicio (WAGENMARKERS et al.,
1991). Além disso, apenas um estudo investigou o efeito do SAL inalatorio no
desempenho atlético em laboratério com ambiente quente controlado, mas sem
dosagem da amonemia (DICKINSON et al., 2014a).

Nesse contexto, a administracdo inalatéria de SAL pode reduzir a
hiperamonemia induzida pelo exercicio e, provavelmente, diminuir 0s prejuizos
no desempenho atlético. Porém, ainda sdo desconhecidos os efeitos do SAL
na hiperamonemia durante o exercicio no calor. Dessa forma, a administracao

do SAL, como recurso de protecdo para atletas submetidos ao exercicio
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prolongado no calor, deve ser considerada. No entanto, devem ser realizados
estudos associando diretamente a administragcdo de SAL por via inalatéria,
para verificar se 0 seu uso € capaz de proteger contra a hiperamonemia e/ou o

desempenho de atletas.

6 CONCLUSAO

O SAL é um agonista-B2 de uso terapéutico que promove alteracdes
metabdlicas. Apesar de ainda controversos, a administracdo oral do SAL
parece promover um melhor desempenho atlético do que seu uso inalatério.
Estes dados sdo consistentes com as recomendacdes de proibicdo da sua
administracao via oral visando melhora do desempenho. Porém, sdo quase
inexistentes os estudos do SAL em relagdo ao metabolismo da amoénia durante
exercicio, especialmente em ambiente quente. Portanto, S8o necessarios mais
estudos que avaliem seus efeitos no metabolismo de aménia e desempenho

em atletas submetidos a exercicio fisico no calor.
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Abstract

Purpose: Inhaled salbutamol is permissible by WADA to treat the symptoms of exercise-induced
bronchospasm among athletes and it is postulated that affects ammonemia. Disturbance in cognitive-
motor performance can be caused by hyperammonemia and/or hot environmental conditions during
exercise. This study evaluated the effect of inhaled salbutamol on ammonia metabolism and cognitive-
motor performance after prolonged exercise in the heat. Methods: Eighteen male endurance runners were
divided into two groups: inhaled salbutamol (SEX) and placebo (PEX). The runners performed a half
marathon race and blood samples, cognitve-motor tasks and body temperature were obtained before (pre)
and after (post) race. Environmental conditions and hydration status was also obtained. Results: During
race, environmental conditions reached a high WBGT (~ 31 °C). Both of the groups had a significant
increase in blood ammonia (SEX pre: 35.60 + 6.41 pmol/L vs SEX post: 114.49 + 6.42 umol/L; PEX pre:
54.21 + 8.24 pmol/L vs PEX post: 111.92 + 6.45 pmol/L), urea, urate and lactate concentrations after
race, but there was not a significant difference between the groups. There was no change in the glycemia
in both groups. There was an early significant increase in blood CK (SEX pre: 35.60 + 6.41 pkat/L vs
SEX post: 114.49 + 6.42 pkat/L; PEX pre: 54.21 + 8.24 pkat/L vs PEX post: 111.92 + 6.45 pkat/L) in
both groups. No changes were observed on cognitive-motor performance after race. Conclusions: We
suggest that inhaled salbutamol does not affect blood ammonia concentration and cognitive-motor

performance during prolonged exercise in the heat.

Keywords: Metabolism; Exercise; Dehydration; Hyperthermia; Asthma; Ergogenic effect.

Abbreviations:

WADA World Anti-doping agency
AMP  Adenosine monophosphate
SEX  Salbutamol experimental group
PEX  Control group

A% BM Percentage change in body mass
USG  Urine specific gravity
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A% PV Plasma volume loss estimate
HB Hemoglobin

HCT  Hematocrit

CK Creatine kinase

LDH Lactate dehydrogenase
AST  Aspartate aminotransferase
ALT  Alanine aminotransferase
HR Heart rate

Pre Before race

Post  After race

WBGT Wet bulb globe temperature

ERT  Equivalent rectal temperature

Introduction

Salbutamol is an agonist of the beta type 2 receptor (B2-agonist) with therapeutic characteristics,
especially respiratory diseases (Jarvie et al. 1987; Davis et al. 2008), that also influence other
physiological and metabolic functions (Collomp et al. 2010). It has been shown that the administration of
salbutamol promotes an improvement in metabolism and performance of athletes ergogenic benefits
(Clarkson and Thompson 1997; Kindermann 2007).

Several studies have examined the use of salbutamol, at different doses and administration
(inhaled and/or oral), in the athletic performance, strength, psychomotor performance and physiologic and
metabolic changes, including athletes (Meeuwisse et al. 1992; Carter and Lynch 1994; Collomp et al.
2000b; Goubault et al. 2001; Decorte et al. 2013; Koch et al. 2013). Currently, all B-agonist are prohibited
by the World Anti-Doping Agency (WADA) (WADA 2017), except some such as inhaled salbutamol,
which can be administered at a maximum of 1600 pg over 24 h and not to exceed 800 pg every 12 hours
(Collomp et al. 2010; Wolfarth et al. 2010). Inhaled salbutamol has been a contentious topic in sport for
45 years and that trend continues (Fitch 2017).

It is postulated that a therapeutic inhalation of salbutamol produces a rise in plasma glucose
(Neville et al. 1977; Rizza et al. 1980; Haffner and Kendall 1992; Taylor et al. 1992). The effect of
inhaled salbutamol on blood glucose concentrations can be important, especially when prolonged exercise
increases both amino acid catabolism and AMP deamination, leading to the release of more ammonia into
the bloodstream (Broberg et al. 1988). Ammonemia during exercise depends on carbohydrate availability
(Czarnowski et al. 1995; Snow et al. 2000; Langfort et al. 2004). It has been suggested that increased
ammonemia (hyperammonemia) during exercise may cause central fatigue by altering cerebral function
and can disturb cognitive performance (termed cognitive-motor performance) (Banister and Cameron
1990; Felipo 2013). In addition, during exercise in the heat, an increase in body temperature and/or
dehydration can promote metabolic alterations, impair exercise performance and appear to exacerbate
exercise-induced hyperammonemia (Febbraio 2001; Binkley et al. 2002; Brisswalter et al. 2002; Linnane
et al. 2004; Sharma 2007; Ganio et al. 2011). It is believed that controlling the increase of ammonemia

will improve exercise performance (Nybo et al. 2005).
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To the best of our knowledge, there is only one study that explored the acute effect of inhaled
salbutamol (400 pg) on ammonemia during exercise, but under thermoneutral conditions (Matthys et al.
1998). Therefore, there is few information available concerning the influence of the effect of inhaled
salbutamol on ammonia metabolism and cognitive-motor performance response to exercise.

Moreover, studies observing athletes during exercise in the field in order to mimic both the real
challenges and conditions that are faced during sports situations (such as hot environmental conditions),
can better reflects the real metabolic changes during exercise, such as Sportomics approach (Bassini and
Cameron 2014). These informations may be helpful in understanding better the effect of inhaled
salbutamol on metabolism and performance following prolonged exercise under high heat stress
conditions.

We hypothesized that when exercising in high heat stress conditions, inhalation salbutamol
reduces ammonia and improves cognitive-motor performance. Therefore, we evaluated the acute effect of
inhaled salbutamol on ammonia metabolism and cognitive-motor performance after a half marathon race

under heat stress conditions.

Methods

Subjects

Eighteen male amateur endurance runners, volunteers and nonasthmatic, enrolled during a half
marathon race (21,1 km), were divided into two groups as follows: salbutamol experimental group —
SEX, n=9(39.8 £ 3.1 years; 74.88 + 2.55 kg; 1.75 + 0.01 m) and control group — PEX,n=9 (41.4 + 3.2
years; 75.78 + 3.08 kg; 1.71 + 0.02 m). The groups showed similar levels of maximal oxygen
consumption (VO,max) (45.28 + 1.92 mL.kg*.min? and 44.33 + 1.99 mL.kg.min?, SEX and PEX,
respectively) and were acclimatized to training in hot environment. All subjects had a mean of at least
three years of training and often participated in training and competitions under heat stress. Diseases
(respiratory tract, recognised asthma or allergy), regular use of tobacco or the use of ergogenic aids were
exclusion criteria. The subjects were informed previously about the study, and written informed consent
was obtained. All the procedures were performed in accordance with the guidelines dictated by the
Declaration of Helsinki and with the ethical standards of the Ethics Committee for Human Research at the
Federal University of Alagoas, Brazil (017640/2011-61)

Study design and protocols

One week before half marathon race, the runners were submitted to an anthropometric
assessment and dietary intake was determined. All participants received individualized diet plan as
follows: 15% of the recommended energy intake was from protein, 25% of the recommended energy
intake was from lipids and 65% of the recommended energy intake was from carbohydrates. The subjects
were asked to start the plan diet at least two days before the race. Diet adherence was verified with
ketonuria analysis by qualitative reagent strips for urinalysis (Biocolor/Bioeasy®, Minas Gerais, Brazil).
We considered the absence of ketonuria to be a positive test for adequate carbohydrate ingestion before

race.
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After assessment of dietary intake, all runners were screened with a medical history (such as
pulmonary function) and familiarised and trained to use inhalers appropriately to ensure an effective
delivery of inhaled salbutamol. The runners were also asked to avoid their normal training schedule until
24 h before race day and to maintain a fluid intake of ~ 3 L.d"%, avoiding the use of caffeinated beverages.
VO,max was obtained as estimated by distance of running before the half marathon race (Cooper 1968).

One week later, the subjects performed a half marathon race. One hour before race, the SEX
group received four puffs (400 pg) of inhaled salbutamol (Aerolin® 100 ug; GlaxoSmithKline, Rio de
Janeiro, Brazil) using a spacer device, and the PEX group (placebo) received the same numbers of puffs,
containing propellant only. Both administrations were provided as indistinguishable inhalers in a
randomized double-blind manner.

The runners were tested to evaluate their cognitive-motor performances using measures of
immediate memory, motor coordination (by finger-to-nose test) and simple reaction time as described
previously (Camerino et al. 2016), 20 min after administrations of inhaled salbutamol and placebo.
Immediately after the cognitive-motor performances tests, hydration status was assessed by evaluating a
percentage change in body mass (A% BM), urine color and specific gravity (USG). Urine color was
evaluated according to (Armstrong et al. 1994), and USG was measured using a manual refractometer
(Biobrix®, Sdo Paulo, Brazil). Hydration status was classified according with (Casa et al. 2000). In
addition, other hydration marker such as plasma volume loss estimate (A% PV), was obtained using blood
parameters with hemoglobin (Hb) and hematocrit (Hct) count according to (Dill, DB; Costill 1974).

Before the race, blood samples were obtained from the median antecubital vein. The blood
samples were immediately centrifuged (3000 x g, 4 °C) to avoid the loss of volatile compounds and used
for biochemical analyses. Serum or plasma were divided into aliquot parts and stored at 4 °C. To prevent
loss, plasma ammonia was measured immediately, and the other biochemical analyses (serum) were
performed within a 24 h period. Glucose, lactate, urate, urea, creatinine, creatine kinase (CK), lactate
dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), were
measured using commercial spectrophotometric assays (Labtest®, Minas Gerais, Brazil). Ammonia was
measured using an enzymatic UV method (Randox, Crumlin, UK). All biochemical analyses were
measured using a Dade Model Dimension RXL Automated Chemistry Analyzer (Dade Behring®,
Eschborn, Germany). The samples were measured in duplicate and the coefficient of variation for
analysis was < 5%. In addition, blood samples were also collected in a vacuum tube with the
anticoagulant EDTA for hematological analysis and was performed by a hematology analyzer (Human®,
Hessen, Germany) to obtain Hb and Hct.

One hour after administrations of inhaled salbutamol and placebo, runners started the half
marathon race. The subjects were instructed to maintain their typical exercise intensity and was allowed
to drink ad libitum during race. Heart rate (HR) was recorded at the end of the race using a heat rate
monitor (Polar® FT1, Kempele, Finland). Before (pre) and after (post) race, we measured the ambient
temperature, the relative humidity, the air movement and the solar radiation to calculate the WBGT Index
(Instrutemp®, Sdo Paulo, Brazil). We considered a WBGT 25.7 ° C to be a high heat stress environment
(Armstrong et al. 2007). Likewise, body temperature was measured using a tympanic thermometer

(GeniusTM 2®, Minnesota, USA). The tympanic temperature values were used to calculate an equivalent
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rectal temperature (ERT) (Cathcart et al. 2011). In addition, in the same moments of HR measured, were
recorded the subjective perception of effort (SPE) (Borg 1982). The amount of fluid replacement during
race was given by runners at the end of the race. Finally, immediately after race, new blood evaluations,

cognitive-motor performance and hydration status tests were performed.

Statistical Analysis

All values are expressed as mean = SEM. After testing for normality (Shapiro-Wilk), the
changes in the variables (pre and post race) were analyzed using a paired and unpaired Student's t-test.
When the sample showed a non-normal distribution, nonparametric test correspondents were used. For all

of the measurement differences, P < 0.05 was considered to be statistically significant.

Results

We used a half marathon race conducted in the heat to evaluate the acute effects of inhaled
salbutamol on ammonemia and cognitive-motor performance. Environmental conditions were under high
thermal stress in the pre (WBGT, 27.5 °C) and post (WBGT, 30.9 °C) race. There were no adverse events
reported. The runners finished the race in ~ 2 h and reached similar intensity (SEX, HR: 147.0 £ 2.8
beats/min and PEX, HR: 141.6 + 5.0 beats/min; SEX, SPE: 14.8 + 0.9 and PEX, SPE: 14.9 + 1.4) and
fluid replacement (~ 450 mL) at the end of the race. Furthermore, the ketonuria analysis revealed that
runners were not in ketosis before the race.

The ERT values increased above baseline levels in response to the similar high heat stress
exercise conditions in both groups, but there was no difference between the groups. There were no
differences in the A% PV and A% BM between the groups, but runners were dehydrated at the end of the
race. In addition, urine color and USG values were elevated prior to the start of the race and also showed
that the runners were dehydrated to a degree that was classified between minimal and significant (Table
1).

To investigate the effect of inhaled salbutamol on metabolism, we measured the concentration of
urea, urate (serum) and ammonia (plasma). Ammonia in the blood increased after race in response to the
similar high heat stress exercise conditions in both groups, but there were not significantly different
between the groups. Furthermore, to discriminate the ammonia produced by amino acid deamination from
that produced by AMP deamination, we measured blood urea and urate concentrations. Blood urea and
urate concentrations increased above baseline levels after race in both groups, but there were no
differences between the groups (Table 2).

To understand the role of inhaled salbutamol in gluconeogenesis, we measured blood glucose
concentrations during half marathon race. No significant difference in blood glucose concentrations was
found after race and/or between the groups. In addition, we evaluated the blood lactate concentrations, an
indicator of consistent glucose metabolism during exercise. No difference in blood lactate concentrations
was observed between the groups. However, there was a significant increase after race in both groups.
Here, our assumption that the race generated a similar intensity in the two studied groups was confirmed
by measuring the blood lactate concentration after race. We also measured blood creatinine to evaluate
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renal function in response to race in the heat. There were no differences between the groups, but blood
creatinine increased above baseline levels after race in both groups (Table 2).

We also evaluated enzyme biomarkers of muscle damage response to inhaled salbutamol after
prolonged exercise in the heat. Both groups showed an early significant increase in blood CK and AST
after race compared with the baseline values, but no significant difference was found between groups. On
the other hand, blood LDH showed an early significant increase after race in the SEX group, but not in
the PEX group. However, when measured by the percentage change, we observed similar increase
between groups (SEX, ~ 30 % and PEX, ~ 20 %). No significant difference in blood ALT was found after
race and/or between the groups (Table 3).

The half marathon race in the heat was employed to induce hyperammonemia in both groups and
to evaluate the cognitive-motor performance. We were not able to measure any significant difference in
the groups’ cognitive-motor performance. No significant differences in the finger-to-nose test, simple
reaction time or immediate memory were found before and/or after the half marathon race (data not

shown).

Table 1. Body temperature and hydration markers in the SEX and PEX groups before (pre) and after

(post) race.

Pre post
SEX PEX SEX PEX
ERT (°C) 37.0+0.2 37.2+0.2 37.6+0.1* 37.8+0.1*
A% PV - - -9.2+25 -108+14
A% BM - - -1.84+£0.77 -2.48 £ 0.65
Urine color 4.7+04 4.8+0.6 6.2+£04 54+0.9
USG 1020.7+25 1019.2+1.7 1022.1+2.1 1019.5+26

Values are expressed as mean + SEM. ERT: equivalent rectal temperature. A% BM: body mass change
percentual. A% PV: plasma volume loss estimate. USG: urine specific gravity. * Significant changes

between pre and post race, within the groups (P < 0.05).

Table 2. Biochemical parameters in the SEX and PEX groups before (pre) and after (post) race.

Pre post
SEX PEX SEX PEX

Ammonia (umol/L) 35.60 +6.41 54.21 +8.24 114.49 + 6.42* 111.92 + 6.45*
Urea (mmol/L) 4.05+0.38 3.89+0.34 4,97 £0.41* 5.42 +0.37*
Urato (umol/L) 288.90 + 27.31 275.83+3455 354.33+30.26* 344,98 + 25.43*
Creatinine (mmol/L) 80.54 £5.19 78.58 £6.32 118.85+8.85* 118.86 + 11.79*
Glucose (mmol/L) 4.53+£0.25 4.80+£0.26 4.82+£0.37 5.61+0.74
Lactate (mmol/L) 2.33+£0.32 2.53+0.26 4.74 +0.48* 5.20£0.73*

Values are expressed as mean + SEM. * Significant changes between pre and post race, within the groups
(P < 0.05).
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Table 3. Enzyme biomarkers of muscle damage in the SEX and PEX groups before (pre) and after (post)

race.
Pre post
SEX PEX SEX PEX
CK pkat/L 2.59£0.32 3.13+0.46 3.88 £ 0.26* 4.52 +0.69*
LDH pkat/L 5.09+1.24 5.94+1.32 6.69 + 1.65* 7.12+1.56
AST pkat/L 0.42 £0.07 0.42 +0.05 0.55+ 0.06* 0.57 +0.03*
ALT pkat/L 0.30£0.07 0.27 £ 0.05 0.34+0.07 0.32+0.03

Values are expressed as mean £ SEM. * Significant changes between pre and post race, within the groups
(P <0.05).

Discussion

The aim of this study was to evaluate the acute effects of inhaled salbutamol on ammonia
metabolism and cognitive-motor performance after prolonged exercise under high heat stress conditions.
Here we showed that inhalation salbutamol does not affect the increase in ammonemia caused by
prolonged exercise in the heat. Furthermore, we were not able to measure any significant inhaled
salbutamol-induced difference in the runners’ cognitive-motor performance under these conditions.

It has been suggested that hyperammonemia promotes neurological alterations, including
impairment in cognitive-motor functions, such as in patients with clinical hepatic encephalopathy (Felipo
2013). Ammonemia accumulation during exercise leads to impairment activities of neurotransmitters, that
are involved in cognitive-motor disturbances (Monfort et al. 2009; Bassini and Cameron 2014).
Therefore, it is also possible that exercise-induced hyperammonemia can also affect cognitive-motor
performance (Nybo 2010; Banister and Cameron, 1990).

It is known that environmental heat stress causes severe metabolic disorders during exercise,
including hyperammonemia (Nybo 2010). In the present study, we used a prolonged exercise in the heat
to decrease the availability of glycogen and to increase both amino acid catabolism and AMP
deamination, leading to the release of more ammonia into the bloodstream (Czarnowski et al. 1995;
Linnane et al. 2004; Wilkinson et al. 2010).

Previous studies have shown that elevated blood ammonia, urea and urate concentrations can be
reduced through the use of amino acids or carbohydrate supplementation during exercise under
thermoneutral conditions (Carvalho-peixoto et al. 2007; Prado et al. 2011). However, only one study has
explored the acute effect of inhalation salbutamol on ammonemia during exercise, under same
environmental conditions (Matthys et al. 1998). The authors demonstrated that blood glucose
concentration was maintained and blood lactate concentration was slightly but significantly higher after
inhaled salbutamol during exercise, suggesting higher carbohydrate availability. Therefore, (Matthys et al.
1998) demonstrated that inhaled salbutamol (400 pg) decreased blood ammonia concentrations during
submaximal exercise and conclude that exercise-induced ammonemia is regulated by beta type 2 receptor.
In the present study (similar inhaled salbutamol, 400 pg), we were not able to measure any significant
inhaled salbutamol-induced difference in the groups’ metabolic changes. Although blood ammonia, urea,
urate and lactate concentrations, but not in glycemia, increased in response to prolonged exercise in the
heat in both groups, no significant differences were found between the groups.
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Our results are in agreement with (Goubault et al. 2001) that demonstrated no significant
enhancement of metabolism (glucose and lactate) in highly trained nonasthmatic cyclists, with different
doses of inhaled salbutamol (200 pg or 800 pg). (Dickinson et al. 2014a) demonstrated that there was no
significant difference in blood lactate concentrations following the inhalation of up to 1600 pug of
salbutamol in nonasthmatic athletes in temperate (18°C) and hot (30°C) environments, both with 40%
relative humidity. On the other hand, after oral salbutamol (12 mg/day for 3 wk) treatment, blood urea
concentrations were significantly decreased during resting and exercise (Collomp et al. 2000a). It could
be suggested that the lower blood urea concentrations, after oral salbutamol, might reflect an eventual
reduction in ammonemia. It is necessary to verify in further studies with oral salbutamol treatment.

It is difficult to explain the contradictory result obtained, but it appears that the most probable
explanation is the lack of significant systemic bioavailability (such as increases glucose availability via
muscle and liver gluconeogenesis) and therapeutic inhalation of B2-agonist (such as 400 pg) has only a
local respiratory effect (Collomp et al. 2010). It is appears that inhalation salbutamol is associated with a
more marked local effect on pulmonary B2-adrenoceptors than on peripheral skeletal muscle
adrenoceptors (Clarkson and Thompson 1997; Sanchez et al. 2012).

It is also known that strenuous exercise can result in increases in oxidative stress, which leads to
muscle damage as evidenced by the release of biomarkers (such as CK, LDH, AST and ALT) (Chevion et
al. 2003; Brancaccio et al. 2008; Davuluri et al. 2016). The elevation of these enzyme biomarkers of
muscle damage is generally observed when measured hours or days after exercise (Pettersson et al. 2008).
However, the results of the present study showed that CK and AST were higher in both groups
immediately following race. (Bessa et al. 2008), also demonstrated changes in injury biomarkers
immediately after a high-intensity ultraendurance cycling. Althought the most probable explanation could
be due to the prolonged exercise in the heat, (Nybo et al. 2013) demonstrated that markers of muscle
damage were elevated immediately after a soccer match under high heat stress as well as under
thermoneutral conditions. In addition, there is few information available, or it appears to be a rare
phenomenon, concerning the influence of inhaled salbutamol on CK (Craig et al. 1996).

In our study, we did not identify changes in the tested cognitive-motor performance. (Goubault
et al. 2001) also demonstrated no significant enhancement of psychomotor performance (such as simple
reaction test). In this way, the results of the present experiment are consistent with a physical performance
perspective. It was suggested that an acute dose of up to 4000 pg of inhaled salbutamol does not improve
cycling time to exhaustion or oxygen kinetics (Elers et al. 2012). In addition, (Dickinson et al. 2014b)
demonstrated that chronic daily accumulated doses of 1600 pg does not improve endurance, or strength
and power performances. In contrast to inhaled B2-agonists, oral administration of salbutamol seems to be
able to improve the muscle strength and the endurance performance. There appears to be no justification

to prohibit inhaled B2-agonists from the point of view of the ergogenic effects (Kindermann 2007).

Conclusions
To our knowledge, this study is the first investigation to evaluate the acute effect of inhalation
salbutamol on ammonia metabolism and cognitive-motor performance after prolonged exercise under

high heat stress conditions. Our data suggest that inhaled salbutamol does not result in decreased



48

ammonemia after prolonged exercise. Furthermore, no affects were observed in cognitive-motor

performance because of inhalation salbutamol under high heat stress conditions.
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3. APENDICES
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

(Em duas vias, firmado por cada participante-voluntario(a) da pesquisa e pelo
responsavel)

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe
apds consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos ou grupos que
por si e/ou por seus representantes legais manifestem a sua anuéncia a
participacdo na pesquisa.” (Resolucdo. n° 196/96-1V, do Conselho Nacional de
Saude)

Eu,

____tendo sido convidado(a) a participar como voluntario(a) do estudo
AVALIA(;AO E INTERVEN(;AO NUTRICIONAL-METABOLICA EM
ATLETAS ALAGOANOS DE DIFERENTES MODALIDADES ESPORTIVAS,
recebi do(a) Sr.(a) PROFESSOR DOUTOR EDUARDO SEIXAS PRADO, do
DEPARTAMENTO DE EDUCA(}AO FISICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE ALAGOAS, responsavel por sua execucéo, as seguintes informagdes que me
fizeram entender sem dificuldades e sem davidas 0s seguintes aspectos:

* Que o estudo se destina a obter dados experimentais para avaliacdo do
desempenho, da cognicao, do metabolismo e da atividade cardiaca de atletas
alagoanos de diferentes modalidades esportivas, através de procedimentos
nutricionais e metabdlicos, supervisionada por profissionais capacitados.

* Que a importancia deste estudo € demonstrar sua contribui¢do social, no sentido
de melhorar o desempenho na pratica esportiva de atletas locais, esclarecendo seu
estado nutricional e metabdlico e ao mesmo tempo, oferecendo oportunidade para
uma melhor orientacdo em como se alimentar e hidratar, no sentido dos atletas se
cuidarem mais eficientemente, beneficiando seu desempenho.

* Que os resultados que se desejam alcancar sdo 0s seguintes: espera-se que haja
uma melhora do desempenho fisico, do metabolismo (devido a reducdo da
amonemia), do estado cognitivo e da resposta cardiaca, tanto em temperatura
ambiente quanto no calor, com o uso de algumas substancias e/ou procedimentos.

* Que esse estudo seja realizado em uma prova de meia maratona
(aproximadamente 21 km)

* Que o estudo sera feito da seguinte maneira: vinte e oito corredores realizardo
um experimento durante a meia maratona para verificar seu efeito agudo no
desempenho fisico, no estado cognitivo, nas alteracdes cardiacas e no metabolismo.
Para tal, alguns atletas serdo divididos e trés grupos: dois experimentais (atletas que
receberdo uma substancia ou sofrerd acdo de um procedimento fisiol6gico) e
controle (atletas que ndo vao ingerir substancias ou sofrer acdo de um
procedimentos fisioldgicos). Os grupos serdo constituidos a partir de aspectos do
modelo experimental adotado, como: simulagédo de exercicio fisico especifico da
modalidade esportiva; esquemas alimentares; uso de substancias; e condi¢des de
temperatura diferenciadas. Sangue sera obtido no experimento. Frequéncia Cardiaca
(FC), Percepcdo Subjetiva de Esforco (PSE), testes cognitivos (coordenacdo motora
e tempo de reacdo) e tempo de exaustdo, também serdo obtidos.

* Que eu participarei de todas as etapas da meia maratona.
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* Que os incomodos que poderei sentir com a minha participacdo séo 0s seguintes:
talvez, algum desconforto possa ocorrer nos atletas na execugao da coleta sanguinea
(que sera feita na veia, com material esterilizado e descartavel) e na realizacdo de
exercicios fisicos no calor. Caso isto ocorra, 0 voluntério serd assistido por
profissional competente e os pesquisadores no mesmo local, podendo desistir do
estudo. A coleta de sangue podera resultar em um pequeno hematoma no local
(mancha roxa e dolorosa), contudo todos os cuidados serdo tomados para que isto
ndo ocorra.

* Que 0s possiveis riscos a minha saude fisica e mental so: este estudo ndo
apresenta riscos, de nenhuma natureza, para os envolvidos (voluntarios e
pesquisadores), seja como consequéncia imediata ou tardia da participacdo na
pesquisa.

* Que deverei contar com a seguinte assisténcia: de todos os pesquisadores, sendo
responsavel(is) por ela: Professor Eduardo Seixas Prado, residente na Rua José
Soares Sobrinho, 136, JatiGica, Maceid, AL, tel: 9105-5301.

* Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que
ndo diretamente s&o: receber melhor orientagéo nutricional para melhor desempenho
fisico.

* Que a minha participagdo serd acompanhada do seguinte modo: havera
acompanhamento integral de alunos, pesquisadores e colaboradores capacitados no
momento do experimento.

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

* Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo
e, também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga
qualquer penalidade ou prejuizo.

* Que as informacBes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a
divulgacdo das mencionadas informacdes so serd feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

* Que eu ndo terei despesas com a minha participacdo nesse estudo.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado
sobre a minha participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus
direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha
participacdo implicam, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

Endereco do(a) participante-voluntario(a)
Domicilio: (rua, praca, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a).
Domicilio: (rua, praca, conjunto)
Bloco: /N°: /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:
Ponto de referéncia:
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Endereco dos(as) responsavel(is) pela pesquisa (OBRIGATORIO):
Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

Endereco: CAMPUS A.C. SIMOES; AV. LOURIVAL MELO MOTA, S/N
Bloco: /N°: /Complemento: DEPARTAMENTO DE EDUCACAO FISICA
Bairro: /CEP/Cidade: TABULEIRO DO MARTINS; 57.072-970; MACEIO.
Telefones p/contato: 9105-5301

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacédo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:

Prédio da Reitoria, sala do C.O.C., Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria
Telefone: 3214-1041

Maceio,

(Assinatura ou impressdo datiloscopica | Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis)

d(o,a) voluntéari(o,a) ou resposavel legal pelo estudo (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)

APENDICE B — INQUERITO DIETETICO RECORDATORIO DE 24 HORAS
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4. ANEXOS
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ANEXO A —COMITE DE ETICA DE PESQUISA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE ALAGOAS

!

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceié — AL, 15/08/2012

| Senhor(a) Pesquisador(a), Eduardo Seixas Prado, Emiliano de Oliveira Barreto,
Divanise Suruagy Correia, Sandra Mary Lima Vasconcelos,
Bruna Merten Padilha, Catherine Cavalcanti Padilha,
Jamille Nunes de Souza Ferro, Rafael Vital dos Santos,
Cibelle Rodrigues Calheiros, Rafaela Carvalho Pereira Lima,
Saulo Rodrigues Alves e Silva Camerino.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em 14/08/2012 e com base no parecer emitido
pelo (a) relator (a) do processo n° 017640/2011-61 sob o titulo, AVALIAGAO E
INTERVENGAO NUTRICIONAL-METABOLICA EM ATLETAS ALAGOANOS DE
DIFERENTES MODALIDADES ESPORTIVAS, vem por meio deste instrumento comunicar a |
renovagéo do processo supra citado, com base no item VII1.13, b, da Resolugéo n°® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
| alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
grave ocorrido (mesmo que- tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua justificativa.
Em caso de projeto do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o (a)
pesquisador (a) ou patrocinador(a) deve envia-los & mesma junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item IV. 2.e).

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Resolugédo CNS 196/96.

. Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a disposicao
dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos e exigéncias

contidas nas Resolugdes supra-referidas. &

. Esta aprovagdo néo é valida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa
acuma referido.

) A(eas teméticas especiais

Valido até: Agosto de 2016 : ~ A& L 4 s
/ A LA

Etica em Pesquisa -UFAL
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ANEXO B — REGISTRO FOTOGRAFICO DE UTENSILIOS




