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RESUMO

A estratégia de suplementacdo de bicarbonato de s6dio possui um corpo robusto de
evidéncias cientificas que demonstram seu efeito ergogénico na melhora da capacidade
de exercicio e rendimento. Isso é explicado pelo fato de que a ingestdo oral de bicarbonato
de sodio provoca um aumento nas concentragdes de bicarbonato sanguineas e exerce um
efeito de tamponamento extracelular durante o exercicio fisico, devido ao aumento do
efluxo de ions de hidrogénio (H*) de fora do musculo para a 0 sangue, onde consegue ser
tamponado pelo bicarbonato e consequentemente reduzindo a acidose muscular. O
objetivo desse estudo foi avaliar as alteracbes da atividade de transportadores
relacionados a esse efluxo de H* (MCT1 e MCT4) gerado pela suplementacdo aguda de
bicarbonato de sédio e o subsequente efeito no rendimento esportivo. Para isso
participaram 12 homens saudaveis (idade 24 anos + 2; altura 1,78m % 0,05 e peso corporal
84,9 kg + 13,5), que ao laboratorio em duas familiarizacdes e duas visitas principais
distintas para um estudo duplo-cego, controlado por placebo, randomizado. Os
participantes foram suplementados com dose aguda de 0,3g/kg de bicarbonato de sédio
ou placebo (Farmécia Analitica, Brasil) em capsulas gelatinosas opacas. Uma hora antes
da suplementacéo foi coletada amostra sanguinea para subsequente analise na gasometria
e foi realizada a primeira bidpsia muscular. A segunda bidpsia muscular foi realizada 90
minutos pds suplementacdo e antes do aquecimento para o teste fisico juntamente com
novas coletas sanguineas. Por fim, imediatamente apods o teste foi realizado a terceira
bidpsia muscular e novas coletas sanguineas. Nos momentos antes da suplementacéao e
90 minutos apo6s, foi aplicado um questionario para avaliagdo dos efeitos colaterais
associados a suplementacdo de bicarbonato de sddio. Os resultados desse estudo mostram
que a suplementagdo de bicarbonato de sodio ndo foi capaz de melhorar o desempenho

esportivo no teste de 1-km contrarrelégico comparado ao grupo placebo, inclusive
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reduzindo o desempenho esportivo (P = 0.90). A suplementacéo de bicarbonato de sédio
promoveu uma alcalose pré-exercicio (P = 0.0001), mas isso, ndo foi associado a melhora
do rendimento esportivo. As analises subsequentes mostraram nenhuma diferenca na
frequéncia cardiaca média (P=0.44), frequéncia cardiaca maxima (P=0.11), percepc¢ao
subjetiva de esforco (P=0.133), expressdo génica do MCT1 (P=0.7009) e MCT4
(P=0.9939) e capacidade tamponante muscular (P=0.9943) entre o grupo bicarbonato de
sodio e placebo. Em concluséo, a suplementacao de bicarbonato de sdédio promoveu uma
alcalose pré exercicio, mas isso ndo foi associado a melhoras no rendimento esportivo e

mudancas fisioldgicas e moleculares que justifiqguem seu efeito ergogénico.

Palavras-chave: bicarbonato de sodio; suplementacdo; ions de hidrogénio;

performance
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ABSTRACT

The sodium bicarbonate supplementation has strong scientific evidence that show its
ergogenic effect in improving exercise capacity and performance. This is explained by
the fact that oral ingestion of sodium bicarbonate causes an increase in blood bicarbonate
concentrations and exerts an extracellular buffering effect during physical exercise, due
to increased efflux of hydrogen ions (H*) from the muscle to the blood, where it can be
buffered by bicarbonate and consequently reducing muscle acidosis. The aim of this study
was to evaluate the changes in the activity of transporters related to this efflux of H*
(MCT1 and MCT4) generated by acute sodium bicarbonate supplementation and the
subsequent effect on sports performance. For this, 12 healthy men (age 24 years + 2;
height 1.78m £ 0.05 and body weight 84.9 kg + 13.5) participated, who went to the
laboratory in two familiarizations and two separate main visits for a double blinded,
placebo-controlled, randomized study. Participants were supplemented with an acute
dose of 0.3 g/kg of sodium bicarbonate or placebo (Farmacia Analitica, Brazil) in opaque
gelatin capsules. One hour before supplementation, a blood sample was collected for
subsequent analysis in blood gases and the first muscle biopsy was performed. The second
muscle biopsy was performed 90 minutes after supplementation and before warming up
for the physical test together with new blood collections. Finally, immediately after the
test, a third muscle biopsy and new blood collections were performed. In the moments
before supplementation and 90 minutes after, a questionnaire was applied to assess the
side effects associated with sodium bicarbonate supplementation. The results of this study
show that sodium bicarbonate supplementation was not able to improve sports
performance in the 1-km time trial compared to the placebo group, including reducing
sports performance (P = 0.90). Sodium bicarbonate supplementation promoted a pre-

exercise alkalosis (P = 0.0001), but this was not associated with improved sports
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performance. Subsequent analyzes showed no difference in mean heart rate (P=0.44),
maximum heart rate (P=0.11), subjective perceived exertion (P=0.133), gene expression
of MCT1 (P=0.7009) and MCT4 (P=0.9939) and muscle buffering capacity (P=0.9943)
between the sodium bicarbonate and placebo groups. In conclusion, sodium bicarbonate
supplementation promoted a pre-exercise alkalosis, but this was not associated with
improvements in sports performance and physiological and molecular changes that justify

its ergogenic effect.

Keywords: sodium bicarbonate; supplementation; hydrogen ions; performance
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Nao durma antes de sonhar
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1 INTRODUCAO

O bicarbonato de sodio € um agente tampé&o que foi pesquisado durante a maior parte
de um século (Dennig et al., 1931) e é considerado um auxiliar ergogénico eficaz capaz
de melhorar o desempenho do exercicio devido ao seu efeito sobre a homeostase do pH
muscular. A suplementacdo aguda aumenta os niveis circulantes de bicarbonato,
aumentando posteriormente a taxa de efluxo de ions de hidrogénio (H*) fora do musculo
(Mainwood and Worsley-Brown, 1975), facilitada pelo co-transporte de H* e lactato por
transportadores de monocarboxilato (MCTs) (Bonen et al., 2000, Bonen, 2001). A
suplementacédo de bicarbonato de sodio pode levar a ganhos de exercicio limitados pela
acumulacdo de H* (por exemplo, durante o exercicio de alta intensidade), embora também

possa ter relevancia clinica (Navaneethan et al., 2009).

Os efeitos do bicarbonato de sédio no exercicio foram amplamente pesquisados,
indicando que uma dose de 0,3 g-kg*BM resulta em uma melhorias no desempenho do
exercicio (Carr et al., 2011). No entanto, a evidéncia permanece equivoca, ja que
numerosos estudos ndo relataram nenhum efeito sobre o exercicio teoricamente limitado
pela acidose muscular (Driller et al., 2013, Higgins et al., 2013, Horswill et al., 1988,
Katz et al., 1984, Linderman et al., 1992, Saunders et al., 2014). Fato €, que atualmente é
visto uma grande variabilidade nas respostas fisicas a suplementacdo de bicarbonato de
sodio. Estudos previos mostraram que a ingestdo de bicarbonato de sodio resultou em
alcalose antes do exercicio em todos os participantes em todas as sessées (Froio de Araujo
Dias et al., 2015). Porém, os parametros de sangue pré-exercicio ndo explicaram a falta
de um efeito ergogénico mostrado no estudo, uma vez que estes foram sempre

aumentados antes do exercicio, sugerindo que 0 mecanismo para uma capacidade de
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exercicio melhorada estava em vigor antes de cada exercicio. NOs especulamos que isso
pode ser devido a uma variabilidade na atividade da proteina transportadora de
monocarboxilato (MCT) ap6s suplementacdo de bicarbonato e a taxa em que H* é
removido da célula de trabalho. No entanto, nenhum estudo até 0 momento determinou
diretamente o efeito do aumento do bicarbonato circulante na atividade MCT apds

suplementacéo de bicarbonato de sodio.

De fato, nenhum estudo demonstrou a relacdo entre as concentracoes de H™ e lactato
muscular e sanguineo em resposta a suplementacdo de bicarbonato de s6dio, mesmo esse
sendo o principal mecanismo de acdo discutido na maioria dos artigos cientificos. Logo,
essa lacuna nas pesquisas que procuram explicar o mecanismo do efeito do bicarbonato
de sodio no exercicio fisico necessita ser preenchida, desde que a relagdo entre essa
investigacdo esta diretamente ligada com o principal mecanismo de acéo do bicarbonato
de sédio evidenciado até hoje, sendo esse, 0 aumento do efluxo de H* e lactato para fora

do musculo.

Embora a pesquisa sobre a suplementacéao de bicarbonato de sddio tenha ocorrido ha
varias décadas, permanecem algumas questdes-chave de mecanica quanto a sua eficicia
no desempenho do exercicio. Portanto, este estudo tem como objetivo colmatar essas
lacunas e investigar em um nivel individual e fisiologico por que alguns individuos podem

se beneficiar, ou ndo, da suplementacdo de bicarbonato de sodio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALTERACOES METABOLICAS DURANTE O EXERCICIO FiSICO

Alguns fatores fisiolégicos possuem comprovacao cientifica suficiente para estarem
associados ao processo de fadiga muscular durante o exercicio fisico. Dentre eles, vale
destacar a reducdo na concentragdo sanguinea de sédio, que pode ser independente ou
associada a desidratacdo (James et al., 2017). Vale salientar que a perda de peso a partir
de 2% do peso corporal em decorréncia da perda hidrica pode provocar alteracdes
associadas a redugéo do rendimento esportivo, incluindo a fadiga muscular (Nuccio et al.,
2017). Esse processo pode ser agravado em exercicios em ambientes mais quentes. Ainda
sobre isso, dois fatores envolvendo o mdusculo esquelético também podem estar
associados a fadiga muscular, um deles é a deplecdo de glicogénio muscular sem o
subsequente ajuste de carboidratos exdgenos (Jeukendrup, 2004). O contetdo de
fosfocreatina também exerce uma funcdo extremamente importante na atenuacdo da
fadiga muscular. A reducdo no contetido da fosfocreatina durante sessbes repetidas de
treino também favorece para esse fendbmeno (Burke and Hawley, 2018).

Além disso, a demanda para producdo de adenosina trifosfato (ATP) através da
predominéncia da via glicolitica anaerébia durante o exercicio fisico de alta intensidade
provoca a producao de alguns metabo6litos no musculo esquelético, como por exemplo, 0
lactato e o H™ (Gaitanos et al., 1993). O acimulo de H* é uma das principais hipdteses
evidenciada pela literatura cientifica para explicar a reducdo do pH intramuscular e
sanguineo, e consequentemente, aumentando a acidose muscular, fator que predispde a
fadiga. Além da reducédo do pH intramuscular, o que € um dos fatores mais discutidos, a
acidose muscular também esta associadas a reducéo da atividade de enzimas glicoliticas,
como por exemplo, a fosfofrutoquinase. Essas enzimas estdo direatmente relacionadas a

reducdo na producdo muscular de energia, além disso, estdo diretamente associadas a



21

reducdo do processo de contracdo muscular. Por fim, outro fator que a acidose promove
negativamente no rendimento esportivo € a reducdo do processo contratil do musculo
esquelético. Todos esses fatores em conjunto corroboram para o processo de fadiga
muscular, e consequentemente, interrompendo a realizacdo do exercicio em alta
intensidade (Fitts, 1994).

Contudo, o desequilibrio acido-base ocasionado por situacbes como o exercicio
fisico, supre a capacidade tamponante fisiologica do nosso organismo, sendo necessario
estratégias de suplementacdo para otimizar esse processo de tamponamento, e
consequentemente, provocando a manutencdo do balanco acido-base a fim de evitar o0s

efeitos negativos provocados por esse desequilibrio.

2.2 BALANCO ACIDO-BASE DO ORGANISMO

A regulacdo do equilibrio &cido-base € caracterizada pelo conjunto de agdes no
organismo para a manutenc¢do das concentragcdes de H* nos diferentes fluidos corporais.
Fato é que alteracdes nessas concentracfes geram alteracGes nas atividades bioldgicas das
células, por isso, se torna extremamente relevante para 0 organismo a manutencao e o
controle &cido-base. Essas alteracbes sdo explicadas principalmente pelo forte campo
elétrico ao redor do H*, o que Ihe compete uma caracteristica de grande reatividade, ou
seja, uma alta capacidade de reagir com outras moléculas seja quimicamente ou
eletricamente. Portanto, devido essa alta reatividade, pequenas alteracdes na concentracdo
desse préton pode alterar principalmente as funcdes terciarias e quarternarias de algumas
proteinas, e consequentemente, provocando mudancas nas suas alteracdes fisioldgicas

(Boron and Boulpaep, 2015).
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Pensando nisso, existem tampdes fisiologicos que corroboram para esse balango
acido-base do organismo. Basicamente, essas a¢cdes sdo moldadas por tamponanetes intra
e extracelular, que envolvem principalmente os rins e o pulmao. Em situacdo fisiologica,
ou seja, sem a insercdo do exercicio fisico, o organismo € submetido a uma carga de
aproximadamente 70 mmol/dia provenientes principalmente da alimentacdo. Essa carga
de acido fixo adicionada é tamponada principalmente pelo bicarbonato extracelular. Com
isso, 0 papel dos rins nessa manutencéo fisioldgica é extremamente necessario, tendo em
vista a reabsor¢do do bicarbonato filtrado e a producdo do novo bicarbonato séo

dependentes deste 6rgdo (Musa-Aziz, 2017).

2.3 TRANSPORTADORES MONOCARBOXILATO

Como introduzido anteriormente, durante o exercicio fisico, principalmente aqueles
com caracteristica de alta contribuicdo da via glicolitica anaerdbia, existe a producdo de
metabolitos em resposta a necessidade de producao de energia. Dois desses metabdlitos
produzidos sdo os ions de hidrogénio e lactato (Robergs et al., 2004). Esses metabdlitos
possuem a capacidade de serem transportados passivelmente pelo sarcolema, ou seja,
guando existe a necessidade de um transporte do musculo para o sangue ou vice-versa, €
necessaria a acdo de intermediadores, no caso, os transportadores monocarboxilatos
(MCTs) (Messonnier et al., 2007). Os transportadores monocarboxilatos sdo proteinas
que possuem a capacida de transportar ndo apenas o H* e o lactato, mas também, corpos
cetbnicos, cetoacidos e piruvito. Atualmente, existem diversas isoformas desses
transportadores, porém, associados ao musculo esquelético, as pricipais isoformas sdo o
MCT1 e MCTA4.

Algumas caracteristicas diferem essas duas isoformas. O MCTL1 é encontrado

principalmente em fibras musculares oxidativas, também chamadas de fibras do tipo 1.
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Enquanto o MCT4 é encontrado principalmente nas fibras do tipo 2, com caracteristicas
glicoliticas. Ambos transportadores realizam o efluxo de metabdlitos através das
membranas celulares em uma relacdo de 1:1 (Pilegaard et al., 1994).

A principal funcdo do MCT1 é captar o lactato que esta na corrente sanguinea para
ser transportado até o midcito, onde pode ser utilizado como substrato energético. O
MCT4 possui como principal caracteristica justamente o papel contrario. Visando a
atenuacdo da acidose muscular, ou seja, evitando o acimulo de H* dentro das células
musculares, ocorre principal acdo do MCT4, no qual transporta o lactato e 0 H* de dentro
do musculo para o a corrente sanguinea (Juel, 2001).

Existe algumas informac@es conflitantes na literatura cientifica no que diz a respeito
da influéncia do treinamento na expressdo desses transportadores. Parece que 0
treinamento aerdbio crénico a 75% do VO2max durante 9 semanas, pode aumentar a
expressdao do MCT1 em até 78%, porém, nao teve nenhum efeito sobre a expressao do
MCT4 (Dubouchaud et al., 2000). Por outro lado, o exercicio de forca provocou um
aumento nas expressdes do MCT4 nas células musculares em homens saudaveis (Juel et
al., 2004).

Fato é que quando o H' e lactato é transportado de dentro do musculo para a corrente
sanguinea via MCT4, grande parte do lactato € captado através do MCT1 pelos masculos
oxidativos, coracdo e hemacias (Bonen et al., 2000). Os ions de hidrogénio quando sédo
tranportados para a corrente sanguinea podem ser tamponados pelo bicarbonato
sanguinea, dando origem ao acido carb6nico e posteriormente sendo dissociado em agua
e dioxido de carbono (Robergs et al., 2004).

O mecanismo de acdo e 0 grau de transportes desses metabdlitos sdo altamente
associados a expressdo dos MCT1 e MCT4. Alguns estudos sugerem que o aumento da

concentragdo sanguinea de bicarbonato de sédio exerceria um acdo no aumento da
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expressdo e atividade desses transportadores, e consequentemente, melhoraria o
rendimento esportivo (Rothschild and Bishop, 2020). Porém, nenhum estudo até o
momento investigou o real efeito da suplementacdo de bicarbonato de sodio no
comportamento desses transportadores. Esse sera um dos principais pontos investigados
nesse estudo.

Polimorfismos nos genes que codificam os MCTs podem influenciar a expresséo
desses transportadores e a resposta de um individuo ao exercicio (Heibel et al., 2018). A
frequéncia do alelo T se difere entre atletas de diferentes modalidades, sugerindo que esse
polimorfismo tem uma influéncia importante no desempenho do exercicio (Ben-Zaken et
al., 2015, Sawczuk et al., 2015). O polimorfismo A1470T do gene que codifica MCT1
resulta na substituicdo de aminoacidos da proteina transportadora, 0 que pode ser
funcionalmente importante, visto que a modificacdo na estrutura pode prejudicar a
capacidade de transporte de Lac-/H* (Cupeiro et al., 2012). Individuos homozigotos TT
tem o transporte reduzido de lactato, e apesar das diferencas no efluxo de Lac-/H*, ndo
existe qualquer discrepancia com heterozigotos AT nos valores de VO2max e forca
méaxima (Pasqua et al., 2016). Embora existam variacdes genéticas do gene MCT4 (Lean
and Lee, 2012), nenhum estudo investigou a relevancia de quaisquer polimorfismos no
efluxo de Lac-/H* e seu efeito no desempenho do exercicio fisico. E mais do que provavel
que diferencas genotipicas no MCT4 possam levar a uma atividade alterada que pode
impactar o efluxo de Lac-/H*, afetando o desempenho do exercicio. Novos estudos tem
observado uma influéncia dos polimorfimos no préprio rendimento esportivo, como por
exemplo, um estudo publicado recentemente que investigou a influéncia do polimorfismo
no MCT1 em sprints repetidos. Para isso, vinte seis homens, jogadores de futebol italiano,

foram recrutados para avaliar as caracteristicas genéticas a partir da técnica de PCR. Os
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resultados mostraram que a carregadores do alelo A, estavam associados a menor tempo
nos sprints repetidos, impactando na performance esportiva (Massida et al., 2021).

Uma revisdo recente, deu mais énfase nesse assunto, discutindo os efeitos dos
polimorfismos no MCT1 no rendimento esportivo de testes de alta intensidade. Nessa
revisao foi discutido os efeitos moleculares do MCT1 no equilibrio acido-base durante o
exercicio, e principalmente o papel mediador do lactato produzido pelas células
musculares. Nesse estudo, 0s autores observaram que a presenca de polimorfimos no
MCT1 tem uma grande prevaléncia na Espanha comparado a outros paises do mundo.
Porém, os autores concluem que existe pouca evidéncia cientifica para uma associacao

entre o polimorfismo e a performance em testes wingate (Piscina-Vildez et al., 2021).

2.4 SUPLEMENTACAO DE BICARBONATO DE SODIO.

O sistema tampéao bicarbonato é o principal tamponante fisioldgico. Baseado nisso,
diversos estudos evidenciaram efeitos positivos da suplementacdo de bicarbonato de
sodio sobre 0 tamponamento sanguineo e a subsequente melhora do rendimento esportivo
principalmente em exercicios de 60 segundos a 5 minutos em alta intensidade (Horswill,
1995).

A melhora no desempenho esportivo em resposta a suplementacao de bicarbonato de
sodio acontece principalmente pelo seguinte mecanismo: ap6s a ingestdo oral de
bicarbonato de sddio, 0 mesmo se dissocia no estdbmago em sdédio e bicarbonato. O
bicarbonato, por si, ¢ absorvido ao longo do jejuno, e posteriormente, tem sua
concentracdo aumentada na corrente sanguinea, em proporcdo relativa a dose
suplementada (Siegler et al., 2016).

Sabido que o exercicio fisico de alta intensidade é capaz de produzir

exarcebadamente lactato e H*, o aumento das concentra¢fes sanguineas de bicarbonato
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parece facilitar o efluxo de lactato e H™ de dentro do musculo para o sangue, através da
acao de transportadores monocarboxilato (MCTSs), sendo assim, evitando o acimulo de
H* intramuscular, atenuando a acidose muscular, ou seja, o pH do musculo reduz mais
lentamente, atardando as alteracGes metabdlicas e sintomas de esforco que contribui para
a fadiga muscular. Um estudo tradicional investigou justamente o mecanismo de acéo da
suplementacdo de bicarbonato de sodio sobre os valores de pH muscular, mensurado
através da realizacdo de biopsia muscular. Apds submeterem os voluntarios a um teste
fisico de alta intensidade no cicloergdmetro, foi visto que o pH muscular apos a fadiga
era maior no grupo suplementado em comparacdo ao grupo placebo, 6.81 e 6.73
respectivamente (Costill et al., 1984). Além disso, a suplementacdo de bicarbonato de
sodio é capaz de provocar outras mudancas no metabolismo muscular durante o exercicio
fisico, como por exemplo, 0 aumento da capacidade do musculo de produzir lactato, o
que esta associado a maior capacidade do musculo de produzir ATP em exercicios na
qual a via glicolitica anaerobia é predominante (Bouissou et al., 1988). Fato esse, que
refuta a hipotese da producdo de lactato ser um fator causal para a fadiga muscular,
enguanto pesquisas atuais demonstram que isso esta associado ao rendimento esportivo
(Hall et al., 2016).

Além das alteracbes musculares, a suplementacdo de bicarbonato de sddio também
provoca mudancas a nivel sanguineo. Diversos estudos mostram que apds a ingestéo oral
de bicarbonato de sodio, ocorre um aumento nos valores de pH e bicarbonato sanguineo
(Jones et al., 2016). No &mbito esportivo, essa mudanga no comportamento dos valores
de pH e bicarbonato estdo associados a melhora do desempenho esportivo, tendo em vista
que, individuos submetidos ao esforco fisico, performam melhor quando h& uma

amenizacdo na queda do pH sanguineo e quando os individuos iniciam o exercicio com
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valores mais altos de bicarbonato na concentracdo, comportamentos esses que Sdo
observados ap0s a ingestdo oral de bicarbonato de sddio (McNaughton et al., 2008).

O protocolo de suplementacdo de bicarbonato de sddio ja é amplamente investigado
e possui um padréo estabelecido pela literatura. Embora, o0 modelo cronico estabelecido
por Lars McNaughton e colaboradores (1999) através da ingestdo de 500 mg/kg por dia,
fracionados ao longo do dia em doses menores, por um periodo minimo de 5 dias forneca
efeitos tamponantes por até dois dias ap6s o fim da suplementacdo, o modelo mais
utilizado é a suplementacéo aguda de uma Unica dose de aproximadamente 300 mg/kg. A
maioria dos estudos investigando efeitos da suplementacdo de bicarbonato de sodio
utiliza esse protocolo agudo em um periodo de 90 a 120 minutos que antecedem o teste
fisico (Carr et al., 2011). Fato é que atualmente é encontrado uma grande variacdo nas
respostas individuais a suplementacdo de bicarbonato de sdédio como estratégia
ergogeénica, ou seja, estratégia visando melhora no desempenho esportivo (Jones et al.,
2016). Uma vez que os estudos historicamente empregaram protocolos padronizados em
que a ingestdo ocorre em um tempo pré-determinado antes do exercicio, € improvavel
que todos os individuos realizem exercicios no momento correspondente ao bicarbonato
circulante pico. Um recente estudo avaliou as respostas individuais de homens saudaveis
até 4 horas apdés a ingestao de 300 mg/kg de bicarbonato de s6dio e mostrou que o que se
acreditava anteriormente, que existiria um pico de concentracdo sanguinea de bicarbonato
apos 90 a 120 minutos apos a ingestdo, porém, foi observado que existe pouca variacdo
entre 90 minutos até 240 minutos (de Oliveira et al., 2020). No entanto, nenhum estudo
até o momento determinou se a magnitude na mudanca no bicarbonato de sangue e no pH
esta relacionada a magnitude da mudanga no desempenho do exercicio. Os resultados
desse estudo fornecerdo informacGes sobre a relagéo entre os aumentos no bicarbonato

com suplementacdo SB e seu impacto direto no desempenho subseqiiente do exercicio.
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Contudo, ainda com essas descobertas, a suplementacdo de bicarbonato de sodio
possui uma pequena aplicabilidade clinica devido a prevaléncia de efeitos colaterais,
sendo os mais relatados: desconfortos gastrointestinais, nauseas, vomitos, dores de cabeca
e sensacao de mal estar. Atualmente, algumas pesquisas sdo direcionadas para estratégias
que visam atenuar os efeitos adversos da suplementacéo de bicarbonato de sédio enquanto
mantém suas propriedades ergogénicas. Sem duvidas, essa € uma linha de pesquisa com
grandes perspectivas e mais estudos nessa tematica sdo necessarios para garantir a

efetividade dessas estratégias estudadas.

2.5 SUPLEMENTAGAO DE BICARBONATO DE SODIO NO EXERCICIO FiSICO

Tendo em vista os efeitos adversos da acidose muscular no exercicio fisico, a
suplementacédo de bicarbonato de so6dio tem sido amplamente investigada devido ao seu
possivel efeito ergogénico.

Os efeitos do bicarbonato de sddio no exercicio foram pesquisados com dados meta-
analiticos, indicando que uma dose de 0,3 g-kg™BM resulta em uma melhoria de 1,7 +
2,0% no desempenho do exercicio (Carr et al., 2011). No entanto, a evidéncia permanece
equivoca, ja que como relatado na introducdo, numerosos estudos nao relataram nenhum
efeito sobre o exercicio teoricamente limitado pela acidose muscular. No entanto, é
apenas uma evidéncia recente e emergente que estd nos ajudando a entender os
mecanismos contribuintes para essa variabilidade. A relacdo entre a dose e 0 grau de
alcalose do sangue apés a ingestdo de bicarbonato de sodio tem sido sugerida para os
resultados apresentados (Matson and Tran, 1993) e a grande variabilidade no pH do
sangue e as respostas de bicarbonato a suplementacdo podem ter contribuido para uma
grande variacdo nas respostas. Recentemente, dados apresentados pelo nosso grupo de

pesquisa demonstrou uma grande variabilidade interindividual no bicarbonato de sangue
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horéario apés a ingestao de bicarbonato de sédio que variou de 75 a 180 minutos (Jones et
al., 2016).

Estudos prévios mostraram que a ingestdo de bicarbonato de sodio resultou em
alcalose antes do exercicio em todos os participantes em todas as sessdes (Froio de Araujo
Dias et al., 2015). Porém, os parametros de sangue pré-exercicio ndo explicaram a falta
de um efeito ergogénico mostrado no estudo, uma vez que estes foram sempre
aumentados antes do exercicio, sugerindo que o mecanismo para uma capacidade de
exercicio melhorada estava em vigor antes de cada exercicio. Uma vez que 0s aumentos
absolutos no pH do sangue, o excesso de bicarbonato e de base antes do exercicio foram
extremamente semelhantes entre todos os ensaios de bicarbonato de sédio, pode ser,
portanto, que um individuo nem sempre possa usar plenamente essa alcalose de sangue e
capacidade de tamponameto melhorada. N&s especulamos que isso pode ser devido a uma
variabilidade na atividade da proteina transportadora de monocarboxilato (MCT) apés
suplementacdo de bicarbonato de sédio e a taxa em que H* é removido da célula de
trabalho.

A hipotese da relacdo entre 0s aumentos na circulacao sanguinea de bicarbonato com
0s MCTs até hoje sustentam a explicacdo de resultados positivos no exercicio fisico em
resposta a suplementacdo de bicarbonato de sodio (Lancha Junior et al., 2015). Porém,
até a presente data, ndo ha nenhum estudo que investigou o real efeito do bicarbonato no
comportamento dos MCTSs.

Tendo em vista essa varia¢do nas respostas a suplementagéo de bicarbonato de sédio,
uma recente revisao da literatura buscou discutir fatores que poderiam estar associado a
essas diferencas nos resultados. Dentre os principais pardmetros discutidos, foi destacado
a necessidade de uma dose suplementada de bicarbonato de sodio suficiente para

aumentar aproximadamente 6 mmol/L nas concentracdes sanguineas, para que entre em
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uma zona de grande probabilidade de efeito ergogénico. Embora estudos recentemes
refutam a hipotese de que o pico de bicarbonato na corrente sanguinea acontece de 90 até
120 minutos apos a ingestao, o tempo de suplementacdo, parece ser um fator que pode
influenciar na resposta, principalmente, se a suplementacdo anteceder os 90 minutos do
inicio do exercicio fisico. Além disso, outros fatores individuais, como por exemplo,
estado de treinamento, modalidade esportiva e prevaléncia de efeitos colaterais podem
estar associados a resposta da suplementacdo de bicarbonato de sodio. Por fim,
peculiaridades genéticas, principalmente em genes associados aos MCTSs, pode ser um
dos principais fatores que explicam a efetividade ou ndo da mesma dose de bicarbonato
suplementada para diferentes individuos (Heibel et al., 2018). Cada vez mais, estudos
buscam relacionar lacunas em relacdo aos MCTs com uma possivel associacao as resposta
esportivas da suplementacéo de bicarbonato de sédio.

Fato é que, ainda assim, existem comprovacdes cientificas da melhora no rendimento
esportivo através da suplementacao de bicarbonato de sédio, tanto que, o bicarbonato de
sodio é considerado nivel A de evidéncia cientifica em relacdo a sua efetividade e
seguranca (Maughan et al., 2018). Novamente, os efeitos ergoénicos do bicarbonato de
sodio parece ser visto em exercicios com no minimo 60 segundos e no maximo 5 minutos
de duracdo, ou seja, exercicio de alta intensidade e curta duracdo (Horswill, 1995). Porém,
0 que € visto na literatura € um variacdo nas respostas. Algumas revisdes investigam esses
pontos de discussdo em relacdo aos beneficios da suplementacéo de bicarbonato de sédio
em diferentes modalidades de exercicio. Para completar esse assunto, foi publicado
recentemente, uma revisdo sistematica e meta-analise que analisa o efeito da
suplementacéo de bicarbonato de sddio em exercios de longa duracéo e exercicio de forga.
Apds a analise estatistica, os resultados obtidos baseados em outros estudos totalizando o

113 sujeitos investigados foi que a suplementacdo de bicarbonato possui um significante
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efeito na melhora do rendimento esportivo em exercicios endurance, tanto em grupos
musculares pequenos e grandes, por outro lado, esse efeito ndo é visto em estudos com
110 participantes seguindo protocolos de exercicio de forca (Grgic et al., 2020).

Recentemente, foi publicado por membros do nosso grupo de pesquisa uma revisao
sistematica e meta-analise a respeito de suplementos tamponantes extracelulares e o
desempenho esportiva. Os principais achados desse estudo foi que de fato, os agentes
tamponantes sdo efetivos para melhora do rendimento esportivo, com grande destaque
para o bicarbonato de sédio, como o suplemento extracelular mais efetivo para a melhora
do desempenho esportivo de alta intensidade e curta duracdo, principalmente quando
existe um aumento >4 mmol/L de bicarbonato da corrente sanguinea apds a
suplementacédo (De Oliveira et al., 2021).

Portanto, a suplementacédo de bicarbonato de sodio parece gerar efeitos positivos na
melhora do rendimento esportivo, principalmente em exercicios de alta intensidade e
curta duracdo. Isso acontence, devido ao efeito de tamponamento sanguineo que o
bicarbonato exerce, atenuando o acumulo de H* intramuscular, e consequentemente,
atardando a acidose muscular, fator esse que predispde a fadgiga durante o exercicio. A
hipbtese de que essa melhora no rendimento esportivo é provocada por alteracbes no
comportamento dos transportadores de H* ainda é perdurada pela ciéncia, embora
nenhum estudo tenha avaliado de fato os efeitos da suplementacdo sobre esses
transportadores.

Diante dessas evidéncias, esse estudo teve como objetivo analisar as respostas
sanguineas e musculares, incluindo o comportamento dos transportadores
monocarboxilatos em resposta a suplementacdo de bicarbonato de sodio e o subsequente
desempenho esportivo em individuos submetidos a um teste de 1 quildmetro contra-

relogio.
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3 OBJETIVOS
O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas agudas sanguineas e musculares a
uma dose de 0,3g/kg de bicarbonato de sodio ou placebo, e seu subsequente efeito sobre

o0 exercicio de alta intensidade.

Os objetivos especificos do estudo estdo descritos a seguir:
1) Este estudo determinou se os aumentos de bicarbonato na corrente sanguinea
refletem diretamente em melhorias no desempenho do exercicio.
2) Esse estudo determinou a extensdo das alteragfes no sangue e capacidade
tamponante muscular ap6s suplementacdo de bicarbonato de sodio e exercicio.
3) Determinou a relacdo entre a magnitude da alteracdo no bicarbonato de sangue e

0 conteldo e a expressao dos transportadores MCT1 e MCT4.
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4 NOVIDADES DO ESTUDO

O objetivo de todo o projeto foi identificar os principais fatores mecanicistas que
contribuem para uma grande variabilidade observada na resposta individual a
suplementacéo nutricional. As novidades individuais do estudo atual séo as seguintes:

1. Demonstrar a extensdo da relacdo entre aumentos no bicarbonato de sangue com
suplementacdo de SB e desempenho de exercicios. 1sso proporcionard uma visao
importante sobre se a medicdo da concentracdo aumentada de bicarbonato é uma
medida apropriada de capacidade tamponante aumentada.

2. A associagdo entre o metabolismo do sangue e do muasculo com suplementacédo de
bicarbonato de sddio ainda € pouco evidenciada. O estudo forneceu dados que
corroborem ou refutem que o aumento dos metabolitos sanguineos apds o exercicio
é devido ao aumento do transporte para fora do musculo em funcionamento.

3. Nenhum estudo até o momento determinou se as mudanc¢as no bicarbonato de
sangue influenciam diretamente o conteddo e a expressdo dos transportadores
MCT. Isso é surpreendente, pois este € o principal mecanismo proposto pelo qual o
teor de bicarbonato de sodio é teorizado para melhorar a capacidade de exercicio.

Assim, este estudo preencheu essa lacuna e determinou a forca dessa associacao.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Selecdo da Amostra

Quinze voluntarios (homens e fisicamente ativos, que realizavam exercicio fisico
pelo menos trés vezes na semana, com idade minima de 21 anos e maxima de 26 anos)
foram recrutados para participacao no estudo. Durante o periodo de coleta de dados, trés
voluntarios precisaram ser retirados do estudo (motivos de acidentes pessoais e rejeicdo
pelo método de bidpsia muscular), sendo assim, totalizando doze voluntarios que
completaram o estudo. Como critérios de inclusdo, os participantes ndo poderiam ter
suplementado, nos ultimos 3 meses, creatina, beta-alanina e cafeina. Ndo foram incluidos
no estudo participantes: 1) tabagistas, 2) portador de alguma doenga cronica, 3) com uso
atual ou pregresso de esteroides anabolizantes. Antes da participacdo no estudo, todos os
voluntarios preencheram um questionario para determinar que ndo tém qualquer
problema de salde que pode prejudicar a realizacdo dos testes fisicos. Este estudo foi

submetido e aceito no Comité de Etica da instituicio (CAAE: 80621317.5.0000.5391).

5.2 Desenho Experimental

Os participantes foram recrutados a comparecer ao laboratério em 2 sessbes
preliminares e 2 sessdes ocasifes principais separadas para um estudo duplo-cego,
controlado por placebo, e randomizado. As sessbes preliminares consistiam em dois
momentos: 1) Teste incremental e realizacdo de uma familiarizacéo do contrarreldgio de
1-km. 2) Familiarizag&o 2 do contrarrelégio de 1-km. Logo, os principais ensaios foram
realizados nas duas subsequentes visitas ao laboratorio: 3 e 4) Testes principais onde
havera o contrarrelégio de 1-km e coleta de sangue para andlise de metabolitos. Os
participantes realizaram todas as visitas no mesmo horéario do dia, em um estado p6s

prandial de aproximadamente 2 horas controlado através da replica¢éo de um recordatério
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alimentar de 24 horas. Os participantes foram aconselhados a abster-se de alcool e
exercicios fisico extenuante e/ou ndo acostumados pelo periodo de 24 horas antes da
respectiva visita ao laboratdrio, além da proibicdo do consumo de cafeina nos dias de
teste. As conformidades desses pedidos foram questionadas verbalmente antes de cada
sessdo. Todos os testes foram realizados no Laboratério do Grupo de Pesquisa em
Fisiologia Aplicada e Nutricdo sob a supervisdo de um fisiologista treinado (Dr. Bryan
Saunders), enquanto um médico (Dr. Luiz Riani) permaneceu de prontiddo nas

instalacBes da unidade, em caso de alguma emergéncia médica.

Apds a chegada ao laboratorio para as sessdes princiais, foi coletado amostra de
sangue através do capilar e em seguida foi realizada a primeira bidpsia muscular. Nesse
momento, os participantes foram questionados sobre a sensacédo de efeitos colaterais antes
da suplementacdo através da elaboracdo de um questionario. Em seguida, os participantes
ingeriram uma dose aguda de 0,3g/kg de bicarbonato de sdédio ou placebo (Farmécia
Analitica, Brasil) em capsulas gelatinosas opacas, sem efeito de sabor, em conjunto a 500
ml de dgua. Apds aguardar 90 minutos sem realizar esforco fisico, foi realizado a segunda
biopsia muscular, além da coleta de sangue, momento este, antes do aquecimento do teste
fisico. Antes de ser submetido ao esforc¢o fisico, o participante respondeu novamente o
questinario para avaliar a sensacdo de efeitos colaterais da suplementacdo de bicarbonato
de sddio e um aquecimento padronizado, antes do teste de 1 quildmetro contra relogio.
Outras amostras de sangue foram coletadas apds o aquecimento de 10 minutos e
imediatamente ap6s o0 exercicio e a Ultima bidpsia muscular foi coletada imediatamente
apos o exercicio.Todas as amostras foram coletadas com o participante na posic¢éo
vertical. As amostras de sangue coletadas foram imediatamente analisadas através de

gasometria para observar o comportamento do bicarbonato e pH sanguineo. O lactato
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sanguineo foi avaliado através de aparelho portéatil Lactate Plus. As biopsias musculares

foram armazenadas e posterioemnte analisadas. A figura abaixo representa o desenho do

estudo e particularidades das sessoes (figura 1).

[

SESSAO 1: SB OU PLACEBO SESSAO 2: SB OU PLACEBO

/ e
% e A3

N

&

SUPLEMENTAGAO = AQUECIMENTO | 1KM CONTRA-RELOGIO |-

BASELINE

10°

%}J BIOPSIA MUSCULAR

f COLETA SANGUINEA

& 0,3 G/KG DE BICARBONATO DE SODIO OU PLACEBO

Figura 1 - Desenho do estudo cross-over (A) e desenho das sessdes principais do projeto (B).
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5.3 Teste incremental em ciclo ergbmetro

Antes dos testes os participantes foram questionados em relacao aos seus habitos de
treino semanal a fim de assegurar a seguranca ao exercicio. Aqueles que assinalaram
incapacidade em uma ou mais questdes foram excluidos do estudo. Além disso, todos 0s
testes foram realizados enquanto um medico (Dr. Luiz Riani) permaneceu de prontiddo

nas instalagcdes da unidade, em caso de alguma emergéncia médica.

O teste incremental foi realizado em um ciclo ergdmetro (Lode Excalibur, Lode,
Holanda). A carga inicial foi de 100 W e aumentou 25W a cada estagio de 3 min até a
exaustdo. O VO2 e VCO2 foram mensurados durante o todo o teste (K5, Cosmed, Itélia).
Ao fim do teste os dados foram refinados em intervalos de 15 segundos, e entéo, avaliado
0 primeiro e segundo maior valor (para evitar que seja erro do aparalho foi feito a
conferéncia do primeiro e segundo maior valor em relacdo a discrepancia entre eles) de
VO2 e adotado como medida. Todos os participantes receberam forte encorajamento

verbal durante todo o teste.

5.4 Contrarreldgio de 1-km

O teste contrareldgio de 1-km foi realizado em ciclo ergbmetro (Lode — Excalibur,
Groningen, Holanda). Os participantes realizaram um aquecimento de 10 minutos a uma
carga padronizada de 100 W. Apds isso, foram feitos os ajustes de conexdo de cabos e
ajustes finais no ciclo ergémetro que foi padronizado em 60 segundos, e entdo, realizando
imediatamente o teste contrarrelégio individual de 1-km. Os participantes foram
instruidos a completar o exercicio no menor tempo possivel. Nenhuma motivagdo ou
informacdo especifica foi dada exceto a cada 250 m até que o teste esteja completo. O

tempo total para completar foram adotados como medida fim. Ao final do teste foi feita



38

a andlise da percepc¢édo subjetiva de esforco (PSE), pela escala de Borg de 20 pontos,
sendo 6 o esforco minimo e 20 0 maximo. Uma amostra de sangue de ponta de dedo foi
coletada para avaliacdo da concentracdo de lactato em um analisador de lactato portatil
(Lactate Plus, Roche Diagnostics, Basel, Suica) imediatamente antes e imediatamente

apos o teste.

5.5 Questionario de efeitos colaterais

O questionario de efeito colateral foi aplicado em todos os voluntarios em dois
momentos distintos: 1) imediatamente em sua chegada ao laboratério; 2) 90 minutos ap6s
a suplementacdo. O questionario foi aplicado nas duas sessdes princiais do estudo. O

modelo do questionario esta apresentado nos anexos deste documento (anexo C).

5.6 Bidpsia muscular por agulha de succéo

Os voluntarios foram orientados a comparecer ao laboratdrio onde foi realizado o
procedimento de bidpsia muscular. Todas as biopsias foram realizadas por um médico
treinado (Dr. Luiz Riani). Foi extraida uma pequena amostra (aproximadamente 100 mg)
da porcdo lateral e mais volumosa do vasto lateral, cuja quantidade foi suficiente para
todas as andlises propostas. O local aproximado da extracdo foi entre o ponto médio da
patela e do trocanter maior. O procedimento de bidpsia muscular foi realizado a partir da
utilizacdo de uma agulha especialmente desenvolvida para extrair pequenas amostras de

musculo (Bergstrom, 1975).

Para a realizacdo do procedimento, o voluntario se manteve deitado em uma maca,
mantendo os joelhos estendidos e a musculatura relaxada. O médico responsavel realizou

a assepsia do local e, em seguida, administrou 3 mL de xilocaina a 2% para anestesiar o
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tecido. A aplicacdo do anestésico foi feita com agulhas hipodérmicas descartaveis e
estéreis sob o tecido cutaneo. Apds assepsia e anestesia, foi feita a incisdo para a entrada
da agulha de biopsia no tecido muscular. Para tanto, o médico responsavel utilizou uma
lamina de bisturi nimero 11, esterilizada, individual e descartavel para realizacdo da
incisdo de aproximadamente 0,5 centimetros de extensdo. A incisdo cortou a pele e a
fascia muscular. O individuo ndo sentiu qualquer dor durante a realizacdo deste
procedimento, uma vez que nao existem terminacGes nervosas e/ou sensiveis a dor na
fascia muscular ou mesmo no préprio musculo. A agulha de biopsia, esterilizada e de uso
individual, foi entdo inserida pelo médico responsavel através do pequeno orificio obtido
com a incisdo. Apo6s uma succdo, aplicada na extremidade superior externa da agulha por
uma seringa de 120 mL, um pequeno pedaco de musculo foi puxado para o interior da
agulha e cortado pela sua ldmina interna. Usualmente, os voluntarios relataram auséncia

ou uma quantidade minima de desconforto.

Os voluntéarios foram sempre informados dos procedimentos que tomardo sequéncia,
e apos a retirada da agulha, foi aplicada pressdo sobre o ponto de incisdo para prevenir
sangramento. A incisdo foi entdo fechada com bandagem esterilizada e coberta com uma
pequena atadura para prevenir o seu desprendimento. Uma faixa foi envolvida na coxa,
sobre a regido onde a bidpsia foi realizada, aplicando pressdo continua, a fim de evitar
qualquer edema local. O voluntério foi instruido a manter a bandagem por 24 horas € a
manter a incisdo limpa e seca pelo periodo de 72 horas. As amostras foram congeladas e
armazenadas a -85 °C até a liofilizacdo, quando uma por¢do de musculo de cada bidpsia

foi dissecada de gordura, tecido conjuntivo e sangue.
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5.7 Analises sanguineas de pH, bicarbonato e lactato

A analise de gases sanguineos foi realizada em amostras coletadas através de
capilares (BD A-Line, 1 ml). As amostras foram imediatamente submetidas para
determinacdo do pH e bicarbonato do sangue, usando um analisador automatizado de
gases no sangue (Prime Plus from Nova Biomedical). Amostras de sangue foram
coletadas do dedo para a avaliacdo imediata da concentracdo de lactato usando um

analisador portatil de lactato (Lactate Plus, Roche Diagnostics, Basel, Suica).

5.8 Determinacao da expressao de proteinas MCT1 e MCT4 por Western Blotting

A expressdo proteica dos transportadores de H* (MCT1, MCT4) foi determinada
pela técnica de Western Blotting, de acordo com os procedimentos a seguir. As amostras
musculares foram imediatamente homogeneizadas em tampdo de extracdo (150 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 0.1% Triton X100, pH 7.4). Os homogeneizados
foram centrifugados por 20 minutos, a 12000 rpm em temperatura de 4°C. O sobrenadante
foi utilizado para quantificar a concentracao total de proteinas. Em seguida, cada amostra
foi diluida em tampdo Laemmli na proporcao de 1:5. Trinta microgramas de proteina do
sobrenadante foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE

10%), no aparelho para minigel (Mini-Protean).

A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente sob 100 volts
para uma membrana de nitrocelulose com duracdo de 1 hora e 45 minutos. A ligacdo
inespecifica de proteinas na membrana de nitrocelulose foi minimizada pela incubacéo
destas com 10 ml de solugéo bloqueadora (5% de leite desnatado MOLICO®) por 1 hora

na temperatura ambiente. Em seguida, as mesmas foram lavadas quatro vezes por cinco
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minutos com solugdo TBS-T (solugdo tampao com tris e tween) seguido de mais uma
lavagem de cinco minutos com solucdo TBS (solucdo com tampao fosfato) para retirada
do excesso de tween. As bandas existentes nas membranas incubadas foram visualizadas
por fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare®) pos-reacdo de
quimiluminescéncia. O método da quimiluminescéncia consiste nos seguintes passos:
apos incubacdo da membrana com o anticorpo primario, a membrana € novamente
incubada por uma hora e meia com o anticorpo secundario anti-lgG marcado com
peroxidase em solucdo bloqueadora (1:10000). Em seguida, as membranas séo lavadas
novamente trés vezes com solucdo TBS-T para remover o excesso de anticorpo. Por fim,
a imunodetecc¢do foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo
com as instrucdes do fabricante (ECL, SuperSignal West Femto Chemilumininescent
Substrate, Thermo Scientific®). As andlises quantitativas dos blots foram realizadas por
meio do programa Scion (Scion Corporation, EUA). Como normalizador utilizamos a
quantificacdo do rastro de proteinas por meio da coloracdo das membranas com s —

Ponceau, conforme ROMERO-CALVO et al. (2010).

5.9 Extracdo do RNA e expressdo génica — PCR em tempo real (RT-qPCR)

Para extracdo do RNA, as amostras foram mantidas no nitrogénio liquido até o
momento de serem homogeneizadas. Entdo, as amostras foram separadas em um tubo de
homogeneizacdo (4,5 ml) para cada amostra e outros 3 tubos para lavagem. A lavagem
foi feita entre cada processamento das amostras na seguinte ordem:

1°: Lavagem = Trizol

2°: Lavagem = Cloriférmio

3°: Lavagem = Agua DEPC
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Ap0s isso, as amostras foram homogeneizadas e colocada 1 ml de trizol/diazol. Foi
adicionado em todas as amostras homogeneizadas 200 pl de cloriférmio para biomal, e
entdo, 30 segundos no vortex. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12 g por
15 minutos a 4 graus Celcius, e entdo, retirado cerca de 400 — 500 pl de RNA e adicionado
500 ul de alcool 2-propanol para biomol. Apos isso, centrifugou mais uma vez a 12.000
rpm por 10 minutos a 4 graus Celcius. Ao término da centrifugacao, o resultado foi um
pellet branco ao fundo do eppendorf. Por inversao, desprezou o sobrenadante que estava
dentro do eppendrof. Foi adicionado 1 ml de etanol 75% e soltado o pellet com ciclos de
aspiracdo e expiracao utilizando a pipeta. Novamente, centrifugou a 8000 g por 5 minutos
a 4 graus Celcius. O liquido dentro do eppendorf foi retirado por inversao e deixado o
tubo secando sob folhas de papel toalhama (ho maximo 20 minutos). Foi adicionado 20-
25 ul de agua DEPC ao pellet. Apos isso, as amostras foram levadas ao thermomixer a
65 graus Celcius por 10 minutos com agitacdo de 750 RPM. Ao fim, foram quantificadas
no NANODROP 2000, e entdo, armazenadas no -80 graus.

A analise de PCR em tempo real foi utilizada para determinar a expressao de genes
selecionados relacionados ao transporte de ions hidrogénio (MCT1, MCT4, NHE) nas
biopsias musculares. O gene de referéncia utilizado foi o GAPDH. A sintese do primer
foi terceirizada (IDT, Coralville, IA). O musculo liofilizado foi homogeneizado e 0 RNA
total isolado usando reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Apds esse processo, 0
material foi diluido em agua e quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo
Fisher®). Apos este processo, amostras de cDNA foram obtidas a partir do material de
RNA guantificado. Esse processo foi realizado com um kit de alta capacidade (Applied
Biosystems, Foster City, EUA), e seguiu 0s padrdes propostos pelo fabricante. A partir
dai, o cDNA foi utilizado como modelo para a analise de gPCR em que 0s ensaios

TagMan® inventariados para 0s genes de interesse e foram usados para determinar a
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expressao génica usando o equipamento 7500 Fast — Applied Biosystems®. O calculo
dos resultados fornecidos por esta ultima etapa foi realizado pelo método 2-ddCT (Livak
e Schmittgen, 2001) utilizando GAPDH como controle. As principais comparacdes na
expressdo génica foram: mudanca de expressdo de Pré-suplementacdo para PoOs-
suplementacdo (90 min) em PL e SB; mudanca de expressao de Pre-suplementacao para
Pds-exercicio em PL e SB; mudanca de expressao entre PL e SB idénticos em momentos

idénticos (Pré-suplementacao; Pos-suplementacao; POs-exercicio).

5.10 Analises musculares de pH

O tecido muscular foi imediatamente congelado em liquido N2 e armazenado em 80-
C. A amostra congelada foi pesada antes e depois da liofilizacdo para avaliacdo do teor
de agua. Apos a liofilizacdo, a amostra muscular foi dissecada sem sangue, gorduras e
tecido conjuntivo, e cerca de 1 mg de tecido seco foi extraido em uma solu¢édo de acido
perclorico 0,6 M (PCA) e EDTA 1 m.M. neutralizado a pH 7,0 com KHCO3 2,2 M e
armazenado em 80-C até analisar o lactato por um ensaio flurométrico. O pH muscular
foi medido por um copo pequeno de eletrodo (Radiometer GK2801, Copenhagen,
Denmark) ap6s homogeneizar uma amostra muscular liofilizada de cerca de 2 mg d.w.
em uma solucédo nao absorvente contendo 145 mM KCI, NaCl 10 mM e &cido iodoacético

5mM.

5.11 Avaliacéo da ingestéo dietética
A avaliacdo da ingestdo dietética foi baseada recordatdrio de 24 horas obtidos nos
dias que antecedem as sessdes principais do estudo. O questionario se baseou na listagem

de comidas e bebidas consumidas durante 24 horas. Suplementos alimentares também
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foram registrados. Valor energético e teor de macronutrientes serdo analisados pelo

software Avanutri online (Avanutri, Rio de Janeiro, Brazil).

5.12 Analise estatistica

Foi utilizado o teste-t de amostras emparelhadas para determinar o efeito da sesséo
(dois niveis: bicarbonato de sodio e placebo) nas variaveis de exercicio (tempo para
completar e frequéncia cardiaca) e ingestao dietética. Foi utilizado o modelo misto para
determinar o efeito da sessdo (dois niveis: bicarbonato de sodio e placebo) e tempo (4
niveis: repouso, pré exercicio, pos aquecimento e pos exercicio) nas variaveis sanguineas
(pH, bicarbonato e lactato). Foi utilizado o modelo misto para determinar o efeito da
sessdo (dois niveis: bicarbonato de sodio e placebo) e tempo ( niveis: repouso, pré
exercicio e pos exercicio) para a expressdo génica do MCT1 e MCT4. Foi realizado um
teste t para avaliar a frequéncia cardiaca, percepcdo subjetiva de esforco, ingestdo
energética e capacidade tamponante muscular para determinar o efeito da sessdo (dois
niveis: placebo e bicarbonato de s6dio). Todas as analises foram feitas usando o software
SAS® Studio online. Os dados foram apresentados com média e + 1 desvio padrdo e a 0
nivel de significicancia foi de P < 0.05. As respostas individuais relacionadas ao tempo
para completer 1-km contrarreldgio foi baseada na tabela de Swinton et al. (2018)
utilizando o interval de confianca de 90%, um erro tipico (0.4202 s) calculado da
reprodutilibilidade do 1-km contrarrelégio baseado em Bellinger and Minahan (2014) e
uma menor mudanca vantajosa de 0,2 x o desvio padrdo da sessdo de controle (Paton e

Hopkins, 2006).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas dos participantes

Doze voluntarios estdo com suas caracteristicas representadas na tabela abaixo

(tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos participantes (N = 12)

Idade (a) 24 +2
Altura (m) 1,78 £ 0,05
Peso Corporal (kg) 84,9+ 135
indice de Massa Coporal (kg/m?) 26,8+42
VOzmax (ML/mMin/kg) 479+9,6
Pico de Poténcia (W) 210,0+£ 24,2

6.2 Tempo para completar 1-km contrarrel6gio

N&o houve um efeito da ordem da sessdo no tempo para completar 1-km
contrarrelégio (P = 0.90). Houve um efeito da sessdo no tempo para completar 1-km
contrarreldgio, sendo maior tempo nas sessdes com suplementacdo de bicarbonato de
sodio comparado as sessdes placebo (P = 0.02). As analises individuais mostraram apenas
um voluntério que melhorou a performance, seis que nao tiveram mudancas, enquanto
cinco voluntarios pioraram a performance esportiva com a utilizagéo de bicarbonato de

sodio.
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Figura 2 - Tempo para completar 1 km contra-rel6gio na sesséo bicarbonato de sodio (SB) e sesséo
placebo (PL).

*Significantemente diferente de bicarbonato de sddio.

6.3 Percepcéo subjetiva de esforco
Ap0s a realizacdo de um test t, ndo houve nenhum diferenca na percepcéo subjetiva

de esforco (P=0.133) entre os grupos placebo e bicarbonato de sédio (tabela 2).

Tabela 2 - Percepcdo subjetiva de esforgo (PSE) imediatamente ap6s o 1-km contrarreldgio (N=12).

Grupo PSE
Placebo 18+1
Bicarbonato de Sodio 17+ 2

6.4 Frequéncia cardiaca
Né&o teve nenhuma diferenga em frequéncia cardiaca médica (p=0.44) e frequéncia

cardiaca maxima (p=0.11) entre os grupos placebo e bicarbonato de sédio (tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia cardiaca (FC) durante 1-km contrarreldgio (N=12).

FC Média FC Méaxima
Grupo ) ) ) )
(batimentos/min) (batimentos/min)
Placebo 155+ 19 177+ 11
Bicarbonato de Sodio 157 £ 21 169 + 23

6.5 pH, lactato e bicarbonato sanguineo

Houve um efeito de sessdo (P < 0.0001), tempo (P < 0.0001) e interacdo de sesséo X
tempo (P < 0.0001) para pH sanguineo (tabela 4). N&o houve diferenca no pH em repouso
entre as sessdes (P =0.99). O pH sanguineo aumentou do repouso para o pré-aquecimento
na sessdo bicarbonato de sédio (P = 0.0002), mas ndo na sesséo placebo (P = 0.61). O pH
sanguineo ndo mudou do pré-aquecimento para 0 pOs agquecimento tanto na sessdo
bicarbonato de sddio quanto na sessdo placebo (ambos P > 0.99), mas manteve mais
elevado no pds aquecimento do que no repouso na sessdo bicarbonato de sddio (P =
0.0008). O pH sanguineo reduziu do p6s aquecimento para 0 pos exercicio nas sessdes
bicarbonato de sédio e placebo (ambos P < 0.0001), porém, se manteve mais elevado na
sessdo bicarbonato de s6dio em comparacdo ao placebo apds o exercicio fisico (P <

0.0001).

Houve um efeito de sessdo (P < 0.0004), tempo (P < 0.0001) e interacao de sessdo x
tempo (P < 0.0001) para o bicarbonato sanguineo (tabela 4). Ndo houve diferenca no
bicarbonate sanguineo entre as sessdes (P = 0.99). O bicarbonato sanguineo aumentou do
repouso para o pré aquecimento na sessdo bicarbonato de sodio (P =0.0001), mas ndo no
placebo (P = 0.95). O bicarbonato sanguineo ndo mudou da pré aquecimento para 0 pés
aquecimento tanto na sesséo bicarbonato de sddio quanto na sessdo placebo (ambos P >

0.57), mas manteve mais elevado no pds aguecimento do que em repouso na Sessdo
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bicarbonato de sédio (P < 0.0001). O bicarbonato sanguineo reduziu do pos aquecimento

para o pos exercicio tanto na sessao bicarbonato de sddio quanto no placebo (ambos P <

0.0001), porém, se manteve mais elevado na sesséo bicarbonato de sddio em comparagéo

ao placebo apos o exercicio fisico (P = 0.02).

Houve um efeito da sessao (P = 0.02) e tempo nas concentracfes sanguinea de lactato

(P < 0.0001), mas nenhuma interacdo de sessdo x tempo (P = 0.64) (tabela 4). O lactato

sanguineo ndo mudou do repouso até nenhum outro tempo, exceto apds o exercicio fisico

em ambas as sessdes (P < 0.0001).

Tabela 4 - Anéalises sanguineas durante 1-km contra rel6gio nas sessdes principais (N=12)

Placebo

) ] Pos
Repouso 90 min apoés ]
aquecimento

Imediatamente

pds exercicio

pH

7.436 +0.018 7.415 + 0.035 7.408 + 0.031

7.220 + 0.045"

Lactato (mmol/L) 09+05 12+10 15+03 123 +3.5"
Bicarbonato
236+24 247+4.1 23.1+3.2 129+2.3"
(mmol/L)
Bicarbonato de Sodio

_ ) Pos Imediatamente

Repouso 90 min apos _ ) .
aquecimento pos exercicio
pH 7.442+0.026 7.498 £0.027*" 7.494 £0.029* ~  7.323 £ 0.04*"

Lactato (mmol/L)

Bicarbonato
(mmol/L)

1.2+03 1.5+0.5 3.1+23

25.2+26 31.9 £5.0*» 31.1 £ 4.9*~

129 +2.3»

18.2 + 3.4*"

*Significantemente diferente de PL. ~ Significantemente diferente de Repouso.

6.6 Efeitos colaterais da suplementacao

Os efeitos colaterais nas duas sessdes foram pouco prevalentes (tabela 5). Houve um

efeito de tempo para a soma das pontuagOes para efeitos colaterais (P = 0.01), mas
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nenhum efeito da sessdo (P = 0.49) ou interacdo de sessdo x time (P = 0.06). N&o houve
correlagcdo entre a soma das pontuacdes para efeitos colaterais pré exercicio fisico e
perfomance esportiva (r? = 0.03, P = 0.18).

Tabela 5 - Efeitos colateriais relatados ap6s a suplementacéo de placebo ou bicarbonato de sédio na escala de 0 - 10
(N=12)

Efeitos Colaterais

Dor de Dor de Néausea Dor
Estufamento  Arroto i Vomito Flatuléncia | . Inchago Diarreia

cabeca estbmago e enjoo intestinal
PL
REP 1+£2 0x1 0x0 O0x1 0x1 O0=%1 0x1 0x0 00 0=z0
PL
% 0x1 0x1 0+x1 O0x1 12 O0%1 1+£2 0+x1 0x1 0=z0
SB
REP 0x1 0x1 0x0 O0x1 0x0 O0%0 0x1 0x0 0x1 0=z0
SB

% 0x1 0x1 2+3 1x2 2x2 0=0 1+£2 1+2 1+2 1%3

Placebo repouso (PLREP); Placebo 90 minutos apds a suplementagdo (PL90); Bicarbonato de sddio

repouso (SBREP); Bicarbonato de sédio 90 minutos ap6s a suplementacgéo (SB90).

6.7 Expressao proteica de MCT1 e MCT4

Os dados preliminares da expressao proteica do MCT1 e MCT4 estdo apresentados
nas imagens em anexo neste documento. O processo de Western Blotting precisara ser
refinado para melhor resolucéo e qualidade nos resultados de fotorevelacdo na qual
serdo posteriormente analisadas novamente para melhor apresentacdo no artigo
cientifico a ser publicado subsequentemente. Por ainda estar em fase de refinamento,
ainda ndo é possivel obter resultados estatisticos em relacdo a expressdo do MCT1 e

MCT4 em resposta a suplementagdo de bicarbonato de sédio.

6.8 Expresséo génica do MCT1 e MCT4

MCT 1
N&o houve diferenca na expressao do gene delta de pré-suplementacao para pos-
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suplementacdo entre as sessdes (P = 0,36;), e a expressdo ndo excedeu 1,7 para qualquer
visita (PL = 1,33 + 1,86; SB = 1,68 + 1.21). N&o houve diferenca na expressao do gene
delta desde a pré-suplementacéo até o pos-exercicio entre as sessdes (P = 0,28);
expressao exceder o limiar de 1,7 em SB, mas ndo em PL (PL = 0,91 + 0,70; SB = 1,95
+ 2,05). A expressao de MCT1 foi regulada positivamente (>1,7) entre SB e PL na po6s-
suplementacéo (2,74 £ 2,83), mas ndo na pre-suplementacao (1,58 * 1,48) ou p0s-

exercicio (0,60 £ 0,60).

MCT 4
N&o houve diferenca na expressdo do gene delta desde a pré-suplementacéo até a

pos-suplementacédo entre as sessdes (P = 0,15;), e a expressao ndo foi regulada
positivamente para nenhuma das visitas (PL = 0,39 + 0,55; SB = 1,31 £ 1,27 ). N&o
houve diferenca na expressdo do gene delta desde a pré-suplementacao até o pos-
exercicio entre as sessdes (P = 0,26); expressao excede o limiar de 1,7 em PL (2,04 +
1,76), mas ndo em SB (1,25 * 1,26). A expressdo de MCT4 foi regulada positivamente
(>1,7) entre SB e PL na pré-suplementacdo (1,79 + 2,96), mas ndo p6s-suplementagéo

(1,49 + 1,67) ou pbs-exercicio (1,50 £ 2,11).

NHE

N&o houve diferenca na expressao do gene delta de pré-suplementacao para pds-
suplementacéo entre as sessbes (P = 0,19; Figura 3, Painel C), embora a expressdo tenha
sido regulada positivamente em SB, mas ndo em PL (PL =1,05+0,81; SB=3,85 %
4,17). Da mesma forma, ndo houve diferenca na expressdo do gene delta desde a pré-
suplementacéo até o pds-exercicio entre as sessdes (P = 0,63), embora a expressao tenha
sido regulada positivamente no SB, mas ndo no PL (PL =0,98 +1,04; SB=2,78 =

2,61). A expressao de MCT1 foi regulada positivamente (>1,7) entre SB e PL na pos-



suplementacéo (4,64 + 6,90), mas nao na pré-suplementacéo (0,91 + 0,77) ou pos-

exercicio (0,42 £ 0,39) (Figura 3, Painel C).
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Figura 3 - Expressdo génica para MCT1 (Painel A), MCT4 (Painel B) e NHE (Painel C). PL = sessdo de

placebo, SB = sessdo de bicarbonato de sodio. T1 — T2 = mudanca delta de Pré-suplementacéo para Pos-

suplementacdo. T1 — T3 = mudanga delta de Pré-suplementacdo para Pds-exercicio.
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6.9 Capacidade tamponante muscular e pH muscular

Em relacdo a capacidade de tamponamento do musculo esquelético, ndo houve
diferenca entre as sessdes placebo e bicarbonato de sédio (P=0.9943). Ndo houve
difenca entre os tempos repouso, 90 minutos apos a suplementacéo e pos exercicio

(P=0.9365). Néo foi observado nenhuma interacédo entre sessdo x tempo (P=0.5342).

Agora, em relacdo ao pH muscular, também ndo houve diferenca entre as sessdes
placebo e bicarbonato de s6dio (P=0.5887). Ndo houve difenca entre os tempos repouso,
90 minutos apds a suplementacéo e pos exercicio (P=0.0738). N&o foi observado

nenhuma interacdo entre sessdo x tempo (P=0.1067).
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Figura 4 — pH muscular no repouso, 90 minutos apds a suplementacdo e imediatamente pds exercicio nas
sessdes bicarbonato de sédio (SB) e sessdo placebo (PL).
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Figura 5 — Capacidade tamponante muscular no repouso, 90 minutos ap6s a suplementacdo e

imediatamente p6s exercicio nas sessdes bicarbonato de sédio (SB) e sessdo placebo (PL).

6.10 Recordatorio alimentar

A ingestdo energética total (P = 0.18), ingestdo de carboidratos relativa (P = 0.58) e

absoluta (P = 0.30) e ingestdo de lipideos relativa (P = 0.42) e absoluta (P = 0.66) ndo

teve diferenca significante entre

cada sessdo. Porém, a ingestdo de proteinas relativa (P =

0.03) e absoluta (P = 0.03) teve diferenca entra as visitas (tabela 6).

Tabela 6 - Recordatdrio alimentar dos participantes 24h antes das sessdes principais (N=12)

Recordatorio Alimentar

Proteinas Carboidratos Lipideos

(g/kg/dia) (g/kg/dia) (g/kg/dia)

Placebo 1,8+0,6 44+16 1,0+0,3
Bicarbonato de Sédio 1,6*+0,4 43+13 1,1+0,3

*Significantemente diferente de Placebo.
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7 DISCUSSAO

Os resultados obtivos até 0 momento mostram que a suplementacédo de 0,3 g/kg de
bicarbonato de sodio ndo melhorou o desempenho esportivo no teste de 1-km
contrarreldgio, inclusive teve um tempo pior para completar o teste comparado ao grupo
placebo. Em contraste a isso, a suplementacéo de bicarbonato de sodio, promoveu uma
alcalose pré exercicio fisico, o que em alguns estudos prévios demonstra ser um fator
chave para a melhora do rendimento esportivo, mas isso ndo foi observado em nossos
resultados.Outros resultados mostram nenhuma diferenca na frequéncia cardiaca,
percepcao subjetiva de esforco, expressdo génica do MCT1 e MCT4, pH muscular e

capacidade de tamponamento muscular entre as sessdes placebo e bicarbonato de sodio.

Esse resultado de piora no desempenho esportivo € um pouco curioso, desde que um
estudo conduzido por Bellinger (2016), investigou a suplementacéo de outro suplemento
tamponante (beta-alanina) na perfomance de 1-km contrarrel6gio e observeu nenhum
diferenca entre o grupo suplementado com beta-alanina em comparacdo ao grupo
placebo. Uma das explicacdes discutidas pelos autores do estudo é que o teste de 1-km
contrarrel6gio ndo teria uma alta capacidade de induzir a acidose muscular, e assim, teria
pouca influéncia de um suplemento tamponante, como o bicarbonato de so6dio. No
entanto, o tempo para completar 1-km contrarrelégio levou cerca de 98 s para ser
concluido pelos nossos participantes, o que esta dentro da faixa esperada de duracédo do
exercicio a ser melhorada positivamente por suplementos tamponantes (Saunders et al.,
2017; Heibel et al., 2018), além disso, os dados sanguineos de pH pos exercicio fisico
mostram uma queda, caracterizando um quadro de acidose. Outro estudo conduzido por
McNaughton e colaboradores (1992), demonstrou que a suplementacdo de bicarbonato

de sodio, e consequentemente, a alcalose pré exercicio induzida pelo suplemento,
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melhorou o rendimento esportivo e sprits de ciclismo de aproximadamente 60 segundos.
Mas, algumas diferencas sdo observadas comparado esses dados com o do presente
estudo, com destaque para a diferenca da populacdo estudada, enquanto nossos
voluntarios eram fisicamente ativos, a amostra estuda por McNaughton eram homens
sedentarios. Atualmente, ndo esta claro por que o SB ndo melhorou o desempenho do
exercicio aqui e é ainda menos 6bvio porque realmente piorou o desempenho, porém, o
fato da populagdo estudada ndo ser atletas de alto rendimento e ter uma grande

variabilidade no nivel de treinamento, pode ter limitado os resultados.

Um dos pontos mais discutidos nos ultimos anos em relacdo a suplementacdo de
bicarbonato de sédio e desempenho esportivo esta em torno quantidade necessaria de
aumento na concentracdo sanguinea para promover um efeito ergogénico. Esse valor
ainda € um pouco desconhecido, porém, alguns estudos, sugerem que um aumento de +
5 mmol/L € o minimo necessario para ter um efeito ergogénico, e que o aumento de + 6
mmol/L é um valor de quase certeza de efeito ergogénico (Carr et al., 2011).
Recentemente, foi publicado uma meta-analise que destaca o papel do bicarbonato de
sodio como suplemento tamponante extracelular de destaque para a melhora do
rendimento esportivo, e 0s autores, destacam que aumentos a parte de 4 mmol/L na
concentracdo sanguinea de bicarbonato é o suficiente para promover um efeito
ergogénico (De Oliveira et al., 2021). Os dados do presente estudo mostra um aumento
de + 5.7 mmol/L do repouso para 0 pré-exercicio, porém, isso nao foi correlacionado com
a melhora da performance esportiva. Esses resultados também foram observados por
Saunders et al., (2018) que ndo observaram uma correlagdo de um aumento similar ao do
presente estudo, de + 5.7 mmol/L com a melhora da performance esportiva em um teste

CCTui10%. Estudos prévios sugerem que os efeitos colaterias podem atenuar os efeitos
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ergogénicos da suplementacdo de bicarnonato de sodio, e podem inclusive, piorar a
performance esportiva (Saunders et al., 2014). Porém, a preveléncia de efeitos colaterais
no presente estudo foi extremamente baixa e néo teve diferenca entre as sessdes placebo
e bicarbonato de sddio. Além disso, a prevaléncia de efeitos colaterais pré exercicio fisico
ndo foi correlacionada com o tempo para completar 1-km contrarrelégio. Com isso, 0s
efeitos colaterais parecem ndo ter influenciado nos resultados e ndo pode ser uma

explicacdo para a reducdo da performance esportiva.

Outra grande discussao da ciéncia que envolve a suplementacéo de bicarbonato de
sodio é a grande variabilidade nos estudos. Respostas individuais sao vistas, inclusive em
diferentes sessGes empregadas com a mesma dose de bicarbonato de sddio, porém,
resultando em diferentes respostas (inclusive em ndo mudancas no desempenho), como
mostrado por Frio de Araujo et al. (2015). A acdo do bicarbonato de sodio pode estar
relacionada a atividade dos transportadores de ions de hidrogénio (MCT1, MCT4 e NHE).
Embora esse seja o principal mecanismo de acdo discutido pelos estudos da area, nenhum
estudo até o momento investigou se existe uma direta relacdo entre 0 aumento das
concentracdes sanguinea de bicarbonato com o comportamento desses transportadores.
Esse sera o primeiro estudo a investigar essa relacdo. Os resultados a respeito da
expressao génica, ndo mostraram nenhuma diferenca entre as sessdes de bicarbonato de
sodio e placebo em relacdo a expressdo do MCT1 e MCT4. Estudos prévios, empregaram
apenas protocolos de exercicio fisico para investigar o efeito sobre o comportamento
desses transportadores, no qual, a maioria dos estudos observam um aumento da
expressao em protocolos de treinamento com no minimo 4 semanas (Fransson et ., 2017),

enquanto nenhuma mudanca foi vista em exercicios agudos (Green et al., 2011).
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A expressdao dos genes relacionados ao transporte de H+ foi analisada, com a
mudanca delta de pré para pds-suplementacdo ndo mostrando diferencas estatisticas entre
as visitas. Embora houvesse alguma sugestdo de que o MCT4 foi regulado positivamente
apos o exercicio, isso apenas ultrapassou o limite (2,04 vs. 2,0). Parece haver regulacéo
positiva do NHE com bicarbonato de sodio apés a suplementacgéo e pos-exercicio, embora
isso ndo tenha sido estatisticamente diferente do placebo. Assim, ainda néo esta claro se
este foi um efeito devido a suplementacéo de bicarbonato de sodio. Geralmente considera-
se que o bicarbonato de sddio aumenta a atividade dos MCTs, mas ndo o NHE (Juel,
1997, Mainwood e Worsley-Brown, 1975), embora a atividade do transportador ndo tenha
sido medida aqui. Este estudo teve como objetivo determinar se a quantidade de
transportadores, medida por Western Blot, foi aumentada ap6s a suplementacdo de
bicarbonato de sddio. A expressdo génica é considerada o primeiro passo nas mudancas
fisioldgicas, e os eventos pos-transcricionais resultam em mudancas cinéticas entre a
expressao génica e proteica (McGinley e Bishop, 2016). Uma vez que a suplementacéo
de bicarbonato de sodio ndo parece influenciar a expressdo génica aqui, parece
improvavel que quaisquer mudangas no conteudo de proteina sejam mostradas. No
entanto, isso s pode ser confirmado quando a andlise do teor de proteina estiver
concluida. A suplementacdo de bicarbonato de sédio ndo levou a nenhuma alteracédo

aguda na expressdo génica de transportadores relacionados ao efluxo de H+.

Nosso estudo possui algumas limitagGes, como por exemplo, o nivel de treinamento
fisico dos participantes, que sdo considerados recreacionalmente treinados, e isso pode
levar a uma maior variabilidade no desempenho do que em atletas treinados. Porém,
devido a quantidade de bidpsia e complexidade do protocolo, seria inviavel realizar em

atletas de elite. Além disso, a percepcédo de incomodo devido a biopsia pré-exercicio pode
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influenciar na capacidade de realizar o teste.

Embora a maioria dos estudos e posicionamentos internacionais preconizem que o
pico de bicarbonato na corrente sanguinea aconteceria ap6s 90 minutos da usa ingestao,
um recente estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa, mostrou que essa
concentracdo de bicarbonato na corrente sanguinea se mantém elevado e sem grandes
alteracdes por até 240 minutos apds a ingestdo (De Oliveira et al., 2020). Esse € um
resultado muito importante para os proximos estudos que investigam a suplementacéo de
bicarbonato de sddio, podendo permitir um maior intervalo entre a bidépsia muscular e o

inicio do teste fisico.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, a suplementacdo de 0,3 g/kg de bicarbonato de sddio foi capaz de
promover um aumento de 5.7 mmol/L de bicarbonato na concentracao sanguinea, e assim,
promover uma alcalose pré exercicio, mas isso ndo foi associado a melhora do
desempenho esportivo no teste de 1-km contrarrelogio em homens recracionalmente
treinados, além de ndo promover nenhuma mudanca fisiologica e molecular em fatores
que estdo associados a hipdtese do seu mecanismo de acdo na melhora do rendimento
esportivo. Futuros estudos direcionados a investigar os efeitos do bicarbonato de sodio
no exercicio e comportamento do transportadores monocarboxilato devem ser realizados

para eluciadar sua maior aplicabilidade em outros cenarios esportivos.
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9 PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUCAO

9.1 Descricao de atividades até 0 momento e cronograma de execugao

O estudo foi realizado dentro do periodo de mestrado programado pela Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo (FM — USP) que requer o prazo de 3 anos para
execucdo do estudo. Durante o periodo de vigéncia da programa de mestrado, 0
laboratdrio ficou fechado por quase 12 meses (vide anexo), o que atrapalhou os planos
iniciais e o0 cronograma de execucao. Mas, mesmo com essa paralizacdo, as coletas foram
retomadas no final de 2020 e em abril de 2021 foi concluida com sucesso. Nesse
momento, todas as coletas de dados foram analisadas por completo ou parcialmente.
Dentre todas as analises previstas do estudo, as analises sanguineas, testes fisico,
capacidade tamponante e expressdao génica por PCR-Real Time foram totalmente
concluidas. As andlises de expressdo proteica através de Western Blotting estdo
concluidas parcialmete. Ja é possivel obter resultados parciais em relacdo a expressédo
proteica de MCT1 e MCT4, porém, esses resultados ainda nao estdo com a qualidade
padrdo que estudos do nosso laboratorio usualemente apresentam, portante, essa analise
sera refinada para apresentacdo de dados mais robustos e posterior publicacdo
internacional. A previsao € que essa analise seja finalizada nos proximos dois meses e
entdo, escrever e submeter o artigo cientifico no inicio do ano de 2022.

O programa de mestrado da Faculdade de Medicina (FM — USP) exige 16 créditos
provenientes de disciplinas, todos esses créditos foram concluidos com éxito e o relatério

das disciplinas sera apresentado em anexo.
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9.2 Disseminacao dos resultados

Espera-se que os resultados desta investigacdo sejam disseminados em grande escala em
importantes Conferéncias Internacionais, assim como o encontro anual do American College
of Sports Medicine, o encontro anual do European College of Sports Science ou encontro anual
da International Society for Sports Nutrition. E, também, esperado, que este trabalho produza
manuscritos originais para publicacdo em jornais de grande importancia na area especifica
como Journal of Physiology, Journal of Applied Physiology ou Medicine and Science in Sports
and Exercise. Em adicdo a disseminacdo dos dados através de fontes cientificas, estes dados
também terdo grande importancia pratica para atletas e treinadores, portanto, disseminacao

para estes individuos através de meios apropriados devera ser considerada.
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11 ANEXOS

11.1 ANEXO A — Aprovacédo da Comissdo de Etica para Estudos Cientificos com

Humanos
USP - ESCOLA DE EDUCAGAQ
FISICA E ESPORTE DA W’P
UNIVERSIDADE DE SAO
| PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Respostas sanguineas e musculares a suplementag3o de bicarbonato de sédio e
subsequente desempenho do exercicio

Pesquisador: Bruno Gualano

Area Tematica:

Versao; 4

CAAE: 80621317.5.0000.5391

Institui¢do Proponente: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.370.777

Apresentacgio do Projoto;

O bicarbonato de sédio (BS) @ um agente tampdo que é considerado uma substincia ergogénica auxiliar
capaz de melhorar o desempenho do exercicio devide ao seu efeito sobre a homeocstase do pH muscular. A
suplementacdo aguda aumenta os niveis circulantes de bicarbonato, aumentando posteriormente a taxa de
efluxo de lons de hidrogénio (H+) fora do musculo, facilitada pelo co-transporte de H+ e lactato por
transportadores de monocarboxilato {MCTs). A suplementagdc de BS pode levar a ganhos de exercicic
limitados pela acumulagdo de H+ (por exemplo, durante o exercicio de alta intensidade). No entanto,
nenhum estudo até o momento determinou se a magnitude na mudanga no BS de sangue e no pH esta
relacionada & magnitude da mudanga no desempenho do exercicio, O estudo fornecera informagdes sobre
a relagdo entre os aumentos no bicarbonato com suplementaclo SB e seu impacto direto no desempanho
subsaqgOente do exercicio. Para Isso serSo conwidados 15 homens saudavels (idade de 18 — 35 anos) para
comparecer ao laboratério em trés visitas distintas para um estudo duplo-cego, controlado por placebo,
randomzado. Os participantes serdo suplementados com dose aguda de 0,3g/kg de bicarbonato de sédio
ou placebo (Farmacia Analitica, Brasil) em capsulas gelatnosas opacas. Uma hora antes da suplementagao
serdo coletadas amostras sanguineas a cada 10 minutos e sera realizada a primeira biopsia muscular. A
segunda blopsia muscular serd realizada imediatamente anles do aquecimento para o teste fisico
Juntamente com novas coletas sangulneas, Por fim, Imedistamente apds o leste serd realizado a tercelra
bidpsia muscular & novas

Enderego:  Av. Prof Mello Moaes, 64

Balrro; Cidado Unaversidénia CEP: (5 48 0%
UF: 5P Municiplo:  SADPAULO
Telefone: (11530013007 Fax: (11)38124141 E-mail:  cop3aghusp e
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coletas sanguineas. Em conjunto as trés bidpsias musculares e coletas sanguineas, serdo aplicadas um
questionario para avaliagdo dos efeitos colaterais associados @ suplementacdo de bicarbonato de sédio. As
coletas musculares e sanguineas serdo avaliados para pH & H+ musculares além da expressio dos
transportadores de H+ (MCT1 e MCT4) do musculo.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo desse estudo & avaliar as alteragdes da atividade de transportadores relacionados a esse efluxe
de H+ (MCT1, MCT4, NHE) gerado pela suplementagdo aguda de bicarbonato de sddio e o subsequente
efeito no rendimento esportivo. Além disso, as caracteristicas genéticas do MCT1 e MCT4 podem afetar na
atividade desses transportadores. e conseguentemente, impactar na performance esportiva portanto, serd
acrescentado no estudo a determinaclo do gendtipo dos voluntanios, uma vez que isso pode influendiar nos
resultados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O projeto apresenta risco médio para os participantes, pois sera feita coleta de sangue e bidpsia muscular,
Qs testes fisicos poderfo leva-lo a um grande cansago fisico, |& que sero de alta intensidade, No caso de
alguma intercorréncia grave, os

pesquisadores estdo treinados a prestar primeiros socorros € os laboratérios estio equipades com os
principais instrumentos em caso de emergéncia. O médico da unidade podera atendé-lo toda vez que
necessario. Havendo necessidade, vocé podera ser encaménhado para o HU-USP (Hospital Universitario da
USP) ou HC-FMUSP (Hospital das Clinicas). A pun¢do do dedo pode trazer um desconfortio moderado
devido a picada da

agulha, A pungdo da veia pode trazer um desconfortio no brago devido ao aperto pelo garrote e A picada da
aguiha. Além disso, em alguns casos podera ocorrer um hematoma (mancha roxa) em seu brago. No
entanto, apenas uma punglio por sessao ccorrerd para insenr uma canula na veia; posterormente, todas as
coletas de sangue serdo retiradas desta canula.

A bidpsia muscular causara um pequenc desconforto de picada no momente da anestesia. Embora sua
perna esteja anestesiada (portanto, vocé ndo devera sentir dor), a introdugdo da agulha de bidpsia pode
causar incémodo. Esse incdmodo é rapido e ndo deve durar mais do que 2 ou 3 segundos. A bidpsia é feita
de forma limpa e asséptica. Apesar da bidpsia ser um procedimento invasivo, a equipe & bem experiente e
treinada neste procedimento, € ndo existem relatos de problemas graves associados & bidpsia no
laboratério. Mesmo assim, havendo necessidade, os participantes poderdo ser encaminhado para o HU-
USP (Hospital Universitario da USP) ou HC-FMUSP (Hospital das Clinicas). As coletas sanguineas e
bidpsias musculares serdo realizadas apenas na Ultimas duas visita

Enderego:  Av Frof® Melo Morses, 65
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Como beneficio os volunténos participantes da pesquisa terdo acesso a avaliagdes padrio-ouro do seu
estado de saide e condicionamento fisico. Além disso, terdo direitc a consultas nutricionais, onde receberdo
aconsethamento profissional sobre como pode melhorar seus habditos alimentares, Ainda, poderio tirar todas
as dividas que tiver sobre alimentacdo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Serd incluldo no projeto uma nova coleta de sangue para a determinaglo da genotipagem dos
transportadores de ions de hidrogénio (MCT1 e MCT4). Isso ird substancialmente contribuir com os
resultados do estudo em questio, sem nenhum desconforto adicional para o voluntario

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Adequado a nova coleta inclulda no estudo

Recomendacoes:

Aprovar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Emenda ao Projeto para uma nova coleta de sangue para a determinagdo da genotipagem dos
transportadores de ions de hidrogénio (MCT1 e MCT4),

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Siwagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_133865] 15/0472012 Aceito
do Projeto 8 _E1.pdf 11:36:11
Outros AmendmeniLetierSB.docx 1504/2019 |Bryan Saunders Aceito

11:3424
Projeto Detalhado / | ProjetoBicarbonato_PlataformaBrasi_Ad 1504/2019 | Bryan Saunders Acelto
Brochura dendum docx 11:34.08
TCLE / Termos de | TCLE_ProgetoBicarbonatodeSodio_Addel 15/04/2019 |Bryan Saunders Aceito
Assentimento / ndum.doc 11:33:58
Justificativa de
Auséncia ooy
Folha de Rosto folhaDeRosic_SB_Assinado,pdl 28/11/2017 | Bryan Saunders Acelto
_ _ 14:53:25
Outres ProjetoSB_Assinado, pdf 28/11/2017 |Bryan Saunders Aceito
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Situacgado do Parecer:
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Necessita Apreciacao da CONEP:
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SAO PAULOQ, 05 de Junho de 2019

Assinado por:
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(Coordenador(a))
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11.2 ANEXO B - Termo de Conscentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do

Estudo

UNIVERSIDADE DE SAO PAULOD
ESCOLA DE EDUCACADO FISICA E ESPORTE
Comité de Etica em Pesquisa
Formutédrio £

TERMO DE CONSENTIMENTO UVRE E ESCLARECIDO

1. DADOS DO INDIVIDUO
Nome completo
RG
CPF
Data de nascimento
Enderego completo
CEP
Fone

E-mail

11 -DADOS SOBRE A

1. Titulo do Projeto de Pesquisa
Respostas sangulneas e musculares a suplementacio de bicarbonato de sédio e subsequente

desempenho do exercicio.

2. Pesquisador Responsdvel
| Bruno Gualano. |

3. Cargo/Fungdo
| Professor da Escola de Educag®o Fisica e Esporte da Universidade de S&o Paulo |

4. Avaliagdo do risco da pesquisa. w

[ ] rRiscominmo || RISCO BAIXO [ X'] risco MEDIO [ ] risco maior
(probabllidade de que o indviduo sofra algum deno como conseqiéncia Imediata ou tardia do
estudo)

5. Duraclo da Pesquisa
4 semanas |

m- ICACOES DO P

1. Esta pesquisa pretende investigar: 1) os efeitos da suplementagdo de bicarbonato de sddio e os
efeitos do polimorfismo no gene dos transportadores de hidrogénio (MCT1 e MCT4) em respostas
musculares e sanguineas em marcaderes relacionados a fadiga muscular durante o exercicio (pH,
lactato, ions de hidrogénio e transportadores de jons de hidrogénios) 2) além disso, o presente
estudo pretende avaliar a relagdo entre o aumento individual das concentragdes sanguineas de
bicarbonato de sédio e o respectivo efeito desse aumento no desempenho fisco durante o teste
contra relogio de 1 quilémetro (1-km).

2. Sua participacio no estudo tera a duragBo de 4 semanas com 5 visitas ao laboraténo (mimimo 48
h entre as sessées). Na primeira visita, vocé realizara coleta de sangue através de uma pungio
na veia antecubital para posterior determinagdo do seu gendtipo; depois vocé realzard um teste

{ !mem#mm

1
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4.

Fonmutédrio £

ncremental no cicloergdmetro para determinarmos sua capacidade aerébia um teste de ciclismo
em que a carga (dificuldade) do teste serd crescente, até que vocé nSo consiga mais manter o
exercicio, Na segunda e lerceira Vvisita vocé comparecera ao laboratdrio para realizar a
familiarizagdo do teste fisico, que & caracterizado por um teste contra relégio de 1-km.

Na quarta e quinta visita (7 dias mimima entre as sessdes) serdo realizadas os testes principals
quem incluirdo coletas sanguineas da veia e do dedo. e trés bidpsias musculares feito por um
profissional qualificado e experiente (Or. Lulz Rianl), A canulag3o sera realizada por um individuo
freinado em pungdo venosa e canulagdo (Dr Bryan Saunders). As amostras de sangue e musculo
serBo coletadas 60 minutos antes da suplementacio de 0,3 g/kg de bicarbonato de sédio ou
placebo; 50 minutos (10 minutos antes do exercicic) apés a suplementagio; e imediatamente
apos o protocolo de teste fisico (contra relégio de 1-km). Em conjunto as coletas sanguineas e
musculares, serd aplicado um questiondno para a avaliagdo dos possivels efeitos colateras em
resposta a suplementacdo de bicarbonato de sodio, Antes e apés o teste de desempenho, serdo
coletados pequenas amostras de sangue i) da ponta de seu dedo para medirmos lactato; e ii) da
veia para outros dados que nos dizem comoe estd seu metabolismo {gasometnia sanguinea), Além
disso, vocé preenchera didrios alimentares para que possamos avakar seu consumo alimentar.
Todas as visitas terio lugar no Laboratério do Grupo de Pesquisa em Fisiclogia Aplicada e
Nutrigio na Escola de Ecucacdo Fisica e Esporte - USP. Todos os testes serdo realizados sob a
supervisdo de um fisiologista treinado (Dr. Bryan Saunders), enquanto um meédico (Dr. Luiz Riani)
permanecerd de prontidio nas Instalagdes da Unidade, em caso de alguma emergéncia médica

. Os testes fisicos poderdo leva-lo a um grande cansago fisico, ja que serdo de alta intensidade. No

caso de alguma Intercorréncia grave, os pesquisadores estlo Weinades a prestar primeiros
socorros @ os laboratdrios estdo equipados com os principais instrumentos em caso de
emergéneia, O médico da unidade poderd atendé-lo toda vez que necessano, Havendo
necessidade, vocé podera ser encaminhado para © HU-USP (Hospital Universitario da USP) ou
HC-FMUSP (Hospital das Clinicas). A pung3o do dedo pode trazer um desconforto moderado
devido & picada da agulha A pungdo da vela pode trazer um desconforto no brago devido ao
aperto pelo garrote e a pkada da agulha. Além disso, em alguns cascs podera ocorrer um
hematoma (mancha roxa) em seu brago. No entanto, apenas uma punglo por sessdo ccorrera
para inserr uma canula na veia; posteriormente, todas as coletas de sangue serdo retiradas desta
canula, A biopsia muscular causara um pequeno desconforto de picada no momento da anestesia.
Embora sua perna esieja anestesiada (portanio, vecé ndo devera sentir dor), a introdugdo da
agulha de bidpsia pode causar incdmodo. Esse incdmodo é rapido e ndo deve durar mais do que 2
ou 3 segundos. A bidpsia é feita forma limpa e asséptica. Apesar da bidpsia ser um procedimento
invasivo, nossa equipe & bem experiente e treinada neste procedimento, e ndo existem relatos de
problemas graves associados 3 biopsia em nosso laboratério. Mesmo assim, havendo
necessidade, vocé poderd ser encaminhade para ¢ HU-USP (Hospital Universitirio da USP) cu
HC-FMUSP (Mospitai das Clinicas). As coletas sanguineas e bidpsias musculares serdo
reakzadas apenas na Ultimas duas visitas.
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6. Ao participar como voluntario desta pesquisa, vocé tera acesso a avaliagdes padrao-curo do seu
estado de salde e condicionamento fisico. Além disso, vocd tera direito a consultas nutricionais,
onde vocé receberd aconselthamento profissional sobre como pode melhorar seus habitos
alimentares. Vocé podera tirar todas as dividas que tiver sobre alimentacdo.

7. Caso vocé tenha Interesse, vocé também poderd receber aconselhamento de profissionals de
educagao fisica sobre como realizar exercicios fisicos adequadamente.

1. Vocé terd acesso, a qualquer tempo, 3s informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para deimir eventuais duvidas;

2. Vocé terd liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de delxar de participar do
estudo, e ainda assim tera acesso aos resultados de todas as avaliages realizadas.

3. Todos os seus dados serio mantidos scb confidenciakdade, sigilo e privacidace, Eles poderfio ser
utilizados para publicagdes cientificas, mas sua ientidade nunca sera revelada;

4. Estara a sua disponibiidade assisténcia ne HU ou no HCFMUSP, por eventuais danos & saude

decorrentes da pesquisa.

Bruno Gualano - Av. Prof. Mello Moraes, 65. Butanta. Tel: (11) 2648-1337

Comité de Etica em Pesquisa da EEFE-USP - Av, Prof. Mello Moraes, 65. Butanta. Tel: (11)
3091-3097

Hospital Universitario da USP - Av, Prof, Lineu Prestes, 2565, Butanta Tel:(11) 3091-9200

Declaro que, apbds convenientemente esclarecido pelo pesguisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Projeto de Pesquisa.

S&o Paulo, / !

assinatura do sujedo da pesquisa assinatura do pesquisador
ou responsave! legal {carimbo ou nome legivel)



11.3 ANEXO C - Questionario de Avaliacado de Efeitos Colaterais a

Suplementacdo de Bicarbonato de Sodio
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ESCOLADE |
:%19(3% FISICA Suplementacao de bicarbonato de s6dio | ( ) I |
ART—— FICHA DE COLETA
COD: SESSAO: TISB DATA: PESO:
EFEITOS COLATERAIS
0 - Sem problemas ... 3 - Leve ... 6 - Moderado ... 9 - Intenso ... 10 - Muito intenso
A B C D E F G H 1 J
Dorde | Semsacdode | Eructacio | Dorde | Nawsea’ | Vamito | Flatuléncia Dor Semsaclio | Diarreia
cubeca fi 1 {Arroto) apo enjoo intestinal | de inch
0
0:90
O que vocé acha que tomou? () Bicarbonato de sddio ) Placebo
COD: SESSAO: T2SB DATA: PESO:
EFEITOS COLATERAIS
0 - Sem problemas ... 3 - Leve ... 6 - Moderado ... 9 - Intenso ... 10 - Muito intenso
A B C D E F G H 1 J
Dor de Sensagio de Eructacio Dor de Naunsea/ | Vimito | Flatuléncin Dor Sensacio | Diarreia
cabeca | estufamento (Arroto) cfomage enjoo intestinal | de inchagco
0
0:90
O que vocé acha que tomou? ) Bicarbonato de sddio ) Placebo
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11.4 ANEXO D - Declaracao de Concluséao de Disciplinas e Respectivas Notas

ATESTADO

Atestamos, para os devidos fins que, até o dia 20/10/2021, o(a) senhor(a) Pedro Henrique Lopes
Perim, de numero USP 10161621, cursou a(s) disciplina(s) abaixo na qualidade de aluno(a) regular

do programa de pés-graduacdo em Ciéncias do Sistema Musculoesquelético.

Disciplina: Modelos Estatisticos de Medidas Repetidas Aplicadas a Educacéo Fisica
Sigla: EFE5748-3/2 Carga Horaria: 90 Conceito: R Frequéncia: 30 Créditos: 0
Inicio: 11/03/2019 Término: 19/05/2019

Disciplina: Biologia do Envelhecimento
Sigla: MCM5881-3/1 Carga Horaria: 90 Conceito: A Frequéncia: 85 Créditos: 6
Inicio: 13/03/2019 Término: 23/04/2019

Disciplina: Balango Acido-Base do Organismo

Sigla: BMB5769-9/1 Carga Horaria: 90 Conceito: A Frequéncia: 90 Créditos: 6
Inicio: 08/08/2019 Término: 17/10/2019

Disciplina: Aplicacdes e Implicacées de Conceitos de Estatistica nos Estudos da Educacéo Fisica
e Esporte

Sigla: EFP5773-2/2 Carga Horaria: 90 Conceito: A Frequéncia: 100 Créditos: 6

Inicio: 05/03/2020 Término: 28/05/2020




11.5 ANEXO E - Declaracéo de Fechamento do Laboratério Devido a Pandemia

da COVID-19

ESCOLADE
EDUCACAO FISICA N | I
E ESPORTE E‘>

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

OF.ASTAC/00521/EEFE/05.03.2021

Prezados,

Atendendo a2 solicitagdo do Prof. Dr. Hamilton Augusto Roschel da Silva,
informamos que no ambito da Escola de Educagio Fisica e Esporte da Universidade de S3o Paulo,
em consonadncia com as determinagdes do Governo do Estado de S3o Paulo e da Reitora da
Universidade de S3o Paulo, como estratégia para conter a disseminagdo do novo Coronavirus, as

atividades de pesquisa ndo essenciais foram suspensas no periodo de 24/03 a 31/08/2020.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Julio Cerca Serrdo
Diretor

FAPESP

Av. Professor Mello Maraes, 685
CEP 05508-900 | Saa Paulo - SP | Brasil
55 11 3091-3084 | www.eefe.usp br
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11.6 ANEXO F -Prémio 2021 GSSI-ACSM Young Investigator in Sports Nutrition

Award
26102021 2224 Gmnad - 2021 GSSI- ACSM Young Investigatar in Sports Hutron Awerd
M Gmail Pedro Perim <pedroperim13@gmail.com>
2021 GSSI - ACSM Young Investigator in Sports Nutrition Award
3 mensagens
ACSM Foundation <foundation@acsm org> 5 de malo de 2021 17:00

Para: Pedro Perim <pedroperim13@gmail.com>

Pedro Perim
University of Sao Paulo

Dear Pedro,

CONGRATULATIONS! You've been selected to receive the 2021 GSSI - ACSM Young Investigator in Sports
Nutrition Award to support your altandance at ACSM's 68™ Annual Meeting taking place June 1-5, 2021!

Your application was selected out of the quakly entnes by a review panel from ACSM and GSSI. Please let us know if

you have already registered for the meeting and nead to be refunded. If not, we will work with our meetings
department and get you registered. Please provide a high resolution head shot and completed W-88EN and
wire transfer forms at your eardiest convenience.

We will be in touch with the next steps of the evaluation process and details for the virtual interactive Q & A session
for final award placement

If you have any other questions, don't hesitate to contact us. Congratulations once again, and we hope you enjoy the

tamific meeting we have planned!

Very best regards,

ACSM Foundation

Amerivan College
of Sports Medicine

2 anexos
- :;;nk W-BBEN.pdf

@] Blank Wire Transfer Form.docx
tittps.imail google commaliuOPk=datad? o 1binew=pilsoarch=aloamihid=trond % 1A 1 GASG4987 297 2400608 ump=msg Me3A 1698329

w2
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11.7 ANEXO G -Resultados preliminaries de Western Blotting

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT1 no gél 1.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressio proteica do MCT4 no gél 1.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT4 no gél 2.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT1 no gél 3.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressdo proteica do MCT4 no gél 3.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT1 no gél 4.

! 1

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT4 no gél 4.
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.
o

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT1 no gél 5.

T
.:—,:.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT4 no gél 5.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressdo proteica do MCT1 no gél 6.

Reproducao visual dos resultados de Western Blotting para expressao proteica do MCT4 no gél 6.
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