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RESUMO

Costa BD. Efeitos agudos da ingestéo de p-alanina sobre os mecanismos
reguladores do conteudo de carnosina muscular [dissertacdo]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

O objetivo desse estudo foi avaliar as respostas agudas a suplementacéo de beta-
alanina (BA) na concentracdo plasmatica de BA, na expressdo de genes
relacionados ao metabolismo da carnosina e no seu respectivo contetido no masculo
esquelético, antes e depois da suplementacdo cronica de BA. Foram recrutados
quatorze homens saudaveis e fisicamente ativos (participavam de exercicios fisicos
semanalmente, mas ndo eram envolvidos em um programa de treinamento
estruturado) com idade entre 18 e 45 anos. Eles foram submetidos a suplementagédo
aguda de 1600 mg de BA antes e apds um periodo de suplementacdo crénica de
6400 mg/dia durante 4 semanas. Amostras musculares foram coletadas antes, 1-h e
4-h pos-suplementacdo aguda, antes e apds o periodo de suplementacdo de 4
semanas para avaliar a expressao e o contetdo de proteinas e genes relacionados ao
metabolismo da carnosina (CARNS, TAUT, CNDP2, ABAT, PAT1). A ingestdo
aguda de 1600 mg de BA regulou a expressao génica (expressdo >2) de CARNSL,
ABAT, TAUT e PAT1 1 hora ap6s a suplementacdo na sessdo 1 (semana 0).
Entretanto, 4 semanas de suplementacdo de 6400 mg/dia de BA reduziram a
expressdo do gene PAT1 1 hora apds a suplementacdo aguda significativamente
(P=0.04) em relacdo ao baseline. O conteiudo de CARNS1 (+246%; P=0.02) e
TAUT (+644%; P=0.01) aumentaram agudamente 4 horas apds uma dose aguda de
1600 mg de BA, no entanto apds um periodo de suplementacdo crbnica apenas
TAUT aumentou seu conteddo (+ 224%) 4 horas ap6s a dose aguda (P=0.01).
Mostramos que houve alteracGes agudas e crbnicas na expressdo génica e no
conteldo de proteinas relacionadas ao metabolismo da carnosina muscular.
Atualmente, ainda ndo esta claro o que isso significa para a sintese de carnosina
muscular, entretanto, os proximos resultados de BA sanguinea, muscular e
carnosina muscular fornecerdo mais informac6es e como eles interagem com esses

achados.



Palavras-chave: Musculo esquelético. Suplementos nutricionais. Fadiga muscular.
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ABSTRACT

Costa. BD. Acute effects of B-alanina intake on regulatory mechanisms of muscle
carnosine content [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2022.

The aim of this study was to evaluate the acute responses to beta-alanine (BA)
supplementation on the plasma concentration of BA, on the expression of genes
related to carnosine metabolism and on their respective content in skeletal muscle,
before and after chronic BA supplementation. Fourteen healthy and physically
active men (participating in weekly physical exercise, but not involved in a
structured training program) aged between 18 and 45 years participated. They
underwent acute supplementation of 1600 mg of BA before and after a chronic
supplementation period of 6400 mg/day for 4 weeks. Muscle samples were
collected before, 1-h and 4-h post-acute supplementation, before and after the 4-
week supplementation period to assess expression and content of proteins and genes
related to carnosine metabolism (CARNS, TAUT, CNDP2, ABAT, PAT1). Acute
ingestion of 1600 mg BA up-regulated gene expression (expression >2) of
CARNS1, ABAT, TAUT and PAT1 1-hr after supplementation in session 1 (week 0).
However, 4 weeks of supplementation of 6400 mg/day BA reduced PAT1 gene
expression at 1-hr after acute supplementation) significantly (P=0.04) from
baseline. The content of CARNS1 (+246%; P=0.02) and TAUT (+644%; P=0.01)
increased acutely 4-h after an acute dose of 1600 mg BA, however after chronic
supplementation only TAUT increased its content (+224%) 4-h after the acute dose
(P=0.01). We showed that there were acute and chronic changes in gene expression
and protein content related to muscle carnosine metabolism. Currently, it is still
unclear what this means for muscle carnosine synthesis, however, results of blood
BA and muscle carnosine will provide further information depending on how they

interact with these findings.

Keywords: Muscle skeletal. Dietary supplements. Muscle fatigue. Carnosine. beta-

alanine. Sports nutritional physiological phenomena.
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1. INTRODUCAO

A carnosina (B-alanyl-L-Histidina) € um dipeptideo citoplasmatico encontrado
em diversos tecidos, tais como o cardiaco, cerebral e musculo esquelético
(BOLDYREV; ALDINI; DERAVE, 2013). Esse dipeptideo é sintetizado in situ a partir
dos aminodcidos L-histidina e beta-alanina (BA) e pode ser obtido por meio da dieta
através de diversos tipos de carnes (bovina, suina, frango e peixes) (ABE, 2000). No
entanto, ela e outros dipeptideos que contém histidina (DCH), que também sao
determinantes para o conteildo de carnosina muscular ndo sao absorvidos em sua forma
integra para a corrente sanguinea, j& que a enzima carnosinase presente no limen
intestinal e no plasma sanguineo rapidamente hidrolisa estes dipeptideos (HARRIS et
al., 2012).

Diversas agdes fisiologicas tém sido associadas a carnosina no mdasculo
esquelético (BOLDYREV; KURELLA; STVOLINSKY, 1994). Porém, sua funcdo
mais aceita é o tamponamento do pH, devido a sua constante de dissociacdo de acidos
estar dentro da faixa de variacdo do pH intramuscular (ABE, 2000). Esse papel é
particularmente importante em atletas engajados em atividades e esforcos de alta
intensidade e curta duracdo, j& que tais esforcos conhecidamente levam a um acumulo
de ions hidrogénio (H*) no interior da célula muscular, gerando uma queda do pH
HARRIS; HULTMAN, 1975) e a inibicdo de enzimas importantes da via glicolitica (J.
R. SUTTON, 1981), limitando o processo de producdo de energia para a contracdo
muscular.

Embora sejam determinantes para o contetdo de carnosina muscular, o
fornecimento dietético de DCH ndo é uma estratégia viavel para aumentar as
concentragdes musculares de carnosina, tendo em vista a presenca de enzimas que
rapidamente os hidrolisam (HARRIS et al., 2012). Além disso, 0 aumento da
concentracdo de carnosina muscular causado por meio da suplementacdo de BA ¢é
amplamente conhecido e ocorre em todos os individuos (REZENDE et al., 2020). No
entanto, sdo observadas grandes variagdes no aumento do contetdo total e, o tempo para
se atingir esse contetdo de carnosina muscular entre individuos suplementados com
6,4g/dia de BA durante 24 semanas (SAUNDERS et al., 2017a). Diversos genes e

proteinas regulam os processos que afetam o contetdo de carnosina muscular. Dentre
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0s quais, destacam-se: aquelas proteinas envolvidas na captacdo de BA e de carnosina
pelo musculo esquelético; na sintese e hidrolise local de carnosina; além da oxidag&o de
BA via transaminacdo. Os genes envolvidos no controle dessas funcbes sdo: CARNS
(sintese de carnosina), TAUT, PAT1, ATBO,+ (transporte de BA), CNDP1, CNDP2
(hidrolise de carnosina), ABAT (transaminacgdo de carnosina). Atualmente, ndo se sabe
a importancia de cada um desses transportadores e proteinas para a sintese de carnosina
muscular apds a suplementacéo aguda e crénica de BA e se sua expressao ou conteudo
pode alterar. Isso pode ser relevante, uma vez que deve fornecer informacdes adicionais
sobre a importancia de certos passos envolvidos no metabolismo da carnosina e, poderia
contribuir no entendimento da grande variagdo interindividual relacionada aos aumentos
do contelido de carnosina muscular através da suplementacdo de BA (SAUNDERS et
al., 2017).

Portanto, ha uma necessidade de avaliar a resposta aguda de uma dose tipica de
BA em relacdo a expressdo génica e contetido proteico de enzimas e transportadores
relacionados ao metabolismo da carnosina, para quantificar sua importancia relativa a

possiveis mudancas e determinar como isso muda com a suplementacéo cronica.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1  Carnosina e dipeptideos que contém histidina

A carnosina é um dipeptideo citoplasmatico formado através dos aminoacidos
beta-alanina e L-Histidina. A mesma desempenha diferente funcdes, podendo atuar
como um antioxidante (BOLDYREV, 1993), antiglicante (HIPKISS; MICHAELIS;
SYRRIS, 1995), regulador da sensibilidade de calcio (DUTKA et al., 2015) e, também
como um 6timo tampdo intracelular para populacdes atléticas devido a sua constante de
dissociacdo de acidos (pKa) de 6,83 (proximo da variacao fisioldgica do pH muscular:
7,1 e 6,5) em seu anel imidazol, derivado do aminoécido L-histidina que comp&em a
sua estrutura (LEHNINGER, T. M., NELSON, D. L. & COX, 2014; SAUNDERS et al.,
2017b). Além de seu anel aromatico, a L-histidina se destaca por ser considerado um
aminoacido essencial, diferentemente da beta-alanina que ndo é essencial e
proteinogénico (LEHNINGER, T. M., NELSON, D. L. & COX, 2014). Sendo assim, é
possivel obter esse aminoacido através da dieta, diferentemente da BA. Ademais, outros
dipeptideos sdo compostos pela L-histidina, como é o caso da anserina e balenina

(ofidina). Esses dipeptideos que contém histidina se assemelham em relacéo a carnosina
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em termos de estrutura e funcgdo, tendo em vista que a estrutura da anserina e da balenina
sdo compostas por carnosina e um grupo metil (BOLDYREV; KURELLA,;
STVOLINSKY, 1994). Enquanto no organismo humano encontramos apenas carnosina
em diferentes tecidos, a carnosina, anserina e balenina sdo encontradas no organismo de

outros animais (mamiferos terrestres e marinhos, peixes e aves) (ABE, 2000).

2.2  Distribuicéo nos tecidos

A carnosina pode ser encontrada em diferentes tecidos, entre os quais destacam-
se 0 coragao, cérebro e, principalmente o masculo esquelético, local onde h& abundancia
desse dipeptideo (BIFFO; GRILLO; MARGOLIS, 1990; HARRIS et al., 2006;
O’DOWD; ROBINS; MILLER, 1988). No cérebro a carnosina é encontrada
predominantemente no formato de homo-carnosina (L-histidina ligado a um GABA) e
N-acetilcarnosina (produto da descarboxilacdo da carnosina), que sdo analogos da
carnosina (ndo considerado um dipeptideo que contém histidina) (BOLDYREYV et al.,
2004). No coragdo a carnosina é encontrada em concentragdes de 2 a 10 uM (O’DOWD;
ROBINS; MILLER, 1988), ja no musculo esquelético esse dipeptideo esta presente em
altas concentragdes, aproximadamente 20 mmol/kg de musculo seco em humanos
(HARRIS et al., 2006).

2.3 Metabolismo da carnosina

A ingestdo de BA parece ser de grande importancia para 0s aumentos de
carnosina no musculo esquelético, ja que esse aminoacido possui uma alta afinidade
pela enzima Carnosina Sintase (CARNS). Essa enzima presente no citoplasma é
responsavel pela sintese da carnosina nos diferentes tecidos a partir dos aminoacidos
BA e L-Histidina (DROZAK et al., 2010). Devido a sua constante de equilibrio (Km)
de1,0a2,3Mm (NG; MARSHALL, 1978) e por estar presente em baixas concentracfes
no musculo esquelético (~0,2 mmol/kg). Essa enzima apresenta uma alta afinidade pela
BA, 0 que vai de encontro com as concentragdes de L-histidina, que sdo superiores no
musculo e no plasma sanguineo (~0,4 mmol/kg), mas apresenta baixa afinidade pela
Carnosina Sintase (Km de 16 pM). (HORINISHI; GRILLO; MARGOLIS, 1978;
VARANOSKE et al., 2017, 2019) Essa alta afinidade da carnosina sintase pela BA vai
ao encontro de dados publicados por Harris et al. (2006) que demonstram que a BA é o

fator limitante da sintese de carnosina muscular.
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No entanto, a disponibilidade de BA em seres humanos é baixa, sendo
produzida em pequenas concentragdes no figado em resposta a degradacdo da uracila
(FRITZSON, 1957). Isso torna necessario o consumo de fontes exdgenas desse
aminoacido através de fontes alimentares que contenham DCH, como as carnes ou
mesmo pela suplementacdo de BA propriamente dita quando o objetivo é aumentar as
concentragdes de carnosina dos diferentes tecidos (HARRIS et al., 2006).

Ao chegar no intestino delgado, a carnosina e seus analogos que contém histidina
sofrem hidrdlise por carnosinases teciduais (CN2) presentes no lumem intestinal, essas
enzimas apresentam afinidade para inimeros dipeptideos, ndo somente para carnosina
e seus analogos (TEUFEL et al., 2003). ApGs a passagem para a corrente sanguinea os
dipeptideos remanescentes (aqueles que ndo sofreram hidrolise pelas CN2) sdo
hidrolisados pelas carnosinases séricas (CN1) que apresentam afinidade apenas para
DCH. Além disso, as CN1 apresentam alta atividade enzimética devido a sua alta
eficiéncia catalitica, o que justifica as concentra¢des extremamente baixas de carnosina
no sangue. Alguns trabalhos ja demonstraram que a atividade das CN1 pode variar entre
os individuos devido a fatores genéticos (polimorfismo do gene CNDP1), idade e sexo
(EVERAERT et al., 2011; RIEDL et al., 2007). Diferentemente da CN1, a CN2 pode
ser expressa no intestino e no musculo esquelético e pode apresentar atividade
enzimatica distinta a depender do tecido em que esta localizada (TEUFEL et al., 2003).
No mausculo esquelético a atividade da CN2 é lenta, o que justifica uma maior
estabilizacdo dos niveis de carnosina muscular em relacdo a um periodo de washout
dessa substancia (BAGUET et al., 2009). No intestino delgado a CN2 apresenta maior
expressdo e maior atividade em relacdo ao musculo esquelético, onde hidrolisa a
carnosina e seus analogos que contém histidina (anserina e balenina) em seus
aminoéacidos constituintes (ASATOOR et al., 1970; HAMA et al., 1976).

A BA ingerida ou gerada a partir da hidrolise dos DCH, podem ser captadas no
intestino pelo PEPT1 ou ATBO+, uma proteina transportadora dependente de sédio e
cloreto, que realiza o transporte de diferentes aminoacidos no intestino (MUNCK AND
SCHULTZ, 1969), entretanto com baixa afinidade para BA em comparacido a a-
aminoéacidos. J4 o0 PEPTL, uma proteina de transporte de peptideos que demanda gasto
de ATP durante o processo de transporte (transporte ativo). E responsavel pelo
transporte da carnosina, DCH e outros peptideos do intestino para a corrente sanguinea
(EVERAERT etal., 2012; YAMASHITA et al., 1997). Esse transportador também pode
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ser encontrado nos rins, atuando na reabsorcdo tubular de peptideos). Assim como sua
isoforma PEPT2, que além de apresentar as mesmas funcbes do PEPTL, ainda realiza
0 transporte de carnosina para o cérebro (ADIBI, 1997).

A BA circulante, transportada para a corrente sanguinea via suplementacéo ou
resultado da hidrélise dos DCH, é captada por diferentes tecidos e sua capta¢do pode
ser mediada por diferentes transportadores (EVERAERT et al., 2012). Entre os
transportadores que mais se destacam no transporte de BA, pode-se citar o TAUT, um
transportador dependente de sddio e cloreto e o PATL. Isso porque, no masculo
esquelético o TAUT apresenta alta especificidade para taurina e BA. Esse transportador
apresenta um Km de 40 uM nos midcitos (BAKARDJIEV; BAUER, 1994), o que é
relativamente alto em comparacdo ao conteido de BA normalmente encontrado no
sangue (HARRIS et al., 2006). No estudo de Saunders (2017a) foi demonstrado que 24
semanas de suplementacdo de BA atraves de doses de 6,4g/dia gerou uma reducdo da
expressdo do gene TAUT. O que sugere um mecanismo regulatério para manter a
homeostase intramuscular de carnosina, limitando assim, a captacdo de BA pelo
musculo esquelético. J& o PATL, apresenta alta especificidade para a captacdo de BA e
ndo depende de sddio e cloreto para realizar o seu transporte para o musculo esquelético,
entretanto, esse transportador contribui para os aumentos de carnosina muscular de
forma menos significativa (EVERAERT et al., 2013; FEI et al., 1994).

A medida que ocorre um aumento excessivo da disponibilidade de BA no
musculo esquelético, ocorre também uma maior transaminacdo de BA devido a presenca
da enzima ABAT, que catalisa a BA em malonato semi-aldeido (EVERAERT et al.,
2013). Everaert et al. (2013) sugeriu que a expressdo muscular de ABAT evoluiu em
omnivoros e carnivoros, onde a BA representa uma porcdo significativa dos
aminoéacidos da dieta e, pode contribuir para o fornecimento de energia em condi¢fes
de aumento da disponibilidade de aminoacidos. Afinal, sabe-se que a contribuicdo na
producdo de ATP provinda da oxidacdo de aminoacidos € relativamente baixa,
entretanto, existente em situagdes de disponibilidade aumentada.

Um trabalho anterior avaliou a expresséo de genes envolvidos no metabolismo
da carnosina (CARNS, TAUT, PAT1, ABAT, CNDP2) antes e ap0s um programa de
treinamento de HIIT de 12 semanas, mas ndo demonstrou diferenca significativa na
expressdo desses genes (DE SALLES PAINELLI et al., 2018). Entretanto, essa falta de

mudanga na expressdo dos genes envolvidos no metabolismo da carnosina, pode ser
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devido a auséncia de suplementacdo com BA, que € sabidamente o fator limitante da
sintese de carnosina muscular (HARRIS et al., 2006), podendo desempenhar um papel
relevante na alteracdo da expressdo de génica e conteddo de proteico de enzimas e
transportadores. Além disso, os individuos recrutados para participar desse estudo eram
vegetarianos, populacdo que tende a ingerir menores quantidades de BA pela dieta (DE
SALLES PAINELLI et al., 2018). O que pode impactar no contelido de carnosina
muscular e, consequentemente na expressao génica e contetdo de proteico de enzimas

€ transportadores.

2.4 Fatores que influenciam no contetdo de carnosina muscular

Seres humanos onivoros apresentam aproximadamente 20 mmol/kg de
carnosina em musculo seco (HARRIS et al., 2006) e alguns fatores podem influenciar
nesse conteudo de carnosina muscular. Entre alguns deles, é observado que a
distribuicdo de carnosina no masculo esquelético humano é diferente no que se diz
respeito as fibras musculares, sendo o seu contetdo predominante em fibras musculares
do tipo Il em relacdo aquelas do tipo I. O contetdo de carnosina em fibras musculares
do tipo I do musculo vasto lateral humano é de 10,5 + 7,6 mmol/kg de musculo seco
enquanto as fibras musculares do tipo Il apresentam 23,2 + 17,8 mmol/kg de musculo
seco (HARRIS; DUNNETT; GREENHAFF, 2010). Essa diferenga na distribui¢do do
conteddo de carnosina por tipo de fibra faz sentido quando pensamos na importancia da
funcdo tamponante intramuscular que a carnosina desempenha sobre o metabolismo
glicolitico, quando a fuga e a cagca eram um fator decisivo de sobrevivéncia durante a

evolugéo do ser humano.
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Para saber se o treinamento fisico de alguma forma poderia contribuir para os
aumentos de carnosina muscular, um estudo conduzido em 2018 avaliou os efeitos de
12 semanas de treinamento intermitente sobre o conteudo de carnosina muscular. Nesse
estudo foram incluidos apenas individuos vegetarianos e ovolactovegetarianos. Ap6s o
periodo do estudo foi observado um aumento de 36% do conteldo de carnosina
muscular dos individuos que foram treinados, enquanto aqueles que nao foram treinados
ndo apresentaram alteracdo significativa (DE SALLES PAINELLI et al., 2018). Vale
ressaltar que como os individuos eram vegetarianos, ndo houve consumo de carne, que
sabidamente poderia influenciar nas concentragdes de carnosina muscular.

Além das variagdes da concentracdo de carnosina muscular decorrente do tipo
de fibra muscular e do treinamento fisico, o0 género € um outro fator determinante do
conteddo intramuscular desse dipeptideo. Individuos do sexo masculino e feminino
foram submetidos a bidpsia do musculo vasto lateral e foi observado que as mulheres
apresentavam aproximadamente 22% a 25% menos carnosina muscular em relagéo aos
individuos do sexo masculino, elas apresentavam 17,5 £ 4,8 mmol/kg de musculo seco
e eles 21,3 + 4,2 mmol/kg de musculo seco. O que poderia ser explicado pela quantidade
de massa muscular e, principalmente a quantidade de testosterona que ambos 0s sexos
possuem (VINGREN et al., 2010).

A dieta € um outro importante fator a se considerar, afinal estudos que avaliaram
individuos que haviam adotado um estilo de vida vegetariano a anos (>1 ano e >8 anos)
relataram uma reducdo de aproximadamente 17% a 26% e 35% menos carnosina
muscular em comparacédo a individuos onivoros (DE SALLES PAINELLI et al., 2018;
EVERAERT etal., 2011). Isso mostra que extremos podem influenciar no contetido de
carnosina muscular, no entanto uma alimentacdo omnivora pode ser que ndo leve a

grandes variagdes do contedo de carnosina muscular.

2.5  Fontes alimentares de BA

A BA esta presente em diferentes tipos de alimento, podendo ser encontrada no
formato de dipeptideos que contém histidina ou como o B-aminoécido propriamente
dito. Entre algumas das fontes alimentares com maior contetido de BA estéo as carnes,
afinal existem altas concentracfes de carnosina, anserina e balenina dentro da celula
muscular de mamiferos, aves e peixes. Sabe-se que 100 g de peito de frango possui em
média 380 mg de BA (ABE, 2000; JONES; SMITH; HARRIS, 2011).
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Embora os alimentos de origem animal sejam aqueles que apresentam maior
contetdo de BA no formato de dipeptideos que contém histidina. Alguns vegetais
também podem apresentar baixas concentracGes desse aminoacido. Sendo assim, é
possivel se obter BA através de alimentos de origem vegetal, como é o caso das nozes,
alguns feijbes, ervilhas, gréos de café, amendoim e pinhdo (OH et al., 1995). Entretanto,
esses alimentos podem apresentar uma concentracdo relativamente baixa desse
aminoéacido, algo irrelevante quando o objetivo é aumentar as concentracdes de
carnosina muscular (PARTHASARATHY; SAVKA; HUDSON, 2019). Assim, a
suplementacdo com BA parece ser o método mais efetivo para aumentar o contetido de

carnosina muscular.

2.6 Suplementacéo de beta-alanina
Como foi citado anteriormente, os aumentos de carnosina muscular dependem
da disponibilidade da BA e carnosina disponivel no organismo. No entanto, a
suplementacdo de carnosina ou de seus analogos ndo é vantajosa, ja que esses Sao
imediatamente hidrolisados em BA e L-histidina pelas carnosinases presentes no lumen
intestinal e na corrente sanguinea. Isso foi demonstrado através de um estudo pioneiro
realizado por Harris et al (2006), onde os participantes ingeriram uma dose aguda de
BA de 40 mg/kg de massa corporal e 40 mg/kg de anserina e carnosina no formato de
caldo de peito de frango com o objetivo de avaliar a farmacocinética da ingestao de BA,
foi observado através da coleta de amostras de sangue que houve um aumento da
quantidade de BA na corrente sanguinea através da suplementacdo da substancia
propriamente dita. No entanto, ndo foi observado quantidades significativas desses
dipeptideos que contém histidina na corrente sanguinea, o que corrobora o que foi
relatado anteriormente, onde foi dito que existe uma grande quantidade de carnosinases
presentes no plasma e essas hidrolisam esses dipeptideos que contém histidina, ndo
permitindo que se acumulem no sangue (PERRY; HANSEN; LOVE, 1968).
Na segunda parte desse mesmo estudo os voluntéarios foram separados
em grupos distintos e receberam diferentes protocolos de suplementacdo durante 28
dias. Enquanto o grupo que suplementou placebo teve um aumento de 9,9% do contedo
de carnosina muscular, o grupo que suplementou BA em 3,2 g/dia durante 4 semanas
teve um aumento de 42,1% de carnosina muscular (P<0.05). Mas o que mais chama a

atencdo nesse estudo é a suplementacdo do terceiro grupo com uma dose de carnosina
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(total de 3649 de carnosina, equivalente a 162 g de BA) e do quarto grupo com uma
dose similar em BA (162 g), o que levou ambos a obterem aumentos similares de
carnosina muscular 64,2% e 65,8%. Demonstrando mais uma vez que a BA é o fator
limitante da sintese de carnosina. Sendo assim, a suplementacéo de beta-alanina é uma
estratégia bem aceita para aumentar o conteldo de carnosina muscular, enquanto a

carnosina por si, é hidrolisada ao chegar no plasma.

2.7  Variag6es nos aumentos do contetdo de carnosina muscular com
suplementacéo de BA.

Alguns individuos apresentam grande variabilidade em termos de aumento das
concentragdes de carnosina muscular a partir da suplementacdo de BA (SAUNDERS et
al., 2017a). Segundo Stautemas. (2019), isso poderia explicado parcialmente (30%) a
partir de um protocolo de suplementagdo com dose fixa ou dose relativa em individuos
com diferentes caracteristicas antropométricas. No entanto, somente a resposta
farmacocinética foi avaliada, sendo necessario avaliar o conteddo de carnosina
muscular. No estudo conduzido por Saunders et al. (2017a) os voluntarios foram
suplementados ao longo de 24 semanas com 6,4 g/dia de BA, e foi relatado que em um
mesmo individuo, as concentracdes pré e pos suplementacdo registradas variaram de
8,76 a 41,32 mmol/kg e o conteldo méximo intramuscular atingido variou de 31,79 a
63,92 mmol/kg entre os individuos avaliados. Tendo em vista essa discrepancia da
variacdo do conteddo maximo intramuscular de carnosina, acredita-se que essa
inconstancia é determinada por outros fatores além da disponibilidade de BA.

Embora também acredite-se que essa resposta variavel em relacdo aos aumentos
de carnosina muscular ap6s a suplementacdo de BA possam estar relacionadas aos
determinantes do contetdo de carnosina muscular como o tipo de fibra muscular, género
do individuo e dieta, uma meta-analise recente mostrou que o musculo esquelético
humano tem grande capacidade de acumulo de carnosina muscular e que os valores
basais ndo parecem influenciar a resposta subsequente a suplementac&o e a resposta nao
linear a suplementacdo. Foi observado também que a carnosina muscular é
relativamente estavel na auséncia de intervencao, sendo que efetivamente todos (99,3%
[95% Crl: 96,2-100]) os participantes respondem a suplementacéo de BA (REZENDE

etal., 2020). Sendo assim, outros fatores desconhecidos podem contribuir para a grande
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variabilidade interindividual dos aumentos de carnosina muscular em resposta a

suplementacédo de BA.

2.8  Dose e Duracéao

No estudo classico publicado por Harris et al. (2006), foi observado que quando
os individuos consumiam doses totais de 162 g de BA durante 28 dias, ocorriam
aumentos de até 64,2% da concentracdo da carnosina muscular (HARRIS et al., 2006).
Entretanto, um outro trabalho conduzido por Saunders et al. (2017a) mostrou que a
maioria dos individuos que foram suplementados durante 24 semanas com 6,4 g/dia
apresentavam um ponto de saturagdo somente a partir da 20? semana de suplementacéo,
no entanto outros voluntarios continuavam a apresentar aumentos do contetdo de
carnosina muscular mesmo ap6s a 20* semana. Esse mesmo estudo ainda mostrou que
ja na quarta semana de suplementagdo com BA, parece haver uma reducdo da expressao
génica do TAUT, que vai ao encontro da fase (0 a 4 semanas) onde ocorre 0 aumento de
maior magnitude da carnosina muscular que é demonstrado ao longo das 24 semanas de
suplementacdo (SAUNDERS et al., 2017a). Isso fornece evidéncias de que quantidades
relativamente altas de BA sdo necessarias para aumentar a carnosina muscular, assim
como um longo periodo de suplementagéo, o que justifica a maior parte dos estudos
utilizarem protocolos de suplementacéo de duragédo similar com doses fixas de 3,2 a 6,4
g/dia (SAUNDERS et al., 2017b, 2017a).

Um trabalho publicado por Stellingwerff et al, (2012) avaliou o efeito de dois
protocolos de suplementacdo diferentes e, verificou que no primeiro protocolo de
suplementacdo onde os individuos foram suplementados durante 4 semanas com 3,2
g/dia de BA e mais 4 semanas de 1,6g/dia, houve um aumento de 35% do conteudo de
carnosina muscular quando comparado com um grupo que suplementou durante 8
semanas 1,6 g/dia de BA. Na quarta semana, quando os dois grupos passaram a
suplementar a mesma quantidade de BA, o contetdo de carnosina muscular continuava
aumentando, mas desta vez por estarem suplementando a mesma quantidade de BA
(1,6g/dia) passam a ter aumentos similares do contetdo de carnosina muscular. Apés 8
semanas de suplementacdo o grupo que passou pelo primeiro protocolo teve um
aumento de 44% de carnosina muscular enquanto aquele que passou pelo segundo
protocolo teve um aumento de 35%. O que fornece evidéncias de que quanto maior a

quantidade de BA acumulada ao longo do periodo de suplementacdo, maiores sao 0s
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aumentos de carnosina muscular. Além disso, outro estudo realizado por esse mesmo
grupo, publicado no ano de 2012, testou a suplementagéo de BA em jovens fisicamente
ativos e mostrou que doses superiores acumuladas, puderam aumentar o conteido de
carnosina muscular apos a suplementacdo em até 88%. Isso corrobora a ideia de que
quanto mais BA € ingerida maior € 0 aumento de carnosina muscular
(STELLINGWERFF et al., 2012).

2.9  Dose e Efeito colateral

O Unico efeito colateral relatado pela suplementacdo com BA é a parestesia, uma
sensacao de formigamento desconfortavel na pele que pode durar até uma hora que pode
ocorrer quando um individuo ingere de maneira aguda doses acima de 10 mg /kg
(HARRIS et al., 2006). No estudo conduzido por Harris et al (2006) os primeiros
voluntarios que foram submetidos a suplementacdo de 40 mg/kg de BA isolada e
apresentaram fortes desconfortos na pele relacionados a parestesia, a partir disso, doses
menores foram testadas. Foi observado que a dosagem de 10 mg/kg de BA era a
dosagem limite para que os individuos que ingerissem o suplemento ndo apresentassem
esse efeito adverso. Sendo assim, novos protocolos que pudessem otimizar 0os aumentos
do contetido de carnosina muscular e reduzissem a parestesia gerada pela suplementacédo
de BA eram de grande interesse.

Atualmente uma das recomendacdes de dosagem para a suplementacdo BA é um
protocolo de dose fixa de cerca de 800 a 1600 mg, trés a quatro vezes ao dia, dessa
forma é possivel que ocorra um aumento dos niveis de carnosina muscular e que o
individuo submetido a suplementacdo tenha uma reducédo da incidéncia e gravidade da
parestesia (HARRIS et al., 2006). Contudo, embora seja menos frequente, ainda é
observado a utilizacdo de dosagens relativas ao peso: 65 mg/kg, 80 mg/kg em alguns
estudos (DUCKER; DAWSON; WALLMAN, 2013; HOWE et al., 2013).

2.10 Variabilidade de respostas farmacocinéticas com a suplementacéo de BA
A maioria dos estudos utiliza uma dose absoluta padronizada de suplementacao
de BA (3,2 a 6,4 g/dia) para aumentar a carnosina muscular, no entanto ainda ha uma
resposta interindividual altamente variavel em relacdo a carnosina muscular. Por ndo
existir um consenso sobre qual o melhor protocolo de suplementacao a ser utilizado, um

grupo conduziu um estudo onde suplementaram BA através de protocolos de dose fixa
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de 1400 mg e dose relativa ao peso (10 mg/kg) em individuos de diferentes
caracteristicas antropométricas (46 a 105 kg) e sexos diferentes. A area incremental sob
a curva (IAUC) de uma dose fixa (1400 mg) foi negativamente correlacionada ao peso
corporal, indicando que pessoas mais pesadas tiveram uma resposta farmacocinética
inferior em relacdo a pessoas leves. Contudo, ap06s a suplementacao de dose relativa ao
peso houve uma correlagéo positiva entre a resposta farmacocinética e o peso corporal.
Mostrando que cerca de 30% da resposta fisioldgica poderia ser decorrente da variacao
do peso do individuo suplementado, esses achados poderiam estar correlacionados ao
aumento da gravidade da sensagdo de parestesia por individuos mais leves ao utilizar
protocolos de dose fixa, e uma menor incorporacdo de BA no musculo por individuos
mais pesados (STAUTEMAS et al., 2018). Uma limitacdo desse estudo é que eles ndo
mediram a carnosina muscular ou alteracfes nas enzimas relacionadas a carnosina. Este
tipo de dado forneceria informagdes importantes sobre o metabolismo da carnosina
muscular com a suplementacao de beta-alanina.

Esse mesmo grupo conduziu recentemente um estudo onde além de uma dose
fixa de 1,6g e uma dose relativa ao peso de 20 mg / kg, também foi adicionado uma dose
fragmentada de 800 mg + 10 mg /kg de peso corporal. Os individuos de diferentes
caracteristicas antropométricas (48 kg a 139 kg) foram suplementados, e foi observado
que a iAUC foi novamente negativamente correlacionada com o peso corporal ao ingerir
uma dose fixa, enquanto, apos a dosagem relativa ao peso, foi observada uma correlacdo
positiva com o peso corporal. Em contraponto a isso, ndo houve correlacdo com o peso
corporal quando os individuos foram suplementados com a dosagem fragmentada. O
peso corporal foi capaz de explicar 47% e 28% da variacdo no iAUC seguindo a
estratégia de dose fixa e relativa ao peso, o que confirma a existéncia de uma
variabilidade gerada pela suplementacdo de BA em individuos com diferentes
caracteristicas antropométricas (STAUTEMAS et al., 2019). No entanto, apesar disso,
eles ndo mediram os aumentos do contetdo de carnosina muscular e o contetdo das
proteinas envolvidas no metabolismo da carnosina (por exemplo, TAUT e PAT1), o que
poderia nos fornecer informagfes importantes sobre um possivel caminho para a
individualizacdo da dose a ser suplementada. Além disso, o trabalho mais longo com
suplementacdo de beta-alanina utilizou um protocolo de dose fixa de 6,4g/dia durante

24 semanas e demonstrou que hd uma grande variabilidade de respostas em relacdo aos
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aumentos do contetido de carnosina, e a expressao dos genes envolvidos no metabolismo
da carnosina. (SAUNDERS et al., 2017a).
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2.11 Por que existe tanta variacdo?

Entre algumas das possibilidades para essa variagdo, um estudo sugeriu um
mecanismo recém descoberto, a enzima Alanina glioxilato transaminase 2 (AGXT2),
que tem como um de seus substratos a BA. Foi observado que em ratos com uma super
expressdo dessa enzima houve uma redugdo dos niveis de dipeptideos que contém
histidina circulantes e do musculo. O que poderia sugerir que um aumento da expressao
do gene que codifica essa enzima poderia levar a uma reducédo do contetido de carnosina
muscular. No entanto, em humanos os resultados atuais sugerem que os polimorfismos
desse gene ndo contribuem de forma relevante para a resposta farmacocinética altamente
variavel (STAUTEMAS et al., 2020).

Além das variagcGes interindividuais das concentracdes da carnosina muscular
relatados apds 24 semanas de suplementacdo de BA, também foi observado que a
magnitude do aumento desse dipeptideo intramuscular era maior nas primeiras 4
semanas de suplementacdo e, entdo reduzia progressivamente. O que poderia ser
explicado por uma reducao da expressdo do gene que codifica o TAUT, que foi relatado
nesse estudo (SAUNDERS et al., 2017a).

O trabalho de Saunders et al (2017a) sugere que TAUT pode desempenhar um
papel importante no metabolismo da carnosina muscular, tendo em vista a diminuicéo
da expressao deste gene ao longo do periodo de suplementacdo com BA. No entanto,
este estudo ndo determinou a associacdo entre a mudanca na expressdo de TAUT e a
mudanca no contetido de carnosina muscular. Ademais, este estudo também nao mediu
0 contetido de proteinas de transporte no muasculo esquelético e se isso esta associado a
alteracOes no contetdo de carnosina muscular com a suplementacdo de BA. Afinal, pode
ser que uma maior quantidade de proteinas de transporte esteja relacionada a uma maior
guantidade de carnosina muscular através da suplementacdo de BA. Esse estudo
também ndo mediu o conteldo da Carnosina sintase, que em maiores quantidades
poderia estar relacionada com um aumento do contetido de carnosina muscular ao se
suplementar BA. Sendo assim, é de grande interesse a analise da expressdo dos genes e

contetdo de proteinas relacionadas ao metabolismo da carnosina.

2.12 Direc0es futuras: o que ainda precisamos saber?
Embora o estudo de Saunders et al. (2017a) tenha nos mostrado que o TAUT

pode apresentar um importante papel no metabolismo da carnosina muscular, ndo é
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possivel afirmar a associagdo entre a mudanca do conteido de carnosina muscular e a
reducdo da sua expressdo génica. Afinal, pode ser que o aumento ou a reducdo das
concentracdes de BA plasmatica possa estar associado ao numero de proteinas
transportadoras.

Isto ird fornecer informagdes importantes e esclarecimentos sobre o motivo pelo
qual existe uma diminui¢do da magnitude do aumento da carnosina muscular com
suplementacdo de BA ao longo do tempo. Além disso, os dois trabalhos de Stautemas
et al. (2017, 2018) néo relacionaram as respostas agudas de BA a mudancas crénicas na
carnosina muscular e quanto ela poderia prever ou explicar a resposta cronica da
carnosina muscular. No entanto, como limitagdo, eles ndo mediram 0s aumentos do
conteddo de carnosina muscular e sua relacdo com a farmacocinética. Também ndo ha
informacdes sobre a conteldo das proteinas e expressao dos genes relacionados ao
metabolismo da carnosina. O que poderia nos fornecer informacdes importantes sobre

essa relagéo e a necessidade de individualizagéo da dose.
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3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

o Avaliar as respostas agudas de individuos recreativamente ativos a
suplementacdo de BA através de uma unica dose de 1600 mg antes e ap6s um periodo
de suplementacédo cronica de 4 semanas a 6400 mg/dia, no que tange a expressao de
genes e o contetido de proteinas relacionadas ao metabolismo da carnosina no musculo

esquelético.

3.2  Objetivos especificos

. Avaliar as respostas relacionadas as mudancas na expressdo dos genes
CARNS, TAUT, ABAT, CNDP2, PAT1, envolvidos no metabolismo de carnosina apds
ingestdo de uma dose unica de 1600mg de BA ap6s um periodo de suplementacéo

crbnica (6400mg/dia durante 4 semanas) de BA.

o Avaliar as respostas relacionadas as mudangas no contetido de
transportadores e proteinas (CARNS, TAUT, ABAT, CNDP2), envolvidos no
metabolismo de carnosina ap0s ingestdo de uma dose Unica de 1600mg de BA apds um

periodo de suplementacgéo crénica (6400mg/dia durante 4 semanas) de BA.
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4, HIPOTESE
Esperamos observar diferencas na expressdo dos genes e do contetudo de
proteinas e transportadores envolvidos no metabolismo da carnosina, em relacéo a uma

dose aguda antes e apds um periodo de suplementacéo cronica.

5. METODOS
5.1 Participantes

Quinze homens saudaveis, e fisicamente ativos (participavam de exercicios
fisicos semanalmente, porém, ndo eram envolvidos em um programa de treinamento
estruturado) com idade entre 18 e 45 anos foram recrutados através de redes sociais
(Instagram, Facebook, Whatsapp) a comparecer ao laboratério em duas ocasides
separadas. Como critérios de inclusdo, os participantes ndo podiam ter suplementado
nos Gltimos 3 meses, creatina, beta-alanina e cafeina. Ndo foram incluidos no estudo
participantes: 1) tabagistas, 2) portadores de alguma doenca cronica, 3) com uso atual
ou pregresso de esteroides anabolizantes. Dos quinze individuos que entraram no
estudo, um realizou a primeira sessdo, mas nao a segunda sessao devido ao fechamento
do laboratério em resposta a pandemia causada pela COVID-19. Quatorze individuos
completaram todas as sessdes experimentais (Tabela 1). Os voluntarios foram
informados sobre os desconfortos e riscos associados a participacao e, a partir dai, deram
0 consentimento por escrito. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CAAE 71621317.7.0000.5391) e todos os individuos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo — 15. 3 - Termo de consentimento livre e

esclarecido) antes da participagéo.

Tabela 1. Dados antropométricos dos participantes (N=14)

Dados antropométricos Média = DP
Idade (anos) 24+ 6
Altura (m) 1,77 £ 0,05
Massa corporal (kg) 76,1 £6,0
indice de Massa Corporal (kg/m2) 23,90 + 1,69
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5.2  Desenho experimental

Os participantes compareceram ao laboratério em duas ocasifes, separadas por
4 semanas. Os individuos participaram das sessdes sempre no mesmo periodo do dia,
com inicio pelo menos 4 horas apds ingestdo da ultima refeicao e apds um recordatorio
alimentar de 48 horas, que foi aplicado pelos pesquisadores treinados no dia das sessdes.
Os participantes foram instruidos a absterem-se do consumo de &lcool, carnes e da
pratica de exercicios extenuantes ou ndo usuais por, pelo menos, 72 horas antes de cada
avaliacdo. Foi verificado verbalmente antes de cada sessdo se as orientacdes foram
atendidas. Os participantes ndo podiam ter utilizado creatina, BA ou drogas que visem
aumentar o desempenho esportivo por, pelo menos, trés meses antes do estudo. Todas
as visitas foram realizadas no Laboratério do Grupo de Pesquisa em Fisiologia Aplicada
e Nutricdo - USP. Ao chegarem ao laboratdrio os participantes foram submetidos a uma
bidpsia muscular e uma coleta de sangue pré-suplementacgdo. Os participantes ingeriram
dois comprimidos de liberagdo lenta contendo 800 mg de BA (CarnoSyn®, NAI, EUA)
cada (total 1,6 g) e, ap0s a ingestdo do suplemento foram coletadas amostras de sangue
a cada 15 minutos na primeira hora e a cada 30 minutos ap6s a primeira hora, durante 5
horas. Outras duas bidpsias foram realizadas 60 minutos e 240 minutos ap0s a ingestao
do suplemento (Figura 1). ApGs as coletas as amostras de tecido muscular foram
rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente armazenadas em
temperatura -80°C. Ap0s a primeira sessdo 0s participantes passaram a ingerir 6400
mg/dia de BA durante quatro semanas. Dois tabletes de 800 mg cada foram ingeridos
quatro vezes por dia com um intervalo de 3 a 4 horas entre as doses. Exatamente quatro
semanas depois da primeira sessdo os participantes retornaram ao laboratério e foram
submetidos a segunda sessdo, onde era realizado novamente o protocolo da primeira

sessao.
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4 semanas de suplementacgéo
de 6,4g/dia de BA
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€)\= Desenho de cada sesséo

Figure 1. Desenho do estudo (Painel A: Desenho ao longo de 4 semanas. Painel B: Protocolo

executado na sessdo 1 e 2).
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5.3  Bidpsia muscular por agulha de sucgéo

Todas as biopsias foram realizadas por um médico treinado (Dr. Luiz Riani). Foi
extraida uma pequena amostra (aproximadamente 100 mg) da porcéo lateral e mais
volumosa do vasto lateral, cuja quantidade é suficiente para todas as analises propostas.
O local aproximado da extracdo foi entre o ponto médio da patela e do trocénter maior.
O procedimento de bidpsia muscular foi realizado a partir da utilizacdo de uma agulha
especialmente desenvolvida para extrair pequenas amostras de muasculo (Bergstrom,
1975).

Para a realizacéo do procedimento, o voluntario precisou se manter deitado em
uma maca, mantendo os joelhos estendidos e a musculatura relaxada. O médico
responsavel fez a assepsia do local e, em seguida, administrou 3 mL de xilocaina a 2%
para anestesiar o tecido. A aplicacdo do anestesico foi feita com agulhas hipodérmicas
descartéveis e estéreis sob o tecido cutaneo. Apds assepsia e anestesia, foi feita a incisdo
para a entrada da agulha de bidpsia no tecido muscular. Para tanto, 0 médico responsavel
utilizou uma lamina de bisturi namero 11, esterilizada, individual e descartavel para
realizar a incisdo de aproximadamente 0,5 centimetros de extensdo. A incisao cortou a
pele e a fascia muscular. O individuo ndo sentiu qualquer dor durante a realizagdo deste
procedimento, uma vez que ndo existem terminacGes nervosas e/ou sensiveis a dor na
fascia muscular ou mesmo no proprio musculo. A agulha de bidpsia, esterilizada e de
uso individual, foi entdo inserida pelo médico responsavel através do pequeno orificio
obtido com a incisdo. Apds uma succ¢do, aplicada na extremidade superior externa da
agulha por uma seringa de 120 mL, um pequeno pedaco de musculo foi deslocado para
o interior da agulha e cortado pela sua ldmina interna. Usualmente, os voluntarios
relatam auséncia ou uma quantidade minima de desconforto.

Os voluntarios foram sempre informados dos procedimentos que tomardo
sequéncia, e apos a retirada da agulha, foi aplicada pressao sobre o0 ponto de incisdo para
prevenir sangramento. A inciséo 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 biopsia foi realizada, aplicando pressao continua, a fim
de evitar qualquer edema local. O voluntario foi instruido a manter a bandagem por 24
horas e a manter a incisdo limpa e seca pelo periodo de 72 horas. As amostras foram
congeladas e armazenadas a -85 °C até a liofilizagdo, quando uma por¢do de musculo

de cada biopsia foi dissecada de gordura, tecido conjuntivo e sangue.
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5.4  Avaliagéo de efeitos colaterais

A avaliagdo dos efeitos colaterais foi baseada em uma escala de
intensidade (Anexo — 15.1 Escala de intensidade dos efeitos colaterais). Os individuos
eram orientados a relatar a intensidade e o local dos sintomas em uma tabela (Anexo —
15.2 Tabela de efeitos colaterais). A avaliacdo dos efeitos colaterais se baseou em uma
escala de O a 4, sendo O relacionado a auséncia de efeitos colaterais e 5 sintomas
insuportaveis, os individuos também eram orientados a relatar em qual parte do corpo
ocorriam os efeitos colaterais, assim como também era pedido para descrever se 0S
efeitos eram similares a Pinos e agulhas; Formigamento; Cdcegas e coceira; Arrepio;
Hipersensibilidade tatil e/ou irritacdo ou Dor.

5,5  Cromatografia liquida de alta poténcia para determinacao de dipeptideos
que contém histidina e de BA no sangue.

O contetdo total de carnosina muscular e BA sanguinea e muscular serdo
determinados usando a cromatografia liquida de alta poténcia (HPLC) (Hitachi, Hitachi
Ltd., Tokyo, Japan) como descrito por (Mora et al., 2007). O contetdo de BA no sangue
e no musculo serdo mensurados com 0 mesmo equipamento e de acordo com o método
proposto (Harris et al., 2006). Técnicas analiticas para as analises de beta-alanina e
carnosina estdo sendo padronizadas em colaboracdo com o Dr. Alvaro Santos-Neto, do
Instituto de Quimica de S&o Carlos da Universidade de Sao Paulo. A quantificacdo sera
feita baseando-se nas areas dos picos obtidos no cromatograma. Tais areas serdo
calculadas de acordo com o software compativel com o cromatdgrafo e individualmente
analisadas. Uma equacdo de regressdo linear sera obtida baseada na area dos picos da

curva padrdo e sua interpolacao sera utilizada para o calculo da concentracéo final.

56  Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR).

A expressdo dos genes CNDP2, CARNS1, ABAT, PAT1, TAUT e GAPDH
(Housekeeping) foram quantificados utilizando a reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real. Os primers foram sintetizadas por terceiros (IDT, lowa, EUA). As amostras
de masculos congelados foram homogeneizadas e 0 RNA foi isolado como ja descrito
antes (Saunders et al., 2017b). A concentracdo de acidos nucleicos foi determinada de
acordo com a densidade 6tica a 260 nm em um micro espectrofotémetro (NanoDrop

ND2000, Thermo Scientific). A pureza do RNA foi atestada de acordo com as raz0es
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de absorbancia 280 e 260 nm. A integridade estrutural do RNA foi verificada utilizando
um gel a 1% de agarose com brometo de etideo. Cada amostra submetida a reagdo em
cadeia da polimerase foi realizada em duplicata e a intensidade de fluorescéncia, bem
como os dados de quantificacdo e amplificacdo foram analisados no sistema de detector
de sequéncias (Rotor Gene-Q, Qiagen, Hilden, Germany). Os resultados obtidos foram
analisados de acordo com o método de comparacdo do Ct e a mudanga foi calculada
baseada no método 2-ddCT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para realizacdo destes
calculos foi utilizado como controle enddégeno o gene GAPDH. As principais
comparagdes na expressdo génica foram as seguintes: Expressdo basal entre as semanas
0 e 4; Mudanca de expressdao da linha de base para 1 h po6s-suplementacdo entre as
semanas 0 e 4; Mudanca de expressdao da linha de base para 4 horas apo6s a

suplementacéo entre a semana 0 e 4.

5.7  Western blot

A extracdo de proteinas seguida de quantificacdo foi realizada via Western
blotting como descrito anteriormente (CHRISTOPHER L. AXELROD, CIARAN E.
FEALY; KIRWAN, 2017). Em resumo, as células lisadas (10-20 pg) foram
determinadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, eletroforese para membrana de
nitrocelulose e incubada durante a noite com anticorpos primarios apropriados (CNDP2,
ABAT, CARNS1, TAUT e PAT1) seguido de incubacdo em apropriado anticorpo
secundario. As bandas foram reveladas pelo reagente ECL de quimiluminescéncia
aprimorado (SuperSignal™ West Femto Substrate, Thermo Fisher Scientific). Os
resultados foram corrigidos pelo corante vermelho Ponceau (0,5%) na membrana para
todos os ensaios de Western blot (ROMERO-CALVO et al., 2010). Os blots foram

quantificados usando o Image-J software® e os dados foram reportados em pixels (px)

5.8 Avaliacao da ingestao dietética

A avaliacgdo da ingestdo dietética foi realizada baseada em 4 recordatorios de 24
horas obtidos em dias separados, sendo um realizado no dia do teste e um no dia anterior
ao teste em ambas as sessdes. A avaliacdo da ingestao dietética se baseia na listagem de
comidas e bebidas consumidas durante 24 horas com auxilio visual de um album de
fotografias dos alimentos em tamanho real e suas porgdes. Suplementos alimentares

também foram registrados, além disso o valor energético e o teor de macronutrientes
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foram analisados pelo software Webdiet (Webdiet, Rio de Janeiro, Brazil). Para avaliar
0 consumo dietético de beta-alanina, utilizamos uma tabela adaptada com a estimativa
de BA a partir da soma de carnosina, anserina e balenina em carnes, aves e peixes
(DOLAN et al., 2018; JONES et al., 2011; ABE et al., 2000).

5.9  Analise estatistica

A analise dos dados foi conduzida através do software SAS versao 9.3 (SAS®
University Edition, SAS Institute Inc., USA) e GraphPad Prism (GraphPad Prism
version
9.0.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA). O nivel de
significancia assumido foi p<0.05. As analises estatisticas descritivas foram analisadas
e demonstradas pela média e por desvio padrdo. Outliers foram identificados usando o
método ROUT antes de executar um teste de Shapiro Wilk para determinar a
normalidade dos dados de PCR; os dados foram posteriormente analisados usando um
teste t pareado ou teste de Wilcoxon para determinar as diferencas na expressao entre a
Sessdo 1 (semana 0) e a Sessdo 2 (semana 4). Os dados também foram analisados de
acordo com as diretrizes de que a regulacéo positiva do gene pode ser considerada como
tendo ocorrido quando a expressdao >2,0 (Tang et al). Um Teste T de amostras pareadas
também foi utilizado para determinar alguma diferenca entre os efeitos colaterais nas
duas sessoes relacionados a “sensacdes de alfinetes e agulhas e/ou formigamento” e em
ingestdo dietética relacionada ao consumo de Carboidratos (CHO), Proteinas (PRO),
Lipidios (LIP), Ingestdo energética (kcal) e ingestdo BA em ambas as sessdes. Os dados
de Western Blot foram analisados através de um modelo misto com individuos
assumidos como fator aleatorio, suplementacdo (2 niveis: Sessdo 1 e Sessao 2) e tempo

(Baseline, +1 h, +4 h) como fatores fixos.
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6. RESULTADOS
6.1 Efeitos colaterais

A média da soma das pontuacfes de cada efeito colateral em cada sessdo esta relatada

na Tabela 2. Poucos voluntarios relataram efeitos causados na sessdo um, enquanto quase

nenhum efeito colateral foi reportado na sesséo dois. Apenas quatro individuos relataram pinos

e agulhas na primeira sessdo e na segunda sessdo apds a suplementacdo. Essa sensacao foi

isolada principalmente nos bracos e pernas. Um individuo relatou arrepio na coluna na sessdo

um, mas ndo reportou na sessdo dois. Um padrdo semelhante foi mostrado para

Hipersensibilidade tétil e/ou irritacdo. Trés individuos experimentaram alguma dor e dor na

cabeca durante uma sessdo pré suplementacdo, mas ndo na visita pds-suplementagdo. Houve

uma diferenca estatisticamente significativa entre a ocorréncia de efeitos colaterais entre as

duas sessoes.

Tabela 2. Média da soma das pontuacgdes de cada sesséo (N = 14) Todos os dados estdo em unidades

arbitrarias.

Efeitos colaterais Sesséo 1 Sessdo 2 Valor de P
Alfinetes e agulhas e/ou formigamento 0509 01+05 021
Cécegas/Coceira 0.0+0.0 0.0+0.0

Arrepio 0.1+0.3 00+00 0.34
Hipersensibilidade tatil 0.2+0.38 0.0+00 034

Dor 0.3+0.6 0.0+£0.0 0.10

37



6.2  Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR)

Os genes ABAT, CARNSL, PAT1 e TAUT foram regulados positivamente (expresséo >2)
1 h apds a suplementacdo na Sessdo 1(Semana 0) (Figura 1, Painéis A, B, D, E). Nao houve
diferencas significativas na expressdo génica em 1-h e 4-h entre as sessdes 1 (semana 0) e 2
(semana 4) para ABAT, CARNS1, CNDP2, TAUT (todos p > 0,05). Houve uma redugdo na
expressdo de PAT1 em 1-h entre as sessdes 1 e 2 (semana 0 e 4) (P=0,04; Figura 1, Painel D),
mas ndo 4-h. Apenas CNDP?2 foi regulado positivamente (expressdo > 2) no Baseline na Sessao
2 (semana 4) em comparacao com a Sesséo 1 (semana 0) (Figura 2, Painel C). O TAUT, PAT1
e ABAT foram regulados negativamente ap6s 4 semanas de suplementagdo em relagdo a Sessao
1 (semana 0) no Baseline como determinado por mudancas na expressdo (expressao <2), mas

sem diferenca significativa (P>0.05).
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Figura 2. Fold Change da expressdo génica ao longo da Sessdo 1 e Sessdo 2 para ABAT, CARNSL,
CNDP2, PAT1, TAUT (N=14).1-h= 1 hora ap6s a suplementacéo, 4-h= 4 horas ap06s a suplementacéo,
(S1) = Sessdo, (S2)= Sessédo 2, Referéncia = 1, Linha pontilhada = 2 *P=0.04
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6.3  Western Blot

N&o houve mudancas significativas no contetido proteico de CNDP2 e ABAT (Figura
3, Painel A-B) em ambas as sessdes e tempos (P>0,05). Ndo houve efeito de sessdo (P=0.68)
nem de tempo (P=0.10) para CARNSL, no entanto houve um efeito de interacdo de sessdo x
tempo (P=0.04). Na sessdo 1 (semana 0) houve um aumento agudo do contetido proteico de
CARNS1 (Figura 3, Painel C) do baseline (1,41 + 1,17 pixels [px]) para 4 hr pés (3,32 + 3,04
px; P=0.02), mas ndo para sessdo 2 (semana 4; P>0.05). Houve efeito de tempo (P=0.01) com
diferenca estatisticamente significante no contetdo de TAUT (P=0.01). Na sessdo 1 (semana
0) do baseline (0,21 + 0,19 px) para 4 hr pés (0,62 + 0,47 px) e na sessdo 2 (semana 4) do
baseline (0,35 + 0,30 px) para 4 hr p6s (0,49 + 0,24 px) (P=0.01).
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Figura 3. Média das mudancas do contetido de proteinas intra-sessées em pixels (px) ao longo da
Sessdo 1 e Sessdo 2 para ABAT, CARNS1, CNDP2, TAUT (N=8). *P<0.02 em relac&o ao baseline.
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CNDP2 (relativo ao baseline = 100%)
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Figura 4. Fold change do conteldo proteico dos dados individuais: Sessdo 1 (semana 0) para Sessao
2 (semana 4) de ABAT, CARNSL1, CNDP2, TAUT da esquerda para direita (N=8). Média e desvio

padrédo: A direita. Sem diferencas significativas (todos P>0.05).
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6.4  Avaliacdo da ingestdo dietética

A média da ingestdo de macronutrientes, do consumo energético total e da ingestdo de
beta-alanina pela dieta nas 24 horas anteriores ao teste, assim como no dia do teste foram
calculados e reportados na Tabela 3. Ndo houve diferencas significativas na ingestao energética,

de macronutrientes e de beta-alanina entre as sessoes.

Tabela 3. Ingestdo dietética no dia anterior e no dia sessées (N=14)

24 horas anteriores e dia do teste

Sessdo A Sessao B

Voluntario PRO CHO LIP Energia BA PRO CHO LIP Energia BA
(g/kg) (g/kg) (g/kg)  (kcal) (8) (g/kg) (g/kg) (g/kg)  (kcal) (g)

1 1,7 3,8 1,5 2519 0,2 1,8 4,5 1,5 971 0,1
2 2,4 9 1,4 5108 2,0 1,8 6,2 1,5 4070 0,8
3 4 7,6 2 4558 0,0 3,9 7,7 2 4567 0,0
4 2,5 6,3 2,6 4810 0,6 2,6 6,3 2,7 4928 1,5
5 1,9 3,7 1,5 2869 0,0 2,5 4,4 1,5 3182 0,0
6 2,9 3,5 1,3 1944 0,8 2,2 3,1 0,9 2189 0,0
7
8 1,7 4,5 1,7 3072 0,0 1,2 8,4 2 4420 0,0
9 2,3 8,4 1,8 4288 0,0 2,4 5,5 1,5 3256 0,0
10 1,5 4,7 3,6 4060 0,0 1 3,5 1,7 2378 0,0
11 7,2 4,7 1,6 4644 0,0 3 8,9 1,6 4644 0,0
12 2,1 4,3 1,7 3179 0,3 2 4,3 1,5 2977 0,0
13 1 5 0,3 1751 0,0 1,5 8,7 0,7 3059 0,0
14 1,9 4,5 2,4 3869 0,0 2,3 3,6 2 3342 0,0
MEDIA 2,5 5,4 1,8 3590,1 0,3 2,2 5,8 1,6 3383,3 0,2
DP 1,6 1,8 0,8 1111,4 0,6 0,8 2,1 0,5 1136,8 0,5
TESTET 0,14 028 0,14 022 0,20
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7. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo a avaliar as respostas agudas e cronicas a suplementagdo de BA
em doses tipicamente utilizadas na literatura, na expressédo de genes e no conteudo de proteinas
e transportadores relacionados ao metabolismo de carnosina. Foi observado um efeito
significativo no fold change do gene PAT1 ap6s 1 hora de suplementacdo aguda da sessdo 1
(semana 0) para a sess@o 2 (semana 4) (Figura 2, Painel D). O conteido de CARNS1 aumentou
apos a suplementacdo aguda na Sessdo 1 (semana 0), mas nao na sessdo 2 (semana 4) (Figura
3, Painel C). Houve um efeito de tempo para TAUT, 4 horas ap6s a suplementacdo aguda BA
na sessdo 1 (semana 0) e na sessdo 2 (semana 4) (Figura 3, Painel D).

Neste estudo foi possivel observar que a ingestdo aguda de 1,6 g de BA na sessdo 1
(semana 0) levou a uma regulacéo positiva (expressdo > 2) de todos o0s genes avaliados 1 hora
apos a suplementacdo em relacao ao baseline, de acordo com diretrizes a regulacéo positiva do
gene pode ser considerada como tendo ocorrido quando a expressdo >2,0 (TANG et al., 2018).
O que ja era esperado tendo em vista 0 aumento da BA circulante em resposta a suplementacéo
de BA. Entretanto, antes e ap0s um periodo de suplementacdo de 4 semanas com 6,4 g/dia de
BA e 1 hora ap6s uma dose aguda de 1,69 de BA foi demonstrado uma reducéo significativa
da expressdo do gene PAT1 entre as sessdes 1 e 2 (semana O e semana 4) (Figura 2, Painel D).
O PAT1 é um transportador que apresenta alta especificidade para a captacdo de BA. Nao houve
alteracdo da expressao do gene TAUT através da suplementacdo de BA para sessdo 1 (semana
0) e sessdo 2 (semana 4), isso contrasta com um estudo anterior do nosso grupo gue mostrou
uma reducéo da expressao de TAUT ap0s 4 semanas de suplementacdo de BA (SAUNDERS et
al., 2017). Isso pode ser devido ao método utilizado, tendo em vista que o fold change nesse
estudo foi calculado através dos dados individuais, enquanto em Saunders et al (2017) o fold
change foi calculado a partir da média. No musculo esquelético o TAUT destaca-se por sua alta
especificidade, além de transportar o aminoacido Taurina, também é o principal transportador
BA para o musculo esquelético (MIYAMOTO, 1990). Outros genes como ABAT, CARNS,
CNDP2, néo apresentaram diferencas significativas em sua expressao apés a ingestdo aguda de
BA antes e ap6s 4 semanas de suplementacao.

N&o houve mudancas significativas no contetdo proteico de CNDP2 e ABAT em ambas
as sessdes e tempos. No entanto, houve um aumento significativo do contetdo de TAUT do
baseline para 4 horas apos a suplementagdo de BA na sesséo 1 (semana 0) e sessdo 2 (semana
4). O que pode refletir em maiores aumentos de carnosina no musculo esquelético decorrente

de um maior transporte de BA do sangue para 0 musculo 4 horas apos a suplementacéo. Além
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disso, na sessdo 1 (semana 0) houve um aumento agudo significativo do contetdo proteico de
CARNS1 do baseline para 4 horas pos-suplementagdo. O que sugere que 4 horas apds a
suplementacdo aguda de BA o processo de aumento do conteudo de carnosina no masculo
esquelético esteja iniciando. Entretanto, enquanto ainda € observado um aumento de TAUT na
sessdo 2 (semana 4) do baseline para 4 horas p6s-suplementacdo, ndo ocorre 0 mesmo com a
CARNSL. O que poderia representar uma menor sintese de carnosina muscular decorrente de
aumentos pregressos gerados pela suplementacao crénica de 6,4 g/dia durante 4 semanas. 1sso
faz sentido ao considerar que a magnitude do aumento de carnosina muscular € maior nas
primeiras 4 semanas em relacdo as semanas subsequentes (SAUNDERS et al., 2017).
Agudamente o0 aumento do contetido de CARNS e TAUT pode representar uma resposta natural
do musculo ao aumento de disponibilidade de BA. No entanto, agudamente pode ser que haja
um mecanismo de homeostase onde ndo é observado um aumento da CARNS1 embora o
conteildo de TAUT aumente.

Algo peculiar em relacdo as mudancas do contetdo de TAUT 4 horas apés a
suplementacéo é que um trabalho anterior mediu a expresséo génica de TAUT e mostrou uma
reducdo da expressdo desse gene ja na 4% semana de suplementacdo e nas 24 semanas
subsequentes (SAUNDERS et al., 2017). Isso poderia sugerir um menor conteido desse
transportador ap6s um periodo de suplementacdo crbnica. Mas mostramos que ap6s uma
suplementacdo aguda, antes e ap6s 4 semanas de suplementacdo de BA, o contetido de TAUT
aumenta apds 4 horas de suplementacéo, no entanto ndo foi observado diferencas significativas
antes e apos o periodo de suplementacdo crénica. Além disso também mostramos que houve
uma reducdo da expressdo génica de PAT1 antes e apds um periodo de suplementacao cronica,
isso poderia sugerir uma reducao do contetdo desse transportador no musculo esquelético apds
um periodo de suplementacao crénica de BA, no entanto ainda carecem dados sobre o contetido
proteico de PATL1 antes e ap6s um periodo de suplementacdo cronica. Estudos anteriores
mediram a expressao desses mesmos genes em individuos vegetarianos antes e ap6s um periodo
de 12 semanas de HIIT (DE SALLES PAINELLI et al., 2018). O tipo de populacao escolhida
e o fato de os individuos ndo terem suplementado BA pode ter colaborado para a falta de
mudangas na expressao de genes envolvidos no metabolismo da carnosina.

Ao longo das sessdes poucos voluntarios relataram efeitos colaterais na sessdo um,
enquanto quase nenhum efeito colateral foi reportado na sessdo dois. Isso ocorreu
provavelmente devido a ingestdo de comprimidos de liberacdo lenta que evitaram rapidos

aumento de BA na corrente sanguinea, o que poderia gerar o desconforto da parestesia. Os
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sintomas de parestesia demonstraram ser dependentes da dose, em estudos anteriores a ingestao
de uma dose de 40 mg/kg de massa corporal de BA em pd resultou em sintomas
substancialmente desconfortaveis de parestesia (HARRIS et al., 2006), enquanto uma dose
menor de 20mg/kg (o que equivaleria a uma dose Unica equivalente usada atualmente estudo
em um individuo de 80 kg) resultou em sintomas menos intensos. Outro estudo demonstrou
anteriormente que a administragéo de 1,6 g de BA em comprimidos de liberagéo lenta resultou
em efeitos colaterais sensoriais significativamente menores do que a mesma dose de BA
administrada como solugio (DECOMBAZ et al., 2012). Os dados aqui sugerem que as capsulas
de liberacdo lenta levam a poucos efeitos colaterais, e quaisquer efeitos colaterais sdo quase
totalmente eliminados ap6s 4 semanas de suplementacdo, sugerindo uma tolerancia a dose
fornecida.

Os individuos que participaram do estudo foram orientados a manter 0 mesmo padréo
dietético ao longo das duas sessdes. Ndo houve diferencas significativas na ingestao energética,
de macronutrientes e de beta-alanina entre as sessdes. Além disso, os voluntérios foram
orientados a abster-se do consumo de carnes 24 horas antes e nos dias dos testes de cada sessao
evitando, dessa forma, ingerir BA dietética. Afinal, existem altas concentracGes de carnosina,
anserina e balenina em mamiferos, aves e peixes. (ABE, 2000; JONES; SMITH; HARRIS,
2011). Mesmo que tenha havido um consumo de BA através da dieta de aproximadamente 0,3
+ 0,6 na primeira sessao e 0,2 + 0,5 na segunda sessdo, um estudo anterior mostrou que 0,8
g/dia de BA suplementada por 3 meses, mas nao 0,4 g/dia, foi suficiente para aumentar BA em
um grupo de onivoros que foram experimentalmente expostos a uma dieta vegetariana
(BLANCQUAERT et al., 2018). Os autores estimaram a ingestdo alimentar tipica de BA em
aproximadamente 0,3 g/dia e concluiram que os 0,5 gramas adicionais eram suficientes para
estimular o acimulo de carnosina muscular. No entanto, entre algumas das limitacfes desse
estudo estdo a falta de dados do quédo realmente essa ingestdo alimentar minima de BA pela
dieta poderia afetar a expressao dos genes, além disso ndo houve controle da ingestao dietética
dos participantes ao longo das 4 semanas do estudo, embora 0s mesmos tenham mantido o
mesmo padrdo dietético 24 horas antes e nos dias de teste.

Em conclusdo, até o dado momento foi visto que a ingestdo aguda de 1,6g de BA
aumentou a expressdo dos genes relacionados a sintese de carnosina muscular, mas que 4
semanas de suplementagdo de 6,4g de BA reduziram a expressdo do gene PAT1 de maneira
significativa. Além disso, ocorre um aumento do contedo de CARNS e TAUT de maneira

aguda apds uma dose aguda de BA, no entanto ap6s um periodo de suplementacdo crénica
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somente TAUT tem aumento em seu conteldo ap6s uma dose aguda. Atualmente, ainda ndo
estd claro o que isso significa para a sintese de carnosina muscular. No entanto, trabalhos
futuros que avaliem as respostas agudas de uma dose tipica de BA antes e apds um periodo de
suplementacdo de quatro semanas, no que diz respeito a conteddo sério e muscular de BA,
assim como contetido de carnosina muscular nos trardo um maior entendimento sobre a grande

variabilidade existente nos aumentos do contetido de carnosina muscular.
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8. DISCIPLINAS CURSADAS

Tabela 4. Disciplinas cursadas

Situag Crédi No
Disciplinas ao tos ta
Aplicacdes e Implicacdes de Conceitos
de Estatistica nos Estudos da Educacdo Fisica e Conclui
Esporte do 6 A
Tdpicos Avangados em Nutricdo e Conclui
Suplementacdo em Atividade Fisica do 6 A
Fisiologia da Fadiga Muscular Durante Conclui
o0 Exercicio Fisico do 6 A

9. PUBLICACOES

9.1  Artigos

. Ribeiro, R., Duarte, B., Guedes, A., Ramos, G., Picanco, A., Penna, E., Coswig,
V., Barbalho, M., Gentil, P., Gualano, B., Saunders, B. Short-duration beta-alanine
supplementation did not prevent the detrimental effects of an intense preparatory period on

exercise capacity in top-level female footballers. Frontiers in Nutrition, v. 7, 2020.

. Perim P, Gobbi N, Duarte B, Farias de Oliveira L, Costa LAR, Sale C, Gualano
B, Dolan E, Saunders B. Beta-alanine did not improve high-intensity performance throughout

simulated road cycling. European Journal of Sport Science. 2021 Jun 22:1-10.
o Ribeiro, F.; Longobardi, I.; Perim, P. Duarte, B.; Ferreira, P.; Gualano, B.;

Roschel, H.; Saunders, B. Timing of Creatine Supplementation around Exercise: A Real
Concern? Nutrients. 2021, 13, 2844.
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o Da Silva, K., Duarte, B., Gomes, A., Saunders B., Mota, J. Factors that
Moderate the Effect of Nitrate Ingestion On Exercise Performance in Adults: A Systematic
Review With Meta-Analyses and Meta-Regressions. Advances in Nutrition, n. 7, p. 1-16,
2022.

9.2  Livros

. SILVA, A. D;; Icé, P.C.D ; PINTO, R. S. ; COSTA, B.D. ; SOUSA, T. M. ;
VINTECINCO, V. ; LEITE, B. . Preparatério para provas em Fundamentos da Nutri¢do. 3. ed.
Salvador: SANAR, 2019. v. 3. 231p

10. COLABORACAO EM PROJETOS

o “Os efeitos agudos do exercicio de alta intensidade no contetido de carnosina

muscular e genes relacionados em homens omnivoros e vegetarianos”. (EM ANDAMENTO)

. “Respostas sanguineas e musculares a suplementa¢do de bicarbonato de sddio e

subsequente desempenho do exercicio”.

o “Efeitos da suplementacdo de beta-alanina e bicarbonato de sédio no

desempenho do CrossFit®”.

. “Influéncia do polimorfismo em MCT1 e MCT4 na performance e respostas

sanguineas frente a um teste de ciclismo de 1-km contrarrel6gio em atletas recreacionais.”

o “Efeitos da suplementagdo aguda de L-teanina e cafeina no desempenho

cognitivo e na performance de praticantes de CrossFit®.”

11. PARTICIPACAO COMO OUVINTE

o Sports Science Symposium — USP - 2019
o Congresso da Associagdo Brasileira de Nutricdo Esportiva - ABNE — 2019
o Arnold Conference Experience — Modulo de Nutrigéo - Online — 2020
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J Arnold Conference Experience — Modulo de Treinamento - Online — 2020

. American College Virtual Experience — Online - 2020

. WE Nutrition Conference — Online — 2020

o A forca por tras do placebo (Informedics) — Online — 2021

o Curso — “III Meeting de Nutrigdo Esportiva” — Reumatologia da FMUSP,
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HCFMUSP - Online — 06/2022

12.  APRESENTACOES E PARTICIPACOES EM MESA REDONDA

. Areas de Atuacdo do Nutricionista: Nutricio Esportiva. Participacdo como
convidado em aula para os alunos de 12 semestre no Centro Universitario Sdo Camilo 2019 - 12

. Areas de Atuacdo do Nutricionista: Nutricdo Esportiva. Participacio como
convidado em aula para os alunos de 1° semestre no Centro Universitario Sdo Camilo 2019 —
2a

. Areas de Atuacdo do Nutricionista: Nutricio Esportiva. Participacdo como
convidado em aula para os alunos de 1° semestre no Centro Universitario Sdo Camilo 2019 —
3

o Areas de Atuacdo do Nutricionista: Nutricio Esportiva. Participacido como
convidado em aula para os alunos de 1° semestre no Centro Universitario Sdo Camilo 2019 —
48

. Areas de Atuacdo do Nutricionista: Pesquisa Cientifica. Participacio como
convidado em aula para alunos de 1° semestre no Centro Universitario Sdo Camilo - 2019

. Presidente de Mesa do primeiro modulo da 11 Conferéncia em Nutri¢do Esportiva
realizada pela Liga Académica de Nutricdo Esportiva do Centro Universitario Sdo Camilo.
(LANES - SC) 20109.

o Palestra - Suplementacdo de tamponantes: O que a literatura aponta? |l
Simpdsio de gestdo e Nutricdo Esportiva realizado pela Liga Académica de Nutricdo Esportiva
do Centro Universitario Sdo Camilo. (LANES - SC) 2019.

o Palestra - Suplementacédo de tamponantes: O que a literatura aponta? Primeiro
Simpodsio de Nutricdo organizado pelo Centro Académico Dith Mesquita Universidade
Anhembi Morumbi (CA Dith Mesquita — UAM) 20109.
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o Palestra - Suplementacdo de tamponantes: O que a literatura aponta? | Simpdsio
de Nutricdo Esportiva organizado pela Liga de Nutricdo Clinica e Esportiva da Faculdade de
Medicina do ABC (LANCE — FMABC) 2020.

o Palestra — Suplementos Ergogénicos: O que sabemos? Imersdo em Nutrigdo
Esportiva, evento realizado por mestrandos da Universidade de So Paulo. 2020

. “Auldo” de 3 horas online — Suplementos Ergogénicos: O que sabemos? Aula
online para Liga de Nutricdo Clinica e Esportiva da Faculdade de medicina do ABC (LANCE
- FMABC) 2020.

. Aula online — Suplementacdo de tamponantes: O que a literatura aponta? Aula
online em evento beneficente “Nutrindo a Solidariedade” organizado pela Prof. Dra. Aline
David

o Aula online - Suplementagéo de tamponantes: O que a literatura aponta?. Aula
online exclusiva para membros da Liga Académica de Nutricdo e Exercicio Fisico da
Universidade de S&o Paulo (LANAF-USP) 2020.

o Aula online — Beta-Alanina: O que a literatura nos mostra? 1° Meeting
Internacional de Nutricdo Esportiva e Exercicio Fisico organizado pelo Grupo de Estudos em
Nutricdo e Exercicio (GENEX) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em parceria com 0
Applied Phisiology & Nutrition Research Group da Universidade de Sao Paulo (USP) 2020.

o Aula online — Sintese proteica e hipertrofia muscular: Qual a diferenca e como
alcancar? Mega Evento Nutricdo 2020 Online, disponivel de 20/agosto a 20/out/2020 na
plataforma EAD Profissional Nutricdo em Pauta.

o Aula online — Trajetéria na Nutricdo Esportiva. Participacdo como convidado
em aula para os alunos de 3° e 8° semestre da faculdade LS Educacional — 2020

o Participagdo em mesa — Evento: “A forga por tras do placebo” (Infomedics) —
2021

o Aula online — Suplementacéo visando o desempenho esportivo: Uma abordagem
préatica e tedrica. Aula ministrada para alunos da Liga Académica de Nutricdo da Universidade
S&o Judas Tadeu — 2021

o Palestra online - Suplementacédo visando o desempenho esportivo. 1° Simpdsio
Multidisciplinar de Nutricdo e Saude do Centro Universitario Una, Campus: Bom Despacho.
Minas Gerais - 02/2022
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o Aula presencial — Professor convidado — Plant Based Diet. Aula Ministrada na
Pds-graduacdo em Nutricdo Esportiva do Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas
Unidas. S&o Paulo — 06/2022 (Duragéo: 08h — 18h)
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14. ANEXOS
14.1 Escala de intensidade dos efeitos colaterais

Quais partes do corpo vocé sentiu sintomas?

Qual a intensidade dos sintomas?

Ausente Insuportavel
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14.2 Tabela de efeitos colaterais
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14.3 Termo de consentimento livre esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDC

I - DADOS DE IDENTIFICAGAD DO SWJEITO DA PESGUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. DADOS DO INDIVIDUO

Mome completo

RG

CFF

Diata de nascimento

Endereco completo

CEP

Fone

E-mai

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titubo do Projeio de Pesquisa
Respostas agudas & ingestéo da B-alanina para predizer respostas cronicas de suplementacdo

de B-alanina

2. Pesguisador Responsavel
[ Brune GualanoiBryan Saunders |

3. CargolFuncao
| Professor da Escola de Educacao Fisica & Esporte da Universidade de Sao Pauks |

4. Avaliagdo do risco da pesquisa: )
[] RISCO MiNIMO RISCO BAIXO RISCO MEDIO []miscomaicr |
{Probabilidade de gue o individuo soffa algum dano come conseqliéncia imediata ou fardia do estudo)

5. Duragdo da Pesguisa
| 5 semanas |

i - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AOQ INDIVIDUD OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

' SOBRE A PESQUISA, DE FORMA CLARA E SIMPLES, CONSIGHANDO:

1. Esta pesquisa pretende invesfigar os efeitos agudes de suplementacio de B-alanina na
concentragio de B-alanina circulante, contedds e expressac de genes relacionados 3 camnosing
em humanos. Suplementagio cronico de B-alanina, um aminoicide encontrade em cames
(frango, came bowvina, peixe), aumenta a concenfragde de camosina muscular, um composto
ervolvide no desempenho de exercicio. Apos suplementacao aguda de B-alanina, isso aumentara
a p-alanina no sangue | f-alanina circulante) antes de entrar no misculs.

2. Todos os testes serdo realizados no Laboratorio de Fisiologia Aplicada e Nutrigio na Escola de
Educacdo Fisica & Esporte da USP sob a supervisBo de um fisiclogista treinado (Dr. Bryan



Saunders), enquanio um meédico (Dr. Luiz Riani) permanecera de pronfidde nas instalagdes da
uridade, em caso de alguma emergéncia medica.
Sua participagdo no estudo tera a duragdo de cinco semanas com trés visitas ao laboratdrio. Ma
primeira visita vocg fara um teste de ciclismo em gue a3 carga (dificuldade) do feste sera
crescente, ate que vocd entre em fadiga e n3o consiga mais manter o exercicio.
Mas duas ulimas visitas vocé fara a ingestao de 1,6 g de bets-alanina. Mas visitas serdo
coletadas pequenas amosiras de sangue de sua veia para medirmos beta-alaninag e cutros dados
gue nos dizem como estd seu metabolismo. Alem disso, colheremos também uma peguena (do
tamanho de um grao de arroz cru) amostra de seu misculo em rés ocasides, retirada da parte de
frente de sua coxa (mdsculo vasto lateral). Essa ameostra sera importante para que possamos
confirmar o efeito da suplementagdo de beta-alanina. Esse procedimento sera conduzido por um
médico experiente e freinado (Dr. Luiz Riani). Antes e durante as 4 semanas de suplementagdo,
viooé presnchera recordatorios amentares para gue possamos avaliar seu consumao alimentar.
Dwurante as 4 semanas de participacde, vocé suplementara com beta-alanina (um aminoacido gue

pode melhorar o desempenho). A dose serd de 6.4 gramas por dia de beta-alanina, que serdo

subdivididas em 4 doses diarias de 1.8 gramas. Vocé devera manter sua rofina normal enguarts

participa do estudo.

A biopsia muscular causara um pegueno desconforio de picada no momento da anestesia.

Embora sua pema esteja anestesiada (portanto, voce nao devera sentir dor)., a introducao da

agulha de biopsia pode causar incimeodo. Esse incomodeo € rapido e nao deve durar mais do gue 2

ou 2 segundos. A bidpsia & feita forma limpa & asséptica. Apesar da bidpsia ser um procediments

invasivo, nossa equipe & bem experients e treinada neste procedimento, & n3o existem relatos de
problemas graves associados 3 bidpsia em nosso lsboratorio. Mesmo assim,  havendo
necessidade, vook podera ser encaminhado para o HU-USP (Hospital Universitario da USP) ou

HC-FMUSP (Hospital das Clinicas).

. As sessbes de teste fisico podem leva-lo a grande cansagao fisico, ja que serdo de alta intensidade.
Paor fim, & possivel que vocé sinta algum incimodo apds ingerr a beta-alanina, pois ela pode
cBusa uma sensagio de “formigamento” da pele (parestesia). Caso isso ocoma, a sensagdo
desaparece sozinha em cerca de 30 a 60 minutos & nao oferece nenhum risco a saude. Poram,
para evitar gue isso ocorra, o suplements & especialmente formulade em tabletes especiais que
diminuem as chances de isso ooomer.

Ao participar come voluntario desta pesquisa, vocé terd acesso &s avaliagbes padrio-ouro do seu

estado de saude e condicionamento fisico. Aleém disso, vocé tera direito a consultas nutricionais,

onde vocE recebera aconsslhamento profissional sobre como pode mebhorar seus habitos
alimentares. \océ podera tirar todas as dividas que tiver sobre aimentacade e atividade fisica com
profissional altamente capacitados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAQ DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
1. DADOS DO INDIVIDUD

Mome compleio

RG

CPF

Diata de nascimenio

Endereco completo

CEP

Fone

E-mail

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Trulo do Projeio de Pesquisa
Respostas agudas & ingestéo da f-alanina para predizer resposias crinicas de suplementagso

de B-alanina

2_ Pesquisador Responsavel
| Bruno Gualano/Bryan Saunders |

3. CargofFuncio
| Professor da Escola de Educacas Fisica & Esporte da Universidade de S3o Paulo |

4. Avaliagdo do risco da pesquisa: ]
|:| RISCO MINIMO RISCO BALD RISCO MEDIO |:| RISCO MAIOR |
{(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consegléncia imediata ouw fardia do estuda)

5. Duragao da Pesguisa
| 5 semanas |

il - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AD INDIVIDUO OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

' S0BRE A PESQUISA. DE FORMA CLARA E SIMPLES, CONSIGHANDO:

1. Esta pesguisa pretende investigar os efeitos agudos de suplementagio de f-alanina na
concentragio de B-alanina circulante, conteddo e expressdo de genes relacionados 3 camosing
em humanos. Suplementacdo crinico de P-alanina, um aminoacido encontrado em cames
(frango. came bovina, peixe), aumenta a concentragdo de cameosinag muscular, um composto
ervelvido no desempenha de exercicio. Apds suplementagao aguda de B-alanina, isso aumentara
a p-alanina no sangue [ B-alanina circulante) antes de entrar ne musculo.

2. Todos os testes serdo realizados no Laboratorie de Fisiclogia Aplicada e Mufrigdo na Escola de
Educagio Fisica e Esporte da USF sob a supervisdo de um fisiologista treinado (Dr. Bryan



¥ - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. vocé tera acesso, a qualguer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados 3 pesguisa, inclusive para responder eventuais duvidas;

2. voce tera Woerdade de refirar seu consenfiments a quakyuer momento e de deixar de parficipar
do estudo, sem gue isto traga prejuizo @ continuidade da assisténcia;

3. todos os ssus dados serdac mantides sob confidencialdade, sigilo e privacidade. Eles poderas
ser utilizados para publicagdes cientificas, mas sua identidade nunca sera revelada;

4. estara a sua disponibilidade assisténcia no HU ou no HCFMUSP, por eventuais dancs a saude

decorrentes da pesquisa.

V - INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFOMES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
cLiNICAS E REACOES ADVERSAS.

Bryan Saunders — Av. Prof. Mello Moraes, 65. Butanta. Tel: (11) 2648-1337
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)
3091-3087

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

V1. - OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro gue, apds convenientemente esclarecido pelo pesguisador & ter entendido o que me foi
explicado, consinto e participar do presente Projeto de Pesguisa.

530 Paula, ! !
assinatura do sujein da pesguisa assinatura do pesquisador
ou responsavel legal [carimbo ou nome legivel)
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14.4  Parecer consubstanciado do comité de etica e pesquisa (CEP)

USP - ESCOLA DE EDUCACAO Plotof

FISICA E ESPORTE DA %m .
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Respostas agudas a ingestdo da R-alanina para predizer respostas cronicas de
suplementacao de [R-alanina

Pesquisador: Bruno Gualano

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 71621317.7.0000.5391

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.441.418

Apresentacgéo do Projeto:

A suplementacdo de B-alanina tem sido utilizada para aumentar as concentragdes de L-carnosina na
musculatura esquelética que, apresenta varias funcdes biologicas, dentre elas a funcio de antioxidante e
agente tamponante. Entretanto, ainda ha uma lacuna na literatura em relacdo a suplementacéo de beta-
alanina e a quantidade de carnosina no midscule esquelético assim como de genes e proteinas
relacionadas ao seu metabolismo. A analise desses parametros auxiliara no entendimento do metabelismo
de carnosina e na determinacdo de diretrizes de suplementacio mais individualizadas e eficientes.

Mo presente projeto, vinte homens saudaveis serdo submetidos & suplementacao aguda de 1600 mg de
beta-alanina e crénica de 6400 mg-dia-1 em 4 semanas. Amostras musculares serdo coletadas antes e
depois do periodo de suplementacfo para se avaliar expressdo, atividade e a quantidade de proteinas e
genes relacionados a carnosina. A hipotese do estudo € a magnitude da resposta aguda a suplementacéo
de beta-alanina em relacdo a genes e proteinas que controlam o metabolismo de carnosina muscular
poderdo predizer a resposta muscular a suplementacdo crénica.

O projeto sera desenvolvido Laboratério do Grupo de Pesquisa em Fisiclogia Aplicada e MNutrigio —
EEFEUSP.

Enderego: Av. Prof Mello Moraes, 85

Bairro: Cidade Universitiria CEP: 05.508-030
UF: 5P Municipio: SAOQ PAULO
Telefone: (11)3091-2087 Fax: (11)3812-4141 E-mail: cep38@usp.br

Pagina 01 ge 03
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USP - ESCOLA DE EDUCACAO

FiSICA E ESPORTE DA ‘%ﬂmm o

UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagao do Parecer: 2.441.418

Objetivo da Pesquisa:

O objetive desse estudo é avaliar as respostas agudas a suplementacdo de -alanina na concentracao

plasmatica de -alanina, na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de carnosina e no seu

respectivo conteludo, pré e pos-suplementagao.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
O risco envolvido no protocolo é médio.

Dentre os procedimentos da pesquisa, esta previsto a realizagdo da bidpsia muscular, procedimento

invasivo que sera realizado por médico treinado na técnica (Luiz Riani).

Como beneficios, os individuos terdo acesso a avaliagbes padrio-ourc do seu estado de salde e

condicionamento fisico, além de aconselhamento profissional sobre seus habitos alimentares.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Todos os comentarios e sugestoes do relator foram atendidos.

Considerages sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) esta claro. Sugestdes foram atendidas.

Recomendacgdes:
MIA

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Todas as sugestdes foram atendidas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS DO P | 03102017 Aceito
do Projeto ROJETO 956080.pdf 18:56:28
Projeto Detalhado/ |BAAcuteResponses_PlataformaBrasil_F| 03/M10/2017 |Bryan Saunders Aceito
Brochura IMAL _Amended. pdf 18:56:05
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_AcuteBA_Amended.pdf 03M10/2017 |Bryan Saunders Aceito
Assentimento / 18:55:54
Justificativa de

Enderego: Awv. Prof Mello Moraes, 85

Bairre: Cidade Universitaria CEP: 05.508-020
UF: 5P Municipio: SAD PAULD
Telefone: (11)3081-3087 Fax: (11)3812-4141 E-mail: cep38@usp.br

Pagina (2 o= 03

64




USP - ESCOLA DE EDUCACAO

FISICA E ESPORTE DA '%""‘“““M s

UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagdo do Parecer: 2.441.418

Auséncia TCLE_AcuteBA_Amended.pdf 03/M10/2017 |Bryan Saunders Aceito
18:55:54
Outros BAAgudoProjetoAssinado. pdf 17/07/2017 |Bryan Saunders Aceito
14:45:31
Folha de Rosto FolhodeRostoBAAssinado. pdf 17/07/2017 | Bryan Saunders Aceito
14:43:49
Situacgéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Mao
SAD PAULO, 15 de Dezembro de 2017
Assinado por:
Edilamar Menezes de Oliveira
(Coordenador)
Enderego: Av. Prof Mello Moraes, 85
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-030
UF: 5P Municipio: SAQ PAULD
Telefone:  (11)3081-3087 Fax: (11)3812-4141 E-mail: cep3d@usp.br
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