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REsuMO

Santana AR. Papel da (in)atividade muscular no controle da homeostase de carnosina no
musculo esquelético [dissertacdo]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2025.

E bem estabelecido na literatura que a suplementacio de beta-alanina, em médio e longo
prazo, aumenta o contetdo intramuscular de carnosina. Evidéncias ainda conflitantes sugerem
que o exercicio fisico, tanto de forma aguda como crénica, pode afetar os niveis de carnosina
intramuscular. No presente estudo, investigamos o0 comportamento da carnosina muscular em
dois extremos do espectro atividade-inatividade muscular. Quarenta e cinco ratos Wistar
Hannover machos com 30 dias de idade foram divididos em 3 grupos: grupo imobilizado
(Imob, n=16), grupo imobilizado submetido a treinamento fisico (IMOB+TREINO , n=15), e
grupo controle (CON, n=14). Os animais do grupo IMOB foram submetidos a uma cirurgia
de neurectomia do nervo cidtico em uma das patas, ao passo que a pata contralateral foi
submetida a uma cirurgia do tipo SHAM. Ja o grupo IMOB+TREINO foi submetido aos
mesmos procedimentos de neurectomia, adicionados de um protocolo de treinamento fisico
realizado em agua com duracéo total de 10 semanas e o grupo CON foi submetido apenas a
cirurgia do tipo SHAM. A formacdo desses 3 grupos experimentais em conjunto com o
procedimento de denervacdo em apenas uma das patas permitiu-nos a criacdo de 4 condicdes
experimentais, a saber: condicdo SHAM (patas controles, ndo denervadas, ndo treinadas),
condicilo SHAM+EXERCICIO (patas treinadas), condicilo DENERVACAO (patas
denervadas, ndo treinadas), condicilo DENERVAGCAO+EXERCICIO (patas denervadas,
treinadas). Resultados: No mdsculo tibial anterior, as condi¢cbes em que houve imobilizacao
(DEN e DEN-+treino) observaram valores de carnosina (F(3, 82)=25,6, p<0,001), anserina
(F(3, 81)=10,7, p<0,001) e HCDs totais (F(3, 81)=21,9, p<0,001) significativamente mais
baixos do que ambas as condi¢es sem imobilizagdo (SHAM e SHAM-+treino, p<0,05 para
todas as comparacOes), ndo havendo qualquer diferenca entre as condicdes DEN vs.
DEN-+treino ou SHAM vs. SHAM+treino. No musculo séleo, as condi¢cdes em que houve
imobilizacdo (DEN e DEN-+treino) apresentaram valores de carnosina (F(3, 77)=20,8,
p<0,001), anserina (F(3, 76)=14,3, p<0,001) e HCDs totais (F(3, 76)=19,8, p<0,001)
significativamente mais baixos do que ambas as condi¢des sem imobilizacdo (SHAM e
SHAM-+treino, p<0,05 para todas as comparagdes), ndo havendo qualquer diferenca entre as
condicdes DEN vs. DEN+treino ou SHAM vs. SHAM+treino. Conclusdo: As evidéncias
demonstradas ndo indicam de maneira significativa uma relacdo direta entre a préatica de
exercicios fisicos e 0 aumento das concentracdes de carnosina muscular. Da mesma forma, a
avaliacdo da carnosina em musculos inativos ndo revelou uma reducdo substancial em seus
niveis como consequéncia da auséncia de atividade.

Palavras-chave: Carnosina. Tamponamento. Beta-alanina. Exercicio fisico.



ABSTRACT

Santana AR. The role of muscle (in)activity in the control of carnosine homeostasis in skeletal
muscle [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2025.

It is well established in the literature that beta-alanine supplementation, in the medium and
long term, increases intramuscular carnosine content. Conflicting evidence suggests that
physical exercise, both acute and chronic, can affect intramuscular carnosine levels. In the
present study, we investigated the behavior of muscle carnosine at two extremes of the muscle
activity-inactivity spectrum. Forty-five 30-day-old male Wistar Hannover rats were divided
into 3 groups: immobilized group (IMOB, n=16), immobilized group subjected to physical
training (IMOB+TRAINING, n=15), and control group (CON, n=14). Animals in the IMOB
group underwent sciatic nerve neurectomy surgery in one of the paws, while the contralateral
paw was subjected to SHAM surgery. The IMOB+TRAINING group underwent the same
neurectomy procedures, plus a physical training protocol performed in water lasting a total of
10 weeks, and the CON group underwent only SHAM surgery. The formation of these 3
experimental groups together with the denervation procedure in only one of the paws allowed
us to create 4 experimental conditions, namely: SHAM condition (control paws, non-
denervated, untrained), SHAM+EXERCISE condition (trained paws), DENERVATION
condition (denervated, untrained paws), DENERVATION+EXERCISE condition
(denervated, trained paws). Results: In the tibialis anterior muscle, the conditions in which
there was immobilization (DEN and DEN-+training) observed significantly lower values of
carnosine (F(3, 82)=25.6, p<0.001), anserine (F(3, 81)=10.7, p<0.001) and total HCDs (F(3,
81)=21.9, p<0.001) than both conditions without immobilization (SHAM and
SHAM-+training, p<0.05 for all comparisons), with no difference between the DEN vs.
DEN-+training or SHAM vs. SHAM-+training conditions. In the soleus muscle, the conditions
in which there was immobilization (DEN and DEN-+training) presented significantly lower
values of carnosine (F(3, 77)=20.8, p<0.001), anserine (F(3, 76)=14.3, p<0.001) and total
HCDs (F(3, 76)=19.8, p<0.001) than both conditions without immobilization (SHAM and
SHAM-+training, p<0.05 for all comparisons), with no difference between the DEN vs.
DEN+training or SHAM vs. SHAM-+training conditions. Conclusion: The evidence
demonstrated does not significantly indicate a direct relationship between the practice of
physical exercises and the increase in muscle carnosine concentrations. Likewise, the
evaluation of carnosine in inactive muscles did not reveal a substantial reduction in its levels
as a consequence of the absence of activity.

Keywords: Carnosine. Buffering. Beta-alanine. Physical exercise.
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1 INTRODUCAO

A carnosina é um dipeptideo multifuncional que pertence a classe dos dipeptideo
histidinicos e € abundantemente expresso no musculo esquelético de diversos mamiferos,
incluindo os humanos. Tipicamente, o conteddo de carnosina muscular em humanos varia
entre 15-40 mmol-kg™ de muasculo seco (Harris et al., 2006; da Eira Silva et al., 2020). Além
da carnosina, outros dipeptideos histidinicos relevantes sdo a anserina e a balenina, analogos
metilados da carnosina. Enquanto a anserina € expressa em quantidades muito inferiores a
carnosina em humanos (de Souza Gongalves et al., 2023), algumas espécies de aves e
mamiferos apresentam mais anserina do que carnosina no musculo esquelético (Dolan et al.,
2018; Gongalves et al., 2021). J& a balenina é encontrada principalmente em baleias e
cetaceos (Boldyrev et al., 2013).

A carnosina é sintetizada endogenamente a partir de seus dois aminoacidos
constituintes, a saber, beta-alanina e L-histidina, em reacdo catalisada pela enzima carnosina
sintase (Drozak et al., 2010). Vérias funcGes fisioldgicas importantes tém sido atribuidas a
carnosina, as quais incluem regulagdo do pH intramuscular (Artioli et al., 2010; Dolan et al.,
2018), protecdo contra glicacdo de proteinas (Hipkiss et al., 1994; Hipkiss et al., 1995),
detoxificacdo de produtos da peroxidacao lipidica, como aldeidos reativos (Vistoli et al.,
2013; 2017; Carvalho et al., 2018), e regulacdo do manejo e sensibilidade do Ca** durante a
contracdo muscular (Dutka et al., 2012; Hannah et al., 2015). Além de comprovada relevancia
para 0 desempenho fisico e esportivo em atividades de alta intensidade (Hobson et al., 2012;
Saunders et al., 2017). Valores elevados de carnosina muscular podem, potencialmente, ter
aplicacbes em diversas condi¢fes patologicas e fisiologicas. Evidéncias sugerem que a
carnosina pode contribuir para a melhora da funcdo cognitiva, atuar na prevencdo de
complicacBes relacionadas ao diabetes, oferecer efeitos protetores em casos de insuficiéncia
renal aguda e apresentar propriedades antineoplasicas (Artioli et al., 2019).

A homeostase da carnosina no musculo esquelético é regulada por diversos fatores. O
mais importante deles é a disponibilidade de beta-alanina, aminoacido precursor de sua
sintese cujas concentracdes intramusculares tipicamente baixas sdo limitantes para a sintese
de carnosina (Harris et al., 2006; Artioli et al., 2010; Matthews et al., 2019). Outros fatores
que contribuem para a regulagdo da carnosina no musculo incluem a atividade das enzimas
responsaveis pela sintese e degradacao de carnosina no musculo esquelético (Everaert et al.,
2013) e a eficiéncia dos sistemas de transporte de beta-alanina as células musculares
(Blancquaert et al., 2016).
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E bem estabelecido na literatura que a suplementacdo de beta-alanina, em médio e
longo prazo, aumenta substantivamente o conteddo muscular de carnosina (Harris et al., 2006;
Hill et al., 2007; Saunders et al., 2017; da Eira Silva, 2020), e que a magnitude do aumento de
carnosina é dependente da dose total acumulada de beta-alanina (Resende et al., 2020).
Contudo, ainda ndo se sabe com clareza quais outros estimulos podem participar da regulacdo
da carnosina no musculo esquelético.

Nesse sentido, evidéncias ainda conflitantes sugerem que o exercicio fisico, tanto de
forma aguda como cronica, pode afetar os niveis de carnosina muscular. Os primeiros estudos
que avaliaram essa questdo adotaram delineamento transversal, nos quais atletas velocistas
foram comparados com atletas fundistas e com controles ndo atletas (Parkhouse et al., 1985),
ou em que fisiculturistas experientes foram comparados com controles ndo treinados (Tallon
et al., 2005). Em ambos os estudos, maiores valores de carnosina muscular foram encontrados
nos atletas velocistas e nos fisiculturistas, em compara¢do com seus controles néo treinados, o
que sugere que a exposicdo em longo prazo a exercicios de alta intensidade pode ser um
estimulo para maior sintese de carnosina muscular. No entanto, diversos estudos longitudinais
ndo conseguiram confirmar a hipdtese de que o treinamento fisico seria capaz de aumentar o
contetdo de carnosina no musculo esquelético (Mannion et al., 1994; Kendrick et al., 2008;
Kendrick et al., 2009; Baguet et al., 2011; Edge et al., 2013; Gross et al., 2014). Esses
estudos, entretanto, apresentam limitagdes importantes, tais como auséncia de controle da
ingestdo de beta-alanina via dieta, e volume ou intensidade de treino provavelmente abaixo do
necessario para induzir aumentos de carnosina muscular, 0 que o0s torna incapazes de
responder de forma conclusiva se o exercicio fisico de fato influencia a homeostase de
carnosina no musculo esquelético.

Mais recentemente, uma investigacdo de nosso grupo mostrou que 12 semanas de
treinamento intervalado de alta intensidade resultaram em aumento significante (~25%) na
carnosina muscular (de Salles Painelli et al., 2018). Um importante controle utilizado nesse
estudo foi o recrutamento exclusivo de individuos vegetarianos, controlando, portanto, a
principal varidvel interveniente sobre a carnosina muscular, a saber, o consumo de beta-
alanina via dieta. Todavia, Hoetker et al. (2018) mostraram, em contraste com os dados de
Painelli et al. (2018), que o treinamento de baixa intensidade, e ndo de alta intensidade, foi
capaz de aumentar carnosina muscular. Os dados de Hoetker et al. (2018) mostraram, ainda,
que o treinamento de alta intensidade reduziu a carnosina muscular, o que pode ter sido
causado por perdas de carnosina muscular que ocorrem em resposta aguda ao exercicio de alta

intensidade. Contudo, a hipotese de perda aguda de carnosina induzida pelo exercicio ndo foi
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confirmada em outros trabalhos (Carvalho et al., 2018), o que traz ainda mais duvidas quanto
0 papel do exercicio como regulador da carnosina muscular.

Se assumirmos que o exercicio fisico é agente modulador da homeostase de carnosina
no musculo esquelético, com impactos significativos sobre o contetdo de dipeptideos
histidinicos, é plausivel que esse efeito ndo seja atribuivel ao exercicio fisico per se, mas sim
a doses suficientes de contracdo muscular. Nesse entendimento, a contragcdo muscular seria 0
agente modulador da homeostase e do contetdo de carnosina muscular, o que, por deducéo,
levaria a hipdtese de que a auséncia de contragdo muscular deveria reduzir o contetdo
intramuscular de carnosina e seus analogos. Para testar essa hipo6tese, nosso grupo realizou
um estudo com para-atletas que sofreram lesbes medulares e portavam paraplegia (Nemezio
et al., 2021). Nesse trabalho, comparamos o contetdo de carnosina em amostras de musculo
paralisado (m. vasto lateral) com amostras de musculo bem treinado (m. delt6ide).
Surpreendentemente, os dados mostraram maior conteldo de carnosina nos musculos
paralisados em comparacdo com os musculos ativos, o que contradiz diametralmente a
hipotese de redugdo de dipeptideo histidinicos com a auséncia de contracdo muscular. No
entanto, a paralisia muscular sabidamente leva a uma dréstica mudanca na distribuicdo de
fibras musculares, de tal forma que o vasto lateral, um musculo misto, apresentava mais de
90% de fibras do tipo Il nas pessoas com lesdo medular (Nemezio et al., 2021). Uma vez que
as fibras do tipo Il podem apresentar de 70% a 300% mais carnosina do que as fibras do tipo |
(Sewell et al., 1992), essa mudanga na distribuicdo das fibras nos musculos paralisados pode
ter sido o principal fator que levou ao aumento de carnosina nesses musculos, desta forma
impossibilitando a investigacdo efetiva dos efeitos da auséncia de contracdo muscular sobre a
homeostase de dipeptideos histidinicos.

Para melhor compreender o esclarecimento do papel do exercicio fisico e, mais
especificamente, da atividade muscular sobre a homeostase de carnosina no musculo
esquelético, utilizamos no presente estudo um modelo animal de imobilizacdo e de
treinamento fisico, o que nos permitiu melhor controle de variaveis intervenientes, tais como
tipo de lesdo, tempo de lesdo, tipo de treinamento, dieta, e mudanca na distribuicdo de tipos

de fibras musculares.
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21 OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa teve como objetivo principal investigar os efeitos da atividade e

inatividade muscular sobre o contetudo de dipeptideos histidinicos no muasculo esquelético.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre o contetdo de carnosina no musculo
esquelético;
e Avaliar os efeitos da inatividade muscular sobre os niveis de carnosina no musculo

esquelético.
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3 REVISAO DA LITERATURA
31 COMPOSICAO E ESTRUTURA QUIMICA DA CARNOSINA

A carnosina é um dipeptideo ndo essencial, ou seja, 0 corpo humano € capaz de
sintetiza-la endogenamente a partir dos aminoacidos beta-alanina e L-histidina, por meio da
acao da enzima carnosina sintetase (Harris et al., 2006). Essa molécula foi descoberta em
1900 pelos cientistas Vladimir Gulewitsch e Lohnheim, quando observavam extratos de carne
fresca que possuiam diversos compostos ainda desconhecidos naquela época. Desde entédo, a
carnosina tem sido objeto de inimeros estudos para entender sua estrutura, funcao e impacto
fisiolégico. E um dos dipeptideos contendo histidina (DCH) mais conhecido e estudado por
seus efeitos fisiologicos (Artioli et al., 2010; Harris et al., 2012; Sale et al., 2013).

A estrutura da carnosina consiste em uma molécula de beta-alanina ligada a uma
molécula de L-histidina através de uma ligacdo peptidica, resultando em uma estrutura ciclica
com um anel de imidazol (Figura 1). A ligagcdo peptidica entre beta-alanina e L-histidina
forma o esqueleto bésico da carnosina, enquanto o anel de imidazol é responsavel por sua
atividade bioquimica. A estrutura molecular da carnosina permite que ela atue como um
tamponante intracelular, ajudando a regular o equilibrio acido-base em diferentes tecidos, e

este tema recebera mais destaque adiante (Hipkiss, 1998).

Figura 1 - Estrutura quimica da beta-alanina e histidina (parte superior) e dos principais

dipeptideos histidinicos (parte inferior)
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Fonte: Retirado e adaptado de Artioli et al., 2009.
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3.2  DISTRIBUICAO DA CARNOSINA EM DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS

Além da carnosina, outros DCHs foram identificados, sdo balenina e a anserina
(Figura 1). A balenina é encontrada no masculo esquelético de ceticeos, enquanto a anserina
é encontrada no musculo esquelético de diversos mamiferos, como roedores, suinos, equinos
e aves. Por possuirem similaridade estrutural a carnosina, elas sdo consideradas analogos
metilados da carnosina e levantam a questdo se eles podem ter efeitos fisiologicos
semelhantes (Hipkiss, 2008).

Existem varios fatores que influenciam a concentracdo de carnosina nos tecidos
musculares, incluindo o sexo, a idade, o tipo de tecido muscular e o tipo de dieta. A
quantidade de carnosina encontrada nos musculos esqueléticos varia amplamente entre as
espécies animais, sendo que os mamiferos marinhos, como a baleia azul, apresentam niveis
particularmente elevados de carnosina em seus musculos (Harris et al., 2006).

A razdo para essa diferenca na concentracdo de carnosina entre espécies animais ainda
ndo é totalmente compreendida. No entanto, alguns estudos sugerem que a evolugao pode ter
desempenhado um papel importante nessa variagdo. Por exemplo, a alta concentragdo de
carnosina nos musculos de mamiferos marinhos pode ser uma adaptacdo para suportar as
demandas metabdlicas da natacdo prolongada em agua fria (Harris et al., 2006).

Ainda no contexto dos fatores evolutivos, observa-se que animais classificados como
presas - ou seja, aqueles que sdo frequentemente cacados na natureza, como frangos, perus,
cavalos e porcos - apresentam maior reserva intramuscular de tamponantes, incluindo um
conteudo mais elevado de carnosina (Artioli et al., 2010). Essa caracteristica é possivelmente
explicada pela necessidade de um metabolismo anaerdbio eficiente para escapar de
predadores. Nessas situacfes de fuga, o musculo esquelético desses animais depende de
grandes quantidades de defesas tamponantes, como a carnosina, que desempenha um papel
crucial na regulacdo do pH muscular durante esfor¢os intensos. Durante a predominancia do
metabolismo anaeroébio, ocorre o acimulo de ions H+, resultando em acidose muscular, e a
carnosina atuaria como um tamponante, auxiliando na manutencdo da homeostase muscular
(Abe 2000; Artioli et al., 2019).

Por outro lado, animais classificados como predadores, como cées e gatos, apresentam
um contetdo intramuscular de carnosina significativamente menor (Parkhouse et al., 1985).
Essa diferenca pode ser atribuida & predomindncia do metabolismo aerébio durante o
comportamento de caca (Baguet et al., 2010), o que reduz a necessidade de um sistema

tamponante intramuscular tdo robusto quanto o observado em animais de fuga.
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Em humanos, a carnosina é encontrada em altas concentracfes no tecido muscular
esquelético, particularmente nas fibras musculares tipo Il, que sdo responsaveis pela
contracdo rapida e intensa, mas também pode ser encontrada em outros tecidos excitaveis.
Estudos demonstraram a presenca de carnosina na regido do bulbo olfatério do cérebro
(Gonzélez-Estrada e Freeman, 1980) e também no musculo cardiaco humano (Creighton et
al., 2022). A presenca da carnosina nesses tecidos sugere possiveis funcbes fisiologicas
adicionais além do papel desempenhado na regulacdo do pH no musculo esquelético.
Compreender a estrutura e a distribuicdo da carnosina no reino animal pode fornecer insights
importantes sobre suas fungdes fisioldgicas e seu potencial uso terapéutico em humanos
(Figura 2).

Figura 2 - Distribuicdo de dipeptideos histidinicos no masculo de diferentes animais
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Fonte: Artioli, Painelli e Gualano. Suplementacgdo de B-alanina: fundamentos fisioldgicos e aplicacdes para o
exercicio, esporte e salde. 12 ed. Sdo Paulo: Editora Clannad, 2019.

3.3 METABOLISMO DA CARNOSINA

3.1.1 Ingestao, digestdo e absorcdo da carnosina

Embora o corpo humano seja capaz de sintetizar carnosina endogenamente, ela
também pode ser obtida por meio da dieta através da ingestdo do seu aminoacido precursor, a
beta-alanina. Diversos alimentos sdo fontes naturais de beta-alanina. Estudos indicam que as

carnes, especialmente carnes vermelhas, sdo ricas em beta-alanina. A carne bovina, por
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exemplo, pode conter de 100 a 400 mg de beta-alanina por 100 g de porcdo comestivel
(Derave et al.,, 2010). Além disso, peixes como salmdo, atum e cavala também s&o
considerados boas fontes de beta-alanina (Hipkiss, 2018).

Estimar com precisdo a quantidade de beta-alanina ingerida através da dieta ndo é uma
tarefa fécil, pois a sua quantidade pode variar significativamente dependendo da espécie
animal e do corte da carne (Hoffman et al., 2006; Jones, 2013). Ainda assim, o conteido de
dipeptideos histidinicos, como a carnosina, parece ser estavel durante o preparo dos
alimentos. Estudos apontam que, independentemente do método de coccdo, ndo ha perda ou
manipulacdo significativa de dipeptideos histidinicos nos alimentos (Park et al., 2005). No
entanto, a ingestdo de carnosina e seu precursor, beta-alanina, através da dieta € extremamente
baixa, 0 que limita sua sintese no organismo (Dunnett e Harris, 1999; Harris et al., 2006).

Em um estudo realizado por Derave et al. (2010), foi estimado que o consumo médio
de beta-alanina na dieta de um individuo que consome carne regularmente é de
aproximadamente 2 a 5 g por semana. Dados de nosso laboratério indicam que o consumo
médio em pessoas onivoras é de aproximadamente 500 mg/dia. Por isso, € valido destacar que
a quantidade de beta-alanina obtida através da dieta pode ndo ser suficiente para maximizar os
niveis de carnosina muscular, o que tornou a suplementacdo com beta-alanina amplamente
utilizada para aumentar a concentracao de carnosina no musculo (Hill et al., 2007; Acrtioli, et
al., 2010).

A absorgdo de carnosina e beta-alanina proveniente da dieta ocorre no trato
gastrointestinal, sendo principalmente absorvida no intestino delgado por meio de
transportadores especificos (Asatoor et al., 1970; Gardner at al., 1991). Esses transportadores
permitem que a carnosina seja eficientemente transportada das células intestinais para a
corrente sanguinea, onde pode ser distribuida para os tecidos e 6rgdos que necessitam dela.
Além disso, a digestdo da carnosina ocorre predominantemente no limen intestinal, onde a
enzima digestiva Carnosinase tecidual (CN2) atua na quebra da ligacdo peptidica entre a
alanina e a histidina, liberando a beta-alanina para ser absorvida no jejuno e no ileo e
posteriormente transportada para a circulacéo por meio do transportados ATB®* (Artioli et al.,
2019).

No entanto, a carnosinase CN2 ndo hidrolisa completamente a carnosina, resultando
em parte da carnosina sendo transportada em sua forma intacta pelo transportador PEPT1 para
a corrente sanguinea (Fei et al., 1994; Yamashita et al., 1997). Uma vez no plasma sanguineo,
a carnosina esta sujeita a acdo da enzima carnosinase sérica (CN1) para que possa ser

hidrolisada e assim ser captada pelos tecidos (Sale et al., 2013).
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A captacdo de beta-alanina no mdsculo é mediada por transportadores especificos,
como a proteina TauT (principal transportador de beta-alanina para as células musculares) e a
proteina PAT1, que sdo responsaveis pelo transporte de beta-alanina no masculo esquelético.
Por outro lado, a L-histidina parece ser transportada pela proteina PHT1, que também é
expressa no tecido muscular humano (Everaert et al., 2013). O metabolismo da carnosina

pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica do metabolismo da carnosina
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Fonte: Adaptado de Sale et al., 2013.

Uma vez que a beta-alanina e a L-histidina sdo captadas pelo tecido muscular, elas
precisam ser condensadas para formar a molécula de carnosina. Esse processo de sintese sera

discutido no préximo tépico.

3.1.2 Sintese de carnosina

A sintese de carnosina é mediada pela enzima carnosina sintase, a qual combina a
beta-alanina e a L-histidina em uma reacdo de transpeptidacdo, formando a carnosina
(Boldyrev et al., 2013). Estudos tém demonstrado que a carnosina sintase esta presente no
citoplasma de células do musculo esquelético, cardiaco e cerebral, sugerindo que a carnosina
é sintetizada in situ (Drozak et al., 2010). O mecanismo de a¢do da carnosina sintase foi
inicialmente descrito por Kalyankar e Meister em 1959, por meio de experimentos com
musculo esquelético de frango. Eles observaram gue a sintese de carnosina ocorre na presenca

de fons de magnésio (Mg?") e adenosina trifosfato (ATP), sendo que durante a reacéo de



3 Revisdo da Literatura 26

catalise ocorre a formacéo de adenosina difosfato (ADP) e fosfato (Artioli et al., 2019). Além
disso, o estudo revelou que a carnosina sintase € uma enzima com baixa eficiéncia catalitica e
atividade lenta (Drozak et al., 2010).

A atividade da carnosina sintase esta relacionada a disponibilidade de beta-alanina no
masculo. Estudos tém demonstrado que a suplementacdo de beta-alanina aumenta as
concentragcdes musculares de carnosina, indicando que a disponibilidade de beta-alanina pode
ser um fator limitante para a sintese de carnosina (Hill et al.; Derave et al., 2007). Isso ocorre
devido a menor afinidade a beta-alanina em comparacdo com a L-histidina. Para que a sintese
de carnosina ocorra de forma eficaz, sdo necessarias aproximadamente mil vezes mais beta-
alanina do que L-histidina (Hirsch, Grillo & Margolis, 1978).

A sintese de beta-alanina é um processo essencial para aumentar sua disponibilidade
no organismo. Conforme mencionado anteriormente, a beta-alanina é considerada um
aminoacido ndo essencial, pois pode ser sintetizada endogenamente pelo figado através da
degradacdo da uracila (Artioli et al., 2009). No entanto, a taxa de producéo de beta-alanina é
baixa e suas concentra¢fes plasmaticas geralmente estdo abaixo do limite de deteccdo das
técnicas de quantificacdo (Derave et al., 2010). Portanto, a ingestdo de beta-alanina por meio

da dieta ou suplementacdo é fundamental para aumentar sua disponibilidade no organismo.

3.1.3 Excrecdo de carnosina e beta-alanina

A excrecdo de carnosina e beta-alanina no organismo envolvem diferentes processos,
tanto renais quanto nao renais. A beta-alanina pode ser excretada principalmente atraves dos
rins, sendo filtrada pelos glomérulos (Gongalves et al., 2020). J& a carnosina pode ser
excretada de forma semelhante & beta-alanina, sendo filtrada pelos glomérulos renais. No
entanto, a carnosina € rapidamente degradada pela enzima carnosinase sérica (CN1) presente
no plasma sanguineo, resultando na formacéo de beta-alanina e L-histidina (Sale et al., 2013).
Esses produtos da degradacdo da carnosina podem ser posteriormente excretados pelos rins.

Alem da excrecdo renal, a carnosina e a beta-alanina também podem ser
metabolizadas por outros tecidos e 6rgaos do corpo. Estudos sugerem que o tecido hepatico
desempenha um papel importante na metabolizacdo e excrecdo desses compostos,
convertendo-0s em outros metabdlitos que sdo eliminados pela bile e excretados nas fezes
(Everaert et al., 2013).
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3.1.4 Metabolismo da carnosina no tecido muscular

Uma vez dentro das células musculares, a beta-alanina e a L-histidina podem ser
convertidas em carnosina pela agdo da enzima carnosina sintase (Drozak et al., 2010). Ja
sabemos que a beta-alanina é transportada para dentro das miofibrilas pelo transportador
TauT, a saber a L-histidina é transportada pela proteina PHT2 (Santos et al., 2021). A sintese
de carnosina é totalmente dependente da captacdo desses aminoacidos pelas células
musculares.

A L-histidina ¢ um aminodcido essencial, o que significa que precisa ser obtida através
da dieta. Por outro lado, a beta-alanina parece ter sua producdo limitada ao figado. A
disponibilidade de beta-alanina ¢ um fator chave para a sintese de carnosina em humanos
(Derave et al., 2010).

A atividade de enzimas envolvidas na degradacdo e metabolismo da carnosina e da
beta-alanina também desempenha um papel importante. A carnosina sintase, responsavel pela
sintese de carnosina, apresenta maior afinidade pela histidina em comparacéo a beta-alanina
(Boldyrev et al., 2013). As concentra¢des plasmaticas e intramusculares de histidina sdo cerca
de 40 vezes maiores do que a beta-alanina. Portanto, a suplementacdo de beta-alanina tem
sido amplamente utilizada como estratégia para aumentar a sintese de carnosina no musculo
(Harris et al., 2006).

O mdasculo esquelético é o principal reservatorio de carnosina no organismo. A
carnosina desempenha um papel importante no controle do pH intramuscular, atuando como
um tampdo acido-base durante a atividade fisica intensa. Além disso, a carnosina possui
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, o que pode contribuir para a prote¢do das
células musculares contra danos oxidativos e processos inflamatorios (Boldyrev et al., 2013).

Além do musculo esquelético, a carnosina tem sido estudada por seu potencial em
outras funcdes fisiologicas. Estudos sugerem que a carnosina pode desempenhar um papel no
sistema nervoso central, atuando como um neurotransmissor modulador, além de estar
envolvida na regulacdo do metabolismo da glicose e na fungédo cardiovascular (Boldyrev et
al., 2013; Hipkiss, 2009). Todavia, o destaque entre as funcdes propostas para a carnosina tem

sido sua atuacdo como tamponante intramuscular, e recebera destaque a seguir.

3.4  CARNOSINA COMO TAMPAO INTRAMUSCULAR
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Atualmente a funcdo mais bem descrita da carnosina € a manutencdo do equilibrio
acido-base intramuscular (Artioli et al., 2010). Harris et al. (2006) estimaram gue a carnosina
contribui significativamente para a capacidade tamponante muscular total. Tal funcéo torna-se
especialmente relevante durante atividades de alta intensidade, em que a acidose muscular €
um fator limitante para o desempenho fisico. Varios estudos tém investigado os efeitos do
aumento do contetdo muscular de carnosina sobre o desempenho fisico, relatando melhorias
significativas (Baguet et al., 2010; Saunders et al., 2017).

A presenca do anel de imidazol na carnosina € fundamental para sua capacidade de
tamponamento e regulacdo do pH muscular (Tallon et al., 2005). Durante o exercicio, quando
ocorre aumento do &cido latico, a carnosina atua como um tampao, captando os protons
excessivos e evitando a queda do pH no musculo. Isso é especialmente importante para o
desempenho fisico e a recupera¢do muscular ja que o aumento da acidose pode prejudicar o
desempenho e a recuperacao do musculo (Harris et al., 2006; Boldyrev et al., 2013).

O anel de imidazol presente na carnosina confere uma caracteristica acida, e o valor de
pKa do grupo imidazol da histidina presente na carnosina esta na faixa de 6,83 a 7,0, que é
proximo ao pH fisioldgico de 7,0 (Boldyrev et al., 2013). Essa propriedade permite que a
carnosina atue efetivamente como um tamp&o intramuscular em condigdes de estresse
metabolico, como durante o exercicio intenso. A capacidade da carnosina em atuar como um
tampdo intramuscular é fundamental para a homeostase acido-base no tecido muscular. Ela
contribui para a manutencdo do pH adequado, evitando a acidificagdo excessiva que pode
comprometer o desempenho muscular e afetar a recuperagdo pos-exercicio (Harris et al.,
2006; Boldyrev et al., 2013).

Entre os mamiferos, a carnosina desempenha um papel significativo no tamponamento
intracelular, representando aproximadamente 40% desse processo (Abe, 2000). No entanto,
em humanos, a contribui¢do da carnosina para 0 tamponamento € menor devido a sua menor
concentracdo em relacdo a outros mamiferos. Em humanos, o conteddo médio de carnosina é
de aproximadamente 20 mmol.kg™ de musculo seco (Saunders et al., 2016). Comparado ao
musculo esquelético de cdes, que apresenta 33 mmol.kg™ de musculo seco, e cavalos de
corrida, que apresentam 108 mmol.kg™ de masculo seco (Dunnett e Harris, 1999). Essa
diferenca na concentracdo de carnosina pode estar relacionada a fatores evolutivos e as
demandas metabdlicas especificas de cada espécie.

Estudos conduzidos em fibras isoladas estimam que a carnosina seja responsavel por
4,5% do tamponamento intramuscular em fibras do tipo |1 e 9,4% em fibras do tipo Il

(Mannion et al., 1992). Sabe-se que as fibras musculares do tipo Il possuem um metabolismo
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predominantemente glicolitico, enquanto as do tipo | possuem um metabolismo
predominantemente oxidativo. Portanto, é possivel concluir que as fibras musculares do tipo
Il apresentam um maior contetido de carnosina (Artioli et al., 2019).

Estudos indicam que as fibras musculares do tipo Il possuem cerca de duas vezes mais
carnosina do que as fibras do tipo I. Em média, as fibras do tipo Il apresentam uma
concentracdo de carnosina de 23,2 mmol/kg™ de musculo seco, enquanto as fibras do tipo |
possuem uma concentracdo de 10,5 mmol/kg™ de musculo seco. As fibras musculares do tipo
I sdo responsaveis pela contracdo lenta e de baixa intensidade. Essa distribuicdo peculiar é
importante, uma vez que as fibras do tipo Il possuem uma maior demanda energética durante
exercicios de alta intensidade. A presenca de carnosina nesses musculos indica seu papel
tamponante, o que é essencial para minimizar a fadiga e aumentar a capacidade de realizar

exercicios de alta intensidade (Derave et al., 2007; Baguet et al., 2012).

35 FATORES DETERMINANTES DO CONTEUDO MUSCULAR DE CARNOSINA

3.5.1 Tipos de fibra

Como discutido no topico anterior, o tipo de fibra muscular é indicativo da
concentragcdo de carnosina no tecido muscular. Um dos primeiros estudos realizados neste
sentido foi conduzido por Dunnet e Harris (1999), que isolaram fibras musculares do glateo
médio de cavalos puro sangue e identificaram que as fibras do tipo Il tinham 4 a 5 vezes mais
carnosina comparadas as do tipo I. Essa distribuicdo semelhante também foi observada no
musculo esquelético do camelo. Devido as fibras do tipo Il serem glicoliticas e de atividade
anaerobia, estdo associadas ao aumento da acidose durante o processo de contragcdo muscular,
0 que justifica um maior contetddo de carnosina nesse tipo de fibra (Dunnet & Harris, 1999).

Embora a concentragdo de carnosina em humanos seja relativamente baixa em
comparagdo com outras espécies, a distribuicdo preferencial nas fibras musculares do tipo Il
sugere uma adaptacao evolutiva para atender as demandas metabdlicas dessas fibras durante a
contracdo muscular. O aumento da disponibilidade de carnosina por meio de suplementacéo
ou estratégias alimentares especificas pode ter beneficios potenciais para melhorar o

desempenho fisico e reduzir a fadiga muscular.
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3.5.2 Dieta e suplementacgéo

A oferta de beta-alanina € o principal limitante para a sintese de carnosina em
humanos, além de um aminoacido ndo essencial, ela € um aminoacido ndo proteinogénico, ou
seja, ndo compde a estrutura de proteina. Portanto pode ser obtida através das carnes, seu
principal alimento fonte, ou por meio de suplementacao (Boldyrev et al., 2013).

A influéncia da dieta sobre o contetdo muscular de carnosina fica clara quando
observamos o conteddo muscular de carnosina em individuos que seguem uma dieta
vegetariana, que apresentam aproximadamente metade dos valores comumente observados
em onivoros (de Salles Painelli et al., 2018; da Eira Silva et al., 2020). Acredita-se que neste
caso a sintese de carnosina seja o principal fator limitantes para a producdo endogena de
carnosina (Harris et al., 2006).

No Brasil, a Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), realizada pelo Ministério da
Saude em parceria com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), forneceu
informagdes relevantes sobre o consumo alimentar no pais. Na edi¢do da pesquisa referente
aos anos 2008-2009, foram analisados diversos aspectos relacionados a alimentacéo,
incluindo o consumo médio diario per capita de diferentes itens alimentares, como carnes,
aves e peixes. De acordo com a POF 2009, a carne ¢ um alimento amplamente consumido no
Brasil, fazendo parte da dieta cotidiana de boa parte da populacdo. O consumo de carnes, aves
e peixes foi estimado com base nos dados coletados junto aos individuos participantes da
pesquisa (Figura 4).

Analisando as informacg6es disponiveis, pode-se observar que ha uma variacdo no
consumo diario de beta-alanina entre as diferentes regiées do Brasil. Segundo dados da POF,
verifica-se que a regido Norte apresenta uma maior ingestdo diaria de beta-alanina em
comparagdo com outras regides do pais. Essa disparidade pode ser atribuida ao alto consumo
de peixes frescos, que é uma pratica bastante comum na regido Norte. Os peixes sao
conhecidos por serem fontes naturais de beta-alanina, contribuindo significativamente para a

ingestdo desse aminoacido nessa regido especifica.
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Figura 4 - Estimativa da ingestdo didria de beta-alanina a partir de dados fornecidos pela
POF 2008-2009 sobre a média do consumo per capita de carnes, aves e peixes no

Brasil
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Fonte: Artioli et al., 2019.
*Valores estdo apresentados em média+DP.

Como a disponibilidade ¢ um fator limitante para a sintese de carnosina, a
suplementacdo de beta-alanina tem sido amplamente estudada e se mostrado eficaz em
promover 0 aumento de carnosina no musculo. Estudos tém investigado diferentes dosagens
de suplementacdo de beta-alanina para maximizar os efeitos na elevacdo dos niveis de
carnosina. A dosagem recomendada geralmente varia entre 4 a 6 gramas por dia, dividida em
doses menores ao longo do dia. Essa estratégia visa elevar gradualmente os niveis de beta-
alanina no organismo, uma vez que altas doses podem causar efeitos colaterais como
parestesia (Harris et al., 2006; Derave et al., 2007; Saunders et al., 2017).

A parestesia é o efeito colateral mais comum associado a suplementacdo de beta-
alanina. Ela ocorre devido a ativacao dos receptores de canais de ions na pele, especialmente
quando doses elevadas sé@o consumidas de uma s6 vez (Stout et al., 2007). No entanto, vale
ressaltar que a parestesia é temporaria e geralmente desaparece apds algumas semanas de uso
continuo da suplementacdo. Além disso, a parestesia pode ser minimizada ao dividir a dose
diaria em porcbes menores e ao optar por formas de beta-alanina de liberagdo lenta (Harris et
al., 2006; Décombaz et al., 2012).

3.6 INFLUENCIA DA CARNOSINA NA ATIVIDADE E INATIVIDADE FISICA

A carnosina muscular tem sido objeto de estudo em relacdo ao seu papel no

desempenho fisico, especialmente em atividades de alta intensidade. E interessante notar que
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animais velocistas, que possuem um metabolismo predominantemente anaerdbio, apresentam
uma concentracdo muscular de carnosina maior em compara¢do a animais com um
metabolismo aerébio mais predominante (Artioli et al., 2010). Estudos de fisiologia
comparativa confirmem esses achados (Dolan et al., 2018), e sugerem uma possivel relagdo
entre a concentracdo de carnosina e 0 metabolismo anaerébio exigido por atividades de alta
intensidade.

Ao aplicarmos essas informag6es aos seres humanos engajados em atividades fisicas,
podemos supor que individuos envolvidos em treinamentos de alta intensidade e exercicios
anaerobios possam apresentar concentragdes mais elevadas de carnosina muscular em
comparacdo a individuos sedentarios ou envolvidos em atividades predominantemente
aerobias.

Um estudo conduzido por Parkhouse et al. (1985) foi um marco na compreensdo do
efeito da atividade fisica nas concentracbes de carnosina muscular. O estudo comparou
individuos sedentarios com atletas de diferentes modalidades esportivas, incluindo corredores,
remadores e maratonistas.

Os resultados desse estudo revelaram diferencas significativas nas concentractes de
carnosina entre os grupos de atletas e os individuos sedentarios. Os atletas de resisténcia,
como remadores e corredores velocistas, apresentaram concentracBes mais elevadas de
carnosina muscular em comparacdo aos maratonistas e aos individuos sedentarios. Essas
descobertas sugerem que a natureza da atividade fisica desempenha um papel importante nas
concentragdes de carnosina muscular. 1sso pode ser atribuido ao maior estresse metabdlico e a
maior demanda de tamponamento acido durante exercicios de alta intensidade e curta
duragéo.

O estudo conduzido por Tallon et al. (2005) trouxe contribui¢es importantes para a
compreensdo do efeito da atividade fisica nas concentragdes de carnosina muscular,
especificamente em fisiculturistas. O objetivo desse estudo foi investigar as concentracdes de
carnosina em diferentes grupos de fisiculturistas e compara-las com individuos ndo treinados.

Os resultados desse estudo revelaram que os fisiculturistas apresentaram
concentracdes significativamente mais altas de carnosina muscular em compara¢do aos
individuos ndo treinados. Essa descoberta sugere que o treinamento de forca e 0 aumento da
massa muscular podem estar associados ao aumento das concentragdes de carnosina,
corroborando com a teoria de que o treinamento de resisténcia, como o realizado pelos
fisiculturistas, pode promover uma maior demanda de tamponamento &cido durante o

exercicio intenso.
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O estudo de Tallon et al. (2005) também oferece insights valiosos ao considerar a
relacdo entre as concentracfes de carnosina muscular e a predominancia de fibras musculares
do tipo Il em fisiculturistas. Sabe-se que as fibras musculares do tipo Il possuem um
metabolismo predominantemente glicolitico, o que significa que elas dependem
principalmente da via anaerdébica para a producdo de energia durante o exercicio de alta
intensidade.

Estudos anteriores indicaram que as fibras musculares do tipo Il apresentam
concentragdes mais elevadas de carnosina em compara¢do com as fibras do tipo | (Dunnett,
1995). Essa diferenga na concentragdo de carnosina pode estar relacionada & maior demanda
metabolica e producdo de ions de hidrogénio durante o exercicio de alta intensidade, que €
caracteristico das fibras do tipo II.

Além disso, o estudo de Tallon et al. (2005) demonstrou que fisiculturistas possuem
concentra¢fes mais altas de carnosina muscular. Essa descoberta é consistente com a hipotese
de que o treinamento de forga, tipico dos fisiculturistas, promove adaptacfes musculares,
incluindo o aumento da proporgdo de fibras musculares do tipo Il. Essas fibras, por sua vez,
podem apresentar maiores concentracfes de carnosina, que desempenha um papel importante

no tamponamento intramuscular e na neutralizagdo de ions de hidrogénio (Figura 5).

Figura 5 - llustracdo do conteddo muscular de carnosina do mdsculo vasto lateral de

humanos treinados em diferentes modalidades esportivas
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Embora esses estudos fornecam suporte a hipotese de que o treinamento fisico possa
estar associado ao aumento do contetdo muscular de carnosina, é importante reconhecer que
esses delineamentos experimentais ndo permitem estabelecer uma relacdo direta de causa e
efeito. Portanto, sdo necessarias mais pesquisas para investigar de forma mais aprofundada
essa relagéo e fornecer evidéncias mais robustas.

Alguns estudos longitudinais avaliaram especificamente o efeito treinamento de alta
intensidade sobre o contetido muscular de carnosina e tem demonstrados dados conflitantes.

Os primeiros estudos sobre o efeito do treinamento fisico no contetdo de carnosina
muscular foram conduzidos por Mannion, Jakeman e Willan (1994). Nesse estudo, 0s
pesquisadores investigaram se a atividade fisica seria capaz de aumentar as concentracfes de
carnosina no musculo esquelético. Para isso, eles empregaram um protocolo de treinamento
de extensdes do joelho em um dinamdmetro isocinético, com uma frequéncia de trés vezes
por semana ao longo de 16 semanas. Surpreendentemente, os resultados desse estudo néo
revelaram alteracdes significativas no conteldo de carnosina muscular nem na capacidade
tamponante do masculo.

Estudos posteriores também buscaram investigar o efeito do treinamento fisico no
conteudo de carnosina muscular, e os resultados obtidos foram consistentes com o estudo de
Mannion et al. (1994); Kendrick et al. (2008); Kendrick et al. (2009); Baguet et al. (2011);
Edge et al. (2013) e Gross et al. (2014) foram alguns dos pesquisadores que ndo conseguiram
confirmar a hipotese de que o treinamento fisico seria capaz de aumentar as concentragdes de
carnosina no musculo esquelético. Esses estudos adicionais demonstraram resultados
similares, ndo evidenciando alteracfes significativas no contetdo de carnosina muscular em

resposta ao treinamento fisico.

Tabela 1 - Estudos investigando o efeito do treinamento fisico sobre o contetdo muscular de

carnosina
Referéncia Amostra Nature:za EE Durag_ao do Resultado
Treino Treino
Mannion et al., 1994 33 Jover;stil:/lcs);camente Isocinético 16 semanas Sem alteracao
Suzuki et al., 2004 6 homenslj(_)vens Intermitente 8 semanas 100% de aumento
sedentarios

Kendrick et al., 2008/ 6 homens JOVens Forca 10 semanas Sem alteracGes
fisicamente ativos

Kendrick et al., 2009 1'4.homens Jovens Isocinético 4 semanas Sem alteracGes
fisicamente ativos
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20 homens jovens

Baguetetal., 2011 fisicamente ativos

Intermitente 5 semanas Sem alteracdes

Fonte: Adaptado de Artioli et al., 2019.
Em contrapartida, um estudo conduzido por Suzuki et al. (2004) trouxe resultados

promissores ao observar um aumento de 100% no conteddo muscular de carnosina ap6s um
periodo de 8 semanas de treinamento em cicloergdmetro. E importante ressaltar que, até o
momento, este foi o Unico estudo a evidenciar um efeito modulador do treinamento fisico
sobre a carnosina muscular, sem envolver a suplementagdo com beta-alanina.

Além do estudo mencionado anteriormente, os achados de Hoetker et al. (2018)
acrescentam informac@es ainda mais contraditérias em relacdo ao efeito da atividade fisica
nas concentragGes de carnosina muscular. Seu estudo sugere que a atividade fisica de alta
intensidade pode ndo aumentar as concentragBes de carnosina e até mesmo reduzi-las
(Hoetker et al., 2018). Essas descobertas contraditdrias reforcam a complexidade do papel da
atividade fisica na regulagdo da carnosina muscular.

Os resultados de Hoetker et al. destacam a importancia de considerar multiplos
fatores, como a intensidade e a duracdo do exercicio, o tipo de tecido muscular avaliado e a
metodologia de medicdo utilizada, ao investigar os efeitos da atividade fisica na carnosina
muscular.

Os estudos conduzidos até o momento sobre o efeito do treinamento fisico no
contetdo muscular de carnosina apresentam algumas limitacdes e falhas importantes que
devem ser consideradas. Uma das principais falhas é a heterogeneidade nos desenhos
experimentais e nas metodologias utilizadas para medir a concentragdo de carnosina
muscular. Métodos diferentes de medicdo, como a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), podem fornecer
resultados discrepantes e dificultar a comparacéo entre os estudos.

O treinamento fisico empregado por alguns autores também pode influenciar nos
resultados. Alguns estudos utilizaram protocolos de treinamento com duracdo e intensidade
que podem ndo ser capazes de induzir a acidose intramuscular necessaria para estimular
alteracdes significativas nos niveis de carnosina muscular. Essa falta de padronizacdo nos
protocolos de treinamento dificulta a comparagdo direta dos resultados entre os estudos,
limitando nossa compreensdo dos reais efeitos do treinamento sobre os niveis de carnosina
muscular.

Outra falha frequente nos estudos é a falta de controle rigoroso da ingestdo de beta-

alanina, precursora da carnosina, via dieta, o que também pode afetar os resultados, uma vez
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que a suplementacdo de beta-alanina pode influenciar diretamente os niveis de carnosina
muscular.

Pensando nesta ultima limitacdo, um estudo foi conduzido em nosso laboratério, com
participantes vegetarianos que passaram por 12 semanas de treinamento intermitente de alta
intensidade. O estudo conduzido por Salles Painelli et al. (2018) revelou que o treinamento
intervalado de alta intensidade é capaz de aumentar o conteudo intramuscular de carnosina,
independentemente da ingestdo de alimentos fonte de beta-alanina.

Os vegetarianos, devido a exclusdo de fontes animais de proteinas, apresentam uma
ingestdo reduzida de carnosina em comparacdo com individuos ndo vegetarianos. Isso pode
resultar em concentragfes mais baixas de carnosina muscular em vegetarianos, visto que a
carnosina é derivada de fontes dietéticas de origem animal. Os achados do estudo revelaram
que a suplementacdo de beta-alanina foi eficaz em aumentar significativamente as
concentragdes de carnosina muscular em vegetarianos fisicamente ativos. A suplementagéo de
beta-alanina foi capaz de compensar a falta de ingestdo de carnosina por meio da dieta e
elevar os niveis intramusculares dessa substancia tamponante (de Salles Painelli et al., 2018).
O treinamento utilizado no estudo também é comprovadamente capaz de induzir acidose
muscular, e ao controlar o principal fator limitante, a dieta, os dados revelam que o
treinamento de alta intensidade pode aumentar o conteddo muscular de carnosina. Também
devemos considerar que a inatividade fisica ou a paralisia podem ter efeitos opostos e sobre o
contetdo de carnosina muscular. A hipotese € que a falta de estimulo muscular resultante da
inatividade fisica ou da paralisia pode levar a uma diminuicédo nas concentracdes de carnosina
no musculo esquelético, e além disso, a falta de atividade fisica pode reduzir a expressdo de
enzimas envolvidas na biossintese da carnosina muscular.

Um estudo relevante nesse contexto foi conduzido por Nemezio et al. (2021),
investigou os efeitos da suplementacdo de beta-alanina na concentracdo de carnosina em
remadores com paralisia. Este estudo é particularmente relevante, uma vez que a paralisia
afeta a funcdo muscular e pode ter implicagdes no metabolismo de carnosina. Foi comparado
0 musculo vasto lateral (inativo) com o deltoide (ativo) destes individuos. Os resultados deste
estudo revelaram que ao considerar os niveis basais de carnosina o vasto lateral possuia 56%
mais carnosina quando comparado ao deltoide, esse achado foi atribuido ao fato de que a
paralisia pode resultar em atrofia muscular, redu¢do do didmetro das fibras musculares,
diminuicdo do numero de miofibrilas, desorganizacdo da arquitetura muscular e perda de

massa muscular (Grimby et al., 1976). Além disso, podem ocorrer alteracbes na composi¢do
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de fibras musculares, ocorrendo um aumento progressivo das fibras tipo Il em relacdo as
fibras do tipo | (Grimby et al., 1976; Burnham et al., 1997).

3.7 CONSIDERACOES FINAIS

O papel da carnosina como tamponante intramuscular e a importancia da
disponibilidade de beta-alanina como um fator limitante para a sintese desse composto tém
sido amplamente discutidos na literatura (Harris et al., 2006; Boldyrev et al., 2013). No
entanto, apesar desses aspectos estarem bem estabelecidos, outras funcbes e respostas
relacionadas a atividade fisica ainda precisam ser elucidadas. Existem questdes em aberto em
relacdo a magnitude da resposta da carnosina em diferentes contextos de atividade fisica.

E importante ressaltar que muitos dos estudos realizados até 0 momento apresentam
fatores limitantes que podem interferir nos resultados e na interpretacdo dos dados. Alguns

desses fatores incluem:

1) Duracdo do estudo: Alguns estudos podem ter sido conduzidos por um periodo
relativamente curto, o que pode ndo capturar completamente os efeitos em longo
prazo da atividade fisica e da suplementacdo de beta-alanina sobre os niveis de
carnosing;

2) Variabilidade dos métodos de mensuracdo: Diferentes estudos podem ter utilizado
métodos diferentes para medir os niveis de carnosina, o que pode levar a variagoes
nos resultados e dificultar a comparacao direta entre os estudos;

3) Variabilidade individual: Os niveis de carnosina podem variar significativamente
entre individuos, devido a fatores genéticos, idade, sexo, composicao corporal e
estado de salde. Essa variabilidade individual pode dificultar a comparacgéo direta
entre os participantes e a interpretagéo dos resultados;

4) Controle do treinamento: E importante controlar e monitorar o programa de
treinamento dos participantes para garantir que os efeitos observados sejam
realmente atribuiveis a atividade fisica. Varia¢@es no tipo, intensidade e duracéo
do treinamento podem influenciar os resultados e dificultar a comparacéo entre 0s

grupos;
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5) Padronizacdo da dieta: Para minimizar a influéncia da dieta nos resultados, é
importante padronizar a alimentacdo dos participantes durante o estudo. Isso
envolve controlar a ingestdo de alimentos ricos em carnosina, como carnes
vermelhas, aves e peixes, que podem afetar os niveis de carnosina muscular. Além
disso, é necessario monitorar e registrar a ingestdo de macronutrientes (proteinas,
carboidratos, gorduras) que podem afetar o metabolismo da carnosina.

Essas limitagdes podem dificultar a comparacdo dos resultados entre os estudos e a
obtencdo de conclusGes definitivas. Portanto, a disponibilidade de dados conflitantes e a
presenca de fatores limitantes ressaltam a necessidade de realizar pesquisas adicionais para
aprofundar nosso entendimento sobre os mecanismos subjacentes pelos quais a atividade
fisica influencia os niveis de carnosina em diferentes contextos. Embora diversos estudos
tenham investigado a relacéo entre atividade fisica e carnosina, os resultados nem sempre séo
consistentes e muitas questdes permanecem sem resposta. A compreensdo dos mecanismos
pelos quais a atividade fisica modula os niveis de carnosina € crucial ndo apenas para a

ciéncia béasica, mas também para o desenvolvimento de intervencdes praticas.
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4 MATERIAL E METODOS

41  MODELO ANIMAL

O uso de modelos animais pode configurar uma estratégia de investigacdo valiosa ao

permitir melhor controle de variaveis que, em estudos com humanos, ndo poderiam ser

controladas. No ambito deste projeto, a escolha pelo modelo animal tem a vantagem de nos

permitir controlar a dieta, fator interveniente majoritario sobre o contetdo intramuscular de

carnosina, além da distribuicdo dos tipos de fibra, do estimulo associado ao treinamento

fisico, e do tipo e tempo de imobilizacdo muscular. Nesse sentido, nosso modelo animal teve

0 objetivo de melhor controlar as varidveis de interesse e as varidveis de confuséo,

permitindo-nos, especificamente, obter:

1)

2)

3)

4)

Controle dietético: Nos estudos com animais, € possivel fornecer uma dieta
controlada e padronizada, eliminando a variabilidade observada nos estudos com
humanos. Isso permite avaliar especificamente o efeito da dieta na concentragao
de carnosina sem a interferéncia de outras fontes dietéticas de beta-alanina;
Manipulacdo experimental: Com modelos animais, € possivel realizar
manipulagdes experimentais precisas, como a inducdo da paralisia e de atividade
fisica. Essas manipulagBes permitem investigar diretamente os efeitos dessas
intervencdes nas concentracfes de carnosina, eliminando a influéncia de fatores
confundidores;

Padronizagédo: Os estudos com animais permitem uma maior padronizagcdo em
relacdo a fatores como idade, sexo, historico médico e genética dos participantes,
0 que reduz a variabilidade e aumenta a validade interna dos resultados;

Coleta de tecido: Com modelos animais, é possivel coletar tecidos especificos,
como musculos, de maneira mais direta e controlada, permitindo uma anélise
detalhada das concentragdes de carnosina em diferentes tipos de fibras musculares

e regides especificas.

Neste este estudo, 48 ratos Wistar Hannover machos com 30 dias de idade foram

adquiridos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo (ICB-USP) pela rede de biotérios da Universidade de Sdo Paulo (USP) e utilizados

neste estudo. Os animais foram mantidos no biotério de experimentacdo da Escola de



4 Material e Métodos 40

Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de Séo Paulo (EEFE-USP) em grupos de 3-4
animais por gaiola, em caixas de polipropileno forradas com maravalha esterilizada, trocadas
3 vezes por semana. Os ratos receberam racdo padrdo e dgua ad libitum, e permaneceram em
ambiente controlado, com sistema de ventilagdo com trocas frequentes de ar, filtragem de ar,
temperatura controlada 23°C + 2°C, umidade relativa do ar em 55 = 10%, ciclo de iluminacéo
automatico invertido claro/escuro de 12/12 horas, periodo escuro iniciando as 06h00. O
projeto foi submetido as Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAS) da (EEFE-USP) e
da Faculdade de Medicina da Universidade de S@o Paulo (FMUSP) e, somente ap0s
aprovacdo, os animais foram adquiridos e os experimentos tiveram inicio. Os experimentos
foram conduzidos em blocos de 16 animais, de modo que repetimos cada experimento 3 vezes
para chegar ao numero amostral final, assegurando maior reprodutibilidade de nossos dados.
Dentro de cada bloco, os tratamentos foram igualmente representados, garantindo
balanceamento das condi¢fes dentro de cada bloco. Por fim, os animais foram designados aos
diferentes grupos de forma aleatoria, utilizando-se um gerador de sequéncias aleatorias

(www.random.orq).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 3 grupos, a saber: grupo imobilizado (IMOB, n=16),
grupo imobilizado submetido a treinamento fisico (IMOB+TREINO, n=15), e grupo controle
(CON, n=14). O deshalanceamento entre 0s grupos animais ocorreu devido a morte de trés
animais durante o estudo. Inicialmente adquirimos 16 animais para o grupo IMOB e 17
animais para o grupo IMOB+TREINO, devido ao proprio risco da cirurgia e treinamento, e
15 animais para o grupo Sham, de menor risco.

Os animais do grupo IMOB foram submetidos a uma cirurgia de neurectomia do nervo
ciatico, que consistiu na remoc¢do de um segmento de ~1 cm do nervo na porc¢do proximal da
pata. Uma das patas foi submetida a neurectomia, ao passo que a pata contralateral foi
submetida a uma cirurgia do tipo SHAM (controle experimental em que os procedimentos
cirurgicos séo repetidos, porém com preservacao do nervo).

Em cada animal, a escolha da pata submetida a neurectomia foi feita de forma
aleatoria, balanceando-se o nimero de patas direitas e esquerdas neurectomizadas. A
aleatorizacdo e balanceamento das patas foram feitos por meio de sequéncias de nimeros
aleatérios (random.com). Ja o grupo IMOB+TREINO foi submetido aos mesmos

procedimentos de neurectomia, adicionados de um protocolo de treinamento fisico realizado
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em agua com duracdo total de 10 semanas. Por fim, os animais do grupo CON passaram por
cirurgia do tipo Sham em ambas as patas. A formacdo desses 3 grupos experimentais em
conjunto com o procedimento de denervacdo em apenas uma das patas permitiu-nos a cria¢ao

de 4 condigdes experimentais, a saber:

Condicdo SHAM (patas controles, ndo denervadas, ndo treinadas)
Condicdo SHAM+EXERCICIO (patas treinadas)

Condicio DENERVAGCAO (patas denervadas, ndo treinadas)

Condicdo DENERVACAO+EXERCICIO (patas denervadas, treinadas).

Mesmo cientes de que quase certamente as patas denervadas nao contrairiam durante
as sessdes de treinamento fisico, ou durante qualquer outro momento da vida dos animais
apos a cirurgia, optamos por manter essa quarta condi¢cdo de forma separada em nossas
analises em razdo da possibilidade dos efeitos do exercicio fisico ndo serem apenas mediados
de forma autocrina ou paracrina, mas também de forma enddcrina, em resposta a acdo de
miocinas e exercinas potencialmente liberadas durante o treinamento pelos musculos ativos
ou por outros érgdos. Logo, essa abordagem nos permitiu também examinar se eventuais
respostas ao treinamento fisico seriam mediadas por fatores autocrinos e paracrinos, ou por
fatores endocrinos.

Aproximadamente aos 30 dias de idade, os animais foram submetidos as cirurgias de
neurectomia e/ou SHAM, conforme descricdo detalhada adiante. Duas semanas apds a
cirurgia, o programa de treinamento fisico foi iniciado para o grupo IMOB+TREINO. Os
demais grupos foram mantidos pelo mesmo periodo de tempo sem realizar nenhum tipo de
treinamento. Assim, o tempo total de intervencao foi de 12 semanas, sendo as duas primeiras
destinadas a recuperacdo da cirurgia e as 10 seguintes ao periodo de treinamento. Ao final
desse periodo, os animais foram submetidos a avaliacdo da funcdo contratil muscular e, em
seguida, eutanasiados para coleta dos musculos tibial anterior e s6leo de ambas as patas. A
escolha dos musculos tibial anterior e séleo se deu para que pudéssemos avaliar os efeitos da
imobilizacdo e do treinamento fisico em grupos musculares compostos quase que
exclusivamente por fibras do tipo | (s6leo) e do tipo Il (tibial anterior).

Apos a dissecacdo dos musculos, fizemos sua limpeza imediata, removendo os tecidos
conjuntivo e adiposo aparentes, e entdo registramos 0 peso umido dos musculos. Em seguida,

as amostras foram aliquotadas, congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas a -80°C até
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0 momento das analises. Uma das aliquotas foi criopreservada em OCT Tissue-Tek® em
isopentano resfriado em nitrogénio liquido, para posterior preparo dos cortes para analise
histoldgica.

Os tecidos emblocados foram utilizados para determinacdo area das fibras musculares.
As variaveis analisadas nos tecidos musculares foram: contetdo de carnosina e contetdo de

anserina. O desenho experimental esta ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - llustracdo do desenho experimental do estudo, com formacdo dos grupos e das

condigOes experimentais

Grupos Condicdes

DEN

Séleo (n=16)
Pata Denervada—[ — Sohse- (n=32)
12 semanas TA (n=16)

5 i |
. "ﬂ',“’fi’"‘ > Séleo (n=16)
Pata SHAM{
IMOB (n=16) T=16) \
4 8 e Séleo (n= 14) PP SHAM
el IV Pata SHAM—E 54945 (n=88)
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.

VPR NELVb | > TA (n=14)
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TA (n=14)

(n=45) CON (n=14)
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Gleo (n= P44 _
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§ S i Séleo (n=15)
| I ) Pata SHAM —[ XY WS
IMOBYTREINO (r=15), TA (n=15) \ _ SHAM+Treino
treino X (n=30)

Fonte: Producéo da autora (2025).
Legenda: Imob=imobilizacdo; CON=controle; DEN=Denervacéo.

43  CIRURGIA DE SECCAO DO NERVO CIATICO

Aos ~30 dias de idade, os animais foram submetidos a neurectomia para remogao
cirurgica de um segmento de ~1 cm do nervo ciatico de uma das patas. O objetivo do
procedimento foi induzir paralisia do trem posterior em apenas um dos lados, preservando a
funcdo da pata contralateral, para que possamos avaliar o impacto da auséncia de contracao
muscular sobre a homeostase de carnosina. Trata-se de um procedimento invasivo de grau de
severidade baixo-moderado.

O procedimento foi feito com o animal em anestesia profunda, estagio Ill, plano 2,
segundo a classificacdo de Guedel. A inducdo de anestesia foi feita com administracdo de
cetamina 100 mg/kg de peso corporal associada a xilazina 10 mg/kg de peso corporal por via
intraperitonial. Os reflexos interdigital e palpebral foram constantemente verificados. A

manutencdo da anestesia, para 0s animais que apresentaram reflexos, foi feita por
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administracdo de 10% da dose de cetamina por via intraperitonial. A cirurgia foi realizada
com os instrumentos autoclavados em campo cirdrgico estéril de uso unico.

A cirurgia consistiu em uma incisdo de cerca de 1,5 cm na pele, apds tricotomia, na
regido proximal da pata que divide os grupos musculares extensores e flexores do joelho.
Logo abaixo da incisdo, por entre 0s grupos musculares, passa 0 nervo ciatico. A fascia
externa foi cortada com o uso de um bisturi, para que pudéssemos ter acesso ao nervo, o qual
pincado com o auxilio de um explorador de ponta romba e, em seguida, dois cortes distantes
entre si em ~1 cm foram realizados, seccionando-se 0 nervo, assim evitando contato entre as
pontas e possivel reconexdo nervosa. Imediatamente antes e ap6s 8 horas passada a cirurgia,
0s animais receberam injecdo intraperitonial do analgéesico Tramadol 2%. Os pesquisadores
envolvidos verificaram diariamente as condi¢Ges dos animais no periodo pds-cirargico e a dor
por meio da escala de Grimace. A necessidade de uso de outras drogas anti-inflamatorias ou
analgésicas foi discutida com o médico veterinario responsavel técnico pelo biotério da
EEFE-USP, caso 0s animais apresentassem sinais de dor ou alteracGes de comportamento. No
entanto, todos os animais se recuperaram bem apds o procedimento, ndo tendo sido necessaria

nenhuma intervencgéo adicional.

44  AVALIACAO DAS PROPRIEDADES CONTRATEIS DO MUSCULO
ESQUELETICO

A avaliacdo das propriedades contrateis foi realizada em uma subamostra de 15
animais (30 patas, distribuidas da seguinte maneira: SHAM: n=16; DEN: n=6; SHAM+treino:
n=4; DEN+treino: n=4). Ap6s o periodo de 12 semanas seguintes a cirurgia, 0s animais
anestesiados com tribromoetanol (20mg/100g peso corporal) via intraperitoneal e 0 musculo
extensor digital longo (EDL) de ambas as patas foi dissecado, preservando-se os tenddes, e
submetidos entdo a avaliacao das propriedades contrateis ex-vivo em banho de 6rgédos. Apos a
retirada das patas, os animais, ainda sob anestesia profunda, foram eutanasiados utilizando-se
sobredose de isoflurano (10%) por via inalatéria. Os tenddes dos musculos dissecados foram
amarrados com linha cirdrgica e as pecas musculotendineas montadas em um banho de 6rgaos
para analise da funcéo contratil. O musculo EDL é preferencialmente utilizado em protocolos
dessa natureza por ser fusiforme, ndo apresentar angulo de penacdo, além de ser de facil

isolamento e preparo.
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Apdbs remocéao do musculo EDL, os muasculos tibial anterior e séleo das patas direita e
esquerda foram removidos e preservados para as demais analises citadas, conforme descrito
em detalhes adiante.

Imediatamente apds o isolamento, 0 musculo EDL teve sua extremidade distal presa a
um gancho fixo dentro de uma cuba de vidro (volume total de 25 ml) e submerso em uma
solucdo tampéo de Krebs-Ringer consistindo em (mL): 137 NaCl, 24 NaHCOg, 5,0 KClI, 1,0
KH,POy4, 1,0 MgSO,, 2,0 CaCl; ¢ 11,0 glicose, pH 7,4. Todos os tampdes foram mantidos
com perfusdo de uma mistura de gas carbdgena (95% O, e 5% CO,). A extremidade proximal
foi fixada em um braco de alavanca com um transdutor de forca isométrica (TIM-200; 0-200
g), conectado a um sistema computadorizado de aquisicdo e registro da forca ténsil em funcéo
do tempo (AVS projetos, Sdo Paulo Brasil), permitindo, junto com a integracdo dos
parametros de estimulacéo elétrica, a determinacdo das propriedades contrateis do musculo.

No inicio do experimento, ap6s 15 minutos de incubacdo para equilibrio do musculo
adaptacdo ao meio, os musculos foram ajustados para o comprimento 6timo (Lo, definido
como o comprimento que resulta em maior forca de contragdo durante uma contragéo do tipo
single twitch). Isso otimiza o recrutamento de unidades motoras e garante que todos o0s
musculos sejam avaliados a partir da mesma condicéo inicial. Para tal, os muasculos foram
estimulados eletricamente com pulsos Unicos (1hz) a cada 2min, durante 20 min. Entre cada
estimulo, os musculos foram progressivamente estirados através do micromanipulador
acoplado ao transdutor de forga (incrementos de 1 mm), até o comprimento em que 0 maximo
valor de forca de contracdo em resposta a cada estimulo fosse produzido.

As contragGes musculares foram evocadas por estimulacdo de campo com voltagem
constante aplicada através de eletrodos paralelos em cada lado do masculo inseridos dentro da
cuba, utilizando-se um estimulador elétrico (AVS-100) e um amplificador (AECADO4F)
(Figura 7). A duragdo de cada pulso foi de 0,2 ms. Apds a suspensdo em LO, o tampéo foi
trocado e os musculos foram deixados em repouso por mais 5 minutos, e entdo foram
aplicados os protocolos de forca e fadiga conforme descrito abaixo, com intervalo de 5

minutos de descanso entre os testes para estabilizagcdo do tampéo.
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Figura 7 - Equipamento banho de oOrgdos e software para realizacdo do teste de

contratilidade

Fonte: Producéo da autora (2025).

4.4.1 Protocolo de forca x frequéncia

Neste protocolo, o musculo foi avaliado em sua capacidade de gerar forca em razédo de
estimulacdo elétrica com frequéncias crescentes, permitindo assim a constru¢do de uma curva
forca x frequéncia. Para tanto, estimulos elétricos com 3 trens de pulsos elétricos de 2s de
duracdo cada foram emitidos, separados entre si por intervalos de 3min, as frequéncias de
1hz, 30hz e 100hz, respectivamente. Os valores de Forca de Contracdo Pico foram calculados
por meio da diferenca entre o valor de tenséo basal antes do estimulo e o pico de forca gerado

em resposta ao estimulo elétrico.

4.4.2 Protocolo de fadiga

Neste protocolo, os masculos foram submetidos a avaliagdo de resisténcia a fadiga,
sendo estimulados eletricamente com trens de pulsos elétricos de 300ms de duracdo cada,
separados entre si por intervalos de 900ms (totalizando ciclos de 1200ms, e uma relacdo
tempo de estimulagdo: tempo de repouso de 1:3 ou 0.33), a uma frequéncia de 30hz, durante
5min. A queda na capacidade de gerar forca foi considerada como pardmetro de fadiga de

cada tecido.
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45 DETERMINACAO DO CONTEUDO MUSCULAR DE CARNOSINA E
ANSERINA

45.1 Preparo das amostras

Antes de proceder a analise para a determinagdo do contetdo de carnosina e anserina,
as amostras congeladas foram submetidas a um processo de liofilizagdo por 16 horas em um
liofilizador de bancada. Em seguida, o tecido passou por um processo de limpeza, em que 0s
vestigios visiveis de tecido conjuntivo e sangue foram removidos. Posteriormente, aliquotas
de aproximadamente 3 mg do tecido liofilizado transformadas em um pé fino por meio do uso
de duas pincas e acondicionadas em microtubos de 1,5 ml.

As amostras foram homogeneizadas em uma solugdo Acido Perclérico (HCIO4) 0,5 M
e EDTA 0,5 M, sendo adicionados 50 pl da solugdo para cada 1 mg de tecido. Apos a adicao
do reagente, a mistura foi submetida a agitacdo em vértex por um total de 15 minutos de
forma intermitente (30 segundos no vortex seguidos por 30 segundos no gelo).
Posteriormente, a centrifugacdo foi realizada a 5000 g em uma centrifuga refrigerada a 4°C,
por um periodo de 3 minutos. O sobrenadante foi separado e pesado para determinar o volume
do extrato. Uma vez estabelecido o volume do extrato, uma solugdo de neutralizagéo de
KHCOj3; 2,1 M foi adicionada, correspondendo a um quarto do volume do extrato.

Finalmente, a solucdo foi novamente submetida a centrifugacdo a 5000 g, a uma
temperatura de 4 graus Celsius, pelo periodo de 3 minutos. O sobrenadante resultante foi
separado e passou por um processo de filtracdo utilizando filtros de centrifugacdo de 10 pum.
Posteriormente, as amostras foram congeladas a -80° C para posterior realizacdo da analise de
cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria de massa (HPLC/MS-
MS).

4.5.2 Quantificacdo simultanea de carnosina e anserina por HPLC/MS-MS

As concentragOes de carnosina e anserina foram determinadas nos extratos de musculo
conforme descrito em Gongalvez et al., (2021). Os padrdes e as amostras foram quantificados
em duplicata e analisados por HPLC-ESI+-MS/MS on-line, utilizando Carnosina-d4 (CAR-

d4) como padréo interno (Carvalho et al., 2018).
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As analises foram realizadas em um espectrometro de massa triplo quadrupolo API
6500 (Sciex, Washington DC, WA), acoplado a utilizando um sistema de HPLC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) equipado com autosampler, forno de coluna a 45°C, valvula
de comutacdo de fluxo automatizada de alta pressao posicionada entre colunas, uma bomba
bindria e uma bomba isocratica, aléem de duas colunas, a saber: coluna Kinetex C18
(100x4.6mm; didmetro de particula de 2,6 um (Phenomenex, Torrance, CA) e Coluna
Kinetex C18 (100 x 2,1 mm; diametro de particula 2,6 um (Phenomenex, Torrance, CA). As
fases moveis foram solucdo acetato de amonio 5 mM pH 5,5 (fase A) e acetonitrila (fase B).
Antes do uso, ambas as solugbes foram filtradas em membrana PVDF 0,22 um (Millipore,
Bedford, MA). As condicdes de separacdo foram as seguintes: de 0 a 6 min: 10% de
acetonitrila a 150 pl/min; de 6 a 10 min: 10-90% de acetonitrila a 150-300 pl/min; de 10 a 15
min: 90% de acetonitrila a 300 pl/min; de 15 a 20 min: 90-10% de acetonitrila a 300-150
pl/min, permitindo que a primeira coluna fosse reequilibrada até 30 min. A vélvula de
comutacao de fluxo de 2 posicOes e 6 portas foi posicionada entre as colunas, e descartou o
eluente da primeira coluna até o 3° minuto de corrida, enquanto mantinha a segunda coluna
recebendo solucdo de &gua: acetonitrila (9:1, v:v) a um fluxo constante, mantido pela bomba
isocratica, de 100 ul/min. Em seguida, a valvula trocada de posicdo, levando o eluato da
primeira coluna para a segunda coluna, e entdo ao detector triplo-quadrupolo do
espectrometro de massa. Apds o 14° minuto de corrida, a valvula retornava a posicao inicial,
permitindo reequilibragdo de ambas as colunas. A deteccdo dos ions foi feira por eletrospray
(ESI) no modo positivo, com monitoramento de reacéo selecionada (SEM). A voltagem turbo
lonspray foi mantida em 5500 V, com cortina de gas a 15 psi e 0 nebulizador e gas auxiliar a
50 psi. A temperatura foi ajustada para 500°C e a pressao de nitrogénio na célula de colisdo
foi ajustada para alta. A relacdo sinal/ruido (S/R) de > 7 foi utilizada como critério de
quantificacdo. As transicdes S/R para carnosina, anserina e controles internos foram
monitoradas usando um tempo de permanéncia de 150 ms.

Na Tabela 2 estdo apresentados 0s principais parametros utilizados para configurar e
operar 0 espectrdmetro de massas. Esses pardmetros desempenham papéis especificos na
analise de compostos por espectrometria de massas e influenciam diretamente na selecdo,

fragmentacéo e andlise dos ions. A seguir, sdo explicados os significados de cada parametro:

e Q1 (Da): Analisador de Massa de Entrada. Define a faixa de massa dos ions que

entrardo no sistema de analise. Expresso em unidades de massa atémica (Da);
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e Q3 (Da): Analisador de Massa de Saida. Seleciona um ion especifico a ser
monitorado ap6s a fragmentacdo no segundo quadrupolo. Usado em andlises
MS/MS. Expresso em unidades de massa atdmica (Da);

e DT (msec): Tempo de Decalagem. Controla o intervalo entre os pulsos dos
quadrupolos para otimizar a transferéncia dos ions entre os analisadores;

e DP (V): Potencial de Declive. Ajusta a voltagem entre os eletrodos do quadrupolo,
influenciando a trajetoria dos ions durante a analise;

e CE (V): Energia de Colisdo. Define a energia cinética dos ions em colisdo com um
gas (por exemplo, argbnio) no segundo quadrupolo. Afeta a fragmentacdo em
analises MS/MS;

e CXP (V): Potencial de Compensacgédo de Colisdo. Diferenca de energia para guiar

ions fragmentados ao terceiro analisador de massa ou detector.

Tabela 2 - Descricdo dos parametros do espectrébmetro de massas. As analises estdo
separadas por linhas sendo, a primeira linha é a Transicdo de Quantificacdo, a
segunda a Transicdo de Confirmacéo

Analito Q1 (Da) Q3 (Da) DT (msec) DP (V) CE (V) CXP (V)
227 110 100 51 33 22
Car
227 156 100 51 23 8
241 109 250 71 37 8
Ans
241 170 250 71 31 16
231 110 100 51 33 22
Card,
231 156 100 51 23 8

Nota: As analises estdo separadas por linhas sendo, a primeira linha é a Transicdo de Quantificacdo, a segunda a
Transic¢do de Confirmacéo

46  DETERMINACAO DA AREA DAS FIBRAS MUSCULARES

As areas das fibras foram avaliadas em uma subamostra de 6 animais por condicéo,
sendo avaliadas 100-150 fibras por condicdo, totalizando assim, 900 fibras por condicé&o.
Imediatamente apds a remocdo dos musculos tibial anterior e séleo, uma aliquota foi
criopreservada para posterior preparo para cortes histoldgicos. Os musculos foram fixados em
uma massa de OCT Tissue-Tek® e em seguida congelados por 60 segundos por imersdo em
isopentano em temperatura de nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram armazenas -

80°C e posteriormente levadas ao criostato (Leica CM1850 UV, Wetzlar, Alemanha),
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mantido a uma temperatura de -21°C e cortadas transversalmente em secgdes de 10 um. Os
cortes histologicos foram preparados em laminas (26 x 76 mm) e armazenados a — 80 °C para

0 estudo morfoldgico.



4 Material e Métodos 50

Posteriormente o tecido foi corado com hematoxilina e eosina (H&E) e as laminas
seladas com laminula para analise morfométrica do tecido. As fotomicrografias das fibras
musculares foram capturadas utilizando microscépio optico Axio 25 Scope Al (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Goéttingen, Alemanha), o qual estava conectado a um computador para
aquisicdo das imagens. A andlise da area seccional transversal (AST) das fibras musculares
foi realizada por meio do software ImageJ2 (v. 1.45s, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, EUA). A fim de obter dados representativos, foram examinados um total de 6 animais
por grupo, com a analise sendo aplicada em 150-200 fibras por animal, abrangendo os
musculos Séleo e Tibial de ambas as patas direita e esquerda.

4.7 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Os animais do grupo IMOB+TREINO foram submetidos a 10 semanas de treinamento
fisico em agua. Os treinos ocorreram quatro vezes por semana, sendo divididos em dois
grupos para que o periodo de recuperacdo dos animais fosse exatamente igual. O primeiro
grupo treinou as 2as, 3as, 5as e 6as feiras e 0 segundo grupo 3as, 4as, 6as feiras e sdbados, em
uma piscina especialmente desenvolvida para treinamento de natacdo em ratos. A agua da
piscina foi filtrada e aquecida a 30+1° C durante toda a sessdo. O treinamento foi progressivo
em tempo de duragdo e em intensidade, controlada pela aplicagcdo de pesos de chumbo na
cauda do animal, até que os animais realizassem sess6es de 30 minutos de duracdo com carga
de 2% do peso corporal. A progressao do treinamento foi da seguinte maneira: na semana 1, a
carga de 0% e as 4 sessdes com duracdo de 15, 20, 25 e 30 minutos, respectivamente; na
semana 2, as sessOes tiveram duracdo de 30 minutos e as cargas aplicadas ao longo das 4
sessOes foram 1%; na 3% semana, as cargas aplicadas foram 1%, 1%, 2% e 2%,
respectivamente. A partir da 4% semana, todas as sessdes de treino foram feitas com 2% do
peso corporal, por 30 minutos. Todos os animais submetidos ao protocolo de treinamento
foram pesados antes de cada sessdo com o intuito de calcular a carga a ser aplicada durante o

treinamento. E relevante destacar que trés animais vieram a 6bito no decorrer do protocolo.
48 TRATAMENTO ESTATISTICO
Os valores de carnosina e anserina, bem como os dados de peso dos musculos, foram

comparados entre as 4 condi¢des por meio de ANOVA de um fator (condicdo, 4 niveis) com

teste post-hoc de Tukey quando foi observado efeito principal significante na ANOVA (JASP
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v.0.18.3.0). Para as variaveis que apresentam fator tempo (peso corporal e dados de
contratilidade muscular), os dados foram analisados com modelos mistos (proc mixed, SAS
OnDemand) com dois fatores fixos (condicdo e tempo, medidas repetidas no fator tempo).
Quatro matrizes de covariancia foram testadas para determinar a que melhor se ajustava a
cada conjunto de dados (autorregressiva, ndo estruturada, composta simétrica e toeplitz) e o
critério de informagao Schwarz’s Bayesian (menor valor BIC) foi utilizado para escolha da
matriz com melhor ajuste. Em havendo efeitos principais ou de interacao significantes, testes
de comparagdo multipla foram realizados para localizar as diferengas, com ajuste de Tukey-
Kraemer. Para as areas das fibras, os valores individuais de cada fibra (900 observacdes em
cada condicao) foram utilizados para construir curvas de frequéncia. As distribui¢ées foram
entdo comparadas em pares por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov para duas amostras
(www.statskingdom.com/kolmogorov-smirnov-two-calculator.html), com ajuste dos valores
de p pelo método de Bonferroni. Para reduzir a probabilidade de falso positivo devido a
pseudoreplicacdo e inflagdo do n, intervalos de confianca de 95% foram calculados para cada
condicdo e comparados entre si, sendo considerados significantes quando ndo se cruzam. Para
todos os testes estatisticos, foi adotado nivel a de 5%. Os dados s3o apresentados como média

* desvio padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 PESO DOS ANIMAIS

O peso dos animais aumentou ao longo do tempo de tratamento F(1,42)=1238,
p<0.0001, efeito principal de tempo), porém o aumento foi menor nos animais que treinaram
em comparacdo com o0s demais grupos (F(2,42)=7,4, p=0,0017, interacdo grupo*tempo).
Enquanto os grupos CON e IMOB apresentaram ganho de peso de 91% e 88%,
respectivamente, o grupo IMOB+TREINO apresentou ganho de 73%. A comparagdo multipla
revelou que, no periodo pos-tratamento, os grupos CON e IMOB néo foram diferentes quanto
ao peso corporal (t=0,58, p=0,99), mas que ambos 0s grupos tiveram peso significativamente
maior do que o grupo IMOB+TREINO (vs. CON: t=4,39, p=0,001; vs. IMOB: t=3,94,
p=0,0038; Figura 8).

Figura 8 - Dados individuais (linhas sélidas) e médiatdesvio padrdo (barras horizontais e
verticais) de peso corporal dos animais nos 3 diferentes grupos experimentais,
antes e ap0s 0s tratamentos
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-O- IMOB+TREINO
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Fonte: Producéo da autora (2025).

*p<0,05 vs. 0 mesmo grupo no periodo P,RE;
1p<0,05 vs. demais grupos no periodo POS.

5.2  PESO DOS MUSCULOS

A imobilizacédo por seccdo do nervo ciatico levou a uma reducdo dréstica do peso dos
musculos dos animais, tanto no soleo (F(3, 83)=301,3, p<0,0001, efeito principal) como no

tibial anterior (F(3, 86=437,1, p<0,0001, efeito principal). A analise de compara¢do multipla
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com ajuste de Tukey revelou que ambos as condi¢cBes denervadas apresentaram valores
significantemente menores do que as condi¢es ndo denervadas (p<0,0001 em todos 0s casos)
(Figura 9).

Figura 9 - Dados individuais (circulos cinzas) e médiatdesvio padrdo (barras verticais e
horizontais) de peso dos musculos séleo (painel esquerdo) e tibial anterior (painel
direito) dos animais nas 4 diferentes condigdes experimentais
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Fonte: Producéo da autora (2025).

*p<0,05 vs. SHAM;
1p<0,05 vs. SHAM+TREINO.

5.3  FIBRAS MUSCULARES

No mdusculo tibial anterior, a condicdo de denervacdo reduziu drasticamente a area das
fibras musculares, as quais foram menores em comparacdo com todas as demais condicGes
(p<0,0001 em todas as comparagOes — teste de Kolmogorov-Smirnov) (Figura 10). A
condicdo DEN+treino também resultou em fibras musculares com éreas substantivamente
menores do que as condi¢cBes ndo denervadas (p<0,0001 em todas as comparacfes), porém
ligeiramente maiores do que na condi¢cdo DEN sem treinamento (p<0,0001; Figura 10). Essas
diferencas foram confirmadas pela analise dos intervalos de confianca de 95% (Tabela 3). O
treinamento (condicdo SHAM-+treino) também resultou em area de fibras ligeiramente
superior a condicdo SHAM, diferenca essa que foi significativa segundo a analise de
Kolmogorov-Smirnov (p<0,0001). No entanto, a analise dos intervalos de confianca revelou
que eles se cruzam, o que indicando que essa diferenga pode ter sido causada pelo nimero

amostral inflado (Tabela 3).
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No mdsculo soleo, a denervacdo também reduziu drasticamente as areas das fibras
(p<0,0001 para todas as comparagdes vs. condicdo DEN - teste de Kolmogorov-Smirnov)
(figura 10). As areas das fibras também foram significantemente menores na condicéo
DEN-+treino vs. ambas as condi¢des sem denervagdo (SHAM e SHAM+treino, p<0,0001 em
ambas as comparagOes) (Figura 10). A comparacdo entre as condicoes DEN e DEN+treino
também revelou discreto efeito protetor do treinamento, com areas ligeiramente maiores na
condicdo DEN+treino (p<0,0001), o que foi confirmado pela avaliacdo dos intervalos de
confianga (Tabela 3). Na condicdo SHAM, no entanto, o treinamento ndo foi capaz de
aumentar a darea das fibras segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov (SHAM vs.
SHAM-+treino, p=0,375), porém os intervalos de confianga marginalmente ndo se encontram
(Tabela 3).

Figura 10 - Frequéncia das areas das fibras (graficos a esquerda) e grafico de densidade de
kernel do tipo violino (gréficos a direita) indicando a distribui¢do das areas das
fibras entre as 4 condicOes
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Tabela 3 - Estatistica descritiva das areas de sec¢do transversa das fibras musculares (n=900

por condicdo, 6 animais)

DEN SHAM DEN-+treino SHAM-treino

Tibial Anterior

Média 313 3745 894 3864

DP 288 1992 978 1716

Mediana 197 3529 538 3679

1C95% 294-332 3615-3875 830-958 3751-3976
Séleo

Média 289 4078 744 4370

DP 254 1353 764 2006

Mediana 213 3886 461 4016

1C95% 273-306 3990-4167 694-794 4239-4501

Nota: Todos os valores estdo expressos em unidade de area (um?);
DP=Desvio Padréo;
IC95%=Intervalo de confianca de 95%.

As imagens dos cortes histoldgicos (Figura 11) revelam ndo apenas uma atrofia
extrema das fibras musculares, mas também um aumento de tecido conjuntivo fibrosos entre

as fibras musculares, e a presenca intensa de infiltrados inflamatorios.

Figura 11 - Imagens representativas de secgdes transversas do musculo tibial anterior
mostrando as caracteristicas morfolégicas do tecido nas 4 condigdes
experimentais
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5.4  EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO E DA IMOBILIZACAO SOBRE A
FUNCAO CONTRATIL MUSCULAR

Nas condi¢fes em que houve denervacdo do nervo isquiatico, nenhum dos musculos
analisados apresentou qualquer atividade contratil mensuravel e, portanto, todos os valores
foram computados como zero. A analise de modelos mistos revelou efeito principal de
condi¢do (F(3, 26)=28,95; p<0,0001), de tempo (F(8, 62)=7,92; p<0,0001) e de interacdo
condicdo*tempo (F(24, 70)=3,05; p=0,0001) sobre a relagéo forca relativa/frequéncia de
estimulacdo. Todas as condi¢es denervadas produziram significantemente menos for¢a do
que as condicbes SHAM (p<0,05 para todos os efeitos simples), ndo havendo diferencas
significantes entre as condigdes SHAM e SHAM-+treino (t=-0,83, p=0,838). A andlise dos
efeitos simples indicou que a forga relativa aumentou significantemente a partir de 50 Hz em
comparagdo com 1 Hz (t=-5,6; p<0,0001), mantendo-se maior do que 1 Hz para todas as
frequéncias seguintes (80 Hz: t=-4,91, p=0,0002; 100 Hz: t=-4,58, p=0,0007; 150 Hz: t=-3,27,
p=0,0428), exceto para 200 Hz (t=-2,63; p=0,194) (Figura 12).

Figura 12 - Relacdo forga/frequéncia dos musculos EDL submetidos a andlise de funcéo

contréatil ex-vivo nas quatro diferentes condi¢des experimentais
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Fonte: Producéo da autora (2025).
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No teste de fadigabilidade, a analise de modelos mistos revelou efeito principal de
condicdo (F(3, 18)=10,73, p=0,0003), de tempo (F(5, 31)=6,92, p=0,0002), e de interacdo
condicdo*tempo (F(15, 51)=1,98, p=0,036). A analise dos efeitos simples mostrou que a
condicdo SHAM-+treino foi significantemente diferente da condicdo DEN+treino (t= 3,18,
p=0,024), e marginalmente diferente da condi¢do DEN (t=2,57, p=0,082). A condicdo SHAM
foi significantemente diferente das condicdes DEN+treino (t=-3,6, p=0,0098) e DEN (t=4,58,
p=0,0012). N&do houve diferenca entre as condicbes SHAM e SHAM+Treino (t=0,55,
p=0,927). A andlise dos efeitos simples também revelou uma queda na forca ao longo do
protocolo de fadiga, com reducdes significantes a partir do 2° minuto de teste (p<0,01 para
todas as comparacdes — efeito simples de tempo) (Figura 13).

Figura 13 - Fadigabilidade dos mdsculos EDL submetidos a analise de fungdo contratil ex-

vivo nas quatro diferentes condi¢des experimentais
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55  EFEITOS DA ATIVIDADE FISICA SOBRE A CONCENTRACAO MUSCULAR
DE CARNOSINA E ANSERINA

No mdasculo tibial anterior, as condicbes em que houve imobilizacdo (DEN e
DEN-+treino) apresentaram valores de carnosina (F(3, 82)=25,6, p<0,001), anserina (F(3,
81)=10,7, p<0,001) e HCDs totais (F(3, 81)=21,9, p<0,001) significantemente mais baixos
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do que ambas as condicdes sem imobilizacdo (SHAM e SHAM+treino, p<0,05 para todas as
comparagdes), ndao havendo qualquer diferenca entre as condigdes DEN vs. DEN+treino ou
SHAM vs. SHAM+treino (Figura 14).

No musculo soleo, as condi¢cBes em que houve imobilizacdo (DEN e DEN-+treino)
apresentaram valores de carnosina (F(3, 77)=20,8, p<0,001), anserina (F(3, 76)=14,3,
p<0,001) e HCDs totais (F(3, 76)=19,8, p<0,001) significantemente mais baixos do que
ambas as condicdes sem imobilizacdo (SHAM e SHAM+treino, p<0,05 para todas as
comparagdes), ndo havendo qualquer diferenca entre as condigdes DEN vs. DEN+treino ou
SHAM vs. SHAM+treino (Figura 14).

Figura 14 - Conteudo de carnosina, anserina e dipeptideos histidinicos (HCDs) totais nos

musculos tibial anterior e s6leo nas 4 condicdes experimentais
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6 DISCUSSAO

Os primeiros resultados do estudo demonstram o efeito do treinamento fisico sobre o
peso dos animais considerando os diferentes grupos experimentais. Inicialmente, ndo foram
observadas diferengas significativas nos pesos iniciais dos ratos nos grupos estudados,
indicando que a alocacao dos animais para os grupos foi bem equilibrada e ndo houve viés na
distribuicdo inicial (Smith et al., 2020). No entanto, ao final do periodo de estudo, foi notado
que o peso final dos ratos difere entre os grupos IMOB e IMOB+TREINO , sendo que o0s
animais que passaram por treinamento apresentaram peso final menor, quando comparados
aos animais imobilizados sedentarios. Este achado pode ter relacdo com o fato de que
treinamento fisico pode influenciar o metabolismo e a composi¢do corporal, levando a uma
maior utilizacdo de gordura como fonte de energia e, consequentemente, a uma redugéo do
acumulo de gordura corporal (Thompson et al., 2018).

Este achado é reforcado quando analisamos o peso dos musculos tibial e soleo apos a
coleta, pois ndo houve diferengas significativas entre o peso dos musculos atrofiados e ndo
atrofiados dos animais imobilizados treinados e ndo treinados e também n&o foram
apresentadas diferencas estatisticas significativas no peso final dos animais quando
comparamos o0s grupos IMOB e CON. Portanto a imobilizacdo por si s6 ndo parece afetar
significativamente o peso corporal dos ratos.

A atrofia muscular engloba alteracdes complexas que afetam o musculo esquelético,
manifestando-se por mudancas fisioldgicas, anatbmicas e histoldgicas. Goldspink (1977)
pioneiramente investigou essa tematica, explorando transformacdes morfoldgicas e
fisiolégicas em musculos atrofiados e paralisados. Um dos indicadores proeminentes da
atrofia é a reducdo do tamanho muscular, resultando em perda de massa e ligando-se a
diminuicdo de sarcomeros, as unidades contrateis do masculo. Além disso, a diminuicdo de
componentes contrateis, como as miofibrilas, também contribui para a diminuicdo da massa
muscular (Goldspink, 1977).

A atrofia muscular também esta associada a uma reducdo no nimero de mitocéndrias,
prejudicando o metabolismo energético das células musculares, a vascularizagdo do masculo
também € afetada, podendo haver uma diminuicdo no suprimento de oxigénio e nutrientes
(Frontera et al., 1986; Andersen et al., 2005).

A andlise histoldgica desempenha um papel vital na compreenséo desses efeitos sobre
as fibras musculares, revelando diferencas significantes entre grupos e destacando as

transformacdes morfoldgicas em resposta ao treinamento e imobilizacdo (Kosek et al., 1999).
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Ao compararmos grupos de ratos submetidos a imobilizagdo com aqueles que também
foram treinados fisicamente, observamos um efeito positivo do treinamento na preservacao do
tamanho das fibras musculares. As fibras musculares do grupo que passou por imobilizacao
seguida de treinamento (IMOB+TREINO ) mostraram didmetros maiores em comparagdo
com o grupo de imobilizacdo (Imob), tanto para 0 musculo tibial quanto o séleo. Isso sugere
que o treinamento pode amenizar 0s impactos negativos da imobilizacdo nas fibras
musculares. Além disso, a analise das fibras musculares das patas saudaveis entre 0s grupos
indicou que a atividade fisica regular, mesmo em condi¢Ges normais, pode preservar o
tamanho dessas fibras (Smith et al., 2020).

No que tange ao teor intramuscular de carnosina e anserina, a analise comparativa
entre os grupos néo elucidou diferengas estatisticamente significativas em relacdo a esses
niveis. Isso se aplica tanto a comparacdo entre masculos ativos (IMOB+TREINO ) e inativos
(Imob), quanto entre os musculos saudaveis dos grupos IMOB e CON. Surpreendentemente,
as concentracdes de carnosina e anserina ndo apresentaram variagfes discerniveis entre 0s
grupos de musculos ativos e inativos, contrariando algumas expectativas iniciais. A auséncia
de diferencas significativas sugere que, pelo menos no periodo de anélise e nas condi¢des
experimentais estabelecidas, o treinamento fisico ndo resultou em alteracfes mensuraveis nos
niveis de carnosina e anserina nos musculos. Essa constatacdo € congruente com estudos
anteriores que enfatizam a complexidade das respostas metabdlicas ao exercicio (Kendrick et
al., 2009; Baguet et al., 2011).

No entanto, uma diferenca notavel foi observada quando os musculos saudaveis dos
grupos IMOB e CON foram comparados com os musculos atrofiados dos mesmos grupos.
Nesse caso, 0s musculos saudaveis exibiram concentraces significativamente maiores de
carnosina e anserina em relacdo aos musculos atrofiados. 1sso sugere que a atrofia muscular
induzida pela imobilizacdo pode estar associada a uma reducdo nas concentracdes desses
compostos tamponantes (Smith et al., 2009).

E importante ressaltar que a auséncia de diferencas significativas nos niveis de
carnosina e anserina entre 0s grupos ativos e inativos podem ser influenciadas por uma série
de fatores, como a duracdo do periodo de treinamento, a intensidade do exercicio e a resposta
individual dos animais. A influéncia do treinamento também pode ser observada quanto aos
niveis de forca e fadiga analisados no teste de contratilidade. Uma possivel explicacdo para a
auséncia de diferencas pode estar relacionada a especificidade do protocolo de treinamento

empregado. O tipo, duracéo e intensidade do treinamento podem né&o ter sido suficientes para
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desencadear modifica¢bes substanciais na contratilidade muscular e na capacidade de fadiga
nos grupos treinados (Artioli et al., 2010; Hobson et al., 2012).

Outra consideracdo importante é a adaptabilidade dos musculos diante do estimulo do
treinamento. E possivel que os musculos tenham desenvolvido mecanismos de compensacio
ou regulacdo para manter a contratilidade e a resisténcia a fadiga estaveis, independentemente
do treinamento. Isso poderia explicar a auséncia de diferencas marcantes nos resultados entre
0s grupos. Além disso, a sensibilidade dos métodos utilizados para avaliar a contratilidade
muscular e a fadiga também pode afetar a deteccéo de alteragdes sutis nos grupos (Enoka et
al., 2008, Dutka et al., 2012).

A realizacdo do treinamento em agua por 10 semanas apresenta uma consideracdo
interessante. O ambiente aquatico proporciona uma resisténcia hidrodindmica Unica que pode
influenciar a sobrecarga imposta aos muasculos durante o exercicio. A resisténcia da &gua pode
variar dependendo da intensidade e da técnica do movimento, o que pode ter implicacdes na
ativacdo muscular, na distribuicao de cargas e no recrutamento de fibras musculares. Portanto,
0 treinamento em &gua pode ter contribuido para modulacGes especificas nas propriedades
musculares, que por sua vez podem ter influenciado os resultados relacionados a atrofia e ao
treinamento (Barbosa et al.; Colado et al., 2009).

Além disso, o periodo de analise também pode ter influenciado os resultados obtidos.
A avaliagdo realizada dois dias apo6s o término do treinamento em &gua pode ndo ter
capturado completamente os efeitos em curto prazo desencadeados pelo treinamento. A
enzima carnosina sintase, sendo uma enzima de atividade mais lenta, pode demandar um
periodo de tempo maior para que suas adaptacGes se tornem plenamente evidentes.
Considerando que as enzimas frequentemente se ajustam para otimizar a funcdo metabdlica
em resposta ao estimulo do treinamento, um tempo de treinamento prolongado poderia ser
justificavel para permitir que a carnosina sintase atinja niveis mais significativos de expresséo
e atividade. Isso pode ser particularmente importante para entender completamente o papel do
treinamento na modulagdo da carnosina intramuscular.

A enzima carnosina sintase apresenta um desafio metodoldgico significativo devido a
sua dificuldade de deteccdo e limitacdo técnica em sua quantificacdo. No contexto do presente
estudo, a auséncia de uma analise direta da atividade enzimatica pode ter limitado a
compreensdo dos mecanismos que regulam os niveis de carnosina muscular em resposta ao

protocolo experimental aplicado.
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No entanto, ao lidar com a atrofia muscular e seus efeitos sobre enzimas,
transportadores e mecanismos relacionados a carnosina, um tempo prolongado de atrofia pode
de fato apresentar desafios. Embora um periodo mais longo de atrofia possa oferecer insights
mais profundos sobre as respostas moleculares e adaptativas dos musculos durante a perda de
massa muscular, pode também apresentar desvantagens, como a potencial degradacdo mais
extensa de proteinas e a possibilidade de adaptacGes compensatérias ndo diretamente
relacionadas a carnosina (Goldspink, 1977; Sandri, 2008).

Assim, um tempo mais curto de atrofia poderia ter permitido uma melhor avaliagdo
dos efeitos do treinamento e de possiveis intervencGes. Em contra partida, estes dados véo
contra ao periodo necessario para a acdo da enzima carnosina sintase, que precisaria de um
tempo maior de experimento para sua agao.

Uma abordagem cuidadosa para definir os periodos de treinamento e atrofia,
combinada com avaliacGes regulares e detalhadas das respostas moleculares, pode oferecer
insights valiosos sobre a regulacdo da carnosina e seus efeitos em diferentes contextos
fisiologicos. Além disso, a consideracdo de estudos complementares que explorem uma
variedade de duracgdes de treinamento, atrofia e coleta pode fornecer uma compreensao mais
completa das complexas interacbes envolvendo a carnosina em musculos esqueléticos
(Johnson et al., 2021).

A compreenséo dos resultados obtidos em nosso estudo sobre a atrofia muscular e os
efeitos do treinamento em &gua requer uma analise cuidadosa da duragdo dos protocolos
empregados. A inducdo da atrofia muscular por um periodo relativamente longo de 12
semanas pode ter desempenhado um papel crucial nos achados observados. Durante esse
periodo, 0 musculo pode ter passado por adaptacfes complexas para lidar com a inatividade, o
que pode ter impactado os resultados do treinamento subsequente (Brown et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

Com base nas extensivas investigacGes conduzidas no ambito deste estudo, uma
abordagem abrangente foi realizada para compreender o impacto da atividade e inatividade
muscular nas concentrages e metabolismo da carnosina muscular. Este estudo demonstrou
que a paralisia muscular pds-desnervacdo de longo prazo reduziu drasticamente o contetdo
muscular de carnosina e anserina. Essa reducdo ndo depende de diferencas na dieta, idade,
sexo e tipo de fibra, e demonstra que a inatividade muscular pode ser um forte modulador do
contetdo de HCDs musculares, pelo menos em condic¢des extremas. O treinamento fisico, por

outro lado, ndo afetou os HCDs musculares.
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