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RESUMO

Rezende, NS. A influéncia do pH na resposta metabdlica éssea ao exercicio [Tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2025.

Introdugao. A remodelacao éssea € influenciada por multiplos fatores, incluindo o ambiente
acido-base sistémico, cuja modulagao pode alterar a atividade celular 6ssea. Objetivos. Este
estudo investigou como alteragdes agudas no pH sanguineo, induzidas por bicarbonato de
sédio (ALC) e cloreto de amédnio (AC), afetam o equilibrio acido-base, os biomarcadores de
metabolismo 6sseo e o desempenho em sprints durante um protocolo de exercicio
intermitente de alta intensidade. Metodologia. Trata-se de um ensaio clinico randomizado,
controlado, cross-over de dupla ocultacédo, conduzido com 12 homens saudaveis e treinados
(VOzpico = 55.8 * 7.2 mL-kg'-min'). Cada participante completou trés sessbes
experimentais com diferentes intervengdes (PLA, ALC, AC), realizando um teste de ciclismo
de 125 minutos com intensidades variaveis (40% a 75% da poténcia maxima) e 6 sprints de
alta intensidade, finalizando com um teste de Wingate de 30s. Amostras sanguineas foram
coletadas em repouso, durante e apds o exercicio para avaliacdo do pH, bicarbonato, calcio
ionizado (iCa), lactato, B-CTX-I, PINP e PTH. Resultados. A alcalose metabdlica reduziu as
concentracdes de iCa e promoveu maior aumento nos niveis de 3-CTX-I ao longo do tempo,
sugerindo maior mobilizagcdo 6ssea em resposta a menor disponibilidade de calcio livre. Em
contraste, a acidose elevou o iCa e atenuou a elevagao do B-CTX-l, possivelmente por inibir
a secrecao de PTH. Nao foram observadas diferengas significativas no desempenho fisico
entre as condi¢gdes, embora a alcalose tenha provocado maior producdo de lactato.
Conclusao. A manipulacdo aguda do pH sanguineo modulou os biomarcadores 6sseos de
maneira distinta, evidenciando que alteragdes transitérias no equilibrio acido-base podem
impactar a resposta mineral 6ssea ao exercicio. Embora esses achados tenham se mostrado
contrarios a hipotese inicial, eles ainda contribuem para a compreensao dos efeitos agudos
da manipulagao do pH sobre o metabolismo 6sseo durante o exercicio e levantam hipoteses

relevantes para futuras investigagdes em contextos de esforgo fisico prolongado.

Palavras-chave: pH. Acidose. Metabolismo ésseo. Cloreto de aménio. Bicarbonato de sddio.



ABSTRACT

Rezende, NS. The influence of pH on the bone metabolic response to exercise [Thesis]. Sao

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2025.

Introduction. Bone remodeling is influenced by multiple factors, including the systemic acid—
base milieu, whose modulation can alter osteoblastic and osteoclastic activity. Objectives.
This study investigated how acute perturbations of blood pH, induced by sodium bicarbonate
(ALC) and ammonium chloride (AC), affect acid-base balance, bone-metabolism biomarkers,
and sprint performance during a high-intensity intermittent exercise protocol. Methodology.
This was a randomized, controlled, double-blind, cross-over clinical trial conducted in 12
healthy, trained men (VO, peak =55.8 + 7.2 mL-kg™''min-'). Each participant completed
three experimental sessions (PLA, ALC, AC), performing a 125-min cycling test at variable
intensities (40-75% of W max) with six high-intensity sprints, concluding with a 30-s Wingate
test. Blood samples were collected at rest, during, and after exercise to assess pH,
bicarbonate, ionized calcium (iCa), lactate, B-CTX-I, PINP, and PTH. Results. Metabolic
alkalosis reduced iCa concentrations and elicited a greater time-course increase in 3-CTX-l,
suggesting enhanced bone resorption in response to reduced free calcium availability. In
contrast, acidosis elevated iCa and attenuated the rise in B-CTX-I, possibly via PTH-secretion
inhibition. No significant differences in physical performance were observed between
conditions, although alkalosis induced higher lactate production. Conclusion. Acute
manipulation of blood pH distinctly modulates bone-metabolism biomarkers, demonstrating
that transient shifts in acid—base balance can impact the skeletal mineral response to
exercise. Although these findings contradicted the original hypothesis, they nonetheless
advance our understanding of the acute effects of pH modulation on bone metabolism during

exercise and generate pertinent hypotheses for future studies in prolonged-effort contexts.

Keywords: pH. Acidosis. Bone metabolism. Ammonium chloride. Sodium bicarbonate.
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1 INTRODUGAO

Os ossos desempenham fungdes essenciais no corpo humano, incluindo suporte
estrutural, protecdo de orgdos vitais e regulagdo da homeostase mineral’. Para sustentar
essas fungbes e adaptar-se as demandas fisioldgicas e mecanicas, o tecido 6sseo maduro
passa por um ciclo continuo de remodelagado, no qual a reabsorgao e a formagao ocorrem
de forma acoplada, ou seja, o processo de formagao é sempre precedido pelo processo de
reabsorcao?. Esse mecanismo é fundamental para a manutengédo da massa éssea, permi-
tindo que o osso antigo ou danificado seja substituido por um novo. Quando a formagéao
predomina, ha um aumento da densidade O0ssea, enquanto a reabsor¢cao excessiva pode
levar a condigbes como a osteoporose?3.

Todo esse processo € coordenado pela acéo de diferentes tipos celulares, essenci-
ais para a integridade do tecido 6sseo. Entre eles, trés tipos celulares desempenham papéis
criticos: os osteoblastos, responsaveis pela formagao da matriz 6ssea; os ostedcitos, que
atuam como sensores mecanicos e reguladores da remodelagcdo em resposta a estimulos
biomecanicos e bioquimicos; e os osteoclastos, que reabsorvem a matriz 6ssea, contribuindo
para o equilibrio mineral>=. A interagdo entre essas células € modulada por diversos fatores,
como estimulos mecanicos®, variagdes de potencial de hidrogénio (pH)’, espécies reativas
de oxigénio (ERO)® e os niveis sistémicos de calcio®.

Dentre os fatores externos que impactam o metabolismo 6sseo, o exercicio fisico
desempenha um papel significativo'. Atividades de alto impacto, especialmente aquelas
com estimulos multidirecionais, induzem respostas anabdlicas, fortalecendo a estrutura 6s-
sea'" 2, Contudo, o exercicio também provoca alteragdes agudas em vias metabdlicas,
como o estresse oxidativo e o pH do organismo, que atuam como sinalizadores na remode-
lacdo 6ssea, mas, quando exacerbadas, podem favorecer processos catabodlicos'. Estudos
sugerem que essas alteragdes incluem o aumento das ERO'3'4, que estimulam a atividade
osteoclastica®, e a acidose metabdlica transitéria’®, que pode inibir a atividade osteoblastica
e estimular a osteoclastica’.

Apesar de avancos em estudos celulares e modelos animais, as evidéncias diretas
sobre como flutuagdes fisiologicas de pH afetam o metabolismo ésseo humanos permane-
cem limitadas'®'”. Estudos indicam que a magnitude dessas alteragbes varia conforme o

contexto: na acidose metabdlica crénica de doengas como insuficiéncia renal avangada ou
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cetoacidose diabética, o pH arterial costuma situar-se entre 7.20 a 7.30'8, podendo cair
abaixo de 7.0 em casos graves'®, promovendo reabsorgdo ossea e reduzindo a formag&o?°.
Em contraste, durante exercicios fisicos intensos, ocorrem acidose metabdlicas transitérias,
nas quais o pH arterial pode declinar agudamente para aproximadamente 7.0 em esforgos
maximos?!, porém a sua relevancia para alteragbes no metabolismo 6ésseo em humanos
ainda carece de evidéncias robustas'6-22,

Em contextos de exercicio fisico, o fator metabdlico mais estudado relacionado a
reabsorgéo 6ssea € o calcio ionizado (iCa), que desempenha papel critico na ativagado do
eixo paratormdénio-osso?®>24. Uma recente metandlise conduzida por Dolan et al. (2022) re-
forgca que a normalizagao dos niveis de iCa circulantes atenua, mas nao previne completa-
mente, 0 aumento do marcador B-C-terminal telopeptideo do colageno tipo I (B-CTX-I), indi-
cador de reabsorgao 6ssea amplamente utilizado?®. Esses achados sugerem a contribuigdo
adicional de outras vias metabdlicas na modulagdo do metabolismo ésseo induzido pelo
exercicio, como alteragées agudas no equilibrio acido-base.

Porém, ainda nao esta esclarecida a magnitude exata e o papel especifico das vari-
agdes agudas do pH sanguineo durante o exercicio na remodelagcdo éssea, especialmente
considerando a interagdo com outros fatores metabdlicos, como o calcio ionizado'7-2526,
Compreender essas relagcoes pode ser essencial para otimizar intervengdes nutricionais e
estratégias de treinamento, visando a preservagcao ou melhoria da saude ossea, especial-
mente em individuos frequentemente expostos a condi¢des metabdlicas extremas, como
atletas?3?7.

Diante dessas lacunas, este estudo propde investigar o impacto das alteragdes de
pH no metabolismo ésseo em humanos, com énfase nas flutuagdes induzidas por suplemen-
tacao e exercicio fisico. Por meio de intervengdes que induzem alcalose, utilizando bicarbo-
nato de sédio (NaHCO3), ou acidose, utilizando cloreto de aménio (NH4Cl), e de um protocolo
de exercicio intermitente de alta intensidade com duragao de aproximadamente duas horas,
sera possivel explorar a relagao entre pH e o processo de remodelagao éssea, utilizando os
principais biomarcadores de formacgao, o propeptideo N-terminal do procolageno tipo |
(P1NP), e de reabsorgao éssea, o B-CTX-I.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese é investigar, em homens adultos saudaveis, como as
alteragdes agudas de pH, induzidas por bicarbonato de sdédio e cloreto de amdnio, e um
protocolo de exercicio intermitente de alta intensidade impactam o metabolismo 6sseo em
humanos, analisando as respostas metabdlicas 6sseas por meio de biomarcadores especi-
ficos.

Os objetivos especificos sao:

1. Avaliar a magnitude das alteragées de pH sanguineo ao longo de um teste pro-
longado de ciclismo, intercalado com sprints intermitentes, decorrentes da ad-
ministracdo pré-exercicio de bicarbonato de sodio e cloreto de amoénio, analisando
seu impacto nas concentracdes de bicarbonato, iCa e no equilibrio acido-base;

2. Quantificar as respostas agudas dos biomarcadores de remodelagao 6ssea 3-
CTX-l, PINP e PTH, avaliando se ha variagdes significativas entre as condi¢des alca-
lina (NaHCO:s3), acidificante (NH4Cl) e placebo, e como essas variagdes se associam
as flutuagdes do pH sanguineo.

Adicionalmente, como desfecho secundario, sera analisado o impacto das alteragcdes
de pH no desempenho dos sprints, considerando os parametros de poténcia média e potén-
cia maxima ao longo dos seis sprints realizados durante o teste, bem como a poténcia ma-

xima, média, tempo para o pico e trabalho total no teste de Wingate.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INTRODUGCAO AO TECIDO OSSEO

Os ossos séo tecidos conjuntivos especializados que desempenham fung¢des essen-
ciais para o corpo humano, abrangendo aspectos mecanicos e metabdlicos'. Além de forne-
cer suporte estrutural e protecado aos 6rgaos, eles contribuem com a locomogéo e funcionam
como reservatorios dinamicos de minerais, como célcio e fosfato??, fundamentais para a ho-
meostase mineral'. Nos Ultimos anos, pesquisas ampliaram a compreensao sobre os 0ssos,
destacando seu papel como érgaos enddcrinos, capazes de regular o metabolismo energeé-
tico®® e a homeostase mineral por meio de hormdnios como a osteocalcina, produzida pelos
osteoblastos3%-3!. Essa proteina influencia a secrecdo e a sensibilidade a insulina, desta-
cando a contribuicdo do osso para fungbes sistémicas além do suporte estrutural®'.

Outro exemplo de regulacéo sistémica do osso € o controle dos niveis de calcio no
sangue, mediado pela interagdo entre o paratorménio (PTH) e a vitamina D. O PTH atua
estimulando a reabsorcao 6ssea para liberar calcio na circulagdo quando os niveis estao
baixos®?, enquanto a vitamina D tem um papel central na absor¢do de célcio no intestino®.
Em casos de insuficiéncia de calcio ou vitamina D, o organismo mobiliza calcio do osso para
manter a homeostase sanguinea?®34. Assim, os ossos desempenham um papel central na
protecéo contra desequilibrios metabdlicos, consolidando sua relevancia além das fungdes
mecanicas tradicionais.

Para manter o equilibrio entre as fungdes mecéanicas e metabdlicas, o tecido dsseo
passa por um processo dinamico e constante de reabsorc¢ao e formacao, chamado remode-
lagéo 6ssea’-®. Esse mecanismo permite que o 0sso repare microdanos causados pelo des-
gaste cotidiano e se adapte as forgas externas?#3%, Durante a infancia, o processo de mo-
delacao 6ssea é predominante, com a formacao e reabsorgcdo ocorrendo de maneira inde-
pendente, resultando em um aumento liquido de massa 6ssea®®. Na fase adulta, a remode-
lagao assume maior importancia, caracterizada por uma interagao acoplada entre os proces-
sos3. Contudo, com o envelhecimento, o equilibrio entre formagéo e reabsorgéo torna-se
negativo, levando a perda progressiva de massa 6ssea e ao aumento da susceptibilidade a
fraturas®’.

A Figura 1 ilustra essa trajetoria da massa 6ssea ao longo da vida, destacando o

rapido ganho durante o crescimento puberal, o alcance do pico de massa Ossea na fase
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adulta e o declinio progressivo associado ao envelhecimento. Observa-se que, embora am-
bos os sexos apresentem perda éssea com o0 avangar da idade, as mulheres sofrem um
declinio acentuado no periodo pdés-menopausa, enquanto nos homens essa redugao ocorre

de forma mais gradual ao longo do envelhecimento®8,

Figura 1 — Trajetdria da massa 6ssea ao longo da vida em homens e mulheres
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Fonte: Zhang e colaboradores (2024).

Diante disso, essa reviséo bibliografica explora os fundamentos bioldgicos e funcio-
nais da remodelacdo 6ssea, com énfase nos efeitos do equilibrio acido-base sobre a ho-
meostase mineral’. Em particular, a interagcdo entre o estresse mecanico do exercicio e as
flutuagdes no pH sanguineo surge como um aspecto relevante para compreender as adap-

tacoes dsseas em diferentes contextos fisioldgicos®.

3.2 COMPOSICAO E ORGANIZAGCAO DO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é formado por trés principais fragdes: matéria inorganica, matéria
orgéanica e agua“*’. Aproximadamente 60% de sua massa é formada por componentes inor-
ganicos, 8-10% corresponde a agua, e o restante é constituido por matéria organica*®. A
integracao desses elementos confere ao 0sso resisténcia mecanica e capacidade de absor-
ver impacto, garantindo suas fun¢des estruturais e metabdlicas.

A fragcéo inorganica € composta predominantemente por cristais de hidroxiapatita
(fosfato de calcio cristalino), que conferem ao osso rigidez e resisténcia a compress&o3°.

Modificagdes quimicas podem ocorrer nesses cristais, como a substituicdo de grupos fosfato
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por carbonato ou de ions calcio por magnésio e sédio, o que influencia sua solubilidade e
resisténcia mecéanica*'. A menor cristalinidade da hidroxiapatita pode facilitar a liberagéo de
ions calcio em condigdes metabdlicas especificas, como variagdes no equilibrio acido-base?
(ver Segao 3.6.3, sobre os efeitos do pH na homeostase 6ssea). Além disso, a presencga de
elementos como sodio, magnésio e fllor auxilia na estabilidade estrutural do tecido 6sseo®4°.

A matriz organica do osso € formada principalmente por colageno tipo |, que repre-
senta cerca de 95% da matriz organica e proporciona flexibilidade e resisténcia a tragao?.
Além do colageno, a matriz contém glicoproteinas, proteoglicanos, e proteinas ndo colagé-
nicas, como a osteocalcina, que participa da regulagao da atividade osteoclastica e do me-
tabolismo mineral®. Algumas dessas proteinas possuem sequéncias especificas de aminoa-
cidos, como arginina-glicina-acido aspartico (RGD), que facilitam a adesao celular e a sina-
lizagdo entre osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos*2.

Além de fornecer suporte estrutural, o tecido 6sseo desempenha fungcées metabdli-
cas criticas, como a regulagdo da homeostase mineral e a liberagdo de fatores de cresci-
mento e citocinas, incluindo o fator de crescimento transformador-B (TGF-B) e o fator de
crescimento insulinico tipo 1 (IGF-1), que estdo envolvidos nos processos de formacao e
reabsorgcdo 6ssea?, além de participarem de diversos outros processos fisioldgicos. Esses
mediadores atuam na remodelacido 6ssea em resposta a estimulos biomecanicos e metabé-
licos, incluindo alteragdes no pH*3. A influéncia dessas variagdes acido-base no metabolismo
0sseo, foco central desta tese, sera explorada ao longo do trabalho.

A organizacao do tecido 6sseo reflete sua necessidade de equilibrar resisténcia me-
canica e funcao metabolica**, como citado anteriormente. Em nivel estrutural, o esqueleto se
divide em osso cortical, denso e compacto, e osso trabecular, altamente poroso e metaboli-
camente mais ativo®. Essa distribuigdo estrutural influencia diretamente a resposta do tecido
0sseo a estimulos mecéanicos e bioquimicos*>46. A macro e a microarquitetura 6ssea, assim
como suas implicagdes funcionais, serao discutidas nas préoximas se¢des, que abordam a
organizacao do tecido ésseo e sua interagcdo com processos adaptativos, como a remodela-

cao Ossea e a resposta ao exercicio fisico3%47.

3.2.1 Estrutura e revestimento do esqueleto

O esqueleto humano é dividido em esqueleto axial e apendicular. O esqueleto axial

compreende o cranio, a coluna vertebral, as costelas e o esterno, sendo responsavel pelo
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suporte estrutural e pela protegdo de 6rgéos vitais**. Ja o esqueleto apendicular inclui os
ossos dos membros superiores € inferiores, além das cinturas escapular e pélvica, desem-
penhando papel fundamental na locomogao™’#4.

Nos ossos longos do esqueleto apendicular distinguem-se trés regides: epifise, me-
tafise e diafise. As epifises, situadas nas extremidades, contém predominantemente osso
trabecular — tecido altamente poroso e de rapida remodelagéo’. A diafise forma o corpo cen-
tral, composto quase exclusivamente por osso cortical, denso e pouco poroso, que garante
rigidez e resisténcia mecanica*t. Entre essas porgdes encontra-se a metafise, zona de tran-
sicdo onde se localiza a placa epifisaria durante o crescimento44. A distribuicdo desigual de
osso cortical e trabecular faz com que cada regido responda de maneira especifica a esti-
mulos mecanicos e metabdlicos.

A Figura 2° ilustra essa arquitetura: o osso cortical compacto (5-20 % de porosi-
dade) reveste a diafise e circunda o compartimento trabecular nas extremidades, suportando
sobretudo cargas de compressa*4. O osso trabecular, por sua vez, apresenta uma rede leve
e altamente porosa (50-90 %), que distribui as cargas, armazena medula ssea e sustenta

elevada atividade metabdlica®49.

Figura 2 — Divisdo entre osso cortical (compacto)
e trabecular (esponjoso)

Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).

Além das diferengas na composi¢ao, o metabolismo ésseo também varia entre esses
dois tipos de tecido. O osso trabecular € mais responsivo a alteracdes metabdlicas, incluindo

mudangas no pH®4. Estudos sugerem que a acidose metabdlica pode afetar de maneira
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diferente esses compartimentos’, tornando o osso trabecular mais suscetivel a reabsorgéo
devido a sua maior superficie de contato e renovacao celular.

Por fim, o tecido 6sseo é revestido por duas membranas principais: o peridsteo e o
endosteo®. O peridsteo recobre a superficie externa do osso, exceto nas areas articulares, e
é formado por uma camada externa rica em fibras colagenas e vasos sanguineos, além de
uma camada interna composta por células osteogénicas envolvidas na formagao éssea e
reparagdo 6ssea**. O enddsteo, por sua vez, reveste as cavidades internas do 0sso, inclu-
indo canais medulares e espacos trabeculares, e é constituido por células osteoblasticas,

osteoclasticas e de revestimento, essenciais para a remodelagao 6ssea®*4.

3.3 COMPONENTES CELULARES E REMODELAGCAO OSSEA

A remodelagao dssea ocorre por meio da interagcao entre osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos, garantindo a manutengéo da estrutura 6ssea ao longo da vida?. As subsegoes
a seguir detalham a funcao e a regulagao desses tipos celulares, abordando como sua ativi-

dade ¢ influenciada por fatores mecéanicos e metabdlicos.

3.3.1 Células envolvidas no processo de remodelagao 6ssea

Os osteoblastos, originados de células-tronco mesenquimais, sdo responsaveis pela
sintese e mineralizagao da matriz 6ssea**. Além disso, os osteoblastos regulam a reabsorgéo
Ossea por meio da produgao do receptor ativador de fator nuclear kappa-B (RANKL), que
promove a diferenciagcado osteoclastica, e da osteoprotegerina (OPG), que atua como um
inibidor competitivo ao se ligar ao RANKL e impedir sua interagdo com o receptor nos oste-
oclastos*®.

Além de sua funcéo na formacao 6ssea, uma fragao dos osteoblastos sofre diferen-
ciagcao para ostedcitos, células que permanecem inseridas na matriz mineralizada e atuam
como sensores mecanicos, regulando a remodelagéo 6ssea***%. Os ostedcitos detectam va-
riacbes biomecéanicas e metabdlicas, ajustando a atividade dos osteoblastos e osteoclastos
conforme as demandas estruturais*>46. Estudos demonstram que a auséncia de estimulos
mecanicos, como em casos de imobilizagdo prolongada, induz apoptose de ostedcitos®.
Esse processo desencadeia um sinal bioquimico que estimula a reabsor¢cdo 0ssea pelos

osteoclastos e, consequentemente, leva a perda de massa 6ssea®".
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Além de sua fungéo na regulagdo mecanica, os osteocitos também modulam a re-
modelagao 0ssea por meio da secregao de esclerostina, um inibidor da via Wnt/B-catenina
que reduz a formagéo dssea®2. A producao de esclerostina é reprimida por estimulos meca-
nicos e aumentada em condigdes de auséncia de carga*546. Evidéncias sugerem que varia-
¢des no pH também podem influenciar essa resposta, impactando a formagéo 6ssea’3%4.

Os osteoclastos, por sua vez, sao derivados da linhagem hematopoiética e atuam
diretamente na reabsorgdo dssea, degradando a matriz mineralizada e o colageno tipo 1348,
Sua atividade é regulada pelo equilibrio entre RANKL e OPG, que modulam sua diferencia-
¢ao e ativagao*®. Além disso, citocinas pré-inflamatorias, como a interleucina 1 (IL-1) e o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), aumentam a expressdo de RANKL e reduzem a de OPG,

promovendo um aumento da reabsorgao 6ssea®®.

3.3.2 Fases do ciclo de remodelacao 6ssea

O modelo proposto por Parfitt*” oferece uma visao detalhada das etapas sequenciais
do processo de remodelagao éssea, que envolvem diferentes tipos celulares e sinais regu-
ladores. Cada fase do ciclo desempenha um papel crucial na renovacgao do tecido ésseo,
seja promovendo a reabsor¢gdo de matriz mineralizada antiga ou facilitando a deposigéo de
novo material 6sseo. A Figura 3 representa essas etapas e destaca as intera¢gdes celulares
e moleculares que ocorrem durante o processo, incluindo a regulagao por estimulos meca-
nicos e metabdlicos, como sera discutido nas Seg¢oes 5 e 6, respectivamente. A seguir, sdo
detalhadas as seis fases sequenciais descritas no modelo de Parfitt:

1. Quiescéncia: durante esta fase inicial, as superficies 6sseas sdo cobertas por uma
camada de osteoblastos inativos, conhecidos como células de revestimento. Essas
células mantém a superficie do osso protegida até que sejam ativadas por sinais ex-
ternos. Fatores hormonais, mecanicos ou metabdlicos, como o PTH, o exercicio fisico,
e alteragdes no pH, podem ativar o processo de remodelagédo’-%3;

2. Ativacao: nesta fase, as células de revestimento retraem-se, expondo a superficie
0ssea, e enzimas proteoliticas, como a colagenase, preparam o local para a chegada
dos osteoclastos;

3. Reabsorgao: os osteoclastos aderem a superficie 6ssea e liberam enzimas, como a

catepsina K, para degradar a matriz mineralizada*®. Esse processo forma as lacunas
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de Howship, que sao depressdes na superficie 6ssea resultantes da atividade osteo-
clastica, liberando célcio e fosfato na corrente sanguinea®. Esse mecanismo é regu-
lado por fatores como RANKL e OPG#748;

Reversao: monocitos e outras células removem residuos da matriz 6ssea, prepa-
rando a superficie para a deposicao do osteoide. Apesar da relevancia dessa fase, os
mecanismos que orquestram essa transicdo ainda sao pouco compreendidos, repre-
sentando uma importante lacuna na literatura;

Formacgao: os osteoblastos migram para a regido remodelada e depositam osteoide,
que posteriormente se mineraliza, restaurando a densidade e resisténcia 6ssea. Fa-
tores como TGF-B e IGF-1, liberados durante a reabsorcgéo, influenciam esse pro-
cesso0®”%8 enquanto estimulos mecanicos desempenham papel importante na ativa-
cao dos osteoblastos*>;

Retorno a quiescéncia: ao final do processo, parte dos osteoblastos sofre apoptose,
enquanto outros se diferenciam em ostedcitos ou retornam ao estado de células de

revestimento, concluindo o ciclo e preparando 0 0sso para hovas demandas.

Figura 3 — Representagédo esquematica do ciclo de remodelagéo dssea:
ativacao, reabsorgao, reversao, formagao e terminagao (quiescéncia)
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3.4 BIOMARCADORES DO METABOLISMO OSSEO

Os biomarcadores do metabolismo 6sseo (BMMs) sdo amplamente utilizados para
avaliar as respostas do tecido 6sseo em estudos agudos?5. Ao contrario de técnicas de ima-
gem como absorciometria por dupla energia de raios X (DXA) e tomografia computadorizada
periférica quantitativa de alta resolugdo (HR-pQCT) — que fornecem apenas uma visao esta-
tica do estado 6sseo e demandam meses para evidenciar alteragdes na remodelagcdo — os
BMMs oferecem informagdes dindmicas, pontuais e sensiveis as respostas agudas de for-
macao e reabsorgdo Ossea®. Entre os principais BMMs, destacam-se o PINP e o
B-CTX-I, recomendados pela National Bone Health Alliance devido a sua alta especificidade
e menor variabilidade bioldgica.

O P1NP reflete a atividade osteoblastica e a sintese de colageno tipo I, sendo um
dos biomarcadores mais confiaveis para avaliar a formagéo 6ssea®. Por ser sensivel a esti-
mulos metabdlicos e mecanicos, sua interpretacdo em estudos longitudinais fornece insights
importantes sobre adaptagbes no metabolismo 6sseo?s. O B-CTX-I € um marcador de degra-
dacgao do colageno tipo |, associado a atividade osteoclastica e a reabsor¢cao éssea. Sua
rapida resposta a mudancas fisiologicas faz dele um excelente indicador para avaliar os efei-

tos agudos do exercicio sobre a reabsorgéo 6ssea®®.

3.5 EFEITO DO EXERCICIO NO METABOLISMO OSSEO

A carga mecanica induzida pela atividade fisica desempenha papel fundamental na
adaptacao estrutural do tecido 6sseo, regulando a densidade e a arquitetura do esqueleto
de acordo com as demandas funcionais impostas ao sistema musculoesquelético®3946. Esse
fendmeno, denominado mecanotransducao, permite ao tecido 6sseo converter estimulos
mecanicos em respostas celulares e moleculares, ajustando-se continuamente as exigéncias
biomecanicas e mantendo sua homeostase*>61,

Os ostedcitos, principais sensores mecanicos do tecido 6sseo, percebem variagdes
de carga por meio do fluxo de fluido intersticial gerado quando o osso é submetido a tensbes
de compresséo, tragéo ou cisalhamento®?. Esse deslocamento de fluido ativa mecanorrecep-
tores cuja natureza ainda nao esta completamente elucidada, mas que provavelmente en-
volvem canais ibnicos transmembrana, componentes do citoesqueleto, integrinas, conexinas

e mecanismos mediados por influxo de calcio3%-62,
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Uma vez detectado o estimulo mecénico, inicia-se uma série de cascatas de sinali-
zacao intracelular que modulam a atividade de osteoblastos e osteoclastos, influenciando
diretamente a remodelacdo 6ssea*®. Entre os mecanismos envolvidos, destacam-se a libe-
racao de oxido nitrico (NO) e prostaglandinas, a ativagao da via das proteinas quinases ati-
vadas por mitogenos (MAPK) e da via Wnt/B-catenina, além do aumento na expressao de
genes mecanossensiveis®%4. Estudos indicam que a carga mecanica também afeta a ex-
pressao do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), estimulando a prolife-
racao de células osteogénicas e a sintese de colageno, com aumento significativo nos niveis
de mRNA de IGF-1 apds cerca de seis horas de estimulo*®46-58,

A magnitude das adaptacdes Osseas desencadeadas pela carga mecanica varia en-
tre individuos, influenciada por fatores como idade?®’, status hormonal'’-%%, perfil genético®,
nivel nutricional®? e qualidade da recuperagao®. Do ponto de vista funcional, diferentes
padrdes de carga produzem efeitos distintos no metabolismo 6sseo: atividades de alto im-
pacto e movimentos com forgas multidirecionais tendem a gerar maiores estimulos osteogé-
nicos em comparagao a exercicios ciclicos de baixo impacto’"#°. Esportes como ginastica®’
e rugby®®, por exemplo, promovem maior formagédo 6ssea em razdo das cargas gravitacio-
nais e impactos repetidos, enquanto modalidades como natagéo e ciclismo®, que envolvem
menor solicitagdo gravitacional, podem nao ser tao eficazes na preservagado ou ganho de
densidade mineral 6ssea. Nesses casos, a inclusdo de exercicios resistidos e pliométricos
na rotina de treinamento surge como estratégia para potencializar o estimulo mecanico e,
consequentemente, a adaptacdo dssea’’.

Para compreender esses fendbmenos, destaca-se a Teoria do Mecanostato’®, pro-
posta por Harold Frost, que descreve a regulagao da massa e estrutura 6ssea em resposta
ao estresse mecanico. Segundo esse modelo, o 0sso ajusta-se a diferentes intensidades de
carga para manter sua competéncia estrutural’’!, classificando a resposta 6ssea em trés zo-
nas principais, como descrito na Figura 4:

e Desuso (< 800 ustrain): a baixa carga mecanica favorece a reabsorg¢ao 6ssea, resul-
tando em perda de massa e forga 6ssea,;
e Estado adaptado (800 — 1500 ustrain): o estimulo mecanico é suficiente para manter

a homeostase, equilibrando formacéao e reabsorcéo;
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e Sobrecarga (> 1500 ystrain): a carga mecanica intensa, porém ainda dentro dos limi-
tes fisiologicos, estimula a formagao 6ssea adaptativa; valores excessivos — isto €,
sobrecarga patolégica — podem evoluir para fraturas por estresse.

A Figura 4 sintetiza como diferentes magnitudes de carga influenciam o turnover
0sseo’': a remodelagéo predomina nas zonas de desuso e adaptagdo, enquanto a modela-
gem oOssea — responsavel pelo ganho liquido de massa — ocorre principalmente na zona de
sobrecarga 3. Esse modelo reforga o papel central da carga mecénica na regulagdo do me-
tabolismo 6sseo e contribui para explicar por que atividades de alto impacto e padrao inter-
mitente sdo mais eficazes na estimulagéo da osteogénese36%°. Uma vez que, como discutido
anteriormente, ndo apenas a magnitude da carga, mas também a variabilidade e a diregao
dos estimulos influenciam a resposta 6ssea, conclui-se que movimentos multidirecionais e
picos de carga abruptos apresentam maior potencial osteogénico do que estimulos repetiti-

vos e unidimensionais?°.

Figura 4 — Limiares mecénicos e suas implicacdes na adaptacao 6ssea
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Fonte: Felsenberg e Runge (2010).

3.5.1 Efeitos cronicos do exercicio fisico

Dada a importancia da carga mecénica na regulagdo do metabolismo ésseo, diver-
sos estudos tém investigado os efeitos crénicos do exercicio fisico sobre a saude esquelé-
tica. A maior parte das evidéncias aponta que a exposig¢ao prolongada ao treinamento pro-

move o aumento dos niveis basais de biomarcadores de formagdo 6ssea’?2% melhora da
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densidade mineral 6ssea (DMO)? e aprimoramento da microarquitetura 6ssea'?, avaliada
por HRpQCT. No entanto, tais respostas adaptativas ndo ocorrem de forma universal. Evi-
déncias recentes sugerem que, sob determinadas condi¢des, o exercicio fisico pode deixar
de exercer efeito anabdlico e, em alguns casos, comprometer a integridade 6ssea'’.

Esse risco é particularmente evidente em atletas submetidos a volumes elevados de
treinamento concomitantes a ingestdo energética inadequada. Nesses casos, observa-se
maior risco de perda 6ssea, mesmo em fases da vida em que tipicamente ocorre acumulo
de massa 6ssea?d. Essa condigdo, comumente observada em esportes de endurance'" 72,
estd associada a um ambiente metabdlico desfavoravel, caracterizado por redu¢des nos ni-
veis de IGF-1, T3 e esteroides sexuais, além de elevagdes de cortisol e PTH’2, o que pode
comprometer o equilibrio entre formagao e reabsorgcéo éssea.

Além do estado energético e hormonal, a especificidade da modalidade esportiva
influencia significativamente os efeitos cronicos do exercicio sobre o tecido 6sseo0?6. Como
discutido na se¢ao anterior, esportes com impacto intermitente, como corrida e saltos, pro-
porcionam estimulos osteogénicos mais expressivos quando comparados aqueles com su-
porte de peso corporal, como a natagdo e o ciclismo®4%, Nestas Ultimas modalidades, a
auséncia de impacto repetitivo esta associada a menores ganhos de DMO, especialmente
em regides como a coluna lombar e o quadril’3.

Adicionalmente, exercicios prolongados ou de alta intensidade impéem estresse fi-
sioldgico sistémico, o qual pode incluir alteragdes na homeostase do calcio e do pH sangui-
neo’. Tais alteragbes favorecem a liberagdo aumentada de PTH, que pode levar o aumento
da reabsorgdo 6ssea’®. Embora o exercicio fisico represente um estimulo anabdlico potente
para o 0sso, sua eficacia € modulada por variaveis como o tipo de atividade, o estado nutri-
cional, o perfil hormonal e o controle do estresse metabolico®®. A auséncia de consenso
quanto a dose, intensidade e frequéncia ideais de treinamento reforga a importancia de con-
siderar esses fatores de maneira integrada, especialmente em populag¢des vulneraveis, como

adolescentes, idosos e individuos com condigdes clinicas especificas’?2°.

3.5.2 Efeitos agudos do exercicio fisico

Enquanto as adaptacgdes cronicas do tecido 6sseo decorrem da repeticdo continua

de estimulos mecénicos e metabdlicos, as respostas agudas ao exercicio fisico constituem
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um modelo experimental valioso para investigar mecanismos fisioldgicos imediatamente ati-
vados apos o esforgo. Identificar esses fatores que modulam o metabolismo 6sseo em curto
prazo € relevante porque, quando recorrentes, podem contribuir para adaptagbdes benéficas
ou deletérias ao longo do tempo'223,

Nesse contexto, a metanalise de Dolan e colaboradores (2022) quantificou o efeito
de uma unica sessado de exercicio sobre os principais biomarcadores 0sseos, analisando
potenciais moderadores (caracteristicas dos participantes, tipo de exercicio, intensidade, du-
ragdo, estado nutricional etc.)?. A partir dela, é possivel observar que uma Unica sessdo de
exercicio fisico é capaz de provocar elevagdes discretas nos niveis séricos de 3-CTX-l (SMD
=~ +0.10) e P1INP (SMD = +0.05). Embora estatisticamente sugiram tendéncia de aumento, a
magnitude foi classificada como muito pequena, e os intervalos de credibilidade abrangeram
valores préximos a zero em muitos casos?. Em outras palavras, a resposta “média” do 0sso
a um exercicio agudo € limitada, sugerindo que fatores especificos de cada protocolo ou
individuo determinam efeitos mais pronunciados.

Esse padrao de variabilidade também foi evidenciado na prépria metanalise, que
identificou maior reabsor¢cao 6ssea em modalidades prolongadas, ciclicas e com baixa so-
brecarga mecéanica, como o ciclismo continuo. Nessas condi¢des, o B-CTX-l apresentou au-
mento significativo (F = 0.65), com pico entre 15 minutos e duas horas apds o esforco. Em
contraste, exercicios com maior impacto osteogénico (corrida ou treinamento resistido) nao
mostraram elevagdes agudas mensuraveis de 3-CTX-I, indicando que essa reabsor¢ao tran-
sitoria reflete predominantemente demandas metabdlicas sistémicas (p.e., altera¢des na cal-
cemia, acidose ou mobilizagdo de tampdes, analisados em maior profundidade na Seg¢ao
3.6), ao invés de resultar diretamente da carga mecénica local.

Dentro desse panorama, o estudo de Kohrt e colaboradores (apresentado em deta-
Ihes na Se¢ao 3.6.2) e o de Wherry e colaboradores (2021) estdo entre aqueles que repor-
taram maiores tamanhos de efeito (F = 1.18 e 0.94, respectivamente)'”-2576_Eles reforgam a
ideia de que a remodelagao 6ssea em resposta ao exercicio ndo se deve apenas a homeos-
tase do calcio, mas a multiplos fatores sistémicos. No experimento de Wherry, a infusao
intravenosa de calcio durante 60 minutos de caminhada vigorosa em adultos mais velhos
(61 £ 6 anos) reduziu significativamente os aumentos de PTH e 3-CTX-l em comparagao a

infusdo de soro fisioldgico’®. Entretanto, a supressédo nao foi completa: mesmo com a iCa
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mantida estavel, houve elevagao residual de B-CTX-I e PTH, sugerindo que outros mecanis-
mos, como a acidose metabdlica, também participam da ativagdo aguda da reabsorg¢ao 6s-
sea.

Em contraste, os marcadores de formacao 6ssea sofrem alteragdes minimas e tran-
sitorias apos uma sessao de exercicio. A metanalise de Dolan e colaboradores (2022) relatou
incrementos muito pequenos em P1NP, osteocalcina e fosfatase alcalina éssea, que retor-
naram aos niveis basais rapidamente (em muitos casos, em até 15 minutos), sem tendéncias
significativas em fungdo dos moderadores investigados?®. Dessa forma, o potencial osteogé-
nico do exercicio talvez ndo se reflita diretamente em aumentos detectaveis na atividade
sistémica dos osteoblastos; efeitos anabdlicos possivelmente ocorrem em periodo mais tar-
dio ou por adaptagdes locais nao captadas pelos marcadores séricos agudos. Essa hipdtese
é reforcada pela maior elevagéo de B-CTX-I no ciclismo prolongado, modalidade de baixo
estimulo mecanico, enquanto treinos resistidos e de impacto, tradicionalmente considerados
osteogénicos, ndo apresentaram alteragées agudas detectaveis?>.

Em sintese, o exercicio fisico provoca elevagbdes agudas e predominantemente tran-
sitérias nos marcadores de reabsorgao 6ssea, enquanto os de formacao apresentam altera-
cOes discretas e de curta duragao. Embora essas respostas nao impliquem necessariamente
efeito deletério — podendo refletir mecanismos compensatdrios frente a disturbios transitérios
como hipocalcemia ou acidose — episddios intensos e frequentes, sem adequada recupera-
¢cao ou suporte nutricional, podem favorecer efeitos catabdélicos cumulativos. A interpretagao
dessas alteragdes exige cautela, considerando o tipo de exercicio, o estado fisioldgico e os
potenciais mediadores sistémicos envolvidos. Dado que ainda € incerto como essas respos-
tas agudas se traduzem em adaptacbes ésseas no longo prazo, € importante reconhecer
que cada estudo experimental contribui como uma pecga valiosa para a compreensao geral
desse fendmeno. Nesse contexto, as alteragdes no pH sanguineo emergem como um pos-
sivel modulador sistémico ainda pouco compreendido, justificando sua investigagdo mais

aprofundada, como proposto na presente tese.

3.6 CONTROLE METABOLICO DO METABOLISMO OSSEO

A literatura existente sugere que perturbagbes metabdlicas, como condigdes infla-

matorias, estresse oxidativo e acidose metabdlica, também podem desempenhar um papel
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critico na regulagéo do metabolismo 6sseo’’. Essas condigdes, embora possuam caracteris-
ticas distintas, podem ser observadas tanto em doencas cronicas®® quanto, de forma transi-
toria, durante a pratica de exercicio fisico intenso’’, constituindo, portanto, um modelo rele-

vante para investigar tais interagdes.

3.6.1 Balang¢o oxidativo e remodelacao 6ssea

O balango oxidativo refere-se ao equilibrio entre a producido de espécies oxidantes
e a capacidade antioxidante do organismo em neutraliza-las ou remové-las’®. A ruptura
desse equilibrio, seja por um aumento excessivo da produgao de oxidantes ou por uma re-
ducgao nas defesas antioxidantes, leva ao chamado estresse oxidativo. Nesse contexto, des-
tacam-se as espécies reativas de oxigénio (ERO), moléculas altamente reativas que podem
desempenhar um papel duplo no metabolismo 6sseo. Em concentragdes moderadas e tran-
sitorias, as ERO atuam como mensageiros intracelulares importantes, regulando vias de si-
nalizagdo envolvidas na remodelagédo 0ssea e estimulando adaptagdes fisioldgicas’®. Entre-
tanto, em concentragbes elevadas ou prolongadas, podem induzir apoptose celular, danos
teciduais e prejuizos a integridade 6ssea®’.

Mecanisticamente, niveis elevados de ERO afetam diretamente as células envolvi-
das na remodelagao 6ssea. As ERO podem aumentar a sensibilidade dos precursores de
osteoclastos ao RANKL, elevando a expressao de RANKL e de M-CSF e reduzindo seu an-
tagonista OPG, o que favorece a formagao e atividade de osteoclastos®’. Simultaneamente,
ERO em excesso suprimem a fungao osteoblastica, inibindo a diferenciacéo de osteoblastos
e induzindo apoptose de osteoblastos e ostedcitos?®?.

No contexto do exercicio fisico agudo, ha um aumento transitério na produgcao de
ERO"’. Estudos sugerem que o exercicio fisico agudo pode elevar temporariamente biomar-
cadores de reabsorcao 0ssea, e o0 estresse oxidativo tem sido considerado um possivel me-
diador desse processo, embora sua relagao causal ainda nao tenha sido diretamente inves-
tigada®'. Evidéncias provenientes de estudos experimentais — tanto in vitro quanto in vivo —
demonstram que antioxidantes modulam a formagéo de osteoclastos e mitigam os efeitos
das ERO no 0ss0®°. Por exemplo, em culturas celulares de precursores osteoclasticos, com-
postos antioxidantes (como a rutina e o acido a-lipdico) suprimem a diferenciagdo de osteo-
clastos induzida por estimulos oxidativos, ao reduzir os niveis intracelulares de ROS e con-

sequentemente inibir a ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) nessas células®384. Da
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mesma forma, estudos em modelos animais de osteopenia induzida por estresse oxidativo,
a suplementagao com antioxidantes (como a N-acetilcisteina e a vitamina C) resulta em me-
nor atividade osteoclastica e prevencédo da perda éssea, associadas a queda na produgao
de citocinas pro-osteoclastogénicas como o TNF-a8%:86,

Contudo, o uso de antioxidantes durante o exercicio fisico deve ser ponderado cui-
dadosamente, uma vez que as ERO produzidas durante o exercicio desempenham um papel
essencial nas vias de sinalizagao responsaveis por adaptagdes musculares benéficas, como
a biogénese mitocondrial, aumento da capacidade antioxidante endégena e melhora da sen-
sibilidade a insulina®”. Embora a suplementagéo antioxidante possa atenuar o estresse oxi-
dativo, ha evidéncias de que ela pode interferir negativamente nas adaptagdes musculares,
como a hipertrofia induzida pelo treinamento de forga e a biogénese mitocondrial, ao reduzir
o sinal mediado pelas ERO®. Contudo, vale ressaltar que a maior parte das evidéncias com
impacto negativo robusto provém de estudos em modelos animais, sendo os resultados ob-
servados em humanos mais controversos e dependentes de fatores como dose, duracgao,

tipo e intensidade do exercicio, além de caracteristicas individuais®’-28.

3.6.2 Homeostase do calcio e regulagao do metabolismo ésseo

O célcio exerce papel relevante na integridade estrutural e funcional do tecido ésseo,
participando diretamente da regulacdo da remodelacdo 6éssea em condig¢oes fisioldgicas e
em resposta a alteragdes metabodlicas transitorias ou cronicas?*. Mudangas na concentragao
sérica de calcio ionizado (iCa) induzem respostas hormonais, principalmente mediadas pelo
PTH, com impacto direto sobre as células dsseas, especialmente osteoclastos®?-9,

O exercicio fisico agudo é amplamente utilizado como modelo experimental para
investigar a resposta rapida da homeostase de calcio?%:°.92, Protocolos de alta intensidade
frequentemente resultam em redugdes transitorias do iCa sérico, acompanhadas por rapida
elevagao dos niveis circulantes de PTH'7:26.90 Esse aumento do PTH pode estimular a mo-
bilizacao imediata de calcio a partir do fluido extracelular e ativar a reabsorgao 6ssea por
osteoclastos, restaurando rapidamente os niveis adequados de calcio sérico.

Diversos estudos tém investigado o impacto do exercicio intenso sobre essas res-
postas fisiologicas. Kohrt e colaboradores (2018) observaram reducgao significativa no iCa
sérico e aumento concomitante nos niveis plasmaticos de PTH e B-CTX-I apds 60 minutos

de ciclismo vigoroso (80% da frequéncia cardiaca maxima, FCmax)'’. Por outro lado, quando
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esses autores mantiveram estaveis os niveis séricos de iCa por meio de infusdo intravenosa
de calcio, houve significativa atenuagao das respostas do PTH e B-CTX-Il. Ainda assim, essas
respostas nao foram totalmente suprimidas, sugerindo que fatores adicionais além da sim-
ples reducao do iCa possam contribuir para ativar a reabsor¢cao 6ssea induzida pelo exerci-
cio. Os autores também destacam que o marcador B-CTX-l permaneceu elevado por até
quatro horas apos o exercicio, mesmo apos normalizag&o dos niveis de PTH, indicando uma
resposta osteoclastica prolongada e independente da recuperagao imediata do calcio sérico.

Achados semelhantes foram descritos por Barry e colaboradores (2011), que inves-
tigaram o impacto da suplementacgdo oral de célcio (1000 mg) antes ou durante um contrar-
relogio de ciclismo de 35 km em atletas masculinos?®. Nesse estudo, a suplementagdo antes
do exercicio conseguiu atenuar significativamente o aumento de PTH comparado ao pla-
cebo, porém, ndo apresentou impacto significativo sobre a elevagao imediata do marcador
de reabsorgao o6ssea B-CTX-I.

Esses resultados reforcam a hipétese de que, embora a suplementacao de calcio
possa atenuar a resposta hormonal inicial mediada pelo PTH, outros fatores metabdlicos
induzidos pelo exercicio contribuem para a ativagdo da reabsor¢cdo o6ssea. Dentre esses,
destaca-se a possivel influéncia de alteragdes no equilibrio acido-base, uma vez que varia-
¢oes no pH sanguineo sdo frequentemente observadas durante exercicios intensos’493.94,
No entanto, a magnitude e o papel especifico dessas alteragdes sobre a remodelagao 6ssea
aguda ainda nao estdo completamente estabelecidos, o que justifica a investigacao proposta

neste estudo.

3.6.3 O impacto das alteragoes de pH no metabolismo 6sseo

O pH é um regulador critico do metabolismo 6sseo, influenciando diretamente os
processos de formagao e reabsorgdo dssea®’. O sangue humano possui um pH fisioldégico
de 7.34 a 7.45, mantido por mecanismos homeostaticos rigorosos que incluem os sistemas
tampao, a fungdo respiratéria e a excregéo renal de acidos?%-%. Alteragbes nesse equilibrio,
como em estados de acidose metabdlica — caracterizados pelo aumento da concentragao de
ions hidrogénio (H*) e redugao dos niveis de bicarbonato (HCO3.) — induz a liberagédo de
componentes minerais do 0sso, especialmente ions carbonato e fosfato, que ajudam a neu-

tralizar o excesso de H* no meio extracelular3”. Inicialmente, essa liberagéo ocorre por meio
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da dissolucao fisico-quimica da hidroxiapatita® 2. Com a persisténcia do estimulo, s&o ati-
vadas respostas celulares que aumentam a reabsorgao dssea por osteoclastos e reduzem a
atividade formadora dos osteoblastos. Esse padrdao é especifico da acidose metabdlica,
como sera aprofundado a seguir; na acidose respiratéria, a elevagdo compensatoria de bi-

carbonato tende a reduzir a necessidade de tamponamento 6sseo®.

3.6.3.1 Efeitos do pH sobre osteoclastos e osteoblastos

A atividade das células 6sseas € sensivel a pequenas variagdes no pH dos fluidos
intersticiais. Em modelos in vitro, osteoclastos expostos a ambientes mais acidos (na faixa
de pH 7.0) apresentam aumento na atividade de reabsorcao dssea, enquanto valores mais
alcalinos (pH 2 7.4) tendem a inibir essa fungéo’. Esse efeito pode estar associado a ativagéo
de sensores de prétons na membrana celular de osteoclastos, como o canal TRPV1, envol-
vido na deteccdo de variagbes de pH’. Além desse efeito direto, a acidose extracelular esti-
mula osteoblastos e ostedcitos a produzirem mediadores osteoclastogénicos, como a pros-
taglandina E2 (PGE2) e o RANKL, promovendo a diferenciagéo e ativagao de novos osteo-
clastos®.

Paralelamente, ambientes com pH acido inibem a fungao dos osteoblastos, cuja ati-
vidade é favorecida por um microambiente levemente alcalino, essencial para a mineraliza-
cao da matriz osteoide’. A acidose leva a redugéo da sintese de colageno e da expressdo
de genes relacionados a matriz extracelular, além de diminuir a atividade da fosfatase alca-
lina tecidual (TNAP), enzima essencial para a deposi¢cdo mineral®>%. Em um estudo com
calvarias de camundongos, Krieger e colaboradores (1992) observaram que a acidose me-
tabdlica crénica promoveu uma queda de aproximadamente 20% na sintese de colageno e
na atividade da TNAP, ao mesmo tempo em que aumentou a liberacdo da enzima beta-
glucuronidase (GUSB) pelos osteoclastos, um marcador de reabsorgao 6ssea®’.

Diferentes mecanismos moleculares tém sido propostos para explicar essas altera-
coes. Um deles envolve a enzima NPP1, cuja expressao foi aproximadamente 2.8 vezes
maior em osteoblastos cultivados sob pH acido (pH 6.9), conforme observado por Orriss e
colaboradores (2015)%. Esse aumento de NPP1 levou & maior produgéo de pirofosfato inor-
ganico (PPi) no meio extracelular — um potente inibidor da mineralizagdo 6ssea. Como con-
sequéncia, houve uma redugao da disponibilidade de fosfato inorgénico (Pi), limitando a for-

macao de cristais de hidroxiapatita, mesmo na presenca de matriz colagénica.
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Além disso, o receptor sensivel a prétons OGR1, acoplado a proteina G e expresso
em osteoblastos, é ativado em condigdes de acidose®. Essa ativagédo estimula a expresséo
da enzima COX-2, levando ao aumento na producgado de PGE: que, por sua vez, favorece a
expressédo de RANKL e a ativagao osteoclastica. Um estudo recente de Han e colaboradores
(2012) demonstrou que a proteina RGS16 — reguladora negativa dessa via — tem sua ex-
pressao suprimida em ambientes acidos, o que pode amplificar ainda mais a sinalizagao
mediada por OGR12%2. Em conjunto, esses mecanismos — que envolvem a ativagdo de sen-
sores de H*, a regulagao de enzimas como NPP1 e TNAP, e a modulagao de mediadores
como PGE2 e RANKL - ajudam a explicar, em nivel celular e molecular, como a acidose

extracelular favorece a reabsorgao déssea em detrimento da formagéo’®.

3.6.3.2 Acidose induzida pelo exercicio fisico

Durante exercicios fisicos intensos, especialmente aqueles com predominancia do
metabolismo anaerdbio, ocorre acumulo de prétons no musculo e na corrente sanguinea,
resultando em um estado transitério de acidose metabolica®3. Em cenarios de esforgo fisico
extenuante, o pH sanguineo pode atingir valores em torno de 7.0 a 7.1, acompanhado por
uma queda na concentragédo plasmatica de bicarbonato logo apds o esforgo’. Em um es-
tudo conduzido por Nielsen com remadores de elite, incluindo campedes olimpicos, foram
observados valores extremos de pH venoso de até 6.74 imediatamente apdés uma competi-
¢ao, além de concentragdes de lactato superiores a 30 mmol-L-, caracterizando um estado
de acidose profunda’®.

Street e colaboradores (2001), por sua vez, utilizaram a técnica de microdialise com
corante fluorescente sensivel ao pH para mensurar, de forma continua, o pH intersticial do
musculo vasto lateral durante e apds cinco minutos de exercicio com intensidades progres-
sivas (30, 50 e 70 W)'%°, O pH em repouso (7.38 + 0.02) reduziu-se proporcionalmente a
carga de trabalho, atingindo valores médios de até 7.04 e minimos de 6.93 em alguns parti-
cipantes. A acidificagao intersticial foi mais pronunciada do que aquela observada no sangue
venoso femoral, sugerindo que a acidose local nos tecidos ativos € mais intensa do que
estimativas feitas a partir de parametros sistémicos'®. Nesse contexto, surge a seguinte

questao: essa acidose transitdria seria suficiente para promover alteragées mensurdveis no

metabolismo osseo?
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Uma revisdo sistematica com metanalise conduzida por Dolan e colaboradores
(2022) confirmou que protocolos de exercicio agudo, especialmente aqueles com maior vo-
lume de trabalho total (resultante da combinacgao entre duragao e intensidade), podem induzir
aumentos moderados a elevados nos marcadores de reabsor¢do 6ssea, como o B-CTX-1%.
A analise incluiu quase cem estudos, totalizando mais de 1500 participantes, e demonstrou
que esse efeito é particularmente evidente em exercicios de natureza repetitiva e prolon-
gada, como o ciclismo continuo. Em contrapartida, os marcadores de formagao 6ssea, como
o P1NP, apresentam alteracdes bem mais sutis e de curta duracgao.

Os autores sugerem que essas respostas podem ser moduladas por fatores meta-
bolicos, como a acidose transitéria induzida pelo exercicio, que potencialmente estimula, de
forma temporaria, a atividade osteoclastica. Em especial, exercicios exaustivos capazes de
reduzir o pH sanguineo para valores proximos ou inferiores a 7.0 reforgam a hipotese de que
alteragdes agudas no equilibrio acido-base podem contribuir para flutuagdes mensuraveis
na remodelagdo 6ssea. No entanto, a real magnitude da acidemia induzida por exercicios
prolongados e seu papel isolado na resposta 6ssea in vivo permanecem incertos. As evidén-
cias disponiveis sugerem que essa acidose €, em geral, moderada e rapidamente compen-
sada pelo organismo. Embora o estudo de Scott e colaboradores (2011) ndo tenha investi-
gado diretamente as variagdes do pH, seus achados apoiam a ideia de uma resposta transi-
toria: observou-se uma elevacgao do B-CTX-I logo apds o exercicio, seguida de redugao sig-
nificativa nas horas subsequentes e retorno aos niveis basais em cerca de 24 horas, indi-
cando um processo pontual de remodelag&o %2,

Ainda assim, permanece uma lacuna importante: até que ponto as flutuagées de pH
induzidas por exercicios prolongados contribuem, de fato, para os aumentos agudos previ-
amente observados nos biomarcadores de reabsor¢do dssea? Embora estudos como o de
Scott e colaboradores (2011) sugiram que essa resposta é transitdria, ndo esta claro se a
acidemia desempenha papel determinante nesse processo ou se representa apenas um en-
tre diversos estimulos metabdlicos envolvidos — como alteragdes no calcio iénico e na libe-

ragcao hormonal aguda.
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4 JUSTIFICATIVA ESPECIFICA PARA O ESTUDO

A partir dos avangos no entendimento da remodelagao 0ssea, evidéncias recentes
mostram que o exercicio prolongado pode induzir aumentos no biomarcador de reabsorgao
B-CTX-I. Diversas vias metabdlicas tém sido propostas para explicar esse achado, mas os
mecanismos subjacentes ainda sdo pouco compreendidos.

Entre os possiveis moduladores, destaca-se a acidose metabdlica transitéria indu-
zida pelo exercicio, cujos efeitos sobre o metabolismo ésseo permanecem inconclusivos em
humanos. Diante disso, o presente estudo busca investigar, de forma controlada, se as alte-
ragdes agudas no pH sanguineo influenciam os biomarcadores P1NP e B-CTX-1%° apos exer-
cicio intermitente de longa duragcdo, com ou sem suplementagdo. A seguir, apresentam-se
as previsdes e a hipotese principal que fundamentam esta tese:

1. Previsao 1: o teste de ciclismo prolongado alterara o equilibrio acido-base, com dimi-
nuicdo do pH e aumento do bicarbonato sanguineo;

2. Previsao 2: as alteragcdes no pH e bicarbonato serdo amplificadas pela suplementa-
¢ao acidificante (NH4Cl) e atenuadas pela suplementacdo alcalina (NaHCO3), em
comparacgao ao placebo;

3. Previsao 3: o biomarcador de reabsorcao 6ssea, 3-CTX-I, apresentara aumento em
resposta ao teste de ciclismo prolongado;

4. Hipétese principal: caso o pH desempenhe um papel modulador no metabolismo
0sseo, espera-se que os niveis de B-CTX-I| sejam significativamente maiores na con-
dicao acidificante e menores na condicao alcalina, em comparagao ao placebo, apos
o exercicio; o PINP também sera avaliado, embora ndo se espere alteragao signifi-
cativa na formacao dssea.

Embora a acidose isolada possa afetar o metabolismo 6sseo, optou-se por associa-
la ao exercicio para simular um estimulo fisiolégico multifatorial, que combina oscilagées no
pH, respostas hormonais e carga mecanica, tornando o estudo mais proximo da realidade
esportiva. O B-CTX-I foi selecionado por sua responsividade a alteragdes agudas, e o PINP
foi incluido para oferecer uma viséo integrada da remodelagao 6ssea, permitindo identificar
possiveis ajustes concomitantes, mesmo sem expectativa de mudancgas relevantes nesse

marcador.
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5 DESENHO DO ESTUDO E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O estudo seguiu um modelo de ensaio clinico randomizado, controlado e cruzado
(cross-over), com dupla ocultagdo, para minimizar vieses e assegurar maior confiabilidade
nos resultados. O cronograma experimental foi estruturado em cinco visitas ao laboratorio,
divididas entre a avaliagao inicial, familiarizagao e testes experimentais com suplementacao,
conforme ilustrado na Figura 5.

Os participantes passaram por trés condigdes de suplementagcdo em ordem aleaté-
ria: placebo (PLA, amido de milho), agente alcalino (ALC, bicarbonato de sédio) e agente
acidificante (AC, cloreto de aménio). As visitas iniciais foram dedicadas a avaliagdo do con-
sumo maximo de oxigénio (VOz2max) e a familiarizagdo com o protocolo experimental, vi-

sando maior controle e confiabilidade dos resultados obtidos.

Figura 5 — Visao geral do cronograma experimental do estudo
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Fonte: elaboragéo proépria.

5.1 PARTICIPANTES

O estudo incluiu homens saudaveis, com idade entre 18 e 45 anos. A escolha por
participantes exclusivamente do sexo masculino visou reduzir a variabilidade nos resultados,
uma vez que os biomarcadores de remodelagao dssea apresentam flutuagdes associadas
ao ciclo menstrual em mulheres’®3, o que dificultaria a padronizagdo e a analise dos dados.
Os critérios de inclusao foram individuos treinados em ciclismo, definidos conforme De Pauw
e colaboradores (2013) como aqueles que realizavam treinamento estruturado com volume

minimo de 60 km por semana, garantindo adaptagao prévia a esforgos prolongados'%. sem
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historico de doencgas cronicas que pudessem influenciar as respostas ao exercicio e a suple-
mentacdo. O tamanho da amostra foi calculado com o software G*Power, com base em um
modelo de analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas, com interagao entre fatores
intra e intergrupos.

Os parametros adotados foram: tamanho de efeito F = 0.3, classificado como mode-
rado, erro a = 0.05 e poder estatistico (1-p) de 80%. A analise considerou trés condigbes
experimentais (PLA, ALC e AC) e cinco momentos de medicao: jejum, pré-teste, durante o
teste, pds-teste imediato e duas horas apds o término do teste. O resultado indicou que uma
amostra de 12 participantes seria suficiente para atingir o poder estatistico necessario, ga-
rantindo a identificacdo de diferencas significativas nos biomarcadores 6sseos € minimi-
zando o risco de erro tipo Il. A Figura 6 demonstra as curvas de erro tipo | (a) e erro tipo |l

(B), além do valor critico de F = 2.20852 obtido na analise.

Figura 6 — Distribuicdo das curvas de erro tipo | (a) e erro tipo Il (B) na
analise de poder estatistico para ANOVA de medidas repetidas
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Fonte: elaboracédo prépria a partir do software G*Power (verséo 3.1.9.7).

5.2 PERIODOS DE COLETA DE DADOS

Os BMMs apresentam variagdes ao longo do dia, influenciadas pelo ritmo circadi-

ano'%. O B-CTX-l, por exemplo, apresenta niveis mais elevados durante a madrugada e
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inicio da manha, enquanto o P1NP, apesar de também apresentar variagdes circadianas,
tende a ser relativamente mais estavel®®. Essas flutuagbes podem afetar a interpretagdo dos
resultados, tornando a padronizagdo do horario de coleta um fator essencial para garantir
reprodutibilidade e precisdo dos dados. Neste estudo, todas as coletas foram iniciadas entre
06:00 e 08:00, assegurando consisténcia no inicio da coleta e minimizando o risco de inter-
feréncia circadiana na analise dos biomarcadores.

Além disso, a ingestao alimentar pode impactar a concentragao dos BMMs, especi-
almente no caso do B-CTX-l, que apresenta uma redugéo significativa nas horas seguintes
a alimentacao devido a supressao da atividade osteoclastica®. Esse efeito pode dificultar a
interpretacdo dos dados em estudos agudos, tornando necessaria a padronizagao das con-
dicdes nutricionais antes da coleta®. Para minimizar essa influéncia, o estudo adotou um
protocolo de jejum de oito horas seguido de um café da manh& padronizado, garantindo
condigdes homogéneas entre os participantes. O café da manha fornecido aos mesmos to-
talizou 446 kcal, com 61.9% de carboidratos, 23.4% de lipidios e 14.7% de proteinas, con-

forme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Composicéo caldrica e distribuicdo de macronutrientes
do café da manha oferecido aos participantes
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Fonte: elaboragao propria.

Tais variagdes nos BMMs também podem se manifestar de maneira distinta apés
um estimulo agudo, como o exercicio fisico?®. Estudos indicam que o B-CTX-I exibe aumen-
tos detectaveis ainda nas primeiras horas apds o exercicio, enquanto o P1NP responde de
maneira mais tardia%®. No presente estudo, as coletas foram realizadas +1h e +2h apds o

exercicio, priorizando a analise das alteracdes iniciais na reabsorgédo dssea.
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5.3  VISITAS AO LABORATORIO

Em todas as visitas os participantes foram orientados a manter seus habitos alimen-
tares e de atividade fisica, evitando o consumo de alcool e exercicios extenuantes nas 48
horas anteriores aos testes. As visitas experimentais foram espag¢adas por, no minimo, sete
dias, garantindo recuperagado adequada e minimizando efeitos residuais. A ingestao alimen-
tar foi monitorada de forma sistematica por meio de recordatérios de 24 horas, analisados
com o software WebDiet®. Essa abordagem permitiu avaliar o consumo energético, a distri-
buicdo de macronutrientes e a ingestao de calcio — nutriente essencial ao metabolismo 6s-
seo?*. O objetivo foi identificar variagdes nutricionais que pudessem interferir nos biomarca-
dores de remodelacao dssea. Para assegurar consisténcia metabdlica ao longo do estudo,
os participantes foram orientados a manter uma dieta estavel, sem introducao de novos su-
plementos e evitando o consumo excessivo de alcool.

Além disso, procedimentos operacionais padrao (POPs) foram elaborados para cada
etapa do protocolo, garantindo a uniformidade das praticas e minimizando variagbes técni-
cas. A equipe foi treinada para fornecer instru¢cdes de forma padronizada, especialmente no
que se refere as recomendagdes sobre alimentagao e atividade fisica nos dias que antece-
diam os testes. Essa padronizagao teve como objetivo evitar variagdes comportamentais en-
tre os participantes, contribuindo para a confiabilidade dos dados obtidos. O Apéndice A
apresenta um exemplo de protocolo e checklist utilizados nas visitas, descrevendo detalha-

damente as etapas e os procedimentos seguidos.

5.3.1 Primeira visita: baseline e teste incremental de VO2max

A primeira visita teve como objetivo avaliar a variabilidade tipica dos biomarcadores
em condi¢ao de repouso e determinar a capacidade aerdbica dos participantes, com a defi-
nicao das cargas de trabalho para os testes experimentais subsequentes. Ao chegarem ao
laboratdrio, os participantes realizaram a primeira coleta de sangue, em jejum. Em seguida,
foi oferecido um café da manha padronizado, conforme descrito anteriormente. Apds essa
refeicao, foram realizadas mais trés coletas de sangue, nos tempos de 30, 60 e 120 minutos
apos o café da manha, com o intuito de avaliar a variagdo dos biomarcadores na auséncia
de exercicio. Ainda nesta visita, foi realizada a caracterizagao da atividade fisica habitual por

meio do questionario internacional de atividade fisica (IPAQ), com o objetivo de registrar o
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padrao de exercicios dos participantes e possibilitar maior controle sobre variaveis que po-
deriam influenciar o metabolismo 6sseo. Apds o término das coletas, os participantes reali-
zaram o teste incremental de VO2max no ciclo ergdmetro Lode Excalibur®, com o objetivo
de avaliar sua capacidade aerdébica e definir as intensidades de trabalho para o teste prolon-
gado de ciclismo. O protocolo teve inicio com uma carga de 100 W, sendo aumentada em
25 W a cada 3 minutos até a exaustao voluntaria ou até que o participante ndo conseguisse
manter uma cadéncia minima de 60 rpm.

Durante o teste, foram monitoradas as trocas gasosas por meio do ergoespirébmetro
K5® e a frequéncia cardiaca com um monitor peitoral Garmin®. A percepc¢ao subjetiva de
esforgco (PSE) foi registrada ao final de cada estagio, utilizando a escala de Borg, apenas
para controle do protocolo, ndo sendo incluida nas analises estatisticas desta tese. O valor
do VOz2pico foi determinado com base no maior valor de volume de oxigénio (VO2) registrado
em um periodo de 15 segundos, considerando a auséncia de platdé na curva de consumo de
oxigénio e frequéncia cardiaca. A Figura 8 apresenta a sequéncia dos procedimentos reali-
zados nesta visita.

Figura 8 — Vis&o geral da primeira visita
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(1) Explicagédo do estudo e entrega do TCLE; (2) Coleta de sangue em jejum; (3)
Café da manha padronizado; (4) Coleta de sangue 30 min apds o café da manh3;
(5) Aplicacdo do recordatério alimentar e questionario de atividade fisica; (6)
Coleta de sangue 1h apés a segunda coleta; (7) Coleta de sangue 2h apds a
segunda coleta; (8) Teste incremental de VO,max; (9) Centrifugagdo das
amostras. Fonte: elaboracgao propria.

5.3.2 Segunda visita: teste de familiarizagao

A segunda visita foi planejada com o objetivo de familiarizar os participantes com o
protocolo experimental e 0 manuseio do equipamento, assegurando sua adaptagéo as con-
di¢cdes e exigéncias do teste prolongado de ciclismo. Essa etapa foi conduzida para minimi-

zar possiveis vieses associados a inexperiéncia e reduzir a variabilidade inter e intraindivi-
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dual nos dados coletados, aumentando, assim, a validade e a reprodutibilidade dos resulta-
dos. Além disso, essa visita permitiu a avaliagado preliminar da capacidade fisiolégica dos
participantes em sustentar a intensidade de esforgo requerida, possibilitando ajustes neces-

sarios para garantir a integridade metodologica da intervengéo.

5.3.3 Visitas experimentais: teste de ciclismo prolongado

As trés ultimas visitas foram dedicadas a aplicagéao do teste de ciclismo prolongado,
conduzido sob as trés condi¢des de suplementacédo (PLA, ALC e AC). O protocolo do teste
prolongado tem o intuito de replicar as demandas de uma prova de estrada de ciclismo e foi
adaptado do estudo de Perim e colaboradores (2021), com a substituicdo da relagao peso-
poténcia, expressada em watts por quilograma (W-kg)'%, pela poténcia maxima (Wmax)
obtida no teste de VO2max. Esse ajuste metodoldgico buscou isolar a resposta fisiologica
individual ao esforgo prolongado, minimizando o impacto das diferengas de composigao cor-
poral sobre os resultados e proporcionando uma analise mais precisa das alteragbes meta-
bdlicas relacionadas ao metabolismo 6sseo'%-1%°_ A ingestéo de liquidos durante o teste néo
foi padronizada, sendo permitida ad libitum, de acordo com a necessidade percebida pelo
participante.

O teste teve duragao de 125 minutos, com intensidades ajustadas em quatro niveis
oscilantes de intensidade: 40%, 55%, 65% e 75% da Wmax. Para simular a dindmica de uma
competicao, foram incorporados sprints de 10 segundos a cada 19 minutos e 50 segundos,

além de um teste de Wingate de 30 segundos ao final, representando o sprint conclusivo. A

Figura 9 ilustra a estrutura completa do protocolo, destacando as intensidades, os sprints e
os momentos de coleta de amostras de sangue.

Figura 9 — Visdo geral do teste de ciclismo prolongado
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A escolha de utilizar o Wmax foi baseada em dois fatores principais. O primeiro re-
fere-se ao controle da variabilidade interindividual, uma vez que o ajuste com base no Wmax
elimina o impacto de variagdes no peso corporal''®, permitindo uma avaliagdo mais precisa
da capacidade aerdbica e das respostas metabdlicas associadas ao exercicio, especial-
mente no que se refere as alteragdes de pH e sua influéncia no metabolismo 6sseo. O se-
gundo fator esta relacionado a padronizagao metodoldgica: a adogao desse parametro faci-
lita a comparacéo com outros estudos da area, que frequentemente utilizam o Wmax como
referéncia, além de garantir uma carga de esforgo comparavel entre os participantes, inde-

pendentemente de suas caracteristicas antropométricas.

5.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE SANGUE

Durante o teste de ciclismo prolongado, amostras de sangue foram coletadas em
intervalos regulares para analise dos biomarcadores de remodelagdo éssea e dos parame-
tros de gasometria. A cada 30 minutos, foram coletados 4 mL de sangue para dosagem dos
marcadores B-CTX-l, PINP e PTH. Paralelamente, amostras com volume inferior a 1 mL
foram obtidas a cada 5 minutos para analise de pH, bicarbonato, excesso de base e calcio
ionizado, utilizando o analisador Stat Profile Prime Plus® (Nova Biomedical, Waltham, MA,
EUA). Essa frequéncia de coleta permitiu 0 monitoramento continuo das altera¢des no equi-
librio acido-base, possibilitando a avaliacdo dos efeitos das diferentes condigbes de suple-
mentacgao sobre o ambiente fisioldgico durante o exercicio.

Com o objetivo de investigar a resposta tardia ao esforgo fisico e os efeitos da su-
plementacao, conforme detalhado na Seg¢ao 5.2, amostras adicionais foram obtidas imedia-
tamente apds o término do teste, bem como uma e duas horas depois. As amostras de 4 mL
foram processadas em até duas horas apds a coleta, a fim de preservar a integridade dos
biomarcadores. O processamento consistiu em centrifugagdo padronizada a 3000 rpm por
10 minutos a 4°C, seguida da separagao e transferéncia do soro para tubos identificados.

Por fim, as amostras foram armazenadas a -80 °C'11.112,

5.5  ANALISE DOS BIOMARCADORES DO METABOLISMO OSSEO

Os valores dos biomarcadores ésseos -CTX-I, PINP e PTH foram corrigidos para

alteragdes no volume plasmatico utilizando a equacéo descrita por Dill e Costill (1974), a qual
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permite estimar variagdes percentuais nos volumes sanguineos totais, celulares e plasmati-
cos com base nas concentragdes de hemoglobina (Hb) e hematdcrito (Hct) antes e apods a
intervencao'3. Essa abordagem é utilizada para ajustar possiveis alteragdes na concentra-
¢ao dos biomarcadores decorrentes de variacdes no volume plasmatico induzidas pelo exer-
cicio, como contragao ou expansao do plasma, assegurando maior precisédo na interpretacao
dos resultados. A aplicagao desse método baseia-se na suposigao de que o conteudo de
hemoglobina néo se altera com o deslocamento de fluidos, permitindo o calculo da variagao
de volume plasmatico e, consequentemente, a corre¢cdo dos valores observados para uma
estimativa mais fidedigna da resposta biologica''3. No entanto, devido a indisponibilidade de
dados hematoldgicos em algumas coletas, a corregao pdde ser aplicada apenas a parte das
amostras. Por esse motivo, as analises apresentadas na secao de resultados referem-se

exclusivamente aos dados completos, sem ajuste para variagado do volume plasmatico.

5.6 PROTOCOLO DE SUPLEMENTACAO

A dosagem dos suplementos foi definida com base em estudos prévios que demons-
traram a eficacia de 0.3 g-kg™' de bicarbonato de sddio para induzir alcalose e 0.15 g-kg™' de
cloreto de amonio para induzir acidose''4. Essas quantidades foram selecionadas para pro-
vocar alteragdes significativas no pH sanguineo, sem causar desconforto excessivo ou riscos
a saude''®. Os suplementos foram administrados em capsulas opacas e indistinguiveis para
garantir a dupla ocultagdo e minimizar o viés na percepgao dos participantes, seguindo pra-
ticas metodoldgicas reconhecidas em estudos de manipulagéo do pH.

Para reduzir o risco de desconforto gastrointestinal associado a ingestéao de bicarbo-
nato de sédio ou cloreto de amoénio, a administracdo dos suplementos foi fracionada em
quatro doses, com intervalos de 10 minutos entre elas. Esse fracionamento favoreceu a ab-
sorgao gradual das substancias e minimizou efeitos adversos, como nauseas e desconforto
abdominal. A ultima dose foi ingerida 30 minutos antes do inicio do teste de ciclismo prolon-
gado, com base em estudos que indicam o pico de efeito entre 60 e 90 minutos apds a
ingestao''®. Essa estratégia garantiu que os efeitos fisioldgicos estivessem ativos durante o
exercicio.

O cegamento foi adotado para preservar a integridade metodolégica do estudo, com
a equipe de investigacao dividida em dois grupos: investigadores cegos e ndo cegos. Os
investigadores ndo cegos foram responsaveis pela randomizagédo dos tratamentos e pela
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analise das gasometrias, mantendo o conhecimento sobre a suplementagdo administrada
para acompanhar as alteragdes no pH sanguineo em tempo real. Por outro lado, os investi-
gadores cegos, que interagiram diretamente com os participantes, nao tiveram acesso a
identificacdo das condigbes de suplementagdo, assegurando uma condugéo neutra dos tes-
tes e das coletas de dados. O uso desse modelo de cegamento duplo é amplamente reco-
nhecido na literatura por minimizar o viés de observador e garantir que os resultados reflitam
os efeitos fisioldgicos da suplementagao, independentemente de influéncias psicoldgicas ou

expectativas associadas ao tratamento recebido

5.7 RECRUTAMENTO E SELECAO

O recrutamento dos participantes foi realizado por meio de um formulario online no
Google Forms®, no qual os candidatos forneceram informacdes sobre histérico de saude,
uso de suplementos, pratica de atividade fisica e disponibilidade para participagcédo no estudo.
Essa triagem inicial permitiu a identificacdo dos individuos elegiveis e a exclusdo dos que
nao atendiam aos critérios estabelecidos, assegurando padronizagao e qualidade da amos-

tra. O formulario utilizado, apresentado em formato de tabela, encontra-se no Apéndice B.

5.7.1 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao foram definidos para garantir a consisténcia e validade dos
dados, evitando interferéncias que pudessem comprometer a analise das respostas fisiolo-
gicas ao protocolo experimental. Foram adotados os seguintes critérios:

1. Suplementacao de beta-alanina: participantes que utilizavam beta-alanina foram ex-
cluidos devido ao efeito tamponante de longo prazo dessa substancia, que aumenta
a concentragdo de carnosina muscular e neutraliza a acidose intramuscular'’. O pe-
riodo de washout da beta-alanina pode durar entre 4 e 16 semanas, o que compro-
meteria a analise precisa dos efeitos das suplementacgdes alcalina e acidificante.

2. Uso de creatina: o uso foi permitido, desde que mantidos a dose e o padrao de con-
sumo habitual. Alteragdes na ingestdo dessa substancia poderiam influenciar a capa-
cidade de explosao muscular e a recuperagao entre esforcos de alta intensidade, in-

troduzindo variabilidade nos resultados.
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3. Suplementos que alteram o equilibrio acido-base: suplementos como bicarbonato
de sddio foram permitidos apenas nos dias de teste, conforme o protocolo experimen-
tal, para garantir que as respostas observadas resultassem exclusivamente das inter-
vengdes aplicadas.

4. Suplementos que influenciam o metabolismo 6sseo: foram excluidos participantes
gue consumiam regularmente vitamina D, calcio, horménios ou outros compostos que
pudessem alterar os biomarcadores de remodelagao 6ssea -CTX-1 e P1NP.

5. Condigoes de saude: individuos com doencgas crénicas, como diabetes, hipertensao
e doencas renais, foram excluidos, devido ao impacto dessas condicdes no metabo-
lismo acido-base e na resposta ao exercicio prolongado?°.

Por fim, os participantes foram orientados a nao iniciar novos suplementos durante
o estudo e a manter inalterado o padrédo de consumo daqueles ja utilizados, como proteinas,

aminoacidos e cafeina, preservando a homogeneidade da amostra.

5.8 AVALIACAO DA COMPOSICAO CORPORAL

As medi¢des antropométricas foram realizadas por investigadores certificados pela
Sociedade Internacional para o Avango da Cineantropometria (ISAK), cuja certificacdo asse-
gura a aplicagao consistente das técnicas entre as visitas, garantindo a precisao e a compa-
rabilidade dos dados. A estimativa do percentual de gordura corporal (%G) foi realizada uti-
lizando a formula de Siri’'8, por meio da equac3o:

496
%G = T - 450

Para o calculo da densidade corporal (D), foi aplicada a equagéo validada por Pe-
troski (1996), desenvolvida para populagdes brasileiras’'®. O estudo original de Petroski in-
cluiu 672 individuos (281 mulheres e 391 homens) com idades entre 18 e 66 anos, utilizando
a pesagem hidrostatica como método de referéncia. Os resultados demonstraram alta preci-
sdo, com erros padroes de estimativa (EPE) inferiores a 0.009 g-mL"", conferindo elevada
confiabilidade ao método. A escolha dessa equacao justifica-se pela adequacéao ao perfil da
populagao avaliada e pela solida base metodolégica que a sustenta, garantindo uma analise

mais consistente e precisa da composi¢ao corporal.
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59 CLASSIFICACAO DO NiVEL DE DESEMPENHO

Os participantes foram classificados em niveis de desempenho denominados Per-
formance Level (PL), de acordo com a metodologia proposta por De Pauw e colaboradores
(2013)'%4. Esses niveis categorizam ciclistas em cinco graduagdes (PL1 a PL5), que abran-
gem desde individuos recreacionais nao treinados (PL1) até atletas profissionais de elite
(PL5). A classificacao considera parametros fisiolégicos e de treinamento, como poténcia

relativa, VO2max, volume semanal de treino e experiéncia no ciclismo.

5.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos aplicaveis a
pesquisas envolvendo seres humanos, tendo sido previamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa, conforme o Certificado de Apresentacdo para Apreciagdo Etica (CAAE)
n°® 17970619.7.0000.0065.

Antes do inicio dos procedimentos, todos os participantes receberam uma explicacéo
detalhada sobre os objetivos, métodos, potenciais riscos e beneficios associados ao estudo.
As orientag¢des foram fornecidas em uma sessao individual, durante a qual todas as duvidas
foram devidamente esclarecidas, assegurando a plena compreensao da pesquisa e a deci-
sao voluntaria de participacédo. Apos essas explicagdes, cada participante assinou o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), formalizando seu consentimento e reconhe-
cendo seu entendimento sobre as condicdes e implicagdes do estudo. O TCLE encontra-se
disponivel no Apéndice C deste documento.

Por fim, a pesquisa garantiu o anonimato e a confidencialidade dos dados, seguindo
rigorosamente as diretrizes da Declaracao de Helsinque e da Resolugao n° 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, que regulamentam a condugéo de pesquisas com seres hu-

manos no Brasil120.121,

5.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi estruturada para investigar os efeitos da suplementacéo e do
exercicio sobre variaveis fisioldgicas e metabdlicas ao longo do tempo, incluindo possiveis
interagdes entre condicbes e momentos avaliados. Antes da aplicacdo dos modelos, os da-

dos foram verificados quanto a consisténcia e aos pressupostos estatisticos, como presenca
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de outliers, homocedasticidade, linearidade e normalidade dos residuos, com apoio de testes
e visualizagbes apropriadas.

A andlise inferencial foi conduzida com modelos lineares mistos. Os efeitos fixos in-
cluiram o tempo de coleta das medidas, a condicdo de suplementacao e a interagao entre
ambos, enquanto os individuos foram modelados como efeitos aleatérios, permitindo aco-
modar a variabilidade interindividual. Para capturar possiveis padrées nao lineares nas res-
postas ao longo do tempo, utilizou-se uma fungdo baseada em B-splines cubicas, com um
no posicionado no minuto 70, o que garantiu maior flexibilidade na modelagem sem compro-
meter a generalizagao dos resultados. A significancia estatistica dos termos foi avaliada por
ANOVA tipo Il, com testes F, e, quando apropriado, foram realizadas comparacgdes par-a-par
com ajustes pelo método de Hochberg. Todas as analises foram realizadas no software R®
(versdo 4.2.2; R Core Team®, Vienna, Austria), com nivel de significancia de 5%.

Os resultados estao apresentados em média + desvio padrdo, acompanhados de
intervalos de confianca de 95% para cada estimativa e tamanhos de efeito, de forma a refletir

tanto a significancia estatistica quanto a relevancia pratica dos achados.
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6 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

O estudo contou com o recrutamento de 21 participantes, conforme apresentado no
fluxograma (Figura 10), elaborado de acordo com as diretrizes do Consolidated Standards
of Reporting Trials (CONSORT). Um participante foi excluido devido a histérico de cirurgia
bariatrica, e outros oito desistiram ao longo do processo. Assim, 12 participantes completa-
ram todas as etapas do estudo, incluindo as avaliagées do consumo alimentar, dos parame-

tros de pH, dos biomarcadores ésseos (B-CTX-l e PINP) e do desempenho fisico.

Figura 10 — Fluxograma do recrutamento, exclusao e participagao no estudo

21 participantes recrutados

8 participantes desistiram:

Medo de tirar sangue (n = 1)

Dor muscular pos-teste (n = 1)
Acidente de moto com fratura (n = 1)
Agenda de trabalho (n = 3)

Nao completou a familiarizagéo (n = 1)
Mudanga de cidade (n = 1)

1 participante excluido:

Pds bariatrico (n = 1)

12 participantes completaram os testes

Fonte: elaboracgao prépria.

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS PARTICIPANTES

Os participantes apresentaram caracteristicas compativeis com atletas recreacionais

bem condicionados. Os valores médios de VOzpico (55.8 + 7.2 mL-kg-"min-') e o percentual
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de gordura corporal médio (18.0 + 4.0%) estdo apresentados na Tabela 1. Também foram
reportados a massa livre de gordura (MLG) e o indice de massa corporal (IMC). No teste de
poténcia, a poténcia maxima absoluta média foi de 284.9 + 29.5 W, enquanto a poténcia
relativa média foi de 3.7 + 0.4 W-kg™.

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e de desempenho dos participantes do estudo

Idade (anos) 35.0+8.1
Estatura (m) 1.75+£0.05
Massa corporal (kg) 77.1+6.9
indice de Massa Corporal (kg-m?) 251+13
Percentual de Gordura Corporal (%) 18.0 £ 4.0*
Massa Livre de Gordura (MLG) (kg) 63.6 +6.7*
VO.max (ml-kg'-min-') 55.8 £ 7.2*
Poténcia maxima absoluta (W) 2849+ 295
Poténcia maxima relativa (W-kg™) 3704

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Os valores de percentual de gordura
corporal, MLG e VO,max (indicados com *) foram calculados com base em 11 participantes
devido a indisponibilidade dos dados de um dos voluntarios. Fonte: elaboragéo propria.

6.1.1 Classificagao do nivel de desempenho

A distribuicao dos participantes entre os niveis de desempenho foi de 72.7% para o
grupo PL2 e 27.3% para o grupo PL3. A Tabela 2 apresenta a categorizagao dos individuos
com base na poténcia maxima (Wmax) absoluta e relativa, bem como o pico de consumo

maximo de oxigénio (VOzpico), expresso em valores absolutos e relativos.

Tabela 2 — Dados e classificagdo do nivel de desempenho dos participantes do estudo

PL Na!n_ero de Wmax Wmax relativa | VOzpico relgtivo VOzpico al_osoluto
participantes | Absoluta (W) (W-kg™) (mL-kg'-min-) (mL-min)
PL2 8 301.0+9.7 40+0.3 49.6 + 3.4* 4141.1 £ 427.0*
PL3 3 304.0 £ 26.9 3.9+0.6 60.7 £ 4.9* 4976.7 £ 400.1*
Os valores VOgpico relativo e absoluto (indicados com *) foram calculados com base em 11

participantes devido a indisponibilidade dos dados de um dos voluntarios. Fonte: elaboragao prépria.
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6.1.2 Avaliacao do consumo alimentar

Os modelos lineares mistos indicaram auséncia de diferengas significativas entre as
condi¢des experimentais quanto a ingestdo energética total (VET, kcal; p = 0.96), carboidra-
tos (CHO, g-kg'-dia'; p = 0.58), proteinas (PTN, g-kg'-dia*!; p = 0.57), gorduras (Gord, g-kg-

-dia”"; p = 0.50) e célcio (Ca, mg; p = 0.69), conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11 — Distribuicdo do consumo alimentar nas diferentes condi¢ées de suplementagéo
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Boxplots representando a ingestao energética (VET), carboidratos (CHO), proteinas (PTN), gorduras (Gord) e
célcio (Ca) nas condigbes AC (laranja), ALC (azul) e PLA (verde), com os valores individuais sobrepostos.
Para o grafico de calcio, o eixo Y foi limitado a 1500 mg para melhor representar a tendéncia central dos dados,
apesar da presencga de um valor mais alto. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre as condi¢cdes para nenhuma das variaveis (p > 0.05; modelos lineares mistos). Fonte: elaboracgéo prépria.

6.2 PERFORMANCE DURANTE OS TESTES

A analise da performance nos sprints realizados ao longo do teste de ciclismo pro-
longado revelou efeito significativo do tempo (sprint) sobre a poténcia de pico (Wmakx;
p < 0.001), com redugéo progressiva ao longo das repeticdes, possivelmente associada a
fadiga acumulada. Nao foram observados efeitos significativos da condi¢do de suplementa-

¢éo (p = 0.14) nem da interagdo tempo x suplemento (p = 0.29).
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Para a poténcia média (Wmed), também foi observado efeito significativo do tempo
(p = 0.03), enquanto a condi¢ao de suplementacgéo (p = 0.06) e a interagao tempo x suple-
mento (p = 0.06) ndo atingiram significancia estatistica. Esses resultados estdo apresentados

na Figura 12.

Figura 12 — Evolugédo da Wpico e Wmed ao longo dos seis
sprints nas diferentes condigbes experimentais
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Valores médios + desvios-padréo da poténcia de pico (Wpico, painel esquerdo) e poténcia média (Wmed,
painel direito) ao longo de seis sprints nas condi¢gdes AC (laranja), ALC (azul) e PLA (verde). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre as condigbes (p > 0.05). Fonte: elaboracgéo propria.

Além disso, as variaveis de desempenho no teste de Wingate de 30 segundos nao
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas entre as condicdes de suplementa-
¢ao. Wmax, Wmed e trabalho total (TT) mostraram valores médios semelhantes entre os
grupos (p =0.71, p=0.93 e p = 0.91, respectivamente), e as comparagdes pos-hoc corrigidas
pelo método de Hochberg confirmaram a auséncia de diferengas entre pares de condigbes

(p > 0.78). Os resultados estéo apresentados na Figura 13.

Figura 13 — Desempenho no teste de Wingate de 30 segundos nas diferentes condigbes

Wipico (média + DF)
Wined (média + DF)
TT (média + DR}

Condigso Condigso Condigto

Os graficos mostram a média + desvio-padrao para Wpico, Wmed e trabalho total (TT) nas condi¢ées AC (laranja),
ALC (azul) e PLA (verde). Nao houve diferengas significativas entre as condigdes (p > 0.05). Fonte: elaboragéo propria.
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6.3 EFEITO DAS INTERVENCOES NO EQUILIBRIO ACIDO-BASE

A Figura 14 apresenta as médias e os desvios-padrao dos valores de pH sanguineo,
bicarbonato (HCOs.), calcio idnico (iCa) e lactato sanguineo ao longo do tempo, de acordo
com os diferentes suplementos administrados. Devido a falha técnica no analisador de ga-
ses, a corregao para variagdes no volume plasmatico foi aplicada em 50% das amostras,
sem impacto significativo nos resultados; por esse motivo, os dados apresentados referem-
se as amostras nao corrigidas, de modo a incluir a totalidade das coletas.

Para todos os desfechos analisados, foram observados efeitos estatisticamente sig-
nificativos do tempo, do tipo de suplemento e da interagao entre esses fatores. No pH san-
guineo, os efeitos foram: tempo (F=11.91, p <0.0001), suplemento (F=1616.29, p <0.0001)
e interacéo (F = 22.39, p < 0.0001). Para o bicarbonato, os valores correspondentes foram:
tempo (F =66.83), suplemento (F=983.98) e interagéo (F=13.91), todos com um p < 0.0001.
No calcio ionizado, os efeitos de tempo (F = 4.87, p < 0.001), suplemento (F = 632.08, p <
0.0001) e interagéo (F = 13.26, p < 0.0001) também se mostraram significativos. Por fim,
para o lactato sanguineo, houve efeito do tempo (F = 77.39, p < 0.0001), suplemento (F =

83.47, p < 0.0001) e da interagao tempo x suplemento (F = 2.76, p = 0.005).

Figura 14 — Variacao dos paradmetros sanguineos ao longo
do tempo nas diferentes condi¢gbes de suplementagao
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Os graficos mostram a média + desvio-padrao para pH, bicarbonato (HCOs.), calcio idnico (iCa) e
lactato sanguineo durante os testes experimentais. Houve diferengas significativas entre as con-
digbes, ao longo do tempo e na interagédo tempo x condic¢ao (p < 0.05). Fonte: elaboragéo propria.
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A Figura 15 apresenta as predi¢des dos modelos lineares mistos para os parametros
sanguineos analisados, considerando as trés condi¢cdes de suplementacéo. Para o pH, os
valores estimados diferiram significativamente entre todas as condi¢gbes a partir do tempo 0,
com destaque para as diferencas entre bicarbonato de sodio (ALC) e placebo (PLA) (A =
0.13 [0.11; 0.15], p < 0.001) e entre cloreto de aménio (AC) e ALC (A =-0.24 [-0.26; -0.22],
p < 0.001) aos 125 minutos. Para o bicarbonato, os valores estimados se distanciaram pro-
gressivamente ao longo do tempo, com diferengas significativas em praticamente todos os
pontos analisados, sendo a maior observada entre ALC e AC (A = -15.00 [-16.76; -13.23],
p < 0.001) em 127.5 minutos, momento imediatamente apds o término do teste. No calcio
ibnico, o modelo indicou valores significativamente menores em ALC comparado a PLA e
maiores em AC comparado a ambas as condigdes, com diferengas de até 0.18 mmol/L entre
AC e ALC (IC95%: 0.15; 0.20, p < 0.001) em 125 minutos. Por fim, para o lactato sanguineo,
observou-se uma elevagao progressiva durante o exercicio em todas as condi¢des, com va-
lores consistentemente mais baixos na condicdo AC em comparagcao as demais. A menor
resposta foi evidenciada a partir dos primeiros minutos de esforgo, com diferencga significativa
entre AC e ALC a partir de 10 minutos (A = -1.25 [-2.22; -0.28], p = 0.01), atingindo até -2.72
mmol/L (IC95%: -3.45; -1.99, p < 0.001) em 75 minutos.

Figura 15 — Graficos de tendéncia das alteragbes no pH sanguineo, bicarbonato sangui-
neo (HCOs.), calcio ionizado (iCa) e lactato ao longo do tempo nas diferentes condigdes
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6.4 EFEITO DAS INTERVENCOES NOS BIOMARCADORES OSSEOS

A Figura 16 apresenta, lado a lado, a variagdo dos biomarcadores 6sseos, B-CTX-|
e P1NP, e PTH ao longo do tempo nas trés condigdes experimentais: placebo (PLA), cloreto
de amodnio (AC) e bicarbonato de sédio (ALC). Os painéis mostram as meédias preditas pelos

modelos lineares mistos ajustados, acompanhadas dos intervalos de confianca de 95%.

Figura 16 — Variacao dos biomarcadores do metabolismo dsseo (B-CTX-1 e P1NP)
e PTH ao longo do tempo nas diferentes condigdes de suplementacao
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Fonte: elaboragao prépria.

Para o B-CTX-I, os modelos indicaram efeitos significativos ao longo do tempo (F =

13.66; p < 0.0001), entre os suplementos (F = 25.15; p < 0.0001) e na interagdo tempo x
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suplemento (F = 3.22; p = 0.002). Observa-se, por exemplo, que a condi¢ao ALC apresentou
valores mais elevados nos tempos posteriores, enquanto AC manteve niveis mais baixos ao
longo do tempo. Para o P1NP, houve efeito do tempo (F = 11.36; p < 0.0001) e da condi¢ao
de suplementacao (F = 10.44; p < 0.0001), sem interag&o significativa entre tempo x suple-
mento (F = 1.35; p = 0.22), sugerindo que, apesar das variagdes, as curvas seguiram padroes
semelhantes entre as condicoes.

Na analise dos valores preditos, 0 modelo identificou diferencas estatisticamente sig-
nificativas entre as condicdes para o -CTX-l em momentos especificos. A partir de 90 mi-
nutos, os valores foram consistentemente mais altos com ALC em comparag¢do a AC, com
diferencas significativas em 90 min (A = -0.09 ng/dL; IC =-0.16 a -0.03), 120 min (A =-0.12
ng/dL; IC = -0.18 a -0.07), 127.5 min (A = -0.13 ng/dL; IC = -0.19 a -0.07), 187.5 min (A = -
0.17 ng/dL; IC = -0.26 a -0.07) e 247.5 min (A = -0.14 ng/dL; IC = -0.25 a -0.04), todos com
p <0.05. Para o PINP, embora o modelo geral ndo tenha identificado interagao significativa,
observou-se que AC apresentou valores significativamente menores em relacédo a PLA e
ALC nos tempos de 90 min (A =-8.92 ng/dL; IC = -16.39 a -1.46), 120 min (A =-9.96 ng/dL;
IC =-16.71 a-3.20) e 127.5 min (A =-9.94 ng/dL; IC = -16.71 a -3.18), com p < 0.05.

Em relacdo ao PTH, diferengas significativas foram observadas ja no tempo O,
quando ALC apresentou valores mais elevados em comparagao a PLA (A = 18.99 pg/mL; IC
=1.75a36.23) e a AC (A =-20.81 pg/mL; IC = -38.52 a -3.10), ambos com p < 0.05. Dife-
rencas consistentes entre ALC e AC foram mantidas a partir de 30 min, com maiores con-
centragdes para ALC nos tempos de 30 min (A =-33.98 pg/mL; IC =-48.02 a -19.94), 60 min
(A = -44.54 pg/mL; IC = -57.31 a -31.77), 90 min (A = -49.38 pg/mL; IC = -63.38 a -35.38),
120 min (A = -46.52 pg/mL; IC = -59.15 a -33.90), 127.5 min (A = -44.86 pg/mL; IC = -57.39
a -32.34) e 187.5 min (A = -26.91 pg/mL; IC = -47.02 a -6.81), todos com p < 0.05. Compa-
rando ALC e PLA, as diferengas também foram significativas nesses mesmos tempos, vari-
ando de A = 28.09 a A = 37.34 pg/mL, enquanto AC néo diferiu de PLA na maior parte das

coletas.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a manipulagao aguda do equilibrio acido-base
sanguineo, por meio da suplementagdo com bicarbonato de sédio (ALC) ou cloreto de amo-
nio (AC), resultou em alterac¢des significativas nos biomarcadores do metabolismo ésseo du-
rante e apds exercicio prolongado com sprints intermitentes em ciclistas treinados. Contra-
riando a hipotese inicial — de que a acidose induzida por AC aumentaria os niveis de 3-CTX-
I e a alcalose induzida por ALC os reduziria —, a alcalose metabdlica esteve associada a um
aumento da reabsorgao 0ssea aguda, indicada por maiores concentragdes de B-CTX-I, en-
guanto a acidose metabdlica atenuou essa resposta e promoveu leve supressdo do marca-
dor de formacao 6ssea (P1NP). Além disso, o PTH apresentou elevagao pronunciada sob
alcalose e reducao sob acidose, acompanhando o padrao observado para o calcio ionizado
e sugerindo um papel mediador desse hormdnio nas respostas ésseas ao desafio acido-
base. Apesar das mudancgas pronunciadas no estado acido-base e no metabolismo interme-
diario, ndo foram observados efeitos claros sobre o desempenho fisico nos protocolos avali-

ados.

7.1 HOMOGENEIDADE DA AMOSTRA E CRITERIOS DE DESEMPENHO

Os 12 participantes do estudo apresentaram caracteristicas homogéneas de atletas
ciclistas recreacionais bem treinados, conforme planejado no delineamento. A média de
VO2pico relativa foi de 55.8 mL-kg'-min-!, valor compativel com o observado em ciclistas
amadores treinados. De acordo com a metanalise de Galan-Rioja e colaboradores (2023),
que analisou sete estudos com 161 ciclistas treinados (idade média de 32.5 anos), a média
de VO2max foi de 60.8 + 5.9 mL-kg''min-!, com valores variando entre aproximadamente
52.0 e 73.8 mL-kg"-min-', dependendo do protocolo e nivel de condicionamento’??. Assim,
os participantes deste estudo situam-se dentro da faixa esperada para essa populagao, indi-
cando uma amostra relativamente homogénea em termos de condicao fisica, o que reforca
que eventuais diferengas observadas decorreram das intervencdes experimentais, € ndo de
disparidades no nivel de treinamento.

Para fins de classificagdo em niveis de performance (PLs), foi adotado o VOz2pico

relativo como critério primario, seguindo a referéncia de De Pauw e colaboradores (2013)14
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e permitindo comparagdes diretas com outros estudos. Essa abordagem prioriza a capaci-
dade aerdbica maxima como marcador comparativo entre individuos, independentemente de
diferencas na massa corporal.

Por outro lado, a poténcia maxima absoluta (Wmax) obtida no teste incremental foi
utilizada como base para a prescrigdo e individualizagado das cargas no teste prolongado.
Essa decisdao metodolégica foi tomada por representar diretamente a carga mecanica total
aplicada ao sistema musculoesquelético, variavel especialmente relevante em investigagdes
sobre sobrecarga osteomuscular e estimulo 6sseo 07109,

Portanto, embora a classificacdo dos PLs tenha se baseado no VOzpico relativo, a
prescrigao e individualizagao das cargas no teste prolongado seguiram a légica proposta por
Perim e colaboradores (2021), com a modificagao intencional de substituir a poténcia relativa
pela poténcia maxima absoluta (Wmax). Essa adaptagao visou minimizar o impacto de vari-
acdes na composicao corporal e garantir maior precisdo na analise das respostas fisioldgicas

ao esforgo prolongado, especialmente aquelas relacionadas ao metabolismo 6sseo'%.

7.2 ANALISE DO CONSUMO ALIMENTAR

A ingestao dietética dos participantes manteve-se consistente entre as condigbes
PLA, ALC e AC, conforme indicado pelos boxplots (Figura 9) e pela auséncia de diferengas
estatisticamente significativas nas variaveis analisadas (p > 0.49). As médias de ingestédo
energética foram de 2605.0 + 1089.1 kcal (AC), 2594.2 + 1038.3 kcal (ALC) e 2648.4 + 1278.2
kcal (PLA). A ingestédo de carboidratos foi de 4.54 + 1.88, 4.28 + 1.96 e 4.10 + 2.25 g-kg™"-
dia!, respectivamente — valores abaixo da recomendacgéo de 6-10 g-kg~'-dia™" para sessoes
de 1 a 3 horas de exercicio moderado a intenso'?3. Por outro lado, a ingestio proteica
(1.42-1.54 g-kg'-dia') esteve dentro do intervalo sugerido para atletas de endurance
(1.2-2.0 g-kg'-dia"), e a ingestdo de calcio variou de 616.9 a 782.4 mg-dia™, inferior ao re-
comendado (= 1000 mg-dia-'), mas relativamente estavel entre as condigdes.

Importa destacar que a auséncia de diferengas significativas entre as condigdes re-
forga que a ingestao dietética foi semelhante entre os testes, minimizando o risco de viés
nutricional na interpretagcéo dos efeitos acido-base. Essa uniformidade € metodologicamente
relevante, considerando que a baixa disponibilidade de energia, carboidratos ou célcio pode
modular negativamente o metabolismo 6sseo frente ao exercicio'?*. Assim, os achados do

presente estudo podem ser atribuidos com maior confianca as manipulagdes acido-base.
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7.3  ALTERACOES ACIDO-BASE E SUAS INTERACOES COM O CALCIO

As intervengdes de suplementacao foram eficazes em induzir estados contrastantes
de alcalose e acidose metabdlica, possibilitando a avaliagdo de suas repercussoes fisiologi-
cas. As analises de gasometria e metabdlitos sanguineos confirmaram alteragées pronunci-
adas no equilibrio acido-base ao longo do tempo nas diferentes condi¢des (p < 0.0001). Es-
pecificamente, a ingestao aguda de bicarbonato de sédio elevou o pH sanguineo em aproxi-
madamente 0.1-0.2 unidades em relagc&o ao placebo. Por outro lado, a ingestao de cloreto
de amonio (0.15 g-kg™!, condigdo AC) reduziu o pH em magnitude semelhante. Essas varia-
¢bes sdo amplamente consideradas fisiologicamente relevantes, dado que alteragbes de
apenas 0.1 unidade de pH ja sao suficientes para modificar a atividade enzimatica e meca-
nismos regulatoérios, incluindo o aumento da fragao de iCa e a liberagao de PTH, como de-
monstrado em estudos com humanos durante acidose induzida por exercicio ou manipulagao
laboratorial do pH125126,

Além da modulagédo do pH, observou-se um aumento significativo na concentragao
plasmatica de bicarbonato na condi¢cao ALC, e uma deplegcao acentuada na AC, com dife-
rengas superiores a 15 mmol-L" entre os extremos ao final do esforgo. Tais alteragdes su-
peram amplamente a variabilidade fisiol6gica basal e estdo de acordo com estudos classicos
que descrevem os efeitos sistémicos de disturbios acido-base agudos'”:126-128,

Essas alteragdes no equilibrio acido-base também se refletiram diretamente na con-
centracao de calcio ionizado (iCa). Estudos com humanos demonstraram que a acidose pro-
move aumento do iCa plasmatico, enquanto a alcalose reduz seus niveis, devido a maior
ligagdo do Ca?* as proteinas plasmaticas em pH elevado'”'%6. No presente estudo, cerca de
90 minutos apds o inicio do protocolo, o iCa na condigao AC estava aproximadamente 0.18
mmol-L-' acima do valor observado em ALC. Essa diferenga foi acompanhada por uma ele-
vacao significativa de PTH na condi¢ao ALC em relagdo a AC e PLA, mantida até o final do
protocolo, sugerindo que a redugao do iCa induzida pela alcalose atuou como gatilho para a
resposta do paratorménio. Tal achado é compativel com o que foi descrito por Ljunghall e
colaboradores (1985), que demonstraram em humanos a influéncia da acidose induzida pelo
exercicio na elevacédo do iCa em nivel regional (sangue da perna exercitada) e sistémico,
com regressao direta entre a queda do pH e o aumento da fragao ionizada do célcio’?. De
forma complementar, os achados de Kohrt e colaboradores (2018) reforgam a relevancia

funcional dessa modificagao: em um estudo com clamp de calcio iébnico durante exercicio,
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os autores mostraram que manter o iCa atenuava, mas néo eliminava, o aumento do PTH e
do B-CTX-I, sugerindo que o declinio do iCa induzido por alcalose ou exercicio vigoroso atua
como sinal critico na ativagao do eixo PTH-osso"”.

No que tange ao metabolismo energético, a condigdo AC apresentou acumulo signi-
ficativamente menor de lactato sanguineo ao longo do exercicio, com diferengas detectaveis
desde os primeiros minutos. Aos 75 minutos, por exemplo, o lactato médio em AC foi de
aproximadamente 3.4 mmol-L-", enquanto em ALC foi de 6.1 mmol-L-' (p <0.001). Esse perfil
sugere uma modulagdo do metabolismo em diregdo a vias mais oxidativas, possivelmente
como forma de compensacéao frente ao ambiente acidético. Por outro lado, ALC apresentou
0s maiores valores de lactato, o que esta de acordo com a literatura que indica que ambientes
alcalinos retardam a inibicdo da glicolise anaerdbia e favorecem a producgao de lactato sob
exercicio intenso'%%:129, Essa diferenca metabdlica, entretanto, ndo se refletiu em alteragbes
claras no desempenho externo — aspecto que sera discutido em maior profundidade na pro-
Xima secao.

Importa destacar que o delineamento experimental simula com fidelidade estados
fisiolégicos agudos semelhantes aos observados em contextos reais de suplementagao tam-
ponante em atletas’'>130. A magnitude das alteragbes induzidas, associada a auséncia de
efeitos adversos limitantes reportados, reforga a efetividade do protocolo de administragao —
com capsulas fracionadas e tempo de absor¢ao adequado. Isso garante que os efeitos ob-
servados nos desfechos subsequentes, especialmente relacionados ao metabolismo 6sseo,

ocorreram sob condi¢gdes bem definidas de alcalemia e acidemia extracelular.

7.4 INFLUENCIA DAS ALTERACOES DE PH NA PRODUGCAO DE POTENCIA

Apesar da manipulagao eficaz do pH extracelular pelas intervengdes, nao foram ob-
servadas diferengas de desempenho entre as condi¢des durante os sprints repetidos de 10
segundos nem no teste de Wingate de 30 segundos. A alcalose metabdlica promoveu ele-
vacao significativa e sustentada do pH e do bicarbonato sanguineo, enquanto a acidose in-
duziu redugbes compativeis com acidemia moderada. Ainda assim, essas alteragées nao
resultaram em efeitos detectaveis sobre a poténcia gerada ou o trabalho realizado.

A elevagao do lactato sanguineo em todas as condigdes (> 8 mmol/L) indica ativagao
glicolitica relevante e acumulo de ions H*, ou seja, houve acidose sistémica suficiente para

justificar um eventual beneficio do tamponamento — o que n&o se concretizou. Resultados
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semelhantes foram observados por Perim e colaboradores (2021), que reportaram auséncia
de efeito ergogénico da beta-alanina em ciclistas apds protocolo prolongado de alta intensi-
dade, mesmo com aumento significativo da carnosina muscular'®. De modo semelhante,
Flinn e colaboradores (2014) demonstraram que a alcalose metabdlica ndo atenuou a queda
de desempenho sob hipoxia, sugerindo que outros fatores, como a entrega de oxigénio ou o
estado de fadiga, podem limitar o beneficio do tamponamento'?®. Além disso, a literatura
indica que os efeitos ergogénicos do bicarbonato tendem a ser mais consistentes em esfor-
cos continuos de 1 a 10 minutos'S, enquanto sua eficacia em sprints muito curtos ou sob
fadiga acumulada é mais variavel e dependente de fatores individuais'°.

Esse cenario ajuda a contextualizar porque, diferentemente do que foi observado no
presente estudo, Dalle e colaboradores (2021) relataram melhora significativa na perfor-
mance de um sprint final de 90 segundos ap6s uma simulagdo de prova de ciclismo de 3
horas, com protocolo de suplementacado escalonada de bicarbonato antes e durante o exer-
cicio'®'. Essa divergéncia pode ser parcialmente explicada pela maior duragdo e continui-
dade do sprint final aplicado por Dalle, potencialmente mais sensivel ao tamponamento ex-
tracelular do que os sprints curtos e intermitentes de 10 segundos utilizados aqui. Mesmo o
teste de Wingate, ainda que mais préximo do intervalo ideal de duragéo (30s), talvez ndo
tenha imposto estresse glicolitico suficientemente alto para gerar um ambiente acidético no
qual o tamponamento externo pudesse exercer efeito ergogénico relevante. Além disso, as
intensidades adotadas ao longo do teste de Dalle — variando entre 60% e 90% do limiar de
lactato por 3 horas continuas — resultaram em uma carga metabdlica acumulada mais ele-
vada em comparagao ao presente protocolo, que teve menor duragéo total (125 minutos) e
incluiu intensidades oscilantes entre 40% e 75% da Wmax. Tais diferencas no perfil de es-
forgo, associadas ao maior tempo sob alcalose induzida pela estratégia escalonada de su-
plementacao, podem ter contribuido para os efeitos positivos observados no estudo de Dalle,
enquanto, no presente estudo, a combinagao entre menor duragao do esfor¢o, menor carga
metabdlica acumulada e caracteristicas dos sprints testados pode ter limitado a manifesta-
cao de qualquer beneficio ergogénico associado a alcalose metabdlica.

Além disso, é plausivel que, mesmo com a elevagao sustentada do pH, outros fato-
res fisioldgicos tenham exercido maior influéncia sobre o desempenho nos sprints finais. Por
exemplo, é provavel que a deplegao de fosfocreatina, a fadiga neuromuscular e o volume

total de trabalho (~2 horas) tenham se sobreposto aos potenciais efeitos do pH extracelular
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elevado. Resultados compativeis foram reportados por Fiorenza e colaboradores (2019), que
compararam dois protocolos de sprints intermitentes de alta intensidade com trabalho total
equivalente (18x5s vs. 6x20s) e observaram que diferentes mecanismos limitantes emergi-
ram conforme a estrutura do esforgo'32. Enquanto a deplecdo de PCr teve papel mais rele-
vante na queda de desempenho com sprints curtos e pausas curtas, a acidose intramuscular
e a fadiga contratil periférica foram mais pronunciadas com sprints mais longos. Assim, os
dados aqui apresentados reforcam que, em atletas treinados e sob protocolos complexos, o
impacto ergogénico da manipulagdo do pH sistémico pode ser limitado, especialmente

quando outros fatores fisioldgicos criticos ja se encontram fortemente comprometidos.

7.5  METABOLISMO OSSEO FRENTE A MANIPULACAO ACIDO-BASE

Os marcadores de remodelacédo 6ssea apresentaram respostas inesperadas as in-
tervengdes acido-base, exigindo uma analise cuidadosa dos mecanismos fisioldgicos subja-
centes. Contrariando a hipétese inicial, a condicao AC ndo aumentou a reabsorcao ossea;
ao contrario, foi a condicado ALC que resultou nos maiores valores de B-CTX-l ao longo do
tempo. A interagcédo tempo x condig&o foi significativa para 3-CTX-l (p <0.01), com diferencas
detectaveis a partir de aproximadamente 90 minutos de protocolo. Aos 120 minutos, por
exemplo, o valor médio de B-CTX-l em ALC excedia o de AC em cerca de 0.12 ng-dL™",
diferenga que persistiu até a ultima coleta, 2 horas apods a finalizagao do teste. Esses resul-
tados indicam que, nas condi¢des testadas, a reabsorcao 6ssea aguda foi mais acentuada
sob alcalose, enquanto a acidose foi acompanhada por niveis sistematicamente mais baixos
de B-CTX-I.

Essa resposta pode ser interpretada a luz da regulagao sistémica do calcio. Durante
0 exercicio, a redugéo do iCa circulante € reconhecidamente um estimulo a secregao de
PTH, levando ao aumento subsequente da reabsorgcdo dssea. No presente estudo, a condi-
c¢ao ALC nao apenas reduziu o iCa, mas também induziu aumentos consistentes de PTH em
relacao a AC e PLA desde o inicio do protocolo, mantendo-se elevados até 187,5 min. Essa
resposta enddcrina acompanhou temporalmente a elevagao de B-CTX-I, reforgando o papel
do PTH como mediador entre a hipocalcemia relativa e a reabsor¢ao 6ssea aguda. De fato,
Wherry e colaboradores (2021) demonstraram que a redugao do iCa durante caminhada in-
tensa aumenta as concentragcdes de PTH e B-CTX-I em adultos mais velhos, indicando ati-

vacao da reabsorgdo Ossea para restabelecer a calcemia’®. Esses achados s3o reforgados
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por uma metanalise recente conduzida por nosso grupo (Dolan e colaboradores, 2024), a
qual confirmou que intervengdes com calcio — seja por infusdo, suplemento ou dieta — ate-
nuam o aumento de B-CTX-I induzido pelo exercicio, especialmente quando visam mitigar a
hipocalcemia induzida pelo esforgo’?*. Em linha com nossos dados, estudos de intervengéo
com bicarbonato de sédio também mostram que essa condi¢cédo pode reduzir o iCa e aumen-
tar o B-CTX-I, reforcando a ideia de que a hipocalcemia relativa seja um importante gatilho
para a reabsorgdo 6ssea aguda'’-?%. Barry e colaboradores (2011), por sua vez, mostraram
gue a administracdo de calcio oral antes do exercicio foi capaz de atenuar a elevacéo de
PTH durante 60 minutos de ciclismo, padrdo semelhante ao descrito por Kohrt e colabora-
dores (2018)'", embora sem efeito claro sobre o B-CTX-I imediato?®.

Neste estudo, a condicdo AC aumentou o iCa circulante (ver Seg¢ao 6.3), possivel-
mente suprimindo a secrecdo de PTH e, potencialmente, estimulando a liberacédo de calcito-
nina — hormonio que inibe a atividade osteoclastica — conforme descrito por Androgué e Ma-
dias (1998) em modelos clinicos de hipercalcemia’?”-28, Embora esses mecanismos néo te-
nham sido avaliados diretamente, eles podem explicar a menor reabsorgédo 6ssea observada
em acidose aguda. Apesar de a acidose metabdlica cronica estar frequentemente associada
ao aumento da reabsorgdo dssea®’, nossos dados sugerem que, em situagdes agudas, o
aumento do iCa atenua esse efeito, com predominancia da regulagdo hormonal sobre a agao
direta do pH extracelular. A reducéo sustentada do pH, embora presente, pode nao ter sido
suficientemente intensa para estimular diretamente a reabsorgdao 6ssea, como observado
em modelos in vitro. Nesse contexto, a modulagdo hormonal induzida por alteragdes no
calcio circulante parece ter desempenhado um papel mais relevante. Esses achados desta-
cam a necessidade de investigar tais mecanismos em modelos humanos integrados, evi-
tando extrapolagdes diretas de estudos celulares isolados.

Esse cenario € compativel com os achados de Coombs e colaboradores (2025), que
verificaram que a ingestao aguda de 1000 mg de calcio, administrada uma hora antes de
exercicio militar com carga, elevou o iCa e atenuou de forma acentuada a resposta de PTH
e B-CTX-l em mulheres, sugerindo um efeito protetor contra a reabsorcéo dssea em situa-
cOes de sobrecarga intensa'33. Além disso, tais evidéncias reforcam a hipétese de que inter-
vengdes nutricionais que aumentem ou preservem a calcemia (como suplementacgao de cal-

cio) podem modular a reabsorgdo 6ssea aguda durante o esforgo 24133,
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Em relacdo a formacao 6ssea, o marcador P1NP apresentou respostas discretas,
porém consistentes entre as condigbes experimentais. Observou-se efeito significativo da
condigao sobre os niveis médios de P1NP (p < 0.001), sem interacdo tempo x condigdo. A
condi¢gdo AC apresentou valores médios 9-10 ng-dL™" inferiores aos das condigbes PLA e
ALC, especialmente entre 90 e 127.5 minutos. Esse resultado sugere uma supressao transi-
toria da atividade osteoblastica sob acidose aguda. Estudos in vitro mostram que ambientes
acidos diminuem a sintese osteoblastica de colageno tipo 19597 (ver Se¢ao 3.6), e evidéncias
recentes indicam que a menor disponibilidade de substratos energéticos (p.e. carboidratos)
também pode contribuir para a redugao de P1NP, ao atenuar a liberagdo de hormdnios ana-
bdlicos durante o exercicio'?*. Assim, a supressdo aguda do PTH na condigédo AC, aliada a
menor ativagao glicolitica, pode ter contribuido para esse efeito.

De forma coerente, revisdes sistematicas apontam que o 3-CTX-I € mais sensivel do
que o P1INP a intervengdes agudas, como variagdes metabdlicas e exercicios de alta inten-
sidade?®. No presente estudo, o B-CTX-| apresentou ampla variagdo em fungédo do estado
acido-base e da calcemia, enquanto o P1NP exibiu alteragées modestas e rapidamente re-
versiveis. Em conjunto, nossos achados sugerem que a manipulagéo acido-base aguda mo-
dulou o metabolismo 6sseo predominantemente por vias enddcrinas relacionadas ao iCa,
mais do que por efeitos diretos do pH extracelular. A alcalose promoveu maior reabsorg¢ao
0ssea, possivelmente como resposta compensatoria a hipocalcemia relativa, ao passo que
a acidose suprimiu essa via.

Importante destacar que essas respostas foram observadas em curto prazo. Altera-
¢bes agudas de pH ou de calcemia podem fazer parte de processos adaptativos e, desde
que seguidas de recuperacao adequada, ndo acarretam necessariamente efeitos cumulati-
vos sobre a massa 6ssea®®%. A metanalise de Dolan e colaboradores (2022) aponta que os
marcadores de reabsor¢ao e formagao tendem a retornar aos niveis basais em algumas ho-
ras, com evidéncias sugerindo que esse retorno ocorra predominantemente nas primeiras 4
horas, sugerindo uma influéncia transitéria?®. Ainda assim, permanece a questdo de até que
ponto a repetigao frequente desses episodios, em treinamentos intensos e de longa duragao,
poderia influenciar o balango 6sseo no longo prazo — sendo necessarias novas investigagdes
para elucidar possiveis impactos cumulativos em populagdes especificas, como idosos, atle-

tas de elite ou individuos com baixa densidade Gssea prévia.
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LIMITAGOES DO ESTUDO

Alguns aspectos metodologicos e amostrais devem ser considerados na interpreta-

¢ao dos resultados, pois podem influenciar a generalizagéo e a forga das conclusdes. Esses

pontos incluem:

Tamanho e perfil amostral: a amostra foi pequena (n = 12) e composta exclusiva-
mente por homens jovens a meia-idade, ciclistas recreacionais e treinados. Esses fa-
tores restringem a generalizagao dos achados para mulheres (especialmente pela in-
fluéncia do ciclo menstrual nos BMMs), idosos, atletas de elite, praticantes de outras
modalidades e populagdes clinicas;

Janela temporal curta: o desenho concentrou-se na resposta aguda (durante o exer-
cicio e até 2h apds), com énfase em biomarcadores séricos (B-CTX-I, PANP, PTH). A
auséncia de medidas estruturais (p.e., DXA, HR-pQCT) e de seguimento tardio im-
pede inferéncias sobre impacto crénico na massa e microarquitetura dssea;
Intensidade relativa ao Wmax versus limiares fisiolégicos: a prescrigdo da inten-
sidade foi baseada no Wmax obtido no teste incremental, visando padronizagao e
comparabilidade com estudos prévios. Nao foram determinadas intensidades relativas
a limiares fisiolégicos (ventilatorio ou de lactato), abordagem que poderia fornecer in-
formagdes adicionais, mas que nao estava prevista no delineamento original e nao foi

incluida nas analises.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados deste estudo demonstraram que a manipulagéo aguda do pH sangui-

neo induz alteragdes significativas nos biomarcadores do metabolismo 6sseo, com destaque

para o aumento da reabsor¢ao sob alcalose. A partir desses achados, duas dire¢des princi-

pais de investigacao futura sao propostas:

1.

Compreensao do papel do pH extracelular como modulador agudo da remode-
lagao 6ssea: a alcalose metabdlica elevou significativamente os niveis de B-CTX-l,
enquanto a acidose promoveu sua reducao, evidenciando que o pH atua como sinal
fisiolégico capaz de alterar a reabsorgao 6éssea em curto prazo. A investigacao mais
aprofundada dos mecanismos envolvidos — incluindo a interagao com o calcio iénico,
o PTH e a calcitonina — podera esclarecer de que forma alteracdes transitérias no pH
extracelular, como as induzidas por exercicio ou suplementacdo, impactam a dina-
mica do tecido 6sseo em humanos;

Avaliacao dos efeitos acumulativos da manipulagao acido-base em contextos
prolongados: embora os efeitos observados tenham sido agudos, o potencial im-
pacto cumulativo da exposic¢ao frequente a episddios de acidose ou alcalose — como
ocorre em regimes de treinamento intensos — permanece incerto. Estudos longitudi-
nais que integrem marcadores bioquimicos, medidas de densidade mineral 6ssea e
avaliagcado da microarquitetura poderéao determinar se essas perturbagdes fisioldgicas,
quando recorrentes, representam risco ou oportunidade de adaptacao para a saude
o0ssea em populacgdes vulneraveis ou atletas.

Essas direcbes futuras partem de evidéncias experimentais controladas e podem

contribuir para o avango do conhecimento sobre a interacio entre equilibrio acido-base, exer-

cicio fisico e metabolismo ésseo.
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CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a manipulagdo aguda do pH sanguineo, por meio
de suplementagéo alcalina (bicarbonato de sédio) ou acidificante (cloreto de aménio), exer-
ceu influéncia nos biomarcadores do metabolismo ésseo durante e apdés um protocolo de
ciclismo prolongado com sprints intermitentes em ciclistas recreacionais bem condicionados.
De maneira especifica, verificou-se que o estado de alcalose metabdlica (ALC) reduziu a
concentragédo de iCa e resultou em maiores valores de B-CTX-I ao longo do tempo, suge-
rindo, assim, um aumento da reabsor¢ao 6ssea em resposta a menor disponibilidade de
calcio livre na circulagdo. Em contrapartida, a acidose metabdlica (AC) elevou o iCa e esteve
associada a niveis significativamente mais baixos de B-CTX, o que sugere um mecanismo
compensatoério capaz de atenuar a mobilizagdo 6ssea aguda, possivelmente mediado por
menor secrecao de PTH.

Além disso, ainda que a alcalose tenha favorecido maiores concentragbes sangui-
neas de lactato, ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas no desempe-
nho de sprints repetidos ou no teste de Wingate. Esse achado reforga a hipétese de que, em
protocolos mais extensos e sob fadiga acumulada, outros fatores limitantes podem se sobre-
por aos provaveis beneficios fisiolégicos do tamponamento sistémico. Além disso, a ingestao
dietética estavel entre as trés condi¢cbes conferiu maior robustez aos resultados, assegu-
rando que o perfil alimentar ndo exercesse influéncia sobre a remodelagao 6ssea.

Em sintese, os achados demonstram que ajustes agudos do pH sanguineo podem
modular a reabsor¢ao e a formagao 6ssea, mediadas sobretudo pelas oscilagdes no calcio
ionizado e pela sinalizacdo hormonal associada. Embora os efeitos ergogénicos do tampo-
namento sistémico n&do tenham sido evidentes no protocolo empregado, as implicagdes para
a saude Ossea e para a regulagdo mineral mostram-se relevantes, especialmente em con-
textos de exercicio de alta intensidade e longa duracdo. Recomenda-se, portanto, a condu-
cao de investigacbes de maior prazo e com populagcées mais diversas, a fim de avaliar pos-
siveis efeitos cumulativos dessas alteracbes metabdlicas na densidade mineral dssea e no
risco de desfechos osteometabdlicos. A continuidade desses estudos podera esclarecer em
gue medida a manipulagao acido-base, aliada a um controle dietético adequado e a um pla-
nejamento otimizado de treinamento, pode contribuir simultaneamente para a protegao do

esqueleto e para a manutencdo do desempenho em modalidades de endurance.
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APENDICES

APENDICE A — Protocolo e checklist para as visitas ao laboratério

Figura 17 — Protocolo operacional utilizado no teste experimental

PROTOCOLO TESTES EXPERIMENTAIS

ETAPA 1 - PRE-TESTE

1. Se o teste for marcado em um s2bado, verifigue a necessidade de solicitagdo de
uma autorizag3o com o prof. Hamilton 2, caso necessirio, realize-a conforme as
orientagbes;

2. Enviar mensagem padric para o voluntério explicande as recomendagdes pre-
teste dois dias antes da data marcada (editando as partes vermelhas):
Ol3, boz tarde!
Noszo segundo diz teste esté chegando e, por isso, estou novamente aqui para te dar
zlgumas orientagdes!
1. & primeira & para que amanh3, um diz antes do teste, vocé evite qualguer mudanga

brusca de treinamento ou zlimentzar. Ju seja, néo figue longos periodes sem comer; nio
rezlize uma refeigdo pesada e fora da rotina no jantar; nio inicie uma nova estratégia de
treino nem aumente cargas [para n3o ficar com dores ou qualguer outra manifestacio que
possa atrapzlhar seu desempenho no teste). Se tiver um treino mais leve que possa fazer
amanhi ou no treinar, melhar.

2. M3o consuma alcool amanhi.

3. Tenha uma boa noite de sono!

4. Mo dia do teste, lembre-s2: vocg deve estar em jejum! Amanhd venho te lembrar scbre
esse ponto e passar as informagtes do local.

Obrigada por contribuir com 2 pesguisa!

3. Enviar mensagem padrao para o voluntério explicando as recomendagiies pre-
teste um dia antes da data marcada [werificar orientagdes especificas da COVID-
19 como uso de mascars, vacinagio e gutros + editar partes em vermelhal:

Ola, boa tarde!

Amanhi temos nosso segunde teste!

O local & Av. Professor de Mello Moraes, 65. O laboratario fica no bloco D, 22 andar. A
entrada e feita pela entrada principal da Escolz de Educacio Fisica e Esporte (EEFE) da USP.
Ag chegar, vock devera seguir o corredor a direita da entrada principal 2té o finzl, virar

levements & esaguerda e continuar lo=o # dirsita. também até o final. No fim. vocé se
depararad com uma quadra e um prédic branco. Esse prédio branco é o bloco D. Contorne

para = frente do prédio, sté a entrada.

Nz entrzdz terd um elevador 3 direita, o lzboratdric fica no 22 andar. Ao ssir do elevadar,
& 3 primeira porta & esquerda. Ao chegar, vocé pode me enviar uma mensagem para te
buscar, caso queira. Mas ficam aqui essas orientagdes mais especificas para te gjudar.

O uso de mascara esta obrigatdrio dentro da universidade, por isso, trags 2 sua!

Por fim, nac coma antes de ssir de casa! Ofereceremos um cafe da manhi padronizade no
laboratdrio.

E durma bem!

Obrigada mais uma vez pela sua contribuigdo & compromisse conosca!

ETAPA 2 — DIA DO TESTE, PROCEDIMENTOS INICIAIS

1. Chegar 15 minutos antes do hordrio marcado com o voluntdria;
2. Tirar & gasometria do stand-by & colocar pars calibrar;
3. Limpar os seguintes locais:
O Area em que sfetusrs as coletas de sangue;
O Areaem que o voluntério realizara o café da manh3;
O A bicicleta que sera utilizada durante o teste de V032,
4 Separar todos os materiais necessarios parz 2 coleta de sangue conforme o
protocolo de coleta, sendo:

m]

Seringa de 10 ml para soro: § unidades [2 mL por vez)

O Agulha para seringa do soro: 1 unidade

O 3eringz de 5 ml para descarte: § unidades {1 mL por vez)
O monovette 2 mL: 31 unidades

[0 3eringz de 5 ml para coleta de sangue: 3 unidades

O Utensilia para leitura na gasometria: 31 unidades

m]

Tubos de coleta de sangue com ativador de cosgulo: 9 unidadas
5. Identificar os tubos de coleta da seguinte forma:

JEIURA

PRE-TESTE

30° DE TESTE

60 DE TESTE

90 DE TESTE

ooooo

Nathalia Saffioti Rezende e Eimear Bernadette Dolan

120' DE TESTE
FIN DE TESTE
1H POS TESTE
2H POS TESTE

oooo

ETAPA 3 — COLETA DE SANGUE E AVALIACAD ANTROPOMETRICA

1. Explicar as etapas do dia para o voluntarig;

2. Realizar 2 peszgem do voluntario;

3. Iniciar a coleta d= sangue conforme o protocole de colets, com o voluntério sinda
em jejum [znotar o horario de térming no checklist);

4. Angtar na folha que saiu dz gasomietria 25 informagBes do tempo de coletz da
masma forma gue anotou nos tubos de sangus;

5. Oferecer o café da manhd padronizade ac woluntzrio (anotar o horario de terming
na checklist);

6. Ofesrecer a primeira de quatro doses da suplementagio e contar 10 minutos
|anotar o horrio de términa no checkist);

7. Oferecer a segunda de quatro doses da suplementacZo e contar 10 minutos
(anotar o horério de térming no checklist);

8. Oferecera terceira de quatro doses da suplementag3o e contar 10 minutas (anotar
o horario de términe no checklist);

9. Ofesrecer = quarta de quatro doses dz suplementagSo e contar 20 minutes (anotar
o hordrio de término no checklist];

10. Realizar & svaliagio antropométrics;

11. Finalizado o5 30 minutos, realizar uma nova coleta de sangue [anotar o hordrio de
término no checklist);

=

12. Anotar na folha que saiu dz gasometria as informagles do tempo de colets da
masma forma gue anotou nos tubos de sangus;
13. Pegar a chave do laboratario de genética pars preparagso do soro para andlise.

ETAPA 4 — TESTE EXPERIMENTAL

1. Ajustar a bicicleta conforme as preferencias do voluntario (alturas e distdndas do
banco & guidia).

2. Organizar 2 mesa com os itens necessarios para o teste:

Esczla de percepgio de esforgo;

Frequencimetra;

Garrafa de 3gua cheiz para o voluntario;

oooo

Computador com Lode Ergonometry Manager 10 instalado & com o
woluntiric e teste cadastrados;
O Celular com o aplicative Folar Best instzlado e pareado com o
frequencimetro a ser utilizado.
3. Colocar o protocolo do teste experimentsal para o voluntdrio em quest3o;
4. Explicar o teste para o voluntério e iniciar o teste;
5. Realizar as coletas de sangue durante o teste, anctar & frequenciz cardiaca e a
percepsio de esforgo durants o teste conforme o checklist.

ETAPA 5 — POS-TESTE

1. Coletar a amostra de sangue pds-teste (anotar o hordrio de término no checklist);
2. Higienizar todos os equipamentas utilizedos durante o teste (principalmente a bi

e lugares que podem eventualmente ter sujado de sangue);

3. Levar as amostras para centrifugar & seguir o protocolo especifico para tal. Serdo
necessarios a0 todo 18 tubos de Eppendorf de 5 mL Cads tubo deve ser
identificado da s=guinte forma:

O Tampa: sigla do voluntério (ex: AD1) + tempeo da coleta (=x: J) + data
sbreviads (e 12/05);

Tempos: jejum (1), pré-teste (PRE), 30° de teste (30'), 60 de teste (60°), 90° de

teste (90'), 120° de teste (120F), fim de tests (FIM), 1h pos teste (1H) 2 2h pas

teste [2H).

O Corpo: sigla do volunt@ric + datz completa (e 21/01/22) + tempo de
coleta + abrevizgdes do nome do voluntario [ex: MSR).

Tempas: jejum, pré-teste (FRE), 30" de tests (30°), 60" de teste (60°), 50’ de

teste (30'), 120° de teste (120¢), fim de test= (FIM), 1h pos teste (1H) & 2h pos

teste [2H).

4. Retornar ao laboratérie do segundo zndar para coleta das amastras de 1e 2 horas
pos teste [znotar o horario de términe no checklist);

5. Realizar o Recordztorio Alimentar de 24hrs;

6. Finalizadas as coletas, limpar todas as superficies, fechar as janelas, desligar o ar-
condicionado e colocar 2 gasometria em stand-by.
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Figura 18 — Checklist utilizado na primeira visita ao laboratério

ESTUDO ACIDOSE

Mome completo do voluntdrio:

Identificacdo: Data de realizacdo: ___/ [  T[2C): Umidade:

COLETA BASAL + VO3 max
CHECK-LIST DO DIA DE TESTE

O Explicagdo dos procedimentos do dia para o voluntario;
O Entrega e assinatura do TCLE;
O Pesazgem e altura do voluntario:
o Pesol_
o Altura: __
O Coletaem jejum: o
O cafédamanhd: __ -
O Caoleta 30 posCM[C2): -
O Cadastro do voluntario no programa Omnia;
O Cadastro do voluntario no programa Lode Ergometry Manager 10;
O ColetaflposC2__ .
O Coleta do recordatdrio alimentar 24h;
O Aplicacdo do IPAC;
O Retirada da chave do laboratdrio de genética;
O cCalibracdo do K5;
O Coletal20fposCa:
[0 Explicar teste para o voluntario;
O Iniciodoteste de VO mae 5
O Término doteste de V0w o
O Retirar frequencimetro do voluntario;
O Centrifugacdo do sangue coletado no basal;
O Devolugdo da chave do laboratario de genética;
O Organizacdo do laboratdrio de exercicios fisicos;
O Limpeza de todas as superficies utilizadas [principalmente a bike e locais gue
podem, eventualmente, ter sujado de sangue);
O Fechar janelas, desligar o ar-condicionado e colocar a gasometria em stand-by.



APENDICE B — Tabela do formulario de interesse no estudo

Tabela 3 — Secdes, temas e descri¢gdes do formulario de triagem
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Secao | Tema Descrigcao
Formularlo de Introducéo sobre a importancia do formulario e o tempo
1 interesse no . . .
estimado de preenchimento (5 minutos).
estudo
, Nome completo, data de nascimento, sexo (feminino,
2 Dados pessoais . o
masculino, outros), celular (WhatsApp), e-mail principal.
3 Sgplemen}agao € | Uso atual de suplemento alimentar (sim/n&o).
alimentacao
~ Confirmagao de ndo uso de suplementos (creatina, beta-
Suplementagao e : i - . ;
4 . ~ alanina, bicarbonato de sodio, cafeina, proteinas,
alimentacgao o
vitaminas).
Suplementos Indicagao dos suplementos atualmente consumidos
5 atuF;is (creatina, beta-alanina, bicarbonato de sodio, cafeina,
proteinas, vitaminas).
6 Historico de ~ Uso de beta-alanina nos ultimos trés meses (sim/nao).
suplementacao
7 Alimentacao Intolerancia ou alergia alimentar (sim/nao).
10 Modalidade e Principal modalidade esportiva (ciclismo, triatlo, corrida,
treinamento crossfit, outros).
11 Modalidade e Habito de pedalar mesmo sem ser o esporte principal
treinamento (sim/n&o).
12 Modalidade e Tipo de ciclismo praticado (estrada, MTB, BMX, outros),
treinamento tempo de treino, quildbmetros e horas semanais pedaladas.
3 Modalidade e Cadpacilgad.e ptara refgllzlgr teﬂste de 2 ho_ratsdcogosprmtsda
treinamento cada 10 minutos e finalizac&o com sprint de 30 segundos
(sim/n&o).
Habitos e . o - .
s Diagndstico prévio de doengas (anemia, asma, colesterol
14 histérico de : )
. alto, diabetes, doenca cardiovascular).
saude
16 Disponibilidade Dlspon!bllldgde para ir ao laboratério de manha (06h as
13h) (sim/ndo).
Dias da semana com disponibilidade (segunda a sabado,
17 Disponibilidade horarios flexiveis) e indicagao de quatro datas disponiveis
no periodo da manha.
. Mensagem final agradecendo o interesse, informacdes
18 Agradecimento .
sobre o contato para agendamento e espaco para duvidas.
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APENDICE C — Termo de consentimento livre e esclarecido

Figura 19 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido utilizado no estudo

A influéncia do pH na resposta metabdlica 6ssea ao exercicio (TCLE versio 1/ 16.07.2019)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

Nome Completo: Sexo: Mo Fao

Documento de identidade N¢: Data nascimento: ~~ /  /
Endereco: Ne: Apto:

Bairro: Cidade: CEP:

Telefone: Email:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo de pesquisa: A influéncia do pH na resposta metabolica éssea ao exercicio

Pesquisador: Eimear Dolan
Cargo/funcao: Pés-doutoranda
Unidade do HCFMUSP: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

2. Avaliacao do risco da pesquisa:

D Risco minimo Risco baixo D Risco médio D Risco alto

3. Duracao da pesquisa: 2 meses

4. Apresentacéo:

Por meio desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, convidamos o(a) senhor(a) para
fazer parte da nossa pesquisa cientifica. Uma pesquisa cientifica constitui, basicamente, em um
estudo que, por meio de diversos processos, tem o objetivo de criar ou aumentar o conhecimento
sobre um determinado assunto. As descobertas realizadas dentro de uma pesquisa, embora
frequentemente nao tragam beneficios diretos ao participante da mesma, podem ser Uteis para
muitos individuos no futuro.

E, para que o(a) senhor(a) decida se aceita ou ndo participar desta pesquisa, € necessario que
entenda o suficiente sobre seus riscos e beneficios, para que, dessa forma, possa fazer um
julgamento consciente e tomar sua decisao. A partir disto, inicialmente explicaremos as razdes
para realizagido da nossa pesquisa e, depois, forneceremos o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) em si, que € um documento que confirma todas as informacgdes sobre a

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
Da pesquisa
1/5
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pesquisa e possibilita a sua realizagado, através da anadlise das informagdes obtidas de maneira
confidencial.

E importante que leia atentamente o termo, discuta com pessoas de sua confianga ou familiares
e, uma vez compreendido os objetivos da pesquisa e todos os seus procedimentos, caso tenha
interesse em participar, sera solicitada a sua rubrica (visto) em todas as paginas do TCLE e a sua
assinatura na ultima pagina. Apds assinar, uma via deste termo devera ser guardada com o(a)
senhor(a) ou com o seu representante legal e uma copia sera arquivada pelo(a) pesquisador(a)
responsavel.

5a) Justificativa, objetivos e procedimentos:

O objetivo desse estudo é investigar como as alteragdes do pH influenciam a remodelagao
ossea. A remodelagao 6ssea é, basicamente, um processo em que o tecido 6sseo maduro
é removido e um novo tecido é formado. Para isso, sera realizado um teste de ciclismo
prolongado, que sera intercalado com sprints (tiros) de alta intensidade, em que havera a
inducao de alcalose (aumento do pH) ou acidose (diminuigdo do pH) antes da realizagao
do teste.

Sua participacédo no estudo tera 4 visitas ao laboratério. Na primeira visita, vocé realizara
um teste de poténcia maxima (que sera usado para determinar a carga relativa na qual os
testes de exercicio subsequentes serao feitos). Apdés 20 a 30 minutos de recuperagao,
completara o teste de ciclismo prolongado para se familiarizar com o protocolo. Este teste
é similar a uma competicao de ciclismo, demora 2 horas no total e é intercalado com 6
sprints de alta intensidade. O teste terminara com a realizagao de um teste Wingate de 30
segundos, em que ira pedalar o mais rapido que puder durante 30 segundos. As préximas
trés sessdes compreendem as sessdes de teste experimentais, e serdo realizadas em
ordem aleatéria, com pelo menos 1 semana de intervalo entre cada sessao. Quando
chegar ao laboratério, ird ingerir um suplemento, que pode ser: 1 - placebo (farinha
branca); 2 - substancia indutora de alcalose (bicarbonato de soédio) e 3 - substancia
indutora de acidose (cloreto de aménio). 60 minutos apds a ingestao das capsulas, iniciara
o teste do exercicio. Um cateter sera colocado na veia antecubital, localizada no antebrago,
e amostras de sangue de 4 mL serdo coletadas antes do teste, a cada 15 minutos durante
o teste, e antes e depois do teste Wingate final. As amostras também serao coletadas as
+1, 2, 3 e 4 horas apos o exercicio. Além disso, amostras muito pequenas (135 pL) serdo
coletadas a cada 5 minutos durante todo o teste e usadas imediatamente para medir o
bicarbonato, pH e célcio ionizado. Amostras de urina serao coletadas em todos esses
momentos, exceto durante o exercicio, e usadas para medir a excre¢ao de bicarbonato.
Todos os testes acontecerdo entre 07h00 e 09h00. Antes das sessdes de teste
experimentais, vocé recebera um café da manha padronizado e sera obrigatério que vocé
consuma o café ofertado (e somente isso) ao acordar. Precisara chegar ao laboratério
dentro de 60 minutos ap6s o café da manha. Solicitaremos que mantenha seus habitos
alimentares e rotina de atividade fisica normais durante os 3 dias anteriores ao teste e para
repetir essas praticas para cada um dos testes subsequentes. Além disso, sera solicitado
a evitar quaisquer atividades incomuns ou muito extenuantes, ou a ingestao de alcool
durante dois dias anteriores ao teste.
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5b) Desconfortos, riscos e beneficios

I.  Oteste fisico é intenso e, por isso, € importante que vocé esteja fisicamente bem treinado,
0 que significa que precisa pedalar habitualmente pelo menos 60km/semana.

IIl. O momento da pungao da veia para inserir 0 cateter e coletarmos a amostra de sangue
pode trazer desconforto no brago e, apds o procedimento, vocé pode ter a regiao um pouco
arroxeada e um pouco de sensibilidade no local em que o cateter foi inserido.

lll. Ao ingerir o suplemento alcalino, algumas pessoas podem apresentar um pouco de
desconforto gastrointestinal. Entretando, a dosagem oferecida é uma dosagem
comumente usada em estudos como este, escolhida para justamente minimizar o risco de
desconforto gastrointestinal.

IV. Ao participar como voluntario desta pesquisa, vocé tera acesso a avaliagdes padrdo-ouro
do seu condicionamento fisico.

V. Vocé, ainda, tera direito a consultas nutricionais, onde vocé receberd aconselhamento
profissional sobre como pode melhorar seus habitos alimentares. Além disso, vocé podera
tirar todas as duvidas que tiver sobre seu desempenho nos testes e sobre sua alimentacao.

5c) Forma de acompanhamento e assisténcia

Em qualguer etapa do estudo, o(a) senhor(a) tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa. A investigadora principal € Eimear Dolan, que pode ser encontrada na Av. Dr. Arnaldo,
455 - Cerqueira César, Sao Paulo - SP, 01246-903; telefone: 2648-1337; e-mail:
eimeardolan@usp.br. Caso apresente qualquer evento adverso, entre em contato com o0s
investigadores. Além disso, se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (CEP-FMUSP): Av. Dr. Arnaldo, 251 - Cerqueira César - Sao Paulo -
SP - 212 andar - sala 36 - CEP: 01246-000, horario de atendimento: 8:00-17:00h; Tel: (11)3893-

4401/4407 - E-mail: cep.fm@usp.br.

5d) Liberdade de recusar-se e retirar-se do estudo

A escolha de entrar ou ndo nesse estudo é inteiramente sua. Caso o(a) senhor(a) se recuse a
participar deste estudo, o(a) senhor(a) receberd o tratamento habitual, sem qualquer tipo de
prejuizo ou represalia. O(A) senhor(a) também tem o direito de retirar-se deste estudo a qualquer
momento e, se isso acontecer, seu médico continuard a trata-lo(a) sem qualquer prejuizo ao
tratamento ou represalia.

5e) Manutencao do sigilo e privacidade

Os seus dados serao analisados em conjunto com outros participantes, nao sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente sob qualquer circunstancia. Solicitamos sua autorizagao para
que os dados obtidos nesta pesquisa sejam utilizados em uma publicagdo cientifica, sendo este
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o0 meio pelo qual os resultados de uma pesquisa sao divulgados e compartilhados com a
comunidade cientifica.

5f) O (a) senhor(a) recebera uma via deste termo de consentimento livre e esclarecido.

5¢g) Garantia de indenizacao

O(A) senhor(a) tem direito a indenizagéo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo A influéncia do pH na resposta metabdlica éssea ao exercicio.
Ficou claro para mim quais sao os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro, também, que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar, quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste servigo.

Sao Paulo, / /
assinatura do sujeito da pesquisa assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)

(Somente para o responsavel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura: Data: / /
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