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RESUMO

Ribeiro RF. Os efeitos agudos do exercicio de alta intensidade nos genes
relacionados ao metabolismo de carnosina muscular em homens onivoros e
vegetarianos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo;
2025.

A carnosina é um dipeptideo intramuscular com fung¢des relevantes em contextos de
exercicio intenso, sobretudo pelo tamponamento de ions H*, além de integrar vias de
protecdo oxidativa, modulagdo do Ca?*' e protecdo antiglicacdo. Embora a
suplementacao de (-alanina seja reconhecida por aumentar o conteudo muscular de
carnosina, a influéncia do exercicio fisico sobre esse parametro ainda permanece
incerta. Apesar de respostas inconsistentes terem sido relatadas na literatura, dados
de nosso grupo demonstraram que 12 semanas de exercicio intervalado de alta
intensidade (HIIT) resultaram em aumento do conteudo muscular de carnosina em
individuos vegetarianos. Esse aumento ocorreu sem alteracbes detectaveis na
expressao génica, possivelmente devido ao momento das coletas, realizadas em
repouso antes e pelo menos 72 h apds o ultimo exercicio, e ndao nas horas
subsequentes ao exercicio, quando as respostas transcricionais sao mais evidentes
e transitérias. E plausivel, contudo, que o perfil de expressdo génica nas horas
subsequentes a uma sessao de HIIT possa contribuir para explicar os aumentos no
conteudo muscular de carnosina observados em estudos anteriores, sugerindo um
possivel papel das respostas moleculares agudas na mediagdo das adaptagdes
cronicas associadas ao treinamento. Assim, alteragdes precoces na expressao génica
poderiam orientar a interpretagcdo de adaptacdes crbnicas de carnosina muscular ja
observadas. O objetivo deste estudo foi investigar se uma sessao de HIIT altera
agudamente a expressao dos genes TauT, PAT1, CARNS e CNDP2 em onivoros e
vegetarianos. Bidpsias musculares de 21 voluntarios (9 onivoros, 7 vegetarianos e 5
controles) foram obtidas em repouso (basal) e 1h, 3h e 24h apds uma sessao HIIT
(ou apds bidpsia basal no grupo controle). A expressao foi quantificada por RT-gPCR
e analisada por ANCOVA considerando “tempo” como covariavel. A ANCOVA com
CT apenas sinalizou alguma significAncia da interagdo grupo x tempo para o gene
CNDP2 (p=0,064). Entretanto, ao excluir-se o grupo controle, a ANCOVA revelou
interagdo significativa para CNDP2 (p = 0,038), com trajetéria ascendente em



onivoros e descendente em vegetarianos, evidenciando possivel modulagéo
dependente do padrdo alimentar. Esse comportamento € compativel com maior
turnover pos-exercicio em onivoros e potencial resposta conservadora em
vegetarianos, possivelmente alinhada a adaptagdes cronicas de acumulo
previamente descritas nesse grupo. Em sintese, uma sessédo de HIIT ndo modulou
globalmente os genes TauT, PAT1 e CARNS até 24h, mas revelou divergéncia
especifica de CNDP2 entre onivoros e vegetarianos, sugerindo que a via de
degradacao poderia ser um componente importante da maquinaria da carnosina para

responder de forma aguda a atividade fisica e dieta.

Palavras-chave: diepitideo contendo hitidina, beta-alanina, treinamento intervalado

de alta intensidade, expressao génica, dieta.



ABSTRACT

Ribeiro RF. The acute effects of high-intensity exercise on genes related to muscle
carnosine metabolism in omnivorous and vegetarian men [thesis]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, University of Sdo Paulo; 2025.

Carnosine is an intramuscular dipeptide with relevant functions in the context of
intense exercise, particularly through its capacity to buffer H* ions, as well as its roles
in oxidative protection pathways, Ca** modulation, and antiglycation defense.
Although [(-alanine supplementation is well known to increase muscle carnosine
content, the influence of physical exercise on this parameter remains uncertain.
Despite inconsistent responses reported in the literature, data from our group
demonstrated that 12 weeks of high-intensity interval training (HIIT) increased muscle
carnosine content in vegetarians. This increase occurred in the absence of changes
in gene expression, possibly due to the timing of the biopsies, which were obtained at
rest before training and at least 72 h after the last exercise session, rather than in the
hours following exercise, when transcriptional responses are more evident and
transient. It is plausible that the gene expression profile in the hours following a HIIT
session could help explain the increases in muscle carnosine content reported in
previous studies, suggesting a role for acute molecular responses in mediating the
chronic adaptations associated with training. Thus, early changes in gene expression
could help interpret the chronic adaptations in muscle carnosine already described.
The aim of this study was to investigate whether a single session of HIIT acutely alters
the expression of TauT, PAT1, CARNS, and CNDP2 genes in omnivores and
vegetarians. Muscle biopsies from 21 volunteers (9 omnivores, 7 vegetarians, and 5
controls) were obtained at rest (baseline) and 1 h, 3 h, and 24 h after a HIIT session
(or after the baseline biopsy in the control group). Gene expression was quantified by
RT-gPCR and analyzed ANCOVA, considering “time” as a covariate. ANCOVA
including the control group showed weak evidence against the null hypothesis (HO) for
a time x group effect in CNDP2 (p = 0.064). However, when the control group was
excluded, ANCOVA revealed evidence against HO for CNDP2 (p = 0.038), showing an
upward trajectory in omnivores and a downward trajectory in vegetarians, indicating
possible modulation dependent on dietary pattern. This behavior is compatible with

greater post-exercise turnover in omnivores and a potential conservative response in



vegetarians, possibly aligned with previously described chronic accumulation
adaptations in this group. In summary, a single session of HIIT did not globally
modulate TauT, PAT1, or CARNS expression up to 24 h post-exercise but revealed a
specific divergence in CNDP2 between omnivores and vegetarians, suggesting that
the degradation pathway may be an important component of the carnosine machinery

in responding acutely to physical activity and diet.

Keywords: Histidine-containing dipetptide, beta-alanine, high-intensity interval

training, gene expression, diet.
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1. Introducgao

A carnosina (B-alanil-L-Histidina) € um dipeptideo citoplasmatico encontrado
em altas concentracbes no musculo esquelético de vertebrados e invertebrados,
atingindo aproximadamente 20 mmol/kg musculo seco em humanos onivoros (Harris
et al., 2006; Hill et al., 2007). E sintetizada in situ pela enzima carnosina sintase a
partir dos aminoacidos precursores L-histidina e B -alanina. Embora a carnosina
possa ser obtida via dieta (principalmente carnes), ela é rapidamente hidrolisada no
[lumen intestinal e no plasma pela carnosinase, o que exige a absor¢do de seus
precursores (Asatoor et al., 1970). Diversas fungdes fisiolégicas sao atribuidas a
carnosina, incluindo acao antioxidante (Boldyrev, 1993), regulagcédo do calcio (Dutka
et al., 2012) e protecao contra glicacao (Hipkiss et al., 1995). No entanto, sua fungao
mais critica € o tamponamento do pH intramuscular devido a sua constante de
dissociagao pKa de 6,83, tornando-a um tampao ideal na faixa de variagao fisiolégica
do musculo (Abe, 2000). Este papel é fundamental em atividades de alta intensidade
e curta duragcdo, onde o acumulo de ions H* leva a acidose muscular, limitando a
ressintese de fosforilcreatina (Sahlin et al., 1975) e inibindo enzimas glicoliticas
(Sutton et al., 1981), o que compromete a produgcédo de energia e a performance
(Saunders et al., 2017a).

A concentracdo de carnosina no musculo € primariamente determinada pelo
aporte dietético de peptideos contendo histidina e, mais notavelmente, pela
suplementacao de (-alanina. A suplementagcao tem se mostrado altamente eficaz no
aumento da carnosina intramuscular em quase todos os individuos (Rezende et al.,
2020). Contudo, observamos uma variagao individual consideravel na resposta a esta
suplementagdo (Saunders et al.,, 2017b). Essa discrepancia sugere que a
disponibilidade de 3 -alanina ndo € o unico fator limitante, sendo o conteudo final de
carnosina determinado pela complexa maquinaria metabdlica que regula sua sintese,
hidrélise, e o transporte de seus precursores. Diversos genes e proteinas estao
envolvidos nesse controle, incluindo a carnosina sintase (CARNS), transportadores
de B-alanina (como TauT) e carnosinases (como a CNDP2)(EVERAERT 2012). A
atividade dessas proteinas e transportadores €, portanto, um fator chave que modula
a resposta individual a suplementagéo.

Além da suplementagdo, o treinamento fisico também parece modular o

metabolismo da carnosina. Individuos treinados demonstram maior aumento na



concentragdo de carnosina muscular apos a suplementagéo de (3-alanina (Bex et al.,
2014), e esse aumento é mais pronunciado em musculos ativamente treinados (Bex
et al., 2014). Esses achados sugerem que o proprio estimulo contratil ou o aumento
do fluxo sanguineo induzido pelo exercicio pode influenciar a expressao e/ou
atividade dos transportadores e enzimas envolvidas na captagcdo de B-alanina e
sintese de carnosina. Contudo, enquanto estudos de treinamento crénico em
vegetarianos mostraram aumento de carnosina (Painelli et al., 2018), estudos
similares em individuos onivoros falharam em demonstrar tal alteracdo (Mannion et
al., 1994; Baguet et al., 2011). Essa divergéncia pode estar relacionada aos habitos
alimentares, visto que vegetarianos, com ingestao ausente de (-alanina e portanto
com diminui¢ao no conteudo de carnosina muscular (Painelli et al., 2018), podem ter
vias regulatérias menos ativas, sendo mais suscetiveis ao aumento induzido pelo
treinamento e/ou dieta (Baguet et al., 2011).

Apesar dos dados apresentados por Painelli et al. (2018) demonstrarem um
aumento no conteudo muscular de carnosina apos o treinamento com exercicio
intervalado de alt intensidade (HIIT), as razbes para esse incremento ainda ndo estao
completamente esclarecidas. As analises de expressao génica realizadas nesse
estudo nao revelaram diferencas entre os momentos pré e pds-treinamento.
Entretanto, essa auséncia de alteragcédo pode estar relacionada ao momento da coleta
das bidpsias, que ocorreu em repouso € 72 horas apos a ultima sessao de exercicio
(Bishop et al., 2022). Sabe-se, contudo, que as modificagdes na expressao génica
sado fendbmenos transitorios, ocorrendo predominantemente nas horas subsequentes
ao estimulo agudo do exercicio (Coffey & Hawley, 2007). Assim, a janela temporal
escolhida para a coleta das amostras pode nao ter sido sensivel o suficiente para
detectar as respostas moleculares imediatas que potencialmente precedem e
explicam as adaptag¢des crénicas observadas no conteudo muscular de carnosina.
Portanto, é fundamental determinar como e se o exercicio intenso agudo altera a
maquinaria metabdlica de carnosina/B-alanina, e se esse estimulo difere entre
onivoros e vegetarianos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos agudos do exercicio de alta
intensidade nos principais genes relacionados ao metabolismo de carnosina e ao
transporte de p-alanina em voluntarios onivoros e vegetarianos. A principal hipotese
foi que o exercicio de alta intensidade promoveria alteracbes transitorias na

expressao dos genes relacionados a carnosina nas primeiras 24 horas apos o HIIT.



2. Objetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos agudos do exercicio de alta
intensidade nos principais genes relacionados ao metabolismo de carnosina e ao

transporte de B-alanina em onivoros e vegetarianos.

Os objetivos especificos foram:

¢ Investigar se o exercicio agudo (p6s 1, pds 3 e pos 24 horas do-exercicio) altera
a expressao dos transportadores de B-alanina (TauT e PAT1) e dos genes
envolvidos na sintese e degradacdo da carnosina muscular (CARNS e
CNDP2).

e Determinar se a dieta (onivora ou vegetariana) modifica o perfil temporal

dessas respostas moleculares apos o exercicio.



3. Revisao Bibliografica

3.1 Carnosina e B-alanina

A carnosina (B-alanyl-L-histidina) € um dipeptideo citoplasmatico formado pela
conjugacao de dois aminoacidos: -alanina e histidina. Ela exerce multiplas fungdes
fisiolégicas nas células que a contém, incluindo atuagcéo no tamponamento de ions
H*, modulagao do calcio e protegao oxidativa, conforme sera discutido posteriormente
neste trabalho. Sua producdo depende de sistemas enzimaticos celulares, em
especial da enzima carnosina sintase (CARNS), e da disponibilidade de histidina e 3-
alanina, sendo esta ultima o fator limitante na sintese do dipeptideo (Harris et al.,
2006).

Embora a -alanina ser um aminoacido nao essencial, com sintese endégena
hepatica (Fritzson, 1957; Fritzson, 1965), sua taxa de produgado é extremamente
baixa, cerca de 10 umol/h. Isso torna sua deteccéo plasmatica um desafio com as
técnicas disponiveis (Artioli et al., 2010). Devido a baixa produgdo enddgena, a
ingestao de (-alanina é necessaria para garantir niveis adequados no organismo, de
modo a aumentar sua disponibilidade para a sintese de carnosina (Harris et al., 2006).

Além da producdo hepatica, existem outras hipdteses de que também
possamos sintetizar B-alanina em outros tecidos. No intestino, por meio da enzima
aspartato descarboxilase (Stuecker et al., 2012). Nos rins e cérebro, pelo fato desses
tecidos expressarem a enzima [3-alanina-piruvato transaminase (Hayaishi et al., 1961;
Baker et al., 2004). No entanto, a via de sintese hepatica de $-alanina € a mais bem

estabelecida e amplamente aceita na literatura.

3.2 Fungdes da carnosina no organismo

Diversas acgoes fisioldgicas tém sido associadas a carnosina, tanto no musculo
esquelético, quanto em outros tecidos, como a de antioxidante (Boldyrev, 1993),
reguladora da sensibilidade e do transiente de calcio (Dutka et al., 2012), protetora de
proteinas contra a glicagdo agindo como um peptideo de sacrificio (Hipkiss et al.,
1995), e, sua fungdo mais discutida e documentada, o tamponamento do pH
intracelular (Abe, 2000).



A carnosina tem funcdo antioxidante, pois protege a célula contra radicais
livres, como foi demonstrado por Boldryrev et al. que ela reduz a peroxidagao lipidica
da membrana plasmatica (Boldyrev et al., 1988). Em concentragdes fisioldgicas, no
musculo esquelético, a carnosina pode sequestrar radicais peroxil e anions
superoéxido (Pavlov et al., 1993), além de participar da detoxificagcdo de compostos
como 4-hidroxinonenal e malonildialdeido (Hipkiss, 2000; Bispo et al., 2016). A
carnosina também atua na quelagao de metais (Pavlov et al., 1993). Porém tais
fungdes ndo sao tdo fundamentais para célula, ja que temos antioxidantes mais
importantes que fazem os mesmos papeis que a carnosina faz, porém com uma
eficiéncia melhor (Jones, 2006; Lobo et al., 2010).

Com relagao a sua fungao na regulacao do transiente de calcio para contragao
muscular, € importante entendermos que estudos indicam que alteragdes na liberagéo
ou recaptacéo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico durante a contragao muscular
influenciam o desenvolvimento da fadiga (Lamb, 2002). A redugéo das concentragdes
de Calcio em musculos fadigados esta associada a queda na forga muscular (Favero
et al.,, 1993). Com menos calcio disponivel para se ligar a troponina C, ha uma
diminuicdo nas pontes cruzadas actina-miosina, resultando em menor producéo de
forca e fadiga muscular (Begum et al., 2005; Allen et al., 2008). A homeostase do
calcio intracelular é crucial para o funcionamento celular. O desequilibrio de calcio
pode ativar enzimas como fosfolipase A2 e proteases, causando danos a membrana,
producédo de espécies reativas de oxigénio, degradagédo de proteinas e disfungao
mitocondrial (Jackson et al., 1984; Duan et al., 1990).

Estudos in vitro mostram que carnosina pode aumentar a liberagao de calcio
dos reticulos sarcoplasmaticos via ativacdo dos canais de liberagdo de calcio do
receptor de rianodina (Batrukova, 1997). No entanto, estudos com ratos e humanos
apresentaram resultados divergentes (Dutka, 2004; Dutka et al., 2012), mas ha
consenso de que a carnosina aumenta a sensibilidade do aparato contratil ao calcio,
assim podendo ter uma fungéo na prevencao de lesdo causadas pela fadiga muscular
gerada pela alteragédo no transiente de calcio.

A carnosina tem atraido interesse no campo clinico por sua agao protetora
contra a glicacdo, sendo estudada em experimentos com animais e humanos
(Burcham et al., 2002; Yan, 2005). A glicagdo ocorre quando agucares se ligam
covalentemente a proteinas, alterando suas estruturas nativas e, portanto, suas

funcdes, assim podendo causar danos celulares, contribuindo para o envelhecimento



e doencgas (Hipkiss et al., 1995). A glicacado inicial pode gerar produtos finais de
glicacdo avangada, através da "reacdo de Maillard" (1912). Esses produtos, se
acumulam em tecidos e vasos sanguineos, sido comuns em condi¢cdes de
hiperglicemia, como no diabetes, aumentando o risco de doengas cardiovasculares
(Sakurai et al., 2003; Brownlee, 2005; Kilhovd et al., 2007). Por diminuir a a produg¢ao
dos produtos de glicagdo avangada, a carnosina, pode reduzir lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas, potencialmente diminuindo o risco de aterosclerose associada
ao diabetes (Rashid et al., 2007). No entanto ainda n&o ha evidéncias de qual
mecanismo a carnosina utilizaria para reduzir a produgado dos agentes de glicagcao
avangada (Rashid et al., 2007).

Dentre as fungdes discutidas, a principal e mais estudada fungao da carnosina
€ o0 tamponamento de acidos no musculo esquelético. Em repouso, o pH muscular
varia entre 7,0 e 7,1, e sua manutencao é crucial para a contragdo e a atividade
enzimatica (Fabiato, 1978). Durante exercicios de alta intensidade, o pH pode cair
para cerca de 6,5, devido a hidrdlise do ATP, que libera energia para a contragao
muscular e libera ions H* (Robergs et al., 2004). Devido a sua constante de
dissociagao de acidos possuir um valor de 6,83, do ponto de vista fisico-quimico, isso
obrigatoriamente torna a carnosina um tampao ideal para atuar dentro da faixa de
variagao fisioldgica do pH intramuscular, que é levemente mais acido que o pH
plasmatico (Abe, 2000). Esse papel é particularmente importante em atletas
engajados em atividades e esforgos de alta intensidade e curta duragao, ja que tais
esforcos conhecidamente levam a um acumulo de ions H* no interior da célula

muscular, gerando uma queda do pH muscular.

P ]

fosforilcreatina (Sahlin et al., 1975), a inibicdo de enzimas importantes da via
glicolitica (Sutton et al., 1981), a inibir o metabolismo anaerdbico e reduzir a produgao
de energia, contribuindo para o desenvolvimento da fadiga (Harris et al., 1976; Sutton
et al., 1981), assim limitando o processo de produgédo de energia para a contragao
muscular (Saunders et al., 2017a). Para combater essa acidose, o musculo utiliza
tampdes intracelulares, sendo a carnosina um dos tampdes mais eficazes devido ao
seu valor de pKa de 6,83, adequado para a faixa de pH fisiolégico do musculo como
ja citado anteriormente (Harris et al., 2006; Artioli et al., 2010).



3.3 Distribuicdo de carnosina nos tecidos

A carnosina é encontrada predominantemente em trés tecidos: coracgao,
cérebro e, em maior quantidade, no musculo esquelético (Biffo et al., 1990; Harris et
al., 2006; O'Dowd et al., 1988). No cérebro, ela se apresenta principalmente nas
formas de homo-carnosina (L-histidina ligada a um GABA) e N-acetilcarnosina
(produto da descarboxilagdo da carnosina), que sao analogos da carnosina, embora
nao sejam dipeptideos contendo histidina (Boldyrev et al., 2004). Essas variantes
podem desempenhar fungdes antioxidantes no tecido nervoso, além de exercerem o

papel classico de tamponamento celular (Boldyrev et al., 2004).

No coragdo, a carnosina esta presente em concentragbes de 2 a 10 uM
(O'Dowd et al., 1988), mas € no musculo esquelético que ela atinge suas maiores
concentragdes, cerca de 20 mmol/kg de musculo seco em humanos, sendo o tecido
gue mais expressa essa molécula e com maior relagcdo com sua fungdo tamponante
(Harris et al., 2006). A distribuicdo da carnosina esta diretamente ligada a sua
capacidade de producdo nos tecidos, sendo o musculo esquelético o principal

produtor de carnosina no organismo (Harris et al., 2006).

A concentragdo de carnosina no musculo esquelético varia de acordo com o
tipo de fibra muscular. Fibras do tipo Il (rapidas, glicoliticas) apresentam niveis
significativamente mais elevados de carnosina em comparagao as fibras do tipo |
(lentas, oxidativas), refletindo suas distintas demandas metabdlicas e de
tamponamento durante exercicios de alta intensidade (Dunnet et al., 1997; Kendricks
et al., 2008 e 2009). Essa diferenga esta relacionada a maior produgao de ions H*
nas fibras rapidas durante a glicolise anaerdbica, o que torna a carnosina um
importante tampao intramuscular nesses tipos de fibras (Harris et al., 2006). Assim, a
distribuicdo diferencial da carnosina entre os tipos de fibras musculares reflete sua

funcgéo fisioldgica adaptada a intensidade e ao padrao contratil do musculo.

3.4 Metabolismo da carnosina

O transporte e o metabolismo de aminoacidos sdo fundamentais para a
manutengao de diversos processos biolégicos, como sintese proteica, crescimento

celular, neurotransmiss&o e metabolismo do nitrogénio. Entre esses aminoacidos, a



B-alanina desempenha papel particularmente relevante por atuar como precursor

essencial na sintese de carnosina.

Os sistemas de transporte de aminoacidos foram inicialmente classificados
com base em suas caracteristicas funcionais — como especificidade do substrato e
dependéncia de ions (Christensen et al., 1990; Palacin et al., 1998). Muitos desses
sistemas dependem de gradientes eletroquimicos de ions, e a manutengéo desses
gradientes € essencial para o transporte eficiente. No intestino, por exemplo, a
absorcdo de nutrientes ocorre por meio de transportadores idnicos localizados na

membrana luminal dos enterdcitos (Thwaites et al., 2011).

Entre os principais transportadores envolvidos no processo de captacao da [3-
alanina, destaca-se o ATB, um cotransportador que facilita a entrada de diversos
aminodcidos, incluindo a B-alanina, na presenga de ions sédio (Na*) e cloreto (CI7)
(Munck & Schultz, 1969). Embora seja altamente eficiente, o ATB apresenta maior
afinidade por aminoacidos essenciais, como leucina e lisina (Anderson & Ganapathy,
2008), e é predominantemente expresso no intestino — estando ausente no musculo
esquelético. Isso indica que seu papel principal esta na absorcao intestinal de B-

alanina, enquanto outros transportadores, como TauT e PAT1, atuam no musculo.

No musculo esquelético, o principal transportador de B-alanina € o TauT
(transportador de taurina), expresso também em rins e intestino. Sua afinidade tanto
pela B-alanina quanto pela taurina faz com que esses substratos compitam entre si.
Estudos indicam que a suplementagdo de [(-alanina pode reduzir a captagao de
taurina (Jessen, 1994); contudo, dados recentes mostram que doses usuais em
humanos nao afetam de maneira significativa os niveis musculares de taurina,
sugerindo que a regulacdo do TauT mantém a homeostase da taurina no musculo
(Dolan, 2019).

Outro transportador relevante € o PAT1, membro da familia de genes SLC36,
expresso principalmente na superficie luminal do intestino delgado. Ele transporta
aminoacidos zwitteribnicos e derivados, incluindo a [-alanina, com afinidade
moderada (KM de 1-10 mM) (Thwaites & Anderson, 2011). Diferentemente do TauT,
o PAT1 nao depende de ions sddio e cloreto, mas sua contribuicdo para a captacao

de B-alanina no musculo é relativamente menor (Fei et al., 1994).



A B-alanina proveniente da dieta ou da hidrolise de dipeptideos contendo
histidina (como a carnosina) é absorvida no intestino por transportadores como
PEPT1 e ATB. O PEPT1, um transportador ativo dependente de prétons, atua na
absorc¢ao de dipeptideos como carnosina e anserina (Yamashita et al., 1997; Everaert
et al., 2013), além de participar da reabsorc¢ao renal via sua isoforma PEPT2 (Adibi,
1997). Uma vez na circulagdo, a -alanina é captada por tecidos como o musculo
esquelético, onde € usada para a sintese de carnosina. Essa reagao é catalisada pela
CARNS, localizada no citoplasma das fibras musculares. A CARNS apresenta alta
afinidade pela histidina (KM = 16,8 uM), mas baixa afinidade pela $-alanina (KM = 1—
2 mM), o que confirma que a disponibilidade de (-alanina é o principal fator limitante

na sintese de carnosina (Horinishi et al., 1978; Harris & Tallon, 2006).

A B-alanina pode ser transaminada pela enzima ABAT, produzindo malonato
semialdeido — um intermediario energético observado em dietas ricas em 3-alanina
(Everaert et al., 2013). Além disso, a atividade de enzimas carnosinases (CNDP1 e
CNDP2) regula os niveis de carnosina em diferentes tecidos. A CNDP2 atua
principalmente no intestino e no musculo, hidrolisando carnosina e analogos em 3-
alanina e histidina, enquanto a CNDP1, de maior afinidade, esta presente no plasma
e pode influenciar as concentracgdes circulantes (Riedl et al., 2007). Fatores genéticos,
idade e sexo podem modular a expressao dessas enzimas (Teufel et al., 2003).

Em conjunto, transportadores (TauT e PAT1), enzimas (CARNS, CNDP2,
ABAT) e fatores genéticos compdem um sistema integrado que regula o metabolismo
da carnosina muscular. Essa rede metabdlica € influenciada por condi¢des
fisioldgicas, estado nutricional e treinamento fisico, evidenciando a complexidade da

regulagdo dessa molécula no musculo esquelético.

3.5 Dieta, B-alanina e carnosina muscular

3.5.1 Dieta

A B-alanina estd presente em diferentes alimentos, tanto na forma de
dipeptideos contendo histidina (como a carnosina e a anserina) quanto como [3-
aminoacido livre. Carnes e peixes sdo as principais fontes, apresentando elevadas
concentracdes desses dipeptideos nas células musculares de mamiferos, aves e

peixes. Por exemplo, 100 g de peito de frango contém, em média, 411 mg de -alanina
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(Rezende, 2022). Embora alguns vegetais, como nozes, feijoes, ervilhas, gréos de
café, amendoim e pinh&o, também contenham pequenas quantidades, esses niveis
sdo insuficientes para elevar significativamente as concentracbes de carnosina

muscular (Parthasarathy et al., 2019).

A disponibilidade de B-alanina € um dos principais fatores limitantes da sintese
de carnosina muscular (Harris et al., 2006). Em individuos onivoros, essa
disponibilidade provém tanto da ingestdo dietética quanto da produgdo endogena
hepatica, enquanto vegetarianos dependem exclusivamente da via enddgena (Van
Kuilenburg et al., 1992; Trexler et al., 2015). Essa diferenca explica as variacdes
observadas entre grupos alimentares: vegetarianos apresentam, em média,
concentracdes de carnosina cerca de 15 a 20% menores que onivoros, embora
valores préximos de 15 mmol/kg de musculo indiquem que a molécula continua

fisiologicamente relevante (Harris et al., 2012; Everaert et al., 2011).

O estudo de Blancquaert et al. (2018) mostrou que mulheres onivoras que
adotaram uma dieta vegetariana por seis meses mantiveram, de forma geral, os niveis
musculares de carnosina, sugerindo relativa estabilidade desse composto mesmo
sem aporte dietético de [B-alanina. Esses achados indicam que mecanismos
endoégenos podem compensar, ao menos parcialmente, a auséncia da B-alanina
alimentar, preservando a homeostase muscular. De modo complementar, Rezende et
al. (2022) relataram que pequenas variagdes na ingestdo de carne entre onivoros
exercem pouca influéncia sobre o conteudo muscular de carnosina. Assim, a dieta
tende a afetar significativamente a carnosina muscular apenas em situag¢des
extremas, como possivelmente na comparagao entre vegetarianos e onivoros,

enquanto diferengas dentro de padroes dietéticos semelhantes tém baixo impacto.

Além das diferencas qualitativas na dieta, o consumo total de proteina também
parece contribuir para variagdes individuais na carnosina muscular. Varanoske et al.
(2017) observaram que mulheres fisicamente ativas com maior ingestdo proteica
apresentaram niveis mais altos de carnosina. No entanto, a relagéo direta entre o tipo
de dieta, o consumo proteico total e o conteudo muscular de carnosina ainda carece

de investigacao mais detalhada, constituindo uma lacuna importante na literatura.

Em sintese, a dieta influencia o conteldo de carnosina muscular, mas seu

impacto é limitado quando comparado a suplementacao. Essa constatacio levou ao
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crescente interesse na suplementagédo de 3-alanina como estratégia para aumentar

0s niveis intramusculares desse dipeptideo.

3.5.2 Suplementacgao de B-alanina

Embora o organismo produza B-alanina em quantidades reduzidas e ela
também seja obtida pela alimentagao, a suplementacédo é a estratégia mais eficaz
para elevar os niveis de carnosina intramuscular. Harris et al. (2006) demonstraram
que a administracdo de 6,4 g/dia durante quatro semanas aumentou o conteudo
muscular de carnosina em cerca de 65%. Estudos posteriores confirmaram elevagdes
entre ~60% e 120%, dependendo da dose e da duragao (Hill et al., 2007; Baguet et
al., 2010; Saunders et al., 2017a). Esses resultados evidenciam que a suplementacao
exerce efeito muito mais pronunciado que as variagcdes dietéticas. Em média, ela pode
elevar o conteudo de carnosina em até 10 mmol/kg de musculo, praticamente o dobro
da diferenga observada entre vegetarianos e onivoros (Saunders et al., 20173a;
Rezende et al., 2020). Além disso, os aumentos seguem um padrao de saturacgao,
atingindo um platd apds periodos prolongados de uso, o que sugere um limite
fisiologico para o armazenamento da molécula (Rezende et al., 2020). Entretanto,
esse efeito parece ser alcancavel apenas com doses elevadas (superiores a 6 g/dia)
consumidas por periodos prolongados (superiores a 6 meses) (Saunders et al.,
2017b).

Estima-se que cerca de 6% da B-alanina ingerida seja efetivamente convertida
em carnosina muscular, enquanto uma fragao é excretada na urina (Harris et al., 2006;
Stegen et al., 2013). Parte também pode ser oxidada antes de alcangar o musculo,
reduzindo a eficiéncia da sintese (Blancquaert et al., 2016). A captacéo da B-alanina
pelas fibras musculares ocorre por meio de transportadores especificos (TauT e
PAT1), cuja atividade pode ser modulada por condigdes metabdlicas e hormonais, em
especial pela insulina, conforme evidenciado em modelos celulares (Santos et al.,
2021; Gongalves et al., 2020).

Dessa forma, a suplementacdo de [B-alanina representa uma intervencgao
eficiente para aumentar o conteudo muscular de carnosina, superando amplamente
as diferencas dietéticas entre onivoros e vegetarianos. A dose e a duragédo da

suplementagao sao claramente os maiores determinantes do aumento do conteudo
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de carnosina muscular (Perim et al., 2019). Entretanto, outros fatores podem
igualmente influenciar essa resposta, em especial o exercicio fisico. Evidéncias
sugerem que o tipo e principalmente, a intensidade podem modular o conteudo de
carnosina muscular, atuando de maneira complementar ou até independente a
suplementacdo. Foram observados maiores aumentos no conteudo de carnosina
muscular em musculos treinados em comparacao aos nao treinados apds 23 dias de
suplementagdo com 6,4 g-dia™", mesmo sem que os atletas fossem submetidos a um
protocolo de treinamento especifico. Canoistas apresentaram aumentos mais
acentuados de carnosina no musculo deltoide em comparagdo ao soéleo e
gastrocnémio, enquanto o padrao inverso foi observado em ciclistas. Nadadores, cuja
modalidade exige treinamento tanto de membros superiores quanto inferiores,
mostraram aumentos significativamente maiores de carnosina tanto no deltoide
quanto no gastrocnémio em comparagcdo a nao atletas (Bex et al., 2014). Esses
resultados sugerem um papel do treinamento no metabolismo da carnosina muscular,
embora a auséncia de medidas génicas ou proteicas dificulte a interpretacao

mecanistica dessas descobertas.

Esses achados abrem espaco para uma discussdo mais ampla sobre como o
exercicio fisico, principalmente intenso (como o HIIT), pode interagir com as vias de
sintese e degradacao da carnosina, potencialmente contribuindo para adaptagdes

metabdlicas distintas das observadas com a suplementagao isolada.

3.6 Exercicio fisico, HIIT e carnosina muscular

A carnosina desempenha papel essencial no tamponamento intramuscular de
ions H* durante o exercicio intenso, contribuindo para a manutencéo do pH e da
funcado contratil. Por essa razéo, a investigagdo de como o exercicio fisico influencia
o conteudo muscular de carnosina tem despertado crescente interesse (Bex et al.,
2014; Perim et al., 2019; Painelli et al., 2018).

Estudos observacionais indicam que atletas de modalidades de alta
intensidade, como velocistas e remadores, apresentam concentragées de carnosina
mais elevadas do que maratonistas (Parkhouse et al., 1985), enquanto fisiculturistas
exibem niveis excepcionalmente altos, possivelmente influenciados também pelo uso

de esteroides anabolizantes (Tallon et al., 2005). Permanece incerto se esse
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fendbmeno decorre de uma predisposi¢cdo genética, de uma resposta adaptativa ao
estimulo do treinamento ou de diferengas secundarias na composi¢ao dos tipos de
fibras musculares. Em conjunto, essas evidéncias reforcam a hipotese de que o
estimulo contratil repetido e o ambiente metabdlico acido gerado por exercicios
intensos podem exercer papel importante para o controle da sintese e o acumulo de

carnosina.

Pesquisas experimentais avaliaram mais diretamente essa relacdo. Mannion
et al. (1994) investigaram os efeitos do treinamento isocinético dos extensores do
joelho sobre o desempenho em exercicios de alta intensidade e o tamponamento
muscular, observando melhora na capacidade de realizagdo de exercicios intensos
apoés o periodo de treinamento, sem aumento concomitante nas concentragdes
musculares de carnosina. Estes dados corroboram com Baguet et al. (2011), que,
apesar de observarem um pequeno aumento intragrupos no conteudo de carnosina
num grupo que seguiu dieta mista (+11%) e uma redugdo num grupo submetido a
dieta vegetariana (-9%), ndo relataram aumentos significativos globais de carnosina
muscular apés 5 semanas de treinamento em atividade fisica intensa (sprints),
independentemente da dieta. Similarmente, os estudos de Kendrick et al. (2008,
2009) nao observaram efeitos de 10 ou 4 semanas de treinamento de forca no

conteudo de carnosina muscular.

Em contraponto, além da possivel relagcdo mostrada por Bex et al. (2014), o
estudo de Suzuki et al. (2002) demonstrou uma elevagao significativa de carnosina
em muscular apés protocolo de 8 semanas de um programa de treinamento baseado
em sprints. Nesse estudo, as concentragcdes musculares de carnosina praticamente
duplicaram, atingindo valores médios de aproximadamente 47,4 mmol-kg™" de massa
seca, superiores inclusive aos previamente observados em fisiculturistas (=43,0
mmol-kg™" de massa seca) (Tallon et al.,, 2005). Esses resultados, contudo,
contrastam com os achados de outros estudos que n&o observaram aumentos na
carnosina muscular apés treinamento fisico (Mannion et al., 1994; Kendrick et al.,
2009). Além disso, o protocolo de treinamento utilizado por Suzuki et al. (2002)
consistiu em vinte e oito sprints maximos de 30 segundos realizados ao longo de 8
semanas, totalizando aproximadamente 14 minutos de exercicio de alta intensidade.
Considerando o volume relativamente reduzido de treinamento, esse protocolo nao

parece fornecer estimulo suficiente para justificar o aumento substancial observado
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na carnosina muscular. Dessa forma, hipoteses alternativas tém sido sugeridas para
explicar esses achados, incluindo possiveis mudangas no consumo de alimentos ricos
em dipeptideos de histidina durante o periodo de treinamento ou até potenciais

limitagcbes metodologicas relacionadas a analise das amostras musculares.

Em um dos estudos mais recentes, Painelli et al. (2018) analisaram os efeitos
de 12 semanas de HIIT em vegetarianos, identificando aumento significativo no
conteudo muscular de carnosina. Tal resultado sugere que o exercicio pode
compensar parcialmente a menor ingestao dietética de B-alanina nesses individuos,
fortalecendo a ideia de que a contragdo muscular repetida pode regular a sintese e a
degradacao da carnosina muscular de forma independente da disponibilidade de -

alanina.

Entre os diferentes modelos de exercicio utilizados para investigar a regulagcao
metabodlica no musculo esquelético, o HIIT tem recebido destaque. Esse tipo de
protocolo é caracterizado por repetidas séries de esforgo realizadas em intensidades
préximas ou superiores ao VO, mayx, intercaladas por curtos periodos de recuperacao.
Durante essas sessbes ocorre elevada taxa de glicélise anaerdbia e consequente
producao de H*, resultando em redugao do pH intramuscular e aumento da acidose
metabdlica transitéria (Bishop et al., 2004; Gibala et al., 2012). Essa condi¢ao
fisioldgica impde grande demanda aos sistemas de tamponamento intramuscular,
incluindo fosfatos, proteinas e, de maneira particularmente relevante, a carnosina
(Robergs et al., 2004; Edge et al., 2006).

Nesse contexto, o HIIT constitui um modelo experimental particularmente
interessante para o estudo da carnosina muscular e de B-alanina. A carnosina
apresenta pKa préximo ao pH fisiolégico do musculo, o que a torna um dos principais
tampdes intramusculares durante exercicios de alta intensidade, contribuindo para
retardar a queda do pH e preservar a fungao contratil (Harris et al., 2006; Boldyrev et
al., 2013). Assim, protocolos que induzem elevado estresse metabdlico e acidose
transitoria, como o HIIT, podem representar um estimulo relevante para a regulagéo
do metabolismo da carnosina, seja por alteragdes no seu turnover, na atividade de
transportadores de 3-alanina ou na expressao de genes envolvidos em sua sintese e

degradacgédo. Dessa forma, investigar as respostas musculares a sessbes de HIIT
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oferece um modelo fisiolégico adequado para compreender os mecanismos que

controlam a homeostase da carnosina no musculo esquelético.

Contudo, a literatura ainda € limitada e apresenta resultados inconsistentes
quanto as respostas agudas e moleculares ao exercicio (Egan & Sharples, 2023;
Miyamoto-Mikami et al., 2018). A maioria dos estudos disponiveis avalia adaptacdes
cronicas, enquanto pouco se sabe sobre as flutuagbes agudas/imediatas na
expressao de genes relacionados a sintese (CARNS1), transporte (TauT, PAT1) e
degradagdo (CNDP2) da carnosina. O estudo de Painelli et al. (2018) coletou as
biépsias musculares em repouso e 72 h apds o ultimo protocolo de HIIT, o que pode
ter perdido alteragdes transitérias de expressao génica, geralmente observadas nas
primeiras horas poés-exercicio (Coffey & Hawley, 2007). Assim, a auséncia de
diferencas nos genes relacionados a transporte e metabolismo de carnosina
muscular, entre pré e pos-treinamento, pode refletir o momento de coleta, e néo
necessariamente a auséncia de regulagdo molecular.Diante disso, investigagdes que
explorem as respostas agudas de expressdo génica pds-exercicio em diferentes
dietas (onivora versus. vegetariana) tornam-se essenciais para compreender o0s

mecanismos de regulagdo da homeostase da carnosina muscular.

Assim, compreender como o HIIT modula de forma aguda os genes associados
ao metabolismo da carnosina oferece novas perspectivas sobre as adaptacdes
metabdlicas induzidas pelo exercicio e ajuda a explicar as diferencas observadas

entre onivoros e vegetarianos.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Selecao de amostra e voluntarios

A amostra foi composta por homens adultos jovens, clinicamente saudaveis,
com idades variando entre 18 e 35 anos. Nenhum dos participantes fazia uso de
creatina, B-alanina ou de qualquer outro recurso ergogénico, farmacoldgico ou
nutricional voltado ao aumento do desempenho fisico por, pelo menos, trés meses
antes do inicio do protocolo experimental. O grupo vegetariano incluia apenas
individuos que mantinham esse padréo alimentar de forma continua havia no minimo
um ano (Painelli et al., 2018).

Foram excluidos os sujeitos que apresentavam habitos tabagistas, diagnodstico
de doengas crbnicas ou historico de uso atual ou anterior de esteroides anabolizantes.
Dessa forma, os critérios de inclusao contemplaram individuos do sexo masculino,
saudaveis e aptos a realizar o teste incremental, o protocolo de exercicio de alta
intensidade (HIIT) e as etapas experimentais que incluiam bidpsias musculares.
Todos os voluntarios elegiveis receberam esclarecimentos sobre os objetivos e
procedimentos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo 1).

Os critérios de exclusao englobaram tabagismo, presenca de enfermidades
cronicas (como hipertensao, diabetes mellitus ou asma brénquica), uso atual ou
anterior de esteroides anabolizantes, limitacdo fisica que impedisse a realizacéo
adequada do teste incremental ou do HIIT (menos de seis tiros completados), além
de impedimentos logisticos ou de agenda que inviabilizassem a participagcao completa
nos testes e nas coletas. Foram também excluidos os individuos que, apds o
agendamento, deixaram de comparecer ou optaram por nao assinar o TCLE.

Considerando um estudo nosso anterior (Saunders et al., 2017b) que analisou
a resposta genética depois de 4-24 semanas de suplementacdo com [-alanina,
trabalhamos com uma amostra de conveniéncia (Lakens, 2022). A quantidade inicial
proposta de voluntarios foi de 25 separados em 3 grupos: onivoros submetidos ao
HIIT (On), com N=10; vegetarianos submetidos ao HIIT (Vg), com N=10; e onivoros
nao submetidos ao HIIT (CT) com N=5. Foram recrutados um total de 32 voluntarios
(19 onivoros e 13 vegetarianos). Dos 13 vegetarianos recrutados, 7 participaram do

estudo (grupo VQ); 1 nao foi capaz de realizar o teste incremental proposto, desistindo
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na primeira carga; 2 voluntarios deixaram de responder aos contatos apoés
agendamento da primeira visita, ndo comparecendo; outros 3 voluntarios, apesar do
interesse, ndo puderam comparecer por conta de agenda: 2 moravam fora da cidade
de Sao Paulo e por isso s6 poderiam realizar os testes e as bidpsias aos fim de
semana, o que seria inviavel, ja outro tinha a agenda aberta apenas no periodo
noturno, o que impossibilitava os tempos das bidpsias e a agenda da Escola de
Educacao Fisica da USP. Dos 19 onivoros recrutados, 14 participaram do estudo,
sendo 9 no grupo On e 5 no grupo CT; 5 voluntarios nao puderam participar por conta
de agenda, apesar de 2 terem realizado o teste incremental, s6 poderiam fazer o HIIT
e as bidpsias apenas aos fins de semana, o que seria inviavel. Portanto, totalizamos
um total de 21 voluntarios: 9 no grupo On, 7 no grupo Vg e 5 grupo CT (Figura 1).
Antes da participagdo no estudo, todos os voluntarios preencheram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e foram questionados para determinar que
nao tém qualquer problema de saude que pode prejudicar a realizagdo dos testes
fisicos. Este estudo foi submetido e aceito pelo comité de ética da USP - Escola de
Educacao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo / EEFE-USP (CAAE:
79401917.5.0000.5391).

Excluidos:
Moradia/Agenda =5

9 onivoros
submetidos ao HIIT
Coletados (On)

19 onivoros @

5 onivoros nao ®

‘ submetidos ao HIIT w
Total de recrutados = 32 coletados (CT)

7 vegetarianos o
13 vegetarianos submetidos ao HIIT $

coletados (Vg)

Excluidos:

Incapacidade fisica =1
Deixaram de responder =2
Nao compareceram =3
Moradia/Agenda = 2

Figura 1. Fluxograma da divisdo dos voluntarios e das desisténcias para a obtengéo dos grupos: On,
CT e Vg.



18

Na tabela 1 temos os dados de idade, massa corporal e indice de massa
corporal (representados como média * desvio padréo) para os onivoros (grupos CT e

On) e vegetarianos (grupo Vg).

Tabela 1. Caracteristicas dos participantes do estudo, onivoros (grupos CT e On) e vegetarianos

(grupo Vg). Todos os valores estao expressos como média + desvio padrao.

Caracteristica Onivoros (N = 14) Vegetarianos (N =7)
Idade (anos) 24 +4 264

Massa (kg) 80,9 +8,3 78,0+ 19,0
Altura (m) 1,81 0,08 1,76 £ 0,09

IMC (kg/m?) 256+34 249+3,9

4.2 Desenho experimental

As etapas experimentais foram conduzidas no Laboratério de Adaptagéo ao
Treinamento de Forgca da Escola de Educacéo Fisica e Esporte da Universidade de
Sao Paulo (EEFE-USP). Todas as sessbes ocorreram sob a supervisao direta de um
fisiologista experiente (Dr. Bryan Saunders ou Me. Rafael Ribeiro), com a presenga
de um médico (Dr. Luiz Riani) de prontiddo nas dependéncias da unidade para
eventuais intercorréncias clinicas.

Os voluntarios compareceram ao laboratério apds, no minimo, duas horas da
ultima refeicéo, abstendo-se do consumo de alcool, alimentos de origem animal ou
que contivessem B-alanina, bem como da pratica de atividades fisicas intensas ou
nao habituais nas 24 horas precedentes. Além disso, o uso de cafeina foi restrito no
dia da realizagdo do teste incremental e também no dia destinado ao protocolo de
HIIT.

Durante a primeira visita, realizou-se um teste incremental destinado a
determinagado do consumo maximo de oxigénio (VO,pico; K5 b?, Cosmed, Italia), da
poténcia maxima (Wmax) e da poténcia correspondente ao limiar de lactato, além da
familiarizagdo com o protocolo de exercicio que seria aplicado na sessao de HIIT
subsequente. Nessa mesma ocasido, cada participante forneceu dois recordatorios
alimentares de 24 horas referentes a dias ndo consecutivos — um em dia util e outro

em final de semana. As duas visitas finais ao laboratério corresponderam as sessoes
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experimentais principais, que incluiram a execugao do protocolo de HIIT e a coleta
das bidpsias musculares (Figura 2).

Na segunda visita, uma bidpsia muscular de repouso (bidépsia basal) foi
realizada, para se obter um parametro de base de comparacéo. Logo a seguir os
participantes foram submetidos a um protocolo de exercicio de 6 a 10 séries de tiros
de dois minutos em ciclo ergdmetro com dois minutos de intervalo a 140% do limiar
de lactato previamente determinado (Edge et al., 2006). Além da bidpsia basal, foram
realizadas biopsias musculares 60 e 180 min apos o exercicio. Vinte e quatro horas
apos o protocolo de exercicio, os voluntarios retornaram ao laboratdrio (terceira visita)
para uma biopsia muscular e coleta de amostra de sangue. Até o retorno ao
laboratério para ultima biopsia, os voluntarios foram instruidos a ndo comer alimentos
gue contenha beta-alanina ou seja, carne ou visceras de boi, frango, porco ou peixe.
As biopsias musculares foram armazenadas em -80°C até serem submetidas as
técnicas para os estudos da expresséo génica. Os voluntarios do grupo CT realizaram

as mesmas bidpsias, com os mesmos intervalos de tempo, porém sem a sessao de

exercicio.
24 horas
Grupos One\Vg f A ‘l
3 horas
A
[ |
® 5 1 hora 2 horas 21 horas
HIT
Repouso (63 '|0tir08)
(parametro basal)
[
Grupo CT 4/
Repouso /7 O b7
iy (parametro basal) P
/% = Bidpsia 60 min 180 min 24 horas

Figura 2. Desenho experimental da sessao do HIIT (grupos On e Vg) e do grupo CT (sem HIIT) .
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4.3. Métodos e materiais experimentais

4.3.1. Teste incremental em ciclo ergbmetro

O teste incremental foi realizado em um ciclo ergdbmetro (Lode Excalibur, Lode,
Holanda). Utilizou-se o protocolo usado por Painelli et al. (2018), onde a carga inicial
€ de 20 W com aumentos de 30 W a cada estagio de 4 min com 1 minuto de repouso,
até a exaustao. A frequéncia cardiaca (Polar H7, Polar, Kempele, Finlandia) e o VO2
(K5, Cosmed, Italia) foram monitorados continuamente durante o teste. Amostras de
sangue capilar foram coletadas das pontas dos dedos nos intervalos de 1 minuto de
repouso para a determinacdo da concentragdo de lactato (Lactate Plus, Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland). Todos os participantes receberam forte
encorajamento verbal durante todo o teste até atingirem a exaustdo. O VOzpico foi
considerado como o maior VO:2 atingido durante o teste em medidas com intervalos

de 30 segundos.

4.3.2. Protocolo de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT)

As sessdes de treinamento foram realizadas em um ciclo ergdmetro
estacionario (Monark 828E, Monark, Suécia). Apds 10 minutos de aquecimento
padronizado (50 W a 70 rpm) o exercicio foi realizado a 140% do limiar de lactato
previamente calculado para cada individuo através das coletas de sangue capilar
realizadas no Teste Incremental Maximo por meio do método D-max (Cheng et al.,
1992). Este método consiste em encontrar o ponto da curva de concentragdo de
lactato x poténcia mais distante em relagcdo a reta conectando a menor e a maior
concentragdo e poténcia encontrados (Figura 3). Os participantes realizaram no
minimo seis e no maximo dez tiros com duragao de dois minutos cada e intervalo de
um minuto de descanso. Nao foi dito ao voluntario em qual tiro ele estava durante o
teste, apenas sendo possivel a desisténcia em qualquer momento. Todos os
participantes receberam forte encorajamento verbal durante o teste, até atingirem o
maximo de tiros que conseguissem, minimo de 6 e maximo de 10. Este € o mesmo
protocolo utilizado por Painelli at al (2018), onde foi estudado o efeito do treinamento
crénico com HIIT (12 semanas/3 x por semana) na carnosina muscular, mostrando

um aumento na concentragdo em vegetarianos.



21

e —
= M B O 0O

Lactato (mM)

.."‘.i

[ T S T SN = T = =

0 50 100 150 200 250 300 150
Carga (W)

Figura 3. Gréfico para obtengédo de D-max. O ponto vermelho, representa as coordenadas para a o D-

max.
4.3.3. Biépsia muscular por agulha de sucgao

As biopsias musculares foram conduzidas por um médico experiente (Dr. Luiz
Riani) utilizando a técnica classica descrita por Bergstrom (1975), adaptada para o
uso de sucgdo. A amostra coletada (~100 mg) foi obtida da regido lateral mais
espessa do musculo vasto lateral, aproximadamente entre o ponto médio da patela e
o trocanter maior do fémur, quantidade considerada suficiente para as analises de
expressao génica previstas.

Durante o procedimento, os participantes permaneceram deitados em decubito
dorsal, com os joelhos estendidos e os musculos relaxados. Apos a assepsia do local,
foi administrada anestesia local (3 mL de xilocaina a 2%) com agulha hipodérmica
estéril. Em seguida, realizou-se uma pequena incisao (~0,5 cm) atravessando pele e
fascia muscular, feita com lamina de bisturi n® 11, esterilizada e de uso unico.

A agulha de bidpsia, também esterilizada e individual, foi inserida através
dessa incisdo. Por meio de sucgao aplicada na extremidade externa da agulha com
uma seringa de 120 mL, uma pequena porgao de tecido muscular foi aspirada para o

interior do dispositivo e seccionada pela lamina interna. O desconforto relatado pelos
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voluntarios foi minimo ou inexistente, uma vez que o tecido muscular apresenta
escassa inervagao sensitiva.

ApOs a coleta, exerceu-se leve compressao no ponto de incisdo para evitar
sangramento, seguida de oclusdo com bandagem estéril e atadura adesiva para
manter o curativo fixo. Uma faixa compressiva foi posicionada sobre a coxa para
reduzir o risco de edema local. Os participantes foram orientados a manter o curativo
por 24 horas e a conservar a regiao limpa e seca por, no minimo, 72 horas apés o
procedimento.

Imediatamente apds a obtencdo, as amostras musculares foram mergulhadas
em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas a -80 °C até o momento das
analises de expressao génica. O periodo de realizacdo das bidpsias sempre foi o
mesmo entre os individuos, apesar de que as concentragdes de carnosina muscular
sdo estaveis ao longo do dia e o objetivo principal do estudo foi avaliar as variagdes

temporais em relagao ao exercicio (HIIT) e as subsequentes coletas.

4.3.4. Reagao em cadeia da polimerase em tempo real

A quantificacdo da expressédo dos genes CARNS, TauT (SLC6A4), CNDP2,
PAT1 (SLC36A1) e do gene de referéncia GAPDH foi realizada por meio da técnica
de reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). As sondas e primers
especificos foram adquiridos comercialmente (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA).

Os fragmentos de musculo congelado foram homogeneizados, e o RNA total
foi extraido utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme
protocolo do fabricante. A concentracdo de RNA foi determinada por leitura
espectrofotométrica a 260 nm (NanoDrop ND-2000, Thermo Scientific), enquanto a
pureza foi avaliada pela razdo de absorbancia 260/280 nm.

A etapa de transcricdo reversa foi conduzida com 1 pug de RNA total,
completando um volume final de 10 gL com agua ultrapura. Em seguida, adicionaram-
se 10 uL do reagente do kit comercial de transcricdo reversa (2x RT Kit, Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). O processo ocorreu em termociclador
seguindo as etapas: 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85 °C por 5 min, conforme

instrucdes do fabricante.
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As reacgdes de gPCR foram executadas em duplicata em um volume final de
20 L, contendo aproximadamente 5—-20 ng de cDNA (2 pL), 10 yL de TagMan Fast
Advanced Master Mix (2x), 1 uL de cada primer e 7 uL de agua ultrapura tratada com
DEPC (Thermo Fisher Scientific). As analises foram realizadas em um QuantStudio 5
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). O protocolo de amplificagdo
incluiu uma etapa inicial de 95 °C por 20 s, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 3 s e 60
°C por 30 s. Ao término, foi obtida a curva de dissociagao, variando de 65 °C a 95 °C
com incremento de 1 °C por ciclo, para verificagcdo da especificidade do produto
amplificado.

A quantificagéo relativa da expressao génica foi realizada segundo o método
2"AACt (Livak et al., 2001). O valor de ACt foi calculado pela diferenca entre o Ct do
gene alvo e o Ct do gene de referéncia (GAPDH). As variagdes temporais (AACt)
foram determinadas subtraindo-se o valor de ACt do momento basal (repouso)
daqueles obtidos nos tempos de 1 h, 3 h e 24 h apds o HIIT. O gene GAPDH foi

empregado como controle endégeno em todas as analises.

4.3.5 Avaliagao da ingestao de proteinas e de R-alanina na dieta

A avaliagdo da ingestdo dietética de proteinas, carboidratos e lipidios foi
realizada por meio de dois recordatérios de 24 h da alimentagédo dos voluntarios em
dois dias distintos, sendo um dia durante a semana e outro em um fim de semana. O
valor energético e teor de macronutrientes dos recordatérios foram analisados
utilizando a tabela TACO (NEPA, 2011), tabela de composig¢ao de alimentos do IBGE
(IBGE, 2011), TBCA (FoRC, 2023) e USDA. Para isso, foi utilizado o software Dietbox
(Dietbox, Porto Alegre, Brasil). O consumo habitual de R-alanina dos voluntarios foi
aferido por meio de dados compilados em um estudo de nosso grupo (Rezende et al,
2023), que compilou dados da quantia de R-alanina de diversos alimentos utilizando
como base estudos da literatura.

Para os recordatorios, os voluntarios foram orientados a registrar todos os
alimentos que consumiram durante o dia, especificando a quantidade — em peso ou
medidas caseiras -, métodos de cocgao, e horario das refeicdes. No caso de
recordatérios com discrepancias ou medidas ausentes, quando possivel, os
voluntarios foram contactados novamente para retificar tais informacbes. Os

participantes que falharam em fornecer recordatorios com essas informacgdes, ou que
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nao responderam os contatos para sua corregcdo, foram excluidos das analises

dietéticas deste estudo.

4 4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias e respectivos desvios-padrao. A
comparagao entre os grupos onivoros e vegetarianos, considerando as variaveis de
caracterizagao, consumo alimentar e desempenho fisico, foi conduzida por meio de
teste t para amostras independentes, utilizando o software Jamovi (JAMOVI
PROJECT). Além disso, para a variavel referente a ingestao proteica, realizou-se uma
analise adicional com os valores normalizados pelo peso corporal.

As anadlises de expressdo génica foram conduzidas utilizando o software
RStudio (R Core Team). Os dados de expressao génica (2*-AACt), foram avaliados
quanto as diferengcas entre grupos experimentais. Para avaliagdo de valores
discrepantes (outliers), foi considerado o z-score, valores |z| > 3 foram consiredados
potenciais outliers

Foi aplicada uma andlise de covariancia (ANCOVA) para investigar a
expresséao relativa dos genes Taut, PAT1, CARNS e CNDP2 entre os grupos CT
(n=5), On, (n=9) e Vg, (n=7) ao longo dos trés tempos experimentais: 1 hora apds o
HIIT ou bidpsia basal (1h), 3 horas apds o HIIT ou bidpsia basal (3h) e 24 horas apods
o HIIT ou bidpsia basal (24h). Utilizou-se o fator “Tempo” (p6s 1 hora, pés 3 horas e
pos 24 horas do exercicio) como covariavel no modelo, a fim de ajustar as
comparagdes entre grupos para potenciais variagdes associadas ao tempo
experimental. As amostras das bidpsias basais foram consideradas como a baseline
(tempo 0) e comparadas com as bidpsias pés 1 hora, pds 3 horas e pds 24 horas.
Essa analise foi realizada em dois cenarios: ANCOVA considerando os trés grupos
(incluindo o CT); ANCOVA considerando apenas 0s grupos experimentais, com
exclusao do CT.

A ANCOVA foi aplicada considerando o tempo como covariavel numérica,
permitindo avaliar tendéncias lineares (slopes/inclinagbes) da expressdo génica ao
longo dos trés pontos temporais a partir do HIIT (On e Vg) e bidpsia basal (CT). Essa
analise verifica se os grupos apresentam diferengas na inclinacdo da variagao

temporal de cada gene, testando os efeitos principais e a interagdo Grupo x Tempo.
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Os resultados foram expressos como valores da estatistica F e respectivos
valores de p. A interpretagdo dos resultados foi realizada com base nas
probabilidades estatisticas de rejeicdo da hipotese nula (HO), adotando-se as
seguintes categorias: p > 0,1: auséncia de evidéncia contra HO; 0,05 < p < 0,1:
evidéncia fraca contra HO; 0,01 < p < 0,05: evidéncia contra H0; 0,001 < p <0,01: forte

evidéncia contra HO; p < 0,001: evidéncia muito forte contra HO (Amrhein et al., 2017).
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5. Resultados

5.1 Caracterizagao dos voluntarios

5.1.1 Capacidade fisica e cardio pulmonar dos voluntarios submetidos ao exercicio

Ndo foram encontradas diferengas estatisticas significantes entre os
participantes dos grupos On e Vg com relagéo a VOzpico (p = 0,44), poténcia maxima
atingida (p = 0,54), poténcia no limiar de lactato (p = 0,50) e estagios completos no
HIIT (p = 0,62) (Tabela 2).

Tabela 2. Dados da capacidade fisica e cardio pulmonar dos voluntarios submetidos ao exercicio

(grupos On e Vg). Todos os valores estdo expressos como média + desvio padrao.

Parametro On (N =9) Vg(N=7)
VO2zpico (Ml-kg'-min-1) 446 £15,7 37,8+6,6
Poténcia Maxima (W) 237 £ 49 242 + 27
Poténcia no limiar de lactato (W) 155 + 34 150 + 1
Estagios completados do HIIT 812 8+1

5.1.2 Consumo alimentar

A avaliacdo da dieta dos participantes com recordatoérios validos, indicou
diferenca ja esperada na ingestdo de B-alanina, apenas os onivoros ingeriram esse
B-aminoacido (0,8 + 0,3 vs. 0.0 £ 0.0 g/dia). Ja em relagao a outros nutrientes
evidenciou-se diferencga significativa tanto na ingestao total de proteinas (p = 0,037;
Tabela 3) quanto na contribuigéo relativa das proteinas para o valor energético total
(%VET) (p = 0,008; Tabela 3), quando comparados onivoros e vegetarianos.
Entretanto, ao ajustar o consumo proteico em fungdo do peso corporal, ndo se
observaram diferencgas estatisticamente relevantes entre os grupos (p = 0,059; Tabela
3). A fragéo percentual de calorias derivadas dos carboidratos foi mais elevada nos
vegetarianos em comparagéo aos onivoros (p = 0,004; Tabela 3). Por outro lado, n&o
foram detectadas diferengas significativas no consumo absoluto de carboidratos, na
ingestao de lipideos ou no valor energético total (VET) entre os dois grupos (todos p
> 0.05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Ingestédo nutricional dos voluntarios onivoros (grupos CT e Vg) e vegetarianos (grupo Vg)

com recordatorios validos. Todos os valores estao expressos como média t desvio padrao.

Nutrientes Onivoros (N =9) Vegetarianos (N=5) p
VET 2308 + 487 2441 + 562 0,416
Proteina (g/dia) 171,2 £ 21,7 132 £ 38,4 0,037*
Proteina(g/kg) 2,1+0,2 1,6 +£0,5 0,059
Proteina (%VET) 30,4+5,6 18,2+ 1,3 0,008*
Carboidrato (g/dia) 2649+ 954 398,3 £ 102,7 0,102
Carboidrato (%VET) 449 +6,5 60,0 + 3,7 0,004*
Lipideos (g/dia) 62,7 + 16,7 65,8 £ 9,5 0,791
Lipideos (%VET) 24,7+5,7 21,7+24 0,599

5.2 Analise da Expressao Génica

Nao foram detectados outliers com a avaliacdo por z-score em nenhum dos

grupos, genes ou tempos testados.

5.2.1. Resultados analise ANCOVA

Nas analises incluindo o grupo CT (CT, n=5; On, n=9; Vg, n=7), nenhum dos

quatro genes apresentou evidéncia consistete na interagdo Grupo x Tempo (TauT
p=0,118; PAT1 p=0,147; CARNS p=0,659; CNDP2 p=0,064) (Figura 5). No entanto,

para o gene CNDP2 observou-se evidéncia fraca de diferenga entre os grupos ao

longo do tempo (p = 0,064).
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Figura 4. Tendéncias lineares de alteragdo na expressao génica ao longo da variagao do tempo para
os genes TauT, PAT1, CARNS e CNDP2 nos grupos onivoros submetidos ao HIIT (On), vegetarianos
submetidos ao HIIT (Vg) e onivoros ndo submetidos ao HIIT (CT) (p>0,05).

Quando o grupo CT foi excluido da analise, restringindo a comparagao entre
On (n=9) e Vg (n=7), os genes TauT, PAT1 e CARNS permaneceram sem diferengas
significativas em relagdo as inclinagbes da expressdo génica ao longo do tempo
(TauT p=0,068; PAT1 p=0,113; CARNS p=0,455). Para o gene TauT observou-se
evidéncia fraca de diferenca entre os grupos (p = 0,068). Contudo, o gene CNDP2
apresentou evidéncia de interagao Grupo x Tempo na inclinacéo da expressao génica
estatisticamente significativa (p=0,038) (Figura 6 e 7). Esse resultado revela que os
grupos On e Vg exibiram inclinagdes distintas: enquanto o grupo Vg apresentou
tendéncia de reducao da expressao relativa de CNDP2 ao longo do tempo, o grupo

On apresentou tendéncia ao aumento da expressao.
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Figura 5. Tendéncia linear da alteragéo da expressao do gene CNDP2 ao longo do tempo sem o grupo

de onivoros ndo submetidos ao HIIT (CT), comparando apenas os grupos onivoros submetidos ao HIIT

(On) e vegetarianos submetidos ao HIT (Vg) (p=0,038).
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Figura 6. Inclinagéo das retas por grupo para a variagao da expressao ao longo do tempo para o gene

CNDP2 sem de onivoros ndo submetidos ao HIIT (CT), comparando apenas 0s grupos onivoros

submetidos ao HIIT (On) e vegetarianos submetidos ao HIIT (Vg) (p=0,038).
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Em conjunto, esses resultados sugerem que a expressao dos genes CARNS e
PAT1 ndo apresentou alteragdes significativas ao longo do tempo ou entre os grupos
experimentais. O gene TauT apresentou algum nivel de significancia na interagao
Grupo x Tempo, apos a analise sem o grupo controle. Ja o gene CNDP2 apresentou
evidéncias na trajetéria temporal da expressao entre os grupos On e Vg, evidenciando

uma alta diferencga significatica na relagdo Grupo x Tempo. (Tabela X)

Tabela 4. Dados numéricos de p e F (com ou sem CT), nos efeitos de tempo, grupo e interagdo grupo tempo da

ANCOVA. *: p com evidéncia significativa (p<0,05); #: p com baixo nivel de evidéncia(0,05<p<0,1).

Gene Efeito F(comCT) p(comCT) F(semCT) p(semCT)
CARNS Tempo 0.29 0.749 0.36 0.550
Grupo 0.32 0.576 042 0.521
Grupo x Tempo 0.42 0.659 0.57 0.455
CNDP2 Tempo 1.83 0.171 2.72 0.107
Grupo 1.23 0.274 0.74 0.395
Grupo x Tempo 2.94 0.065* 4.70 0.038*
PAT1 Tempo 0.59 0.559 0.85 0.361
Grupo 1.60 0.211 2.26 0.140
Grupo x Tempo 1.99 0.147 2.62 0.113
TauT Tempo 1.43 0.248 2.18 0.148
Grupo 1.17 0.287 0.68 0.417

Grupo x Tempo 2.26 0.118 3.60 0.068*
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6. Discussao

Os resultados do presente estudo indicaram que a expressdao dos genes
relacionados a carnosina nao foi modificada nas avaliagdes realizadas 1, 3 ou 24
horas apos uma unica sessdo de HIIT com o grupo CT. Entretanto, analises
estatisticas sem o grupo CT, mostraram que o perfil de expressao do gene CNDP2
pos-exercicio diferiu entre vegetarianos e onivoros, com aumento nos individuos
onivoros e reducdo nos vegetarianos. Essa divergéncia pode indicar que a dieta
exerce um papel modulador na regulagéo pos-exercicio do metabolismo da carnosina,
possivelmente promovendo maior turnover dessa molécula em onivoros, enquanto
vegetarianos apresentariam uma resposta de conservagdo metabdlica. Tal
mecanismo regulatério pode contribuir para explicar achados prévios do grupo, nos
quais o treinamento intervalado de alta intensidade crénico resultou em aumento do
conteudo muscular de carnosina em vegetarianos. A redugdo da expressao de
CNDP2 observada apds o exercicio no grupo VG poderia, portanto, limitar a
degradacao da carnosina e favorecer seu acumulo ao longo do tempo, representando

uma adaptacado molecular especifica associada ao padrao dietético.

6.1 Expressao Génica

A anadlise da expressao de trés dos quatro genes avaliados (TauT, PAT1 e
CARNS) nao revelou diferengas significativas entre os grupos experimentais, tanto
nos modelos de ANCOVA com CT ou sem CT. No entanto, o gene CNDP2 apresentou
um achado relevante: embora, na ANCOVA incluindo o grupo CT, tenha sido
observada apenas alguma de interagdo Grupo x Tempo, essa interagao tornou-se
estatisticamente significativa quando o grupo CT foi excluido da analise. Esse
resultado indica que os grupos On e Vg exibiram inclinagdes distintas ao longo do
tempo: enquanto o grupo Vg apresentou tendéncia de redugao na expressao relativa
de CNDP2, o grupo On mostrou uma tendéncia de aumento.

Nossos achados podem representar um ponto de partida para compreender o
aumento no conteudo muscular de carnosina induzido pelo exercicio fisico na
auséncia de ingestdo de B-alanina, conforme descrito por Painelli et al. (2018).
Embora esses autores tenham observado aumento da carnosina muscular sem

alteragao na expressao génica, é importante destacar que as bidpsias foram obtidas
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em estado de repouso, pelo menos 72 horas apos o exercicio antes e depois de um
periodo de 12 semanas de HIIT. Tal delineamento constitui uma limitagdo relevante,
pois impede a identificacdo de possiveis alteracbes agudas na expressao génica
induzidas pelo HIIT, as quais poderiam estar associadas as adaptagdes crbnicas
observadas posteriormente.

De fato, considerando-se outros genes relacionados as adaptagdes fisiologicas
decorrentes do treinamento, € comum observar respostas agudas logo apés o
exercicio (Cameron-Smith, 2002; Hargreaves, 2015). Assim, torna-se essencial
investigar essas modificagbes iniciais na expressdo dos genes ligados ao
metabolismo da carnosina, a fim de elucidar se tais respostas poderiam explicar o

aumento no conteudo muscular de carnosina descrito por Painelli et al.

6.2 Regulagéo da carnosina muscular e expressao génica

Para o gene CNDP2, os grupos diferiram quanto a inclinacdo da expressao ao
longo do tempo, mesmo na auséncia de diferencas nos niveis médios. Observou-se
que o grupo Vg apresentou uma tendéncia de redugédo na expressao, enquanto o
grupo On mostrou tendéncia de aumento. Essa discrepancia sugere que CNDP2 pode
estar particularmente envolvido em mecanismos modulados tanto pela dieta quanto
pelo HIIT, o que pode representar uma possivel via de atuagdo desse gene no
processo descrito por Painelli et al. (2018).

A CNDP2 é a principal enzima responsavel pela degradagdo da carnosina
muscular, participando do controle de sua producéao e do seu turnover (Evaraert et al,
2011). Nossos resultados indicam que o aumento da carnosina muscular observado
em vegetarianos submetidos ao HIIT (Painelli et al., 2018) pode estar associado a
uma regulagao voltada a conservagdo metabdlica da carnosina apos as primeiras 24
horas do exercicio. Tal fenbmeno ocorreria por meio da reducdo da expressao de
CNDP2, o que diminuiria a degradagao da carnosina muscular e, consequentemente,
promoveria, de forma crénica e a longo prazo, o acumulo dessa molécula no musculo
de individuos vegetarianos. Obviamente necessitamos de mais estudos para certificar
esse fato, estamos apenas na base de hipoteses, ja que vegetarianos ainda possuem
uma concentragao razoavel de carnosina muscular (Painelli et al., 2018), o que pode

indicar também uma sintese elevada.
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Nos onivoros, por outro lado, apesar de n&do termos muitos estudos na area,
ha evidéncias de uma relacdo entre aumento do conteudo muscular de carnosina e
0s grupos musculares trabalhados com o exercicio, onde os musculos mais utilizados
parecem apresentar um conteudo maior de carnosina (Bex et al., 2014). Além disso
temos o estudo de Suzuki et al. (2002) que, apesar de um espago amostral baixo,
mostra um aumento de carnosina muscular causado pelo treinamento com sprints,
exercicio similar ao HIIT realizado nesse trabalho. Estes aumentos poderiam estar
mais relacionados a ingestdo de B-alanina (Harris et al., 2006), ja que no estudo de
Bex et al. (2014) houve suplementacdo, mas também a ativagdo de mecanismos de
sintese, ndo se relacionando a inibicdo de sua degradagdo. De fato, nossos
resultados indicam uma tendéncia a aumento na expressao de CNDP2 ao longo das
primeiras 24 horas apds o HIIT, sugerindo uma propensédo a intensificagdo da
degradagao da carnosina muscular em onivoros. Entretanto, como a literatura aponta
que o exercicio fisico e a ingestdo de B-alanina tendem a elevar, e n&o reduzir, o
conteudo de carnosina em onivoros (Suzuki et al. 2002; Bex et al., 2014; Harris et al.,
2006; Hill et al., 20017), esse aumento na degradagao pode refletir apenas um
turnover mais dinamico e eficiente, sem implicar reducao do conteudo total.

Naturalmente, nao é possivel afirmar que a CNDP2 seja a Unica responsavel
pelo aumento de carnosina muscular observado em vegetarianos submetidos ao HIIT.
O presente estudo avaliou apenas trés momentos pés-exercicio (1 h, 3 h e 24 h),
sendo plausivel que alteragdes adicionais na expressao génica ocorram apos ou entre
esses periodos de tempo. Além disso, outros genes nao analisados podem também
participar da regulagdo da sintese e degradacdo da carnosina muscular em
vegetarianos e onivoros. Sabe-se que a homeostase da carnosina é regulada por trés
principais mecanismos: a captacao de B-alanina, a sintese de carnosina e a sua
degradagao (Harris et al., 2006; Artiolli, 2010; Blancquaert, 2015).

No que se refere a captagcdo de B-alanina e histidina pelo musculo, os
transportadores TauT e PAT1 desempenham papel central. Conforme amplamente
descrito na literatura, a B-alanina é o fator limitante para a sintese de carnosina
muscular (Harris et al., 2006). Assim, seria plausivel supor que um aumento na
expressao desses transportadores pudesse contribuir para o incremento de carnosina
muscular observado em vegetarianos no estudo de Painelli et al. (2018). No entanto,
em nosso estudo, ndo foram detectadas alteragdes significativas na expressao génica

de TauT ou PAT1, o que sugere que o aumento da carnosina muscular descrito por
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Painelli et al. (2018) ndo esteja associado a mecanismos de transporte desses
aminoacidos. Dessa forma, é provavel que esses genes nao exer¢gam influéncia direta
na regulacado da carnosina muscular em vegetarianos. Isso estaria de acordo com
achados de Saunders et al. (2017), que observaram uma diminuicdo em TauT apés
suplementacgao crénica de p-alanina, possivelmente mostrando um importante papel
no aumento da carnosina muscular causada pela suplementagao e nao pela atividade
fisica em si.

No caso do gene CARNS, principal envolvido na sintese de carnosina
muscular, também n&o foram observadas diferengas significativas na expressao ao
longo do tempo. Tal achado sugere que a sintese de carnosina possa nao ter sido um
dos fatores determinantes para o aumento observado em vegetarianos (Painelli et al.,
2018), ou que os intervalos temporais avaliados em nosso protocolo n&o tenham sido
suficientes para captar sua possivel regulagdo. Apesar de esse resultado reforga a
hipotese de que, em vegetarianos, o HIIT ndo promove aumento expressivo na
sintese ou no turnover da carnosina ao longo do tempo, mas sim uma modulagao
voltada a diminuigdo de sua degradagao.

E importante destacar, ainda, a existéncia de variabilidade génica entre os
individuos para os genes analisados, o que pode justificar a ampla dispersao dos
valores de expressao observados entre os voluntarios. Polimorfismos genéticos ja
foram descritos para alguns desses genes tanto em humanos quanto em modelos
murinos (Gregor et al., 1994; Thomas et al., 2014; Guilherme et al., 2017). No entanto,
até o momento, ndo ha evidéncias na literatura que indiquem se essas variagdes
genotipicas interferem de forma significativa no metabolismo da carnosina ou nas

respostas adaptativas induzidas pelo exercicio.

6.3 Carnosina muscular e figado

Para que o aumento da carnosina muscular observado em voluntarios
vegetarianos por Painelli et al. (2018) ocorresse, é provavel que tenha havido algum
tipo de regulagédo ou modulagédo no metabolismo da carnosina ou da B-alanina, seja
no préprio musculo ou em outros tecidos metabolicamente relevantes, como o figado
— principal 6rgao responsavel pela producéo endogena de (B-alanina (Trexler et al.,
2015; Saunders et al.,, 2017a). Um aumento na sintese hepatica de B-alanina e

carnosina poderia elevar a disponibilidade plasmatica desse aminoacido, favorecendo



35

sua captacao pelo musculo e, consequentemente, estimulando a sintese de carnosina
muscular. Nesse contexto, o figado poderia desempenhar papel analogo ao da
suplementagdo de p-alanina, aumentando sua concentragdo circulante e
potencializando o acumulo muscular subsequente.

Considerando que a suplementacao de [3-alanina € amplamente reconhecida
por elevar os niveis de carnosina muscular (Saunders et al., 2017b; Blancquaert et
al., 2018), é plausivel supor que um aumento plasmatico decorrente de maior
producdo hepatica também pudesse gerar efeito semelhante. No entanto, essa
hipétese permanece especulativa, uma vez que n&o ha, até o momento, evidéncias
diretas que relacionem a producao hepatica de (-alanina a pratica de exercicio fisico

ou as concentragdes de carnosina muscular em humanos.

6.4 Consumo alimentar

Os resultados mostraram que a ingestao absoluta de proteinas foi maior entre
0S onivoros em comparagao aos vegetarianos. No entanto, ao ajustar o consumo de
proteinas pelo peso corporal, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos. Observou-se ainda que a dieta dos onivoros apresentou maior proporgao
energética proveniente de proteinas, enquanto a dos vegetarianos teve maior
contribuicdo de carboidratos, em concordancia com achados prévios da literatura
(Davey et al., 2003; Clarys et al., 2013; Papier et al. 2019). No caso de (-alanina,
como ja esperado, so tivemos ingestdo em onivoros.

Os achados relacionados a ingestdo de (-alanina reforcam dados prévios da
literatura, com valores médios entre onivoros semelhantes aos reportados
anteriormente (Saunders et al., 2017b). Como esperado, vegetarianos ndo mostraram
consumo desse aminoacido, uma vez que sua presenca esta restrita as carnes
(Trexler et al, 2015; Saunders et al, 2017; Painelli et al., 2018). Tal fato ajuda a
compreender por que estudos anteriores demonstraram diferengas no conteudo de
carnosina muscular entre esses grupos (Harris et al., 2012; Painelli et al., 2018).
Embora, possa haver indicios de que a ingestao proteica possa influenciar os niveis
de carnosina (Varanoske, 2017), ndo é possivel concluir se esse efeito se deve ao
maior aporte de carne — e, portanto, de B-alanina — ou ao total de proteinas
consumidas. Pelos dados mais sensiveis, atuais e citados na literatura (Saunders

meta-analise), temos que o aumento da carnosina esta intimamente relacionado ao
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consumo de B-alanina, e portanto os onivoros tendem a terem valores maiores de
carnosinas que vegetarianos.

Em relacdo a ingestdo de proteinas, os resultados sugerem diferencas
absolutas entre onivoros e vegetarianos, mas essas deixam de ser significativas
quando ajustadas pelo peso corporal. Ainda assim, o maior percentual de proteinas
no VET dos onivoros pode ser explicado pela predominancia de carnes na dieta,
enquanto a maior contribuigdo de carboidratos nos vegetarianos reflete o perfil
nutricional das fontes vegetais de proteina. Estudos anteriores apontam que uma
ingestdo proteica elevada pode auxiliar na manutencdo de L-histidina e,
consequentemente, no suporte ao conteudo muscular de carnosina, sobretudo em
situacdes de suplementagao de B-alanina (Blancquaert et al., 2017; Varanoske et al.,
2017). A real influéncia do consumo habitual de proteinas sobre a carnosina muscular

ainda permanece em aberto, reforcando a necessidade de investigagdes.

6.5 Limitagdes do estudo

E importante destacar que o tamanho amostral do presente estudo foi inferior
ao planejado. Essa limitagao implica que algumas das diferengas observadas possam
nao ter alcangado significancia estatistica devido ao numero reduzido de voluntarios
(N aquém do ideal), e ndo necessariamente por auséncia de efeito bioldgico ou
limitacbes metodoldgicas. Embora o tamanho total da amostra tenha sido semelhante
ao de outros estudos da literatura, como o de Painelli et al. (2018), a distribuicdo
desigual entre os grupos experimentais resultou em um numero menor de
participantes vegetarianos, o que pode ter reduzido o poder estatistico para detectar
diferengas especificas entre os grupos.

Os tempos selecionados para analise (1 h, 3 h e 24 h p6s-HIIT) sdo usualmente
utilizados para mostrar alteragdes na expressdo génica causada por exercicio
(Willoughby & Rosene, 2003; Little et al., 2011; Bonafiglia et al., 2017), e por isso
foram escolhidos em nosso estudo. Porém, eles podem nao ter captado todas as
alteragdes na expressao génica, especialmente aquelas que ocorrem de forma mais
tardia. E plausivel que modificacdes relevantes se manifestem entre 24 e 72 horas
apos o exercicio — intervalo utilizado por Painelli et al. (2018) — ou mesmo ao longo
das 12 semanas de treinamento cronico. Assim, futuras investigagdes que incluam

periodos de coleta adicionais poderiam elucidar melhor a dindmica temporal dessas



37

respostas moleculares. Apesar disso, esse € um primeiro estudo que mostra como a
expressao se comporta apos o HIIT, nesses periodos especificos.

Uma limitacdo relevante do presente trabalho foi a impossibilidade de
quantificar as concentragdes musculares e plasmaticas de beta-alanina e carnosina.
Essa analise ndo pdde ser realizada devido a falhas técnicas no espectrémetro de
massas do Laboratério de Quimica Analitica da USP de Sao Carlos, equipamento que
seria utilizado em parceria para tais determinagdes. As amostras correspondentes
permanecem devidamente armazenadas, e ainda ha a intengcdo de realizar essas
analises futuramente. A quantificacdo da carnosina muscular, em particular, seria
essencial para verificar se a modulacido da expressdo de CNDP2 observada em
vegetarianos poderia estar associada a alteragcbes efetivas nos niveis de carnosina
apos 24 horas do HIIT. Além disso, permitiria avaliar se o exercicio promoveria
modificacdes agudas (1 h, 3 h e 24 h) nas concentragdes musculares e plasmaticas
dessas moléculas, principalmente agora com os indicios que o gene CNDP2 nos
trouxeram. Essa auséncia de dados sobre as concentragdes musculares e
plasmaticas de carnosina constitui uma limitagao significativa, impossibilitando a
correlagao direta entre a expresséo génica e as alteragées metabdlicas efetivas.

Também foi realizada a tentativa de analise da expressdo do gene ABAT;
entretanto, nao foi possivel obter resultados confiaveis por PCR. Essa limitagao pode
ter ocorrido devido a degradagao do primer, mas também pela possivel baixa ou
auséncia de expressao desse gene no musculo esquelético humano. A literatura
sobre o tema é escassa — até o momento, apenas trés estudos reportaram tentativas
de avaliar a expressao de ABAT nesse tecido (Everaert et al., 2011; Saunders et al.,
2017; Painelli et al., 2018). No trabalho de Everaert et al. (2011), inclusive, a analise
nado pdde ser realizada em musculo humano, sendo restrita a amostras de
musculatura murina. Tal evidéncia reforca a hipotese de que ABAT apresenta baixa
ou inexistente expressdao em musculo esquelético humano, o que explicaria a
auséncia de resultados em nosso estudo e a dificuldade recorrente em investigar esse

gene.

6.6. Perspectivas futuras

Nosso trabalho apresenta os primeiros dados acerca de como o HIIT pode

afetar, de forma aguda, a expressao génica relacionada ao metabolismo da carnosina
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em individuos onivoros e vegetarianos. Os resultados obtidos oferecem indicios
relevantes de que esses grupos podem apresentar uma regulagdo distinta dos
mecanismos de sintese e degradagao da carnosina, o que representa um achado de
grande relevancia para a compreensao do metabolismo dessa molécula no tecido
muscular.

Atualmente, ja existem evidéncias robustas de que a suplementagdo com [3-
alanina aumenta as concentragdes de carnosina muscular (Saunders et al., 2017).
Contudo, ainda ha escassez de estudos que investiguem alteragdes na carnosina
muscular decorrentes exclusivamente da atividade fisica. Nosso estudo contribui para
preencher essa lacuna ao explorar a possivel relacdo entre exercicio intermitente de
alta intensidade e o metabolismo da carnosina em onivoros e vegetarianos,
oferecendo subsidios para avancos em relagéo aos achados prévios de Painelli et al.
(2018).

Além disso, nossos resultados podem auxiliar na compreensdo de como
individuos vegetarianos poderiam potencialmente aumentar o conteudo de carnosina
muscular a curto prazo sem recorrer a suplementagao de 3-alanina — um suplemento
de origem exclusivamente animal. Tal possibilidade seria altamente relevante para o
desenvolvimento de estratégias de treinamento e desempenho fisico direcionadas a
atletas vegetarianos.

Como perspectivas futuras, destaca-se a necessidade da quantificagdo das
concentracdes de carnosina muscular e plasmatica por espectrometria de massa, a
fim de verificar se ocorrem aumentos agudos pos-HIIT em vegetarianos ou onivoros.
Adicionalmente, investigacbes futuras devem considerar a avaliacdo de outros
tempos pds-exercicio, bem como o aumento do tamanho amostral, para ampliar a

robustez estatistica das analises.



39

7. Conclusao

Este estudo aprofunda a linha de investigagao sobre a interagao entre dieta e
0 exercicio na regulagdo molecular aguda do metabolismo da carnosina,
evidenciando um potencial papel da CNDP2 nesse processo para vegetarianos.
Apesar das limitacbes apresentadas, os resultados obtidos oferecem valiosos
caminhos futuros para a formulacdo de hipoteses e destacam a importancia de
compreender a resposta molecular individualizada ao exercicio fisico em diferentes

contextos dietéticos.
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e genes relacionados.

2. Pesquisador Responsavel
‘ Bruno Gualano/Bryan Saunders ‘

3. Cargo/Funcéao
‘ Professor da Escola de Educacao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo ‘

4. Avaliacao do risco da pesquisa:
[ ] RISCOMINIMO [ ] RISCO BAIXO RISCOMEDIO [ | RISCOMAIOR |
(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqtiéncia imediata ou tardia
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Esta pesquisa pretende investigar os efeitos agudos do exercicio de alta intensidade no
conteudo de carnosina muscular, um composto envolvido no desempenho de exercicio,
e genes relacionados em humanos.

Os testes serdo realizados no Laboratorio de Fisiologia Aplicada e Nutricdo na Escola de
Educacao Fisica e Esporte da USP sob a supervisdo de um fisiologista treinado (Dr. Bryan
Saunders), enquanto um médico (Dr. Luiz Riani) permanecera de prontiddo nas
instalagées da unidade, em caso de alguma emergéncia médica.

Sua participacéo no estudo tera a duragdo de no maximo duas semanas com trés visitas
ao laboratério. Na primeira visita vocé fara um teste de ciclismo em que a carga
(dificuldade) do teste sera crescente, até que vocé entre em fadiga e ndo consiga mais
manter o exercicio.

Na segunda visita uma céanula sera inserida na veia antecubital apds a chegada e uma
amostra de sangue sera colhida. Esse procedimento sera conduzido por um profissional
treinado neste procedimento (Dr Luiz Riani ou Dr Bryan Sanders). Além disso, uma
biépsia muscular sera realizada; colheremos uma pequena (do tamanho de um grao de
arroz cru) amostra de seu musculo, retirada da parte de frente de sua coxa (musculo vasto
lateral). Essa amostra sera importante para que possamos examinar o efeito do exercicio
na carnosina muscular e seus genes. Esse procedimento sera conduzido por um médico
experiente e treinado (Dr. Luiz Riani). Depois vocé sera submetido a um protocolo de
exercicio de 6 a 10 séries de tiros de dois minutos em cicloergdmetro, com dois minutos
de intervalo, a 140% do limiar de lactato, previamente determinado durante a primeira
visita. Imediatamente e trés horas apds o exercicio, coletaremos mais duas bidpsias
musculares e amostras de sangue. Antes, durante e apds o exercicio serdo coletados
pequenas amostras de sangue da ponta de seu dedo para medirmos lactato e outros
dados que nos dizem como esta seu metabolismo (gasometria sanguinea).

Vinte e quatro horas apds o protocolo de exercicio, vocé retornara ao laboratério para
uma biopsia muscular e amostra de sangue. Durante estas 24 h, vocé ndo pode comer
carne ou qualquer alimento que possa conter beta-alanina. Os alimentos proibidos seréo
discutidos pessoalmente com o voluntario. Além disso, vocé preenchera diarios
alimentares para que possamos avaliar seu consumo alimentar.

A biépsia muscular causara um pequeno desconforto de picada no momento da
anestesia. Embora sua perna esteja anestesiada (portanto, vocé ndo devera sentir dor),
a introducgao da agulha de bidpsia pode causar incémodo. Esse incOmodo é rapido e ndo
deve durar mais do que 2 ou 3 segundos. A biépsia ¢é feita forma limpa e asséptica. Apesar
da bidpsia ser um procedimento invasivo, nossa equipe € bem experiente e treinada neste

procedimento, e ndo existem relatos de problemas graves associados a bidépsia em nosso
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laboratério. Mesmo assim, havendo necessidade, vocé podera ser encaminhado para o
HU-USP (Hospital Universitario da USP) ou HC-FMUSP (Hospital das Clinicas).

7. A puncao do dedo pode trazer um desconforto moderado devido a picada da agulha. A
puncdo da veia pode trazer um desconforto no brago devido ao aperto pelo garrote e a
picada da agulha. Além disso, em alguns casos podera ocorrer um hematoma (mancha
roxa) em seu brago. No entanto, apenas uma puncgio por sessio ocorrera para inserir
uma canula na veia; posteriormente, todas as coletas de sangue serao retiradas desta
canula. Esta puncgao na veia sera realizada nas ultimas duas sessdes; na segunda sessao
serdo coletadas até 3 seringas de 5 ml, que equivale a aproximadamente 15 ml. Na ultima
visita, sera coletada uma seringa de 5 ml. Todas as visitas terdo lugar no Laboratério do
Grupo de Pesquisa em Fisiologia Aplicada e Nutricao na Escola de Educacao Fisica e
Esporte - USP. Todos os testes serao realizados sob a supervisdo de um fisiologista
treinado (Dr. Bryan Saunders), enquanto um médico (Dr. Luiz Riani) permanecera de
prontiddo nas instalagdées da Unidade, em caso de alguma emergéncia médica.

8. As sessdes de teste fisico podem leva-lo a grande cansaco fisico, ja que serdo de alta
intensidade. Por fim, é possivel que vocé sinta algum incémodo apéds ingerir a beta-
alanina, pois ela pode causa uma sensagéao de “formigamento” da pele (parestesia). Caso
isso ocorra, a sensacao desaparece sozinha em cerca de 30 a 60 minutos e nao oferece
nenhum risco a saude. Porém, para evitar que isso ocorra, o suplemento é especialmente
formulado em tabletes especiais que diminuem as chances de isso ocorrer.

9. Ao participar como voluntario desta pesquisa, vocé tera acesso as avaliagdes padrao-ouro
do seu estado de saude e condicionamento fisico. Além disso, vocé tera direito a consultas
nutricionais, onde vocé recebera aconselhamento profissional sobre como pode melhorar
seus habitos alimentares. Vocé podera tirar todas as duvidas que tiver sobre alimentagao

e atividade fisica com profissional altamente capacitados.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:
1. Vocé tera acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e

beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para responder eventuais duvidas;

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

3. Todos os seus dados serao mantidos sob confidencialidade, sigilo e privacidade. Eles
poderdo ser utilizados para publicagdes cientificas, mas sua identidade nunca sera
revelada;

4. Estara a sua disponibilidade assisténcia no HU ou no HCFMUSP, por eventuais danos

a saude decorrentes da pesquisa.
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V - INFORMAGOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

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

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

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

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

VI. - OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me

foi explicado, consinto em participar do presente Projeto de Pesquisa.

Sao Paulo, / /

assinatura do sujeito da pesquisa assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)
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FISICAE ESPORTE DA QREranl
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Bruno Gualano

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 71621317.7.0000.5391

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.441.418

Apresentacao do Projeto:

A suplementacgdo de B-alanina tem sido utilizada para aumentar as concentragoes de L-carnosina na
musculatura esquelética que, apresenta varias fungdes biolégicas, dentre elas a funcdo de antioxidante e
agente tamponante. Entretanto, ainda ha uma lacuna na literatura em relacdo a suplementacgéo de beta-
alanina e a quantidade de carnosina no musculo esquelético assim como de genes e proteinas
relacionadas ao seu metabolismo. A analise desses parametros auxiliara no entendimento do metabolismo
de carnosina e na determinagao de diretrizes de suplementagdo mais individualizadas e eficientes.

No presente projeto, vinte homens saudaveis serdo submetidos & suplementacdo aguda de 1600 mg de
beta-alanina e cronica de 6400 mg-dia-1 em 4 semanas. Amostras musculares serdo coletadas antes e
depois do periodo de suplementacéo para se avaliar expressao, atividade e a quantidade de proteinas e
genes relacionados a carnosina. A hipétese do estudo € a magnitude da resposta aguda a suplementacédo
de beta-alanina em relacéo a genes e proteinas que controlam o metabolismo de carnosina muscular
poderdo predizer a resposta muscular a suplementacéo cronica.

O projeto sera desenvolvido Laboratério do Grupo de Pesquisa em Fisiologia Aplicada e Nutrigdo —
EEFEUSP.

Enderego: Av. Prof Mello Moraes, 85

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-030
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3007 Fax: (11)3812-4141 E-mail: cep39@usp.br
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Continuagao do Parecer: 2.441.418

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo desse estudo € avaliar as respostas agudas a suplementacdo de -alanina na concentracdo

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

respectivo contetdo, pré e pdés-suplementacéo.

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

Dentre os procedimentos da pesquisa, esta previsto a realizacdo da biopsia muscular, procedimento

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

Como beneficios, os individuos terdo acesso a avaliacdes padrdo-ouro do seu estado de salde e

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

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Todos os comentarios e sugestdes do relator foram atendidos.

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

Recomendacdes:
N/A

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

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/10/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 956080.pdf 18:56:28
Projeto Detalhado / |BAAcuteResponses_PlataformaBrasil_F| 03/10/2017 |Bryan Saunders Aceito
Brochura INAL_Amended.pdf 18:56:05
Investigador
TCLE/Termosde |TCLE_AcuteBA_Amended.pdf 03/10/2017 |Bryan Saunders Aceito
Assentimento / 18:55:54
iustificat
Enderego: Av. Pro Mello Moraes, 85
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-030
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3087 Fax: (11)3812-4141 E-mail: cep38@usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO
Continuacdo do Parecer: 2.441.418
Auséncia TCLE_AcuteBA_Amended.pdf 03/10/2017 |Bryan Saunders Aceito
18:55:54
Outros BAAgudoProjetoAssinado.pdf 17/07/2017 |Bryan Saunders Aceito
14:45:31
Folha de Rosto FolhodeRostoBAAssinado.pdf 17/07/2017 |Bryan Saunders Aceito
14:43:49
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdao da CONEP:
Néo
SAO PAULO, 15 de Dezembro de 2017
Assinado por:
Edilamar Menezes de Oliveira
(Coordenador)
Enderego: Av. Prof Mello Morses, 85
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-030
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3007 Fax: (11)3812-4141 E-mail: cep39@usp.br
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