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RESUMO

O objetivo da presente tese foi verificar a influéncia da suplementagao de f-Alanina associado ao
treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) na performance de sprints repetidos.
Participaram do estudo conduzido em carater randomizado e duplo-cego, 20 jovens saudaveis
alocados em dois grupos (GB [n = 10] — 6,4 g.dia® de p-Alanina; GP [n = 10] — 6,4 g.dia™ de
dextrose - placebo). Os participantes foram avaliados em trés momentos distintos, previamente ao
inicio, ap6s quatro semanas de HIIT sem suplementacdo associada (FASE 1) e ap6s 6 semanas de
HIIT associada a suplementacdo (FASE 2). As avalia¢fes foram compostas por teste incremental
até exaustdo (Tinc); séries de 12 sprints repetidos (RSA); e teste de tempo limite até exaustdo a
115% da velocidade maxima atingida no Tinc (TLim). Previamente (em repouso) e imediatamente
apos (em estado fadigado) Tinc € RSA foram realizadas avaliagdes neuromusculares compostas
por saltos verticais maximos, contracdes isométricas maximas de extensao de joelho e estimulagéo
elétrica periférica. O HIIT foi composto de dez corridas de 1 min a 90% da velocidade maxima
atingida no Tinc, com 1 min de recuperacdo passiva entre as corridas e frequéncia de 3 sessdes
semanais. Previamente ao inicio da FASE 2 e ao final da intervencdo, os participantes foram
submetidos a biopsias musculares para determinacdo do conteddo de carnosina intramuscular,
capacidade de tamponamento muscular in vitro (Bmin vitro) € contetdo de proteinas/enzimas
chaves. Apo6s a intervengdo, ambos os grupos melhoraram o metabolismo oxidativo (i.e., consumo
maximo de oxigénio), entretanto, somente o GB melhorou significativamente o contetdo de
carnosina intramuscular e as varidveis do RSA além de apresentar atenuacdo da fadiga
neuromuscular induzida pelo RSA. N&o houve diferencas significativas na capacidade anaerdbia,
Bmin vitro € cOntetdo de proteinas/enzimas chaves. Dessa forma, a associagéo entre suplementagéo

de B-Alanina e HIIT proporcionou melhora significativa do desempenho de sprints repetidos.

Palavras-chaves: B-Alanina; carnosina; equilibrio &cido-base; fadiga muscular.
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ABSTRACT

The aim of the present thesis was to verify the influence of B-Alanine supplementation associated
with high-intensity interval training (HIIT) on the performance of repeated sprints. A randomized,
double-blind study enrolled 20 healthy males in two groups (GB [n= 10] - 6.4 g.day* of B-Alanine;
GP [n = 10] - 6.4 g.day dextrose-placebo). Participants were evaluated at three different times
points, prior to beginning, after four weeks of HIIT without associated supplementation (PHASE
1) and after 6 weeks of HIIT with associated supplementation (PHASE 2). The evaluations were
composed by incremental test until exhaustion (Tinc); set of 12 repeated sprints (RSA); and time-
to-exhaustion test at 115% of the maximum Tinc velocity (Tum). Previously (at rest) and
immediately after (fatigued state) Tinc and RSA, neuromuscular evaluations were performed,
consisting of maximum vertical jumps, maximum voluntary isometric contractions of knee
extension and peripheral electrical stimulation. The HIIT was composed by ten runs of 1 min at
90% of the maximum velocity reached in the Tinc, with 1 min of passive recovery between runs
and frequency of 3 sessions per week. Prior to the beginning of PHASE 2 and at the end of the
intervention, participants underwent muscle biopsies to determine the content of intramuscular
carnosine, in vitro muscle buffering capacity (Bminitro) and key protein/enzyme content. After the
intervention, both groups improved oxidative metabolism (i.e., maximal oxygen uptake),
however, only Gf significantly improved the intramuscular carnosine content and the RSA
variables in addition to attenuation of the neuromuscular fatigue induced by the RSA. There were
no significant differences in anaerobic capacity, Bminvitro and content of key protein/enzyme. Thus,
the association between -Alanine supplementation and HIIT provided a significant improvement

in the performance of repeated sprints.

Key-words: B-Alanine; carnosine; acid-base balance; muscle fatigue.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A capacidade de executar sprints intermitentes com curtos periodos de recuperagdo
(<30 s) é determinante para o sucesso em diversos esportes (MILIONI et al., 2017a). No entanto,
a realizacdo de sprints repetidos apresenta alto custo energético/metabolico (GAITANOS et al.,
1993; MILIONI et al., 2017a) e demanda neuromuscular (HUREAU et al., 2014; MENDEZ-
VILLANUEVA et al., 2012), induzindo a instauragdo do processo de fadiga muscular (BISHOP;
EDGE; GOODMAN, 2004; GIRARD et al., 2015; MINETT; DUFFIELD, 2014). A fadiga
muscular, por sua vez, é definida por Allen, Lamb e Westerblad (2008) como o declinio
progressivo do desempenho de mdasculos utilizados intensamente, fendmeno largamente

recuperado apds periodos de repouso.

Energeticamente, esfor¢os intermitentes all-out (i.e., maxima intensidade que pode ser
realizada sem utilizacdo estratégias) sdo baseados na alta contribuicdo energética das vias
metabolicas anaerdbias (GAITANOS et al., 1993). Gaitanos et al. (1993), em estudo sobre a
interacdo dos sistemas energéticos durante a realizacdo de sprints repetidos, verificaram alta
contribuicdo das vias metabolicas de fosfagénio (~49,6%) e glicolitica (~44,1%) na sustentacao
da poténcia média durante o primeiro sprint de 6 s de uma série de dez, confirmando a alta

participacdo desses sistemas energéticos durante esforgcos exaustivos de curta duracgéo.

Entretanto a sustentacdo energética de sprints repetidos a partir da utilizacdo das vias
energéticas ndo mitocondriais (glicolitica e de fosfagénios), gera inevitavelmente a producéo
exacerbada, e consequente acumulo, de metabolitos responsaveis pelo desequilibrio &cido-base
das células musculares em atividade, em especial ions H* (BISHOP et al., 2004; EDGE et al.,
2005). O desequilibrio acido-base contribui para a queda progressiva do desempenho, via inibi¢ao

da atividade da glicolitica, ineficiéncia da restauragéo de fosfocreatina (PCr) (BISHOP; EDGE;
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GOODMAN, 2004; GAITANOS et al., 1993) e faléncia dos processos neuromusculares de

producdo de forgca (BILLAUT et al., 2013; RACINAIS et al., 2007).

Bishop, Edge e Goodman (2004) verificaram correlagdes significativas entre a taxa de
decaimento do trabalho realizado durante cinco sprints de 6 s em cicloergdmetro com a capacidade
de tamponamento muscular (r = -0,72), consumo de oxigénio pico (Vozpico) (r =-0,62), limiar
anaerdbio (LAnN) (r = -0,56) e concentracao de ions H* (r = 0,41), sugerindo que o acimulo de
fons H" atua contrariamente a manutencdo da performance durante a realizagdo de sprints

repetidos.

As correlagBes inversas entre VOzpiCO e LAn com a taxa de decaimento do trabalho

realizado durante sprints verificada por Bishop, Edge e Goodman (2004) tornam claro que uma
maneira de diminuir os efeitos prejudiciais do acimulo de ions H* resultantes da pratica de sprints
repetidos seria a otimizacdo do metabolismo oxidativo (mitocondrial). A literatura tem
frequentemente demonstrado resultados promissores em relacdo a adaptacGes desse sistema
energético a partir da administracdo de treinamento intervalado de alta intensidade (GIBALA,
2009; GIBALA et al., 2012). Pequenas “doses” diarias de exercicios com baixo volume e alta
intensidade geram eficientemente adaptacdes positivas desse metabolismo, o qual aparenta estar
intimamente ligado a capacidade de recuperacdo ap0s esforcos intermitentes (TOMLIN;
WENGER, 2001) bem como na sustentacao da intensidade durante a préatica de sprints repetidos

(MCGAWLEY; BISHOP, 2015; MILIONI et al., 2017b).

Ainda, estratégias nutricionais e suplementos ergogénicos que potencialmente atuem
no aumento da capacidade de tamponamento dos ions H* acumulados durante esforcos exaustivos,
possivelmente contribuiriam com o atraso da instauracdo da fadiga muscular e manutencdo da
performance durante sprints repetidos. Nesse sentido, diversos estudos tem voltado a atencao para

a carnosina, um dipeptideo encontrado em altas concentracdes no tecido muscular (ARTIOLI et
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al., 2010), que em fungéo do seu pKa de ~6,83, atua como um importante tampé&o intramuscular
(BAGUET et al., 2010; SALE et al., 2013), alem de outros papeis fisiolégicos como a agdo
antioxidantes e a regulagio da sensibilidade ao calcio (Ca?") (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE,

2013).

Entretanto, o contetdo intramuscular de carnosina é limitado pela disponibilidade do
amino&cido B-Alanina, que juntamente com a L-Histidina (e a acdo da enzima carnosina sintase)
compdem a carnosina muscular (HARRIS et al., 2006). A B-Alanina per se tem agéo ergogénica
limitada (TREXLER et al., 2015), porém, a suplementag¢do de quatro semanas de B-Alanina em
doses diarias de 5,2 — 6,4 g é capaz de aumentar em até 60% o conteddo de carnosina
intramuscular, os quais permanecem elevados por até 3 — 6 semanas apos a interrupcao da

suplementacdo (BAGUET et al., 2009).

Apesar de pouco investigada até o presente momento, a associacao de treinamento
intervalado de alta intensidade e suplementagdo de B-Alanina tem apresentado resultados
promissores em relacdo ao aumento de desempenho, em especial de exercicios continuos. Smith

etal. (2009a) verificaram aumento significativo no Vozpico e no tempo para exaustdo em exercicio
na intensidade referente ao VOzpm apos seis semanas de suplementacéo de B-Alanina associada

ao treinamento intervalo de alta intensidade, resultado ndo observado para o grupo placebo do
mesmo estudo e Van Thienen et al. (2009) verificaram em ciclistas treinados a melhora em sprint
de 30 s em cicloergbmetro apds esforco de longa duracdo (110 min de esforgos intermitentes
subméximos + 10 min de esforco maximo) quando compararam o desempenho de grupo placebo

com grupo suplementado com B-Alanina durante 8 semanas.

Contudo, a instauracdo da fadiga muscular durante sprints repetidos é aparentemente
um processo multifatorial e ocorre ndo somente em funcdo da diminuigdo do desempenho no

fornecimento de energia (BISHOP; EDGE; GOODMAN, 2004; GAITANOS et al., 1993) e queda
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da efetividade do sistema de tamponamento (i.e., manutengdo do pH muscular) (BISHOP et al.,
2004; EDGE et al., 2005), mas também devido a diminuigdo da capacidade dos ajustes neurais,
centrais e periféricos, durante o exercicio (AMANN, 2011; BILLAUT et al., 2013; MENDEZ-

VILLANUEVA et al., 2012).

Em relacdo ao exercicio de endurance de alta intensidade, evidéncias sugerem que
alteraces metabolicas, tais como a queda do pH intramuscular, geram sinalizacao (i.e., conduzida
via grupo HI/1V de nervos aferentes) ao sistema nervoso central (SNC), capaz de diminuir a
magnitude do drive motor. Esse mecanismo de feedback é assumido como um possivel regulador
central da fadiga muscular, responsavel por prevenir distirbios excessivos a homeostase da
musculatura e potenciais riscos ao organismo (AMANN et al., 2011, 2013; BILLAUT et al.,
2013). Entretanto, quando investigados sprints repetidos, a existéncia desse mecanismo e as
possiveis interacdes das acBes de mecanismos centrais e periféricos do processo de fadiga
muscular ndo estdo completamente entendidas, e tampouco se o treinamento intervalado de alta
intensidade e/ou a suplementagdo de B-Alanina séo fatores que contribuiriam com a manutengéo

das condicOes neurais durante esse tipo de exercicio.

Atualmente, diversos estudos tem se dedicado a entender de que forma a fadiga
muscular induzida pelo exercicio relaciona-se com fatores neuromusculares (tanto periféricos,
guanto centrais) por meio da utilizacdo de estimulos elétricos supramaximos aplicados ao nervo
periférico (GIRARD; BISHOP; RACINAIS, 2013; MENDEZ-VILLANUEVA et al., 2012;
RACINAIS et al., 2007). Racinais et al. (2007) encontraram diminuicdo tanto da ativacéo
voluntéaria (fadiga central), quanto na amplitude do sinal eletromiografico apds uma série de dez
sprints de 6 s em cicloergbmetro com 30 s de intervalo. Contrariamente, Girard, Bishop e Racinais
(2013) ndo encontraram alteracOes significativas dos padrfes citados anteriormente apos dez

sprints de 6 s em cicloergbmetro com 30 s de intervalo, seguidos de 6 min de intervalo e mais
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cinco sprints de 6 s com 30 s de intervalo. Entretanto, os autores verificaram queda significativa
das respostas do quadriceps as estimulagdes do nervo femoral em repouso (-40%) indicando forte
influéncia da fadiga periférica apos a série de sprints (GIRARD; BISHOP; RACINAIS, 2013).
Mendez-Villanueva et al. (2012) encontraram correlagfes significativas entre a
ressintese de PCr e a performance de sprints repetidos (r = 0,67). Porém, o mesmo estudo mostrou
que apds 6 min de recuperacdo de uma série de dez sprints em cicloergdmetro, os estoques de PCr
ja se encontram quase completamente restaurados. Por outro lado, a amplitude do sinal
eletromiogréafico e o pH intramuscular ainda permanecem prejudicados, resultando na queda do
desempenho dos sprints e evidenciando o estado de fadiga neuromuscular, contudo, sem ser

possivel detectar com exatiddo a contribuicdo dos componentes centrais e periféricos.

Nesse sentido, o aumento da capacidade de tamponamento intramuscular (via
suplementagdo de B-Alanina e aumento do conteudo de carnosina intramuscular) juntamente com
otimizagdo do sistema oxidativo (induzido pelo treinamento intervalado e alta intensidade),
caracterizam-se como uma estratégia promissora para contra-atacar os efeitos da acidose induzida
por esforcos intermitentes all-out (tais como sprints repetidos), uma vez que facilitaria a
manutencdo da homeostase da célula muscular, contribuindo com os processos fisiologicos de
fornecimento de energia e minimizando a fadiga no sistema neuromuscular, retardando a queda

de desempenho e consequentemente aumentando a performance durante a repeticdo de sprints.

Dessa forma, a presente tese teve como objetivo geral, investigar a influéncia da
associacdo do treinamento intervalado de alta intensidade e da suplementacdo de B-Alanina no

desempenho de sprints repetidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. (Des) Equilibrio &cido/base durante exercicio e o processo de fadiga muscular

Quando contragdes musculares ocorrem de maneira continua e/ou intensa, ha notéria
e progressiva queda dos niveis de desempenho, que pode ser revertida apds periodos de
recuperacdo (ALLEN; LAMB; WESTERBLAD, 2008). Esse processo é classicamente
denominado de fadiga muscular e pode ser definido como fendmeno multifatorial que ocasiona a
reducdo dos niveis de forca/poténcia produzidos pela contracdo muscular (ENOKA;

DUCHATEAU, 2008; GANDEVIA, 2001).

Dentre os fatores que induzem a fadiga muscular, a literatura estabelece alguns deles
como determinantes para a instauracao do supracitado processo, tais como reducdo dos niveis de
ATP (WESTERBLAD; ALLEN; LANNERGREN, 2002), diminuicao da liberagio/reabsorcdo de
calcio inorganico (Ca?*) pelo reticulo sarcoplasmatico (ALLEN; LAMB; WESTERBLAD, 2008),
reducdo do glicogénio muscular (HERMANSEN; HULTMAN; SALTIN, 1967), acimulo de
fosfato inorganico (DEBOLD, 2012; WESTERBLAD; ALLEN; LANNERGREN, 2002),
faléncia da bomba de sodio/potassio (NORDSBORG et al., 2003) e especialmente o acimulo de
fons H* e consequente inducdo da acidose (diminuicdo do pH intracelular) (ALLEN; LAMB;

WESTERBLAD, 2008; DEBOLD, 2012; FABIATO; FABIATO, 1978).

A alta demanda energética durante o exercicio ocasiona 0 aumento da taxa de
ressintese de ATP por fontes ndo-mitocondriais (sistema glicolitico e de fosfagénio), causando
desequilibrio entre producdo e supressdo dos ions H* gerados nesse processo e consequente
acidose intramuscular (MCGINLEY; BISHOP, 2016a). Ha& evidéncias de que a acidose
intramuscular seja capaz de perturbar o processo de ressintese de fosfocreatina (HARRIS et al.,
1976), prejudicar o processo de glicolise pela inibi¢do de importantes enzimas alostéricas como a

fosfofrutoquinase (PFK) (TRIVEDI; DANFORTH, 1966) e por fim, inibir o funcionamento do
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maquinario contratil do musculo (FABIATO; FABIATO, 1978), inclusive ao nivel das pontes

cruzadas de miofilamentos (DEBOLD, 2012).

Recentemente tem sido discutido a real contribuicdo da diminuicdo do pH
intramuscular (induzido via intensa utilizacdo de vias energéticas ndo mitocondriais e aumento da
producdo de ions H") na instauracdo do processo de fadiga, visto que alguns estudos falharam em
verificar queda significativa dos niveis de forca gerados com concomitante queda do pH
intramuscular, ou até mesmo verificaram aumento do nivel de forca isométrica enquanto o pH
permanecia depreciado (WESTERBLAD, 2016). O mesmo autor argumenta que estudos in vivo
ndo conseguiram reproduzir a regulagdo negativa gerada pela queda do pH nas enzimas
reguladoras da glicogendlise e glicélise anaerébia (em especial a PFK) verificadas em estudo in

vitro (WESTERBLAD, 2016).

De qualquer maneira, Fitts (2016) refuta os pressupostos trazidos anteriormente, mas
contemporiza que de fato a acidose intramuscular ndo é um fator isolado da causa da fadiga e que
por isso nem sempre o altera¢6es do pH sdo acompanhadas por altera¢fes nos niveis de forca, mas
que todavia, a alteracdo do pH intramuscular altera sobremaneira o funcionamento de outro
mecanismos, como as bombas de sodio/potassio, a liberacdo/reabsorcio de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmatico e até mesmo a ressintese de ATP, caracterizando a acidose muscular, sendo como

o principal fator indutor da fadiga, um fator para ser amplamente considerado.

Tem sido sugerido, que mesmo ligeira diminuicdo do pH intramuscular pode
ocasionar prejuizos aos niveis de forgca produzidos por fibras musculares isoladas (FABIATO,;
FABIATO, 1978; PATE et al., 1995; RICCIARDI et al., 1994). Estudos demonstraram em fibras
musculares isoladas (cardiacas e esqueléticas), diminuicdo de 18% — 40% na tensdo isométrica
(forga) produzida apos redugéo no pH intramuscular (FABIATO; FABIATO, 1978; METZGER,;

MOSS, 1987; PATE et al., 1995).
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Spriet et al. (1989) verificaram concomitante aumento na concentracdo intramuscular
de ifons H" e reducdo da performance de poténcia (~40% na poténcia maxima) apés esforcos
intermitentes em intensidade de all-out (3 sprints de 30 s em cicloergbmetro isocinético).
Similarmente, Hargreaves et al. (1998) encontraram significativa reducdo na poténcia pico em
cicloergdbmetro juntamente com aumento no acumulo de ions H* ap6s séries de esforgos de 30 s

maximos em cicloergbmetro.

Nesse sentido, dois importantes estudos merecem destaque. No primeiro, Bishop et
al. (2004) induziram alcalose metabdlica via ingestdo oral de bicarbonato de sédio em 10 mulheres
saudaveis ndo treinadas e verificaram, durante série de 5 sprints de 6 s com 30 s de recuperacao
passiva, aumento do trabalho total da série e da performance dos sprints 4, 5 e 6. O mesmo grupo
recrutou 34 mulheres saudaveis ndo treinadas que realizaram a mesma série de sprints repetidos
e verificaram correlagdes significativas entre o indice de fadiga (decaimento percentual da
performance da série de sprints) e a capacidade de tamponamento muscular (in vivo) (r = -0,72),
Vozpim (r = -0,62), e alteragdes na concentracdo intramuscular de ions H* (r = 0,41) (BISHOP;

EDGE; GOODMAN, 2004).

No primeiro estudo citado (BISHOP et al., 2004) é possivel verificar indicios de que
o controle da acidose (via inducéo de alcalose por ingestdo de bicarbonato de sodio) pode resultar
em aumento do desempenho em tarefas que demandem alta utilizacdo de vias ndo-mitocondriais;
e no segundo estudo foi verificado de maneira direta a associacdo entre a capacidade de
tamponamento intramuscular (supressao da acidose) e da concentracdo de fons H (gerados pelo
exercicio) presente nas células musculares com a manutengdo da performance durante a realizacéo

de sprints repetidos.
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2.2. Avaliagdo da fadiga neuromuscular por meio de estimulacéo elétrica periférica

A fadiga muscular induzida pelo exercicio é definida como a reducdo da capacidade
de producao/manutencéo de forca/poténcia ocorre ndo somente devido a fatores periféricos, mas
também em funcdo da incapacidade do sistema nervoso central em manter o drive motor
(GANDEVIA, 2001).

Diversos procedimentos sdo capazes de detectar o momento da falha ou a
incapacidade de manutencdo da intensidade da tarefa proposta, tais como contracdes voluntarias
maximas (MILIONI et al., 2016a), série de saltos (MILIONI et al., 2017c) e até mesmo a poténcia
gerada em cicloergdbmetro (SPRIET et al., 1989). Durante o exercicio, a possibilidade de
sustentacdo da forca inicial aplicada é multifatorial e depende da capacidade de manutencdo da
homeostase do musculo ativo e essencialmente da eficiéncia dos motoneurdnios em entregar 0s
estimulos neurais na fenda neuromuscular (i.e. fadiga periférica), soma-se também a incapacidade
do drive motor em manter voluntariamente o nivel 6timo das taxas de disparos dos estimulos
neurais (i.e. fadiga central) tanto em nivel cortical (cértex motor — fadiga supraespinhal) quanto
em nivel espinhal, gerando a falha durante a tarefa (GANDEVIA, 2001).

Existem evidéncias de que condic¢Ges voluntarias de emprego da forca maxima sao na
verdade condi¢des submaximas de esforco, ou seja, ndo atingem a real capacidade de producao
de forga, isso devido a uma “reserva” tedrica existente e acessada somente em circunstancias
especiais (GANDEVIA, 2001). Uma das maneiras mais recorrentes de investigacao da capacidade
de ativacgdo voluntaria é a utilizacdo da técnica denominada Twitch Interpolation, que consiste em
estimular eletricamente em niveis supramaximos o nervo motor de determinado grupamento
muscular, monitorando a amplitude da forca evocada pelo estimulo elétrico no musculo relaxado
e superimpondo uma contragdo isométrica voluntaria maxima (CVM) (MERTON, 1954).

Além do monitoramento da forca gerada pelo estimulo elétrico, outra possibilidade de

andlise se da por meio da eletromiografia de superficie (EMG). Em condi¢des de estimulacdo
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subméxima, o estimulo elétrico viaja pelas fibras aferentes la, em funcéo de seu maior didmetro
se comparado ao pool de motoneurdnios-a, diretamente para a espinha, gerando nesse nivel uma
resposta pos-sinaptica e provocando o desencadeamento de potenciais de acdo que percorrem 0s
motoneurbnios-o. em uma resposta eferente direto no musculo denominada Reflexo-H
(AAGAARD et al., 2002). Essa técnica é comumente usada para 0 monitoramento da capacidade
de transmissdo do impulso neural pelo pool de motoneurdnios-o (PERREY et al., 2010;
RACINAIS et al., 2007).

A medida que a intensidade dos estimulos aumenta, até mesmo os axonios mais finos
do pool de motoneurbnios-a sdo excitados, gerando tanto uma resposta eferente no musculo,
quanto a propagacdo antidromica desse estimulo, o qual também viaja pelos axénios dos
motoneurdnios-o no sentido da espinha, e chocam-se com a resposta pds-sinaptica gerada na
mesma, anulando gradualmente o Reflexo-H. Quando esse fendmeno ocorre em intensidades
supramaximas de estimulacéo elétrica, trata-se da maxima manifestacdo da M-Wave e significa a
maxima capacidade de excitacdo/conducdo do potencial de acdo pelo sarcolema do musculo
monitorado pela eletromiografia (AAGAARD et al., 2002).

Dessa forma, basicamente a técnica de estimulacdo elétrica neuromuscular consiste
em aplicar estimulos elétricos sob o ponto de maior sensibilidade do nervo motor do grupamento
muscular a ser investigado, até a determinacdo de uma intensidade em que o estimulo elétrico ndo
seja capaz de gerar aumento da forca evocada no musculo relaxado e torne-se possivel a
identificacdo do platd da M-Wave (MILIONI et al., 2016a). A partir da superimposi¢do dos
limiares de estimulacéo (entre 110% e 150%), o percentual de ativacao voluntaria (AV) pode ser
calculado a partir da interpolagdo dos valores de amplitude do sinal de forca resultantes da
aplicacdo de estimulos elétricos superimpostos no masculo relaxado e durante a CVM (GIRARD;

BISHOP; RACINAIS, 2013; MILIONI et al., 2016a; MILLET etal., 2011; PERREY etal., 2010).
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Quando avaliado pré e pds uma condicao fatigante, as alteracGes provenientes dessas
medidas geram uma resposta quanto ao percentual de ativacdo central (GIRARD; BISHOP;
RACINAIS, 2013). O aumento da amplitude do sinal de forca adicional gerado pela estimulagéo
elétrica durante a CVM com concomitante queda nos nivel de forca isométrica é associado com
padroes de fadiga central (KOOISTRA; DE RUITER; DE HAAN, 2007); enquanto que a
diminuicdo da amplitude do sinal de forca adicional gerado pela estimulacao elétrica no musculo
relaxado é uma evidéncia de fadiga periférica (GANDEVIA, 2001; MERTON, 1954; MILLET et
al., 2011; PLACE et al., 2010). Além disso, a razdo entre a root mean square (RMS) do sinal
eletromiogréafico e a méxima amplitude da M-Wave (RMS/MW), é utilizada para investigacao da
fadiga central, uma vez que a manutencdo da M-Wave (e consequente preservacao da capacidade
de conducdo do sarcolema) ocorrendo concomitantemente com a diminui¢do da RMS sinaliza
uma possivel falha do drive motor central em gerar impulsos neurais (GIRARD; BISHOP;

RACINAIS, 2013; MILLET etal., 2011; PERREY et al., 2010; RACINAIS et al., 2007).

Apesar das possibilidades de anélises e ferramentas fornecidas a partir da utilizagao
da técnica da estimulacdo elétrica neuromuscular, ainda ndo ha um consenso na literatura sobre
em que nivel do drive motor descendente (desde o cdrtex motor até a contracdo muscular
propriamente) exercicios fatigantes podem perturbar a manutencdo da tarefa (i.e. sprints
repetidos). Racinais et al. (2007) encontraram diminuicdo tanto do percentual de ativacdo
voluntéria, quanto na razdo RMS/MW ap6s uma série de dez sprints em cicloergdmetro de 6 s
com 30 s de intervalo.

Contrariamente, Girard et al. (2013) ndo encontraram alteracGes significativas na AV
e RMS/MW ap6s dez sprints em cicloergdbmetro de 6 s com 30 s de intervalo, seguidos de 6 min
de intervalo e mais cinco sprints de 6 s com 30 s de intervalo. Entretanto, os autores verificaram

queda significativa da amplitude gerada no sinal de forca pelo estimulo elétrico aplicado no
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musculo relaxado (> 40%) indicando que a queda de performance durante os sprints sofreu forte
influéncia da fadiga periférica.

Em funcdo do desacordo da literatura e até mesmo ao baixo nimero de estudos que
verificaram a composi¢do do processo de fadiga neuromuscular (central, periférica ou ambos)
durante esforgos intermitentes de alta intensidade, mais estudos que se utilizem de técnicas
padronizadas se fazem necessario visando o entendimento dos fatores neuromusculares e

fisioldgicos que envolvem esse tipo de tarefa.

2.3. Suplementagio de B-Alanina como estratégia para aumento do contetdo de carnosina

intramuscular

Em meados de 1900, o bioquimico russo Vladmir Gulevich descobriu um novo
dipeptideo encontrado especialmente no tecido muscular esquelético de mamiferos e denominou
de carnosina (“carnis” do latim, carne) (BOLDYREV, 2012). A carnosina (-alynyl-L-histidina)
é sintetizada no tecido muscular a partir do aminoacido L-Histidina e do aminoécido ndo-
proteogénico B-Alanina (HARRIS et al., 2006); reacédo catalizada pela acdo da enzima carnosina

sintase (KALYANKAR; MEISTER, 1959).

Encontrada especialmente em mamiferos que necessitam de deslocamentos potentes
ou tolerar longos periodos em auséncia de oxigénio, tais como baleias, que chegam a permanecer
cerca de 30 min nadando em aguas profundas e precisam lidar de forma eficiente com a queda do
pH causada pelo longo periodo em hipoxia (ABE, 2000; ARTIOLI et al., 2010). A principal agdo
da carnosina é de tamponante intramuscular, suprimindo a acdo acidificante dos ions H*

(ARTIOLI et al., 2010)

Sua eficiéncia como tamponante se deve ao seu valor de pKa (~6,83) (SMITH, 1938)

ser muito proximo ao valor de pH das células musculares (~6,5 - 7,2) (COSTILL et al., 1984),
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permitindo acdo eficiente na supressdo dos ions H*. Além de ser o principal tamponante
intramuscular (SALE; SAUNDERS; HARRIS, 2010), a carnosina possui outras funcdes
fisiologicas, tais como antioxidante (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE, 2013), antiglicacdo de
proteinas (HIPKISS; MICHAELIS; SYRRIS, 1995), neuroprotetiva (BOLDYREV; ALDINI;
DERAVE, 2013), cardioprotetiva (MCCARTY; DINICOLANTONIO, 2014) e evidéncias
apontam a carnosina desempenhando importante papel no aumento da sensibilidade ao Ca?*
liberado pelo reticulo sarcoplasmaético durante a contragdo muscular (DUTKA et al., 2012;

DUTKA; LAMB, 2004).

A carnosina é encontrada em concentragdes muito baixas na corrente sanguinea
(PARK; VOLPE; DECKER, 2005) devido a rapida acdo da enzima carnosinase, responsavel pela
degradacédo de carnosina (ASATOOR et al., 1970). Ainda, devido a auséncia de transportador
especifico, as células musculares sdo incapazes de captar a carnosina circulante (BAUER;
SCHULZ, 1994), ficando a concentracéo intracelular de carnosina limitada a disponibilidade do
aminoacido B-Alanina (HARRIS et al., 2006), uma vez que L-Histidina é encontrada em
abundancia no tecido muscular esquelético. Por outro lado, a B-Alanina é produzida
endogenamente pelo figado (FRITZSON, 1956; MATTHEWS; TRAUTS, 1987) ou, em maior

escala, obtida por meio do consumo de carnes vermelhas, aves e peixes (ABE, 2000).

Diferenca importante do contetdo intramuscular de carnosina pode ser notada entre
homens (21,3 + 4,2 mmol.kg? de musculo seco) e mulheres (17,5 + 4,8 mmol.g** de musculo
seco) (BAGUET et al., 2012; MANNION et al., 1992), mas em média, individuos saudaveis,
apresentam contetido intramuscular de carnosina de aproximadamente 20 mmol.kg™ de musculo
seco (KENDRICK et al., 2009). Além disso, ha uma expressiva diminuicdo de carnosina

intramuscular ao longo da vida, ndo sendo claro o motivo pelo qual esse fenémeno ocorre, mas
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aparentemente parece estar ligado a progressiva diminuicdo da secrecdo de testosterona

(BAGUET et al., 2012).

Fibras musculares do tipo Il apresentam contetdo de carnosina 120% maior que fibras
do tipo 1 (23,2 mmol.kg™ de musculo seco e 10,5 mmol.kg? de musculo seco, respectivamente)
(HARRIS; DUNNETT; GREENHHAFF, 1998). Esse dado entra em acordo com a principal acéo
fisiologica da carnosina, uma vez que reconhecidamente fibras do tipo Il apresentam um aporte
energeético proveniente do metabolismo glicolitico (ndo oxidativo) significativamente maior que
fibras do tipo I, e dessa forma, necessitam da acdo tamponante da carnosina (DERAVE et al.,

2010).

Ainda, evidéncias discretas apontam que o exercicio fisico contribui para 0 aumento
do contetido de carnosina intramuscular, apesar da maioria dos estudos terem falhado na tentativa
de comprovar essa hipotese (DERAVE et al., 2010). Parkhouse et al. (1985) compararam o
contetdo de carnosina intramuscular de corredores velocistas e remadores com maratonistas e
individuos ndo treinados e verificaram valores significativamente maiores para primeiro grupo.
Por outro lado, diversos modelos de treinos (treinamento resistido, treinamento de sprints e
treinamento isocinético) aplicados entre 4 a 16 semanas, ndo resultaram em aumento significativos
do contetdo intramuscular de carnosina em individuos nao especificamente treinados (BAGUET
et al., 2011; KENDRICK et al., 2008, 2009; MANNION; JAKEMAN; WILLAN, 1994). Dessa
forma, é possivel especular se o alto contetudo de carnosina verificado em velocistas de elite séo
portanto, um importante critério de selecdo de talentos geneticamente determinados ou o resultado

da adaptacéo lenta devido anos de treinamento.

De qualquer forma, atualmente, a principal estratégia para o aumento do conteudo
intramuscular de carnosina ¢ a suplementacdo cronica de B-Alanina (BLANCQUAERT,;

EVERAERT; DERAVE, 2015). Estudos cada vez mais rigorosos apontam para efetividade dessa
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intervencdo, sendo que aparentemente a suplementagéo entre 4,0 a 6,4 g.dia™ é suficiente para
aumentar em até 80% o conteudo intramuscular de carnosina apos 10 semanas (HILL et al., 2007).
Ainda, fibras do tipo I e 1l respondem de maneira semelhante aos protocolos de suplementacéo de

B-Alanina (HILL et al., 2007).

De maneira geral, 0 aumento do contetdo intramuscular de carnosina parece estar
atrelado a quantidade total de B-Alanina ingerida, uma vez que a relagdo dose-resposta entre essas
duas variaveis (contetido intremuscular de carnosina e quantidade de B-Alanina ingerida)

apresentam forte dependéncia linear (R? = 0,92) (STELLINGWERFF et al., 2012).

E importante ressaltar que tem sido verificada alta variacdo individual do aumento do
conteddo intramuscular de carnosina apos protocolo de suplementacao de B-Alanina (aumentos
individuais de 15% a 55%) (BAGUET et al., 2009) sendo que as principais suspeitas giram em
torno do conteldo intramuscular prévio de carnosina (linha de base antes do inicio do protocolo
de suplementagdo de B-Alanina) (HARRIS et al., 2006), a co-ingestao de B-Alanina com refei¢oes
especificas (STEGEN et al., 2013), associa¢do da suplementacdo B-Alanina com treinamento
fisico (BEX et al., 2015), transaminagdo da B-Alanina ingerida (via GABA-T e AGXT2) e até
mesmo a disponibilidade limitada de carnosina sintase (BLANCQUAERT et al., 2016;

HOSTRUP; BANGSBO, 2016).

Logo, a questdo ndo é se a suplementagdo de B-Alanina aumenta o contetdo
intramuscular de carnosina, mas como otimizar essa estratégia (HOSTRUP; BANGSBO, 2016).
Agdes que evitassem a transaminagdo da B-Alanina ingerida poderiam representar grande
influéncia no aumento do contetido intramuscular de carnosina, entretanto, farmacos que inibem
atransaminacao (i.e., vigabatrin e acido aminooxiacético) causam severos efeitos colaterais. Outra
possibilidade seria a saturacdo das enzimas transaminadoras a partir de uma grande dose Unica de

B-Alanina, seguido da ingestdo de pequenas doses diversas vezes ao dia e de preferéncia em
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capsulas ou tabletes de liberacdo lenta (HOSTRUP; BANGSBO, 2016). Além de contribuirem
para redugdo da excrec¢do de -Alanina através da urina, a liberagdo lenta da f-Alanina diminui a
manifestagdo de parestesia, unico efeito colateral reportado da ingestdo de B-Alanina (breve

alteracdo da sensagdo na pele) (DECOMBAZ et al., 2012).

Portanto, a suplementagdo de B-Alanina parece garantir de maneira importante o
aumento do conteudo de carnosina intramuscular (SAUNDERS et al., 2017a) e por consequéncia
a capacidade de tamponamento intramuscular (HILL et al., 2007). Harris et al. (2006) verificaram
aumento médio de 5,5% da capacidade de tamponamento intramuscular, sendo ~4,0 % em fibras
do tipo | e ~7,0% em fibras do tipo Il. Ainda, a contribuigdo da carnosina para o processo de
tamponamento aumentou de ~6,5% para ~10,0% em fibras do tipo | e de ~12,0 % para ~18,0%
em fibras do tipo Il (HARRIS et al., 2006). No entanto, dois fatores limitantes a serem
considerados nessa interpretacdo sdo a dificuldade em isolar a melhora na capacidade de
tamponamento induzida pela ingestao de B-Alanina das adaptacGes decorrentes do exercicio fisico
e a propria variabilidade (baixa sensibilidade) da técnica de mensuracdo da capacidade de
tamponamento (a partir da titulagdo de um acido forte em uma amostra de masculo seco in vitro)

(MCGINLEY; BISHOP, 2016a).

Dessa forma, a suplementagdo de B-Alanina, visando aumentar o contetdo
intramuscular de carnosina, surge como uma potencial estratégia capaz de retardar a fadiga
ocasionada pela acidose induzida pelo exercicio fisico e consequentemente aumentar a
performance esportiva (BRISOLA et al., 2016; DE SALLES PAINELLI et al., 2013),
especialmente em esforcos de alta intensidade, com grande participacdo do metabolismo

glicolitico e duracéo entre 1 e 4 min (HOBSON et al., 2012).

Em meta-analise realizada por Hobson et al. (2012), verificou-se que a partir do

acumulo de 179 g de B-Alanina (respeitando os protocolos de suplementacéo) ha efeito positivo
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da suplementacdo em exercicios continuos supramédximos com duracdo entre 60 e 240 s. Em
esforgos como tempo para exaustdo em cicloergdmetro, em intensidade supramaximas (110% —
120% da poténcia maxima ou da intensidade atrelada ao VOzpico), a suplementagdo de f-Alanina
tem se mostrado eficiente no aumento da performance. Ha relatos na literatura reportando
aumentos entre 9% e 32% do tempo para exaustao apds protocolo de 28 - 42 dias de suplementacéo
de B-Alanina (BELLINGER; MINAHAN, 2016; DANAHER et al., 2014; GLENN et al., 2015;

HILL et al., 2007; SALE; SAUNDERS; HARRIS, 2010).

O efeito da suplementagdo de B-Alanina € menos claro quando os esforgos
supramaximos sdo realizados de forma intermitente. De Salles Painelli et al. (2013) e Tobias et al.
(2013) verificaram melhoras significativas apds suplementagdo de f-Alanina na realizacdo de 4
Wingate (30 s all-out em cicloergdmetro em carga referente a 7,5% do peso corporal) com 3 min
de recuperacdo. Brisola et al. (2016), ao avaliarem atletas profissionais de polo aquatico,
verificaram efeito possivelmente benéfico (inferéncia a partir da magnitude do efeito) de 28 dias
de suplementacédo de B-Alanina no tempo total, tempo médio e pior tempo realizados em série de
sprints repetidos na natacdo. De maneira similar, Claus et al. (2017) encontraram efeitos

possivelmente benéficos em teste de sprints repetidos em jovens jogadores de polo aquatico.

Contrariamente, Milioni et al. (2017) ndo verificaram efeitos significativos de 6
semanas de suplementagio de B-Alanina em jogadores Sub 19 de basquetebol em sprints repetidos
de 30 m (com duas mudancas de direcdo de 180°), assim como Cochram et al. (2015) ndo
encontraram efeitos positivos da suplementagdo de -Alanina na realizacdo de 4 Wingates com 4
minutos de recuperacdo. Similarmente, Smith-Ryan et al. (2012) falharam em encontrar resultados
benéficos ao investigar os efeitos da suplementacdo de -Alanina em corridas de 90%, 100% e
110% da velocidade maxima individual com periodos proporcionalmente maiores de recuperagdo

entre os esforcos (15 minutos).
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Em recente meta-andlise, Saunders et al. (2017b) elencaram, a partir de rigoroso grau
de elegibilidade, 40 estudos que abordaram 1461 participantes e verificaram que a duragéo do
exercicio modula de maneira significativa o tamanho do efeito da suplementagdo cronica de -
Alanina (p = 0,004) e que de maneira geral o tamanho do efeito da suplementacdo de f-Alanina
como métodos ergogénico é de 0,18. Dessa maneira, os esforgcos para entender os efeitos da
suplementagdo cronica de B-Alanina, bem como os mecanismos pelo qual essa estratégia
realmente se faz eficaz como agente ergogénico devem ser estendidos, uma vez que até o momento

a literatura tem demonstrado resultados promissores.

2.4. Suplementac¢io de p-Alanina associada ao treinamento intervalado de alta intensidade

como estratégia para aumento de desempenho esportivo

Como tratado no capitulo anterior, a suplementagdo de B-Alanina é capaz de aumentar o
contetdo intramuscular de carnosina, dipeptideo que desempenha potente acdo tamponante na
célula muscular, suprimindo o efeito do acimulo de ions H* provenientes de diversos processos
metabdlicos relacionados ao exercicio fisico (queda do pH intramuscular) e, portanto,
contribuindo para a melhora/manutencdo do desempenho esportivo (HOBSON et al., 2012;

SAUNDERS et al., 2017b).

Outra estratégia promissora visando a melhora do desempenho esportivo é o treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT). Caracterizado por estagios intermitentes de exercicio
vigoroso, intercalados por periodos de repouso ou exercicio em baixa intensidade (GIBALA et
al., 2012), sugere-se que o HIIT seja uma alternativa tempo-eficiente ao treinamento continuo
tradicional, promovendo adaptagdes similares ou ainda melhores em varios marcadores
cardiorrespiratdrios, fisioldgicos e relacionados a satude (GIBALA et al., 2012; LITTLE et al.,

2010). O HIIT também é uma estratégia eficaz para atletas bem treinados, uma vez que 2% - 4%
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de melhora do desempenho (contra-rel6gio, tempo até exaustdo e poténcia pico) tem sido relatado

para essa populacdo (GIBALA et al., 2012; LAURSEN, 2010).

Em funcéo de diversas evidéncias em relacdo a capacidade isolada da suplementacéo de
B-Alanina e do HIIT na promogéo de efeitos positivos no desempenho esportivo por diferentes
mecanismos fisiologicos, na tltima década verificou-se um aumento do numero de investigaces

cientificas unindo essas duas potentes estratégias.

Smith e colaboradores (2009a) recrutaram adultos jovens que realizaram 6 semanas de
HIIT composto por 5 — 6 estagios de 2 min em intensidade variando entre 90% a 115% da poténcia
maxima atingida em teste incremental, com 1 min de repouso passivo e frequéncia 3 sessdes
semanais. Juntamente com o HIIT, os participantes suplementaram B-Alanina ou Placebo
(dextrose), sendo 6 g.dia durante as 3 primeiras semanas e 3 g.dia?® durante as semanas
subsequentes. Os autores verificaram aumento significativo do trabalho total durante teste
supraméaximo (110% da poténcia maxima atingida em teste incremental) em cicloergbmetro para
ambos 0s grupos, entretanto, somente o grupo suplementado com p-Alanina apresentou melhora

significativa do VOzpico e tempo limite até exaustdo durante teste supramaximo em

cicloergdbmetro.

Por outro lado, Walter et al. (2010) ndo verificaram diferencas na adaptagéo positiva do
Vozpim entre grupos suplementados com B-Alanina ou placebo (dextrose) e submetidos a 6
semanas de HIIT (5 x 2 min em intensidade entre 90% - 110% da poténcia pico atingida em teste
incremental, com 1 min de descanso passivo e frequéncia de 3 sessdes por semana). Contudo, o
estudo citado apresenta duas limitacdes que podem ter contribuido para o resultado encontrado, a
baixa quantidade de B-Alanina (1,5 g.dia) administrada em pé e misturada com agua (ao invés

de acondicionada em cépsulas gastro-resistentes ou tablets de liberacdo lenta) e a auséncia da
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mensuracao do contetdo de carnosina intramuscular, impedindo concluses mais efetivas sobre a

investigagdo conduzida.

O mesmo grupo de pesquisa aplicou desenho experimental semelhante e investigou a
capacidade da associagéo entre suplementacéo de 3-Alanina e HIIT em melhorar o limiar de fadiga
eletromiogréfico (indice analogo ao limiar anaerébio) e a eficiéncia da atividade elétrica (indice
baseado na atividade eletromiografica durante exercicio em diferentes intensidades) e verificaram
resultados menos promissores, com ganhos semelhantes de ambas as varidveis quando

comparados os grupos suplementados com B-Alanina e Placebo (SMITH et al., 2009b).

Em relacdo a efetividade da associacdo entre suplementacdo de B-Alanina e HIIT em
aumentar o desempenho em exercicios realizados em intensidades superiores ao consumo maximo
de oxigénio (VO,..y), apesar de poucos trabalhos, ha maior concordancia nos resultados
publicados até o presente momento. Gross et al. (2014) administraram isoladamente por 38 dias
3,2 g.dia’* de p-Alanina ou Placebo (maltodextrina), seguido de 11 dias de HIIT (9 sessdes de 4 x
4 min a 90% - 95% da frequéncia cardiaca maxima com 3 min de recuperacdo a > 40% poténcia
pico) e verificaram somente para o grupo suplementado com B-Alanina aumento da contribuicdo
do metabolismo aerébio e concomitante diminui¢cdo do déficit de oxigénio durante 90 s de
ciclismo a 110% da intensidade relativa ao VO,,,,,. Além disso, apesar de n&o haver diferenca na
capacidade de tamponamento in vitro entre os grupos, o grupo suplementado com B-Alanina
aumentou significativamente parametros psicoldgicos (i.e. motivacdo) durante o periodo de

treinamento.

Resultados ainda mais promissores foram verificados por Bellinger e Minahan (2016) que
administraram carga inicial de 6,4 g.dia® de B-Alanina (ou placebo — dextrose) durante 28 dias,
seguido de 5 semanas de 1,2 g.dia™! juntamente com treinamento intervalado de sprints (SIT — 4

— 6 x sprints de 1 km com 3 min de recuperagdo a 50 W). Os autores verificaram aumento
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significativo para ambos os grupos do tempo até exaustio em teste supramaximo (120% VOy,.:)
e da intensidade realizada durante as sessdes de treino, contudo, com melhora mais pronunciada
para o grupo suplementado com B-Alanina. Além disso, somente o grupo suplementado com -
Alanina melhorou os sprints 3 e 4 de uma série de 4 sprints de 1 km com 3 min de recuperacéo

ativa (50 W).

Finalmente, Cochran et al. (2015) suplementaram 3,2 g.dia™* de B-Alanina (ou Placebo —
dextrose) durante dez semanas, sendo que nas ultimas 6 semanas a suplementacéo foi associada a
um programa de SIT (4 — 6 Wingates com 4 min de intervalo passivo, 3 vezes por semana), € ndo
verificaram diferenca entre os grupos na melhora obtida para marcadores do metabolismo
oxidativo, (citocromo C oxidase e atividades enzimatica maxima de p-hidroxiacil-CoA

desidrogenase), Vozpico, capacidade de sprints repetido (5%) e desempenho em prova contra-

reldgio de 250 kJ.

Uma questdo interessante foi levantada pelos autores dos trabalhos citados anteriormente;
as evidéncias produzidas até o presente momento apontam que, de fato, a suplementacdo de -
Alanina apresenta potencial ergogénico, entretanto, aparentemente seu efeito é marginal em
relacdo ao desempenho esportivo uma vez que Saunders et al. (2017b) verificaram um tamanho
de efeito de 0,18 (o qual pode ser afetado positiva e negativamente por diversos fatores). Dessa
forma a aplicagdo do HIIT associada a suplementagéo de B-Alanina pode atuar como um fator de
confusdo dos resultados obtidos, especialmente em individuos ndo treinados, uma vez que a
margem de melhora induzida pelo HIIT é muito grande (especialmente a partir da intervencao
com treinamento), diminuindo a sensibilidade de deteccdo de qualquer efeito benéfico da
suplementacdo de pB-Alanina. Essa hipotese se alinha com os resultados dos trés Gltimos artigos
abordados, uma vez que Gross et al. (2014) e Bellinger e Minahan (2016) recrutaram ciclistas

treinados (VO,,,x 60 £ 5 mL.kgt.min? e 4,5 + 0,6 L.min", respectivamente) e verificaram
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ganhos adicionais ao desempenho em diferentes testes fisicos nos grupos suplementados com f3-
Alanina; e Cochran et al. (2015) recrutaram individuos saudaveis mais ndo especificamente
treinados ( VO, 50 + 6 mL.kglmin?) e ndo reportaram efeitos adicionais ao grupo

suplementado com B-Alanina.

Dessa forma, além da literatura ainda ser limitada em relacdo aos reais efeitos da
associagdo entre suplementagdo de B-Alanina e HIIT visando o aumento do desempenho
esportivo, novos estudos devem ser conduzidos a partir de desenhos experimentais rigorosos que
visem diminuir a influéncia de fatores de confuséo e de fato gerar evidéncias claras em relagéo ao
real potencial da associacdo dessas duas estratégias em gerar efeitos benéficos ao desempenho

esportivo.
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3. OBJETIVO

O objetivo da presente tese foi investigar o efeito da associagéo da suplementacao de

-Alanina com o treinamento intervalado de alta intensidade no desempenho de sprints repetidos.

3.1. Objetivos especificos

e Verificar a influéncia da suplementagdo de 3-Alanina e do treinamento intervalado
de alta intensidade na manifestacdo dos processos de fadiga central e periférica durante
sprints repetidos;

o Verificar possiveis mudancas de contribuicdo de cada via energética durante a
realizacdo de sprints repetidos apds periodo de suplementagdo de f-Alanina associada ao
treinamento intervalado de alta intensidade;

e Verificar a capacidade de tamponamento in vitro frente a suplementagido de f-
Alanina associada ao treinamento intervalado de alta intensidade;

o Verificar o contetido de carnosina intramuscular e de proteinas/enzimas alvo como
fosfofrutoquinase (PFK), fator induzido por hipéxia 1a (HIF-1a), lactato desidrogenase
(LDH), transportador monocarboxilado 4 (MCT4), Co-ativador 1a do Receptor Ativado
por Proliferador do Peroxissoma (PGC-la) e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH - proteina padrdo) antes e apds periodo de suplementagdo com B-Alanina e

treinamento intervalado de alta intensidade.
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4. HIPOTESE DO ESTUDO

Cochran et al. (2015) realizaram estudo longitudinal no qual suplementaram durante
dez semanas 3,4 g de B-Alanina (ou placebo) em homens saudaveis mas nao especificamente
treinados, sendo que nas Gltimas seis semanas (3 vezes por semana) a suplementacéo foi associada
ao treinamento intervalado de sprints composto de 4 — 6 Wingates (30 s mé&ximo no
cicloergdmetro). Para ambos os grupos foram verificadas melhora significativa no VOZpicm tempo
limite em intensidade constante (250 kJ), capacidade de sprints repetidos, marcadores moleculares
de conteudo mitocondrial como citocromo C oxidase e atividade méaxima da B-hidroxiacil-CoA
desidrogenase além do aumento significativo do contetdo de carnosina para 0 grupo

suplementado com B-Alanina, no entanto sem interagao significativa entre os grupos.

Os autores assumem a hipotese de que o treinamento de sprints repetidos seria uma
estratégia tdo eficiente para proporcionar adaptacGes positivas na capacidade oxidativa e na
prépria performance fisica que dificultaria a deteccdo de qualquer efeito positivo da
suplementagdo de B-Alanina. Dessa forma, na presente tese se propds adaptar o estudo realizado
por Cochran et al. (2015) e, previamente ao inicio do periodo de suplementacédo, realizar a
adaptacdo fisica dos participantes recrutados por meio de quatro semanas de treinamento
intervalado de alta intensidade. Somente ap0s a supercompensacdo bioldgica estimulada pelo
periodo de treinamento prévio foi executada a intervencdo proposta (treinamento intervalado de
alta intensidade associado a suplementagdo de 3-Alanina), com o intuito de tornar os resultados

menos suscetiveis a “ruidos e falsos positivos”.

Nossa hipotese € que o treinamento intervalado de alta intensidade associado a
suplementacao de B-Alanina acarretariam em aumento da capacidade de tamponamento
intramuscular (devido ao aumento do conteddo de carnosina intramuscular), do contetdo de

proteinas e enzimas relacionadas ao metabolismo glicolitico (PFK, LDH e MCT4). Essas
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condig¢Bes em conjunto agiriam como um fator protetivo da interagdo do sistema neuromuscular e
gerariam a possibilidade de manutencdo do drive motor e consequente atenuacdo do processo de
fadiga neuromuscular, possibilitando a musculatura ativa a capacidade de sustentar a intensidade
de exercicio por um periodo proporcionalmente maior e consequentemente retardar a queda de

desempenho, melhorando o desempenho nos protocolos de testes propostos.
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5. METODOS
5.1. Participantes

O tamanho da amostra foi calculado usando o software G*Power (Universitat Disseldorf,
Alemanha) e com base no pressuposto de que 4 semanas de 6,4 g.dia’ de suplementagdo de f-
Alanina induzem ao aumento do contetdo de carnosina intramuscular (tamanho do efeito de 1,96)
(SAUNDERS et al., 2017a). O software foi configurado para fornecer um poder estatistico de
95% e nivel alfa de 0,05; o tamanho da amostra calculada foi de n = 9 participantes para cada
grupo. Dessa forma, foram convidados a participar do estudo 20 adultos jovens (idade: 25 £ 5
anos; estatura: 173,8 + 6,8 cm; peso: 74,2 + 8,0 Kg; VOyux: 44,8 = 5,5 mLt.kg™.min), sem
historico de desordens musculo-esqueléticas, saudaveis, ndo usuarios de tabaco ou é&lcool,
moderadamente ativos (PAUW et al., 2013), porém ndo engajados em programas regulares de
treinamento fisico. Eram critérios de exclusdo auto reportar-se portador de doencas
cardiovasculares e/ou ter feito uso de suplementos nutricionais, especialmente proteicos, como
creatina ou whey protein nos trés meses que antecederam o inicio do desenho experimental. N&do
houveram exclusGes em funcdo dos critérios reportados anteriormente. O presente estudo foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista e foi
realizado respeitando a Declaracdo de Helsinki. Antes da participacdo no estudo, todos os
participantes foram devidamente informados dos riscos e beneficios dos procedimentos e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (protocolo n°® 1.461.011).

5.2. Desenho experimental

Participaram voluntariamente do estudo 20 adultos jovens, fisicamente ativos.

Inicialmente os participantes compareceram em dois dias ndo consecutivos ao laboratorio para
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familiarizagdo aos protocolos de avaliacdo neuromuscular. As avaliagdes ocorreram em trés
momentos distintos, no momento inicial, previamente ao inicio do treinamento intervalado de alta
intensidade (HIIT) (Al), apés FASE 1 composta por 4 semanas de HIIT (A2) e apds FASE 2
composta por 6 semanas de HIIT associado a suplementacdo (A3). Sequéncia idéntica de
protocolos de testes foram aplicadas nos momentos Al, A2 e A3; respeitando intervalo de 36 - 48
h entre os protocolos de testes. No primeiro dia era realizado avaliagdo da composigéo corporal
(CC) e da aptidao cardiorrespiratoria por meio de absorptiometria de raios-X de dupla energia e
teste incremental até exaustdo (Tinc), respectivamente. No segundo dia, era avaliada a capacidade
de realizacdo de sprints repetidos (RSA). O protocolo consistia da realizacdo de duas séries de
seis sprints de 35 m com 10 s de intervalo entre 0s sprints e 4 min de intervalo entre as séries. No
terceiro e ultimo dia da semana de avaliagdo era realizado esforgo até a exaustdo para mensuracao
do tempo limite (Tuim) a 115% da intensidade correspondente a velocidade maxima atingida em
Tinc. Previamente (em repouso) ao Tinc € RSA e imediatamente apds (em estado fadigado), foram
realizadas avaliacbes neuromusculares compostas por saltos verticais, contracdes isométricas

voluntarias maximas de extensdo do joelho e estimulagdo elétrica periférica.

Apds A2, os participantes responderam a um inquérito alimentar para controle da ingestéo
proteica e foram alocados em dois grupos experimentais (Grupo f-Alanina [Gf n = 10]: 6,4 g.dia”
! de B-Alanina; Grupo Placebo [GP n = 10]: 6,4 g.dia* de dextrose). A alocagéo dos participantes
obedeceu inicialmente aos resultados obtidos no Tinc realizado em A2, sendo que os dez melhores
e os dez piores desempenhos em relagdo ao VO,,,,, foram arbitrariamente divididos. Os grupos
relacionados ao VO,,,,, foram ent&o novamente divididos e randomicamente alocados em Gp e
GP de maneira que cada grupo foi composto por 5 participantes com os melhores desempenhos

em relacio ao VO,,,,, € 5 participantes com os piores desempenhos em relagio a0 VO,
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A FASE 2 do desenho experimental teve intensidades de treino ajustadas e foi associada
ao protocolo de suplementacdo. O HIIT foi composto de dez corridas de 1 min a 90% da
velocidade méxima atingida no Tinc intercalados por periodos de repouso passivo de 1 min
(adaptado de LITTLE et al., 2010). A intensidade de treino foi controlada individualmente a cada
corrida por meio da frequéncia cardiaca (FC) e da percepcdo subjetiva de esforco (PSE)
(FOSTER, 1998). Ao final da FASE 1 e FASE 2, foram coletadas amostras de tecido muscular
(musculo vasto lateral) por meio de bidpsia com agulha de Bergstron, em repouso, para
monitoramento do contetido de carnosina intramuscular, capacidade de tamponamento muscular

in vitro e contelido de proteinas/enzimas alvos (Figura 1).

A. Periodo de intervencio
FASE 1 FASE 2

Al T T T T LV | ST | ST | S+T | ST | S+T | S+T | %]

Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Semanas

B. Protocolos de avaliaciio (A1, A2 e A3)

C +
T CTC T 48 h T RSA T 48 h Tina 72 h l
INC

Dia 1 Dia 2 Dia 3

A J

C. Randomizacio da amostra apos A2

, =5
Melhores VO3,,.x (n =10) ‘:32 ----------- » Gp (n=10)
18
n=20
. ,Piores vOZmax (n=10) > GP (n=10)
Alocacao arbitraria Alocacao randomica

Figura 1. Desenho experimental do projeto. A — Periodo de intervengdo. Al — AvaliacBes antes
da FASE 1. A2 — AvaliacOes antes da FASE 2. A3 — Avaliacdo apds FASE 2. T — Periodo de
HIIT. S+T — Periodo de suplementacdo + HIIT. B — Protocolos de avaliagdo. CC — Avaliacédo da
composicao corporal. | - Bidpsia muscular (ocorreram somente apos A2 e A3). 1 - AvaliacOes
neuromusculares. Tinc — Teste incremental até exaustdo. RSA — Capacidade de sprints repetidos.
TrLim — Tempo limite até exaustdo. C — Randomizagdo da amostra.
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5.3. Composicéo corporal

Para a anélise da composicao corporal e da distribuicdo das massas magra, 6ssea e tecido
adiposo, foi realizado exame de absorptiometria de raios-X de dupla energia (DXA Discovery -
Hologic - EUA). A dose de radiagao que os participantes receberam foi menor do que 0,05 mrem,
ou seja, equivalendo a 50 vezes menos a realizagcdo de um exame de raio X.

O meétodo estimou a composi¢do corporal fracionando o corpo em trés compartimentos
anatdbmicos: massa livre de gordura, massa de gordura e contetdo mineral ésseo. Os resultados
foram expressos em kilogramas de peso corporal (PC), massa magra (MM) e massa de gordura

(MG), além do percentual de gordura corporal (%Gord).

5.4. Teste incremental (Tinc)

Os testes incrementais para avaliacdo da capacidade cardiorrespiratdria foram realizados
em esteira ergométrica (ATL, Inbramed, Porto Alegre, RS, Brasil) com velocidade inicial de 8
km.h! e incrementos de 1,5 km.h? a cada estagio de 2 min até a exaustdo, determinada
voluntariamente pelo participante ou pela incapacidade de realizar o esfor¢o na velocidade pré-
determinada (MILIONI et al., 2016b). A escala de Borg (6-20) foi utilizada para avaliar a
percepcao subjetiva de esforco (PSE) ao final de cada estadgio e amostras de sangue foram
coletadas no 3°, 5° e 7° minutos apds o término do teste para determinacdo da concentragdo pico
de lactato ([La]pico)-

A maior média do consumo de oxigénio (VO,) dos Gltimos 30 s de cada estagio foi
considerada como VO,,,..,, considerando a verificacdo de pelo menos dois dos critérios a seguir:
platd no VO, (variagio no VO, < 2,1 ml.kgt.min? entre o Gltimo e o penultimo estagio de
exercicio); FC maxima (FCmax) > 90% da FCmax predita (220-idade); quociente respiratorio (RER)

> 1,10 e lactato pico > 8,0 mmol-L** (HOWLEY; BASSETT; WELCH, 1995). Caso nio fossem
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observados ao menos dois critérios para confirmacdo do VO,,,,,, Um novo teste seria aplicado,
contudo o presente estudo apresentou 100% de eficiéncia na determinacdo das variaveis
provenientes do Tinc. A menor intensidade de exercicio onde o voluntario atingisse 0 VO,,,,, foi
considerada como iVO,,,,,, considerando a intensidade de exercicio do estagio completo ou
ajustada de acordo com Kuipers et al. (1985). A méxima velocidade atingida no Tinc foi assumida

coOmMo Vmax.

5.5. Teste de capacidade de sprints repetidos (RSA)

A capacidade de realizar sprints repetidos foi mensurada por meio do Running-Based
Anaerobic Sprint Test (RAST) (ZAGATTO; BECK; GOBATTO, 2009), protocolo que consiste

em seis sprints de 35 m intercalados por periodo de 10 s de recuperacao passiva.

O RAST foi realizado duas vezes com intervalo de 4 min entre eles. Os sprints foram
gravados em video por duas cameras (GoPro Hero 3+ Black, San Mateo, Califérnia, EUA)
posicionadas lateralmente a pista, de modo que cada camera capturasse 17,5 m da pista. Sensores
Opticos que emitiam luz e um bipe quando os participantes passavam foram posicionados nas
linhas de chegada. Os tempos de sprint foram analisados usando o software Kinovea (Kinovea
0.8.15 para Windows; disponivel em http://www.kinovea.org/). Foram obtidos os valores de
tempo total (Tempo Total — somatoria dos tempos dos 12 sprints), melhor tempo (Melhor Tempo
—valor do melhor sprint registrado), e indice de fadiga (indice de Fadiga % = 100 x (Tempo Total

/ (Melhor Tempo x 12)) — 100) (FITZSIMONS et al., 1993).

Foram coletadas amostras de sangue capilarizado do l6bulo da orelha previamente ao

inicio do protocolo (em repouso) e 3°, 5° e 7° min apos 0 RSA.
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5.6. Teste de tempo limite até exaustéo (TLim)

Previamente aos esforgos, os participantes permaneceram sentados por 10 min para
determinagéo dos valores de linha de base de VO, (VO,..s.) € lactato sanguineo. Os participantes
foram submetidos a corrida continua em esteira ergométrica (ATL, Inbramed, Porto Alegre, RS,
Brasil) em intensidade correspondente a 115% da Vmax (115%Vmax) até a exaustdo voluntaria
(MILIONI et al., 2016b; ZAGATTO et al., 2016). A intensidade do Tum (115%Vmax) foi
fisiologicamente pareada em todos os momentos (Al, A2 e A3), ou seja, era referente aos
resultados do Tinc respectivo e ndo ao valor obtido na primeira avaliagdo. O tempo limite até
exaustdo (Tempo Limite) foi mensurado imediatamente ao término do teste, 0 VO, continuou
sendo mensurado durante 7 - 10 min (até a estabilizacdo do VO, em nivel 2 - 3 mL.kg*.min*
acima do VO,,,.) para a determinacéo da fase rapida do excesso de consumo de oxigénio ao final
do exercicio (EPOC:pido). Amostras de sangue foram coletadas do I6bulo da orelha previamente
ao protocolo e no 3°, 5° e 7° minutos apds o término do teste para determinagdo da [La]pico.

A Capacidade Anaerébia foi estimada por meio da soma das contribuicdes dos
metabolismos glicolitico e de fosfagénio (BERTUZZI et al., 2010; MILIONI et al., 2016b;
MIYAGI et al.,, 2017; ZAGATTO et al.,, 2016). O EPOCrspido foi utilizado para estimar a
contribui¢do do metabolismo dos fosfagénios, assumido como o produto entre a amplitude 1 (Al)
pela constante de decaimento 1 (tl1) da curva do EPOCisido ajustada biexponencialmente
(OriginPro 8.0 software - OriginLab Corporation, Microcal, Massachusetts, EUA) (MIYAGI et
al., 2017; ZAGATTO et al., 2016). A contribuicdo do metabolismo glicolitico foi estimada por
meio da variacdo absoluta da concentracdo de lactato sanguineo (concentracdo final menos
concentragéo inicial), considerando para cada 1 mmol.L? da variacdo de lactato sanguineo o

equivalente de 3 mL de O2.kg™ (DI PRAMPERO; FERRETTI, 1999) (Figura 2).
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Figura 2. Respostas do consumo de oxigénio e concentracdo de lactato sanguineo em repouso,
esforgo supramédximo a 115%Vmax € mensuracdo do EPOCspido por meio de um ajuste bi-
exponencial. A linha continua corresponde ao consumo de oxigénio e a linha tracejada
corresponde ao ajuste bi-exponencial usado para determinacdo da amplitude e da constante de
tempo para estimar o metabolismo dos fosfagénios. A area hachurada corresponde a0 VO,
(Reproduzido com permisséo de ZAGATTO et al., 2016)

5.7. Determinacdo das variaveis fisioldgicas

Ventilagio, VO, e producdo de CO, (VCO,) foram mensuradas respiragio-a-respiracio
no Tinc € Tum por analisador de gases estacionario (Quark CPET, Cosmed, Roma, Itélia).
Previamente a todos os testes o analisador de gases foi calibrado a partir aliquotas de ar ambiente
e concentragdo de gases conhecida (5,06 % CO: and 16,02 % Oz, White Martins Ltda, Osasco,
SP, Brasil). O pneumotacdgrafo foi calibrado utilizando-se seringa de 3 L (Hans Rudolph, Kansas
City, MO, EUA), respectivamente, de acordo com as instruc¢des do fabricante. A FC foi mensurada
utilizando monitor de frequéncia cardiaca (Polar, Kempele, Finlandia) sincronizado com o
analisador de gases.

Amostras de sangue capilarizado foram obtidas a partir de puncédo do I6bulo da orelha com
lanceta picadora estéril para obtencdo de 25 uL de sangue em capilares de vidro heparinizados e
previamente calibrados. Imediatamente ap6s as coletas, o sangue foi depositado em tubos

eppendorf contendo 50 mL de fluoreto de sodio (NaF — 1%) e entdo armazenados a -20°C para
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posterior anélise da concentracdo sanguinea de lactato ([La]) em analisador eletroquimico YSI
2900 (Yellow Spring Instruments, Yellow Spring, OH, EUA). As amostras de sangue coletadas
em repouso durante RSA e Tuim também foram analisadas em relagdo a concentracdo de glicose

sanguinea.

5.8. Avaliagdo Neuromuscular

Previamente (em repouso) ao Tinc € RSA e imediatamente apos (em estado fadigado) os
participantes realizaram uma série de trés saltos verticais com 1 min de intervalo entre saltos
seguida de série de trés contracdes isométricas voluntarias maximas de extensdo de joelho (CVM)

e estimulacéo elétrica periférica também com 1 min de intervalo entre CVMs.

Saltos verticais: Os participantes foram solicitados a realizarem sequéncia de trés saltos
verticais contra 0 movimento (counter movement jJump) em uma plataforma de salto vertical (Jump
Test, CEFISE, Nova Odessa, SP, Brasil), sendo que para quantificacdo da performance de saltos
verticais foram consideradas as tentativas que atingiram os maiores valores de altura. Os
participantes foram instruidos a iniciar os movimentos com joelhos e quadril estendidos e com as
maos na cintura (as maos deveriam ficar permanentemente junto a cintura), flexionar os joelhos e
quadril a 90° e estender o mais rapido possivel para a realizacdo do movimento de salto 0 mais
alto possivel; e entdo aterrissar com os joelhos estendidos. Para limitar o grau de flexdo dos
joelhos, um sensor oOptico foi ajustado posteriormente aos participantes de maneira a identificar a
altura exata de 90° de flex&o e emitir sinal sonoro (“beep”) quando essa amplitude fosse atingida.

Nesse mesmo momento 0s participantes iniciavam o movimento para realizar o salto vertical.

Eletromiografia e forga isométrica: Os participantes realizaram trés CVMs com 5 s de
duracdo e 1 min de intervalo entre elas, sendo que para quantificacdo da performance

neuromuscular foram consideradas as tentativas que atingiram maiores valores de forga pico
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(Fpico). Paratanto, os participantes foram posicionados em uma cadeira desenhada especificamente
para essa analise mantendo flexdo dos joelhos e quadril a 90° com o térax e coxas firmemente
fixados por fitas transpassadas. Um fio de aco inextensivel foi acoplado ao tornozelo da perna
dominante e conectado a uma célula de carga (SDK200, Miotec, Porto Alegre, RS, Brasil)
posicionada na parte posterior da cadeira para monitoramento da forca isométrica. Também foi
monitorada a atividade eletromiografica, dos muasculos vasto lateral (VL) e biceps femoral (BF)
(Miotool 400, Miotec, Porto Alegre, RS, Brasil). Os equipamentos (célula de carga e fio
inextensivel) foram previamente calibrados a partir de pesos conhecidos e os sinais (forca e EMG)
foram coletados em 2000 Hz, com ganho de 1000x, por meio da utilizac&o de software dedicado

do eletromiografo (Miograph 2.0, Miotec, Porto Alegre, RS, Brasil).

Foram utilizados eletrodos passivos de Ag/AgCl (3M, Séo José do Rio Preto, SP, Brasil)
em configuragdo bipolar e com distancia de 2,5 cm de centro-a-centro. Os eletrodos foram
posicionados de acordo com as especificagdes da Surface ElectroMyoGraphy for the Non-Invasive
Assessment of Muscles (SENIAM) na pele previamente tricotomizada e assepsiada por leve
abrasdo com lixa fina e alcool 70%. O eletrodo de referéncia foi fixado a altura do processo
estiloide da ulna e as tentativas foram coletadas somente ap0s inspecéo visual da linha de base do
sinal eletromiografico. O posicionamento dos eletrodos foi demarcado para permitir precisa

reprodutibilidade do posicionamento dos eletrodos antes e apds os protocolos de testes.

O sinal eletromiografico foi filtrado em filtro passa-banda 20-500 Hz e entdo foi
determinado o valor pico de root mean square (RMS) referente a 1 s do pico de forga. J& o sinal
de forca foi filtrado em filtro Butterworth de 4% ordem e frequéncia de corte de 15 Hz. Para anélise
dos sinais EMG e forga, foi desenvolvido algoritmo em ambiente MatLab 9.0 (MathWorks,

Natick, MA, EUA) especificamente para esse proposito.
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Estimulacao elétrica neuromuscular: Durante o protocolo de investigagdo neuromuscular,
foram aplicados estimulos elétricos no nervo femoral durante as CVMs e também no musculo
relaxado. A técnica consistiu da aplicacdo de pulsos elétricos retangulares, simples e duplos, de
alta e baixa frequéncia, supraméximos, de curta duragdo e alta voltagem (400 V pico a pico)
(Bioestimulador, Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Inicialmente, o local de maior sensibilidade
do nervo femoral foi identificado a partir da utilizacdo de corrente continua em baixa intensidade
e entdo foram posicionados eletrodos de eletroestimulacdo de 5 cm X 5 cm (Arktus, Santa Tereza
do Oeste, PR, Brasil) na dobra glatea (dnodo) e no triangulo femoral (catodo). Para defini¢do do
limiar de estimulagdo (valor de corrente elétrica a ser aplicada), previamente ao inicio dos
protocolos de testes os participantes foram submetidos a estimulos elétricos consecutivos e
incrementais (incrementos de 10 mA) com o musculo relaxado, até 0 momento no qual o platd de
forca fosse atingido (ou seja, mesmo com o aumento da intensidade da corrente elétrica, o valor
de forca produzido pela estimulagdo no musculo relaxado ndo aumentava) ou o voluntario
reportasse desconforto nédo toleravel dos estimulos elétricos. Em 100% das ocasides o platd de
forcga foi atingido. Ap6s definido o limiar de estimulagéo, a intensidade foi aumentada em 20%
para garantir estimulacBes supramaximas (GIRARD; BISHOP; RACINAIS, 2013). Esse
protocolo foi aplicado em todos os dias em que as avaliagbes neuromusculares ocorreram e de

maneira individual.

A sequéncia de estimulos elétricos aplicados foi: pulsos duplos de 100 Hz durante o pico
de forgca das CVMs (twitch superimposta — TS [mensurado como a amplitude do sinal de forca
acima da Fpico]), pulsos duplos de 100 Hz 5 s ap6s a realizagdo das CVMs (twitch de alta frequéncia
- Tur [mensurado como a amplitude do sinal de for¢a]), pulso simples 10 s apds as CVMs (twitch
single — Ts [mensurado como a amplitude do sinal de for¢a]) e pulso duplo de 10 Hz 30 s apds a
CVM (twitch baixa frequéncia - T.r [mensurado como a amplitude do sinal de forga]). A ativacdo

voluntaria foi calculada por meio da férmula AV =1 - (TS x (nivel de forga no momento da
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estimulacao / Fpico) / THE) X 100 (Neyrod 2013). A Ts foi utilizada para a mensuracdo da amplitude
pico a pico da M-Wave (inspe¢do visual do sinal eletromiografico) que trata-se da méaxima
capacidade de transmissdo/propagacdo do potencial de a¢do ao longo do sarcolema, além de
normalizar um possivel déficit central representado pela queda da RMS (RMS/MW); e a Tir foi
utilizada para a investigacdo da fadiga neuromuscular de fibras musculares de contracéo lenta

(Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo dos sinais de forga e eletromiografico durante as avaliagOes
neuromusculares.

5.9. Treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT)

Os participantes realizaram durante 10 semanas treinamento intervalado de alta
intensidade, sendo apenas as Ultimas seis semanas associadas com a suplementacdo. Adaptado de
Little et al. (2010), as sessdes foram compostas de dez corridas de 1 minuto a 90% da Vmax em
esteira ergométrica (ATL, Inbramed, Porto Alegre, RS, Brasil) intercaladas por 1 minuto de

repouso passivo. A frequéncia semanal de treinos foi de 2 — 3 sessfes semanais com no minimo
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36 h de intervalo entre as sessfes. Os participantes completaram 11 sessdes de treino nas quatro
primeiras semanas (FASE 1) e 17 sessdes nas seis Ultimas semanas (FASE 2). A carga foi
monitorada pela FC e PSE utilizando escala de Foster 1-10 (FOSTER, 1998) ao final de cada

corrida.

Apesar da intensidade inicial ser 90% da Vmax, 0s participantes deveriam atingir 90% da
FCmax na média das Ultimas 5 corridas de cada sessdo de treino. Se esse valor ndo fosse atingido
por duas sessdes consecutivas de treino, a intensidade era incrementada em 5% da Vmax. Durante
a FASE 2, os participantes foram submetidos a um novo Tinc para adequacdo das intensidades

de treino entre as sessdes 8 e 9 de treinamento.

5.10. Recordatoério alimentar

Previamente ao inicio da FASE 2, os participantes foram solicitados a preencher inquérito
alimentar durante trés dias ndo consecutivos (dois dias de semana e um dia de final de semana)
para mensuracdo do consumo de proteina na dieta. Os participantes foram orientados sobre a
maneira correta de reportar os tipos e quantidades de alimentos ingeridos nos dias de
preenchimento do inquérito. O consumo proteico foi analisado através do software Nutrilife (Sdo

Paulo, SP, Brasil).

5.11. Protocolo de suplementacéo

Os participantes ingeriram 6,4 g.dia™! de B-Alanina (CarnoSyn B-Alanine, NAI, EUA) ou
substancia placebo (dextrose sem sabor, Max Titanium, Supley, Matdo, SP, Brasil) administrados

via oral em cépsulas de 800 mg gastro-resistentes, revestidas com hidroxipropil-metilcelulose
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(DRcaps, Capsugel, Franga), juntamente com as refei¢bes (duas capsulas por refeicdo — café da
manhd, almogo, jantar e ceia) para evitar que uma superdose gerasse parestesia (momentanea
alteracdo da sensacdo da pele com ligeiro formigamento). Essa dosagem estd em acordo com
revisdo de literatura de Hobson et al. (2012), que verificaram efeito significativo da suplementacédo
de B-Alanina na performance a partir do acumulo de aproximadamente 179 g de B-Alanina.
Dextrose foi utilizada como substéncia placebo por ndo apresentar nenhum efeito benéfico a

performance na dosagem usada no presente estudo (BAKER et al., 2015).

Na quinta semana de suplementacdo, um voluntério (pertencente ao GP) foi excluido do
estudo por impossibilidade de manter o protocolo de suplementacdo. Exceto o voluntario
excluido, os demais participantes foram rigorosamente monitorados e apresentaram nivel de
aderéncia ao protocolo de suplementacdo de 100% de eficacia (todas as pilulas ingeridas no

periodo designado).

5.12. Biopsia muscular

A bidpsia muscular foi realizada por pungdo com agulhas de Bergstrom modificadas, com
5 mm de didmetro. As mesmas foram esterilizadas e autoclavadas em ambiente hospitalar
previamente a todos os procedimentos, os quais foram realizados em sala especifica para pequenas

cirurgias por um médico responsavel, assistido por um Doutor assistente.

Inicialmente, foi realizada assepsia na regido antero-lateral da perna, abrangendo o ventre
do masculo vasto lateral. A seguir, realizou-se bloqueio anestésico com injecao subcutanea de 3-
5 mL de cloridrato de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor. Em condic@es estéreis, uma inciséo
com bisturi cirtrgico de aproximadamente 0,5 - 1,0 cm foi feita na derme e fascia muscular,

paralelamente ao sentido das fibras musculares. Em seguida, o componente da agulha contendo o
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cilindro de corte foi inserido em direcdo ao muasculo expondo a janela lateral. Imediatamente, o
assistente aplicou sucgdo no local utilizando uma seringa de 60 mL acoplada a parte posterior da
agulha por uma canula de aspiragéo de silicone. Nesse momento, uma amostra de cerca de 60 —
100 mg foi entdo seccionada para o limen da agulha, e logo ap6s o fragmento coletado foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C. A média das

amostras obtidas em A2 e A3 foram 99,5+ 429 ge 111,2 £ 29,4 g, respectivamente.

Ap06s o procedimento, o local da inciséo foi protegido por curativo estéreo simples (Steri-
Strip - 3M, Séo José do Rio Preto, SP, Brasil) e uma bandagem foi mantida no local por
aproximadamente 72h para evitar a formacao de edema (Tegaderm - 3M, S&o José do Rio Preto,
SP, Brasil). Segundo Neves et al. (NEVES et al., 2012), séo escassos 0s casos de complicacdo
devido ao procedimento de bidpsia, sendo poucas ocorréncias reportadas e casos de menor
relevancia clinica (dor ~1,27% dos casos e equimose ~1,27% dos casos). No presente estudo
foram realizadas 37 bidpsias (20 em A2 e 17 em A3) e foram reportados 3 casos de ligeira
vermelhiddo ao redor do local da incisdo realizada, possivelmente em funcao de resposta alérgica

ao curativo utilizado.

Previamente ao inicio da FASE 2 (em A2), 20 participantes realizaram a biopsia muscular
e ao final da FASE 2 (em A3), 17 participantes realizaram bidpsia muscular. Excetuando o
voluntario que foi excluido por ndo aderéncia ao protocolo de suplementacdo, as demais perdas
amostrais ocorreram por livre-arbitrio dos participantes que optaram por nao realizar a segunda

bidpsia.
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5.13. High-performance liquid chromatographic (HPLC)

O conteudo total de carnosina muscular foi determinado por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC - Hitachi, Hitachi Ltd., Téquio, Japdo) em temperatura ambiente segundo as
recomendacdes de Mora, Sentandreu e Toldrd (2007). As amostras foram injetadas
automaticamente (volume total aspirado de 10 uL), sendo que antes de todas as injecOes, as

amostras foram visualmente inspecionadas e as bolhas de ar foram removidas manualmente.

Foi utilizada coluna de silica Atlantis HILIC (4,6 x 150 mm, 3 um) (Waters, MA, EUA)
acoplada a um protetor de coluna Atlantis Silica (4,6 x 20 mm, 3 pum) e curvas padrdo para
carnosina foram determinadas antes de cada sessdo de analise usando concentra¢des de 0,05, 0,1,
0,5, 1 e 2,5 (R?=0,995). O método usou duas fases moveis, sendo a fase mdovel A composta por
acetato de aménio 0,65 mM, em agua/acetonitrila (razdo de volume de 25:75); e a fase movel B
composta por acetato de aménio 4,55 mM, em agua/acetonitrila (razdo de volume de 70:30). O
pH de ambas as soluc¢des foi ajustado para 5,5 usando acido cloridrico e depois filtrado através de

uma membrana de filtro de 0,2 um com utilizacdo de uma bomba a vacuo.

A condicéo de separacdo compreendeu um gradiente linear de 0 a 100% do solvente B em
13 min a uma vazdo de 1,4 mL.min. A separagdo foi monitorada utilizando um detector
ultravioleta a um comprimento de onda de 214 nm. Previamente a cada injegéo, a coluna foi
equilibrada durante 5 min sob as condigdes iniciais. A quantificagdo dos picos foi realizada por
software acoplado ao equipamento e inspecionadas individualmente quanto a erros e consisténcia.
As areas dos picos foram plotadas e uma equacdo de regressdo obtida, a partir da qual as
interpolacdes foram usadas para calcular o conteudo muscular de carnosina. Ainda, dez amostras
aleatdrias foram quantificadas em duplicata para verificagdo do coeficiente de variagdo do ensaio

(CV =6,5%) (Figura 4).
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Figura 4. Curvas representativas das dosagens de carnosina intramuscular via HPLC. A —
Participantes suplementado com p-Alanina. B — Participante suplementado com dextrose
(Placebo). C — Amostra quantificada em duplicata para determinacdo da reprodutibilidade do
ensaio. Traco verde representa a dosagem de carnosina intramuscular em A2. Traco azul
representa a dosagem de carnosina intramuscular em A3.

5.14. Mensuracao do contetdo proteico/enzimatico via western blots

As amostras do vasto lateral foram homogeneizadas em tampao de extragdo (1% de Triton
X-100, 100 mM Tris, pH 7,4, contendo 100 mM de pirofosfato de sédio, fluoreto de sddio 100
mM, EDTA 10 mM, 10 mM de vanadato de sddio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg.ml* aprotinina) a
4°C. Os extratos foram centrifugados (9900 g) durante 40 min a 4°C para remover 0 material
insoluvel, e foi quantificado o conteudo total de proteinas dos sobrenadantes utilizando o método

de Bradford (BRADFORD, 1976).

As proteinas foram desnaturadas por fervura em tampao de amostra de Laemmli contendo

DTT 100mM, executado em gel SDS-PAGE e transferidas para membranas de nitrocelulose (GE
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Healthcare, Hybond ECL, RPN303D). A eficiéncia da transferéncia para membranas de
nitrocelulose foi verificada por coloragéo breve das bandas com Ponceau. Estas membranas foram
entdo bloqueadas com solucdo salina tamponada com Tris (TBS) contendo 5% de BSA e 0,1% de
Tween-20, durante 1 hora, a 4°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight com
anticorpo especifico (MCT4, PFK, LDH, HIF-1a, PGC-1a e GAPDH) e 16 h ap6s a incubacéo
com anticorpo primario, as membranas foram lavadas 5 vezes durante 5 min com TBS contendo
0,1% de tween-20, e entdo incubadas durante 1 hora a 4°C com anticorpo secundario. As bandas
imunorreativas especificas foram detectadas por chemilumininescence (GE Healthcare, ECL
Signal Fire, Cell Signaling, MA, EUA). As imagens foram adquiridas por ChemiDoc XRS
Imaging System (BioRad) e quantificadas utilizando software Image Lab 3.0. Os anticorpos
especificos de cada proteina foram adquiridos das empresas Cell Signalling Technology (Cell
Signalling Technology, MA, EUA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, EUA) e Upstate Biotechnology (Upstate Biotechnology, NY, EUA), de acordo com a
disponibilidade. Os reagentes quimicos de rotina foram provenientes da Sigma Chemical
Corporation (St. Louis, MO, EUA).

O conteudo proteico/enziméatico mensurado em cada momento (A2 e A3) foi devidamente
normalizado pelo respectivo contetdo da proteina padrdo (GAPDH) para facilitacdo da

visualizacdo de possiveis mudancas induzidas pela intervencéo.

5.15. Determinacéo da capacidade de tamponamento in vitro (Bmin vitro)

Os procedimentos para a determinacgao da capacidade de tamponamento muscular in vitro
seguiram procedimento proposto por Bishop et al. (2008). Uma pequena aliquota de musculo seco
(~1,8 — 3,0 mg) foi homogenizado em uma solucdo de fluoreto de sddio (NaF — 10mM) (33 pL

de NaF.g musculo seco™). Esse homogenado foi mantido & 37°C e ajustado para um pH de 7,2
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pelo acréscimo de NaOH (0,02 mM). O monitoramento do pH foi realizado por meio de
microeletrodo de vidro (Microelectrodos, Mettler Toledo, Suig¢a) conectado a um pHmetro
(FiveEasy Plus, Mettler Toledo, Suiga). O homogenado foi entdo titulado por uma sequéncia de
adicdes de 2 pL de HCI (10 mM) até atingir um pH de 6,2 — 6,1. A partir desses dados, foi
interpolada a quantidade de moles de HCI necessarios para alterar o pH de 7,2 para 6,5 e ajustada

pela quantidade de masculo seco aliquotada na amostra para a determingao da Bmin vitro (Figura 5).
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Figura 5. Curva representativa da regressdo linear criada entre a quantidade de HCI titulado e o
pH medido. Setas vermelhas representam o AH" entre os valores de pH de 7,1 e 6,5.

5.16. Analise estatistica

Os dados foram reportados em media e desvio padrdo (DP). Todos os dados foram
confirmados como normais (teste de Levene) e homogéneos (teste de Shapiro-Wilks). Para analise
da FASE 1 (n =19; em funcdo do voluntario excluido) foram aplicados teste t de student pareado

para verificar possiveis diferenca entre os momentos Al vs. A2 (variaveis de composigdo
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corporal, do Tinc, do RSA, do Tuim e variagdes absolutas [A = Pos — Pré]). A analise de variancia
(ANOVA two way) de dois fatores foi utilizada para verificar as possiveis diferencas das variaveis

de salto vertical e neuromusculares entre condi¢des (Pré vs. Pos) e entre momentos (Al vs. A2).

Para analise da FASE 2 (GP: n = 9; GB: n = 10) foram aplicados analise de variancia
(ANOVA two way) de dois fatores para verificagdo de possiveis diferencas nas variaveis de
composicao corporal, Tinc, RSA, Tum e biomoleculares entre momentos (A2 vs. A3) e entre
grupos (GP vs. Gp); e andlise de variancia (ANOVA two way) de trés fatores para verificacdo de
possiveis diferencas nas varidveis de salto vertical e neuromusculares entre condi¢des (GP Pré,
GP Pos, GP Pré e G Pos), entre momentos (A2 vs. A3) e entre grupos (GP vs. GB). Para anélise

das variagdes absolutas entre grupos, foi utilizado o teste t de student ndo-pareado.

Todas as ANOVAs foram verificadas quanto a esfericidade por meio de teste de Mauchly,
a qual foi assumida quando valores néo significativos de F foram observados. Em caso de violacao
da esfericidade, o fator de correcdo Epsilon de Greenhouse-Geisser foi utilizado. As analises
foram concluidas com a aplicacdo do post hoc de Sidak. O nivel de significancia foi de 95% para

todos os casos (p < 0,05) e as andlises foram realizadas no SPSS 17.0 for Windows.

Adicionalmente, foi realizada a analise baseada na magnitude do efeito (HOPKINS et al.,
2009) entre as médias dos grupos para as variaveis do Tinc, RSA e Tum. Os valores foram
expressos como a diferenga média padronizada (Cohen’s d) (COHEN, 1988). A chance de efeito
positivo, trivial ou negativo, foi calculado com base na menor mudanca de valor pratica (smallest
worthwhile change - SWC; 0,2 multiplicado pelo desvio-padréo entre sujeitos). As alteragdes
foram avaliadas qualitativamente, como <1% = o0 mais improvavel; 1% - 5% = muito improvavel;
5% - 25% = improvavel; 25% - 75% = possivel; 75% - 95% = provavel; 95% - 99% = muito
provavel; e > 99% = certamente. Se a probabilidade do efeito ser positivo e negativo fossem > 5%

ao mesmo tempo, o efeito foi reportado como néo claro (HOPKINS et al., 2009).



6. RESULTADOS

6.1. FASE 1 (n = 19)
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Composicao corporal: Apenas o PC (p = 0,34) ndo apresentou diferencas significativas

apos a FASE 1. O %Gord (p = 0,03) e a MG (p = 0,02) diminuiram significativamente, enquanto

a MM (p = 0,03) foi estatisticamente maior (Tabela 1).

Tabela 1. Média + DP da composi¢do corporal Al vs. A2.

Al A2 p A
PC (kg) 74.2+8,0 740+78 0,34 -0,2+0,9
%Gord (%) 192+ 4,0 18,0 + 4,0 0,03 12422
MM (kg) 55,8 + 6,2 56,7 + 6,4* 0,03 09+16
MG (kg) 14,0+ 3,4 13,1+ 3,3 0,02 -0,9+16

A2 < ALl.*A2 > Al

Tine: VO, relativo (mL.kgt.mint) (p = 0,001), VO,,..x absoluto (L.min) (p = 0,001),

Vmax (p = 0,001) e [La]pico (p = 0,01) foram maiores em A2 em comparagdo com Al. Ainda, a

anlise da magnitude do efeito apontou as inferéncias Muito provavelmente positivo para VO, ..

relativo e absoluto, Certamente positivo para Vmax € Provavelmente positivo para [La]pico (Figura

6).
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Figura 6. Influéncia da FASE 1 nas variaveis do Tinc (linha vermelha representa a adaptacéo
média e nimero no topo reporta alteracdo percentual entre Al e A2). A — VO, relativo. B —
VO,,.x absoluto. C — Velocidade maxima atingida no Tinc. D — Concentragéo pico de lactato
sanguineo. E — Analise baseada na magnitude do efeito. *A2 > Al.
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Ao comparar a performance de saltos verticais, ndo houve diferenca significativa quando
comparado os momentos Al e A2 (Fpz, 36 = 2,41 — p = 0,13), entretanto, verificou-se diminuicio
da altura méaxima atingida P6s Tinc em A2 (Fpz, 361 = 15,73 — p = 0,00; post hoc: A1 —p = 0,09;
A2 -p =0,00). A variacdo absoluta da altura maxima atingida (A = Salto Pos — Salto Pré) também

sofreu diminuicdo significativa em A2 comparada a Al (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da FASE 1 na performance dos saltos verticais Pré e Pds Tinc. *Pds < Pré. #A2 <
Al.

Em relacéo as avaliagfes neuromusculares, ndo foram verificadas interacGes significativas
entre AL e A2 em nenhuma condigdo (Pré vs. Pos) (Fiize < 4,69 — p > 0,06). Diminuicao
significativa foi verificada para todas as varidveis provenientes do sinal de forca quando
comparado Pré vs. P6s Tinc (Fpz,361 > 21,70 — p < 0,00) exceto para Thr (Fpz,36 = 0,90 — p = 0,35).
Quanto as varidveis EMG, a RMS_VL apresentou diminuigdo Pos Tinc tanto em Al quanto em

A2 (Fp1,361 = 22,54 — p = 0,00), jA RMS_BF e RMS/MW apresentaram diminuic¢do Pds Tinc apenas



63

em Al (Fp3s > 5,90 — p < 0,02); e a M-Wave ndo sofreu alteragéo significativa em nenhuma
condicdo analisada (F1,361 = 1,06 —p = 0,31). As variacOes absolutas de T.r, e RMS_BF (p <0,04)
também apresentaram diferencas significativas, com aumento e diminuicdo das variagcoes

absolutas, respectivamente. (Tabela 2).

Tabela 2. Média + DP da avaliagdo neuromuscular Pré vs. P6s Tinc, Al vs. A2.

Al A2
) , p . , p

Pre Paés (post hoc) A Pre P&s (post hoc) A
Forca
Fpico 6418+ 6068+ 0.00 -35,0 634,7 + 600,8 + 0.00 -339+
(N) 96,2 95,9% ’ 46,1 73,9 67,7 : 45,0
THE 2734+ 2709z 0.64 -2,6 + 2745 + 269,9 + 0.39 47
(N) 33,0 45,8 ' 29,9 35,7 39,0 ’ 14,7
Tor 2411+ 1833z 0.00 57,8+ 254,1 + 178,4 + 0.00 -715,7 %
(N) 37,2 41,8% ’ 26,5 33,8 41,9% ’ 27,1%
AV 93,0+ 88,0 + 49+ 92,1+ 87,2+ -49 +
%) 6,6 7,55 0,00 35 5.0 8,0° 0,00 5.7
EMG
RMS_VL 3039+ 2545z 0.00 -49,4 £ 2744 + 2531+ 0.04 -216 £
(uv) 95,5 92,3% ’ 46,8 72,7 63,1° : 45,3
RMS_BF 388+ 32,1+ 0.01 -6,7 + 36,1+ 353+ 0.71 -0,8+
(uv) 19,3 14,18 ’ 10,9 12,7 12,9% ‘ 7,8*
M-Wave 55+ 58+ 0,3+ 6,6 £ 6,7 £ 0,1+
(mV) 1,3 1,1 0,33 1,1 1,7 1,8 0,65 1,3
RMS/MW 0,068+ 0,044 + 0.00 -0,013 + 0,046 + 0,042 = 0.28 -0,003 £
(U.A) 0,022 0,016° ’ 0,017 0,021 0,021 ' 0,016

$Phs < Pré. #A2 < Al. *A2 > Al.

RSA: Apenas o Indice de Fadiga apresentou diminuicio significativa em A2 (p = 0,02).
Tempo Total (p = 0,55), Melhor Tempo (p = 0,27), Pior Tempo (p = 0,07), Tempo Médio (p =
0,49) e [La]pico (p = 0,07) ndo foram estatisticamente diferentes. Em relacdo a analise da magnitude
do efeito, foram verificadas inferéncias Possivelmente positivo para Tempo Total e Tempo Medio,
Possivelmente negativo para Melhor Tempo e Provavelmente positivo para Pior Tempo, indice de

Fadiga e [La]pico (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da FASE 1 nas variaveis do RSA (linha vermelha representa a adaptacdo média
e numero no topo reporta alteracdo percentual entre Al e A2). A—Tempo total. B — Melhor tempo.
C — Pior Tempo. D — Tempo Médio. E — indice de fadiga. F - Concentragdo pico de lactato
sanguineo. G - Analise baseada na magnitude do efeito. #A2 < Al.
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Em relacdo aos saltos verticais, ndo houve interagdo entre os momentos (Fpz,3s = 1,43 —p
= 0,24), contudo, verificou-se diminuicdo da altura méxima atingida P6s RSA em ambos
momentos (Fz, 36 = 130,2 — p = 0,00; post hoc: A1—p =0,00; A2 —p =0,00). A variacdo absoluta

da altura mé&xima atingida (A = Salto Pos — Salto Pré) ndo sofreu alteracdo significativa (Figura

9).
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Figura 9. Efeito da FASE 1 na performance dos saltos verticais Pré e P6s RSA. *P6s < Pré.

As avaliagcdes neuromusculares ndo revelaram alteracOes significativas entre Al e A2 em
nenhuma condigdo (Pré vs. Pés) (Fp36 < 1,31 — p > 0,25). Houve diminuicéo significativa para
todas as variaveis provenientes do sinal de forca quando comparado Pré vs. Pés RSA em ambos
0s momentos (Fp13e) > 17,11 — p < 0,00). Quanto as variaveis EMG, nenhuma delas apresentou
alteracdo significativa quando comparadas as condi¢Ges Pré vs. P0s RSA em Al e A2 (Fpu3s <
3,27 —p >0,07). As variacdes absolutas também néo foram significativamente alteradas (p > 0,06)

(Tabela 3).



Tabela 3. Média £ DP da avaliagdo neuromuscular Pré vs. P6s RSA, Al vs. A2.
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Al A2
) ) p ) ; p
Pré Pos (post hoc) A Pré Pos (post hoc)
Forca
Fpico 644,6 + 5710+ 0.00 736+ 6092+ 5553+ 0.00 53,9 +
(N) 81,2 1007 ! 76,8 82,8 83,6 ! 53,3
The 2699+ 2610+ 002 8,9+ 2749+ 2624+ 0.00 12,5+
(N) 33,9 31,8 ! 15,5 35,9 33,98 ! 16,3
Tir 2388+ 1780+ 0.00 -60,9 + 2441+  188,6+ 0.00 55,4 +
(N) 41,1 34,6 ! 29,6 47,0 41,18 ! 30,7
AV 91,7+ 869+ 4,8+ 87,9+ 83,4+ 45+
(%) 5,7 6,75 0,00 54 7.0 10,59 0,00 5.2
EMG
RMS VL 2591+ 2555+ 079 3,6+ 2855+ 2705+ 0.8 -15,0 +
(LV) 81,0 64,1 ! 59,3 59,7 59,2 ! 60,3
RMS BF 498+ 414% 0.8 8,4+ 454 + 34,1+ 015 113+
(LV) 41,3 31,4 ! 373 34,0 12,6 ! 29,4
M-Wave 61+ 63+ 024 6,72 6,4+ 0,4 +
H H 0 62 1 1 1 0 27 1
(mV) 18 1,7 ! 1,3 2,0 1,7 ! 1,7
RMS/MW 0,045+ 0,043+ -0,001 * 0047+ 0,045+ -0,002 +
0,85 0,36
(U.A) 0016 0,015 ’ 0,011 0,019 0,015 ! 0,014
$Pos < Pré.

Tum: Néo foram verificadas diferengas significativas para Capacidade Anaerobia (p =

0,13), contribuicdo do metabolismo glicolitico (p = 0,42) e contribuicdo do metabolismo dos

fosfagénios (p = 0,24), entretanto 0 Tempo Limite apresentou queda significativa (p = 0,01). A

analise da magnitude do efeito apontou as inferéncias Provavelmente positivo para o Capacidade

Anaerdbia, Nao claro para a contribuicdo do metabolismo glicolitico, Possivelmente positivo para

contribuicdo do metabolismo dos fosfagénios e Muito provavelmente negativo para o Tempo

Limite (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da FASE 1 nas variaveis do TrLim (linha vermelha representa a adapta¢do média
e numero no topo reporta alteracdo percentual entre Al e A2). A — Maximo déficit de oxigénio
acumulado. B — Contribuicdo do metabolismo glicolitico. C — Contribuicdo do metabolismo dos
fosfagénios. D — Tempo limite até exaustio. E — Analise baseada na magnitude do efeito. *A2 <
Al.
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6.2. FASE 2 (GB: n = 10; GP: n = 9)

A partir desse momento, os 19 participantes foram randomizados em dois grupos (G n =
10; GP n = 9). Ainda, por livre-arbitrio, dois participantes se recusaram a realizar a segunda
biopsia muscular (A2), dessa forma, as analises biomoleculares referem-se a 17 participantes (Gf

n=9; GP n=28).

Consumo proteico: Ndo houve diferenca significativa no consumo de proteina entre os

grupos (Gf: 118,2 £33,7 g; GP: 110,1 = 34,3 g—p =0,61).

Conteudo de carnosina intramuscular (GB: n = 9; GP: n = 8): O G apresentou aumento
significativo do conteudo de carnosina intramuscular apds as 6 semanas de intervencdo, resultado
que ndo foi acompanhado pelo GP (Fyz, 151 = 12,3 — p = 0,01; post hoc: GB = 0,001; GP = 0,54).
Ainda, foi verificada interagéo significativa entre os grupos no momento A3, com maiores valores
do conteudo de carnosina intramuscular para o G} (Fyz, 151 = 19,9 — p = 0,01; post hoc: A2 =0,72;

A3 =0,01) (Figura 11).
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Figura 11. Contetido intramuscular de carnosina para Gp e GP em A2 e A3. A3 > A2. @Gp >
GP.
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Capacidade de tamponamento muscular in vitro (GB: n=9; GP: n = 8): A capacidade de

tamponamento muscular in vitro (Bminvitro) NA0 foi alterada significativamente entre 0s momentos

(Frz, 151 = 3,0 — p = 0,10) ou apresentou interacdo significativa entre os grupos (Fyz, 15 = 0,66 — p =

0,43) (Figura 12).
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Figura 12. Capacidade de tamponamento muscular in vitro para G e GP em A2 e A3.
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Composigdo corporal: As varidveis de composicdo corporal ndo foram alteradas

significativamente em ambos os grupos (Gp vs. GP) (Fp1, 117 < 5,28 — p > 0,06), em nenhum

momento (A2 vs. A3) (Fp1, 171 < 1,43 — p > 0,25). Da mesma maneira a variagao absoluta (A = A3

— A2) de cada grupo ndo apresentou alteracao estatisticamente significativa (Tabela 4).

Tabela 4. Média + DP da composicao corporal G vs. GP, A2 vs. A3.

PC

(ka)
%Gord
(%)
MM
(ka)
MG

(kg)

GP
A2 A3 (postp hoc) A A2 A3 (postp hoc) A
VAL + R R F R T
172,’21 li,’%i 0,10 -11,,191 185,’331 174,’1;1 0,19 -02,:911
578,’%1 578,’741 0,19 O,1€:>3i 5(333 + 5(117 + 0,82 -Oi,lei
1?2,’%1 123,’051 0,13 -Ol,,854_r 1?:1,,111 123,,451 0,12 -Oi?7i
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Tinc: Nenhuma das varidveis relativas ao Tinc apresentaram interagdes significativas entre
grupos (Fp1, 177 < 3,39 — p = 0,08), entretanto ambos os grupos apresentaram aumento significativo
apos a intervengdo tanto do VO, relativo (Fp1, 177 = 60,6 — p = 0,00; post hoc: GB — p = 0,00;
GP — p = 0,00) quanto do VO, absoluto (Fp1, 17 = 27,7 — p = 0,00; post hoc: GB — p = 0,00; GP
—p =0,01). A Vmax também foi significativamente alterada apés a FASE 2 em ambos 0s grupos
(Fr1, 171 = 47,4 —p =0,00; post hoc: GB —p =0,00; GP — p = 0,01), entretanto a [La]pico apresentou
maiores valores somente para G ap6s a FASE 2 (F1,177 = 17,0 — p = 0,00; post hoc: GB —p =

0,00; GP — p =0,13) (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da FASE 2 nas variaveis do Tinc (linha vermelha representa a adaptagdo media
e nimero no topo reporta alteracio percentual entre A2 e A3). A — VO, relativo. B — VO,
absoluto. C — Velocidade maxima atingida no Tinc. D — Concentrag&o pico de lactato sanguineo.
*A3 > A2.
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A andlise baseada na magnitude do efeito entre os grupos revelou inferéncias
Provavelmente trivial para as variaveis VO, (ML.kg.min) e Vimax, por outro 1ado 0 VO,
(L.min) e a [La]pico apresentaram inferéncias favoraveis ao G em comparacdo com GP apos a
intervencdo (Figura 14).

-ivo Trivial +ivo Resultado

VO, pay (mL.kg ' .min™) 3 80 17 Provavelmente trivial

VO, pay (Lemin™) 7 60 37  Possivelmente Gf

[9%]

Vinax 1 83 16  Provavelmente trivial

[La]pico T

12 87  Provavelmente Gf3

T T T T f T 1 T T T T 1
-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Pré GP Pro Gp
Figura 14. Anélise baseada na magnitude do efeito das varidveis provenientes do Tinc.

Em relacdo a performance nos saltos verticais, ndo houve interacdo significativa entre o0s
grupos (Fpz, 171 = 0,83 — p = 0,49). Ambos grupos apresentaram queda significativa dos saltos P6s
Tinc em A3 comparado com os saltos Pré Tinc em A3 (Fpz, 171 < 7,15 — p > 0,00). Adicionalmente,
0 GP apresentou aumento significativo dos saltos realizados em repouso. Quando comparada as
variacdes absolutas de cada grupo (A = Salto Pds — Salto Pré), ndo houve interacdo entre 0s grupos
(Frz,171 = 0,08 — p = 0,78) e somente o delta do momento A3 do GP foi significativamente maior

quando compara com o delta do momento A2 (Fp117 = 8,46 — p = 0,01), (Figura 15).
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Figura 15. A — Efeito da FASE 2 na performance dos saltos verticais Pré e Ps Tinc. B — Alteracdo
absoluta (A = Pos — Pré) na performance dos saltos verticais Pré e Pés Tinc. $P6s < Pré. 2Pré A3
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Em relacdo a analise neuromuscular do sinal de forga Pré vs. P6s Tinc em A2 e A3, ndo
foram verificadas interacdes significativas entre os grupos para nenhuma variavel (Fp1, 177 < 1,18
—p>0,33). O GP néo apresentou valores de Fpico Significativamente diferentes; ja o G apresentou
diminuigéo da Fpico em A2 e diminuicdo da Fpico em repouso em A3 comparada com A2 (Fpy, 171 =
7,26 —p = 0,00). As variagdes absolutas também ndo apresentaram interacéo entre os grupos (Fz,
171=0,17 — p = 0,68), tampouco foram estatisticamente alteradas dentro dos grupos (Fyz, 171 = 0,23

~p=0,64).

A Tur ndo apresentou alteracdo significativa no GP. O Gp apresentou diminui¢do dos
valores de Twr em repouso e em estado fadigado quando comparado A2 e A3 (Fj1,171=7,49 —p =
0,02). As variagOes absolutas ndo apresentaram interacdo entre os grupos (Fp1, 177 = 0,02 — p =

0,88) e ndo foram estatisticamente alteradas dentro dos grupos (Fz, 17 = 0,01 — p = 0,98).

A Tvr apresentou alteracdes idénticas para ambos os grupos, com diminuigdo P6s Tinc em
A2 e A3 (Fpz, 171 = 64,49 — p = 0,00). As variagdes absolutas ndo apresentaram interacdo entre
grupos (Fpz, 171 = 1,10 — p = 0,31) assim como ndo foram estatisticamente alteradas (Fp1, 177 = 3,18

~p=0,09).
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A AV apresentou diminuigdo significativa P6s Tinc em A2 e A3 para ambos 0S grupos.
Ainda, GP apresentou diminuicdo da AV em estado fadigado em A3 comparado com A2 (F1, 17
= 15,48 — p = 0,00). As variacOes absolutas ndo apresentaram interagcOes significativas entre 0s
grupos (Fpz, 171 = 0,88 — p = 0,36) e também ndo foram estatisticamente alteradas (Fp1, 17 = 1,84 —

p =0,19) (Figura 16).

A B
8009 — 1 400- ) m Gp
7004 3504 - - GP
oo 4L 0017 1
Z 500 > 250 7]
g 400+ . 200-
= 300+ = 150-
200- 1004
1004 50+
0 0
.J?'%?F’» ‘e??s?:) ‘ev?sv:» ‘J’%:%?’p 'QQ’%VD' ‘e?:?s; ‘.cQ'%Y} .@v:?% >
PRY ]S PR _VRS TPRY ST PR R®
CS S . D ;
3009 — ‘ 120-
Iﬁ — I 1104 3 s g 5
250+ T 1004 1 - j_—l 1 —
9047 L T
_ 200 I 1 801
z T 70-
1504 = 604
5 Z 504
1004 40-
30-
50+ 207
104
0 0
v e v e R e v D ™
{QY"& {e o~ *.QY"‘& *‘e ga?' {z?’b% {e?'@?' &‘e?'«os? @?’@Yb
TR H TR B9 R R FRY R

Figura 16. Efeitos da FASE 2 nas variaveis neuromusculares provenientes do sinal de forga nas
condigdes Pré e Pos Tinc em A2 e A3. A — Forga pico. B — Twitch de alta frequéncia. C — Twitch
de baixa frequéncia. D — Ativagio voluntaria. $Pds < Pré. °Pré A3 < Pré A2. 9P6s A3 < Pds A2.
'P6s A3 < Pré A3 —p < 0,01.
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Em relacdo as varidveis provenientes do sinal EMG, o RMS_VL (Fj1,171=1,63—-p =0,19)
e 0 RMS_BF (Fp1, 171 = 0,98 — p = 0,36), ndo apresentaram alteragdes significativas, assim como
interacdo entre os grupos (Fp, 171 < 1,44 — p > 0,61). Ja a M-Wave, apesar de ndo ter apresentado
interacdo entre grupos (Fpz, 171 = 0,77 — p = 0,45), tanto GP quanto Gf} apresentaram diminuigéo
da M-Wave em estado fadigado em A3 comparado com A2 (Fp, 177 = 10,61 — p = 0,00). As
variagOes absolutas néo foram estatisticamente alteradas (Fz, 177 = 1,53 — p = 0,23), tampouco foi

verificada interacéo entre os grupos (Fpz, 171 = 0,86 — p = 0,37).

Finalmente, a RMS/MW apresentou a mesma tendéncia da M-Wave e ndo apresentou
interacdo entre grupos (Fpz, 177 = 0,35 — p = 0,70), contudo GP apresentou aumento da RMS/MW
em estado fadigado em apds a intervencdo (Fz, 177 = 6,58 — p = 0,01). As variagdes absolutas
também ndo foram estatisticamente alteradas (Fpz, 177 = 1,11 — p = 0,31), tampouco foi verificada

interacdo entre os grupos (Fpt, 177 = 0,23 — p = 0,64) (Figura 17).
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Figura 17. Efeitos da FASE 2 nas variaveis neuromusculares provenientes do sinal EMG nas
condicGes Pré e P6s Tinc em A2 e A3. A — RMS do masculo vasto lateral. B — RMS do masculo
biceps femoral. C — M-Wave. D — Razdo RMS/MW. °P6s A3 > Pds A2. 9P6s A3 < Pds A2.

RSA: As variaveis provenientes do RSA ndo apresentaram interacGes significativas entre
0s grupos (Fpz, 171 < 7,3—p >0,06). O Tempo Total, Melhor Tempo e o Pior Tempo apresentaram
diminuigao significativa somente para o GP (F[1, 171 > 5,7 — p < 0,03; post hoc: G — p < 0,01; GP
—p > 0,07) e Tempo Medio apresentou diminuicdo significativa para ambos os grupos (F1, 177 =

29,4 — p =0,00; post hoc: GB —p = 0,00; GP —p = 0,04) (Figura 18).
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Figura 18. Efeitos da FASE 2 nas variaveis do RSA (linha vermelha representa a adaptacdo média
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O IF nédo apresentou mudanca estatisticamente significante (Fj, 171 = 0,92 — p = 0,35). A
[La]pico foi maior somente para o G (Fpz, 177 = 9,4 — p = 0,01; post hoc: GB—p =0,01; GP—p =

0,49) (Figura 19).
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Figura 19. Efeitos da FASE 2 nas variaveis do RSA (linha vermelha representa a adaptacdo média
e nimero no topo reporta alteracdo percentual entre A2 e A3). A — indice de fadiga. B -
Concentracéo pico de lactato sanguineo. *A3 > A2.

A andlise baseada na magnitude do efeito entre 0s grupos apontou que o Tempo Total,
Melhor Tempo e Tempo Médio apresentaram resultados favoraveis para o G apds a intervencao,
sendo que o Pior Tempo apresentou inferéncia N&o claro. Por outro lado, o IF e a [La]pico

apresentaram inferéncias favoraveis ao GP ap6s o periodo de intervengéo (Figura 20).
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-ivo Trivial +ive  Resultado

Tempo Total 1 0 18 82  Provavelmente G
Melhor Tempo 0 2 98 Muito provavelmente G 3
Pior Tempo 13 53 34 Naoclaro
Tempo Médio 1 0 18 82  Provavelmente G 3
Indice de Fadiga 70 28 2 Possivelmente GP
[La] jico] g : 92 7 1 Provavelmente GP
T * T : T 1

) ) 1 )
-1.6 -1.2 -08 -04 0.0 04 0.8 1.2 1.6
Pro GP Pro G

Figura 20. Anélise baseada na magnitude do efeito das variaveis provenientes do RSA.

A investigacdo da performance dos saltos verticais antes e apds o RSA ndo apresentou
interacdo entre os grupos (Fr1, 177 = 1,51 — p = 0,22). Ambos 0s grupos apresentaram diminuigédo
da performance de salto nas condi¢cGes PGs RSA em A2 e A3. Adicionalmente, o GB também
apresentou aumento da altura do saltos realizados em repouso (Fpz, 171 = 37,90 — p = 0,00). As
variacdes absolutas (A = Salto P6s — Salto Pré) ndo foram diferentes estatisticamente (F1,17; = 0,83

—p =0,38) e ndo houve interacdo entre os grupos (Fp1,171 = 0,03 — p = 0,86) (Figura 21).
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Figura 21. A — Efeito da FASE 2 na performance dos saltos verticais Pré e P4s RSA. B —
Alteragdo absoluta (A = Pos — Pré) na performance dos saltos verticais Pré e Ps RSA. °P6s A2 <
Pré A2 —p < 0,00. °Pds A3 < Pré A3 —p < 0,00. 2Pré A3 > Pré A2 —p = 0,00.
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Em relacdo a andlise neuromuscular do sinal de forga Pré vs. P6s RSA em A2 e A3, ndo
foram verificadas interacGes significativas entre os grupos para a variavel Fpico (F[1,177=0,72 —p
= 0,55). A Fpico do GP apresentou diminuicdo significativa P6s RSA em ambos os momentos,
enquanto o G apresentou diminuigdo da Fpico POs RSA somente em A2 (Fp1,171=9,71—p =0,00).
As variacOes absolutas em A2 e A3 de ambos os grupos ndo foram diferente estatisticamente (Fpz,

171 = 0,80 — p = 0,39), assim como ndo houve interacdo entre os grupos (Fz, 17 = 0,31 — p = 0,58).

A Trr ndo apresentou interagOes significativas entre os grupos (Fpz, 17 = 1,13 — p = 0,33).
Novamente o GP apresentou diminuicdo significativa P6s RSA em ambos os momentos além de
diminuicdo significativa da Tvr em estado fadigado enquanto que o Gf ndo apresentou alteragdes
significativas (Fp1, 177 = 7,26 — p = 0,01). As variacOes absolutas em A2 e A3 de ambos 0s grupos
ndo foram diferente estatisticamente (Fpz, 171 = 1,67 — p = 0,21), assim como ndo houve interagdo

entre os grupos (Fp1, 177 = 0,81 — p = 0,38).

Né&o foram verificadas interacGes significativas entre os grupos (Fpz, 171 = 1,14 — p = 0,33)
para a variavel Trr, somente diminuig&o significativa P6s RSA para ambos 0s grupos em ambos
0s momentos (Fi, 171 = 23,96 —p = 0,00). As variagdes absolutas em A2 e A3 de ambos 0s grupos
ndo foram diferente estatisticamente (Fpz, 177 = 0,84 — p = 0,78) e ndo houve interacdo entre 0s

grupos (Fp1,17 = 2,74 —p = 0,12).

Foi verificada diminuicéo significativa da AV em ambos 0os momentos para GP e somente
em A2 para GB. Ainda, GP apresentou diminuic¢ao significativa da AV em estado fadigado apods
a intervencgdo enquanto houve aumento para o Gff na mesma analise (Fp1, 171 = 8,08 — p = 0,00). A
AV apresentou interagéo significativa entre os grupos, sendo a AV do G em estado fadigado em
A3 maior que a AV do GP para a mesma condi¢do (Pés RSA) no mesmo momento (A3) (Fp1, 17]
=4,8—p =0,01; post hoc: Pré A2 =0,86; Pés em A2 =0,72; Pré A3 =0,70; Pés em A3 = 0,04).

Em relagéo as variagOes absolutas em A2 e A3, os grupos nao foram diferente estatisticamente
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Figura 22. Efeitos da FASE 2 nas variaveis neuromusculares provenientes do sinal de forca nas
condicdes Pré e P6s RSA em A2 e A3. A — Forga pico. B — Twitch de alta frequéncia. C — Twitch
de baixa frequéncia. D — Ativacao voluntaria. *Pos < Pré. 9Pés A3 < Pré A2. @GB > GP.

Ao contrério das variaveis provenientes do sinal de forca, as varidveis provenientes do

sinal EMG ndo apresentaram nenhuma alteracéo significativa entre as condi¢cGes e momentos para

ambos os grupos (Fz, 177 < 3,19 — p > 0,06), bem como nédo houve interacdo entre os grupos (Fr,

171 < 0,63 — p > 0,55). Da mesma maneira, ndo foram verificadas alteracdes significativas para as

variacoes absolutas de ambos os grupos nos momentos A2 e A3 (Fpz,171 < 3,48 —p > 0,08) e ainda

ndo interacao significativa entre os grupos (Fpz, 171 < 1,88 — p > 0,19) (Figura 23).
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Figura 23. Efeitos da FASE 2 nas variaveis neuromusculares provenientes do sinal EMG nas
condicGes Pré e P6s RSA em A2 e A3. A — RMS do musculo vasto lateral. B — RMS do musculo
biceps femoral. C — M-Wave. D — Razdo RMS/MW.

Tum: N&o houve interacdo significativa entre os grupos para nenhuma das variaveis
analisadas no Tum (Fpz, 177 < 0,72 — p > 0,41). Capacidade Anaerobia (Fpz, 171 = 0,70 — p = 0,42),
contribuicdo do metabolismo glicolitico (F1, 177 = 3,04 — p = 0,09), contribui¢do do metabolismo
dos fosfagénios (Fz, 171 = 0,29 — p = 0,60) e Tempo Limite (Fpz, 177 = 1,3 — p = 0,28) também néo

apresentaram alteracOes significativas entre momentos para nenhum grupo. (Figura 24).
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Figura 24. Efeitos da FASE 2 nas variaveis do Tpim (linha vermelha representa a adaptacdo media
e numero no topo reporta alteracdo percentual entre A2 e A3). A — Maximo deficit de oxigénio
acumulado. B — Contribuicdo do metabolismo glicolitico. C — Contribuicdo do metabolismo dos
fosfagénios. D — Tempo limite até exaustéo.
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A analise da magnitude do efeito apontou inferéncias Nao claro para todas as variaveis

analisadas no Trim quando comparados Gf e GP (Figura 25).

-ivo Trivial +ivo Resultado

Capacidade Anaerobia - [ | 20 39 41 Nao claro

Glicolitico - f I 25 45 30 Nio claro

Fosfagénios - f 17 36 47 Nao claro

Tempo Limite i 1 45 41 14 Nio claro

] 1 ) 1 1 1 1
-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Pré GP Pré Gp

Figura 25. Analise baseada da magnitude do efeito das variaveis provenientes do Tim.

Conteudo proteico/enzimético (GB: n = 9; GP: n = 8): Nenhuma das proteinas/enzimas
investigadas apresentaram alteracdo do conteldo citoplasmatico ap0s as seis semanas de
intervencgdo (Fpz, 171 < 2,79 —p > 0,12) ou interacdo entre grupos (Fz, 171 < 4,16 — p > 0,06) (Figura

26).
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Figura 26. Conteldo proteico/enzimatico normalizado pela respectiva proteina padrdo. A -
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH — proteina padrédo). B - Fator induzido por hipoxia
lo (HIF-1a). C - Co-ativador 1a do receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a).
D - Transportador monocarboxilado 4 (MCT4). E - Fosfofrutoquinase (PFK). F - Lactato
desidrogenase (LDH). Geis representativos no topo da figura.
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7. DISCUSSAO
7.1. FASE 1

A discussdo da FASE 1 sera direcionada aos resultados obtidos a partir do programa de 4
semanas de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) proposto no presente projeto de
pesquisa. A melhora de ~5% no VO,,,.., bem como o aumento significativo da Vmax corroboram
com Varios estudos prévios que indicam que o HIIT é efetivo para induzir adaptacGes positivas
nos sistemas cardiorrespiratorio e oxidativo (GIBALA et al., 2012; LITTLE et al., 2010), pois
permite que os individuos permanecam um longo periodo na chamada zona vermelha; acima de

90% do VO,,,.x (BUCHHEIT; LAURSEN, 2013a).

Em relacdo ao desempenho do RSA, apenas o indice de Fadiga apresentou alteracdes
significativas ao comparar A1 e A2. A analise baseada na magnitude do efeito apontou como
inferéncias Possivelmente positivo para Tempo Total e Possivelmente negativo para Melhor
Tempo. Dessa forma, embora o Melhor Tempo tenha aumentado, é possivel assumir que, apés a
intervencdo, a capacidade de manter o desempenho durante 0 RSA foi melhorada, uma vez que

Tempo Total e especialmente o indice de Fadiga diminuiram.

A melhora da capacidade oxidativa em A2 pode ser o principal fator para explicar esses
resultados, ja que o sistema oxidativo desempenha um papel importante na manutencdo do
desempenho durante sprints curtos (<10 s). De fato, Milioni et al. (2017b) encontraram um
aumento significativo na contribui¢do do sistema oxidativo apos o terceiro sprint durante série de
6 x 35 m com 10 s de recuperagdo passiva. McGawley e Bishop (2015) encontraram fortes
correlagdes (r = 0,81 - 0,93, p < 0,01) entre a contribuicdo oxidativa durante o quinto, sexto e
décimo sprints de 6 s e VO,,.,. Ainda, McGinley e Bishop (2016) encontraram melhora no

decréscimo de trabalho durante sprints repetidos (5 x 6-s sprints all-out com 24 s de recuperacéo
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passiva), mesmo sem aumento significativo concomitante no Vozpico apos 4 semanas de HIIT (4

- 10 x 2 min a ~ 98% da poténcia de pico com recuperacdo passiva de 1 min).

Corroborando com os resultados, a anélise baseada na magnitude do efeito para a [La]pico
apontou inferéncia Provavelmente negativo, em A2 quando comparado com Al. Menores
concentragOes de lactato sanguineo para realizagdo de um mesmo esforco com caracteristicas
oxidativas apds periodo de treinamento indicam adaptacgdo do sistema aerdbio de fornecimento de

energia e menor utilizacdo do sistema glicolitico (CAMPOS et al., 2013).

As 4 semanas de HIIT induziram aumento na Capacidade Anaerdbia, com 0 aumento na
contribuicdo do sistema dos fosfagénios sendo determinante para este resultado. Stoggl e
Bjorklund (2017) encontraram, em atletas de endurance altamente treinados, um aumento
significativo da concentracgdo pico de lactato (+7,3 £ 4,7%, p = 0,001) durante um teste anaerdbio
maximo de corrida/ciclismo ap6s 9 semanas de HIIT composto por 4 x 4 min a 90 - 95% da FCrax
com 3 min de recuperagdo a 75% da FCmax, N0 entanto, Bishop et al. (2008) administraram 5
semanas de HIIT (6 - 12 x 2 min a 100% VO,,,.,) em mulheres saudaveis e verificaram
decréscimo da concentracao pico de lactato e aumento da capacidade de ressintese de PCr ap0s

esforgo (ciclismo) de 45 s a 190% do VO,y.

Os resultados do presente estudo podem estar ligados ao modelo de HIIT empregado. A
recuperacdo passiva de 1 min pode permitir reabastecimento significativo de PCr muscular
(GAITANOS et al., 1993) e, consequentemente, a prontiddo desse sistema de energia para o
esforgo subsequente, o que pode induzir adaptacdo positiva do sistema de fosfogénio como
verificado por Bishop et al. (2008); por outro lado, o intervalo de trabalho mais curto (1 min em
vez de 4 min, como usado por Stoggl e Bjorklund (2017)) pode exigir menos do sistema glicolitico

(BUCHHEIT; LAURSEN, 2013b).
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Apesar da Capacidade Anaerdbia ter melhorado, o Tempo Limite diminuiu
significativamente de A1l para A2. Este resultado ¢ particularmente ndo resolvido na literatura. De
forma semelhante aos nossos resultados, Graef et al. (2009) ndo encontraram diferenca no trabalho
total realizado (intensidade x Tempo Limite) durante testes em intensidades fisiologicamente

pareadas (110% de intensidade atingida ao VO,,,,,) apos 4 semanas de HIIT.

Apesar de ainda especulativo, hipotetiza-se que o HIIT, apesar de induzir melhora
significativa no conteudo de glicogénio intramuscular (GIBALA et al., 2012), no metabolismo
oxidativo (LITTLE et al., 2010) e na capacidade anaerdbia (RAVIER et al., 2009), é possivel que
0 conteudo e a atividade de enzimas glicoliticas, como a fosfofrutoquinase (CHRISTENSEN et
al., 2015) e a hexoquinase (WESTON et al., 1997), bem como o turnover anaerébio de ATP
(HARMER et al.,, 2000) permanecam inalterados. Desta forma, a capacidade de acessar
anaerobiamente 0s estoques energéticos aumentados durante esforco realizado em maior
intensidade absoluta (apesar de ser fisiologicamente pareada) pode ndo ser adequadamente

adaptada apds o HIIT, resultando na queda do desempenho de Tempo Limite.

Alternativamente, em intensidades acima do maximo estado estdvel de lactato,
especialmente em intensidades supramaximas, a taxa glicolitica e, consequentemente, a deplecao
de glicogénio sdo mais rapidas, como descrito por Beneke, Leithauser e Ochentel (2011) (para
maiores informacdo verificar figura 5 da referéncia citada). Essa condicao € ainda mais acentuada
a medida que o individuo se torna mais treinado (BENEKE; LEITHAUSER; OCHENTEL, 2011),
0 que possivelmente contribui para o aumento acentuado do gasto energético durante esforgos
supramaximos realizados em maior intensidade absoluta ap6s HIIT (mesmo a intensidade sendo
fisiologicamente pareada), consequentemente diminuindo o Tempo Limite durante esforcos

supraméaximos apés o HIIT.
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Devido a auséncia de investigacBes sobre a etiologia da fadiga neuromuscular induzida
por exercicios progressivos até a exaustdo (ou seja, Tinc), a Unica comparagdo que pode ser feita
é com exercicios retangulares subméximos até a exaustdo. O'Leary et al. (2016) verificaram
aumento do nivel de fadiga periférica e atenuacdo do nivel de fadiga central apds o esforco
retangular subméaximo até a exaustdo (~ 35 min) realizado apds 6 semanas de HIIT (6-8 x 5 min
a meio caminho entre o limiar anaerobio e 0 VO,,.,, recuperacio passiva de 1 min) em
intensidades fisiologicamente pareadas (ou seja, a meio caminho entre o limiar anaerdbio e o
consumo maximo de oxigénio medido no pré e pés treinamento). No entanto, quando o exercicio
foi realizado com a mesma intensidade absoluta que antes do treinamento, nenhum efeito foi

verificado nas variaveis neuromusculares no momento da exaustao.

O presente estudo também encontrou aumento da fadiga periférica ap6s o Tinc em A2
(maior variacdo absoluta na altura dos saltos verticais), mas sem atenuacao na fadiga central. Esses
resultados devem estar relacionados a melhora da capacidade dos participantes em manter o
exercicio, uma vez que o tempo de permanéncia no Tinc aumentou significativamente (Al: 621 +
136's; A2: 660 + 111 s - p = 0,001 [+7,7 + 8,8%]). E possivel, portanto, que o treinamento sob
fadiga periférica elevada, possa ter contribuido para a melhora da tolerancia a fadiga periférica
através de um aumento no limiar sensitivo da agdo inibitoria do grupo 111/1V aferente, permitindo

maior trabalho do musculo durante o exercicio de endurance, como o Tinc.

De acordo com os resultados, 0 RSA induziu tanto fadiga central (diminuicdo da VA)
como periférica (diminuicdo da Twr e Trr), corroborando com a literatura (BUCHHEIT;
LAURSEN, 2013a; FERNANDEZ-DEL-OLMO et al., 2013; TOMAZIN; MORIN; MILLET,
2017). Entretanto, o HIIT aparentemente ndo induziu a nenhum efeito protetivo contra a fadiga
neuromuscular instaurada pelo RSA uma vez que esses resultados foram verificados em ambos 0s

momentos.
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Os resultados da FASE 1 confirmam a eficicia de um programa de HIIT (4 semanas) em
variaveis do sistema oxidativo. Ainda, a Capacidade Anaerdbia foi melhorada devido ao aumento
da contribuicdo da via dos fosfagénios assim como capacidade de manter o desempenho de RSA
também foi melhorada, muito provavelmente, influenciada pela melhora do sistema oxidativo.
Entretanto, o HIIT ndo apresentou efetividade contra a instauracdo da fadiga neuromuscular
induzida pelo RSA e apenas uma discreta atenuacdo da fadiga periférica induzida pelo Tinc

(menor variacdo dos saltos verticais em A2).

7.2. FASE 2

A FASE 2 do presente projeto de pesquisa visou investigar os possiveis efeitos ergogénicos
da suplementagdo de B-Alanina, simulando um contexto préatico e aplicAvel uma vez que esse tipo
de estratégia de suplementagdo comumente apresentasse em conjunto com periodos de
treinamento. Dessa forma, a FASE 2 isola os possiveis beneficios da suplementacdo desse

aminoacido, visto que o HIT foi realizado de maneira idéntica por ambos 0s grupos.

Inicialmente é importante retomar o mecanismo pelo qual a suplementagao de f-Alanina
agiria como recurso ergogénico. A B-Alanina é o fator limitante para a sintese de carnosina,
dipeptideo encontrado em alta concentracdo no musculo esquelético de mamiferos e que age como
importante tamponante na célula muscular (ARTIOLI et al., 2010). Dessa forma, a partir do
aumento significativo do contetido de carnosina intramuscular do G quando comparado com GP,
¢ possivel afirmar que a suplementagdo de B-Alanina é uma estratégia eficiente para o aumento
de carnosina intramuscular, assim como extensivamente reportado na literatura (COCHRAN et

al., 2015; HILL et al., 2007; SAUNDERS et al., 2017a).
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Apesar do exercicio fisico ser um fator que poderia contribuir para o aumento do contetido
de carnosina intramuscular (DERAVE et al., 2010), e dessa forma a FASE 1 ter agido como um
estimulo positivo previamente a administragdo de B-Alanina, os niveis iniciais desse dipeptideo
ndo foram diferentes entre os grupos (GB: 19,7 = 5,4 mmol.kg™? misculo seco; GP: 20,8 + 6,6
mmol.kg™? misculo seco). Ainda, embora a impossibilidade de mensurar o contetido de carnosina
intramuscular na linha de base (previamente a FASE 1) ndo permitir evidéncias mais conclusivas
em relacdo ao efeito do HIIT isolado sob essa variavel, os valores iniciais reportados no presente
estudo sdo coerentes com a literatura (mensuragdo por meio da técnica de HPLC ~20 mmol.kg™*
de masculo seco) (HILL et al., 2007; KENDRICK et al., 2009; MANNION; JAKEMAN;
WILLAN, 1994; SAUNDERS et al., 2017a), contribuindo com outros estudos que né&o
verificaram influéncia de diferentes modelos de treino no contetdo de carnosina intramuscular
em individuos omnivoros (ndo vegetarianos), moderadamente ativos apés periodos de treinamento
(BAGUET et al., 2011; KENDRICK et al., 2008, 2009; MANNION; JAKEMAN; WILLAN,

1994).

Em relaco ao Tinc, foram observadas melhoras significativas do VO,,,,, (tanto absoluto,
quanto relativo ao peso corporal) e da Vmax para ambos os grupos, sendo que somente o Gf
apresentou maiores valores de [La]pico ap0s a intervencao. Ainda, a analise da magnitude do efeito
apontou inferéncia favoravel ao Gp em relagdo ao VO,,,,, absoluto quando comparado com o GP.
Zoeller et al. (2007) ndo verificaram aumento significativo do VO,,,,, absoluto (Pré: 2,83 + 0,71
L.mint; P6s: 2,86 + 0,78 L.mint) apos 4 semanas de suplementagdo de 1,6 g de B-Alanina, sem
nenhuma intervencdo de treinamento. Similarmente, Cochran et al. (2015) também ndo
verificaram aumento significativo do VO,,,x relativo ao peso corporal (Pré: 48,1 + 6,9 mL kg
L min; Po6s: 52,2 + 4,3 mL1.kg!.min) apés 6 semanas de suplementagio de 3,2 g de B-Alanina

associada a treinamento de sprints repetido (SIT - modalidade especifica de HIIT). Finalmente,
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Van Thienen et al. (2009) n&o verificaram aumento significativo do VO,,,,, absoluto em ciclistas
treinados apos 8 semanas de suplementagdo de B-Alanina (dosagem aumentada gradualmente de

2 — 4 g.dial).

Todos os trabalhos citados anteriormente ndo reportaram resultados benéficos da
suplementagio de B-Alanina quanto & capacidade de aumento do VO,,,,, entretanto todos os
trabalhos utilizaram dosagem de suplementacdao de B-Alanina inferiores ao presente estudo.
Hobson et al. (2012) verificaram em artigo de meta-analise que a quantidade de B-Alanina
acumulada durante o protocolo de suplementacdo € determinante para obtencdo de efeitos
positivos e deve ser maior que 179 g de B-Alanina. Dentre os 3 estudos citados, somente Van
Thienen et al. (2009) realizaram protocolo de suplementacdo que contemplou valores acima do
indicado por Hobson et al. (2012) (Zoeller et al. = 108,8 g; Cochran et al. 2015 = 134,4 g; Van
Thienen et al. = 182 g). Dessa forma, apesar do presente estudo ter apresentado efeito benéfico da
suplementagdo de B-Alanina somente quando analisada a magnitude do efeito, é possivel que a
quantidade de B-Alanina suplementada/acumulada (presente estudo: 268,8 g de B-Alanina
acumulada em 6 semanas de suplementacao), possa ser um fator que influencie na obtencédo de

resultados positivos, mesmo que discretos, em relagio a0 VO,

A repeticdo de sprints em intensidade superiores ao VO,,,.x, COM curtos periodos de
recuperacdo é responsavel por diminuir significativamente o pH intramuscular devido a alta
producdo e consequente acimulo de fons H* provenientes da intensa hidrélise da molécula de
ATP (BISHOP et al., 2004; GAITANOS et al., 1993; MENDEZ-VILLANUEVA et al., 2012).
Logo, a suplementagdo de f-Alanina (e consequentemente o aumento do contedo de carnosina
intramuscular) poderia significar uma estratégia interessante objetivando a supressdo da acao
deletéria do acimulo de ions H*, e dessa forma colaborando para aumento/manutencdo do

desempenho de sprints repetidos.
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De maneira surpreendente, poucos estudos se dedicaram a essa investigacao, Brisola et al.
(2016) observaram resultados Provavelmente benéficos (analise da magnitude do efeito) da
suplementagdo de pB-Alanina em sprints repetidos realizados na natacdo por jogadores
profissionais de polo aquatico (6 x 10 m, intervalo de 17 s), resultados similares aos reportados
por Claus et al. (2017) para jovens jogadores de polo aquético. Por outro lado, Sweeney et al.
(2010), Ducker et al. (2013) e Milioni et al. (2017a), ndo verificaram efeito ergogénico da
suplementagdo de -Alanina em sprints repetidos realizados em corrida (esteira ndo-motorizada,

pista de corrida e sprints com mudanca de direcéo, respectivamente).

O presente estudo verificou diminuicdo significativa do Tempo Total, e do Melhor Tempo
somente para o G, além disso, a analise da magnitude do efeito apontou para inferéncias
favoraveis ao G (Provavelmente e Muito provavelmente Gf3) para o Tempo Total e Melhor
Tempo. Dessa forma, apesar de ndo haver uma medida direta para verificagdo da capacidade de
tamponamento intramuscular durante a execucdo dos sprints repetidos bem como a capacidade de
tamponamento in vitro ndo ter apresentado aumento significativo (misculo em repouso), talvez o
aumento do contetdo de carnosina intramuscular possa ter desempenhado uma agdo protetiva
contra 0 acumulo de fons H* durante 0 RSA e consequentemente contribuido para o aumento do

desempenho na tarefa investigada.

Essa teoria se fortalece uma vez que néo foi verificado aumento da Capacidade Anaerdbia
(contribuicdo do metabolismo glicolitico e contribuicdo do metabolismo dos fosfagénios) em
nenhum dos grupos investigados, sendo que a analise da magnitude do efeito apontou para
resultados N&o claros entre os grupos. A auséncia de resultados positivos da intervengdo em
relacdo ao metabolismo anaerdbio faz com que as melhoras verificadas durante 0 RSA sejam
possivelmente resultantes de outro mecanismo, e 0 aumento da capacidade tamponante durante o

RSA, via 0 aumento do conteudo de carnosina intramuscular, pode ser o responsavel por esse
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resultado, entretanto, ndo ha até o presente momento nenhuma técnica capaz de monitorar a

capacidade de tamponamento em tempo real, ou seja, durante a execuc¢ao dos sprints.

Em relacdo ao Trim, Hill et al. (2007) verificaram aumento inicial de 13,0% e adicional de
3,2% no trabalho total realizado em cicloergdbmetro (intensidade x Tempo Limite) na quarta e
décima semana de suplementacdo de B-Alanina, respectivamente. Saunders et al. (2017a)
administraram 6,4 g.dia’ de p-Alanina durante 24 semanas em individuos saudaveis e a cada 4
semanas de suplementacdo, realizaram teste a 110% da poténcia maxima atingida em teste
incremental em cicloergdmetro. O grupo suplementado com B-Alanina apresentou resultados em
relacdo ao desempenho no teste que variaram entre Possivelmente até Certamente positivos
(anélise da magnitude do efeito) em relacdo a semana zero, algo nao verificado para o grupo

placebo.

Entretanto a comparacao entre os estudos citados e o presente estudo deve ser feita com
cautela, uma vez que ha diferencas importantes entre a comparacao dos resultados provenientes
de avaliacdes em cicloergbmetro e corrida (REDKVA et al., 2018). Por outro lado, similarmente
ao presente estudo, Jagim et al. (2013) ndo verificaram qualquer alteracéo significativa no Tempo
Limite em corrida em esteira realizado a 115% do VO,,,., apds 5 semanas de suplementacéo de

B-Alanina.

As avaliacbes neuromusculares demonstraram que o0s saltos verticais foram
suficientemente sensiveis para detectar a fadiga instaurada em ambos 0s protocolos, uma vez que
a modalidade de saltos verticais utilizada no presente projeto (counter movement jump) reflete
propriedades de ativacdo e contratilidade muscular (BUCHHEIT; LAURSEN, 2013b). Tanto o
Tinc, quanto o RSA induziram queda significativa da altura atingida nos saltos apds os protocolos
de testes aplicados, entretanto no momento A3 a variagcdo absoluta do GP foi estatisticamente

maior que em A2 quando aplicado o Tinc, algo ndo verificado para o GB. A partir desse resultado
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é possivel especular que o aumento de carnosina intramuscular desempenhou acdo protetiva
durante esforgo progressivo (Tinc), atenuando a fadiga neuromuscular instaurada. Corroborando
com o presente resultado, Carpentier et al. (2015) realizaram dois meses de treinamentos
pliométricos associados a suplementagio de B-Alanina (4 — 5,6 g.dia) em individuos saudaveis
e verificaram melhora discreta da altura do maior salto (counter movement jump) e do decréscimo
de performance durante série de 45 saltos consecutivos quando comparado com 0 grupo

suplementado com substancia placebo.

Um possivel mecanismo pelo qual a suplementagido de B-Alanina atuaria como um fator
protetivo contra a instaurag@o do processo de fadiga neuromuscular foi investigado por Dutka e
Lamb (2004). Os autores verificaram em fibras musculares isoladas uma possivel interagdo entre
carnosina e facilitacdo do processo excitagcdo-contragdo muscular via aumento da sensibilidade da
fibra muscular ao Ca* liberado pelo reticulo sarcoplasmatico. Por outro lado, Hannah et al. (2015)
ndo confirmaram tal hipdtese quando conduziram importante estudo in vivo no qual investigaram
a relacdo de producdo de forca e frequéncia de estimulacdo em participantes saudaveis
suplementados com f-Alanina durante 28 dias. Nesse estudo, os participantes ndo apresentaram
diferencas significativas (nem com a condicdo pré suplementacdo, nem com o grupo placebo) para
forca méaxima voluntéaria de extensdo de joelho, forca evocada por estimulo elétrico no musculo
relaxado, forca evocada por estimulo elétrico apds potencia¢cdo do mdsculo e curva forca-

frequéncia de estimulacdo durante série de 8 estimulos consecutivos com frequéncia progressiva.

A presente pesquisa também verificou resultados discretos em relacdo as avaliacdes
neuromusculares, sendo que o protocolo de contracBes isométricas voluntarias méaximas e
estimulagdo elétrica periférica sdo sensiveis suficientes para deteccdo dos componentes
periféricos e centrais da fadiga neuromuscular, uma vez que ambos o0s protocolos de teste

induziram diminuicGes significativas de variaveis que indicam fadiga periférica (como a Thr €
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Tvr) e fadiga central (AV e RMS_VL). Entretanto, é importante ressaltar que uma das poucas
interacOes estatisticas entre grupos verificadas no presente estudo aponta maiores valores de AV
do G apés o RSA no momento A3 quando comparado com o GP no mesmo momento, 0 que
pode indicar uma discreta protecdo que a suplementacdo de B-Alanina representaria contra a

instauracao do processo de fadiga central durante a repeticdo de sprints.

Uma importante limitagdo do presente estudo deve ser reconhecida. O longo tempo de
atraso para realizar as contragdes isométricas voluntarias maximas e estimulacdes elétricas
periféricas (~ 4 min) podem ter subestimado o real estado de fadiga neuromuscular induzida
imediatamente ap6s os protocolos de teste, uma vez que recuperacdo substancial pode ocorrer em
minutos (MILIONI et al., 2016a), e esta pode ser a razéo para a auséncia de uma diminuicéo
significativa de algumas variaveis medidas, especialmente relacionadas a fadiga periférica. Dessa
forma, os possiveis beneficios que a suplementacdo de B-Alanina potencialmente representaria
em relacdo a protecdo contra a fadiga neuromuscular instaurada por esforgos intensos merece
maior atencdo, uma vez que, apesar de discretos até 0 momento, sdo promissores os resultados

reportados na literatura e no presente estudo.

As analises biomoleculares revelaram diferencas ndo significativas para todas a proteinas/
enzimas mensuradas. Ao melhor do nosso conhecimento, ndo ha estudos que investigaram a
influéncia da suplementacdo de B-Alanina em proteinas/enzimas ligadas ao metabolismo
anaerobio. A tendéncia de um aumento significativo de HIF-1a para o G em comparacéo ao GP
apos a intervengdo (GB em A3 x GP em A3 post hoc: p = 0,06) alinha-se com o resultado
Possivelmente positivo para VO,,,,, absoluto do mesmo grupo uma vez que a HIF-1a é um dos
mais potentes fatores de transcri¢do genica para adaptacdes aerébias (VAN THIENEN et al.,
2017). Ainda, Schnuck et al. (2016) verificaram o aumento de outros marcadores biomoleculares

de adaptagdes oxidativas em cultura de célula tratada com B-Alanina, tais como receptor ativado
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de proliferador de peroxissoma B/d (PPARP/S) e o fator de transcricdo mitocondrial (TFAM). A
auséncia de resultados significativos para PGC-1a possivelmente se deve ao fato do contetido
dessa proteina ter sido mensurada no citoplasma celular ao invés de especificamente no ndcleo da

célula muscular (LITTLE et al., 2010).

Além disso, o aumento significativo da [La]pico ap0S Tinc € RSA apenas para o Gf
concorda com a tendéncia de aumento do conteudo de MCT4 para esse grupo apos a intervencao
(GB em A2 x GB em A3 post hoc: p =0,10), apesar de ndo haver significancia estatistica para esse
resultado, talvez em funcio do consideravel desvio-padrdo. E importante ressaltar que alguns
recentes estudos ndo verificaram alteracdo do contetido de MCT4 ap6s modelos semelhantes de
HIIT, inclusive colocando em duvida se o acimulo de lactato e H* induzido pelo esforco sdo
realmente importantes como fatores de sinaliza¢do da abundéncia dessa proteina (MCGINLEY;
BISHOP, 2016a, 2016b, 2017), o que faz do resultado encontrado na presente tese um indicativo
para novas investigacdes em relacdo a influéncia da suplementacdo de -Alanina no contetdo de

transportadores monocarboxilados de membrana.

Apesar da maior parte dos estudos que investigaram a capacidade de tamponamento in
vitro em resposta a suplementacdo de $-Alanina terem reportado resultados positivos (DANAHER
etal., 2014; HILL et al., 2007), o presente estudo ndo verificou alteracao significativa em funcao
da intervencdo realizada, assim como Gross et al. (2014). Novamente, apesar de visualmente haver
tendéncia de aumento da capacidade de tamponamento in vitro para o G (+14,4%), o alto
coeficiente de variacao reportado para essa técnica (MCGINLEY; BISHOP, 2016a, 2016b) pode
ter diminuido a sensibilidade para detecgdo de um possivel efeito positivo da intervengdo. Além
disso, mais uma vez é importante ressaltar que a técnica foi realizada no muasculo em condicdo de

repouso, e que ndo ha técnica capaz do monitoramento em tempo real da capacidade de
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tamponamento do masculo durante o esforco, permanecendo a real influéncia da suplementacéo

de B-Alanina uma questéo a ser investigada.



99

8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos na presente tese apontam que o treinamento intervalado de alta
intensidade (HIIT) se mostrou efetivo em induzir melhoras substanciais da capacidade oxidativa
e sistema cardiorrespiratorio. Ainda, apesar de discreta, 0 modelo de HIIT proposto induziu o
aumento da Capacidade Anaerobia leve atenuacdo da fadiga neuromuscular induzida por esforgo
progressivo (Tinc), possivelmente em funcdo do aumento no limiar sensitivo da agéo inibitoria do
grupo 111/1V aferente, permitindo maior trabalho do muasculo durante o exercicio. Portanto, a
FASE 1 (somente HIIT) foi eficaz em proporcionar adaptagdes iniciais aos participantes do
estudo, o que possivelmente pode ter contribuido para verificacdo mais clara dos possiveis efeitos

da suplementagdo de B-Alanina administrada na FASE 2.

A influéncia da suplementacdo de B-Alanina nas adaptacdes do sistema oxidativo foram
apenas marginais e devem ser assumidas com cautela uma vez que os resultados favoraveis ao Gf3
em relagdo ao VO,,,,, foram verificados de forma discreta somente pela analise baseada na
magnitude do efeito. Apesar de ndo haver aumento significativo da PGC-1a, a HIF-1a outro
importante fator de transcri¢cdo génica para adaptacGes aerdbias apresentou clara tendéncia de
aumento significativo de sua abundancia citoplasmatica para o GB quando comparado ao GP,
alinhando-se com o resultado anterior. Ainda, a partir de uma analise de estudos prévios, € possivel
especular que talvez essa melhora seja influenciada pela quantidade de B-Alanina acumulada ao

longo do protocolo de suplementacéo.

Em resposta a pergunta central do presente estudo, a suplementagdo de B-Alanina
ocasionou melhora significativa de variaveis do RSA, tais como diminuigdo do tempo total de
teste e do melhor tempo registrado, ambas confirmadas pela analise da magnitude do efeito entre
os dois grupos do presente estudo. Surpreendentemente, as melhoras registradas para o G} em

relacdo ao desempenho no RSA ndo foram acompanhadas por variaveis do metabolismo
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anaerobio, uma vez que ndo houveram aumentos significativos da Capacidade Anaerdbia (a
anélise da magnitude do efeito entre os grupos revelou inferéncia Nao clara) e do conteudo

citoplasmatico de LDH e PFK, importantes enzimas da via glicolitica.

Por outro lado, o Gf registrou maiores valores de ativagdo voluntaria apos a realizacdo do
RSA em comparacdo com o GP, o que significativa a manutencdo do drive motor (e
consequentemente menor fadiga central) mesmo sob estresse fisiologico intenso gerado pelo teste.
Sem ser possivel identificar uma relacdo causa-efeito, é possivel que o substancial aumento de
carnosina intramuscular induzido pelo protocolo de suplementagao de f-Alanina tenha aumentado
a capacidade de suprimir a acdo da acidose durante o0 RSA, proporcionando a manutencgéo do drive
motor, (assim como de outros processos fisiologicos) e colaborando com melhores resultados do
Gp durante o RSA. Entretanto, a capacidade de tamponamento in vitro (musculo em repouso) nao

foi significativamente alterada.
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9. CONCLUSAO

Dessa forma, € possivel concluir que a associacdo entre a suplementacdo de p-Alanina e
treinamento intervalado de alta intensidade induziram a melhora da performance de sprints
repetidos. Os mecanismos que contribuiram para esses resultados possivelmente estéo ligados ao
aumento de carnosina intramuscular observado somente no Gf3, 0 qual pode ter contribuido para
diminuicéo dos efeitos deletérios do acimulo de ions H™ durante os sprints, apesar da capacidade
de tamponamento in vitro do musculo em repouso ndo ter aumentado significativamente. A
melhora significativa do metabolismo aerébio bem como a atenuacdo da fadiga neuromuscular
(em especial fadiga central) também podem ter contribuido para reducdo da queda de performance
durante os sprints. Por outro lado, a auséncia de alteracdes significativas da capacidade anaerobia,
bem como das proteinas/enzimas ligadas ao metabolismo anaerébio geram a necessidade de
futuras investigacOes na tentativa de esclarecer a influéncia da suplementagdo de B-Alanina

associada ao treinamento intervalado de alta intensidade no metabolismo anaeroébio.
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ANEXO 11

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Conselho Nacional de Saude, Resolucéo 466/12).

O Sr. esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Influéncia da
suplementacdo de beta-alanina associado ao treinamento intervalado de alta
intensidade no desempenho de sprints repetidos” que tem como responsavel o
pesquisador FABIO MILIONI, Doutorando na area de Educacéo Fisica,
orientado/supervisionado pelo Prof. Dr. Alessandro Moura Zagatto. O projeto tem
como objetivo investigar o efeito da suplementacdo do aminoacido beta-alanina
associado ao treinamento fisico no desempenho esportivo. Leia cuidadosamente o
que se segue e pergunte ao responsavel em caso de qualquer duvida.

Os requisitos para participar do estudo é ser fisicamente ativo, ndo fazer uso
regular de bebidas alcodlicas e/ou tabagismo, n&o estar fazendo uso de suplementos
alimentares proteicos, especialmente creatina e ndo apresentar problemas de saude
como insuficiéncias cardiorrespiratérias ou limitagdes musculo-esqueléticas. A
pesquisa sera constituida de 2 fases: 12 fase — Treinamento fisico, 22 fase -
Treinamento fisico associado a suplementacao.

Antes do inicio da primeira fase, ao final da primeira fase e antes do inicio da
segunda fase e ao final do estudo (segunda fase), ser&o realizadas as avaliagcbes
fisicas que serdo compostas por 3 dias de testes. No primeiro dia o Sr. ira realizar um
teste na esteira ergométrica no qual a cada dois minutos a velocidade ira aumentar 1
km/h até o momento que o Sr. ndo conseguir mais correr. O segundo dia de avaliagao
ira ocorrer, a0 menos, 48 h apds o primeiro e o Sr. ira realizar duas séries de 6
corridas de 35 metros de distédncia na maxima velocidade que o Sr. conseguir em uma
pista de corrida, sendo que sera permitido um descanso de 10 segundos entres as
corridas e um descanso de 4 minutos entre as séries. O terceiro dia de avaliagcao ira
ocorrer, ao menos, 48 h ap6s o segundo e o Sr. ira realizar um teste em esteira
ergomeétrica no qual a velocidade permanecera constante em uma velocidade alta e de
acordo com os resultados encontrados no primeiro dia de testes, e a corrida devera
ser sustentada pelo maior tempo que conseguir.

Os testes do primeiro e terceiro dias de avaliagéo ser&o realizados juntamente
com o uso de equipamento que mede os gases da respiracéo (ergoespirometria), e ao
final desses testes sera realizada uma puncé&o do Iébulo da orelha com uma pequena
lamina estéril e descartavel para coleta de quantidade minima de sangue
(aproximadamente 1 gota). Ambos os procedimentos sao rotineiros no laboratério,

porém podem gerar um ligeiro desconforto para pessoas nao familiarizadas. Também

122



nesses dias, previamente e imediatamente apds as corridas o Sr. ira realizar
contragBes maximas do musculo da coxa, sendo que durante as contragdes serdo
aplicados impulsos elétricos no nervo da coxa por um aparelho produzido
especificamente para isso. A intensidade dos impulsos elétricos ird até o limite do seu
desconforto, e o impulso elétrico sera aplicado por eletrodos sobre a pele. Ao mesmo
tempo sera monitorada a atividade elétrica (eletromiografia) produzida pelo musculo
utilizando aparelho especifico e eletrodos posicionados na pele apds raspagem dos
pélos e assepsia do local com material estéril, descartavel e de uso unico.

A primeira fase tera duracdo de 4 semanas, nas quais o Sr. ird realizar
treinamento de corrida na esteira de duas a trés vezes na semana. O treinamento sera
composto por 10 corridas de 1 minuto com 1 minuto de intervalo em velocidade
relativa ao resultado das suas avalia¢gBes prévias. A segunda fase tera duragéo de seis
semanas e 0 mesmo programa de treinamento descrito anteriormente sera associado
a suplementec¢ao de beta-alanina ou substéncia placebo (carboidrato dextrose), sendo
que nem o pesquisador responsavel nem o Sr. saberdo qual é a substancia. A
dosagem administrada sera 6,4 g, sempre em capsulas de 800 mg que DEVERAO ser
ingeridas juntamente com as refei¢gdes (café-da-manha, almogo, lanche da tarde, janta
e outros) e com no minimo 2 horas de intervalo entre elas para evitar que uma
superdosagem leve a parestesia, que é uma pequena alteracdo momenténea da
sensacdo na pele, com ligeiros formigamentos, frio e calor.

Previamente a segunda etapa e ao final da segunda etapa sera realizada a
bidpsia muscular que é uma técnica laboratorial e ndo cirlrgica, e sera realizada por
um meédico competente (Dr. Paulo de Tarso Guerrero Muller — CRM-MS 79002370),
que ira utilizar materiais estéreis. Nesse procedimento sera aplicado abaixo da pele
um anestésico local (lidocaina) e apds a anestesia sera feita uma pequena incisao de
aproximadamente 0,5 cm na parte lateral da perna, para que seja possivel inserir uma
agulha especifica (agulha de Bergstrom) e a retirada de uma pequena quantidade de
musculo (aproximadamente 100 miligramas). Em seguida sera feito um pequeno
curativo com esparadrapo estéril especifico e compresséo do local com bandagem
durante 24h, n&o havendo a necessidade de ponto cirdrgico (sutura). Nesse
procedimento, sdo rarissimos os casos de complicagdes como infecgdes ou queloide,
e ha somente sensag¢do de desconforto no momento do procedimento, sendo bastante
incomum a ocorréncia de dor e sangramento abundante. O local da bidpsia pode ficar
sensivel ou dolorido durante 24 — 48h e podem ocorrer hematomas e pequenos
sangramentos durante esse periodo. Ainda, vocé devera responder um questionario

especifico (em anexo), para que seja certificado que vocé nao possui reacéo adversa
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ao anestésico a ser utilizado ou mesmo sobre o processo de cicatrizagdo. Certifique-
se de discutir todas as suas duvidas com o médico.

S&o beneficios da participagéo no estudo, a possibilidade de realizar um teste
para verificar sua capacidade pulmonar e cardiaca, obter indices para prescricdo de
exercicio individualizada que podera contribuir para a melhora da sua condigéo
cardiopulmonar e condicionamento fisico. Além disso, podera conhecer sua
capacidade de exercicio em corrida, treinar de forma orientada durante o periodo da
pesquisa e conhecer as adaptaces fisicas apds o treinamento. Vocé sera notificado
dos aspectos mais importantes do estudo apds sua conclusdo e podera inteirar-se do
estado geral de sua saude e condig¢éo fisica.

E importante deixar claro que o Sr. tem liberdade de se recusar a participar e
ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer
prejuizo para o Sr.. Sempre que quiser poderd pedir mais informac¢des sobre a
pesquisa através do telefone do pesquisador do projeto e sobre seus direitos aos
representantes do Comité de FEtica. A participagdo nesta pesquisa néo traz
complicacdes legais e os riscos e desconfortos sdo 0s mesmos que uma pessoa que
pratica atividade fisica teria, tais como leve mal estar decorrente do esforco, arritmias
cardiacas leves e desconfortos musculares durante a pesquisa e em dias seguintes
(dor tardia). Entretanto, todos o0s procedimentos serdo acompanhados por
profissionais, que ho caso de alguma ocorréncia estardo aptos a execuc¢do de técnicas
de socorros urgéncia e transporte para unidade de socorro mais proxima.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica
em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolu¢do no. 466/12 do Conselho
Nacional de Salde e nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua
dignidade. Todas as informa¢Bes coletadas neste estudo s&o estritamente
confidenciais sendo que somente o pesquisador e o orientador terdo conhecimento
dos dados. Todo material bioldégico coletado (sangue e tecido) sera utilizado
exclusivamente para a presente pesquisa e entdo devidamente descartado em local
apropriado e inutilizado a partir de incineragdo por empresa especializada prestadora
de servicos para UNESP/Bauru, de forma que NAO sera integrado a um banco de
material biolégico e NAO sera utilizado para outro fim.

ApOs estes esclarecimentos, convido-o a participar dessa pesquisa e solicito
0 seu consentimento de forma livre para participar da mesma, assinando este Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido que seré elaborado em duas vias, as quais uma

ficara de posse do pesquisador responsavel e a outra em sua posse.
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