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RESUMO

Kratz C. Papel da insulina na captagdo de [-alanina pelo musculo esquelético em
concentragoes sub-saturantes [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2021.

A carnosina (B-alanil-L-histidina) ¢ um dipeptideo intracelular citoplasmatico
abundante no tecido muscular esquelético. A manutengdo da homeostase acido-base
durante exercicios de alta intensidade € um dos mais importantes papéis desempenhados
pela carnosina. Sua sintese ¢ dependente da disponibilidade de seu precursor B-alanina,
sendo sua suplementagdo a forma mais eficiente de aumentar a sintese intramuscular de
carnosina. Pesquisas anteriores demonstraram que outros compostos nitrogenados
presentes na dieta, tais como a creatina e a carnitina, sdo transportados de forma mais
eficiente ao musculo esquelético sob influéncia de altas concentragdes de insulina. No
entanto, a possivel participagdo da insulina no acumulo intramuscular de B-alanina
ainda ndo estava bem elucidada, sobretudo quando as concentra¢des plasmaticas de [-
alanina estdo abaixo da saturacdo de seu transportador. Assim, o objetivo deste estudo
foi determinar se a captacdo de P-alanina pelo musculo esquelético, apds a ingestdo de
doses tipicas de B-alanina, ¢ potencializada pela hiperinsulinemia. Foram avaliados 6
voluntarios do sexo masculino em duas ocasides. Em cada avaliagdo, os participantes
ingeriram 10 mg/kg' de B-alanina. Em uma das avaliagdes, os participantes foram
submetidos a técnica de clamp euglicémico hiperinsulinémico apds a ingestao de f-
alanina; na outra avaliagdo, eles permaneceram em jejum (insulina basal). A ordem dos
tratamentos foi aleatorizada e contrabalanceada, e o estudo seguiu o desenho cruzado.
As avaliagdes foram separadas por um periodo de 1 semana de washout. Antes e apoOs
os procedimentos experimentais, os voluntarios foram submetidos a um procedimento
de biopsia do musculo vasto lateral para avaliacdo do contetido intramuscular de -
alanina e carnosina. O impacto da insulina na capta¢do de P-alanina pelas células do
musculo esquelético também foi investigado sob condigdes in vitro em duas
concentracdes (350 pumol/L1/700 pmol/L™!). Os dados foram analisados por modelos
mistos (proc mixed, SAS, versdao 9.3). O nivel de significancia foi estabelecido em p <
0,05. Nao houve diferenga entre as condigdes para as concentragdes plasmaticas ou
muscular de B-alanina (p > 0,05). Apesar do efeito significativo da insulina no estudo in
vitro (350 umol/L"), a hiperinsulinemia ndo aumentou a captacio de p-alanina
suplementada em doses tipicas em condigdes fisioldgicas.

Descritores: Beta-alanina;  Insulina;  Carnosina;  Suplementos  nutricionais;
Carnosina/metabolismo; Beta-alanina/administracdo & dosagem.



ABSTRACT

Kratz CA. Role of insulin in the uptake of f-alanine by skeletal muscle in sub-saturating
concentrations [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2021.

Carnosine (B-alanyl-L-histidine) is an intracellular cytoplasmic dipeptide abundant in
skeletal muscle tissue. Maintaining acid-base homeostasis during high-intensity exercise
is one of the most important roles played by carnosine. Its synthesis is dependent on the
availability of its precursor B-alanine, its supplementation being the most efficient way
to increase the intramuscular synthesis of carnosine. Previous research has shown that
other nitrogenous compounds present in the diet, such as creatine and carnitine, are
transported more efficiently to skeletal muscle under the influence of high insulin
concentrations. However, the possible participation of insulin in the intramuscular
accumulation of B-alanine is still not well understood, especially when the plasma
concentrations of [B-alanine are below the saturation of its transporter. Thus, the
objective of this study was to determine whether B-alanine uptake by skeletal muscle,
after ingesting typical doses of B-alanine, is potentiated by hyperinsulinemia. Six male
volunteers were evaluated on two occasions. At each assessment, participants ingested
10 mg/kg™! of B-alanine. In one of the evaluations, the participants were submitted to the
hyperinsulinemic euglycemic clamp technique after ingesting B-alanine; in the other
evaluation, they remained fasting (basal insulin). The order of treatments was
randomized and balanced, and the study followed the crossover design. The evaluations
were separated by a period of 1 week of washout. Before and after the experimental
procedures, the volunteers were submitted to a biopsy procedure of the vastus lateralis
muscle to evaluate the intramuscular content of -alanine and carnosine. The impact of
insulin on B-alanine uptake by skeletal muscle cells was also investigated under in vitro
conditions in two concentrations (350 pmol/L'/700 umol/L™"). The data were analyzed
using mixed models (proc mixed, SAS, version 9.3). The level of significance was set at
p < 0.05. There was no difference between the conditions for plasma or muscle
concentrations of B-alanine (p > 0.05). In despite of the significant effect of insulin in
the in vitro study (350 umol/L™), the hyperinsulinemia did not increase the uptake of B-
alanine supplemented in typical doses under physiological conditions.

Descriptors: Beta-alanine; Insuline; Carnosine; Dietary supplements;
Carnosine/metabolism; Beta-alanine/administration & dosage.



1 INTRODUCAO

Os suplementos ergogénicos, aliados ao treinamento e a estratégias nutricionais,
desempenham um papel importante na otimizagdo do desempenho de atletas e
praticantes de exercicios fisicos. Dentre os suplementos dietéticos mais utilizados, a -
alanina vem se popularizando e sendo alvo de diversos estudos devido a sua capacidade
de aumentar o conteudo de carnosina muscular e melhorar o desempenho de exercicios
de alta intensidade (Hill et al., 2007; Kelly et al., 2017; Roveratti et al., 2019).

A carnosina (B-alanil-L-histidina) ¢ um dipeptideo intracelular citoplasmatico,
encontrado em altas concentragdes no musculo esquelético, com seu contetido variando
aproximadamente entre 10 a 40 milimol por quilo de peso corporal (mmol/kg"') de
musculo seco (Saunders; Elliott-Sale et al., 2017).

Dentre os papéis fisiologicos da carnosina, acredita-se que o mais relevante ao
esporte seja a melhora do equilibrio dcido-base em exercicios de alta intensidade (Abe,
2000; Artioli; Gualano et al., 2010; Dolan; Saunders et al., 2018). No entanto, outras
fungdes importantes sdo atribuidas a carnosina, como defesa antioxidante e antiglicante
(Boldyrev; Koldobski et al., 1993; Hipkiss et al., 1995), regulacdo do manejo e
sensibilidade do ion calcio (Ca?") durante a contragdo muscular (Hipkiss; Chana, 1998;
Dutka; Lamb, 2004; Hannah et al., 2015), assim como eliminacdo de produtos tdxicos
da peroxidagao lipidica (Carvalho et al., 2018).

A sintese de carnosina ocorre a partir de seus dois aminoacidos constituintes [3-
alanina e L-histidina (Harris; Dunnett et al., 1998). Evidéncias sugerem que a carnosina
ndo ¢ transportada de forma intacta pelo musculo esquelético (Saunders; Elliott-Sale et
al., 2017). Dessa forma, o musculo esquelético ndo ¢ capaz de captar carnosina do meio
extracelular (Bauer; Schulz, 1994), nem produzir seus aminoacidos precursores, pois a
histidina ¢ um aminoacido essencial e a producao de B-alanina (que se da em niveis de
traco) parece estar limitada ao figado (Matthews; Traut, 1987). Portanto, sua sintese ¢
dependente da captagdo desses aminoacidos pelas células musculares (Harris; Tallon et
al., 2006), onde a enzima carnosina sintase catalisa a reacao de sintese da f-alanina e
histidina ap6s o transporte realizado pelo transportador de taurina (TauT) e

transportador de fosfato de cloroplasto 2 (Pht2) respectivamente (Drozak et al., 2010).



O fator limitante da sintese de carnosina ¢ a disponibilidade de B-alanina (Harris;
Tallon et al., 2006), devido ao fato da concentracdo de histidina (plasmatica e
intramuscular) ser aproximadamente 40 vezes maior que a de B-alanina, assim como a
carnosina sintase demonstrar maior afinidade pela histidina (constante de Michaelis-
Menten — Km de 16,8 micromolar — uM) (Horinishi et al., 1978) em comparagdo a [3-
alanina (Kv de 1 a 2 milimolar — mM) (Ng; Marshall, 1978). Logo, aumentar o aporte
de B-alanina torna-se importante no incremento do conteido muscular de carnosina
(Harris; Tallon et al., 2006).

A B-alanina ¢ encontrada na dieta habitual de onivoros, por estar presente nas
carnes, peixes e aves. No entanto, a ingestdo diaria média na dieta (~ 500 mg em
onivoros) (Painelli; Saunders et al., 2014; Kratz et al., 2017), encontra-se abaixo do
necessario para se atingir o aumento no conteido muscular préoximo aos niveis de
saturagdo (~ 3,0-6,0 grama por dia — g/dia!) (Saunders; Elliott-Sale et al., 2017). Dessa
maneira, utiliza-se a suplementacdo de [B-alanina como forma eficaz de aumentar o
conteudo intramuscular de carnosina muscular em ~ 40% a 100%, de acordo com dose e
tempo de suplementagdo (Baguet; Reyngoudt et al., 2009; Saunders; Elliott-Sale et al.,
2017). O tnico efeito indesejado descrito relacionado ao consumo da suplementagdo de
B-alanina ¢ a parestesia, onde doses elevadas (ex.: 40 miligrama por quilo de peso
corporal — mg/kg!) estdo associadas a sintomas mais intensos. No entanto, este efeito é
dose-dependente e pode ser evitado com o fracionamento de doses equivalentes a cerca
de 10 mg/kg™! de peso corporal (Harris; Tallon et al., 2006).

Apesar da B-alanina ser o precursor limitante da sintese de carnosina, estima-se
que apenas 3-6% da dose ingerida seja incorporada ao musculo na forma de carnosina e
cerca de 1-2% ¢ excretada na urina (Stegen; Blancquaert et al., 2013; Blancquaert et al.,
2016; Saunders; Elliott-Sale et al., 2017). Devido a baixa eficiéncia no uso de -alanina
para a sintese de carnosina, estratégias de aumento da captagdo t€ém potencial para
aumentar a conversao de [-alanina em carnosina dentro das células musculares.

Stegen, Blancquaert et al. (2013) sugeriram uma relagdo entre a hiperinsulinemia
e a captagdo de P-alanina, na qual postularam maior eficiéncia no transporte de [3-
alanina ao musculo esquelético sob a presenca de altas concentragdes de insulina. A
captacdo de [-alanina pelas células musculares ¢ realizada por transporte ativo
secundario, por meio do TauT, um transportador de ion cloreto (CI) e ion sodio (Na")

que realiza cotransporte de B-alanina, Cl" e Na', na razdo de 1:1:2, respectivamente



(Munck; Schultz, 1969; Anderson; Ganapathy et al., 2008). Sabe-se que a bomba de
sodio e potassio (Na"/K'/ATPase)” e o influxo de Na* sdo estimulados pela insulina
(Rosi¢ et al., 1985; Sweeney; Klip, 1998; Clausen, 2003). E também conhecido que a
elevagdao na eficiéncia do transporte mediado pela insulina pode ocorrer tanto pela
reducdo do Km (Clausen; Kohn, 1977) quanto pelo aumento de velocidade méaxima
(Vmax) (Longo, 1996).

Paul Greenhaff, professor da Faculty of Medicine & Health Science, University
of Nottingham Medical School, coordenou estudos utilizando creatina e carnitina,
suplementos transportados de maneira semelhante a B-alanina, via transporte ativo, os
quais sao acumulados de forma mais eficiente com a influéncia da insulina; em
especifico nos estudos de Steenge et al. (1998) e Stephens et al. (2006), observou-se que
durante o estado de hiperinsulinemia (~ 100 mU/L) ocorreu um maior incremento no
contetido intramuscular de creatina e carnitina.

Dessa maneira, Stegen, Blancquaert et al. (2013) sugeriram que o transporte de
B-alanina poderia também sofrer influéncia da a¢do da insulina, e conduziram um
estudo com um protocolo de suplementagio de B-alanina (3,2 g/dia™) por 46 dias, no
qual um grupo de voluntarios consumia o suplemento junto as refeicdes e o outro no
intervalo das refei¢des. Os resultados apresentados demonstraram que o aumento no
conteudo muscular foi maior no grupo suplementado durante as refeigdes. No entanto, o
incremento foi observado apenas no m. soleus e ndo no gastrocnemius. O desenho do
estudo também ndo permitiu que a hipotese fosse diretamente testada, j4 que o método
utilizado para quantificagdo da carnosina muscular apresenta baixa validade (Silva et
al., 2019).

Para tentar elucidar os mecanismos e para fornecer mais informagdes acerca da
captagdo de P-alanina, nosso grupo de pesquisa conduziu um estudo no qual 12
voluntarios receberam a infusdo por via intravenosa de B-alanina durante 150 min a uma
taxa de 0,11 grama por quilo de peso corporal por minuto (g/kg/min') em duas
condigdes distintas: alta insulina (AI) (utilizando-se a técnica de clamp euglicémico
hiperinsulinémico) e baixa insulina (BI) (em jejum). Antes e apdés 30 min foram
realizadas bidpsias musculares para determinar o conteido de B-alanina e carnosina.

Neste estudo a situacdo de hiperinsulinemia ndo apresentou diferenca significativa (p =

* fon potassio (K*); adenosinatrifosfatases (ATPase).



0,82) em aumentar a captacdo de B-alanina para o musculo esquelético (Gongalves et
al., 2020). No entanto, a dose utilizada foi suprafisioldgica. Considerando-se a hipdtese
dos efeitos estimulatorios da insulina ocorrerem por meio da reducao do Kwm ou pelo
aumento da Vmax, seria esperado um transporte mais eficiente em duas condicdes: 1) se
acdo da insulina ocorresse via reducdo do Kwm, o transporte mais eficiente seria
observado quando as concentragdes do substrato estivessem abaixo dos niveis de
saturacdo do transportador; 2) se a¢do da insulina ocorresse pelo aumento do Vimax, a
maior eficiéncia do transporte provavelmente seria observada quando as concentragdes
estivessem em niveis de saturagdo ou acima dele. Dessa maneira, s6 foi possivel testar
se a insulina estimularia o transporte de -alanina devido ao aumento da Vmax do TauT.
Diante disso, o presente estudo teve o proposito de verificar a influéncia da
insulina sobre a captagdo intramuscular de f-alanina, mediante a suplementagdo de dose

fisiologica.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a captacdo de B-alanina pelo musculo esquelético de humanos apds a
suplementacdo de doses tipicas de P-alanina (10 mg/kg' de peso corporal) é

influenciada pela hiperinsulinemia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o contetido de B-alanina muscular antes e apds administragdo oral de uma
dose tipica de B-alanina (10 mg/kg! de peso corporal), comparando a condi¢do de alta
insulina com baixa insulina circulante.

Avaliar as concentragdes plasmaticas de B-alanina antes e apos administracao oral
de dose tipica de B-alanina (10 mg/kg"' de peso corporal) durante condicdes de alta e
baixa concentrag¢ao de insulina.

Avaliar o impacto da insulina na captagdo de B-alanina pelas células do musculo

esquelético em cultura de miotubos C2C12 (estudo in vitro).



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SINTESE DE B-ALANINA

A pB-alanina ¢ um aminoacido ndo proteinogénico, ndo essencial, pois ¢
sintetizada endogenamente pelo figado na via de degradacdo da base nitrogenada uracila
em didxido de carbono (CO) (Fritzson, 1957; Fritzson; Efskind, 1965). No entanto, sua
taxa de producdo ¢ baixa (~ 10 umol/h) e as concentragdes plasmaticas de B-alanina
usualmente se encontram abaixo dos limites das técnicas de deteccao disponiveis
(Artioli; Gualano et al., 2010). Logo, a ingestdo deste aminoacido pela suplementacao
de P-alanina ou pelo consumo de alimentos-fonte via dieta sdo determinantes para
aumentar sua disponibilidade no organismo (Harris; Tallon et al., 2006).

Existem indicios de que a B-alanina possa ser produzida por outras vias, como
no intestino, por meio da enzima aspartato descarboxilase, responséavel pela conversao
do aspartato em [-alanina (Stuecker et al., 2012). Uma outra alternativa seria a
producao nos rins, figado e cérebro, pelo fato desses tecidos expressarem a enzima -
alanina-piruvato transaminase (Hayaishi et al., 1961; Baker et al., 2004). Contanto,
ainda ndo h4 um consenso na literatura a respeito da sintese endogena da B-alanina por

essas vias.

3.2 FONTES ALIMENTARES DE B-ALANINA

A principal fonte de B-alanina provém do meio exdgeno, onde pode ser obtida
via dieta por meio da ingestdo de alimentos ricos em dipeptideos que contenham [3-
alanina, como carnosina, anserina ¢ balenina. As carnes se apresentam como oS
alimentos-fonte principais, sendo a carnosina presente em altas concentragdes na carne
de boi ou vaca, aves e peixes; a anserina no frango e atum; e a balenina
predominantemente em cetaceos (Abe, 2000). Existe uma grande variagdo no conteudo
de carnosina, anserina e balenina nas carnes, o que dificulta a estimativa do total de (-
alanina presente nesses alimentos. Essa variacdo ¢ dependente de fatores tais como:

corte da carne, raga, sexo e idade do animal (Jones et al., 2011). Apesar dessa variagao,



Park et al. (2005) mostraram que, independentemente do método (assado, cozido ou
frito), coccdo ndo leva a degradacdo significativa e, portanto, a perda de carnosina,

anserina e balenina.

3.3 TRANSPORTADORES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DE B-
ALANINA

O transporte de aminoécidos através das membranas celulares ¢ uma funcao
fundamental de diversos tipos celulares, pois os aminoacidos desempenham papéis
importantes em fungdes bioldgicas essenciais, tais como sintese proteica, crescimento
celular, neurotransmissdo ¢ metabolismo do nitrogénio. Inicialmente, os sistemas de
transporte de aminoacidos foram identificados e catalogados funcionalmente e, dessa
forma, nomeados devido a algumas -caracteristicas funcionais principais como
especificidade de substrato, dependéncia de ions ou propriedades de troca (Christensen,
1990; Palacin et al., 1998). Diversos nutrientes ¢ moléculas possuem a absorcio
intestinal mediada por mecanismos de transporte, na membrana luminal de enterdcitos,
impulsionados por fons. A manutencdo dos gradientes de ions transmembrana e
transepitelial (forgas motrizes) sdo essenciais para a maxima absorc¢ao (Thwaites; Ford

et al., 1999).

3.3.1 ATB®"(transportador de amino4cido; SLC6A14)

A proteina ATB®" transporta inimeros aminoacidos pelo limen intestinal (ileo),
incluindo a B-alanina. Esse se apresenta como um transportador dependente de Cl e Na*
que realiza o cotransporte de B-alanina, Cl" e Na" na propor¢do 1:1:2, respectivamente
(Munck; Schultz, 1969). O ATB®%" apresenta maior afinidade para aminoacidos como a
leucina e lisina do que para a Bf-alanina (Anderson; Ganapathy et al., 2008). Sua fun¢ao
parece ser mais efetiva no intestino, nao apresentando expressao no musculo esquelético

em humanos.



3.3.2 Transportador de taurina — TauT

O TauT, conhecido por ser transportador da taurina, ¢ expresso nos rins,
intestino e musculo esquelético de humanos. Além da taurina, ele realiza o transporte de
outros P-aminodcidos, incluindo a [-alanina, sendo apontado como o principal
transportador de B-alanina para o interior das células musculares. O experimento de
Jessen (1994) demonstrou que, realizando a suplementacdo de [-alanina, as
concentracdes plasmaticas da taurina se elevaram, sugerindo que ambos competem pelo
mesmo transportador. Apesar disso, foi recentemente demonstrado, por Dolan, Swinton
et al. (2019), que a suplementagdo de B-alanina em doses tipicamente utilizadas em
humanos ndo afeta o conteido muscular de taurina e apresenta bom perfil de seguranca.

O down regulation do TauT foi demonstrado pelo estudo de Saunders, Painelli et
al. (2017) com suplementacdo de 6,4 g/dia! de B-alanina por 24 semanas. Por meio do
experimento, foi constatado que o aumento de carnosina muscular depende do
transporte de P-alanina através do musculo, influenciando na disponibilidade de (-
alanina para a sintese de carnosina intramuscular. A reduc¢do da atividade do TauT pode
ser interpretada como um mecanismo regulatorio para manter a homeostase

intramuscular da carnosina limitando a captacao de B-alanina pelo musculo esquelético.

3.3.3 Isoforma 1 do transportador de ion de hidrogénio/aminoécidos —

PAT1 (SLC36A1)

Para a Organizacdo Genoma Humano, os transportadores de soluto (SLCs) sdao
conhecidos como um grupo de proteinas de transporte de membrana codificadas por 396
genes humanos diferentes. Esses transportadores sdo expressos em diversos tecidos,
facilitando o transporte de nutrientes, vitaminas e minerais pela membrana (Fei et al.,
1994). Eles também cumprem papel importante no transporte de substancias
medicamentosas, facilitando dessa forma a absor¢do via oral de alguns medicamentos
(Nielsen et al., 2021).

A familia do transportador de soluto (SLC36) possui 4 membros — SLC36A1,
SLC36A2, SLC36A3 e SLC36A4 —, que estdo envolvidos no movimento

transmembrana de aminodcidos e derivados. O SLC36A1 (PAT1) é o mais amplamente



caracterizado; expresso na superficie luminal do intestino delgado, apresenta baixa
afinidade (Km 1-10 mM) para seus substratos, dentre eles aminoacidos zwitterionicos e
iminoacidos, aminoacidos heterociclicos € medicamentos a base de aminoacidos
(Thwaites; Anderson 2011).

O PATI, assim como o Taut, atua no transporte de B-alanina no musculo
esquelético e representa a isoforma 1 do transportador de ifon hidrogénio
(H")/aminodacidos. Diferencia-se do TauT em fungdo desse transportador, ndo ser

dependente de Cl" e Na* (Fei et al., 1994).

3.4 DIGESTAO E ABSORCAO DE B-ALANINA

Quando a B-alanina ¢ ingerida, seja na forma de suplemento ou por meio de
alimentos-fonte de dipeptideos histidinicos, ocorrera um aumento na concentragao
intestinal de B-alanina. Aproximadamente 80 a 90% da sua digestdo acontece no limen
intestinal, tal qual ocorre com pequenos peptideos e aminoacidos (Frenhani; Burini,
1999).

A B-alanina torna-se disponivel para a absor¢do no jejuno e no ileo, pois a
carnosina, ¢ hidrolisada pela a¢do da enzima carnosinase tecidual (CN2) expressa nos
enterocitos da mucosa jejunal. Essa enzima cliva a carnosina em B-alanina e L-histidina,
sendo a P-alanina transportada para a circulagdo por meio do ATB®" (Anderson;
Ganapathy et al., 2008).

A carnosina ndo ¢ completamente hidrolisada devido a limitagdo da agdo da
CN2 no lumen intestinal. Logo, parte dessa carnosina intacta ¢ transportada para a
corrente sanguinea pelo transportador de peptideos 1 (PEPT1) (Fei et al., 1994). Dessa
forma, a concentragdo plasmatica de P-alanina estard aumentada com a ingestao de
suplementos de B-alanina. J4 com a ingestao de alimentos contendo carnosina, havera
aumento tanto nas concentragdes plasmaticas de B-alanina como de carnosina (Harris;
Tallon et al., 2006). Ap6s a ingestdo de B-alanina, observa-se o pico de concentragdo na
corrente sanguinea ap6s cerca de 30 a 45 min, havendo retorna aos valores basais por
volta de 3 hs apds a ingestdo (Harris; Tallon et al., 2006). Quando a carnosina atinge a
corrente sanguinea, ela pode sofrer a clivagem pela carnosinase sérica (CN1), ou ser
absorvida pelos tecidos periféricos, podendo, além disso, ser encontrada na urina em até

5 h apos sua ingestao (Gardner et al., 1991).
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3.5 TRANSPORTE DE B-ALANINA PARA AS CELULAS
MUSCULARES E FORMACAO DE CARNOSINA NO MUSCULO
ESQUELETICO

O musculo esquelético nao ¢ capaz de produzir os aminoacidos precursores de
carnosina, dado que a histidina ¢ um aminoacido essencial e a producao de B-alanina
parece estar essencialmente limitada ao figado (Matthews; Traut, 1987). Portanto, a
sintese de carnosina ¢ totalmente dependente da captacdo desses aminoacidos pelas
células musculares (Harris; Tallon et al., 2006).

A enzima carnosina sintase catalisa a reacdo de sintese de carnosina no musculo
esquelético, apoés o transporte da [-alanina e histidina pelos seus respectivos
transportadores, TauT e Pht2 (Drozak et al., 2010).

O principal fator limitante para a sintese de carnosina ¢ a disponibilidade de B-
alanina para o tecido muscular, isso ocorre porque a carnosina sintase apresenta maior
afinidade pela histidina Km de 16,8 uM) (Horinishi et al., 1978) em comparagao a -
alanina (Km de 1 a 2 mM) (Ng; Marshall, 1978), e a concentracdo plasmatica e
intramuscular de histidina ¢ cerca de 40 vezes maior do que a de B-alanina. Dessa
forma, a maneira mais eficaz para aumentar a sintese endogena de carnosina muscular ¢

aumentar o aporte de B-alanina (Harris; Tallon et al., 2006).

3.6  SUPLEMENTACAO DE B-ALANINA

Apesar da B-alanina ser sintetizada pelo organismo em pequenas quantidades e
também ser obtida por meio da dieta, uma das formas mais eficazes de promover
aumento do conteudo intramuscular de carnosina ¢ por meio da suplementagao de [3-
alanina. Harris, Tallon et al. (2006), em um estudo pioneiro, verificaram que a
suplementacio de 6,4 g/dia de B-alanina por um periodo de quatro semanas aumentou
em 65% (+13 mmol/kg™') o contetido intramuscular de carnosina. Em estudo realizado
no ano seguinte, Hill et al., 2007 observaram um aumento de 59% (2042 para 30+2
mmol/kg ! muasculo seco) de carnosina intramuscular com a suplementacio de 5,2 g/dia”
! pelo mesmo periodo; quando prorrogado para dez semanas, o incremento na carnosina

intramuscular foi de 80%.
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A suplementagdo de [-alanina aumenta cerca de ~ 40% a 100% o conteudo
intramuscular de carnosina, dependendo da dose e tempo de suplementagdo
administrados (Baguet; Bourgois et al., 2010; Saunders; Elliott-Sale et al., 2017). Um
robusto corpo de evidéncias (Derave et al., 2007; Hill et al., 2007; Stout; Cramer;
Zoeller et al., 2007; Kendrick et al., 2008; van Thienen et al., 2009; Baguet; Bourgois et
al., 2010; Sale; Saunders et al., 2011; Bellinger et al., 2012; Painelli; Roschel et al.,
2013; Painelli; Saunders et al., 2014; Tobias et al., 2013), incluindo meta-analises
(Hobson et al., 2012; Saunders; Elliott-Sale et al., 2017), tem apoiado a hipotese de que
a suplementagao de B-alanina é capaz de melhorar o desempenho fisico, em especial em
atividades de alta intensidade e curta duragdo, atividades nas quais ocorre acentuada

acidose muscular.

Um ponto importante a se observar € o tempo de suplementag@o e sua influéncia
na concentragdao de carnosina intramuscular. Saunders, Painelli et al. (2017) estudaram
os efeitos de 24 semana de suplementacdo de B-alanina (6,4 g/dia') e encontraram um
aumento no conteudo de carnosina muscular em 100% de seus participantes, apesar de
consideravel variabilidade interindividual nessas respostas. Interessantemente, esses
dados parecem indicar uma tendéncia de saturagdo da carnosina muscular, ja que a
curva de aumento de carnosina apresentou crescimento logaritmico, com evidéncias de
efeito platd nas semanas finais do protocolo de suplementacdo. Esses dados diferem um
pouco dos de Stellingwerff et al. (2012) que mostraram aumentos dose-dependentes,
porém lineares de carnosina muscular em fun¢ao da dose total acumulada de B-alanina.
No entanto, ¢ provavel que a dose total baixa oferecida pelos autores ndo tenha sido
capaz de atingir a fase de platdo de aumento da carnosina. Esse padrdo saturavel e dose-
dependente de aumento de carnosina foi posteriormente confirmado em um estudo de
revisdo sistematica e meta-analise (Rezende et al., 2020).

As propor¢des entre o total de B-alanina consumido e aquilo que ¢ absorvido
pelo organismo e distribuido entre os diferentes tecidos periféricos, tais como musculo
esquelético, cardiaco e cérebro ainda nao estdo totalmente elucidadas. No entanto, ¢
estimado que aproximadamente 6% do total de B-alanina ingerido seja armazenado na
forma de carnosina intramuscular (Stegen; Blancquaert et al., 2013), sendo uma
pequena parte (aproximadamente 6%) excretada na urina (Harris; Tallon et al., 2006;
Stegen et al., 2013). O estudo de Blancquaert et al. (2016) demonstrou que a -alanina ¢

um substrato adequado para as enzimas transaminases 4-aminobutyrate-2-oxoglutarate
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transaminase e alanine glyoxylate transaminase-2, levando a concluir que a B-alanina
consumida seja parcialmente encaminhada para oxidagao.

Apesar da baixa eficiéncia do uso da PB-alanina consumida para a sintese de
carnosina muscular, pesquisadores sugeriram que possa haver um incremento na
captagdo de B-alanina quando consumida em condi¢do de hiperinsulinemia (Stegen;

Blancquaert et al., 2013).

3.6.1 Efeitos da suplementacgdo de B-alanina no desempenho esportivo

A suplementacdo de [-alanina, atualmente muito utilizada por atletas e
praticantes de exercicios fisicos, tem sido despertado interesses devido a um corpo
robusto de evidéncias que demonstra seus efeitos ergogénicos (Saunders; Elliott-Sale et
al., 2017).

De acordo com a revisao sistematica e meta-analise realizada por Saunders,
Elliott-Sale et al. (2017), dentre os fatores relacionados aos efeitos ergogénicos, a
duracdo do exercicio se apresenta como fator de elevada importancia, sendo os de
duragdo entre 0,5-10 min aqueles que apresentam maiores ganhos. Por outro lado, os de
duracdo inferior a 0,5 min nao se beneficiam do uso de B-alanina.

Em se tratando de nivel de treinamento, os individuos ndo treinados parecem se
beneficiar mais do que os individuos treinados, apresentando um tamanho de efeito
maior, no entanto, quando ¢ realizada a comparagao entre exercicios de corpo inteiro ou
de membros isolados parecem apresentar resultados similares (Saunders; Elliott-Sale et
al., 2017).

De maneira interessante, a adigdo do bicarbonato de sédio a suplementagao de [3-
alanina, com o intuito de elevar a capacidade de tamponamento extracelular e
intracelular demonstrou evidéncias adicionais no desempenho fisico quando
suplementada juntamente ao bicarbonato de sddio (Saunders; Elliott-Sale et al., 2017).
Segundo a recente revisao de Brisola e Zagatto (2019), com o objetivo de identificar os
efeitos ergogénicos da suplementagdo de [-alanina em diferentes modalidades
esportivas, foi descrito que as maiores evidéncias estdo voltadas para: corrida de
ciclismo de 4 km, corrida de remo de 2.000 m, corrida de natacdo de 100 m ¢ 200 m,

modalidades de combate e polo aquatico.



13

3.6.2 Suplementacao de B-alanina e washout da carnosina

O washout de carnosina ¢ considerado o periodo entre a interrup¢do da
suplementagcdo de B-alanina e o consequente retorno das concentracdes de carnosina
muscular aos niveis basais pré-suplementacdo. Dentre os estudos com o objetivo de
avaliar o washout de carnosina, o pioneiro foi do grupo de Harris, Tallon et al. (2006),
os quais utilizaram a técnica de determinacdo cromatografica de carnosina, apds
suplementarem uma dose de 6,4 g/dia’!, de B-alanina durante 4 semanas. Nesse trabalho,
os autores observaram um declinio exponencial aos niveis iniciais com meia-vida de 8,6
semanas. Em sequéncia, Baguet, Reyngoudt et al. (2009), em um estudo com protocolo
de suplementagio de PB-alanina (4,8 g/dia! por 6 semanas), observaram, por meio da
analise por espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio, uma redugdo de
31,8% nas concentragdes médias de carnosina muscular apds 3 semanas de interrupcao
do suplemento e o retorno aos niveis basais apds 9 semanas. Apesar disso, os individuos
considerados altos respondedores (aumento de carnosina muscular acima de 30%,)
ainda apresentavam indices elevados na 9* semana, com previsao de atingir os niveis
basais na 15" semana, ja os baixos respondedores (aumentou de carnosina muscular
<30%) retornaram ao niveis pré-suplementacdo em 6,5 semanas.

Posteriormente, Stellingwerff et al. (2012), igualmente utilizando técnica de
ressonancia magnética de hidrogénio, apds a suplementacdo de doses de 1,6 ou 3,2
g/dia! de B-alanina durante 8 semanas, observaram um washout mais prolongado,
resultando em um periodo de 15-20 semanas e¢ uma taxa de redugdo de
aproximadamente 2% por semana. Recentemente, Yamaguchi et al. (2021) realizaram
um estudo para elucidar a cinética do decaimento da carnosina muscular apds a
suplementacio de 6,4 g/dia”! de B-alanina por 8 semanas e observaram um tempo médio
de ~ 12 semanas para o washout ¢ meia-vida de 4,6 semanas, bem como demonstraram
que o washout pode ser explicado tanto pelo decaimento linear, quanto exponencial, ao

longo de um periodo de washout de 16 semanas.

3.6.3 Efeitos colaterais da suplementagao de -alanina

A parestesia, sensagdo indolor semelhante a um formigamento na pele, € o tnico

efeito colateral descrito na literatura com a suplementag¢do aguda de (-alanina em doses
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acima de 10 mg/kg! (Artioli; Gualano et al., 2010). Esses sintomas nio provocam
danos a satide e sdo mais frequentes nas regides do rosto e cabega, pescogo, bragos e
maos. Uma das hipoteses relacionadas a parestesia causada pela B-alanina seria o
reconhecimento do aminoacido por receptores sensitivos localizados na pele
denominados MrgD, altamente expressos em um subconjunto de neurdnios localizados
nos ganglios da raiz dorsal, responsdveis pela inervagdo da pele. Os MrgD fazem parte

do grupo dos receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled receptors — GPCR),

que dentre as fungdes fisioldgicas esta a percepcao sensorial (Dong et al., 2001).

3.6.4 Seguranga da suplementagdo de B-alanina

Estudos tém demonstrado a seguranga da suplementacdo de B-alanina para
individuos saudaveis. Na primeira investigagdo em humanos, conduzida por Harris,
Tallon et al. (2006), os autores utilizaram marcadores sanguineos relacionados a saude
renal e hepatica e ndo foram constatadas nenhuma alteragdo. Hill et al. (2007), ao
suplementar 6,4 g/dia”! de B-alanina por 10 semanas em individuos fisicamente ativos,
ndo observaram efeitos colaterais. A suplementacdo também se mostrou segura por
Stellingwerff et al. (2012), no qual além de marcadores bioquimicos e hematologicos,
avaliaram humor e estado de ansiedade. A seguranca nao foi avaliada apenas em
individuos jovens, mas também em um estudo com individuos idosos de 60 a 80 anos
com a suplementacdo de 3,2 g/dia! de B-alanina durante 4 semanas, o qual nenhuma
alteracdo ou efeitos colaterais foram relatados (del Favero et al., 2012).

Considerando-se um periodo mais prolongado de suplementa¢do de B-alanina,
Saunders, Painelli et al. (2017) realizaram um estudo cronico de 24 semanas com doses
de 6,4 g/dia’! de carnosina, onde nenhum efeito colateral ou mudancas em pardmetros
bioquimicos e hematoldgicos foi observado. Recentemente, uma avaliagao de risco
sistematica e meta-analise realizada por Dolan, Swinton et al. (2019), incluindo 101
estudos em humanos € 50 em modelo animal, os dados ndo demonstraram efeitos
adversos da suplementagdo de [-alanina em humanos saudaveis. A parestesia
(fendomeno sem resultados adversos) foi o Unico efeito colateral relatado. Em conjunto,
todas as evidéncias disponiveis, indicam seguranc¢a no consumo humano de -alanina na
forma de suplementagdo, dentro das dosagens usuais e periodos relatados na literatura

até o momento.
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3.7 ENZIMAS RELACIONADAS AO METABOLISMO DE
CARNOSINA

3.7.1 Carnosina sintase

A carnosina sintase ¢ encontrada no citoplasma das células do musculo
esquelético, musculo cardiaco e cérebro (Drozak et al., 2010), e ¢ responsavel pela
sintese de carnosina a partir de seus aminoacidos constituintes B-alanina e L-histidina
(Baumann; Ingvaldsen 1918). Além da sintese de carnosina, os autores ressaltam que a
enzima carnosina sintase realiza a sintese de um andlogo da carnosina, a
homocarnosina.

A primeira descricdo do mecanismo de ag¢do da carnosina sintase ocorreu em
1959, por meio de experimentos realizados in vitro com musculo esquelético de frango,
onde foi identificado a demanda de adenosina trifosfato (ATP) e Mg?" na sintese de
carnosina (Kalyankar; Meister, 1959). Posteriormente, Drozak et al. (2010)
demonstraram que ha a formagao de adenosina difosfato e fosfato por meio da hidrélise
de ATP durante a reagdo de catalise para a formacdo de carnosina. Um dos fatores
determinantes para que a sintese de carnosina ocorra ¢ a disponibilidade de B-alanina
(Harris; Tallon et al., 2006), devido ao fato da carnosina sintase no musculo esquelético
apresentar uma maior afinidade (mais de 100 vezes) com a L-histidina em comparagdo a

B-alanina (Pavlov et al., 1993; Sale; Artioli et al., 2013).

3.7.2 Carnosinases

As carnosinases atuam na degradagdo (hidrolise) da carnosina em seus
aminoacidos constituintes e foram descritas inicialmente por meio de experimentos in
vitro, utilizando rins de suinos (Hanson; Smith, 1949). Existem dois subtipos de

carnosinases, a CN1 e a CN2 (Hanson; Smith, 1949; Lenney, 1990):

a) CNI:
A CNI ¢ uma carnosinase seletiva para dipeptideos histidinicos, especialmente a

carnosina e homocarnosina (Teufel et al., 2003). Essa enzima foi descoberta, em 1968
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por pesquisadores que estudavam criancas com desordens neurologicas e observaram
aumento da carnosinemia (Perry et al., 1968). Ainda ndo hd um consenso na literatura
sobre o local principal de produ¢do no organismo de CN1. Perry et al. (1968) sugerem
ser o figado, pois pacientes com disfun¢do hepatica apresentaram baixa atividade da
CNI. Ja Teufel et al. (2003) demonstraram que a atividade do gene da CN1 (carnosina
dipeptidase 1 — CNDP1) foi maior no sistema nervoso central.

A atividade da carnosinase ¢ elevada no sangue, consequentemente a hidrolise
ocorre com rapidez, resultando em concentragdes séricas baixas e eventualmente
indetectaveis pelos métodos de quantificagdo de carnosina (< 0,1 uM) (Harding et al.,
1977). Diversos fatores estdo relacionados a atividade da CN1 e as variagdes entre os
individuos estdo relacionados a: 1) Genética (polimorfismo no gene — CNDP1) (Riedl et
al., 2007); 2) Idade (pouca expressdo ao nascimento, aumento gradativo da adolescéncia
até a vida adulta) (Everaert; Mooyaart et al., 2011); 3) Sexo (atividade da carnosinase
maior entre as mulheres) (Asatoor et al., 1970; Lenney et al., 1985; Baguet; Reyngoudt

et al., 2009).

b) CN2:

A CN2 ¢ considerada uma dipeptidase ndo-especifica citosdlica, pois apresenta
afinidade para diversos dipeptideos, e foi inicialmente descrita por Lenney et al. (1985)
em experimento com rins humanos. Sua presenca ¢ notada em tecidos humanos
variados, como intestino ¢ musculo esquelético, no entanto ndo ¢ encontrada na
circulagdo sanguinea e cérebro (Teufel et al., 2003).

Em potencial hidrogenionico (pH) alcalino (9,5) a CN2 ¢ capaz de degradar a
carnosina, porém em pH fisiologico (7,5), apresenta dificuldade em clivar a carnosina, o
que ndo acontece com outros dipeptideos. Ao contrario de outros substratos tal como
para serina-glicina que em pH fisiologico apresenta Kv de 1,4 mM, o Km da CN2 para a
carnosina ¢ considerado elevado (15 uM) (Teufel et al., 2003).

A atividade da CN2 parece depender do tecido no qual é encontrada,
apresentando-se bastante lenta no musculo esquelético (Baguet; Reyngoudt et al., 2009).
No entanto, a CN2 parece ter alta expressao nos enterocitos, na mucosa intestinal, onde
ocorre a clivagem da carnosina, anserina e balenina em fB-alanina e L-histidina. Dessa
maneira, a B-alanina ¢ disponibilizada para absor¢do no intestino e sequencialmente

transportada pelos enterocitos para circulagdo sanguinea (Teufel et al., 2003).
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Parte da carnosina, anserina e balenina sdo absorvidas de forma intacta pelos
enterdcitos, e permanecem por algumas horas na corrente sanguinea, sugerindo que a
carnosina consumida na alimentacdo pode ser disponivel a tecidos capazes de capté-la.
Posteriormente a carnosina ¢ excretada sem hidrélise pela urina, no entanto, um

percentual de 5% e 15% ¢ reabsorvida (Asatoor et al., 1970; Hama et al., 1976).

3.8 TRANSPORTADORES RELACIONADAS AO METABOLISMO
DE CARNOSINA

A absor¢do da carnosina e outros dipeptideos no intestino delgado através da
membrana plasmatica ¢ realizada por meio de transportadores, esses transportadores sdao
proteinas membros da familia SLC15 ou proton-coupled oligopeptide transporters,
sendo integrantes do grupo: PEPTI, transportador de peptideos 2 (PEPT2),
transportador de fosfato de cloroplasto 1 (Phtl) e Pht2 (Daniel; Kottra, 2004):

a) PEPTI1 (SLC15A1):

A principal proteina encarregada pelo transporte da carnosina de forma intacta
do intestino a corrente sanguinea ¢ a PEPTI. Esse processo ocorre por meio do
transporte ativo, ou seja, com gasto de ATP. O transportador PEPT1 atua evitando que a
carnosina seja totalmente hidrolisada pela CN2 (Yamashita et al., 1997), ¢ o
transportador pode ser encontrado também nos rins (segmento S1 do tubulo renal),
contribuindo na reabsorcdo tubular de peptideos e aminoacidos juntamente a outros

transportadores (Adibi, 1997).

b) PEPT2:

O PEPT2 realiza o transporte da carnosina no rim e no cérebro, podendo exercer
atividade em outros tecidos (Sleisenger; Kim, 1979). Encontra-se localizado na regiao
S2 e S3 do tubulo renal e, assim como o PEPT1 (localizado na por¢ao S1), auxilia na
reabsor¢do tubular de peptideos e aminoacidos. A carnosina parece ter um acumulo
importante nas células renais, como demonstrado em um experimento in vitro,
entretanto, a reabsor¢do tubular para o sangue ¢ pequena, sendo o influxo da carnosina
por meio do PEPT2 superior a taxa de efluxo. Dessa maneira, mesmo com esse

importante papel de reabsor¢do da carnosina, seu fluxo através da membrana ¢ parcial e,
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quando chega a corrente sanguinea, a integridade da carnosina pode ser perdida pela

acdo da carnosinase (Jappar et al., 2009).

c) Phtl e Pht2:

A principal fungdo atribuida ao Phtl e Pht2 estd relacionada ao transporte do
aminodcido histidina através da membrana plasmatica, sendo também capazes de
transportar a carnosina e alguns dipeptideos (Everaert; De Naeyer et al., 2013). No
entanto, ainda nao se pode possivel afirmar se a carnosina pode ser transportada intacta
para o musculo esquelético por essas proteinas, mesmo com alguns estudos mostrando
uma alta expressao do gene do Phtl no musculo esquelético, rim, coragdo e figado e do
Pht2 no musculo esquelético (Botka et al., 2000; Daniel; Kottra, 2004; Boldyrev; Aldini
etal., 2013).

3.9 FUNCOES ATRIBUIDAS A CARNOSINA

3.9.1 Tampao de acidos

Dentre as diversas fun¢des metabolicas atribuidas a carnosina, uma das mais
amplamente aceitas ¢ o tamponamento de acidos. O musculo esquelético humano
apresenta, em repouso, valores de pH que variam entre 7,0 e 7,1, sendo sua manutencao
essencial para os processos contrateis e para manuten¢do das fungdes enzimaticas
(Fabiato; Fabiato, 1978).

A pratica de exercicios fisicos de elevada intensidade pode reduzir esse valor de
pH para aproximadamente 6,5 (Costill et al., 1984), pois durante o exercicio a taxa de
hidrolise do ATP necessita ser suficiente para atender a elevada demanda energética da
contragdo muscular. Com a hidrolise do ATP, ocorre a liberagdao de energia para a
contracdo muscular, bem como outros processos metabdlicos, e forma-se adenosina
difosfato e fosfato inorganico. Essa reacdo demanda uma molécula de agua que sera
dissociada em H" e OH", seguida do acoplamento do radical hidroxil ao fosfato
inorganico e consequentemente deixando livre o ion de hidrogénio (Robergs et al.,
2004).

E demonstrado que o actimulo de ions H* no interior da célula muscular pode

atuar na inibicao de etapas do metabolismo anaerobico (ressintese de fosforilcreatina e a
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atividade da fosfofrutoquinase), prejudicando a producdo de energia na contragdo
muscular (Harris; Edwards et al., 1976; Sutton et al., 1981). Os ions H" excedentes
levam ao desenvolvimento de fadiga, € o musculo esquelético dispde de mecanismos de
defesas contra a acidose. Para neutralizar o acimulo de 4cidos, a primeira linha de
defesa sdo os tampdes quimicos intracelulares. A carnosina com o valor da pK. de 6,83,
atua como um tampao quimico adequado para atuar na faixa de variagdo fisiologica do

pH muscular (Harris; Tallon et al., 2006; Artioli; Gualano et al., 2010).

3.9.2 Antioxidante

Uma das provaveis funcdes da carnosina ¢ a prote¢ao contra radicais livres. Em
1988, um estudo foi pioneiro ao demonstrar que a diminuicao das taxas de peroxidagdo
lipidica da membrana plasmatica foi obtida com esse dipeptideo (Boldyrev; Dupin et
al., 1988). Em concentragdes fisiologicas, a carnosina no musculo esquelético pode
sequestrar radicais peroxil (Kohen et al., 1988) e anions superoxido (Pavlov et al.,
1993), bem como participar do processo de detoxificagdo do 4-hidroxinonenal e o
malonildialdeido (Hipkiss; Brownson, 2000; Aldini; Carini et al., 2002; Bispo et al.,
2016). Somada a esses possiveis papéis da carnosina como antioxidante estd também a

acdo na quelacdo de metais (Kohen et al., 1988).

3.9.3 Antiglicante

A carnosina vem despertando interesse no contexto clinico por apresentar agao
protetora na glicacdo, e tem sido estudada em experimentos com animais ¢ humanos
(Burcham et al., 2002; Yan; Harding 2005).

O processo de glicagdo acontece com a ligacdo covalente de agucares a
proteinas, gerando alteragdes das propriedades funcionais, o que causa danos ao
metabolismo celular e contribui para o envelhecimento, bem como para a geracdo de
doencas (Hipkiss et al., 1995). A glicacdo, apesar de inerente ao processo de
envelhecimento, quando se apresenta excessiva ocasiona o aumento da inflamagdo e

estresse oxidativo (Babizhayev et al., 2013).
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Reagdes iniciais de glicacdo podem levar a formagdo de produtos finais de
glicacdo avangada (AGEs), a chamada “reacdo de Maillard”, descrita pelo pesquisador
Louis Camille Maillard (1878-1936), em 1912, que ¢ uma sequéncia de reagdes nao-
enzimaticas na qual uma molécula de agucar com a funcao aldeido reage com um grupo
tiol ou com grupos amino, resultando em uma base de Schiff (Maillard, 1912). Em
sequéncia as bases de Schiff produzem os produtos de Amadori, os quais apos
desidratacdo e rearranjos e outras reagodes irdo gerar os AGEs (Vistoli et al., 2013).

Os AGEs sao moléculas estaveis que se acumulam nos tecidos e paredes dos
vasos sanguineos. A condicdo de hiperglicemia encontrada no diabetes ¢ uma das
causas mais comuns da producdo excessiva de AGEs (Sakurai et al., 2003; Brownlee,
2005), e esta associada a um maior risco de mortalidade por doencgas cardiovasculares
(Kilhovd et al., 2007). Por suas propriedades antiglicantes, a carnosina atua na redu¢do
das lipoproteinas de baixa densidade oxidada (contribui para formagao de placas
arteriais), o que pode potencialmente minimizar o risco de aterosclerose associada ao

diabetes (Rashid et al., 2007; Jandeleit-Dahm; Cooper 2008).

3.9.4 Contratilidade muscular e o calcio

E descrito na literatura que alteragdes na liberagdo ou recaptagdo do Ca®" pelos
reticulos sarcoplasmaticos durante a contracdo muscular impactam no desenvolvimento
da fadiga (Lamb, 2002). Existe uma relacdo entre o declinio da for¢a e o declinio das
concentragdes sarcoplasmaticas de Ca’" em musculos fadigados (Favero et al., 1993).
Com a reducdo da concentragio de Ca*>" e consequente diminui¢do da interagdo do Ca**
com a troponina C, o niumero de pontes cruzadas actina-miosina declinam, acarretando
menor producdo de for¢a durante a contragdo, gerando fadiga muscular (Begum et al.,
2005; Allen et al., 2008).

Para o adequado funcionamento celular ¢ essencial haver homeostase do calcio
intracelular (Armstrong, 1990; Falvo; Bloomer, 2006). Desequilibrio homeostatico do
Ca®" podem resultar em processos auto cataliticos pela ativagdo da enzima fosfolipase
A2 e de outras proteases sensiveis ao Ca*" que geram danos as estruturas da membrana,
producdo de espécies reativas de oxigénio, degradacdo de estruturas proteicas, e

alteracdo da fun¢@o mitocondrial (Jackson et al., 1984; Duan et al., 1990).
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As primeiras evidéncias do papel da carnosina na regulacdo da concentracdo de
Ca?" foram obtidas em experimentos in vitro, onde foi observado que o aumento de
carnosina e anserina foram capazes de potencializar a liberagdo de Ca** dos reticulos
sarcoplasmaticos por meio da ativacio dos canais de liberagio de Ca®" do receptor de
rianodina (Batrukova; Rubtsov, 1997).

Para a confirmacao dos achados in vitro, foram realizados estudos com ratos em
humanos, no entanto, apresentando discordancia nos resultados (Dutka; Lamb, 2004;
Dutka et al., 2012). Para esses autores, embora exista divergéncias no papel da
carnosina em potencializar a liberacio de Ca?* dos reticulos sarcoplasmaticos, ha um

consenso de que esse dipeptideo aumente a sensibilidade do aparato contratil ao Ca*".

3.10 POTENCIAIS PAPEIS TERAPEUTICOS DA CARNOSINA NA
SAUDE E NA DOENCA

Devido as fungdes atribuidas (antioxidante e antiglicante), a carnosina vem
sendo estudada pelo seu potencial terapéutico na manutencdo da satide, bem como
prevencao de envelhecimento, adjuvante no tratamento de condigdes como doencas
neurodegenerativas, cancer, diabetes e comorbidades relacionadas, situacdes em que a
glicacdo e o estresse oxidativo estdo exacerbadas. Apesar deste dipeptideo ter sido
identificado inicialmente ha mais de 100 anos, as pesquisas de seus potenciais efeitos na
saude sdo relativamente recentes e algumas perguntas permanecem em aberto,
especialmente as relacionadas aos mecanismos de a¢do da carnosina e seu potencial
impacto na manutencao da saide e prevengao e/ou tratamento complementar de doengas

(Artioli; Sale et al., 2019).

3.10.1 Carnosina e diabetes tipo 11

O diabetes tipo II, na década de 1920, era reconhecido unicamente como um
distarbio pancreatico (Banting et al., 2007; Polonsky, 2012), no entanto, atualmente ¢
considerada uma doenca multissistémica complexa e heterogénea, afetando ndo apenas

0 pancreas, mas também o tecido muscular, o figado, as células adiposas, os rins e o
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cérebro, além de apresentar associagdo com multiplas comorbidades, as quais exigem
um tratamento de abordagem multifacetada e individualizada (Brunton, 2016).

Grande parte das complicag¢des relacionadas ao diabetes tipo II estd associada
aos danos celulares e teciduais ocasionados, a longo prazo, pela elevada formagdo de
AGEs, resultantes da condicdo cronica de hiperglicemia (Brownlee, 2001). O acumulo
de AGEs gera um aumento na formacdo de radicais livres e ligagdes cruzadas com
proteinas, resultando em elevado estresse oxidativo, alteracdes morfofuncionais de
células e inflamagdo sistémica (Jakus; Rietbrock, 2004; Ahmed, 2005).

A carnosina, por ter potencial acdo antiglicante e antioxidante, tornou-se alvo de
pesquisas em animais € humanos como um potencial agente terapéutico no diabetes.
Modelos animais de diabetes (tipo I e IT) mostraram diminui¢ao da carnosina no plasma,
retina, figado e rins (Sauerhofer et al., 2007). Em humanos, os resultados ainda ndo sdo
conclusivos, pois se limitam a analise da carnosina no musculo esquelético. Gualano et
al. (2012) observaram 45% menos carnosina muscular em pacientes com diabetes tipo II
quando comparados aos individuos controle saudaveis. No entanto, 0 mesmo ndo foi
observado no diabetes tipo I, resultado o qual foi atribuido a um incremento no
consumo de carnosina pela elevada concentracao de AGEs, situacao de hiperglicemia,
resisténcia a insulina e estresse oxidativo elevado, presentes no diabetes tipo II.

Posteriormente, Stegen, Everaert et al. (2015) relataram resultados divergentes,
onde observaram maiores concentragdes de carnosina muscular (musculo vasto lateral)
em individuos diabéticos tipo II (+39%) e pré-diabéticos (+30%) em relagdo ao grupo
controle. No entanto, este achado pode estar relacionado a distribui¢do elevada de fibras
do tipo II nesses individuos e ndo necessariamente a resisténcia a insulina. Os autores
sugeriram que o incremento na carnosina muscular poderia estar relacionado a um
mecanismo compensatdrio do organismo, decorrente do elevado consumo de carnosina
por elevado estresse oxidativo, estresse carbonilico e glicagdo excessiva.

Cripps et al. (2017) observaram que a carnosina resultou em aumento da
secrecdo de insulina nas ilhotas de camundongo isoladas e células INS™' B, além de
elevar a captagdao de glicose em células de musculo esquelético C2C12 e reverter a
inibicao glucolipotoxica da secrecdo de insulina.

A constatacdo de adutos de carnosina com subprodutos de aldeido (ex.:
acroleina), sugere o possivel consumo da carnosina por subprodutos relacionados a

patogénese das complicacdes do diabetes (Bispo et al., 2016).
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Estudos em humanos (Janssen et al., 2005), ¢ em animais (Lee et al., 2005)
indicam que a carnosina pode ter um papel promissor no retardo da progressdo do
diabetes. Em estudo com modelo murino de diabetes tipo II, foi observada uma melhora
no controle glicémico e redu¢do da hemoglobina glicada apds a suplementagdo de
carnosina (Sauerhdfer et al., 2007). No que se relaciona a suplementacdo, outro estudo
utilizando a administragdo de carnosina por 18 semanas em ratos obesos que
desenvolveram diabetes, também apresentou melhora no controle glicémico, redugdo da

glicemia, além de preservar a integridade dos rins (Albrecht et al., 2017).

Em concordancia com esses resultados, a suplementagdo de carnosina por 24
semanas em ratos Zucker obesos, inibiu o desenvolvimento de dislipidemia e

hipertensao, protegeu a deterioragao da fun¢ao renal (Aldini; Orioli et al., 2011).

As evidéncias pioneiras sobre os efeitos protetores da carnosina na progressao e
complicagdes do diabetes vieram de estudos em humanos, com pacientes portadores de
polimorfismos nos genes que codificam para carnosinases séricas (CNDP1) e teciduais
(carnosina dipeptidase 2 — CNDP2). Esses genes estdo localizados em um locus
previamente associado a nefropatia diabética (Vardarli et al., 2002). O polimorfismo
mais associado as complicagdes diabéticas se encontra no exon 2 do gene CNDPI e
apresenta diferentes repeticdes de trinucleotideos procedendo um numero diferente de
repeti¢oes de leucina variando de 5 a 7 (Janssen et al., 2005). Dentre os polimorfismos
descritos, os de repetigdes mais curtas foram associados a atividade plasmatica da
carnosinase reduzida, ao ponto que os de repeticdes mais longas foram relacionados a
atividade elevada de carnosinase plasmatica (Janssen et al., 2005). Logo, individuos
com alelos de repeticdes curtos tendem a um menor risco para nefropatia diabética,
indicando um papel protetor da carnosina no diabetes (Janssen et al., 2005; Freedman et

al., 2007).

Os pesquisadores de Courten et al. (2016) realizaram um estudo com adultos
com sobrepeso e obesidade, os quais foram alocados em 2 grupos (placebo ou
suplementagdo de carnosina 2 g/dia) durante 12 semanas. Foi observada uma melhor
resposta no teste oral de glicose (niveis reduzidos de glicose e insulina) no grupo que
recebeu carnosina. No entanto, isso foi encontrado apenas em individuos que
apresentavam previamente tolerancia a glicose diminuida. Aumento na insulina em

jejum e na resisténcia a insulina foi relatado apenas no grupo placebo, demonstrando
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evidéncias da capacidade da suplementacdo de carnosina de oferecer prote¢do contra o

desenvolvimento de diabetes em individuos obesos ndo diabéticos.

3.10.2 Carnosina e envelhecimento

O envelhecimento faz parte de um processo de ocorréncia natural, inerente ao
desenvolvimento, e ¢ acompanhado por modificac¢des fisicas, metabolicas e cognitivas
(Bugaiska et al., 2007).

Estudos tém sido conduzidos com o objetivo de investigar o papel da carnosina
como um agente antienvelhecimento. McFarland e Holliday (1994, 1999) relataram
potencial da carnosina em promover rejuvenescimento das células senescentes e
melhorias no limite de Hayflick (limite de replicagdo celular). Também foram relatados
resultados positivos em espécies reativas (Kohen et al., 1988), efeitos estimulantes na
atividade mitocondrial (Renner; Asperger et al., 2010), efeitos inibitérios na glicolise
em células tumorais (lovine et al., 2012), reducao do metabolito téxico e formagao de
metilglioxal (Hipkiss et al., 1995) e retardo no encurtamento do telomero (Shao et al.,
2004). No entanto, uma das limitagdes encontradas ¢ que em sua maioria, as evidéncias
sao de modelos in vitro e cultura de células.

Foi observado que o envelhecimento ¢ acompanhado de menores taxas de
conteido de carnosina muscular, tanto em humanos (Tallon et al., 2007), quanto
animais (Johnson; Hammer, 1992). Dessa forma, o incremento da carnosina muscular
pode ser benéfico para essa populacdo, onde evidéncias demonstram que a
suplementagdo de [-alanina em idosos eleva o conteido de carnosina muscular
(incremento de ~ 85%; del Favero et al.,, 2012), com responsividade similar a
encontrada em individuos mais jovens (Stellingwerff et al., 2012). Em estudo de del
Favero et al. (2012) a elevagao da carnosina no musculo esquelético foi procedida de
uma melhor tolerdncia ao exercicio em testes submdéximos e incrementais de carga
constante. Em adicdo, a suplementagdo de B-alanina demonstrou atrasar o inicio da
fadiga neuromuscular em adultos mais velhos (Stout; Graves et al., 2008), e incremento
de desempenho superior ao atingido por individuos mais jovens (Stout; Cramer; Mielke
et al., 20006).

Contudo, embora a elevagdao da tolerancia ao exercicio e o retardo da fadiga

possam inferir que a fun¢do muscular e a qualidade de vida podem ser melhoradas,
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medidas associadas a fun¢do do musculo esquelético (for¢a cronometrada e de preensdo
manual) e a qualidade de vida ndo foram afetados por concentragdes aumentadas de
carnosina no musculo esquelético (del Favero et al., 2012), resultado o qual pode ser
limitado pela sensibilidade dos testes. Dessa forma, alteragdes relacionadas a saude e
medidas funcionais podem ser mais aparentes em individuos considerados frageis ou
com déficits mais contrastantes na funcao fisica, o que nao ocorreu na populagdo
avaliada (del Favero et al., 2012). Apesar de existirem lacunas a serem respondidas, o
aumento no contetido de carnosina no musculo esquelético pode ser capaz de melhorar a
fungdo muscular, e aprimorando a mobilidade de individuos mais velhos,

consequentemente, reduzindo o declinio funcional e melhorando a qualidade de vida.

3.10.3 Carnosina e fungao cognitiva

A carnosina vem sendo estudada ha mais de 20 anos por seu potencial fungdo
antienvelhecimento. Esse dipeptideo pode ser encontrado em concentragdes mM ao
nivel do cérebro e diferentes estudos em modelos animais da doenga de Alzheimer
sugeriram sua atividade anti-inflamatoria, antioxidante, e antiagregante com efeitos
neuroprotetores, além da associacdo encontrada entre declinio cognitivo de um déficit
seletivo de carnosina (Caruso et al., 2021). Nessa mesma recente revisao sistematica
com meta-andlise, os autores investigaram o potencial efeito terapéutico da carnosina
contra o declinio cognitivo e sintomas depressivos em idosos e os dados encontrados
sugerem que a administragdo de carnosina/anserina melhorou a fungio cognitiva global,
no entanto ndo demonstrou efeito nos sintomas depressivos.

A presenca da enzima carnosina sintase foi observada em diferentes areas do
cérebro de mamiferos (Murakami; Furuse, 2010). Essa enzima dependente de ATP ¢
capaz de sintetizar a carnosina, bem como a homocarnosina (embora com menor
eficiéncia). E sugerido ocorra absor¢do de carnosina pelas regides do cérebro apds sua
liberacao das células gliais, considerando que os neuronios, principalmente os do bulbo
olfatério, ndo possuem a capacidade de sintetizar a carnosina (Hoffmann et al., 1996).

A pB-alanina, aminodcido constituinte do dipeptideo carnosina, pode ser
transportada para o cérebro de forma rapida, pesquisas em modelo animal relataram que
a suplementacdo de B-alanina promoveu um incremento do contetido de carnosina no

cortex cerebral e hipotadlamo (Murakami; Furuse, 2010).
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No entanto, ainda nao ¢ claro o papel da suplementacao de f-alanina no aumento
da carnosina cerebral. Em um estudo in vivo, ndo foi observado aumento da carnosina
no cortex cingulado posterior de humanos, ap6s a suplementacdo de [B-alanina por
quatro semanas, muito embora, a quantificagdo ndo invasiva no cérebro humano
apresenta limitagdes, tal como a distingdo entre sinais de homocarnosina e carnosina
(Solis et al., 2015).

Apesar das incertezas ainda presentes sobre as areas cerebrais que podem se
beneficiar da suplementacdo de p-alanina, desde a identificacdo da presenca de
dipeptideos contendo histidina (DCHs) no cérebro, foi sugerido que aumentar sua
disponibilidade teria potencial de alterar a fung¢do cognitiva e/ou medidas
neuropsicologicas. Em modelo animal de roedores sob condi¢des estressantes, o
aumento do conteudo de carnosina cerebral obtido por meio da suplementagdo de f-
alanina, apresentou melhorias com o passar do tempo no labirinto (Murakami; Furuse,
2010), um indicio de potencial agao na aprendizagem e memoria.

Em estudo com suplementacdo de carnosina e anserina (3 meses) em individuos
de meia-idade e mais velhos, onde utilizaram avaliagcdes neuropsicologicas e exame de
ressonancia magnética funcional, foram observados aperfeicoamento no desempenho da
memoria episodica verbal e diminui¢do da conectividade na rede neural de modo padrao
(Rokicki et al., 2015).

A elevacdo dos niveis de DCHs por meio da suplementacdo de B-alanina e seus
potenciais efeitos na fun¢do cognitiva também foram investigadas em individuos
saudaveis, em um estudo conduzido em 2 partes, sendo o efeito da suplementa¢do no
sinal de homocarnosina/carnosina e o efeito agudo do exercicio sobre a fun¢ao cognitiva
com a suplementacdo de B-alanina. No entanto, ndo foram encontradas alteragcdes no
sinal de homocarnosina/carnosina no cérebro, tanto de vegetarianos quanto onivoros,
bem como ndo foram observados efeitos da suplementacdo de 4 semanas de [-alanina
na fung¢do cognitiva (em repouso ou apos o exercicio) (Solis et al., 2015).

Em concordancia com este estudo, também nao foram observadas resposta na
funcdo cognitiva de militares suplementados com [-alanina por quatro semanas
(Hoffman; Landau; Stout; Dabora et al., 2014), porém, as concentracdes de carnosina
muscular e cerebral ndo foram mensuradas apds o periodo de suplementacao.

Hoffman, Landau, Stout, Hoffman et al. (2015) também realizaram um estudo

com individuos militares submetidos a 30 dias de suplementacdo de [-alanina e
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avaliaram seu efeito em testes fisiologicos (corrida de 2,5 km, corrida de 1 min,
carregamento de vitimas de 50 m, sprints repetidos de 30 m com tiro ao alvo) e
mensuraram o contetdo de carnosina no musculo gastrocnénio e no cérebro. Os
resultados apresentados nesse estudo demonstraram a elevacdo do conteudo de
carnosina muscular com a suplementagdo de [-alanina, melhora no desempenho
fisioloégico (carregamento de uma vitima de 50 m) e a funcdo cognitiva (teste de
subtracdo em série de 2 min) quando comparado ao placebo; no entanto ndo foi

detectado alteracdo no contetido de carnosina cerebral pos-suplementagao.

3.10.4 Carnosina e doengas neurodegenerativas

Os transtornos neurodegenerativos, neurologicos e psiquiatricos representam
uma preocupacdo na area da satde devido a sua elevada prevaléncia, risco de
incapacidade e escassez de tratamentos eficazes. As evidéncias encontradas na
literatura, sugerem que a carnosina possa exercer um potencial papel como agente
terapéutico em distirbios cerebrais (Schon et al., 2019).

Dentre as doengas neurodegenerativas, a doenga de Alzheimer e o Parkinson se
apresentam como as mais comumente encontradas, nas quais estdo presentes distirbios
energéticos mitocondriais que direcionam ao aumento do estresse oxidativo, disfun¢ao
celular, inflamacdo crénica, fatos que evoluem para perda gradativa de fungao celular e
morte de neurdnios (Schapira, 2008, 2009).

A Alzheimer, distirbio neurodegenerativo primdrio, representa 70% dos casos
de deméncia. Dados recentes em modelo humano de interven¢ao com suplementacdo de
carnosina ¢ anserina evidenciam que esses dipeptideos podem melhorar a perda de
memoria em idosos e reduzir o risco de desenvolvimento da doenga (Masuoka et al.,
2021). Além disso, a carnosina em cultura de células neuronais inibiu os efeitos toxicos
de B-amiloide (Preston et al., 1998), bem como inibiu a reticulacdo e agregagdo de
proteinas mediada por AGEs (Corona et al., 2011).

Em modelo animal, um estudo foi conduzido com a suplementagdo de carnosina
em camundongos transgénicos da doenca de Alzheimer e observaram uma supressao da
disfuncdo mitocondrial e do acumulo de B-amiloide (Corona et al., 2011). A carnosina

também se mostrou eficaz na prevencdo de declinio cognitivo em modelo murino
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semelhante, acdo atribuida a inibi¢do da polimerizagdo da proteina B-amiloide, realizada
pela carnosina (Herculano et al., 2013).

Uma caracteristica observada na doenca de Alzheimer ¢ um fluxo sanguineo
para o cérebro prejudicado ocasionado por defeitos microvasculares nos vasos
sanguineos e seguida por eliminacdo deficiente de neurotoxinas. Hisatsune et al. (2016)
conduziram um estudo com voluntarios idosos saudaveis e a suplementagao de uma
formula contendo anserina e carnosina e os resultados demonstraram o potencial dos
DCHs na melhora do fluxo cerebral, além de melhor preservagdo da memoria no grupo
estudado. Resultados semelhantes foram observados também com a suplementacao de
anserina por 8 semanas em modelo animal, onde foi relatada melhora no
comprometimento da memoria no teste do labirinto aquatico de Morris e em testes de
condicionamento contextual do medo. No entanto, ndo foram observados efeitos nas
placas B-amiloides (Kaneko et al.,, 2017). Contudo, apesar das evidéncias, sao
necessarios estudos clinicos para elucidar o papel do tratamento com carnosina na
evolugdo da doenga de Alzheimer.

Um outro disturbio degenerativo comum, a doenca de Parkinson, afeta cerca de
1% da populacdo acima de 60 anos e sua causa esta relacionada a perda de neurdnios
dopaminérgicos, resultando em um controle reduzido da musculatura lisa e dos
movimentos corporais gerando tremores, rigidez e bradicinesia (Tysnes; Storstein,
2017).

Em um estudo com portadores da doenga de Parkinson, Boldyrev; Fedorova et
al. (2008) realizaram durante 30 dias um tratamento com dihidroxifenilalanina ou
dihidroxifenilalanina + carnosina (1,5 g/dia) e observaram uma melhora clinica
significativa (+36%), avaliada pela Escala Unificada de Avaliacio da Doenga de
Parkinson, comparando-se ao tratamento convencional isolado (+16%). Também foram
relatadas melhoras nos sintomas fisicos como tremores, rigidez e aumento da atividade
de Cu-Zn-superéxido dismutase nos globulos vermelhos e reducdo das proteinas
carbonilas e hidroxiperoxidos lipidicos plasmatico.

Com o objetivo de investigar os efeitos da carnosina, um estudo usou um
modelo celular da doenga de Parkinson e foi observado uma redugdo de apoptose e da
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxygen species) derivada da
mitocondria nas células endoteliais do cérebro, além da normalizagdo dos niveis de

enzimas antioxidantes e de peroxidacao lipidica (malondialdeido) (Zhao et al., 2017).
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Apesar dos resultados presentes na literatura, sugerirem que a carnosina possa
ter um potencial como adjuvante no tratamento da doenga de Parkinson, mais estudos
sd0 necessarios para evidenciar os efeitos terap€uticos, bem como os mecanismos

envolvidos.

3.10.5 Carnosina e insuficiéncia renal aguda

Insuficiéncia renal aguda (IRA) ou lesdo renal aguda ¢ uma sindrome clinica
comum caracterizada pelo rapido comprometimento da fun¢do renal (Abdel-Rahman et
al., 2021) e esta associada ao aumento da morbidade e reducdo da sobrevida, por vezes
considerada como um continuum a doenga renal cronica (Verma; Kellum, 2021).

A etiologia da IRA pode ser considerada multifatorial (Abdel-Rahman et al.,
2021), sendo a lesdo renal induzida por isquemia / reperfusdo um fator chave envolvido
na patogénese, o que pode ocorrer em algumas condi¢des clinicas como transplante
renal, recuperacao de parada cardiaca e nefrectomia parcial, originando reducao da taxa
de filtragdo glomerular, desequilibrio eletrolitico, queda do volume urindrio e alteragdes
na regula¢do do pH (Thadhani et al., 1996). Dentre as consequéncias da IRA, destacam-
se o aumento da resisténcia vascular e a necrose tubular aguda (Thadhani et al., 1996),
podendo em muitos casos haver fluxo sanguineo renal prejudicado (Basile et al., 2012).

Viérias reacdes como o dano oxidativo, a deplecdo de ATP, a ativagdo da
fosfolipase, a elevagdo da atividade adrenérgica e a infiltracdo de neutrofilos estdo
diretamente relacionadas com a patogénese da insuficiéncia renal aguda (Basile et al.,
2012) e substancias com a capacidade de agir atenuando esses processos envolvidos na
patogénese podem ser importantes em situacdes de faléncia aguda, reduzindo a extensao
das lesdes celulares letais nos rins (Fujii et al., 2003). Tal redugdo de lesdes letais ¢ de
elevada importancia na recuperacao e regeneracgao renal (Basile et al., 2012).

A carnosina estd presente nos rins. E sugerido o papel da carnosina na redugio
do nivel de citocinas pro-inflamatorias e pro-fibréticas, inibicdo de AGEs e reducdo da
proliferagdao de células mesangiais. Bem como, atuar como um eliminador de radicais
peroxila e hidroxila e um inibidor natural da enzima de conversdo da angiotensina

(Kilis-Pstrusinska, 2020).
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Dessa forma, a carnosina pode exercer um efeito protetor, como demonstrado
por Kurata et al. (2006), em um estudo com modelo animal de insuficiéncia renal aguda
induzida por isquemia / reperfusdo, no qual a injecdo intra-cerebroventricular de
carnosina (previamente a insuficiéncia renal aguda) suprimiu o aumento da atividade
adrenérgica nos nervos simpdaticos renais e atenuou da disfuncdo renal. Em
concordancia com este estudo, mais evidéncias foram observadas por (Fujii et al.,
2003), que relataram melhora da ativagdo adrenérgica ao reduzir a liberagdo de
epinefrina dos rins em animais com IRA tratados com carnosina.

Em recente revisdao sobre os papéis da carnosina em doengas renais, Kilis-
Pstrusinska (2020) sugeriram que esse dipeptideo tem propriedades nefroprotetoras,
apresentando-se como um potencial agente terapéutico no tratamento e prevencao de
doengas relacionadas aos rins, embora mais estudos clinicos sejam necessarios para uma

melhor compreensdo dos mecanismos associados.

3.10.6 Carnosina e cancer

Nagai e Suda (1986) foram pioneiros ao estudar os efeitos antineoplasicos da
carnosina, em um estudo com camundongos, onde realizaram a administragdo de
carnosina e P-alanina e um controle salino via subcutdnea, proximo a um tumor
previamente desenvolvido por meio da implantagdo de células tumorais de sarcoma 180.
Foi observada redugcdo de mortalidade ¢ da evolu¢do do tumor nos animais que
receberam a administragdo de B-alanina e carnosina em relagdo aos tratados apenas com
carnosina. Apos 10 anos desta descoberta, Holliday e McFarland (1996) demonstraram
que 20 mM de carnosina inibiu seletivamente o crescimento de células neoplasicas.

Um laboratério da Universidade de Leipzig demonstrou que a carnosina atuou
de maneira positiva na redugdo do crescimento de células humanas de glioblastoma
(Renner; Seyffarth et al., 2008). Posteriormente, Renner, Asperger et al. (2010)
conduziram um estudo no qual fibroblastos NIH3T3 (que expressam o receptor 2 do
fator de crescimento epidérmico humano) foram implantados, por via subcutanea em
camundongos, gerando crescimento de tumores solidos. Foram realizadas duas séries de
experimentos com o tratamento didrio com e sem carnosina (controle — NaCl) e o

tamanho dos tumores foi mensurado diariamente por varias semanas. Os resultados
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demonstraram que apesar da carnosina nao ter sido capaz de reverter completamente o
desenvolvimento e crescimento do tumor, houve um atraso no crescimento agressivo
quando comparado com os controles em ambos os experimentos. Em adicdo, foi
observado no exame microscopico dos tumores que os animais tratados com carnosina
tinham um numero significativamente reduzido de mitoses, revelando uma atividade
antiproliferativa da carnosina em modelo in vivo.

Evidéncias sobre os efeitos antiproliferativo da carnosina, foram descritas em
estudos de diversas linhas de células cancerosas, como as do co6lon (Iovine et al., 2012),
intestino (Shen et al., 2014) e ovarios Mikuta-Pietrasik e Ksigzek (2016), demonstrando

possiveis a¢des antitumorais da carnosina.

3.11 INSULINA

3

A insulina ¢ um hormoénio produzido pelas células B das ilhotas pancreaticas. E
descrito que este hormoénio tem a capacidade de facilitar a captagdo de algumas
substancias para o interior de diversos tipos celulares (como exemplo a creatina e a
carnitina no musculo esquelético) (Steenge et al., 1998; Stephens et al., 2006).

Tanto fatores agudos quanto cronicos apresentam-se como reguladores da
atividade da Na/K*/ATPase no musculo esquelético e a insulina faz parte do grupo de
horménios que influenciam de forma aguda na regulagdo da Na'/K'/ATPase (Sweeney;
Klip, 1998; Clausen, 2003).

E sugerido que a regulagdo aguda da bomba de sddio-potassio envolve efeitos
diretos nas propriedades cinéticas e/ou na translocacdo entre a membrana plasmatica e
seus estoques intracelulares (Clausen, 2003). A Na'/K'/ATPase ¢ dividida em 2
subunidades, sendo o e B, a subunidade o possui os locais de ligagdo para os ions Na* e
K", e para o ATP, e realiza a atividade catalitica da bomba (Hundal et al., 1992). Dentre
as isoformas da subunidade a (al, a2, a3), a a2 ¢ predominante no musculo esquelético.
Ja a subunidade B que também apresenta 3 isoformas (B1, B2, B3), tem como fungdo
transferir uma enzima do seu local de sintese, no reticulo endoplasmatico, para seu local
de inser¢d@o na membrana plasmatica. Estudos in vitro demonstraram que a isoforma 1
(no musculo esquelético) ¢ mais expressa nas fibras oxidativas, enquanto a isoforma 32

¢ mais expressa em fibras glicoliticas (Hundal et al., 1992; Marette et al., 1993).
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Foi observado, em um estudo realizado com ratos, que a isoforma a2 ¢
preferencialmente translocada com a presenca de insulina e apos isolamento dos
musculos esqueléticos, percebe-se maior presenga de isoformas a2 e f1 na membrana
plasmatica, sendo um maior recrutamento dessas subunidades no m. soleus em
detrimento do m. gastrocnemius (maior expressdo de al e f2) (Marette et al., 1993).
Considerando-se o musculo vasto lateral, ndo hd dados que demonstrem a atividade
dessas isoformas (Hill et al., 2007).

Somados as evidéncias relacionadas a ag¢do da insulina no aumento da
translocacdo de subunidades especificas da bomba sdédio-potdssio para membrana
plasmatica, estudos realizados in vitro mostram também aumento da afinidade da
Na'/K'+/ATPase pelo Na' intracelular. E conhecido que o Na' intracelular
isoladamente tem eficiéncia em eclevar a atividade da bomba, ¢ a insulina tem o
potencial de estimular maior influxo de Na®, portanto, aumentando o cotransporte de
outras substancias para o meio intracelular (Marette et al., 1993; Sweeney; Klip, 1998;
Clausen, 2003).

Dessa forma, a literatura ainda apresenta lacunas relacionadas aos mecanismos
envolvidos na a¢do da insulina sobre a bomba so6dio-potassio. No entanto alguns estudos
in vitro ttm mostrado que a insulina pode estimular a atividade da Na"/K"/ATPase, por
elevar a afinidade do Na" intracelular, enquanto outros estudos relacionam sua ag¢do ao
aumento da Vmax sugerindo também que a a¢do da insulina ocorre de acordo com a

espécie e tecido com a qual esta envolvida.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PARTICIPANTES

Este estudo foi realizado na Universidade de Sdo Paulo. Foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
CAAE: 19489919.3.0000.0065, nimero do parecer: 3.848.184.

Foram recrutados 6 voluntarios do sexo masculino (idade: 25 + 3 anos, massa
corporal: 78,7 = 10,1 kg, altura: 1,76 = 0,03 m, ingestdo habitual de -alanina na dieta:
636 + 196 mg/dia!), fisicamente ativos, com idade entre 18 e 35 anos. Todos os
voluntarios cumpriram todo o protocolo do estudo. Os critérios de exclusdo foram: uso
de suplementos alimentares contendo B-alanina, carnosina, ou creatina nos ultimos 6
meses; diagnostico de diabetes tipo I ou tipo II, diagndstico de intolerancia a glicose e
uso de drogas que interferem na sensibilidade a a¢do da insulina, ou na secrecdo de
insulina.

Os voluntarios foram recrutados na propria instituicado de ensino (Universidade
de Sao Paulo), por meio de cartazes e panfletos com informagdes sobre a pesquisa e
contato do pesquisador, bem como, por contato direto com os alunos de graduacdo e
p6s-graduagdo do campus.

Antes do inicio do estudo, os individuos foram informados sobre todos os
objetivos e procedimentos realizados, os beneficios oferecidos e os possiveis riscos
envolvidos. Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Uma vez selecionados para participarem do estudo, todos os voluntarios
passaram por uma anamnese para verificagdo dos critérios de elegibilidade. O estudo
seguiu o desenho cruzado, sendo a ordem das condi¢des (isto ¢, insulina basal ou
hiperinsulinemia)  definida de  forma  aleatéria, mantendo-se  perfeito

contrabalanceamento. Os voluntarios compareceram ao laboratério em 2 dias diferentes,
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separados por um periodo de 7 dias (tempo suficiente para o washout da B-alanina
ingerida), para realizacdo dos ensaios que consistiram em ingestdo oral de -alanina em
po, dissolvida em 200 ml de agua (10 mg/kg! de peso corporal) em duas condigdes
distintas: Al e BI. Nao houve vendamento dos participantes ¢ dos pesquisadores, pois
isso ndo foi possivel devido as diferentes configuracdes necessaria para infusdo de
insulina e glicose. No entanto, todas as amostras foram analisadas com devido

cegamento dos pesquisadores (Figura 1).

washout de B-alanina
(1 semana)
ALTA INSULINA (Al) ALTA INSULINA (A1)
ou ou
BAIXA INSULINA (BI) BAIXA INSULINA (BI)

INGESTAO DE B-ALANINA L l

; ]f 3: 610 910 lzlo TEMPO (min)

6 A ‘ 6 é ‘ COLETA DE SANGUE

T I ) H " BIOPSIA MUSCULAR

r T‘ J‘— J‘— J‘— J‘- ESCALA DE PARESTESIA

Figura 1 — Desenho experimental e representacdo dos testes com a ingestdo de doses
tipicas de B-alanina.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Foi solicitado aos participantes que chegassem ao laboratorio apds um periodo
de jejum de 12 h, e que nas 24 h anteriores precedentes aos testes, abstivessem-se de
alimentos contendo carnosina (carnes, peixes e aves), ¢ de bebidas alcoolicas. No
primeiro dia, o peso corporal e a estatura foram aferidos para calcular a area de
superficie corporal, um parametro necessario para o calculo das taxas de infusdo de

insulina e glicose.
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Os participantes foram entdo acomodados em um leito para a insercdo de
canulas. Na condicdo Al, duas canulas foram inseridas em diferentes veias do braco
direito para a infusdo de insulina e glicose, enquanto uma canula foi inserida no brago
esquerdo para coleta sanguinea. Na condicdo BI, apenas uma canula foi inserida no
brago esquerdo para coleta sanguinea.

O sistema de coleta sanguinea foi mantido permeéavel com infusdo de solugao
salina, ¢ uma manta térmica a 55 °C foi colocada no braco esquerdo para arterializacao
do sangue venoso (Gallen; Macdonald, 1990).

ApoOs a insercao das canulas, uma amostra foi retirada do m. vastus lateralis por
meio de bidpsia por agulha de succdo para determinagdo de B-alanina e carnosina. Apos
a biopsia, os voluntarios ingeriram B-alanina (10 mg/kg™! de peso corporal). Em seguida,
iniciou-se o clamp euglicémico-hiperinsulinémico, conforme proposto por (DeFronzo et
al., 1979).

O clamp foi realizado apenas na condicdo Al, sendo que, na condi¢do BI, nao
houve infusdo de insulina ou glicose, mantendo-se apenas as coletas de sangue nos
mesmos periodos de tempo. As amostras de sangue foram coletadas para andlise de [3-
alanina e insulina nos seguintes momentos: antes da ingestao (0), 10, 30, 60, 90 ¢ 120
min apos a ingestdo de B-alanina.

A avaliagcdo subjetiva de parestesia foi realizada usando uma escala de 0 a 3
pontos nesses mesmos momentos. As bidpsias musculares foram realizadas antes e 120

min apds a ingestao de B-alanina.

4.4 INFUSAO DE INSULINA E GLICOSE

Insulina e glicose foram infundidas apenas na condi¢do Al, seguindo-se os
procedimentos descritos por DeFronzo et al. (1979) para realizagdo do clamp
euglicémico-hiperinsulinémico. A insulina foi infundida na taxa constante de 40
mU/m?/min’! (de 4rea de superficie corporal) para atingir a concentracdo alvo de ~ 100
microunidade por mililitro (uU/ml'). Para esses autores, a infusio de solugdo
fisiologica estéril contendo glicose a 10% iniciou-se juntamente com a infusdo de

insulina e foi ajustada a cada 5 min para manter a glicemia entre 70 e 100 mg/dL".
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4.5 BIOPSIA MUSCULAR POR AGULHA DE SUCCAO

Os participantes foram submetidos a bidpsias musculares (antes e apds a infusao,
sendo 2 biopsias por visita, totalizando 4 bidpsias ao término do experimento) usando a
técnica de bidpsia por agulha percutanea (Bergstrom, 1975), com succ¢do (Neves et al.,
2012), a fim de obter uma amostra de ~ 70-150 mg da por¢cdo média do m. vastus
lateralis. Os participantes deitaram em uma maca, mantendo os joelhos estendidos ¢ a
musculatura relaxada. Todos os procedimentos foram realizados por um médico
treinado e com ampla experiéncia no procedimento. Apos limpeza e assepsia do local,
foi feita a anestesia local com xilocaina 2% (3 mL), aplicada na por¢do subcutanea por
meio de agulhas hipodérmicas descartaveis. Apds anestesia local, foi realizada a incisao
na pele e na fascia muscular de ~ 1 cm de comprimento, para posterior entrada da
agulha de biopsia no tecido muscular. A profundidade da incisao foi aquela necessaria
para que se fizesse um corte na fascia muscular. A agulha de biopsia, devidamente
limpa (em solu¢do germicida) e esterilizada (em autoclave), foi entdo inserida através da
incisdo previamente feita. A agulha ¢ conectada a uma seringa de 60 mL, que foi
utilizada para suc¢do e geragdao de pressdo negativa. Apds uma suc¢do, uma pequena
quantidade de musculo ¢ for¢ada adentro da janela da agulha. Ao fechar a janela
acionando-se a lamina interna de corte, o musculo € cortado e a amostra é retida dentro
da agulha, que entdo ¢ retirada da perna do participante. O tempo de duragdo total do
procedimento ¢ de cerca de 2-5 segundos, contando-se a partir do momento em que a
agulha ¢ inserida no musculo do participante. Apos a retirada da agulha, a incisdo era
fechada com bandagem esterilizada e coberta com uma pequena atadura para prevenir o
seu desprendimento. Imediatamente apds a coleta, sangue, gordura e tecido conjuntivo
foram removidos das amostras, que foram entdo congeladas e armazenadas em

nitrogénio liquido para posterior analise.

4.6 SUPLEMENTACAO DE B-ALANINA

Apbs a primeira bidpsia, 10 mg/kg! de B-alanina em pé (> 99% de pureza;

Sigma-Aldrich) foi diluida em 200 mL de 4gua potavel e consumida por via oral.
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4.7 DETERMINACAO DE INSULINA E B-ALANINA PLASMATICAS

Amostras de sangue foram coletadas a vadcuo em tubos (BD Vacutainer®)
contendo ativador de coagulo para determinac¢do de insulina plasmatica, e K-EDTA para
determinagdo de B-alanina. As amostras destinadas a andlise de insulina foram mantidas
em temperatura ambiente até o final do procedimento de infusdo e, em seguida, levadas
imediatamente ao Laboratério Central do Hospital das Clinicas para processamento e
analise pelo método imunofluorométrico. As amostras destinadas para analise de -
alanina foram imediatamente centrifugadas e os plasmas armazenados a -80 °C para

posterior analise.

4.8 DETERMINACAO DE B-ALANINA E CARNOSINA MUSCULAR
E B-ALANINA PLASMATICA POR HPLC-ESI*-MS/MS”

Vinte microlitros de plasma foram extraidos em 980 microlitro (uL) de tampao
de extracdo (metanol:acetonitrila:agua 5:3:2 v/v). Os extratos foram vortexados por 10
min (intercalados por periodos de 30 seg) e centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4 °C
(Nemkov et al., 2015). Os sobrenadantes foram armazenados a -80 °C para posterior
analise.

Aproximadamente 3-4 mg de musculo liofilizado foram transformados em po e
desproteinizados com HCIO4 a 0,5 molar (M). Posteriormente, foram vortexados
durante 15 min (intercalados por periodos de 30 seg) e centrifugados a 5.000 g a 4 °C
por 3 min (Dunnett; Harris, 1997). As amostras foram neutralizadas com KHCO3 a 2,1
M, centrifugadas a 5.000 g a 4 °C por 3 min, ¢ os sobrenadantes armazenados a -80 °C
para posterior analise.

Os padrdes e as amostras de plasma e musculo foram quantificados em duplicata
¢ analisados por HPLC-ESI'-MS/MS on-line, utilizando carnosina-d4 (CAR-d4) como

padrdo interno (Carvalho et al., 2018).

* HPLC-ESI*-MS/MS - Cromatografia liquida de alta performance acoplado a ionizagdo de
eletropulverizacao tandem espectrometria de massa; high-performance liquid chromatography coupled
to electrospray ionization tandem mass spectrometry.
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As andlises foram realizadas em um espectrometro de massa triplo quadrupolo
API 6500 (Sciex, Washington D.C., WA), utilizando monitoramento de reagdo
selecionada (SRM). Para injecdo da amostra, foi utilizado um sistema de cromatografia
liquida de alta performance — HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) equipado
com um amostrador automatico (1200 — alto desempenho), um forno de coluna a 45 °C
(1200 G1216B), uma valvula de comutacao de fluxo de alta pressdo automatizada, uma
bomba binaria 1200 SL, uma bomba isocratica Shimadzul0-AVp (Shimadzu, Téquio,
Japdo) e limpeza em duas colunas: coluna Kinetex C18 (100 x 4,6 mm); diametro de
particula de 2,6 uM (Phenomenex, Torrance, CA) e Coluna Kinetex C18 (100 x 2,1
mm); diametro de particula 2,6 uM (Phenomenex, Torrance, CA). A fase movel
consistiu em 5 mM de acetato de amonio pH 5,5 (A) e acetonitrila (B). Antes do uso,
ambas as solucdes foram filtradas através de uma membrana polyvinylidene difluoride
de 0,22 uM (Millipore, Bedford, MA). A condi¢do de separacgao foi: de 0 a 6 min, 10%
de acetonitrila e 150 pL/min; de 6 a 10 min, 10-90% de acetonitrila e 150-300 pL/min;
de 10 a 15 min, 90% de acetonitrila e 300 pL/min; de 15 a 20 min, 90-10% de
acetonitrila e 300-150 puL/min permitindo que a primeira coluna seja reequilibrada até
30 min. Uma valvula de comutagdo de fluxo de alta pressdao composta de 2 posicdes e 6
portas foi inserida entre as duas colunas. A valvula descartou o eluente da primeira
coluna at¢ 3 min de corrida enquanto mantém a segunda coluna suprida com uma
solugdo de agua: acetonitrila (9:1, v/v) a um fluxo constante de 100 pL/min, usando
uma bomba isocratica AVp — Shimadzu 10. Apds 3 min de funcionamento, a valvula
troca a posi¢do, permitindo que o eluente da primeira coluna entre na segunda coluna.
Ap6s eluicdo da segunda coluna, as amostras foram injetadas no espectrometro de
massa. Apds 14 min de corrida, a valvula retorna a posi¢ao inicial, permitindo que
ambas as colunas sejam reequilibradas.

B-alanina e carnosina foram analisadas por ionizag¢do por eletropulverizagdo no
modo positivo, e a detec¢do foi feita usando monitoramento de SRM no espectrdmetro
de massas triplo quadrupolo API 6500. Turbo Ionspray Voltage foi mantido em 5500 V,
cortina de gas a 15 libra-forga por polegada quadrada (psi) e o nebulizador e gas auxiliar
a 50 psi. A temperatura foi ajustada para 500 °C e a pressdo de nitrogénio na célula de
colisdo ajustada para alta. A relagdo sinal/ruido de > 7 foi utilizada como critério de
quantificacdo. As transi¢des sinal/ruido para B-alanina, carnosina ¢ CAR-d4 foram

monitoradas usando um tempo de permanéncia de 150 ms.
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B-alanina ndo foi derivatizada antes da andlise e as transi¢des de SRM
monitoradas foram relacdo massa/carga (m/z) 90 — 72 (transi¢des de quantificacdo),
m/z 90 — 45 e m/z 90 — 30 (transi¢des de confirmacdo). A transi¢do de quantificagdo
m/z 90 — 72 ¢ exclusiva da B-alanina e pode ser usada para diferenciar os isometros o e
B (Parker; Hercules, 1985). As transi¢des de SRM monitoradas para carnosina foram
m/z 227 — 110 (transigdes de quantificacdo) ¢ m/z 227 — 210 (transi¢des de
confirmagdo). As transi¢des de SRM monitoradas para CAR-d4 serdo m/z 231 — 110

(transigdes de quantificagdo) e m/z 231 — 214 (transi¢des de confirmagao).

4.9 ESCALA DE AVALIACAO DE PARESTESIA

A presenca e a intensidade da parestesia foram avaliadas nos seguintes
momentos: antes da ingestdo oral do suplemento, 10, 30, 60, 90, 120, 150 min apds a

ingestao, utilizando uma escala de 0 a 3 adaptada de Lingjaerde et al. (1987) (Figura 2).

ESCALA ADAPTADA DE AVALIACAO DE PARESTESIA

Sensacdes na pele de formigamento dorméncia ou outras sensacdes
desagradaveis

Nao tenho nenhuma parestesia ou nao tenho certeza

0 . )
de que sinto parestesia
1 Parestesia leve, que quase ndo me incomoda
2 Parestesia moderada, que claramente me incomoda

FONTE: adaptado de Lingjerde O et al., 1987.
Figura 2 — Escala adaptada de avaliacao parestesia.
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4.10 AVALIACAO DA INGESTAO DE B-ALANINA NA DIETA

Os participantes preencheram diarios alimentares de 3 dias ndo consecutivos
(dois dias de semana e um dia no final de semana), seguindo as instrugdes de um
nutricionista registrado. A ingestdo de B-alanina por meio do consumo de peixe, aves e

carne foi estimada a partir dos dados de (Jones et al., 2011).

4.11 ESTUDO IN VITRO EM MIOTUBOS DE CELULAS C2CI2
CULTIVADAS

O impacto da insulina na captacdo de [-alanina pelas células do musculo
esquelético foi investigado em condi¢des in vitro. Mioblastos de camundongo (C2C12,
ATCC) (n = 3 pogos por condi¢ao) foram cultivados em condi¢des padrao de cultura de
células em uma atmosfera umedecida 5% COz a 37 °C em meio de crescimento
dulbecco’s modified eagle’s medium com alto teor de glicose (4.500 mg/L),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor e 100 pU/ml!
penicilina/estreptomicina até confluéncia. O meio foi transferido para o meio de
diferenciagdo (dulbecco’s modified eagle’s medium com alta glicose suplementado com
2% de soro de cavalo e 100 pU/ml! de penicilina / estreptomicina) e as células foram
diferenciadas por 6 dias. Em seguida, a [-alanina foi dissolvida em meio de
diferenciagio para uma concentragio final de 350 pmol/L! ou 700 umol/L!. Em um
conjunto de experimentos, a insulina foi adicionada ao meio de diferenciagdo para uma
concentragdo final de 100 wU/ml’!, enquanto em outro conjunto de experimentos,
nenhuma insulina foi adicionada. Para confirmar se o efeito da insulina, se houver, é
mediado por TauT, os mioblastos de camundongo foram diferenciados conforme
descrito acima e, em seguida, tratados com 1 pmol/L™! de hipotaurina (um inibidor de
TauT) por 24 h em meio de diferenciacdo para inibir a captagdao de [B-alanina. Em
seguida, a hipotaurina foi descartada, as células foram lavadas com PBS e incubadas
com uma concentragdo final de 350 ou 700 umol/L™! de B-alanina com ou sem insulina
(100 pU/mI") em meio de diferenciacdio. As células foram entdo incubadas nessas

formulacdes por 24 h sob condigdes padrao de cultura de células. A concentragdo de -
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alanina foi escolhida por estar muito acima do limite de saturagdo de TauT e imitar a
concentragdo plasmatica observada apds a ingestdo oral de alta dose de P-alanina
(Harris; Tallon et al., 2006). A concentragdo de insulina foi escolhida para imitar picos
fisiologicos de insulina apds a ingestdo de uma refeicdo rica em carboidratos (Stegen;
Blancquaert et al., 2013).

Apo0s a conclusao dos experimentos, o meio de cultura foi coletado e as células
lavadas com PBS e lisadas com 2 mL de Triton X-100 a 0,5% em NaCl a 0,2 M. Foram
adicionados cem microlitros de uma soluc¢do de acido 5-sulfossalicilico a 5% contendo
500 umol/L™! de norleucina (padrio interno) e o lisado homogeneizado. Apés incubagio
por 30 min a 4 °C, o lisado foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min a 4 °C, e o
sobrenadante foi coletado e filtrado através de um tubo de filtro de 0,22 pM. As
concentragdes intracelulares de B-alanina foram determinadas pela injecdo de 40 uL do
sobrenadante filtrado por meio de um sistema de troca i6nica de cromatografia liquida

de alta eficiéncia Biochrom 30+ com derivatizagao de fluoraldeido-o-ftaldialdeido.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média = 1 desvio padrao (DP). Analise
de modelos mistos (proc mixed, SAS, versdao 9.3) foi utilizada para comparar o
conteido de P-alanina e carnosina muscular entre as condigdes, assim como as
concentragdes plasmadticas de insulina e B-alanina e as classificacdes de parestesia. Os
participantes foram incluidos como sendo fatores aleatérios e as condi¢des (Al e BI) e o
tempo como fatores fixos. O ajuste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas foi
realizado sempre que um valor F significativo foi obtido. A é4rea sob a curva (AUC) foi
calculada pelo método trapezoidal linear. O nivel de significancia foi estabelecido em p
< 0,05.

No experimento in vitro os dados sdo apresentados como média + DP (com
intervalo de confianca de 95% — IC 95%) e foram analisados no software estatistico
SAS (versao 9.3; SAS Institute, Cary, NC). ANOVA one way foi utilizada para analisar
dados relacionados a incubagio com 350 pmol/L! ou 700 pmol/L! de B-alanina. O
ajuste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas foi realizado sempre que um valor

F significativo foi obtido. A significancia estatistica foi aceita em p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1

Insulina plasmatica:

As concentragdes de insulina plasmatica foram significativamente maiores na
condicdo Al do que na BI (interagdo condi¢ao por tempo: p < 0,0001) em todos os
momentos (pairwise todos p < 0,001), exceto na linha de base (p > 0,999). Uma AUC
significativamente maior foi demonstrada na Al do que na BI (p = 0,004; IC 95% +
117.260 — -6.214). Esses dados confirmam que a técnica de clamp foi capaz de sustentar

a hiperinsulinemia fisiologica durante todo o procedimento (Figura 3).
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Figura 3 — Concentracdes plasmaticas de insulina durante 120 min de infusdo de
intravenosa de insulina (alta insulina — Al) ou insulina em jejum basal (baixa
insulina — BI). Area sob a curva (AUC) (p = 0,004).
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B-alanina plasmatica:

As concentragdes plasmaticas de B-alanina aumentaram rapidamente apods a
ingestdo de P-alanina e tenderam a retornar aos niveis de pré-ingestdo até o final do
periodo de 120 min (efeito principal de tempo: p < 0,0001). Nao foram mostradas
diferencas entre BI e HI (interagdo condi¢do por tempo: p = 0,58; andlise pareada: todos
p > 0,05) e ndo houve diferencas significativas entre as condi¢des para a AUC da B-

alanina (p = 0,23; IC 95% = -935 a -3.070) (Figura 4).

B-alanina Plasmatica
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Figura 4 — Concentracdes plasmaticas de B-alanina durante os 120 min apos a ingestao
de B-alanina, tanto em condi¢des de alta insulina (AI) quanto de baixa
insulina (BI) (grafico a esquerda) e area sob a curva (AUC) em ambas as
condigdes (grafico a direita).

Nao foram mostradas diferengas entre Al e BI em nenhum momento (todos p >

0,05).



44

B-alanina muscular:

A ingestdo de B-alanina resultou em um aumento de ~ 1,5 vezes no contetudo de
B-alanina muscular (efeito principal do tempo: p = 0,0003), sem diferengas
significativas entre Al e BI (efeito principal da condi¢do: p = 0,37; condigdo por

interagdo tempo-tempo: p = 0,32) (Figura 5).

B-alanina Muscular

p=0.37
14+ p=0.009 [0 Antes daingestdo
1 2'l o

p=0.057 [ Depois da ingestdo

Al

Figura 5 — Concentragdes de -alanina medidas em extratos musculares obtidos antes e
apos a ingestao de B-alanina nas condigdes alta insulina (Al) e baixa insulina
(BI).

Os valores de p referem-se a interacdo condi¢do por tempo e comparacdo
pareada ajustada por Tukey-Kraemer versus antes da ingestdo. Dois participantes foram
avaliados por estudo, o que significa que foram realizados 6 experimentos

independentes, totalizando 12 observagdes.

5.2 EXPERIMENTO 2 (IN VITRO)

Concentragio de 350 pmol/L™! de B-alanina:

A incubagdo com 350 umol/L™! de B-alanina levou a um aumento significativo
na concentracdo de -alanina, medida em células lisadas em todas as condi¢des, quando
comparadas ao controle (F = 339,13; todos p < 0,0001). A concentragdo intracelular de
[-alanina foi maior nos mioblastos de camundongos tratados com meio de diferenciacdo

suplementado com B-alanina e insulina do que no meio de diferenciagdo com B-alanina
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e sem insulina (t = -5,56; p = 0,002; IC 95%: -157,96 a -43,93). O tratamento com
hipotaurina resultou em uma concentragdo significativamente menor de B-alanina nas
c€lulas lisadas em comparagdo com as c€lulas que ndo foram tratadas com hipotaurina,
em ambos, tanto auséncia (t = 18,37; p < 0,0001; IC 95%: 246,17 a 360,20) ou presenca
(t=21,01; p < 0,0001; IC 95%: 289,77 a 403,80) de insulina. No entanto, a adi¢do de
insulina ao meio de cultura com hipotaurina resultou em aumento significativo na
concentragdo de P-alanina (t = -3,48; p = 0,008; IC 95%: -114,37 a -0,34) em
comparagdo com as células que foram tratadas com hipotaurina, mas sem insulina

(Figura 6).
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Figura 6 — Concentragdo intracelular de B-alanina determinada em mioblastos lisados
tratados por 24 h com meio de diferenciacdo suplementado com f-alanina
(350 pmol/L!) com ou sem insulina (100 pU/ml ™) apés o tratamento com
hipotaurina (um inibidor de TauT) ou nenhum tratamento.

Legenda: Tukey post-hoc: sem insulina vs. insulina: *p = 0,002; sem insulina vs. sem insulina
+ hipotaurina p < 0,001; insulina vs. insulina + hipotaurina p < 0,001; sem
insulina + hipotaurina vs. insulina + hipotaurina: *p = 0,04. n = 3 por condiggo.

Para referéncia, os valores médios mensurados nas amostras de controle sido
mostrados em linhas pontilhadas. One-way ANOVA: Todas as condigdes sdo

significativamente diferentes do controle (todas p < 0,0001).

Concentragio de 700 pmol/L™! de B-alanina:
A incubagdo com 700 umol/L™! de B-alanina levou a um aumento significativo
na concentracao de B-alanina, medida em células lisadas em todas as condi¢des, quando

comparada ao controle (F = 104,68; todos p < 0,0001). Nao houve diferenga na
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concentragdo intracelular de B-alanina entre os mioblastos de camundongos tratados
com 700 umol/L"! de B-alanina com ou sem insulina (t = -2,56; p = 0,17; IC 95%: -
181,77 a 27,18). O tratamento com hipotaurina resultou em uma concentragao
significativamente menor de [B-alanina nas cé€lulas lisadas em comparagdo com as
células que ndo foram tratadas com hipotaurina, em ambas, tanto na auséncia (t = 8,92;
p = 0,0001; IC 95%: 165,19 a 374,14) ou presenga (t = 9,13; p = 0,0001; IC 95%:
171,75 a 380,71) de insulina. A adi¢do de insulina ao meio de cultura com hipotaurina
ndo resultou em aumento da concentracdo de P-alanina quando comparada ao meio de
cultura com hipotaurina sem insulina (t = -2,34; p = 0,23; IC 95%: -175,20 a 33,75)
(Figura 7).
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Figura 7 — Concentrag¢do intracelular de B-alanina determinada em mioblastos lisados
tratados por 24 h com meio de diferenciagdo suplementado com B-alanina
(700 pumol/L™") com ou sem insulina (100 pU/mL™") apds tratamento com
hipotaurina (um inibidor de TauT) ou nenhum tratamento.

Legenda: Tukey post-hoc: sem insulina vs. sem insulinathipotaurina *p = 0,0001;
insulina vs. insulina + hipotaurina *p = 0,0001. n=3 por condic?o.

Para referéncia, os valores médios medidos nas amostras de controle sdo
mostrados em linhas pontilhadas. ANOVA One-way: Todas as condigdes sao

significativamente diferentes do controle (todas p < 0,0001).
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6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo testar a hipdtese de que a hiperinsulinemia
poderia potencializar a captacdo de B-alanina para o musculo esquelético quando em
concentragcdes sub-saturantes. A suplementacdo realizada foi préxima a ingestdo
dietética diaria de B-alanina de individuos onivoros e mimetiza o fracionamento usual
de suplementagdo, na qual a ingestdio de 800 mg de [-alanina por dose evita a
parestesia. O experimento realizado permitiu um controle rigoroso sobre as
concentracdes de insulina no sangue. Conforme os resultados apresentados no
Experimento 1, os dados fornecem evidéncias de que a hiperinsulinemia ndo aumenta a
captagdo de B-alanina pelas células musculares quando as concentragdes de substrato se
apresentam em um nivel abaixo da satura¢do dos transportadores de -alanina.

Dentre os trés transportadores de B-alanina conhecidos, TauT (SLC6A6), PATI
(SLC36A1) e ATB*" (SLC6A14) (Anderson; Howard et al., 2009), somente os genes
que codificam TauT e PATI sdo expressos no musculo esquelético humano (Everaert;
De Naeyer et al., 2013). O TauT é um transportador dependente de Cl" e Na', na
proporcao de 1:1:2, apresenta alta afinidade e baixa capacidade e realiza o transporte de
B-alanina e taurina através das membranas (Jessen 1994; Anderson; Howard et al.,
2009). Ocasionado pela dependéncia idnica, o TauT realiza um sistema de transporte
ativo secundario, no qual a energia transportada ¢ obtida por meio de um gradiente
eletroquimico de ions de so6dio, mantido pela atividade da bomba de so6dio e potassio
(Han et al., 2006). Ja o PAT] realiza o transporte de aminoacidos zwitteridonicos (dentre
elas a prolina, taurina e B-alanina), ¢ ¢ considerado um transportador de alta capacidade
¢ baixa afinidade, dependente de H' e independente de Na™ (Boll et al., 2002; Chen et
al., 2003). Apesar da independéncia de Na', apresentada pelo transportador PATI,
existem evidéncias que sugerem que o Na" pode estimular a atividade PAT1 (Anderson;
Grenade et al., 2004). Isso indica que a atividade de PAT1 ¢ acoplada a atividade do
trocador Na'/H", devido ao aumento do gradiente de H' realizado pelo trocador Na'/H",
por meio da membrana, otimizando assim a for¢a motriz do PAT1 (Idigo et al., 2006).

Estudos sugerem existir a agdo do hormdnio insulina no estimulo da atividade da
bomba Na'/K'/ATPase, aumentando a afinidade intracelular de Na®, tanto em sapos

usando o m. sartorio (Moore, 1973), quanto em ratos avaliando o m. soleo (Clausen;
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Kohn, 1977). Em experimento utilizando fibroblastos humanos foi observado que a
insulina aumentou a atividade da bomba e o co-transporte de Na"/K"/Cl" aumentando a
Vmax dos transportadores sem alterar seu Km (Longo, 1996). Considerando-se o estimulo
da insulina, tanto na atividade da bomba Na'/K*/ATPase (Rosi¢ et al., 1985; Sweeney;
Klip, 1998; Clausen, 2003), quanto do trocador Na'/H" (Klisic et al., 2002), foi
levantada a hipdtese de que a hiperinsulinemia poderia estimular o transporte de -
alanina no musculo esquelético humano, levando a um incremento no actmulo de
carnosina muscular frente a suplementagdo de P-alanina (Stegen; Blancquaert et al.,
2013). Do ponto de vista pratico, uma maior taxa de conversdao de P-alanina em
carnosina, traria como beneficio a otimiza¢ao da suplementacdo (com maior estoque de
carnosina muscular durante o periodo), bem como redug¢do do tempo necessario para
atingir o incremento de carnosina muscular.

O aprimoramento dos mecanismos de transporte pode ocorrer com o aumento da
Vmax do transportador ou da afinidade entre o transportador e seu substrato (Kwm
diminuido). A maior capacidade de transporte ¢ observada quando as concentracdes de
substrato estdo acima do limite de saturagdo do transportador, enquanto a afinidade
aumentada ¢ observada quando as concentragdes de substrato estdo abaixo da saturagao
do transportador. Previamente, para testar a condigdo de hiperinsulinemia frente a
saturacao do transportador, nosso grupo de pesquisa realizou um experimento em que a
abordagem experimental era essencialmente a mesma deste estudo, no entanto com a
infusio intravenosa de uma elevada dose de B-alanina (0,11 g/kg/min"' por 150 min),
com e sem insulina, sendo a taxa de infusdo de [-alanina praticamente a maxima
toleravel, considerando o grau de parestesia desencadeada (Gongalves et al., 2020).
Conforme os resultados demonstrados no estudo de Gongalves et al. (2020), a elevagao
nas concentra¢des plasmaticas de B-alanina (~ 3000-4000 umol/L™!) certamente excedeu
a capacidade maxima de TauT (cujo Kym € relatado como sendo ~ 100 vezes menor),
mas sugestivamente estava abaixo da saturagdo de PATI1 (cujo Km para um B-
dipeptidemimético ¢ ~ 0 vezes maior) (Frelund et al., 2010). Dessa forma, ¢ improvavel
simular uma condig¢do experimental que permita determinar se a insulina pode aumentar
a capacidade ja elevada do transportador PAT1, mediante ao fato que concentragdes
maiores de B-alanina no plasma ndo teria relevancia pratica por superar qualquer

condicdo fisiologica (Gongalves et al., 2020).
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Embora os efeitos no Vmax de PAT1 permanegam nao testados, a plausibilidade
fisiologica de uma concentracdo tdo alta de [-alanina no plasma ¢ praticamente
inexistente, de modo que tem muito pouca relevancia pratica. A auséncia de efeitos da
insulina na atividade de transporte de PATI1 pode, no entanto, ser ocasionada pela
condi¢do de que em pH intracelular acido (variando de 5,5 a 6,0) o Na' poderia
aumentar a atividade de PAT1 por meio de um gradiente de prétons elevado (Daniel et
al., 1991; Boll et al., 2002; Chen et al., 2003; Iiigo et al., 2006). Como essas condi¢des
de pH intracelular acido nd3o sdo fisiologicas, bem como, ndo sdo observaveis no
musculo em repouso (pH ~ 7,0), especulamos que efeitos na atividade PAT1, nao seria
observavel.

Como nao foram observadas evidéncias do estimulo da insulina no transporte de
B-alanina no experimento com doses supersaturantes ¢ possivel a conclusdo de que a
insulina nao atuaria no aumento do Vmax de TauT ou no Ky de PAT1 (Gongalves et al.,
2020). Contudo, esse resultado, ndo descartou a possibilidade da insulina incrementar o
transporte de B-alanina em concentragdes abaixo da saturacdo do TauT, surgindo entdo
a hipdtese deste estudo, de que a insulina poderia aumentar a afinidade entre a -alanina
e o TauT, diminuindo assim o seu Km. No entanto, os resultados encontrados sugerem
que a insulina ndo atue na reducao do Km de TauT.

Coletivamente, os resultados tanto deste estudo com suplementacdo em dose
usual de B-alanina, quanto do realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizando
concentragdes saturantes demonstram a falta de efeito da insulina no transporte de (-
alanina. Todavia, nossos resultados divergem dos encontrados por Stegen, Blancquaert
et al. (2013), que mostraram que a suplementagdo de 4 doses didrias de 800 mg de f-
alanina (3,2 g/d!) durante 46 dias elevou significativamente a concentracio de
carnosina muscular no grupo que suplementou [-alanina juntamente as refei¢des
quando comparado ao grupo que consumiu B-alanina entre as refeicdes. Embora este
estudo ndo tenha sido desenhado para avaliar diretamente o transporte de -alanina ou
os efeitos da insulina, o aumento da acumulagdo de carnosina muscular levou a sugestao
de que a insulina poderia estimular o transporte de [-alanina para o musculo
esquelético. Apesar disso, esse efeito foi demonstrado apenas no m. soleus € nao no m.
gastrocnemius.

Uma suposta explicacdo para os achados de Stegen, Blancquaert et al. (2013) ¢

que, em vez de um efeito de hiperinsulinemia, a ingestdo de alimentos pode ter
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aumentado a disponibilidade de substratos para as enzimas que degradam a [-alanina
(4-aminobutirato-2-oxoglutarato transaminase e alanina-glioxilato transaminase), o que
aumentaria a competicdo pelo local de ligacdo das enzimas, resultando em maior
disponibilidade de [-alanina para sintetizar carnosina. Essa hipdtese, no entanto, €
apenas especulativa e requer confirmacdo experimental. Dessa forma, frente aos dados
contrastantes observados entre os estudos, realizamos um estudo in vitro com
mioblastos de camundongos cultivados, com o controle das concentragdes de B-alanina
e insulina para tentar compreender os mecanismos envolvidos na acao da insulina no
transporte de B-alanina para as células musculares.

Este estudo realizado por meio de um modelo experimental in vitro mostrou que
a insulina ndo aumenta o transporte de P-alanina quando as concentragdes de B-alanina
(700 pmol/L™") estdo acima do Vmax de TauT, indicando que a insulina nio estimula o
aumento do transporte de P-alanina para a células musculares quando o TauT estd
saturado, confirmando os resultados encontrados em humanos com infusdo
suprafisioldgica de B-alanina (Gongalves et al., 2020). No entanto, em concentracdes
subsaturantes de P-alanina (350 umol/L™), as condi¢des in vitro demonstraram efeito
significativo da insulina no aumento do transporte de -alanina, tanto na presenga ou
auséncia de hipotaurina. Um ponto importante a se observar ¢ que em ambas
concentragdes, tanto 350 quanto 700 umol/L"!, apesar do tratamento com hipotaurina ter
resultado em menores concentragdes de f-alanina, ndo houve a inibi¢do da entrada do
aminodcido. Um dos fatores a ser considerado ¢ que a hipotaurina ¢ um inibidor
competitivo, o que pode ndo excluir a agdo do TauT no transporte, mas apenas reduzir a
afinidade (Km aumentado), competindo pelo sitio. Pode-se supor que as evidéncias na
acdo da insulina na concentra¢io de 350 pmol/L™! de B-alanina, tenham relagdo com a
capacidade da insulina em estimular o influxo de Na', o qual eleva a atividade da
Na'/K'/ATPase, aumentando o cotransporte de substincias para o meio intracelular.
Estudos in vitro t€m mostrado a a¢ao da insulina tanto o estimulo da atividade da bomba
por elevar a afinidade do Na' intracelular, quanto sua a¢do no aumento da Vmax.
(Marette et al., 1993; Sweeney; Klip, 1998; Clausen, 2003).

Por outro lado, apesar de o TauT ser considerado o principal transportador, o
PAT1 também pode exercer papel importante. A atividade do PATI esta ligada ao
trocador Na™/H", em funcdo de sua dependéncia de ions de H, e apesar de ele ser um

transportador de baixa afinidade, podemos hipotetizar um aumento em sua agdo
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ocasionado pela insulina, considerando-se que ¢ descrito que este hormonio estimula o
trocador Na'/H" de maneira dependente de tempo e da concentragdo (Klisic et al.,
2002).

Embora a insulina tenha apresentado resultado significante com a concentracao
de 350 umol/L! de B-alanina no modelo in vitro, existe uma limitagdo a ser considerada,
de que as células de camundongos cultivadas podem apresentar comportamentos
diferentes em relagdo as células musculares esqueléticas humanas que trabalham em um
sistema integrado, além do fato de que variagdes entre valores de Ky € Vmax, ocorrem
entre diferentes tipos celulares e fases de maturagdo. Essa limitagdo, se soma a
divergéncia entre o tempo de incubagdo das células (24 h) e o tempo no experimento
realizado em humanos que foi de 2 h, entre a ingestdo do suplemento e a bidpsia
muscular, logo, considerando-se a importancia do fator tempo na agdo da insulina
(Klisic et al., 2002) e a possibilidade de que ao longo das 24 h a progressiva utilizagao
do substrato (B-alanina) pode ter permitido um periodo em que os transportadores nao
se encontravam saturados pode ser uma possivel explicagdo para o resultado
encontrado. Dessa forma ainda existe uma lacuna a ser elucidada e mais estudos sdo
necessarios para caracterizar com precisdo os papéis especificos de TauT e PATI na

captacao de B-alanina muscular.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que apesar da condicdo de hiperinsulinemia ter
apresentado resultado significativo no aumento da captagcdo de B-alanina (concentragdo
de 350 pmol/L™") no modelo in vitro, quando testada em humanos, nio demonstrou

estimular o aumento do transporte de B-alanina para o musculo esquelético.
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