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RESUMO

Extratos fitoterapicos de Panax ginseng (P. ginseng) e Angelica keiskei (A. keiskei)
demonstram potencial ergogénico, promovendo redug¢ao da fadiga com atuagéo cronica no
aumento do conteudo mitocondrial. A melatonina também se destaca por melhorar a
funcdo mitocondrial e o metabolismo energético de modo agudo, ambos interessantes no
exercicio de Endurance. Este estudo analisou o efeito ergogénico do extrato padronizado
de A. Keiskei e P. ginseng (fitoterapico) e melatonina, verificando se a associagéo dessas
drogas melhora o desempenho em comparag¢ao com o uso isolado. Os experimentos estdo
dispostos em duas etapas. O experimento |, investigou os efeitos do extrato fitoterapico de
A. Keiskei e P. ginseng em marcadores teciduais e séricos, sem a influéncia do exercicio.
O experimento Il avaliou a ergogenicidade do fitoterapico e melatonina, e a associagéo de
ambos. Foram utilizados 60 ratos Wistar, com 45 dias de idade: 1) dois grupos de animais
nao exercitados: grupo controle (CT) e grupo fitoterapico (FIT); e 2) quatro grupos de
animais exercitados: controle exercitado (CTEX), fitoterapico exercitado (FEx), melatonina
exercitado (MEX) e fitoterapico + melatonina exercitado (FMEXx). No experimento |, realizou-
se por 21 dias via gavagem orogastrica a administragao do fitoterapico (FIT) ou solucéo
veiculo (CT) aos 90 dias de idade, seguido pela eutanasia aos 111 dias de idade. No
experimento Il, houve a familiarizagcao aquatica aos 76 dias de idade e o Teste de Carga
Critica em exercicio de natagao (TCC) aos 86 dias de idade. Aos 90 dias de idade, iniciou-
se a administracdo de fitoterapico (FEx e FMEX) ou solu¢do veiculo (CTEx e MEX).
Posteriormente aos 111 dias de idade realizou-se a administracdo de melatonina (MEx e
FMEX) ou solucao veiculo (CTEx e FEX) via intraperitoneal 30 minutos antes da realizagao
do Teste de Tempo Limite (flim) a 90% da intensidade de carga critica (iCC), seguido de
eutanasia para coleta de materiais biolégicos (sangue, tecidos musculares esqueléticos e
hepatico), para as analises sérica, de glicogénio e triglicerideos intramuscular e hepatico.
Estabeleceu-se nivel de significancia estatistica de 5%. No experimento |, a administragéo
do fitoterapico n&o alterou os niveis de glicose e triglicerideos, mas aumentou o glicogénio
no gastrocnémio branco e reduziu no gluteo maximo e figado. Nos triglicerideos, houve
diminuicdo apenas no gastrocnémio vermelho. No TCC, ndo houve diferenga entre os
grupos nos parametros: carga vs tempo e iCC. No experimento Il, A melatonina e
fitoterapico isolados aumentaram o tempo de nado no flim. A melatonina aumentou a
glicose e diminuiu o glicogénio nos musculos gastrocnémio branco e séleo. Enquanto
fitoterapico diminuiu os triglicerideos sérico, no figado e nos musculos gastrocnémico
branco, vermelho, também reduziu o conteudo de glicogénio nos musculos gastrocnémico
branco, vermelho e séleo. A administracdo da associagédo resultou em aumento no tlim
(FMEx > CTEXx), elevou a glicose em relagao aos grupos CTEX/FExX/MEx e reduziu o
conteudo de glicogénio dos tecidos gastrocnémio branco e vermelho (FMEx < CTEX).
Conclui-se que a administracdo de melatonina e fitoterapico causaram ergogenia com
efeito somatério quando associados, ambos os compostos modularam de forma distinta o
consumo dos substratos energéticos.

Palavras-chave: ergogenia; carga critica; substratos energéticos;



ABSTRACT

Herbal extracts of Panax ginseng (P. ginseng) and Angelica keiskei (A. keiskei)
demonstrate ergogenic potential, promoting fatigue reduction with a chronic effect on
increasing mitochondrial content. Melatonin also stands out for its ability to improve
mitochondrial function and energy metabolism acutely, both of which are beneficial in
endurance exercise. This study analyzed the ergogenic effect of a standardized herbal
extract of A. keiskei and P. ginseng, as well as melatonin, to determine whether the
combination of these substances improves performance compared to their use alone. The
experiments were divided into two phases. Experiment | investigated the effects of the
herbal extract of A. keiskei and P. ginseng on tissue and serum markers, without the
influence of exercise. Experiment Il evaluated the ergogenicity of the herbal extract and
melatonin, as well as their combination. Sixty 45-day-old Wistar rats were used: 1) two
groups of non-exercised animals: control group (CT) and herbal group (FIT); and 2) four
groups of exercised animals: exercised control (CTEX), exercised herbal (FEXx), exercised
melatonin (MEXx), and exercised herbal extract + melatonin (FMEX). In experiment |, the
administration of the herbal extract (FIT) or vehicle solution (CT) was performed via
orogastric gavage for 21 days at 90 days of age, followed by euthanasia at 111 days of age.
In experiment Il, aquatic familiarization took place at 76 days of age, and the Critical Load
Test in swimming exercise (CLT) at 86 days of age. At 90 days of age, the administration
of herbal extract (FEx and FMEX) or vehicle solution (CTEx and MEx) began. At 111 days
of age, melatonin (MEx and FMEXx) or vehicle solution (CTEx and FEx) was administered
intraperitoneally 30 minutes before the Time Limit Test (flim) at 90% of the critical load
intensity (iCC). This was followed by euthanasia for the collection of biological materials
(blood, skeletal muscle tissue, and liver) for serum, intramuscular, and hepatic glycogen
and triglyceride analyses. The level of statistical significance was set at 5%. In experiment
I, the administration of the herbal medicine did not alter glucose and triglyceride levels, but
increased glycogen in the white gastrocnemius and reduced it in the gluteus maximus and
liver. Triglycerides decreased only in the red gastrocnemius. In the TCC, there was no
difference between the groups in the parameters: load vs. time and iCC. In experiment |l,
melatonin, and herbal medicine alone increased swimming time in the flim. Melatonin
increased glucose and decreased glycogen in the white gastrocnemius and soleus muscles.
While the herbal medicine decreased serum triglycerides in the liver, white gastrocnemius,
and red gastrocnemius muscles, it also reduced glycogen content in the white
gastrocnemius, red gastrocnemius, and soleus muscles. Administration of the combination
resulted in an increase in tim (FMEx > CTEXx), increased glucose compared to the
CTEX/FEx/MEXx groups, and reduced glycogen content in the white and red gastrocnemius
tissues (FMEx < CTEX). It is concluded that the administration of melatonin and herbal
medicine caused ergogenicity with a cumulative effect when combined, with both
compounds modulating the consumption of energy substrates differently.

Keywords: ergogenic; critical load; energy substrates.
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1 INTRODUGAO

Na fisiologia do exercicio os recursos ergogénicos sao definidos como uma
técnica ou substancia usada com o intuito para promover melhoria do desempenho
e da performance nos mais diferentes tipos de exercicios, sendo estes recursos
classificados como psicolégicos, nutricionais, farmacolégicos ou fisiolégicos
(THEIN et al., 1995). Alguns ergogénicos promovem uma melhor captagdo dos
substratos energéticos como glicose, glicogénio e triglicerideos, enquanto outros
dispdem de maiores estoques destes substratos, consequentemente levando a um
aumento na tolerancia ao esforgo em exercicios extenuantes (LIMA-SILVA et al.,
2007).

Durante o exercicio fisico, a mitocéndria apresenta notéria importéncia na
producao de energia, devido ao seu papel fundamental na produgcéo de adenosina
trifosfato (ATP). Tal organela realiza o processo de biogénese mitocondrial
caracterizado pelo aumento na funcionalidade e quantidade de mitocéndrias, sendo
este provocado por inumeros fatores, dois deles: o exercicio fisico e 0 uso de
recursos ergogénicos (BHATTI et al, 2017; JORNAYVAZ e SHULMAN, 2010).

Segundo Jornayvaz e Shulman (2010) as proteinas que se encontram nas
mitocdndrias sao resultantes da codificacdo tanto do genoma nuclear quanto do
genoma mitocondrial, sendo o DNA mitocondrial (mtDNA) uma molécula
responsavel pela codificacdo das subunidades dos complexos da cadeia
respiratoria de elétrons |, 1ll, IV e V. De acordo com Rius-Pérez (2020) os genes
mitocondriais e nucleares envolvidos na biogénese mitocondrial s&do mediados
principalmente pela ativacdo do Coativador-receptor ativado por proliferador de
peroxissoma (PGC-1a) regulador chave da biogénese mitocondrial, fosforilagdo
oxidativa e defesa antioxidante, que mantem a homeostase metabdlica. Esta
proteina leva a ativagcdo de multiplos fatores de transcri¢cdo, incluindo a fatores
respiratérios nucleares (NRF-1 e 2), receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPARs), fator A de transcricdo mitocondrial (ffam) e receptor alfa
relacionado ao estrogénio (ERRa), para elevar a transcrigdo de genes relacionados
a biogénese mitocondrial e respectivas fungdes (VENTURA-CLAPIER et al., 2008;
PEREIRA, 2015; RIUS-PEREZ 2020). Por sua vez, os NRF-1 e NRF-2 levam ao
aumento da transcrigdo de enzimas mitocondriais essenciais, que parecem interagir

com tfam, que desencadeia a transcricdo e replicacdo do mtDNA (RIUS-PEREZ et



17

al., 2020; PEREIRA, 2015). Por fim, a PGC-1a induz respiragao e biogénese
mitocondrial no tecido muscular por uma indugao de proteina de desacoplamento
mitocondrial 2 (UCP-2) e indugéo da expressao dos genes NRF-1 e NRF-2 (RIUS-
PEREZ et al., 2020; VENTURA-CLAPIER et al., 2008; JORNAYVAZ e SHULMAN,
2010; KANG e JI, 2012). Em suma, o aumento destes fatores de transcricdo
ocasiona o surgimento de novas organelas mitocondriais funcionais, que por sua
vez possuem maior capacidade de fosforilagao oxidativa, refletindo em maior aporte
bioenergético, papel fundamental para o exercicio, uma vez que a manutengéo do
mesmo por longos periodos demandam muita ressintese de adenosina trifosfato
(RIUS-PEREZ et al., 2020; PEREIRA, 2015). Assim, o processo de biogénese
auxilia no aumento de mitocéndrias funcionais e consequentemente no aumento da
producdo de energia, logo na melhora da capacidade de utilizagdo de oxigénio e
eficiéncia do exercicio (PEREIRA, 2015).

Nao bastante, com a elevada demanda metabdlica provocada pelo
exercicio, principalmente aqueles de longa duragéo e intensidade proxima ao limite
superior do dominio pesado (GAESSER e POOLE, 1996) o uso de recursos
ergogénicos tem se tornado pratica recorrente. Diante disso, alguns compostos
fitoterapicos tém se mostrado promissores dentro do fendmeno fisiolégico que se
apresenta (ergogenia) podendo atuar nas mitocdndrias. Dentre estes o Panax
ginseng (P. ginseng) e Angelica keiskei (A. keiskei) tem denotado tamanha atengéo
cientifica. O P. ginseng é usado como ténico ha milénios na Medicina Tradicional
asiatica (HYUN et al., 2022), os ginsenosideos sao os principais compostos ativos.
A maior parte dos estudos voltados para as propriedades farmacologicas e
terapéuticas dessa planta se concentrou nos ginsenosideos, como Rb1, Rg1, Rg3,
Re e Rd (KIM et al., 2017). Atualmente ha varios suplementos de P. ginseng no
mercado, conhecidos por aumentar os niveis de energia (por meio do aumento de
PGC-1a, NRF-1, AMPK e Citocromo-C levando a um aumento na oxidagao de
acidos graxos), aliviar o estresse, melhorar o desempenho atlético e as fungdes do
sistema imunoldgico, controlar os niveis de agucar no sangue (por meio da maior
translocacédo de GLUT-4 para a membrana), melhorar as fungbes mentais e
promover o bem-estar geral (BACH et al., 2016; LEE et al., 2015). Bach et al. (2016)
encontrou resultados significativos que corroboram com a hipotese de que esta

planta atua na redugdo da fadiga, porém no que se refere ao aumento da
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performance fisica, este estudo ndo achou evidéncias suficientes para comprovar
o efeito.

Por sua vez, a Angelica keiskei (ashitaba) € uma planta nativa do Japao (KIL
et al., 2017), composta principalmente por chalconas (cetonas a, B-insaturadas),
tém diversos derivados como intermediarios na biossintese de flavonoides
bioativos. Ainda que os componentes ativos da Angelica keiskei nao sejam
exatamente conhecidos, estudos fitoquimicos resultaram na identificacdo de mais
de 100 substancias, como chalconas, cumarinas e flavononas (KIL et al., 2017).
Estes compostos possuem grande capacidade antioxidante que auxiliam
minimizando o estresse oxidativo e atenuando os danos ocasionados por radicais
livres nas células e tecidos (SISWANTO et al., 2024). A expressao de enzimas
antioxidantes diminuiu o nivel de colesterol no figado e potencializou a absorgéo de
luteolina (KIM et al., 2012). Observou-se um aumento na expressao de genes
associados a Poxidagao de acidos graxos, bem como a uma elevagdo na
fosforilacdo da AMPK em tecidos adiposo e hepatico, o que resulta em uma menor
acumulacao de gordura e colesterol no plasma (ZHANG, 2015; KIL et al., 2017).
Esta planta, também é conhecida pela sua fungdo no metabolismo glicémico e
lipidico, através de uma maior translocacdo de GLUT-4 na membrana de células
do musculo esquelético (KAWABATA et al., 2011).

Considerando os efeitos destes dois fitoterapicos, Kim et al., (2017) buscou
associar ambos os compostos (proporg¢ao de 1:1), e observou que houve melhora
no desempenho dos animais que receberam a associacdo comparados a
administracao isolada de cada composto (P. ginseng e A. keiskei). Neste mesmo
estudo (KIM et al., 2017), observou que a associagao promoveu maior atividade
enzimatica de Catalase e da Glutationa peroxidase, bem como maiores
quantidades de PGC-1a, NRF-1 e AMPK, intimamente relacionados a funcao
mitocondrial. Esse fendmeno promove a biogénese mitocondrial, essencial para a
geragao de energia, a qual favorece a gasto cal6rico e reduz o acumulo de gordura,
podendo assim amenizar processos inflamatérios devido a sua acado antioxidante
(KIM et al., 2017). Ainda ha poucos estudos na literatura sobre esta associacao
fitoterapica no contexto ergogénico, visto que estes achados suscitam a agao
sinérgica destes compostos, ocasionando efeitos diversos. Assim, considera-se

relevante o estudo dos efeitos dessa droga sobre os paréametros fisiolégicos.
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Neste viés, quando o assunto € ergogenia, estudos recentes constataram
que dentre os inumeros recursos ergogénicos, a melatonina (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) — molécula indol anfifilico (AMARAL et al., 2019), apresenta
efeito ergogénico em modelo animal (BECK et al., 2015A, 2016). Sintetizada
principalmente na glandula pineal a partir do aminoacido triptofano, esta molécula
exerce sua fungao primaria na regulagao do ritmo circadiano (temperatura corporal
e ciclo sono-vigilia) (REITER et al., 2010; ROSS et al.,, 2013). Este hormdnio
também é capaz de exercer outras fungdes além da regulagéo do ciclo sono-vigilia
como efeitos antioxidantes (REITER et al., 2016; GALANO et al., 2018; TAN et al.,
2002; CHITIMUS et al., 2020; KRUK et al., 2021), anti-inflamatérios (MAURIZ et al.,
2013) e alteragdes no metabolismo energético (FARIA et al., 2022; MANCHESTER
et al., 2015), utilizada também no tratamento de diabetes, obesidade e doengas
neuroldgicas. Diante de todo o exposto, seu efeito ergogénico vem sendo atribuido
aos seus efeitos antioxidantes (TAN et al., 2002; BERZOZA et al., 2024), sua
capacidade de causar alteragdes no metabolismo energético (FARIA et al., 2022),
aumentar a atividade dos complexos | e IV da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2001; MARTIN et al., 2000; REITER
et al., 2017), e também da capacidade de promover a neutralizacdo do estresse
oxidativo induzido pelo exercicio (BERZOZA et al., 2024).

Do ponto de vista fisiolégico, a atuagado desse hormdnio se da por meio da
ativacado de dois receptores transmembrana, denominados MT1 e MT2, situados
nos musculos, presentes no sarcolema, citosol (quinona redutase 2 ou MT3 e
nucleo (ROR/RZR) (MA et al., 2021; HA et al.,, 2006; NOSJEAN et al., 2001;
KOJETIN e al., 2014) e em diversos 6rgaos periféricos. Esses receptores estdo
acoplados a proteinas Ga i/o; dessa forma, a inibicdo da adenilato ciclase e a
diminuicdo dos niveis intracelulares do segundo mensageiro AMPc figuram entre
as vias de sinalizagao frequentemente associadas a melatonina (REITER et al.,
2021) e a regulagao dos canais i6nicos (TAROCCO et al., 2020). A melatonina
melhora a fungao mitocondrial aumentando a eficiéncia da cadeia de transporte de
elétrons e, consequentemente, da produgédo de ATP (ACUNA-CASTROVIEJO et
al., 2011; MANCHESTER et al., 2015). Do mesmo modo, a melatonina ocasiona a
diminuicdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), reduzindo o
estresse oxidativo e os danos mitocondriais (TAN et al. 2016). Ademais, essa

molécula estimula a biogénese mitocondrial em tecidos metabolicamente ativos,
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como musculos e cérebro (REITER et al., 2021; MA et al., 2021). Suas fungdes no
metabolismo energético se dao através do metabolismo de glicose (aumentando a
sensibilidade a insulina) com o aprimoramento da captagéo nos tecidos periféricos
como hepatico e muscular (MAZEPA et al., 1999), aumentando transportadores de
glicose como GLUT4 (FARIA et al., 2021), no metabolismo lipidico ocorre lipdlise
no tecido adiposo que acarretam a liberagéo de acidos graxos para serem utilizados
como fonte de energia, ademais ao intensificar a atuagdo das enzimas que
possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias no figado acarreta a
reducdo dos niveis de triglicerideos (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2005).

Ambas as drogas se mostram relevantes para o metabolismo oxidativo,
muito utilizado em exercicios de longa duracédo (endurance). Visto isso, ha a
necessidade de utilizar métodos para avaliar a performance neste tipo de exercicio
como o Teste de Tempo Limite (flim) (DE ARAUJO et al., 2010). Entretanto para a
realizacdo deste teste se faz necessario outro método de avaliacdo para
determinacao de intensidade do exercicio individualmente, tais como os testes de
Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) — protocolo padréo ouro que estima o
Limiar Anaerdbio (LAN); Teste Incremental — estima o limiar metabdlico através do
sangue; Teste de Carga Critica (TCC) — estima a intensidade de carga critica e a
capacidade de trabalho anaerdébio através da relagao carga vs tempo (MANCHADO
et al., 2005; GOBATTO et al., 2001); Dentre estes, o TCC, modelo de avaliagéo
adaptado por Gobatto et al.,, (2013) a partir da avaliagcdo de Poténcia Critica
elaborado por Monod e Scherrer (1965). Este teste permite determinar a
intensidade do esfor¢o individualmente conforme a massa corporal do animal
(GOBATTO et al.,, 2013). Assim, também é possivel definir as intensidades
correspondentes aos dominios de intensidade (GAESSER e POOLE, 1996;
PEJON, 2020). Geralmente o TCC superestima o segundo limiar metabdlico (MFEL
ou LAn) (CASTOLDI et al.,, 2020). Além dos testes para a determinacdo de
intensidades de esfor¢co correspondentes a limiares metabdlicos ou dominios de
intensidade, o teste de tlim também se caracteriza por ser um teste nao invasivo,
onde o animal realiza um esforgco constante que pode ser mantido em exercicio
realizado a 90% da iCC até a exaustdo, assim a capacidade de desempenho é
medida pelo tempo do nado realizado (FARIA, 2021; FERNANDES e VILAS-BOAS,
2012).

Apesar de a literatura apresentar algumas informacdes especificas sobre
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cada componente e seus eventuais efeitos ergogénicos, a associacao de ambas as
drogas também parece ser relevante, visto seus efeitos fisioldégicos. Enquanto o
fitoterapico parece atuar de forma crénica (aumentando conteudo mitocondrial)
(KIM et al., 2017), a melatonina parece otimizar o funcionamento das estruturas
mitocondriais existentes (MARTIN et al., 2000) de forma mais aguda (FARIA, 2021).
Assim, ha necessidade de estudos que comparem os efeitos de cada componente
e 0s associe, sob a finalidade de verificar se tal somagédo causaria efeito
potencializador sobre a performance fisica. Quando conduzida sob prescricao
individual de esfor¢go em intensidade préxima do limite superior do dominio pesado
(GAESSER e POOLE, 1996).

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da administragcao do extrato padronizado de A. Keiskei +
P. Ginseng e de melatonina, associados ou isolados, sobre a performance fisica e

parametros do metabolismo energético a nivel sérico e tecidual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os efeitos ergogénicos da melatonina e do extrato de A. Keiskei + P.
Ginseng no exercicio exaustivo realizado no limite superior do dominio intenso a
90% da iCC;

- Verificar os efeitos da melatonina e do extrato de A. Keiskei + P. Ginseng sobre o
glicogénio e triglicerideos dos musculos esqueléticos gluteo maximo, gastrocnémio
(branco e vermelho) e s6leo, além de tecido hepatico;

- Analisar os efeitos da associacdo da melatonina e do extrato de A. Keiskei + P.
Ginseng sobre o conteudo de glicose e triglicerideos sérico; de glicogénio muscular
e hepatico, triglicerideos intramuscular e hepatico;

- Determinar os efeitos do extrato de A. Keiskei + P. Ginseng sobre o contudo de
triglicerideos e glicogénio dos musculos esqueléticos: gluteo maximo, gastrocnémio
(branco e vermelho) e sdleo; e sobre o tecido hepatico;

- Analisar os efeitos do extrato de A. Keiskei + P. Ginseng sobre o conteudo de
glicose e triglicerideos sérico.
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3 HIPOTESE

A administracdo isolada de melatonina e extrato de A. Keiskei + P. Ginseng
promovera maiores tempos de nado nos animais em relagcdo aos animais que
receberao solugao veiculo.

A administragcdo associada de melatonina e extrato de A. Keiskei + P.

Ginseng, promovera tempos de nado superiores as demais administragoes.

4 MATERIAIS E METODOS

A presente dissertacdo apresenta os experimentos em duas etapas. A
primeira etapa refere-se ao experimento |, que investigou os efeitos do extrato de
A. Keiskei + P. Ginseng em marcadores teciduais e séricos, sem a influéncia do
exercicio. Ja o experimento Il foi empregado para verificagdo da ergogenia do

extrato de A. Keiskei + P. Ginseng e melatonina, e a associagao das duas drogas.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos albinos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), com 45 dias de idade, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), que ficaram alojados no biotério do
Laboratorio de Fisiologia Endocrina e Exercicio Fisico (LAFEEX), localizado no
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da UFSCar. Os ratos ficaram
dispostos em gaiolas, (comprimento 40 cm, largura 40 cm e altura 20 cm) contendo
no maximo 5 animais/gaiola mantidos em condi¢gdes controladas de temperatura
(22 £ 2 °C) e ciclo de luz 12/12h, (luzes acesas das 3:00 as 15:00 horas), com agua
e racao “ad libitum”. O experimento teve inicio apds a aprovacao do Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo N° 3976140623.

4.2 EXPERIMENTO |

4.2.1 Desenho Experimental

20 animais foram divididos em dois grupos: 10 animais para o grupo controle
(CT) e 10 no grupo fitoterapico (FIT). Aos 45 dias de idade os animais chegaram
ao biotério, previamente preparado para o acolhimento visando atender as
condi¢cbes ambientais. Aos 90 dias de idade o grupo FIT recebeu a administragao
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de solugao do extrato padronizado de A. Keiskei + P. ginseng e o grupo CT recebeu
solugdo veiculo, por 21 dias. Ao final, houve eutanasia e coleta dos materiais

biolégicos dos animais aos 111 dias de idade (figura 1).

20 ANIMAIS
45 CHEGADA DOS
DIAS DE IDADE ANIMAIS
| ~—  SOLUGAO VEICULO
90-110 ADMINISTRLACAO - cT
DIAS DE IDADE DE SOLUCOES
I - EXTRATO DE
A. keiskei + P. ginseng
111 , l
DIAS DE IDADE AL

FIT

Figura 1. Desenho experimental experimento |I. CT: grupo controle; FIT: grupo fitoterapico.
Fonte: Proprio autor

4.2.2 Aplicagcao do Extrato Padronizado de Angelica keiskei e Panax ginseng

O extrato padronizado de Angelica keiskei (A. keiskei) e Panax ginseng (P.
ginseng) (nome comercial Mitocondrin®, que possui tripla padronizagdo em 8% de
chalconas, 10% de flavanonas e 0,9% de ginsenosideos Rb1, Rg1, Rg3) sdo
compostos fitoterapicos que foram disponibilizados pela empresa Florien
Fitoativos®.

Para a preparagao da solugao os compostos foram solubilizados em solugao
salina e armazenados em frasco ambar ou frasco envolto por papel aluminio,
previamente a aplicagéo via gavagem orogastrica. Os animais do grupo FIT foram
tratados com 15 mg/Kg de A. keiskei + 15 mg/Kg de P. ginseng e os animais do
grupo CT houve a administragdo de solugéo veiculo de mesmo volume (NaCl
0,9%), por 21 dias consecutivos, sempre no inicio do periodo de vigilia. Houve a
mensuracido da massa corporal dos animais semanalmente para adequacao da

dose.
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4.2.3 Eutanasia e coleta de materiais biolégicos
4.2.3.1 Eutanasia

A eutanasia foi realizada por meio da técnica de decapitagdo, método este
que pode ser usado de acordo com a American Veterinary Medical Association
(AVMA — Guidelines for the Euthanasia of Animals) para as caracteristicas dessa
pesquisa.

Foram coletados os tecidos musculares esqueléticos (ME) (soleo,
gastrocnémios e gluteo maximo direito e esquerdo) e figado — extraidos e
armazenados em tubos de plastico de 1,5 ml para analise de triacilglicerol e
armazenados em tubos de ensaio contendo 1 ml de hidréxido de potassio (KOH
30%) no freezer a -20°C para analise do glicogénio; sangue — aliquota de
aproximadamente 5,0 ml de sangue, inicialmente armazenada em tubos plasticos,

para posterior analise sérica de glicose e triacilglicerol.

4.2.3.2 Analise sérica

Para anadlise sérica de glicose e ftriglicérides, foi coletada aliquota de
aproximadamente 5 ml de sangue apds a eutanasia. Essa aliquota permaneceu em
repouso por cerca de 15 minutos sobre o gelo e foi centrifugada por 15 minutos a
3.000 RPM com temperatura de aproximadamente 10°C, foi aliquotado 400 pl de
soro em tubos plasticos de 2 ml e armazenado a -20°C. Tais aliquotas foram
utilizadas para a determinagao das concentragdes séricas de glicose e triglicérides,
utilizando kit comercial (empresa LaborLab), seguindo as instru¢des do fabricante.
Para a leitura em espectrofotémetro (SpectraMax i3, Molecular Devices; San José,
CA, USA), foram utilizadas as amostras apos o ciclo de descongelamento, estas
também foram levadas ao agitador de tubos e em seguida foi pipetado 3 ul da
amostra em microplacas de quartzo 96 pocos e 300 pl de reagente do Kit comercial
(empresa LaborLab), manteve-se em temperatura ambiente por 25 minutos e em
seguida foram submetidas a leitura em espectrofotdbmetro a 505nm. Foram
utilizadas apenas amostras em ciclo anterior de descongelamento sem evidéncias

de hemolise.

4.2.3.3 Glicogénio

Apds a eutanasia houve a coleta de 200 a 250 mg do tecido muscular
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esquelético (gluteo maximo, gastrocnémio vermelho e branco) e 500 mg do figado,
que foram imediatamente armazenados no freezer (-20°C) com hidroxido de
potassio (KOH; 30%).

Para determinacdo do conteudo de glicogénio seguiu-se o protocolo de
Dubois et al. (1956) (ver figura 2). Seguidamente a retirada dos tubos de ensaio
com as amostras do freezer (-20°C), estes foram alocados em estantes de ago inox
e colocados em banho-maria a uma temperatura de 85°C por 4 minutos para
concluir a digestédo do tecido. Em seguida, as amostras receberam a adi¢ao de 0,1
ml solucéo saturada de sulfato de sédio (Na2SO4) em banho-maria por 2 minutos,
em seguida levadas ao agitador (vortex) antes de retornarem ao banho-maria por
mais 1 minuto adicionado 3 ml de alcool bidestilado 70%, com a finalidade de
ocasionar a precipitacdo do glicogénio e em seguida levadas a centrifuga por 5
minutos a 2000 RPM. Imediatamente apods, realizou-se o descarte do
sobrenadante, havendo a repeticio dos mesmos passos citados acima,
acrescentando 1 ml de agua destilada quente e na sequéncia retornando ao
agitador. Posteriormente foram adicionados 3 ml de alcool bidestilado 70% e levado
novamente ao banho-maria e a centrifuga. Depois do ultimo descarte do
sobrenadante ha a adicdo de 5 ml de agua destilada quente e as amostras foram
levadas ao agitador de tubos, esta solugao final € o produto utilizado na técnica de
colorimetria para leitura do glicogénio.

A leitura da absorbancia é feita a partir da colorimetria da amostra. Apds a
obtencao do produto final é pipetado 200 pl de amostra para ME ou 10 ul de
amostra para figado, 800 upl de agua destilada em seguida as amostras séo
cuidadosamente submetidas ao método fenol (CeHsO) / sulfurico (H2SO4) sendo 10
Ml de fenol e 2 ml de acido sulfurico, antes de serem analisadas as amostras foram
levadas ao agitador de tubos, em seguida ao banho-maria e novamente ao
agitador. Cada amostra foi analisada em cubeta de quartzo por espectrofotdmetro
(marca Hach) (Laboratério de Fisiologia Enddcrina e Exercicio Fisico) com
comprimento de onda de 490 nm contracurva padrao de glicose. A técnica foi
padronizada no Laboratério de Fisiologia Aplicada ao Esporte (Faculdade de
Ciéncias Aplicadas — UNICAMP, Limeira/SP) e o protocolo encontra-se detalhado

no Laboratorio de Fisiologia Enddcrina e Exercicio Fisico (UFSCar, Sao Carlos/SP).
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Figura 2. llustragédo do protocolo para a andlise de glicogénio muscular e hepatico de Dubois et al.
(1956). Figuras: Biorender.com

4.2.3.4 Triglicerideo

Foi seguido o protocolo descrito por Pejon (2020). Primeiramente, foram
misturadas na mesma proporgao, as porgdes aproximadas de 100 — 200 mg do
figado e tecido muscular esquelético (gluteo maximo, gastrocnémico vermelho e
branco), Triton X-100 (1%) com uma relagdo de 200 mg de tecido para 1ml de
Triton. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por barras magnéticas (5
x 3 mm) pelo tempo de 10 horas ininterruptas, com temperatura média de 2 — 8°C,
a seguir as amostras foram centrifugadas por um periodo de 10 minutos a 4.000
rom. No momento seguinte, foram extraidos 10 ul do sobrenadante e pipetados em
microplaca de 96 pogos misturados com 200 pl do kit de reagentes (LaborLab) e
mantidos em temperatura ambiente por 20 minutos. Absorbancia da amostra foi
determinada em espectrofotdmetro (SpectraMax i3, Molecular Devices; Laboratério
de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa, UFSCar, Sdo Carlos/SP) a 505 nm,

seguindo as especificagdes desse protocolo e do kit comercial (figura 3).
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Figura 3. llustracado da Técnica para Analise de triglicerideos intramuscular e hepatico descrita por
Pejon (2020). Figuras: Biorender.com

4.2.4 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em média * desvio padrao, foi realizado teste
T de student para variaveis independentes para a analise de variancia dos dados
de via unica (fitoterapico), por meio do software Statistica 7.0. Todos os testes

foram conduzidos sob nivel de significancia de p<0,05.

4.3 EXPERIMENTO II

4.3.1 Desenho Experimental

Foram utilizados 40 ratos, estes foram divididos em 4 grupos: 10 animais
para o grupo controle exercitado (CTEx), 10 para o grupo fitoterapico exercitado
(FEx), 10 para o grupo melatonina exercitado (MEx) e 10 para o grupo fitoterapico
de A. Keiskei e P. Ginseng + melatonina exercitado (FMEXx). Aos 45 dias de idade
0s animais chegaram ao biotério, previamente preparado para o acolhimento
visando atender as condi¢des ambientais. Aos 76 dias de idade todos os animais
iniciaram a adaptac&o ao meio liquido. A partir dos 86 dias de idade os ratos dos
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grupos CTEXx, FEx, MEx e FMEXx foram submetidos ao teste de carga critica (TCC).
Aos 90 dias de idade os grupos, FEx e FMEXx receberam a solugao fitoterapica de
A. Keiskei e P. Ginseng e os grupos CTEx e MEx receberam solugéo veiculo, por
21 dias. Aos 111 dias de idade os ratos dos grupos MEx e FMEXx receberam a
solugdo de melatonina e os grupos CTEx e FEx receberam solugao veiculo, todos
30 minutos antes da execugao do teste de tempo limite (tflim), imediatamente apos
a exaustdo dos animais houve a eutanasia e coleta dos materiais biolégicos (figura
4).

40 ANIMAIS
45 CHEGADA DOS
—p
DIAS DE IDADE ANIMAIS
76 - 85 ADAPTACAO AO CTEx
— ; —_—
DIAS DE IDADE MEIO LiQUIDO
| FEx
MEx
86 -89 TESTE DE
—_— .. —_—
DIAS DE IDADE CARGA CRITICA FMEx
FEx
EXTRATO DE _{:
A. keiskei+ P. ginseng FMEx
90-110 ADMINISTRACAQ
—_— N
DIAS DE IDADE DE SOLUCOES
MEx
SOLUGAO VEICULO {
CTEx
MEx
MELATONINA {
" ADMINISTRACAQ FMEx
——  DE SOLUCOES
DIAS DE IDADE
(30 min antes) CTEx
SOLUGAO VEICULO {
FEx
) TESTE DE TEMPO

LIMITE (tlim)

Figura 4. Desenho experimental experimento Il. CTEx: grupo controle exercitado; FEx: grupo
fitoterapico exercitado; MEXx: grupo melatonina exercitado; FMEXx: grupo fitoterapico e melatonina;
Fonte: Proprio autor
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4.3.2 Adaptacao ao Meio Liquido

A adaptacdo ao meio liquido ocorreu a partir dos 76 dias de idade para os
animais dos grupos CTEx, MEx, FEx e FMEX, foi seguido o protocolo de adaptagéo
progressiva ao meio liquido descrito por Gobatto e colaboradores (2013), ver
quadro 1. Os ratos foram submetidos a adaptagao ao meio liquido apds o inicio do
ciclo escuro dos animais. Utilizou-se 14 dias de adaptagdo com exposicao
progressiva de tempo (5 a 10 minutos), profundidade da agua (10 a 80 cm) e de
carga (0, 3, 5, 9, 11, 13 ou 15% da massa corporal -%MC), como detalhado no
quadro 1. A carga é colocada em elastico que € envolto abaixo da cintura escapular
do rato. Todos os procedimentos foram conduzidos com natag&o individual, em
tanques com 100cm de altura (80cm de profundidade de agua), 30cm de didametro

e agua a 31£1°C.

Dia Condicgao Exposicao’

1 Agua rasa (10 cm) 5 min - sem carga

2 Agua rasa (20 cm) 10 min - sem carga

3 Agua profunda (80cm) 5 min - sem carga

4 Agua profunda (80cm) 10 min - com elastico e sem carga

5 Agua profunda (80cm) 5 min - com 3% MC

6 Agua profunda (80cm) 3 min - com 5% MC + 5 min sem carga
7 Agua profunda (80cm) 2 min - com 9% MC + 5 min sem carga
8 Agua profunda (80cm) 1 min - com 11% MC + 5 min sem carga
9 Agua profunda (80cm) 1 min - com 13% MC + 5 min sem carga
10 Agua profunda (80cm) 30 s - com 15% MC + 5 min sem carga
1 MC = Massa Corporal

Quadro 1. Adaptagédo ao meio liquido; procedimentos adotados para familiarizagdo progressiva de
ratos ao nado carregado. Min: minutos; s: segundos; %MC: porcentagem da massa corporal
(adaptado e traduzido)

Fonte: Gobatto et al., 2013.

4.3.3 Teste de Carga Critica (TCC)

O teste de carga critica (TCC) sucedeu o periodo de adaptagdo ao meio
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liquido, e foi realizado durante a fase de vigilia aos 86 dias de idade. O TCC
consistiu em 4 esforgos maximos com intensidades correspondentes a 7, 9, 11 e
13% da massa corporal (%MC) do rato e tempo de exaustdao em torno de 60 — 600
segundos, que foram realizadas em quatro dias consecutivos em ordem aleatoria
(grafico 1). Fundamentado a partir do terceiro modelo de regressao linear utilizado
por Gobatto et al. (2013) para estimativa individual de carga critica, os dados foram
plotados no Excel® (Microsoft, Califérnia, United of States) e submetidos a analise
por regressao linear apos cada TCC, de modo que os coeficientes lineares e
angulares correspondem a capacidade de trabalho anaerébia (CTA) e a intensidade
de carga critica (iCC) expressa em percentual da massa corporal (%MC). No grafico
0 eixo Y representa os valores de tempo multiplicado pela carga (T - C) e o0 eixo X
os valores de tempo. Assim, obtém-se a equacao Y = A - x + B demonstrada no
Grafico 1 (Gobatto et al., 2013). Para que o teste seja considerado valido, optou-se

por aceitar o coeficiente de determinagao (R?) superior a 0,95.
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Grafico 1. Grafico ilustrativo do teste de carga critica do rato 5. iCC: intensidade de carga critica;
CTA: capacidade de trabalho anaerdbia. Nesse exemplo a iCC é correspondente a 5,45% MC e
CTA a 684,3 s.g. %MC: percentual da massa corporal; g: gramas; s: segundos.

Fonte: Proprio autor

4.3.4 Aplicagao do Extrato Padronizado de Angelica keiskei e Panax ginseng

A administracao do fitoterapico seguiu o protocolo descrito no item 3.2.2.
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Houve a administragao via orogastrica de solugdo com extrato de A. keiskei
(15 mg/Kg) + de P. ginseng (15 mg/Kg) para os animais dos grupos FEx e FMEx e
administragao de solugdo veiculo de mesmo volume (NaCl 0,9%) para os animais
dos grupos MEx e CTEX, por 21 dias consecutivos, sempre no inicio do periodo de

vigilia.

4.2.5 Administragao de Melatonina

Para administracdo de melatonina (Sigma Aldrich Chemical Corporation; St
Louis, MO, USA; M-5250, > 98%), seguiu-se o modelo utilizado por Faria (2021),
assim a droga foi dissolvida em etanol (< 0,1%) e diluida em solugao salina (NaCl,
0,9%) para administracdo de 10 mg.kg™'. Esta foi conduzida por via intraperitoneal
30 minutos previamente a realizag&o do tlim para os grupos MEx e FMEX. Para os
animais dos grupos CTEx e FEx administrou-se soluc¢do veiculo de mesmo volume
(etanol e NaCl 0,9%). Este procedimento assegura uma administragao precisa de
melatonina e de solugdo veiculo, garantindo a consisténcia das condigcdes

experimentais e a confiabilidade dos resultados obtidos.

4.2.6 Teste de Tempo Limite (tlim)

Aos 111 dias de idade os animais dos grupos CTEx, MEx, FEx e FMEx foram
submetidos ao exercicio de natacdo até a exaustdo sob intensidade
correspondente a 90% iCC, denominado teste de tempo limite (flim), a fim de testar
o efeito ergogénico da melatonina e do fitoterapico de A. Keiskei e P. Ginseng.
Utilizou-se o critério de identificagdo da exaustdo padronizado por Beck e Gobatto
(2013): analise do comportamento do nado do animal com a finalidade de observar
a realizacado dos esforcos severos sem sucesso em retornar a superficie pelo
periodo de 15 segundos consecutivos, determinando assim a exaustdo e
realizando um registro do tempo total de nado. A exaustdo foi aceita por

concordancia de dois observadores experientes considerando os critérios acima.

4.3.7 Eutanasia e coleta de materiais bioldgicos

Esta etapa foi descrita em detalhes no indice 4.2.3.
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4.3.8 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados em média + desvio padréo, foram realizadas
ANOVA Fatorial de duas vias para analise de variancia dos dados, sendo os efeitos
principais a melatonina e fitoterapico, com posterior analise de post-hoc de
Newman Keuls, por meio do software Statistica 7.0. Todos os testes foram

conduzidos sob nivel de significancia de p<0,05.

5 RESULTADOS
5.1 EXPERIMENTO |

5.1.1 Conteudo Sérico de Glicose e Triglicerideos

O fitoterapico ndo afetou significativamente as concentragbes séricas de

glicose (p=0,06) e triglicerideos (p=0,45), como € visto no grafico 2.
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Grafico 2. A. Glicose Sérica. B. Triglicerideos Sérico. Os graficos representam a média * desvio
padrao do conteudo de glicose sérica. CT: grupo controle; FIT: grupo fitoterapico.

5.1.2 Glicogénio Muscular Esquelético e Hepatico

O fitoterapico ocasionou aumento do conteudo de glicogénio no musculo
gastrocnémio branco (p<0,01). Por outro lado, houve diminuigcédo significativa nos
tecidos hepatico (p<0,01) e gluteo maximo (p<0,01), como é visto no grafico 3. Em
contrapartida o fitoterapico nao afetou significativamente os tecidos ME

gastrocnémio vermelho (p=0,51) e soleo (p=0,58) (grafico 3).
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Grafico 3. Glicogénio dos grupos CT e FIT. Valores expressos em média + desvio padrdo. Gluteo
m.: gluteo méaximo; Gastroc.: gastrocnémio; B.: branco; V.: vermelho; mg: miligramas; FIT: grupo

fitoterapico; CT: grupo controle. #p<0,01 em relacdo ao CT.

5.1.3 Triglicerideos Muscular Esquelético e Hepatico

O fitoterapico ocasionou diminuicdo do conteudo de triglicerideos
intramusculares no tecido ME gastrocnémio vermelho (p=0,04). Entretanto, o
fitoterapico nao afetou de forma significativa os tecidos ME gluteo maximo (p=0,42),
gastrocnémio branco (p=0,78), séleo (p=0,24) e tecido hepatico (p=0,09), como é

visto no gréfico 4.
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Grafico 4. Triglicerideos musculares e hepatico dos grupos CT, FIT. Valores expressos em média
+ desvio padrdo. Gluteo m.: gluteo maximo; Gastroc.: gastrocnémio; B.: branco; V.: vermelho; mg:

miligramas; g: gramas; CT: grupo controle; FIT: grupo fitoterapico. *p<0,05 em relacdo ao CT.

5.2 EXPERIMENTOII
5.2.1 Teste de Carga Critica

No teste de carga critica, conduzido previamente as administragcées das
drogas, foi confirmada auséncia de diferenga entre as intensidades de carga critica
(iCC) sob os efeitos principais melatonina (F=1,10, p=0,30) e fitoterapico (F=0,00,
p=0,98) no teste de ANOVA. E em relagéo a capacidade de trabalho anaerébio
(CTA) também n&o houve diferenga entre os efeitos melatonina (F=3,92, p=0,057)
e fitoterapico (F=0,64, p=0,42) (grafico 5). Quanto ao tempo de exaustao obtido nas
diferentes cargas aplicadas para determinagéo da carga critica, também nao teve
diferenca estatistica: 7%MC (melatonina: F=0,60, p=0,44; fitoterapico: F=0,83,
p=0,37); 9%MC (melatonina: F=0,11, p = 0,74; fitoterapico: F=0,42, p=0,51);
11%MC (melatonina: F=0,00, p=0,98; fitoterapico: F=1,38, p=0,24); 13%MC
(melatonina: F=1,28, p=0,26; fitoterapico: F=1,02, p=0,31) (tabela 1).
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Tabela 1. Dados obtidos do tempo de exaustdo e CTA no teste de carga critica dos
grupos CTEx, MEx, FEx e FMEXx.

Carga CTEx MEXx FEx FMEXx
7%
292,3+ 145,77 (s) 311,3+222,27(s) 417,21+ 161,78 (s) 321,4 + 143,60 (s)
(%MC)
9%
222,3+70,91(s) 222,8+101,69(s) 215214534 (s) 201,0+47,41(s)
(%MC)
11%
104,8 + 26,65 (s) 118,8+41,817(s) 117,8+31,20(s) 131,4 £ 35,24 (s)
(%MC)
13% 85,9 £ 15,55 (s)
87,6 £ 22,28 (s) 85,2 £ 17,05 (s) 75,5 £ 14,32 (s)
(%MC)
CTA
(5.9) 536,14 + 110,88 601,02 £ 140,19  540,14+137,55 680,38 + 178,43
s.g

Valores expressos em média e desvio padrao. Dados obtidos da iCC e tempo de exaustéo no teste
de carga critica dos grupos com cargas de 7, 9, 11 e 13% da massa corporal (MC). MC: massa
corporal; s: segundos; g: gramas; CTA: capacidade de trabalho anaerébio; CTEXx: grupo controle
exercitado; MEx: grupo melatonina exercitado; FEx: grupo fitoterapico exercitado; FMEXx: grupo
melatonina e fitoterapico exercitado;

iCC

T T T
CTEx MEx FEx FMEx

Grafico 5. Dados obtidos da iCC no teste de carga critica dos grupos CTEx, MEx, FEx e FMEXx.
Valores expressos em média e desvio padrdo. s: segundos; iCC: intensidade de carga critica; g:

gramas; CTEXx: grupo controle exercitado; MEx: grupo melatonina exercitado; FEx: grupo fitoterapico
exercitado; FMEXx: grupo melatonina e fitoterapico exercitado;

5.2.2 Efeito das Drogas Sobre o Teste de Tempo Limite

Foram observados efeitos principais significativos para a melatonina
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(F=5,02, p<0,01) e o extrato padronizado de A. Keiskei e P. Ginseng (F=8,17,
p<0,01), que promoveram aumento significativo no tempo de nado dos animais.
Dados de média e desvio padrao, além do teste de post hoc estdo apresentados
no grafico 6, que demonstra diferenga significativa na performance somente para o
grupo com drogas associadas em relagao ao controle.

tlim

200 #

175 [
150 [

1254

100

75
50

TEMPO - MINUTOS

25+

T T T
CTEx MEx FEx FMEx

Grafico 6. Teste de Tempo Limite. O grafico representa a média + desvio padrdo do tempo de nado
dos animais dos grupos. CTEx: grupo controle exercitado; MEx: grupo melatonina; FEx: grupo
fitoterapico exercitado; FMEx: grupo melatonina e fitoterapico exercitado. #p<0,01 em relagdo ao
grupo CTEXx.

5.2.3 Concentragoes Séricas de Glicose e Triglicerideos

Foram observados os efeitos principais significativos para melatonina ocasionou o
aumento do conteudo de glicose sérica (F=5,61, p=0,02), mas ndo para o
fitoterapico (F=3,26, p=0,08; grafico 7A), nos triglicerideos por outro lado, a
melatonina nao provocou efeito significativo (F=0,29, p=0,59), enquanto o
fitoterapico levou a uma diminuigao (F=5,00, p=0,03) no conteudo de triglicerideos
sérico. Dados de média e desvio padrao, além do teste de post hoc estdo
apresentados no grafico 5, que demonstra diferenca significativa no conteudo de
glicose somente para o grupo com drogas associadas em relacdo ao controle,

melatonina e fitoterapico (grafico 7A).
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Grafico 7. A. Glicose Sérica. B. Triglicerideos Sérico. Os graficos representam a média + desvio
padrao do conteudo de glicose sérica. CTEx: grupo controle exercitado; MEx: grupo melatonina
exercitado; FEx: grupo fitoterapico exercitado; FMEX: grupo melatonina e fitoterapico exercitado.
*p<0,05 em relagdo aos grupos CTEx, MEx e FEXx.

5.2.4 Glicogénio Muscular Esquelético e Hepatico

Os efeitos principais melatonina e fitoterapico nao afetaram significativamente os
conteudos de glicogénio hepatico (melatonina: F=0,42, p=0,51; fitoterapico: F=0,84,
p=0,36) e conteudo de glicogénio intramuscular do tecido ME gluteo maximo
(melatonina: F=1,57, p=0,21; fitoterapico: F=0,62, p=0,43). A administragdo da
melatonina causou diminuicdo no glicogénio muscular nos tecidos gastrocnémico
branco (F=7,07, p=0,01), e soleo (F=5,60, p=0,02), porém nao afetou de forma
significativa o ME gastrocnémio vermelho (F=3,77, p=0,06). Em paralelo a isto, a
administracao do fitoterapico gerou diminui¢do no conteudo do glicogénio muscular
nos tecidos gastrocnémico branco (F=7,07, p=0,01), gastrocnémico vermelho
(F=13,97, p<0,01) e soleo (F=5,12, p=0,03) (grafico 8). Dados de média e desvio
padrdo, além do teste de post hoc estdo apresentados no grafico 8, demonstra
diferenga significativa na diminuigdo do conteudo de glicogénio intramuscular nos
tecidos gastrocnémio branco e vermelho para os grupos que receberam a
administracao das drogas e da associagao em relagédo ao grupo controle (MEx<
CTEx, FEx< CTEx e FMEx< CTEXx), o grupo que recebeu a administragao apenas

com solugéo fitoterapica também teve o conteudo de glicogénio diminuido no ME
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Grafico 8. Glicogénio dos grupos CTEx, MEx, FEx, FMEXx. Valores expressos em média e desvio
padréo. Glateo m.: gliteo maximo; Gastroc.: gastrocnémio; B.: branco; V.: vermelho; mg:
miligramas; CTEx: grupo controle exercitado; MEx: grupo melatonina exercitado; FEx: grupo
fitoterapico exercitado; FMEx: grupo melatonina e fitoterdpico exercitado. *p<0,05 em relacdo ao
grupo controle.

5.2.5 Triglicerideos Muscular Esquelético e Hepatico

Os efeitos principais melatonina e fitoterapico nao afetaram o conteudo de
triglicerideos intramusculares dos tecidos ME gluteo maximo (melatonina: F=0,10,
p=0,74; fitoterapico: F=1,18, p=0,28) e soleo (melatonina: F=3,28, p=0,08;
fitoterapico: F=1,97, p=0,17), do mesmo modo, a melatonina, nao afetou
significativos o conteudo intramuscular de triglicerideos nos tecidos ME
gastrocnémio branco (F=0,01, p=0,89), gastrocnémio vermelho (F=1,42, p=0,24) e
no tecido hepatico (F=0,63, p=0,43). Por outro lado, a administragao do fitoterapico
apresentou efeitos estatisticos significativos na diminuicdo do conteudo
intramuscular de triglicerideos no tecido muscular esquelético (ME) gastrocnémio
branco (F=5,07, p=0,03), gastrocnémio vermelho (F=6,21, p=0,01) e hepatico
(F=7,36, p=0,01), como é possivel ver no grafico 9. Dados de média e desvio

padrao, além do teste de post hoc estdo apresentados no grafico 9, ndao demonstra
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diferengas estatisticas significativas entre nenhuma das drogas administradas.
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Grafico 9. Triglicerideos musculares e hepatico dos grupos CTEx, MEx, FEx, FMEx. Valores
expressos em meédia e desvio padrdo. Gluteo M.: gluteo maximo; Gastroc.: gastrocnémio; B.:
branco; V.: vermelho; mg: miligramas; g: gramas; CTEXx: grupo controle exercitado; MEx: grupo
melatonina exercitado; FEx: grupo fitoterapico exercitado; FMEx: grupo melatonina e fitoterapico
exercitado.

6 DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi o potencial ergogénico significativo da
melatonina e extrato de P. ginseng e A. keiskei, confirmados pelo tempo até a
exaustao no flim, indicando que quando administrados juntos estes compostos
possuem efeito somatoério. Sobre os substratos energéticos, o extrato de P. ginseng
e A. keiskei e a melatonina causaram modulagdes distintas.

O resultado de ANOVA indica que administragdo aguda de melatonina tem
um papel importante na melhoria do desempenho fisico (tlim), corroborando
estudos anteriores que destacam seu efeito ergogénico (FARIA et al., 2022; BECK
et al., 2015A; BECK et al., 2016), nestes estudos anteriores a administragao de 10

mg.kg™' de melatonina também foi considerada mais eficaz durante o periodo de
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vigilia em ratos (BECK, 2015). Por outro lado, o resultado de post-hoc, nao
apresentou efeito da melatonina em relagcdo ao grupo controle, indo de
contrapartida aos estudos citados anteriormente (FARIA et al., 2022; BECK et al.,
2015A; BECK et al., 2016), isso pode ser explicado pela metodologia diferente
realizada nestes estudos.

A melatonina parece atuar principalmente aumentando a utilizagdo de
glicogénio muscular, sem afetar os triglicerideos ou o glicogénio hepatico e
elevando os niveis de glicose sérica, o que pode fornecer energia adicional para os
musculos, como observamos em nossos resultados. Faria et al., (2022), observou
que os animais que receberam a administragcdo de melatonina ndo so6 evidenciaram
um aumento no tempo de nado dos animais, como também identificaram que
nestes animais houve um aumento na expressao de PGC-1a e NRF-1. Somado a
isso, a melatonina possui uma habilidade ja evidenciada em amplificar a agao da
contragdo muscular sobre a PGC-1a, o que resulta em uma maior tolerancia ao
exercicio (WONG et al., 2015; TADAISHI et al., 2011). E provavel que tais efeitos
decorreram por meio de receptores de melatoninérgicos presentes na membrana
do musculo esquelético como MT1 e MT2 (HA et al., 2006).

Esses fatores indicam que ha maior biogénese mitocondrial provocado pela
administracdo de melatonina, esse processo € de suma importadncia para o
processo de metabolizagdo dos substratos energéticos como a glicose ao priorizar
a fosforilagao oxidativa de acidos graxos nas mitocondrias para a sintese de ATP,
colaborando na manutencao dos niveis de glicogénio nas células, um fator que
poderia restringir o desempenho em atividades fisicas prolongadas.
(STACCHIOTTI etal., 2020; KRUK et al., 2021; FARIA et al., 2022; LIU et al., 2019).
Ainda que, haja estudos (MAZEPA et al., 2000; SANCHEZ-CAMPOQOS et al., 2001)
que proponham que a melatonina aja modulando os substratos energéticos ao final
do exercicio, potencializando a utilizagdo de lipidios e atenuando o consumo de
carboidratos, no presente estudo a melatonina ocasionou um aumento no conteudo
de glicose (F=5,61, p=0,02) em relacdo aos animais que receberam a solugao
veiculo, tal cenario indica um efeito modulador da melatonina no metabolismo de
glicose previamente a realizagdo do exercicio, aumentando a glicemia e
eventualmente auxiliando no fornecimento glicose para os musculos. Além disso, a
melatonina pode modular a liberacdo de horménios como glucagon e adrenalina,

que promovem a liberacdo de glicose no sangue (PESCHKE et al.,, 2013),
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melhorando a fungao mitocondrial em tecido muscular de ratos (STACHIOTTl et al.,
2020). A melatonina também se demonstrou capaz de aumentar a transcricao de
transportadores de glicose e triglicerideos (GLUT4 e FAT/CD36, respectivamente),
assim otimizando o transporte e a disponibilidade para o posterior uso destes
substratos pelo musculo (FARIA et al.,, 2021). Isso corrobora com o maior flim
(F=5,02, p<0,01) observado neste estudo.

Dessa forma, o glicogénio muscular é uma reserva de energética importante
para o exercicio fisico e sua auséncia é um fator limitante para o desempenho
(KRSSAK et al., 2000), tendo em conta que o teste aplicado (tlim) para confirmar a
ergogenia, levou os animais ao maximo de sua performance e depletou
consideravelmente o conteudo de glicogénio muscular (BECK et al., 2014). Neste
cenario, a melatonina reduziu consideravelmente o conteudo de glicogénio dos ME
gastrocnémico branco (F=7,07, p=0,01) e sdéleo (F=5,60, p=0,02), dos animais que
receberam solugdo com melatonina em relacdo aos animais que receberam
solugéo veiculo, e ocasionou uma diminuicdo nos tecidos gastrocnémio branco e
vermelho (p<0,05) em relagdo aos animais do grupo CTEx > MEx. Uma razéo para
estes resultados € a capacidade da melatonina pode modular enzimas envolvidas
no metabolismo do glicogénio, como a glicogénio fosforilase (degrada o glicogénio
em glicose-1-fosfato) e a glicogénio sintase (que sintetiza glicogénio) (REITER et
al., 2010; TAN et al., 2015; SHARMA et al., 2015). A redugéo do glicogénio nesses
tecidos gastrocnémico branco (F=7,07, p=0,01) e sdéleo (F=5,60, p=0,02), propondo
que a melatonina pode ter aumentado a utilizagado dessa fonte de energia durante
0 exercicio. Isso pode estar relacionado ao aumento do tempo de nado, pois o
glicogénio é uma fonte rapida de energia para os musculos. Esse resultado indica
que a melatonina pode modular o metabolismo energético durante o exercicio,
favorecendo a utilizacado de glicogénio muscular para sustentar a atividade fisica,
util em situagdes de esforgo prolongado (TAN et al., 2015; SHARMA et al., 2015).
O figado € um importante reservatério de glicogénio, que pode ser convertido em
glicose e liberado no sangue durante o exercicio (GIUDICE e TAYLOR, 2017). A
auséncia de efeito da melatonina no glicogénio e triglicerideos hepatico (F=0,42,
p=0,51 e F=0,63, p=0,43, respectivamente) sugerindo que seu impacto no
metabolismo energético € mais localizado nos musculos do que no figado. Isso
reforca a ideia de que a melatonina atua principalmente no metabolismo muscular

durante o exercicio, sem afetar significativamente as reservas hepaticas.
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Os resultados apontam que a administragao do extrato padronizado de A.
keiskei e P. ginseng levou a um aumento ainda mais expressivo no flim (F=8,17,
p<0,01), isso corrobora achados anteriores de efeito ergogénico, tanto do P.
ginseng e A. keiskei isoladas, quanto em associagdo (KIM et al., 2017).
Demonstrando que a associagao destes compostos possui um efeito modulador no
metabolismo energético, promovendo a oxidagdo de lipidios e melhorando a
resisténcia fisica, através da reducao de triglicerideos séricos (F=0,29, p=0,59) e
intramusculares [gastrocnémio branco (F=5,07, p=0,03), gastrocnémio vermelho
(F=6,21, p=0,01) e hepatico (F=7,36, p=0,01)], e da diminuicdo do glicogénio
muscular [gastrocnémico branco (F=7,07, p=0,01), gastrocnémico vermelho
(F=13,97, p<0,01) e sdéleo (F=5,12, p=0,03)]. Porém, quando analisado o perfil
energético sem a realizagdo do exercicio, o fitoterapico ndo ocasionou efeito no
conteudo de glicose (p=0,06) e triglicerideos séricos (p=0,45), por outro lado, o
fitoterapico parece modular o metabolismo de glicogénio e triglicerideos de maneira
tecido-especifica, com efeitos distintos no musculo esquelético aumento no
gastrocnémio branco (p<0,01 FIT > CT), redugéo no gluteo maximo (p<0,01 FIT <
CT), e reducéao no glicogénio hepatico (p<0,01, FIT < CT). Esses efeitos sugerem
que o fitoterapico pode estar influenciando a utilizagdo de substratos energéticos
durante o exercicio, favorecendo a oxidacao de lipidios e reduzindo a dependéncia
da glicose. No entanto, a auséncia de efeito sobre a glicose sérica tanto apds o flim,
quanto em repouso indica que o fitoterapico nao altera significativamente o
metabolismo da glicose em repouso. A diminuigédo nos triglicerideos intramuscular
(gastrocnémio vermelho) pode indicar um potencial efeito benéfico no metabolismo
lipidico muscular.

Tais efeitos podem ser atribuidos as propriedades sinérgicas dos compostos
bioativos presentes em A. keiskei e P. ginseng, como saponinas, flavonoides e
antioxidantes, que sdo conhecidos por melhorar a fungdo mitocondrial, reduzir o
estresse oxidativo e modular vias metabdlicas relacionadas a producéo de energia.
A A. keiskei é capaz de aumentar a fosforilagdo de AMPK no tecido adiposo e figado
(KIL, 2017; ZHANG, 2015) e a translocacao de GLUT-4 nas membranas das células
do musculo esquelético, ocasionando, por conseguinte, absor¢ao aprimorada de
glicose. Além disso, reduz a degradacéao proteica (KWEON et al., 2019), e suas

chalconas também possuem forte atividade antioxidante (WAHYUMI et al., 2024).
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Além disso, P. ginseng é conhecido por suas propriedades adaptogénicas,
que podem melhorar a capacidade fisica e reduzir a fadiga, enquanto A.
keiskei pode contribuir com efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios, que protegem
os tecidos durante o exercicio prolongado. O P. ginseng é capaz, por si sO, de
aumentar superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), PGC-1a, NRF-1, AMPK,
Citocromo-C e GLUT-4 (YOON et al., 2021; HYUN et al., 2020; PARK et al., 2021),
fatores estes diretamente relacionados a maior desempenho; também potencializa
a oxidacao de acidos graxos e regeneragao muscular, assim como reduz a fadiga
neuromuscular  periférica (CRISTINE-SOUZA et al., 2022; MUNOZ-
CASTELLANOS, 2023; PARK et al., 2021).

Estes achados demonstram que ha um efeito sinérgico do exercicio de
endurance e do fitoterapico ja que ndo houve efeitos estatisticos significativos nas
analises realizadas dos substratos energéticos sugere também a necessidade de
analisar PGC-1a e NRF-1 confirmando o aumento na quantidade de mitocéndrias
funcionais.

A administragao associada de melatonina e extrato de A. keiskei e P. ginseng
(FMEX) resultou em maiores tempos de nado no tlim (p<0,01, FMEx > CTEX), este
grupo também obteve a maior homogeneidade dos resultados e maior diferenca
estatistica em relagdo ao grupo CTEx corroborando com a hipotese de que a
administracdo somada destes compostos seria capaz de causar ergogenia no
modelo utilizado (flim). No que tange os substratos energéticos analisados, essa
associagao aumentou consideravelmente o conteudo de glicose (p<0,05) em
relagcdo aos grupos CTEx, FEx e MEx, também ocasionou uma diminuigdo no
conteudo de glicogénio intramuscular nos tecidos gastrocnémio branco e vermelho
(p<0,05, FMEx < CTEXx), no entanto, ndo houve diferengas significativas nos
conteudos de triglicerideos sérico, intramuscular e hepatico, bem como no
glicogénio hepatico. Tais resultado ilustram uma potencializagdo de efeito
associado entre o horménio e os fitoterapicos, possivelmente justificada por
atuarem em mecanismos fisiolégicos similares, por meio da maior biogénese
mitocondrial (PGC-1a e NRF-1), da translocagao dos transportadores de glicose e
lipidios, melhor absorgdo e reabastecimento de glicogénio (YOON et al., 2021;
ZHANG et al., 2019; FARIA et al., 2022).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a administracdo de melatonina e extrato de A. keiskei e P.
ginseng tiveram efeito ergogénico, a administragdo associada das drogas teve
efeito somatorio causando ergogenia e melhorando significativamente a
performance no modelo utilizado. Os compostos causaram modulagdes distintas

sobre o consumo dos substratos energéticos.

8 CONFLITO DE INTERESSES

Declaro que a pesquisa foi conduzida na auséncia de quaisquer relagdes
comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial
conflito de interesses, logo ndo ha qualquer conflito de interesses com a empresa
Florien Fitoativos® fornecedora do extrato padronizado de Panax ginseng e

Angélica keiskei (Mitocondrin®).
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normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
Comissdo de Etica no Usc de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de
01/08/2023.

We certify that the proposal *"EFFECTS OF MELATONIN AND MITOCHONDRIN, ASSOCIATED OR NOT ON PHYSICAL
PERFORMANCE AND TISSUE AND SERUM MARKERS OF ENERGY METABOLISM®, utilizing 40 Heterogenics rats (40
males), protocol number CEUA 3976140623 (o oowsv6), under the responsibility of Prof Dr Wladimir Rafael Beck E
Ana Julia F. Neves (Discente de Mestrado Pipgcf) - which involves the production, maintenance and/for use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6839 of July 15, 2009, as well as
with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED
by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of
08/01/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 07/2023 a 07/2025  Area: Centro de Ciéncias Bioldgicas E da Salde

Origem;  Biotério Central da UFSCar
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 40 a 45 dias Quantidade: 40
Linhagem: Wistar Peso: 120a1504g

5ao Carlos, 26 de fevereiro de 2024
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Prof. Dr. Luiz Fernando Takase Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de 580 Carlos Universidade Federal de 3o Carlos

Rodaovia Washington Luis, Km 235, Balrmo Monjolinho - CEP 13565-905 580 Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351- 9683
Hordrin de atendimenta: 29, 49, 58 & 68 das Bh 48 126 : e-mail: ceus@ulscar br
CEUA N 3876140623
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ANEXO Il

P r(') Re Ito rl a Universidade Federal d’e Sao Carlos
© : Comissao de Etica no
qu{% - Pesqulsa Uso de Animais

CERTIFICADO : EMENDA .26/0312024

Certificamos que a EMENDA (versao de 26/03/2024) da proposta intitulada "EFEITOS DA MELATONINA E
MITOCONDRIN ASSOCIADOS OU NAO SOBRE A PERFORMANCE FiSICA E MARCADORES TECIDUAIS E SERICOS DO
METABOLISMO ENERGETICO", CEUA n2 3976140623 (b 012356), Sob a responsabilidade de Prof Dr Wladimir Rafael
Beck E Ana Julia F. Neves (Discente de Mestrado Pipgcf) - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos vigentes para sua apresentacao, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) em 16/04/2024.

Pedido apresentado a CEUA: A partir dos resultados obtidos com os 4 grupos experimentais constantes da primeira proposta, observou-se significativo efeito
da melatonina e da mitocondrin sobre o tempo limite de exercicio fisico. Isso permitiu responder a questdo primordial do projeto, contudo, como todos os
animais foram submetidos ao exercicio fisico, surgiu a interessante proposta de investigar o efeito da mitocondrin sem a presenca do exercicio fisico. Isso se
faz relevante pois a realizagdo do exercicio fisico certamente promove modificagoes fisioldgicas nos parametros de interesse. Ao avaliar animais que
receberam a mitocondrin e nao realizaram exercicio fisico, pode-se verificar se a droga causou alguma modificagéo fisioldgica prévia que seria capaz de
aumentar a tolerancia ao esforco fisico.

Consideracdes da CEUA: Na emenda foi solicitado acréscimo de 20 ratos machos Wistar. A solicitacdo é pertinente, vai contribuir para esclarecer a hiptese
apresentada no projeto.

Término previsto: 07/2025

Origem:  Biotério Central da UFSCar

— - ; ' . : Quantidade
Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 40 a 45 dias sollcitada: +20
Linhagem: Wistar Peso: 120a150¢
ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Ratos heterogénicos Machos 60 0

Sao Carlos, 17 de abril de 2024
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Prof. Dr. Luiz Fernando Takase Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de S&o Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351- 9683
Horério de atendimento: 22, 42, 52 e 62 das 8h as 12h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 3976140623_12356




