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Viver

Tempos atrds, voc€ era um anjo que vivia no paraiso. Era mais ou menos como um
atleta sentado no banco de reservas querendo participar da partida. De repente, vocé olhou
para o planeta Terra e viu que o jogo estava dificil, o resultado era negativo, e entdo pediu ao

Grande Técnico uma oportunidade para vir a Terra ajudar o time.

Agora vocé estd em campo, disputando a partida da sua vida. Vocé se lembra do seu
objetivo existencial? O Técnico continua dando as orientacdes, mas serd que voc€ as estd

seguindo?

Dentro de algum tempo, quando voltar ao vestudrio e encontrar o Grande Técnico, ele

vai lhe perguntar: “Como ¢ que foi? Conseguiu realizar a sua missao?”’
Qual serd a sua resposta? (...)

Roberto Shinyashiki
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Resumo

O ginseng ¢ um dos suplementos herbais mais populares do mundo. Investigacdes revelaram
que o ginseng e seus produtos relacionados reduzem o processo inflamatério, produzem
atividade adaptogénica promovendo a melhora na performance em ratos e camundongos. Das
diferentes espécies de ginseng, o Siberiano (Eleutherococcus senticosus) € 0 que apresenta
menor indice de efeitos colaterais, ndo produzindo excitacdo em pacientes, exercendo efeito
protetor mais intenso sobre o sistema imune, e nao desenvolvendo sindrome semelhante ao
estresse, conforme ja observado no Panax ginseng (ginseng Coreano). Desta forma, propomos
neste trabalho, avaliar a eficdcia da administracdo cronica de Eleutherococcus senticosus
(ginseng Siberiano) sobre a performance de ratos adaptados a esteira de corrida 3 x/semana
(10 m/minuto, durante 10 minutos) e submetidos a treinamento de corrida (incremento de
velocidade e duracdo do treino até a 4* semana, e depois mantendo 25 m/minuto, durante 60
minutos/dia até a 8* semana), aplicando trés testes de performance (teste incremental de
velocidade sem inclina¢@o) ao longo de 8 semanas de tratamento. Os resultados indicaram que
nao houve melhora da performance dos ratos dos grupos adaptados e corrida no segundo e no
terceiro teste (meio e final do tratamento, respectivamente), e a performance do grupo corrida
s6 foi maior que a do grupo adaptado quando os ratos foram suplementados com 100 mg/kg de
peso/dia de extrato padronizado de Eleutherococcus senticosus (ES). O ganho de peso foi
semelhante entre os grupos adaptado e corrida, entretanto o tratamento com o ES induziu a um
menor ganho de peso dos ratos quando comparados com seus respectivos controles. A ingesta
alimentar, por sua vez, foi significativamente menor no grupo Corrida e o tratamento com ES
ndo alterou este resultado. A morfometria dos adipdcitos indicou menor drea dos adipdcitos
dos ratos suplementados em relacdo aos seus controles, sendo significativo no paniculo
epididimal para o grupo Adaptado. Em relacdo aos biomarcadores de estresse oxidativo, no
grupo Corrida Suplementado foi observado uma tendéncia a menor producido de espécies
reativas de oxigénio analisados pela concentracio de TBARS plasmético e muscular, porém
nao estatisticamente diferentes. Quanto aos outros biomarcadores metabodlicos (lactato e
glicemia plasmaticos, e glicogénio hepatico e muscular), e ao perfil lipidico (triacilglicerol e
colesterol total plasmaticos), ndo observamos alteragdes significativas que demonstrassem a
eficicia do tratamento com ginseng no exercicio proposto. Especificamente os outros

biomarcadores de estresse oxidativo (catalase e superdxido dismutase) ndo apontaram
Xiv



aumento significativo na atividade antioxidante enzimatica. Concluimos, portanto, que o
tratamento com Eleutherococcus senticosus na forma de tratamento proposto foi eficiente em

melhorar a performance no grupo treinado em esteira (Corrida Suplementado).

Palavras chave: Eleutherococcus senticosus (ginseng Siberiano), performance, estresse,

adipdcitos, corrida em esteira, ratos.
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Abstract

Ginseng is one of the most popular herbal supplements in the world. Investigations revealed
that ginseng and its related products reduce inflammation, produce adaptogenic activity
promoting improvement in performance in rats and mice. Of different species of ginseng,
Siberian (Eleutherococcus senticosus) is due to a lower rate of side effects, not producing
arousal in patients, exerting stronger protective effect on the immune system, and not
developing like syndrome to stress, as observed in Panax ginseng (Korean ginseng). Thus, we
propose in this work was to evaluate the efficacy of chronic administration of Eleutherococcus
senticosus (Siberian ginseng) on the performance of rats adapted to treadmill running 3
x/week (10 m/min for 10 min) and subjected to running training (increment of speed and
duration of the training until the 4th week, and then maintaining 25 m/minute for 60 minutes /
day to 8 weeks) by applying three performance tests (Test incremental speed without
inclination) over 8 weeks treatment. The results indicated that there was no improvement of
the performance of rats in groups adapted and running in the second and third test (middle and
end of treatment, respectively) and running performance only group was higher than the group
adapted when the rats were treated with 100 mg/kg/day of standardized extract of
Eleutherococcus senticosus (ES). Weight gain was similar between groups adapted and race,
however treatment with ES induced a lower weight gain of rats when compared to their
respective controls. The food intake, in turn, was significantly lower in the group racing and
ES treatment did not alter this result. The adipocyte morphometry showed the smallest area of
adipocytes supplemented rats compared to their controls, with significant difference in
panniculus epididymal isolated of Adapted group. Regarding biomarkers of oxidative stress in
Race Supplemented group was observed a trend to lower production of reactive oxygen
species analyzed by plasma and muscular TBARS concentration, but not statistically different.
As for other metabolic biomarkers (plasma lactate and glucose, and liver and muscle
glycogen), and lipid profile (total cholesterol and plasma triacylglycerol), we observed no
significant changes to demonstrate the efficacy of treatment with ginseng in the proposed
exercise. Specifically other biomarkers of oxidative stress (catalase and superoxide dismutase)

showed no significant increase in antioxidant enzyme activity. We therefore conclude that
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treatment with Eleutherococcus senticosus as proposed treatment was effective in improving

performance in the group trained on a treadmill (Race Supplemented).

Keywords: Eleutherococcus senticosus (Siberian ginseng), performance, stress,

adipocytes, treadmill running, rats.
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Introducao

A préitica de atividade fisica vem crescendo como resultado do incentivo de
especialistas objetivando a saide e a qualidade de vida (MARQUES, 2007). Muitos artigos
cientificos apresentam a atividade fisica como pratica regular e adequada para promog¢ao da
saude e para prevencao de muitas doengas cardiacas e metabodlicas, e as revistas de circulagao
popular e programas de televisdo também buscam esclarecer e divulgar estas informacdes.
Entretanto, a pratica da atividade fisica deve ser executada de maneira adequada para se evitar
exageros e, consequentemente, lesdes (MARQUES, 2007).

Os estudos com atletas objetivam esclarecer os limites do corpo humano como também
a constante melhora da performance na atividade fisica. Existem varios artigos em revistas
indexadas tentando esclarecer os limites do corpo (artigos relacionados com as palavras chave:
exercise performance € athletic performance; PubMed).

No tocante a performance, a utilizacdo de suplementos alimentares vem crescendo de
maneira exponencial e nem sempre acompanhada de estudos adequados validando a real
eficacia dos diferentes tratamentos (CARVALHO, 2003).

Burke & Read (1993), propuseram um sistema de classificacio que separa os
suplementos nutricionais em duas grandes categorias: suplementos alimentares e suplementos
com auxilio ergogénico. O suplemento alimentar € caracterizado como um produto que pode
ser usado para resolver problemas fisioldgicos ou nutricionais resultantes do desporto. Pode
fornecer um meio conveniente ou pratico do consumo de requisitos especiais de nutrientes
para o exercicio, ou pode ser usado para prevenir/inverter deficiéncias nutricionais que
ocorrem geralmente entre os atletas. O suplemento com auxilio ergogénico por muitas vezes é
utilizado para atingir um objetivo fisiologico/nutricional melhorando o desempenho esportivo,
fornecendo substancias que ndo fariam parte da demanda nutricional, alterando processos
metabolicos e genéticos (BURKE & READ, 1993).

Atualmente existe uma imensa variedade de suplementos com auxilio ergogénico para
a melhora da performance, que podem conter um ou mais dos itens a seguir em sua
formulacdo: carboidratos, proteinas, aminodcidos, compostos de aminodcidos, metabdlitos
provenientes de aminodcidos, dcidos graxos, vitaminas, minerais (CARVALHO, 2003) e,
também, podem estar associados com fitoterdpicos ou outros compostos quimicos. S@o
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inimeras categorias de suplementos alimentares que prometem a melhora do rendimento
esportivo, e mais de 200 tipos de suplementos disponiveis no mercado

(http://www.revistasuplementacao.com.br/?mode=materia&id=371) para esta finalidade.

Infelizmente, muitas promessas de resultados feitas pelos fabricantes, geralmente, ndo
possuem qualquer respaldo cientifico ou sdo embasadas em pesquisas encomendadas pelos
fabricantes dos suplementos comercializados, sem a adequada supervisdo e regulamentacio
podendo, ainda, conter substancias proibidas a fim de maximizar os efeitos dos outros
componentes presentes na formulacao. Tal fato foi demonstrado em um estudo financiado pelo
COI (Comite Olimpico Internacional), mostrando que de 634 suplementos analisados pelo
Laboratério Antidoping de Coldnia, provenientes de 215 fornecedores de 13 paises, 94 deles
(14,8%) continham precursores de hormonios ndo declarados em seus rétulos e que poderiam
gerar casos positivos para doping (CARVALHO, 2003).

Com este conhecimento nos propusemos a avaliar a eficicia do tratamento de um
suplemento alimentar com auxilio ergogénico na performance de ratos. Este trabalho estd
relacionado a nutri¢do e esporte, e busca enriquecer os conhecimentos na drea principalmente
ligada a suplementacao.

O laboratério de estudos do estresse (Labeest) hd alguns anos vem estudando a
atividade fisica como agente estressor avaliando as respostas metabdlicas, vasculares e
enddcrinas de ratos submetidos a diferentes modelos de natagdo e comparando a estressores
como choque nas patas e a ingestdo de dieta hiperlipidica (FARIAS-SILVA et al., 1999;
VERAGO et al.,, 2001; FARIAS-SILVA et al.,, 2002; BARROS, 2003; MOREIRA 2005;
ESTRELA 2007; MARTINELLI, 2009). Entretanto, sempre utilizamos o modelo de natacao
com protocolos apresentando varia¢oes na duracdo e/ou frequéncia da atividade, bem como na
temperatura da dgua (SAMPAIO-BARROS et al., 2003; MOREIRA 2005; HATORE 2006;
ESTRELA 2007; MARTINELLI, 2009).

Neste trabalho, escolhemos o protocolo de treinamento de corrida em esteira sem
inclinag@o, por apresentar facilidade em relagdo & mensuragdo da intensidade do esforco
(controlado pela velocidade), nos permitindo quantificar a performance do animal de maneira

independente da variagdo da sua massa (peso do rato) (GOBATTO, 2008; HOHL et al., 2009).


http://www.revistasuplementacao.com.br/?mode=materia&id=371

Eleutherococcus senticosus — ginseng Siberiano

Historico e identificacdo

O ginseng é um dos suplementos herbais mais populares do mundo (BAHRKE et al.,
2009). Existem vdrias espécies conhecidas de ginseng: Americano, Chinés, Coreano, Japonés
e Siberiano (BAHRKE & MORGAN, 2000). Trés espécies sdo atualmente as mais estudadas:
Panax ginseng C.A. Meyer (ginseng Chinés ou Coreano, uma erva indigena das florestas
montanhosas da Asia oriental); Panax japonicus C.A. Meyer (ginseng Japonés, encontrado na
India, no sul da China e Japdo); Panax quinquefolius (ginseng Americano, encontrado em
florestas da regido centro-oeste e central dos Estados Unidos e Canadd) (BAHRKE &
MORGAN, 2000).

As raizes da planta sdao conhecidas e utilizadas ha mais de 5000 anos no Oriente.
Referenciada pela primeira vez na Dinastia Han, a planta iria ser conhecida mais tarde como
Jen Sheng, a raiz celestial, ou Ginseng, que possui forma semelhante a de uma figura humana

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Ginseng).

Ginseng Siberiano ou russo, Eleutherococcus senticosus, pertence a familia da planta
Araliaceae, assim como outros tipos de ginseng, termo genérico dado a todas as espécies de
Panax. O Eleutherococcus senticosus também € mundialmente conhecido como
Acanthopanax senticosus (Rupr. et Maxim.), levando este nome em consideragdo aos seus
descobridores, os dois botanicos russos Carl Johann Maximowicz e Franz Josef Ruprecht. Carl
Johann Maximowicz descreveu e nomeou mais de 2.300 plantas que antes eram desconhecidas
para a ciéncia, € o Eleutherococcus senticosus foi uma delas, e estd descrito no The

International Plant Names Index 2005 (http://www.ipni.org)

(http://en.wikipedia.org/wiki/Eleutherococcus senticosus).

Apesar de o Eleutherococcus senticosus pertencer a esta mesma familia e possuir
efeito tonico e estimulante como outros tipos de ginseng, ele é uma planta de aparéncia
totalmente diferente (GOULET & DIONNE, 2005). O ginseng Siberiano apresenta uma
coloragdo preta, diferente da vermelha apresentada pelo fruto do Panax (Figura 1), e o arbusto

pode chegar a dois metros de altura (Figura 2) (BOON & SMITH, 1999).
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Figura 1: Panax ginseng (A) planta inteira e (B) raiz (disponivel em:
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Figura 2: FEleutherococcus senticosus (A) planta e (B) raiz (disponivel em:
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Panax ginseng € uma planta considerada medicinal, amplamente utilizada na medicina
popular e tradicional para efeitos no sistema cardiovascular, imunoldgico, nervoso e
enddcrino. Sua composicao quimica tem sido investigada e seus ginsenosideos presentes sao
conhecidos por exercerem vdarios efeitos terapéuticos. Durante muito tempo, seu uso foi
empirico (em acreditar que € uma panacéia que promove longevidade), com efeitos benéficos
como um suplemento dietético para o tratamento de fadiga (ATTELE et al., 1999).

Os principais constituintes ativos das espécies Panax sdo reconhecidos por serem
glicosidios triterpendides ou saponinas, denominado ginsenosideos por pesquisadores
japoneses e panaxosideos por pesquisadores russos, cuja estrutura e distribui¢ao variam com
as espécies. As saponinas do Panax t€m sido bem investigadas, € no minimo 13 saponinas
foram isoladas a partir de extrato de raiz de Panax através de métodos de cromatografia,

utilizado para detectar e diferenciar estas saponinas. As principais saponinas do Panax ginseng
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sdo nomeadas como Rx, onde “x” corresponde a: a, bl, b2, ¢, d, e, f, gl, g2, g3, hl, h2 ou o
(Figura 3) (BAHRKE et al., 2009). A maioria das acdes farmacoldgicas do Panax € atribuida
aos ginsenosideos (ATELLE et al., 1999), e cada saponina possui uma acio farmacoldgica
prépria (BAHRKE & MORGAN, 2000).

Devido ao fato do Panax ginseng ser muito dispendioso para ser utilizado como fonte
de matéria prima em produtos farmacéuticos (BAHRKE et al., 2009; BAHRKE & MORGAN,
2000) um grupo de pesquisadores russos identificou o Eleutherococcus senticosus ao final de
1950, tornando-se uma nova planta medicinal, também conhecida como ginseng Siberiano ou
Russo, Ciwujia, eleuthero, eleuthero ginseng, Acanthopanax senticosus, nao-me-toque ou
arbusto do diabo (BAHRKE et al., 2009; ESCHBACH et al., 2000).

Revisando o uso medicinal de ginseng e plantas relacionadas da unido Soviética,
Baranov (1982) concluiu que a administragdo cronica de ginseng Siberiano € vantajosa em
relacdo ao Panax ginseng, pois apresenta menor indice de efeitos colaterais; isto €, o ginseng
Siberiano ndo produz excitagdo em pacientes, tem efeito protetor mais intenso sobre o sistema
1mune, € nao desenvolve sindrome semelhante ao estresse.

Existem relatos descrevendo a utilizacdo do ginseng Siberiano pelos chineses hd 2000
anos como remédio medicinal para o tratamento de infeccdes, da fadiga e pela melhora da
resisténcia imunoldgica (SZLOMICKI et al., 2000) e recentemente foi incluido na
Farmacopéia Européia como medicamento derivado de plantas sendo, portanto apto para
utilizacdo em medicamentos tradicionais a base de plantas e associagdes da mesma (Jornal
Oficial da Unido Européia, JO L 328 de 6.12.2008, p. 42). O regulamento de 1994 (DSHEA)
para suplementos dietéticos para a saide e educagcdo permite a comercializacdo direta do
Eleutherococcus senticosus (ES) como suplemento para o consumo nos Estados Unidos.
Ambas, seguranca e eficicia do suplemento de ES foram avaliadas sobre as atividades do
CYP2D6 do citocromo P450 e do CYP3A4 (BROSEN, 1996), sugerindo que o extrato de ES
na dose como normalmente é recomendada, nao afeta as vias do metabolismo do CYP2D6 ou
CYP3A4, e, portanto ndo oferece risco a saide do individuo (DONOVAN et al., 2003). Com
base na autorizacdo do ES como um suplemento dietético, muitos produtos a base de ES foram
surgindo no mercado (YAN-LIN, 2011).

Embora o extrato de Eleutherococcus senticosus possa conter varias substincias

incluindo vitaminas, minerais, celulose e etanol, as substancias responsdveis em induzir varias
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respostas fisiolégicas sdo os eleutherosideos (presentes na raiz) e os ciwujianosideos
(presentes na folha) (GOULET & DIONNE, 2005).

Inicialmente os eleutherosideos foram codificados de A a F (ELYAKOV et al., 1964).
Hikino et al., (1986), estudou sete eleutherosideos de ginseng Siberiano codificados em A, B,
C, D, E, F e G, e através da hidrdlise dcida destes constituintes, obtiveram a formacdo de
glicosideos, tais como ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e glicose. Com base em
numerosos trabalhos, Wagner et al. (1994) classificou os componentes do Eleutherococcus
senticosus como sendo compostos fenilpropanos, lignanas, cumarinas, polissacarideos e outros
compostos, como acido oleandlico, 6leos arométicos e agicar (SZLOMICKI et al., 2000). A
estrutura quimica dos principais eleuterosideos (B e E, GAFFEY et al, 2001) é completamente
diferente daquela dos ginsenosideos (ATELLE et al., 1999; BAHRKE et al, 2009; BAHRKE
& MORGAN, 2000).
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Figura 3. Estrutura quimica dos ginsenosideos, presentes no Panax ginseng. Existem dois

grupos maiores: panaxadiol (A) e panaxatriol (B). Rh3, como mostrado na parte de baixo de



(A), difere a partir de outro panaxadiol ao lado da cadeia. Ginsenosideo Ro, como uma

saponina ndo esteroidal ¢ mostrado em (C). (ATELLE et al., 1999).
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Figura 4. Estrutura quimica dos eleutherosideos B e E, presentes no Eleutherococcus

senticosus (FENG et al., 2005).

O extrato de Eleutherococcus senticosus € padronizado em 0,6 a 0,8% de
eleutherosideos presentes, dependendo do método de extracdo do extrato seco (APERS et al.,
2005). Os eleutherosideos presentes no extrato padronizado que utilizamos foram B e E
(Figura 4) conforme proposto por Yat et al., 1998, sendo que os componentes restantes que
completam a formacao, sdo os constituintes descritos por Wagner et al., 1994.

Infelizmente ndo ha nenhum dado sobre as quantidades de uma determinada classe
desses compostos secunddrios que uma espécie pode produzir. Estes compostos incluem, mas
ndo estdo limitados a fenilpropandides (siringina, &cido caféico, dlcool sinapil,
aldeidoconiferilico), lignanas (sesamina, siringoresinol e seu glicosideo), saponinas
(daucosterol, B-sitosterol, hederasaponina B), cumarinas (isofraxidina e seu glicosideo) e
vitaminas E e betacaroteno (DAVYDOV & KRIKORIAN, 2000).

Eleutherococcus ndo sintetizam somente lignanas como siringina, siringoresinol e
sesamina, mas também faz e acumula precursores de lignanas tais como dcido caféico-
hidroxicindmico e outros compostos intermedidrios como coniferilaldeido. Estes precursores
tém demonstrado possuir significativa atividade antioxidante (DAVYDOV & KRIKORIAN,
2000).

Os ginsenosideos do Panax ginseng pertencem ao um mesmo grupo de substancias
quimicas, mas quanto aos eleutherosideos, Wagner (1980), na tentativa de trazer uma ordem a
estes compostos quimicos, os dividiu em duas classes: 1. Saponinas triterpénicas, que sao

glicosideos de acido oleandico (referido como eleutherosideos 1, K, L e M); e 2. Derivados
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fenilpropano (eleutherosideos B, B1, D e E), que na maioria sdo glicosilados (DAVYDOV &
KRIKORIAN, 2000). Seis compostos secunddrios encontrados em Eleutherococcus tém
demonstrado efeitos antioxidantes (tais como siringina, dcido caféico, dcido caféico etilico
aldeido, coniferil aldeido), quatro demonstraram ter efeitos antioxidantes no cancer (sesamina,
[-sitosterol, isofraxidina), trés tém demonstrado atividades hipocolesterolémicas (sesamina, [3-
sitosterol, e B-sitosterol 3-D-glicosideo), duas t€m demonstrado atividade imunoestimulatéria
(sesamina e siringina), uma possui atividade colerética (isofraxidina), uma possui capacidade
de diminuir niveis de insulina (B-sitosterol e seu glicosideo), pelo menos uma (siringina)
demonstrou propriedade radioprotetora, uma demonstrou atividade anti-inflamatéria e anti-
pirética (B-sitosterol) e ainda um outro demonstrou atividade como agente antibacteriano
(4cido caféico) (DAVYDOV & KRIKORIAN, 2000).

Os compostos sesamina, -sitosterol e seu glicosideo B-sitosterol B-D-glucopiranosideo
possuem atividade hipocolesterolémica, a qual pode ser explicada pela participacdo deles nas
reacOes antioxidantes sobre a LDL (lipoproteina de baixa densidade), e também, a sesamina
possui um efeito direto sobre a sintese do colesterol “de novo”. O B-sitosterol também possui
importante efeito sobre a estrutura do colesterol, reduzindo a sua absorcao (como demonstrado
em humanos) e diminuindo os niveis de insulina, além de efeito anti-cancer. A acdo anti-
hiperglicemiante do [-sitosterol e de seu glicosideo pode ser explicada pela inibicao
competitiva enzimdtica na quebra da glicose, mas ndo acabam as possibilidades para esta

propriedade (DAVYDOV & KRIKORIAN, 2000).

Efeitos do ginseng

Estudos prévios tém documentado os efeitos positivos do ginseng sobre o
comportamento, exercicio e desempenho psicomotor, além da melhora na resposta ao estresse
em animais. Estas investigacOes revelaram que o ginseng e seus produtos relacionados podem
reduzir processo inflamatério no musculo esquelético apds exercicio exaustivo, ou seja,
diminui¢do das concentracdes de proteina carbonilada, de nitrato e de NO (CABRAL DE
OLIVEIRA et al.,, 2005), produzir atividade adaptog€nica, anti-estresse, € aumentar a
performance em ratos e camundongos (BAHRKE & MORGAN, 2000; BAHRKE et al.,
2009).



Nesse contexto, e devido a pesquisa escassa acerca dos efeitos da utilizagdo do extrato
padronizado de Eleutherococcus senticosus (GOULET & DIONNE, 2005), propomos sua
utilizacdo sobre biomarcadores de estresse oxidativo, estresse metabdlico, perfil lipidico,
glicemia e andlise morfométrica em adipdcitos isolados das regides epididimal, mesentérica e

peri-renal, utilizando protocolo de treinamento fisico.

Biomarcadores

Para o estudo de biomarcadores do estresse oxidativo (ALESSIO & GOLDFARB,
1988; YU, 1994; ANDRADE et al., 1998; CLANTON, 1999; FINAUD et al., 2006) foram
quantificadas substancias relacionadas ao ataque oxidativo, ou seja, a producio de substancias
reativas ao 4cido tiobarbitirico, que foram analisadas tanto no plasma como no tecido
muscular dos ratos (TBARS; YAGI 1976; OHKAWA et al., 1979; HALLIWELL et al., 1999),
a atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD; TANG et al., 2002), que foi
quantificada no tecido muscular, e a atividade da enzima antioxidante catalase, que foi
quantificada nos eritrocitos (CAT: COHEN et al., 1970).

Para investigar a intensidade do esforco e a caracterizagdo metabdlica nos testes de
performance quantificamos o lactato no sangue fresco (DONOVAN & BROOKS, 1983;
ROBERGS, 2001; BROOKS, 1985), e para as andlises das concentracdes do substrato
energético, quantificamos o glicogénio tanto no tecido muscular como no hepatico (HASSID
& ABRAHAM, 1957, GOBATTO, 1993; ESCHBACK et al., 2000; HATORE, 2006).

Para verificar possiveis alteragdes no perfil lipidico e glicEmico dos ratos treinados ou
ndo e submetidos a administra¢do cronica de extrato de ginseng Siberiano foram avaliadas as
concentracdes séricas de triacilglicerdis, colesterol total e de lipoproteinas (BELMONTE &
AOKI, 2005; SPRIET & WATT 2003; JEUKENDRUP 2002; HOROWITZ & KLEIN 2000;
PITANGA, 2001; HARDMAN, 1998; JEUKENDRUP et al., 1998; MARTIN 1996; BERG et
al., 1994), e da glicose (KUO et al., 2010; MARZZOCO & TORRES, 2007; ESCHBACH et
al., 2000).

Como estudos com atividade fisica relatam alteracdo no peso corporal dos animais,
neste estudo também avaliamos o peso corporal dos ratos ao longo dos tratamentos bem como
realizamos andlises morfométricas nos adipdcitos isolados dos diferentes depdsitos de

gordura, ja que o adipécito € uma célula que armazena lipideos na forma de triacilglicerol
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(TAG), podendo alterar acentuadamente seu tamanho (4rea e didmetro) conforme a quantidade

de TAG acumulado em seu interior (COSTA, 2010).

Nao hé relatos na literatura relacionados a avaliacdo da eficidcia da administracdo
crOnica de Eleutherococcus senticosus (ginseng Siberiano) sobre a performance em ratos com
protocolo de treinamento em esteira de corrida, investigando os biomarcadores propostos neste

trabalho.

Objetivos
Geral

Investigar a eficdcia do tratamento com extrato de Eleutherococcus senticosus (ginseng
Siberiano) ao longo de 8 semanas sobre a performance de ratos treinados ou ndo em esteira de
corrida.
Especifico

Investigar os efeitos do extrato padronizado de Eleutherococcus senticosus (ginseng
Siberiano) sobre a performance em ratos adaptados e submetidos a um protocolo de
treinamento de corrida em esteira ao longo de 8 semanas sobre os seguintes parametros
bioquimicos:

- producio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS);

- atividade das enzimas de defesa antioxidante catalase (CAT) e superéxido dismutase

(SOD);

- lactatemia;

- quantificacao de glicogénio muscular e hepatico;

- perfil lipidico - triacilglicer6is (TAG) e colesterol total (CT);

- glicemia;

- andlise morfométrica de adipdcitos isolados das regides epididimal, peri-renal e

mesentérica.
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Materiais e Métodos
Animais:

Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com 3 semanas de idade e peso
51,62+1,41 gramas, foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) e mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Biologia da UNICAMP por trés semanas para adaptacdo ao biotério e mais
duas semanas para adaptacdo a esteira de corrida antes do inicio dos ensaios (Hohl et al.,
2009). Os animais foram mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e
22°C e fotoperiodo de 12 horas com ciclo claro-escuro invertido. Durante os experimentos,
os ratos foram tratados de acordo com as normas descritas por Olfert et al., (1993) para uso
de animais para Pesquisa e Educacdo. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA-Unicamp — n° 2332-1, anexo 1). Durante as oito semanas do
protocolo experimental foram realizados controle de peso corporal e de consumo de ragdo,

trés vezes por semana, no periodo entre 09h00 — 10h00.

Grupos:

Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola), alimentados
com racdo padrdo para laboratério contendo 4 % de gordura e 0% de colesterol, marca
Labina-Purina, Brasil, e dgua ad libitum. Trinta e dois ratos fizeram parte da pesquisa,
sendo divididos da seguinte maneira:

- Adaptado (A, n=6): os animais realizaram adaptacado a esteira, e durante as oito semanas
de tratamento, foram submetidos a esteira de corrida trés vezes por semana, durante 10
minutos a uma velocidade de 10m/min (como preparagdo para realizar os Testes de
Performance), foram submetidos a gavagem gastrica com solucdo salina (0,9%) durante
todo o tratamento, realizaram os Testes de Performance, e foram sacrificados ao final (17
semanas de idade, n=6) do protocolo experimental;

- Adaptado Suplementado (AS, n=6): os animais realizaram adaptacdo a esteira, e durante
as oito semanas de tratamento, foram submetidos a esteira de corrida trés vezes por semana,
durante 10 minutos a uma velocidade de 10m/min (como preparagdo para realizar os Testes

de Performance); realizaram os Testes de Performance; foram submetidos a gavagem

gastrica de solugdo salina (0,9%) com extrato padronizado de Eleutherococcus senticosus
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(ginseng Siberiano) durante todo o tratamento, e foram sacrificados ao final (17 semanas de
idade, n=6) do protocolo experimental;

- Corrida (C, n=6): os animais realizaram adaptacdo a esteira, foram submetidos a
gavagem gdastrica com solucdo salina (0,9%), foram submetidos ao protocolo de
treinamento de corrida em esteira durante oito semanas, € somente 4 animais foram
sacrificados ao final (17 semanas de idade), pois ocorreu perda amostral de dois animais
antes do término do periodo experimental;

- Corrida Suplementado (CS, n=6): os animais realizaram adaptacdo a esteira, foram
submetidos ao protocolo de treinamento de corrida em esteira durante oito semanas,
realizaram os Testes de Performance, foram submetidos a gavagem gastrica de solugdo
salina (0,9%) com extrato padronizado de Eleutherococcus senticosus (ginseng Siberiano)

durante todo o tratamento e foram sacrificados ao final (17 semanas de idade, n=6) do

protocolo experimental.

Considerando que as varidveis: adaptacdo em esteira e a gavagem didria poderiam
ser fenOmenos estressantes aos ratos o que poderia comprometer a interpretacdo dos
resultados, foram incluidos dois sub-grupos de ratos para avaliar as possiveis alteracdes nos
indicadores. Sendo assim tivemos também grupo Controle (C, n=6) — definido como tal, ou
seja, os animais nao foram submetidos a procedimentos experimentais, € alguns ratos foram
sacrificados no inicio (com 9 semanas de idade, n=2), no meio (com 13 semanas de idade,
n=2) e ao final (com 17 semanas de idade, n=2) do periodo experimental; e um segundo
grupo denominado Gavagem (G, n=4): onde os animais foram submetidos somente a
gavagem gastrica com solucdo salina (0,9%) durante as oito semanas de tratamento, e
alguns ratos foram sacrificados no meio do tratamento (13 semanas de idade, n=2) e ao
final do tratamento (com 17 semanas de idade, n=2). Os parametros avaliados nestes grupos
nao foram alterados assim pudemos confirmar que os procedimentos realizados (adaptacao
€ a gavagem) ndo caracterizaram como eventos estressantes nao interferindo desta forma na
interpretacdo dos resultados. Os resultados obtidos nao foram incluidos na versao final da
tese, e estdo disponiveis para assessores ou referees de revistas caso venham a ser

questionados.
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Tratamento:

Ap6s 3 semanas de adaptacdo ao Biotério com ciclo claro/escuro invertido, os
animais dos grupos Adaptado (A), Adaptado Suplementado (AS), Corrida (C) e Corrida
Suplementado (CS) fizeram adaptacao a esteira de corrida com choque durante 15 dias (10
minutos/dia, em velocidade de 12 m/minuto, Hohl et al., 2009). Apds esta adaptacdo, os
animais realizaram o primeiro teste de performance (protocolo experimental de incremento
de velocidade, vide Teste de Performance). E a partir deste momento os animais dos grupos
A e AS foram submetidos a esteira de corrida 3 x/semana por 10 minutos em velocidade de
10 m/minuto, enquanto os animais dos grupos C e CS foram submetidos ao treinamento de
corrida (vide protocolo de treinamento de corrida em esteira) até o final do tratamento. Os
grupos (A, AS, C e CS) foram submetidos a mais dois testes de performance, sendo um
logo apds a quarta semana (que corresponde a metade do periodo de tratamento), e o outro
logo apds a oitava semana de tratamento (final).

Ao final do periodo experimental eles foram sacrificados para obtencdo das
amostras de sangue, tecido muscular e hepatico (para as andlises dos biomarcadores

investigados no projeto) e tecido adiposo (para andlise morfométrica de adipdcitos

isolados).
Periodo de Adaptacao Protocolo Experimental (tratamento: 8 semanas) Apés Protocolo
Experimental
3? a 6° semana 7" e 8" 9" semana de 13? semana de 17% semana de 48h apos
de idade semana de idade idade idade concluir o 3°
idade Teste de
(primeira (apos concluir a (72h apos Performance
semana de 4* sem de concluir a
tratamento) tratamento) ultima sessao de
esteira)
Adaptaciao em Adaptacio 1° Teste de 2° Teste de 3° Teste de Coleta de
biotério com em esteira Performance Performance Performance tecidos e morte
ciclo de corrida por eutanasia
claro/escuro
invertido

Tabela 1. Descri¢do da manipulagdo dos animais de acordo com a idade em semanas.
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Suplementacao

O extrato padronizado de Eleutherococcus senticosus (ginseng Siberiano) contendo
0,9% de eleutherosideos presentes, codificados nas formas B e E, foi fornecido para esta
Pesquisa pela Empresa Farmacéutica Gamma Comércio Importagdo & Exportacdo Ltda,
cujo CNPJ 03.177.596/0001-98, que também forneceu um laudo com todas as
especificagdes sobre o insumo farmacéutico (anexo 2). O suplemento utilizado,
Eleutherococcus senticosus, foi administrado aos ratos dos grupos Adaptado Suplementado
(AS) e Corrida Suplementado (CS), diariamente (cinco vezes por semana) durante as oito
semanas do protocolo experimental, entre 11h00 e 12h00 am. Todos os animais, receberam
1 mL de solugdo salina fisioldgica via gavagem géstrica, sendo que esta mesma solugdo foi
usada para dissolver o extrato padronizado de Eleutherococcus senticosus para 0S grupos
suplementados na dose de 100 mg por quilograma de peso (Adaptado de VOCES et al.,
1999; Adaptado de CABRAL DE OLIVEIRA et al., 2005).

A quantidade de eleutherosideos presentes no Eleutherococcus senticosus de nossa
pesquisa foi de 0,9%, desta forma, como foi administrada por gavagem a dose de 100 mg/
por Kg de peso/dia, a quantidade de ativos farmacoldgicos (compostos eleutherosideos B e

E) foi de 0,9 mg/Kg de peso/dia.

Protocolo de Treinamento de Corrida em Esteira

O protocolo de treinamento em esteira de corrida proposta por Hohl et al. (2009) é
de oito semanas (como demonstrado na tabela abaixo), mas, para estabelecer um
desequilibrio entre estimulo e recuperagdo nos animais treinados, o autor submeteu
treinamento aos animais até a 11* semana, ou seja, trés semanas a mais de treinamento,
sendo estas com aumento das sessOes didrias de treinamento, (2, 3, 4 vezes,
respectivamente a cada semana), com diminui¢ao no tempo de recuperacio entre as sessoes
(4, 3, e 2 h, respectivamente). Em nosso protocolo, utilizamos o treinamento até a oitava
semana, com uma sessao didria de treino, aumentando a duracdo bem como a velocidade ao
longo das primeiras quatro semanas, e posteriormente mantendo a velocidade e duragio (25

m/min, durante 60 minutos) até a oitava semana, conforme observado na tabela 2.
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SEMANAS VELOCIDADE DURACAO DO TESTE PERFORMANCE
EXPERIMENTAIS DO TREINO TREINO
(m/min) (minutos)
Adaptacio (15 dias) 12 10 Na 1" semana de tratamento
1° 15 20
2° 20 30
3 22,5 45
4° 25 60 Apos concluir a 4* semana de tratamento
5 25 60
6" 25 60
7 25 60
8 25 60 Apo6s concluir a 8* semana de tratamento

Tabela 2. Tabela demonstrativa do protocolo de treinamento de corrida em esteira durante

oito semanas.

Teste de Performance

Para avaliar a melhora da performance dos animais utilizamos um Teste que
quantificou o desempenho do animal de maneira independente da variacdo de sua massa
(peso do rato). Segundo Alexander (2005), toda forca € proporcional ao peso do corpo
durante o movimento e a velocidade € proporcional a rapidez da corrida do animal.
Portanto, a poténcia mecanica € o produto entre a massa e velocidade e o trabalho mecanico
realizado ¢ o produto entre poténcia e tempo. Com a distancia total “D” percorrida nos
estagios i= 1, 2, 3, 4... na velocidade “Vi” durante tempos “Ti” ¢ D =X D; =X V; T

podemos calcular uma grandeza relacionada ao trabalho mecanico realizado durante o teste

multi-estagio (equagdo 1):

W=2W=mD equagdo 1
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onde: (W) representa o trabalho mecanico total realizado pelo rato; (m) = massa; (D) =
distancia total percorrida pelo rato ao longo do teste. W ndo € o trabalho mecanico definido
pela fisica, mas uma quantificagdo proporcional ao trabalho. Ao envolver a massa do
animal esta varidvel W permitiu comparar os desempenhos dos ratos longitudinalmente.
Neste projeto W foi expresso em kg.m.

O Teste de Performance consiste de um teste de incremento de velocidade. Inicia-
se com os animais andando na esteira sem inclinacdo durante 3 minutos na velocidade de
10 m/min. Apéds trés minutos, aumenta-se a velocidade para 12 m/min, e a cada dois
minutos, incrementa-se 1 m/min até atingir 20 m/min. A partir dessa velocidade o
incremento da esteira passa a ser de 2 m/min a cada 3 minutos de Teste, até a exaustdao do
animal, que € definida no momento em que o rato € incapaz de sustentar o exercicio,
tocando a grade eletrificada da esteira por mais de cinco vezes em um minuto (LIU et al.,
2000; HOHL, 2007; Adaptado de HOHL et al., 2009).

O desempenho foi quantificado através do produto entre a massa corporal (Kg) e a
distancia percorrida (metros), (Kg.m), at¢é o momento em que o animal ndo se sustentava
correndo sobre a esteira (encostando cinco vezes na grade traseira em menos de um
minuto), para possibilitar comparacdo longitudinal individualizada (HOHL, 2007),
utilizando o software MATLAB.

Cronograma dos Testes de Performance e das Coletas para Andlise da Glicemia e

Lactatemia

O primeiro Teste de Performance ocorreu apds cinco semanas da chegada dos
animais ao Biotério (3 semanas referentes a adaptagdo ao biotério, e 2 semanas referentes a
adaptacdo a esteira); o segundo, ocorreu logo apds concluir a quarta semana de tratamento
(referente ao meio do tratamento); e o terceiro, ocorreu 72 horas apds concluir o ultimo dia
de tratamento (logo apds a oitava semana de tratamento, referente ao final do tratamento).
No primeiro e no terceiro Teste de Performance foram realizadas as andlises de lactato e
glicemia em amostras sanguineas frescas retiradas através de uma pequena incisdo na cauda
dos ratos, em trés momentos: antes do Teste (“basal”), imediatamente ap6s o Teste (“logo

ap6s”), e cinco minutos apds o término do Teste de Performance.
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Coleta de sangue, separaciao de hemacias, dissecacao dos tecidos muscular e hepatico e
coleta do tecido adiposo

Apbs 72 horas do ultimo teste de performance os animais foram anestesiados via
intraperitonial com Zoletil 50® (cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam), na dose
de 1,16 mL por quilograma de peso, e Anasedan® na dose de 0,48 mL por quilograma de
peso. Apo6s o efeito do anestésico, com seringa descartdvel e agulha hipodérmica (BD) 0,80
X 25 mm realizamos a coleta de todo sangue possivel (101 mL), por puncdo cardiaca,
coletada do ventriculo esquerdo, sendo transferidos 9 mL para tubos de coleta de plasma
heparinizados. Apds centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos, aliquotamos amostras de
500 puL de plasma, mantendo-as estocadas em biofreezer, a -75°C para as andlises
bioquimicas. Os animais ndo fizeram jejum para a coleta de materiais para as analises. Sob
anestesia, apos a coleta de sangue e dissecacao dos tecidos (muscular, hepético e adiposo),
retiramos o coragdo e o figado realizando eutandsia nos ratos. Para as andlises nas
hemadceas, de acordo com o método descrito acima, apds a centrifugagdo a 3000 rpm por 15
minutos, 2.000 puL de amostras foram lavadas em solucio PBS e posteriormente
hemolisadas (4gua milliquet/pellet hemacea na razdo 1:1). Foram aliquotadas, e estocadas
em biofreezer a -75°C para as andlises bioquimicas.

Para as andlises do estresse oxidativo no tecido muscular, o misculo gastrocnémio
total esquerdo foi cuidadosamente dissecado sendo homogeneizado sobre banho de gelo
com um homogeinezador Politron (Politron PT-MR 2100, Kinematica, Switzerland) na
razdo 1:10 (peso/vol) com solu¢do de KCl (1,15%) para andlise de TBARS; e para as
andlises da superoxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) foi utilizado o
homogeinezador OMNI International uH, adicionando tampao PBS a amostra numa razio
de 4:1.

Para as andlises do estresse metabdlico no tecido muscular e hepético, apds o
sacrificio dos animais utilizando Zoletil 50° e Anasedan®, uma porcdo do misculo
gastrocnémio branco, uma por¢do do musculo séleo e uma porcdo do figado, foram
cuidadosamente extraidas e imediatamente digeridas em solucdo de KOH a 30% e a quente,

para determinacao do glicogénio.
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Para a coleta do tecido adiposo, os tecidos adiposos dos paniculos mesentérico, peri-
renal e epididimal foram isolados, e posteriormente pesados (2 a 3 gramas), picados e
digeridos em tubo falcon (50 mL) contendo 6 mL de tampdao KRBA, com a adi¢do de 1
mg/mL de colagenase (tipo 2, Clostridium histoliticum).
Andlise morfométrica de adipocitos isolados

Os procedimentos de isolamento e morfometria de adipdcitos dos paniculos
mesentérico, peri-renal e epididimal foram realizados segundo Pinheiro et al. (2007),
descritos a seguir. Adipdcitos foram isolados dos respectivos paniculos adiposos, por uma
modificagcdo no procedimento original de Rodbell (1964). Apds a digestao do tecido
adiposo em tubo falcon (50 mL) contendo 6 mL de tampao KRBA, e com a adicdo de 1
mg/mL de colagenase (tipo 2, Clostridium histoliticum), o tubo foi agitado em banho
metabolico, com 60 ciclos/min a 37 °C, durante 45 minutos. A suspensao celular resultante
foi filtrada através de uma malha de nylon (200 pum) para um novo falcon. Com o auxilio
de uma pipeta de 5 mL, o infranadante foi removido, permanecendo no interior do tubo
apenas as células. Em seguida, adicionamos 6 mL do tampao KRBA e esperamos 3
minutos até que a maioria dos adipdcitos flutuassem. Este procedimento de aspiracdo do
KRBA infranadante e lavagem de células foi repetido por mais 3 vezes (FARIAS-SILVA et
al., 1999; FARIAS-SILVA et al., 2002; FARIAS-SILVA et al., 2004; SALERNO et al.,
2007). Apds a dltima lavagem, o volume de 1 mL do sobrenadante de células foi pipetado
para outro tubo falcon, e o volume deste foi preenchido até 12,5 mL (adaptado de Rodbell,
1964). Uma aliquota de 100 uL da suspensdo celular final foi pipetada em um tubo de
ensaio contendo 900 pul. de KRBA (diluicdo de 1:10). Desta nova suspensao celular, foram
pipetados 10 pLL em uma camara de Mallassez para registro fotografico e posterior medi¢ao
utilizando o software IMAGE PRO PLUS ANALYSER apés captura de imagem através do

microscopio Leica (4rea analisada de 632 um).

Analise de Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Quantificacdo de Substdncias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Concentracdo Plasmdtica de TBARS
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Produtos finais da peroxidagdo lipidica incluem aldeidos de baixo peso molecular,
que reagem com &cido tiobarbitirico (TBA), formando complexos coloridos que podem ser
quantificados, podendo ser medidos por espectrofotometria ou por fluorescéncia (YAGI,
1976; OHKAWA et al., 1979), e sao amplamente utilizados como biomarcadores da
ocorréncia de peroxidacdo lipidica em sistemas bioldgicos (tecidos e sangue).

O método utilizado foi adaptado de Yagi (1976). Foram misturados 20 pL de
plasma com 4,0 mL de H,SO4 0,04 M, e posteriormente adicionado 0,5 mL de 4cido
fosfotunguistico 10% a mistura, que foi agitada. Apds o descanso em temperatura ambiente
por 5 minutos, a mistura foi centrifugada a 3000 x g por 10 minutos, onde o sobrenadante
foi descartado e o precipitado misturado com 2,0 mL de H,SO4 0,04M e 0,3 mL de 4cido
fosfotunguistico 10%. Essa nova mistura foi novamente centrifugada a 3000 x g por 10
minutos. O precipitado foi ressuspenso com 4,0 mL de dgua destilada, mais 1,0 mL do
reagente TBA (uma mistura de igual volume de solugdo de TBA aquoso 10% e acido
acético glacial). A mistura foi aquecida & 95°C por 60 minutos em banho-maria. ApGs ser
resfriado com dgua durante 5 minutos, foi adicionado 5 mL de n-butanol, agitando
vigorosamente. Apds a centrifugacdao a 3000 x g por 15 minutos, a camada superficial (1
mL) de n-butanol foi quantificada no espectrofotometro em cubeta de vidro nos seguintes
valores de comprimentos de onda: 520 e 535nm, o qual o primeiro valor de absorbéancia
(520nm) € subtraido do segundo (535nm), pois, o valor desta subtracdo € onde ocorre o
maior pico de absorbancia, e portanto, de peroxidacdo. O cdlculo da concentracdo de
TBARS foi realizado por meio de uma equacdo definida pela curva-padrio de

tetraetoxipropano (TEP) demonstrado na figura 5.
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Figura 5. Curva para TBARS no plasma: Curva padrdao em diferentes concentracdes de

tetraetoxipropano (TEP) no plasma.

Concentracdo Muscular de TBARS

O TBARS foi quantificado apdés adaptacdo dos métodos descritos por Ohkawa
(1979) e Mihara & Uchiyama (1978). Apdés o preparo do homogenato do misculo
gastrocnémio esquerdo, 40 pL de amostra foram colocadas em um tubo de ensaio
juntamente com 130 uL de KCl (1,15%), 1 mL de acido fosférico (0,1%) e 333 uL de acido
tiobarbitdrico (0,6%). Posteriormente, a superficie dos tubos de ensaio foi protegida com
papel aluminio e levados ao banho-maria, onde permaneceram na temperatura de 97°C
durante 60 minutos. Apds o resfriamento das amostras em temperatura ambiente, foram
adicionados 1,3 mL de butanol. A seguir, as amostras foram centrifugadas durante 15
minutos, em 3.500 rpm. Ao final, foram aliquotados 1000 pL do sobrenadante para as
andlises no espectrofotdmetro. No ensaio os produtos resultantes do ataque oxidativo as
estruturas celulares (perdxidos lipidicos), reagem com o 4cido 1-tiobarbiturico (TBARS),
formando bases de Schiff. A interacdo entre os peroxidos lipidicos e 0 TBARs forma um
complexo colorido, mensurado em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 520 e
535 nm, o qual o primeiro valor de absorbancia (520 nm) € subtraido do segundo (535 nm),
pois, o valor desta subtracdo é onde ocorre o maior pico de absorbéncia, e portanto, de
peroxidacdo. Para isso as amostras foram homogeneizadas em KCL (1,15%) na razdo 1:10
(peso/vol), sendo adicionados posteriormente a uma solucao contendo acido fosférico, KCl,
dcido tiobarbitirico e butanol. O célculo da concentracdo de TBARS foi realizado por meio

da equacdo definida pela curva-padrdo de tetraetoxipropano (TEP) demonstrado na figura

6.
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Figura 6. Curva para TBARS no homogenato: Curva padrao em diferentes concentragdes

de tetraetoxipropano (TEP) no homogenato (gastrocnémio vermelho).

Quantificagdo da Atividade Enzimadtica da Catalase (CAT)

Atividade da CAT nos Eritrocitos

Apds o preparo do hemolisado conforme descrito na metodologia de coleta de
sangue, 10 uL. de amostra foram utilizadas para a determinagdo da atividade enzimatica da
catalase. O procedimento bioquimico para determinacdo da atividade enzimdtica na
amostra foi realizado pela presenca de per6xido de hidrogénio e leitura em 480 mm,
segundo método de Cohen et al. (1970). Os resultados foram expressos em unidades
arbitrarias por pg de proteina tecidual por minuto. A proteina tecidual foi quantificada por

meio do método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Quantificagdo da Atividade Enzimdtica da Superoxido Dismutase (SOD)

Atividade da SOD no tecido Muscular
Apbés o preparo do homogenato do musculo gastrocnémio esquerdo conforme

descrito na metodologia da dissecagcdo do tecido muscular, 10 uL de amostra foram
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utilizados para a determinacdo da enzima SOD. O resultado obtido foi realizado por meio
de leitura em espectrofotometro (540 mm), segundo método de TANG et al., 2002. A
proteina tecidual foi quantificada através do método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Analise de Biomarcadores de Estresse Metaboélico

Concentracdo Plasmadtica de Lactato

As concentracdes plasmaticas de lactato foram analisadas utilizando o kit
Accutrend®Plus (Roche Diagnostics GmbH Sandhofer Strasse 116 D-68305 Mannheim,
Germany) em amostra de sangue retirado através de uma pequena incisdo na cauda do
animal e colocado em tira de teste para leitura no aparelho, cuja concentragdo € expressa

em mmol/L (0,8 - 21,7 mmol/L para valor sanguineo).

Quantificagdo de Glicogénio Muscular e Hepdtico

Fragdes pesando entre 200-250 mg do musculo séleo foram retiradas imediatamente
ap6s a eutandsia e foram digeridas em 0,5 mL de KOH 1IN durante 20 minutos.
Posteriormente, foram adicionadas 20 puL de solucao saturada de Na,SO,4 e o glicogénio foi
precipitado por meio de duas passagens de 2,5 mL de etanol fervente, seguida de
centrifugacdo. A determinagdo colorimétrica foi realizada com a adi¢ao de 20 uL de fenol a
80% e 2,0 mL de acido sulfurico concentrado, apds fervura de 15 minutos. A absorbancia
foi mensurada em espectrofotometro 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

As diferencas na determinacdo do glicogénio hepatico, em relacdo ao tecido
muscular, foram as seguintes: as fracOoes de tecido hepatico retirado apds a eutandsia
pesaram aproximadamente 500 mg, portanto, com necessidade de digestdo em 2 mL de
solugdo KOH 30%. A precipitagdo do glicogénio hepatico foi realizada em 0,1 mL de
Na,SO4 e 7 mL de etanol. Apds a extragdo o precipitado foi suspenso em 25 mL de dgua
deionizada. A absorbancia foi mensurada em espectrofotometro 490nm (DUBOIS et al.,

1956; ARAUJO, 2010).

Concentracdo Plasmdtica de Glicose

22



As concentracOes plasmaticas de glicose foram analisadas antes da administragdo da
anestesia, onde por meio de uma pequena incisao na cauda do rato foi retirada uma amostra
de sangue fresco e imediatamente colocada em tira de teste para leitura no aparelho Accu-
Chek Active® (Roche Diagnostics GmbH D-68298 Mannheim, Germany), cuja faixa de
medicdo € expressa em mg/dL, de 10 a 600 mg/dL (0,6-33,3 mmol/L).

Analise do Perfil Lipidico

Concentracdo Plasmdtica de Triacilglicerdis (TAG) e Colesterol Total (CT)

Antes de administrar a anestesia, os animais foram submetidos as analises de
triacilglicerol (TAG) e colesterol total (CT). Por meio de uma pequena incisdo na cauda do
rato foram retiradas duas amostras de sangue e colocadas em tiras testes especificas para
TAG e CT para leitura no aparelho Accutrend®Plus (Roche Diagnostics GmbH Sandhofer
Strasse 116 D-68305 Mannheim, Germany). As concentracdes sdo expressas em mg/dL,
onde o intervalo de leitura € realizado entre 70 a 600mg/dL (0,80 — 6,86 mmol/L) para
TAG; e 150 a 300 mg/dL (3,88 — 7,76 mmol/L) para CT.

Anestésico

O anestésico utilizado foi Zoletil 50® (Virbac Saide Animal — Virbac do Brasil,
Jurubatuba, Sdo Paulo, licenciado no Ministério da Agricultura sob n® 5856 em 31/01/97,
Registro 021-SP/97), férmula composta por: cloridrato de tiletamina 125,0 mg; cloridrato
de zolazepam 125,0 mg; excipiente gsp 660,0 mg; na dose de 1,16 mL por quilograma de
peso (Machado et al., 2009); e Anazedan® (Divisao Vetbrands Saide Animal — Paulinia,
Sao Paulo, licenciado no Ministério da Agricultura sob n® 6.589 em 03/11/98), férmula
composta por: cloridrato de xilazina 2,3 g (equivalente a 2 g de xilazina base); veiculo
g.s.p. 100 mL; na dose de 0,48 mL por quilograma de peso, por administracao

intramuscular na pata dianteira.

Analise Estatistica
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Para o célculo do trabalho realizado pelos ratos (dados dos testes de performance)
foi utilizado o software MATLAB. Para conduzir as outras andlises estatisticas e a
construcdo dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism®. As varidveis propostas
no presente estudo foram submetidas ao teste de normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov.

O teste utilizado foi ANOVA one-way para as varidveis consideradas normais
(andlise paramétrica), seguido do pds-teste de Tukey, e teste ¢ Student foi utilizado para
andlise pareada. Estes resultados foram apresentados como média e erro padrao das médias.
E para dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste
de Dunn’s (aplicado nas andlises de performance, glicose - antes da eutandsia, glicogénio, e
TBARS). Os resultados ndo paramétricos estdo apresentados em mediana e os respectivos
percentis. A significincia foi considerada quando os valores de p foram menores do que

0,05.
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Resultados e Discussao

Os resultados estdo apresentados e serdo discutidos considerando o protocolo
utilizado bem como os itens avaliados. Assim, nesta descri¢do para melhor compreensao
dos resultados, optamos em apresentar em cada um dos indices, se o treinamento em esteira
produziu alguma alteracdo no indicador apresentado, e, em seguida, o efeito do tratamento

do Eleutherococcus senticosus sobre este indicador.

Avaliacao da Performance

Iniciamos a descricdo com os resultados de performance para demonstrar a
eficiéncia do treinamento fisico em esteira. Por ser muito utilizada em estudos com
animais, a corrida em esteira rolante se mostra uma importante modalidade de exercicio
envolvendo ratos (GOBATTO et al., 2008). Para avaliar a melhora da performance dos
animais foi necessdrio realizar um teste que quantificasse o desempenho do animal de
maneira independente da variacdo da sua massa corporal (peso do rato), e, que apresentasse
extrema facilidade com relacdo a mensuracdo da intensidade do esforco, sendo controlada
pela velocidade, inclinagdo ou associacdo desses elementos (GOBATTO, 2008). No
protocolo experimental definido para esta tese utilizamos somente o incremento de
velocidade conforme descrito na metodologia, e fizemos adaptacdo de um protocolo de 11
semanas de treinamento e overtraining ja descrito na literatura (HOHL et al., 2009).

Em uma andlise comparativa entre todos os grupos em cada teste, podemos destacar
os resultados (Figuras 7, 8 e 9):

- no Teste de Performance 1: a performance de todos os grupos foi semelhante;

- no Teste de Performance 2: o grupo Corrida Suplementado demonstrou melhor
performance que o grupo Adaptado, enquanto que o grupo Corrida ndo apresentou esta
diferenca significativa sobre este grupo;

- no teste Performance 3: o grupo Corrida Suplementado demonstrou melhor
performance que o grupo Adaptado e Adaptado Suplementado; enquanto o grupo Corrida

demonstrou diferenca significativa somente sobre o seu controle (A).
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Figura 7. Evolucdo da performance ao longo do tratamento entre os testes 1, 2 e 3
observadas entre os animais de um mesmo grupo. Adaptado (A), n=6; Adaptado
Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.

Andlise por Kruskal-Wallis, seguido do pds teste de Dunn’s:

*p<0,05= A TP3 vs TP1;

*p<0,05= CS TP2 e TP3 vs TP1.

Andlise por ANOV A one-way, seguido do pés teste de Tukey:
*p<0,05=S TP2 e TP3 vs S TP1;

*p<0,05= C TP2 e TP3 vs C TP1;

*p<0,05= CS TP2 e TP3 vs CS TP1.

TP1 — Primeiro teste de performance - apds cinco semanas da chegada dos animais ao
Biotério (3 semanas referentes a adaptacdo ao biotério, e 2 semanas referentes a adaptacao
a esteira);

TP2 — Segundo teste de performance - apds concluir a quarta semana de tratamento
(referente ao meio do tratamento);

TP3 — Terceiro teste de performance - 72 horas ap6s concluir o dltimo dia de tratamento

(logo apds a oitava semana de tratamento, referente ao final do tratamento).
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Analisando a performance entre os animais de um mesmo grupo, ao longo do
tratamento, observamos que os ratos do grupo Adaptado (A) apresentaram melhora da
performance no TP2 e no TP3 em relagdo ao TP1 (Figura 7). Tal fato pode ser devido ao
proprio processo natural de maturagdo do animal. J4 o grupo Corrida (C), apesar de este
grupo possuir valores absolutos maiores em todos os testes em relacdo ao grupo A, quando
comparamos esses valores dentre eles mesmos ao longo do tratamento, através de andlise
nao paramétrica de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s, os valores ndo foram
estatisticamente diferentes, mas quando sdo analisados pelo teste ANOVA one-way
seguido do pos teste de Tukey, observa-se diferenca no TP2 e TP3 em relagdo ao TP1.

Ja no grupo Adaptado Suplementado (AS), observamos valores absolutos superiores
em relagdo ao grupo A em todos os testes, mas estes valores também ndo estatisticamente
diferentes quando analisado dentre eles mesmos.

Em relacdo ao grupo Corrida Suplementado (CS), este grupo apresenta melhora
significativa da performance nos testes TP2 e TP3 em relagdo ao TP1.

Este é o primeiro trabalho utilizando Eleutherococcus senticosus (ES) sobre a
performance com andlise de biomarcadores em ratos submetidos a treinamento de corrida
em esteira. Em trabalhos anteriores com ratos, utilizando protocolo de exercicio fisico de
natacdo, o ES demonstrou melhora da performance (NISHIBE et al., 1990).

Outro dado importante em nosso estudo demonstrado na figura 7 foi que quatro
semanas de treinamento mostraram-se suficientes para evolucdo do desempenho, uma vez
que ndo ocorreu aumento de performance nos animais entre TP2 e TP3, tornando assim
desnecessdrio a aplicacdo de um terceiro teste.

Em humanos, alguns estudos utilizando suplementacdo de Eleutherococcus
senticosus relatam melhora na recuperacdo da frequéncia cardiaca, melhora na capacidade
de remocgdo e no limiar de lactato, aumento no consumo maximo de oxigénio, aumento na
utilizacdo de lipidios como fonte de energia e, principalmente, melhora na performance
(CAMPBELL et al., 1997; WU et al., 1996; ESCHBACH et al., 2000; KUO et al., 2010).
Estes autores atribuem estas melhoras a acdo de substincias responsdveis em induzir varias
respostas fisioldgicas, denominadas eleuterosideos, presentes na raiz do Eleutherococcus

senticosus (GOULET & DIONNE, 2005).

27



[]A
EJAs

EE Pcs

Performance (Kg x metro)

0 T T T T
Adaptado Adaptado Corrida Corrida
Suplem entado Suplem entado
b) 800 -
= 700
2 600

£ 4
e

& 900 4
o

: 400 1

3 300

% 200 -

< 100-

0 T T T T
Adaptado Adaptado Corrida Corrida
Suplem entado Suplem entado
800 -
c) 700
600 - o

g 8

Performance (Kg x metro)
&
8 8

2

(=]

T
Adaptado Adaptado Corrida Corrida
Suplementado Suplementado

Figura 8. Andlise de performance entre os grupos nos Testes 1 (a), 2 (b) e 3 (c). Adaptado
(A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado
(CS), n=6.

Andlise por Kruskal-Wallis, seguido do pos teste de Dunn’s:

*p<0,05= CS TP2 vs A TP2;

*p<0,05=CS TP3 vs A e AS TP3.

Analise por ANOVA one-way, seguido do pos teste de Tukey:

*p<0,05= CS TP2 vs A TP2;

*p<0,05= C TP3 vs A TP3;
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*p<0,05= CS TP3 vs A TP3.

De acordo com os resultados demonstrados na figura 8 (a, b, c¢), para andlise nao
paramétrica, utilizando Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s, podemos fazer as
seguintes observagoes:

- Comparando os dados de performance entre A e AS, as medianas do AS no TP2
sdo de predominio superior se comparado ao TPI, embora ndo demonstrado
estatisticamente;

- O grupo CS nido teve melhor performance do que o grupo C, sugerindo que o
poder ergogénico do Eleutherococcus senticosus pode estar mais atrelado as varidveis
metabolicas e bioldgicas do que propriamente o desempenho entre os grupos submetidos a
treinamento;

- O grupo C no TP3 demonstra forte tendéncia para a melhora de performance sobre
o seu grupo controle (A), apesar deste dado ndo ser demonstrado pela estatistica;

- A melhora da performance é obtida no TP3 quando o CS se diferencia do A e do
AS, no entanto, nota-se no grupo CS, que a mesma performance que ocorreu no C em
relacdo ao A, ja € obtida no TP2, ou seja, o tratamento com Eleutherococcus senticosus
antecipou o ganho de performance.

Utilizando o teste ANOVA one-way, os resultados da figura 8 (c) indicam que
houve diferenca significativa da performance do grupo C no TP3 em relacdo ao seu grupo

controle (A).
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Figura 9. Dados de performance, em todos os momentos juntos. Adaptado (A), n=6;
Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.

Andlise por Kruskal-Wallis, seguido do pés teste de Dunn’s:
*p<0,05= CS TP2 vs A TP2;

*p<0,05= CS TP3 vs A e AS TP3.

Analise por ANOVA one-way, seguido do pos teste de Tukey:
*p<0,05= CS TP2 vs A TP2;

*p<0,05= C TP3 vs A TP3;

*p<0,05= CS TP3 vs A TP3.

Analises de Lactatemia

A aplicagdo das andlises de lactato foi com o objetivo de investigar a intensidade do
esforco e a caracterizacdo metabdlica nos testes de performance (1 e 3), bem como inferir
na produgdo (“logo ap6s”) e na remocao (5 minutos apds) do lactato apos o término dos
testes, uma vez que esta medida indica a predominancia metabdlica do exercicio.

Os valores das concentracdes plasmaticas de lactato encontradas nos animais logo
ap6s o Teste de Performance, indicou um teste de predomindncia aerébia tanto no TP1
como no TP3.

Ap6s os diferentes tipos de tratamento, considerando os resultados do TP3 para o
grupo Adaptado, este grupo apresentou menor producdo de lactato, enquanto o grupo

Adaptado Suplementado no TP3 apresentou valores significativamente maiores em relacao
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ao grupos Corrida, no momento “logo ap6s”, e em relagao a ele mesmo no TP1 (no mesmo
momento).

Os valores para a concentracdo de lactato (mmol/L) encontrados nos animais dos
diferentes grupos do modelo experimental que utilizamos estdo de acordo com os
encontrados na literatura, em testes de corrida em esteira realizados por Gobatto et al.
(2008) (3,94+0,3 mmol/L), diferente dos valores relatados para ratos nadadores em exercicio
de intensidade maxima (5,5 mmol/L) (GOBATTO et al., 2001; MANCHADO et al., 2005;
GOBATTO et al., 2008).

Alguns estudos utilizando suplementagdo de ginseng Siberiano em humanos relatam
melhora na capacidade de remocdo e no limiar de lactato e melhora na performance
(FORGO & KIRCHDORFER, 1982; WU et al.,, 1996; CAMPBELL et al., 1997;
ESCHBACH, 2000), mas em nosso estudo ndo observamos a influéncia do treinamento de
corrida, bem como da suplementacdo, sobre a capacidade de producdo e remocgdo de
lactato.

A producio do lactato estd associada com o potencial redox (6xido-redugdo), para a
manutencdo da produg¢do de ATP intramuscular e da performance. Durante a contragdo
muscular, a molécula de energia ATP (adenosina trifosfato) é usada pela enzima ATPase
para permitir a ligacdo entre as pontes cruzadas (actina e miosina) resultando na contra¢io
muscular. As concentracdes de ATP sdao normalmente baixas, e com repetidas contragdes
os estoques de fosfocreatina (PCr) no musculo sdo utilizados para a ressintese e
manutencdo das concentracdes de ATP, mas com o aumento do nimero de contracdes, a
concentracdo de PCr (fosfocreatina) diminui, resultando em uma necessidade de utilizar
outros combustiveis para gerar energia (CAIRNS, 2006). Consequentemente, a
glicogendlise € ativada, gerando piruvato e ATP. Com o aumento da intensidade do
exercicio, esta via € mais utilizada para produzir o ATP necessario para atender a demanda,
para permitir a contracdo muscular (aumento da atividade da ATPase) e o bombeamento de
fons (Ca®* - ATPase e Na* - K* - ATPase) (CAIRNS, 2006). Com a diminui¢do da
intensidade do exercicio, o piruvato € oxidado dentro da mitocOndria, pelo metabolismo
aerobio. Por ser a mitocondria incapaz de oxidar todo o piruvato produzido durante o
exercicio intenso, o piruvato se converte em lactato no mioplasma (CAIRNS, 2006). Este

actimulo de lactato estd diretamente associado a producdo de H' levando a uma acidose
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intramuscular, mas a formacdo de H" ocorre durante as rea¢des glicoliticas que envolvem a
hidrélise do ATP, e ndo durante a producdo de lactato a partir do piruvato (ROBERGS et
al., 2004; ROBERGS et al., 2005; CAIRNS, 2006). A seguir, num sistema de co-transporte,
o lactato leva os prétons para fora da célula através de uma proteina canal integral de

membrana, o MCT (Transportador de Monocarboxilato) (ROBERGS, 2001).
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Figura 10. Lactatemia (mmol/L) avaliada “logo ap6s” (relacionado a produgdo) e “5
minutos apos” (relacionado a remocgao) os términos dos testes de performance (TP) 1 e 3
em todos os grupos: Adaptado (a), Adaptado Suplementado (b), Corrida (c) e Corrida
Suplementado (d). Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C),
n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6. Andlises dentro de um mesmo grupo, no mesmo
momento, no TP1 e no TP3: logo apds (producdo): *p<0,05= AS TP1 vs AS TP3; 5’apos

(remocgdo): *p<0,05= A TP1 vs A TP3; Andlise entre todos 0s grupos no mesmo momento,
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nos TP1 e no TP3: logo apés (producio): #p<0,05= AS TP3 vs C TP3 5’ apo6s (remocgdo):
#p<0,05= A TP1 vs C TP1
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Analises de Glicemia

Os ratos ndo permaneceram em jejum antes dos testes de performance devido ao
tipo de exercicio que eles seriam submetidos, que poderia comprometer a prdpria
performance e as andlises dos biomarcadores investigados (lactatemia e glicemia).

O grupo Adaptado apresentou valores de glicemia no momento anterior ao teste de
performance significativamente maiores do que os grupos AS e CS no TP1; e maior que os
grupos AS, C e CS no momento “basal” no TP3. Pelo fato destes animais nao terem sido
submetidos ao jejum antes do teste, sugerimos que a hiperglicemia basal do grupo A pode
ser devida a alimentagdo.

No momento “logo ap6s” nao existe diferenca entre os animais do grupo Corrida no
TP3 vs Corrida Suplementado no TP1.

Conforme observado, nos animais do grupo AS houve aumento da glicemia ao final
do exercicio no TP3, enquanto que nos animais do grupo C houve uma diminui¢do
significativa no mesmo momento do teste anterior. Baseado neste resultado, podemos
afirmar que o exercicio proposto exerceu um importante efeito em diminuir a glicemia. No
grupo CS também foi observado uma significativa diminuicdo da glicemia no momento
“logo ap6s” no TP3, em relagdo ao TP1, demonstrando que, de fato, o ginseng sozinho nao
foi capaz de exercer um efeito significativo na diminui¢do da glicemia, mas aliado ao
exercicio, tal efeito pdde ser observado.

KUO et al. (2010), em seu estudo utilizando ginseng Siberiano em humanos,
encontrou concentracdes de glicose diminuidas significativamente, assim como Jung et al.
(2009) em um trabalho anterior, onde demonstrou significativa reducdo da insulina e da

glicose plasmatica, resultando em melhorias na sensibilidade a insulina.
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Figura 11. Glicemia (mg/dL) avaliada antes (basal) e logo apés os Testes de
Performance 1 € 3 em todos os grupos: Adaptado (a), Adaptado Suplementado (b), Corrida
(c) e Corrida Suplementado (d) Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6;
Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.

*p<0,05 = Andlise comparativa entre animais de um mesmo grupo no mesmo momento:
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Basal: *p<0,05= A TP1 vs A TP3 e Logo ap6s: *p<0,05= CS TP1 vs CS TP3.
#p<0,05 = Andlise entre todos os grupos no mesmo momento, no TP1 e no TP3:

Basal: #p<0,05= A TP1 vs AS TP1; #p<0,05= A TP1 vs CS TP1; #p<0,05= A TP1 vs AS

TP3; #p<0,05= A TP1 vs C TP3; #p<0,05= A TP1 vs CS TP3.
Logo ap6s: #p<0,05= AS TP1 vs CS TP1; #p<0,05= CS TP1 vs AS TP3.

&p<0,05= Andlise comparativa entre momentos “basal” e “logo apds” em animais de um
mesmo grupo:

&p<0,05= A TP3 basal vs A TP1 logo apds e TP3 logo ap0s.
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&p<0,05= CS TPI logo apés vs CS TP1 basal e CS TP3 basal; CS TP3 logo apds vs CS
TP3 basal.
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Ganho de peso corporal e ingesta alimentar

Todos os ratos dos diferentes grupos ganharam peso significativamente ao longo das
8 semanas, entretanto, o ganho de peso dos ratos que foram tratados com Eleutherococcus
senticosus (ES) foi significativamente menor que o ganho de peso dos respectivos
controles. Os ratos separados para serem adaptados suplementados apresentaram o peso no
inicio do tratamento significativamente maior em relagdo ao grupo Corrida (C), e, ao final,
o ganho de peso ao longo do tratamento foi igual aos animais do grupo C, demonstrando
que a suplementacdo com Eleutherocccus senticosus exerceu um efeito tdo importante
quanto o treinamento de corrida em esteira durante 8 semanas. Em relacdo ao peso final do
tratamento, foi observada diferenca significativa entre os animais do grupo Corrida
Suplementado (CS) e Adaptado (A), onde CS teve o peso significativamente menor que o
grupo A, mas ndo entre C e AS.

Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Rhie e Won (2004), que
confirmaram o potente efeito do Eleutherococcus senticosus sobre o ganho de peso dos
ratos, onde demonstraram além da significativa redu¢do, uma diminui¢do das concentracoes
de colesterol plasmético (YAN-LIN et al., 2011).

Uma hipétese para este importante efeito na reducdo do peso poderia ser explicada
pela atuacdo do Eleutherococcus senticosus sobre o metabolismo da glicose e insulina
(KUO et al., 2010), além do efeito de diminuir as concentragdes de corticosterona em ratos

(KIMURA & SUMIYOSHLI, 2004; YAN-LIN et al., 2011).
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Figura 12. Peso (gramas) dos ratos no inicio (a) e ao final (b) dos diferentes tipos de
tratamento. Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e
Corrida Suplementado (CS), n=6.
Peso inicial (Pi): *p<0,05= AS vs C e CS;
Peso final (Pf): *p<0,05=CS vs A
Observacgoes:
Pi = peso dos ratos medido apds trés semanas de adaptacdo e duas a esteira;
Pf = peso dos ratos no dia da eutandsia, ap6s 8 semanas de tratamento.

O grupo Adaptado Suplementado (AS) iniciou o tratamento com O peso
significativamente maior que o grupo Corrida (C), e ao final, o ganho de peso ao longo do
tratamento foi semelhante a este grupo, demonstrando importante efeito da suplementagao

sobre esta variavel.
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Figura 13. Ganho de peso (gramas) ao longo dos diferentes tipos de tratamento.
Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida
Suplementado (CS), n=6.

*p<0,05= AS vs A; CS vs A.
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Figura 14. Quantidade de racao padrdo (gramas/ dia/ rato) ingerida pelos ratos submetidos
aos diferentes protocolos de tratamento. Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS),
n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.
*p<0,05=Ce CSvs A.

Os grupos AS e CS apresentaram um menor ganho de peso ao longo do tratamento

em relac@o ao grupo A, entretanto, este menor ganho de peso entre os animais do grupo AS
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e A ndo foi devido a menor ingestao de ragdo. Houve menor consumo de racdo dos grupos

que participaram do treinamento de corrida C e CS, em relacdo ao grupo A.
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Analise morfométrica dos Adipécitos Isolados de diferentes paniculos

Cheik et al. (2006), demonstraram em seu estudo com ratos que o exercicio
realizado ao longo de oito semanas (90 minutos de natacdo, Sx/semana, 3 a 5% sobrecarga)
foi capaz de causar uma significativa diminui¢do da gordura e do didmetro dos adipdcitos
nos paniculos epididimal e mesentérico. Os autores sugerem que isto se deve ao fato de que
o exercicio fisico aerébio de longa duragdo e intensidade moderada aumenta a atividade da
enzima lipase hormonio sensivel via AMPc e a capacidade oxidativa muscular, sendo os
acidos graxos livres (AGL) o principal substrato energético.

N3ao houve diminuic¢do da drea, bem como do didmetro dos paniculos analisados dos
animais submetidos ao treinamento de corrida. Mas uma reducdo significativa na drea do
paniculo epididimal dos ratos do grupo Adaptado Suplementado foi observada em relacao
ao grupo Adaptado. Tal fato pode estar de acordo com os dados de Rhie e Won (2004), que
confirmaram o potente efeito do Eleutherococcus senticosus (ES) sobre a reducdo do peso
(YAN-LIN et al., 2011). Outros autores também demonstraram que o ES possui efeito
hipolipidémico maior que a taurina, a carnitina, e varios outros extratos de ervas medicinais
(SONG et al., 2002; CHOI et al., 2008; YAN-LIN et al., 2011).

Em trabalhos realizados com humanos, Szolomicki et al. (2000) demonstraram
significativa reducdo nas concentracdes de colesterol total e LDL colesterol; reducdo dos

acidos graxos livres, triacilglicerol e glicose sanguinea.
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Figura 15. Medidas de 4rea (a) e didmetro (b) dos adipdcitos isolados dos paniculos
adiposos epididimais, mesentéricos e peri-renais de ratos submetidos aos diferentes

protocolos de tratamento. Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida

Mesentérico

Peri renal

(C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.

Area (umz):

*p<0,05 quando avaliado o mesmo tecido em diferentes tratamentos
+p<0,05 quando avaliado o mesmo grupo em diferentes paniculos.

*p<0,05= AS vs A;

+p<0,05= A mesentérico vs epididimal; A mesentérico vs peri renal; CS mesentérico vs peri

renal.
Diametro (um):

*p<0,05 quando avaliado o mesmo tecido em diferentes tratamentos.
+p<0,05 quando avaliado o mesmo grupo em diferentes paniculos.
+p<0,05= A mesentérico vs peri renal; CS mesentérico vs peri renal.
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Analise de Biomarcadores de Estresse Metabolico

Em todos os grupos analisados, foi encontrada uma maior quantidade no contetddo
de glicogénio do tecido hepdtico, em relagdo aos outros diferentes tecidos (gastrocnémio
branco e séleo). Nao existe diferenca significativa entre os grupos A, AS, C e CS para o
conteddo de glicogénio dos trés tecidos analisados (glicogénio hepdtico, gastrocnémio
branco e séleo), e, em relacdo as concentracdes de glicose, ndo houve diferenga entre os
grupos.

Em uma pesquisa com humanos, Wu et al. (1996) observaram nos sujeitos avaliados
um aumento da contribuicdo energética de 43% a partir do metabolismo de gordura,
concluindo que o uso de ciwujia (presente na folha do Eleutherococcus senticosus) pode ter
consequéncias positivas para os atletas devido a um efeito poupador de glicogénio e
aumento no limiar anaerdbio.

A média dos valores para concentragdo de glicogénio no misculo séleo em ratos
que participaram dos Testes de Performance em nosso estudo foi de 0,225+0,02
(mg/100mg), maior que o encontrado no estudo de Voltarelli et al. (2004), quando
submeteu animais alimentados ao treinamento de natagdo (0,092+0,03 mg/100mg).

N3ao observamos efeito hipoglicemiante utilizando Eleutherococcus senticosus entre
os diferentes tratamentos, mas o fato de ndo ter aplicado o jejum antes do momento do
sacrificio dos animais, nos impossibilitou uma andlise mais criteriosa. Isto ocorreu devido
as outras andlises, onde os resultados poderiam ser afetados com o jejum dos animais.
Dantas et al. (2006), em um estudo investigando a glicemia no estado alimentado de 64
ratos Wistar, demonstraram os valores de 136+11,3 mg/dL, enquanto em nosso trabalho o
valor foi de 120,81+3,47 mg/dL.

Uma grande quantidade de pesquisas revelou que o Panax ginseng pode diminuir as
concentracdes de glicose sanguinea em animais normais e hiperglicémicos devido a ag¢do
dos glicopeptideos presentes nos polissacarideos do ginseng. Os polissacarideos contém
1,6% a 27% de glicopeptideos, ¢ segundo pesquisadores, esta € uma quantidade
considerdvel (WANG et al., 2003). Da mesma forma, o Eleutherococcus senticosus possui
6 glicanas (compostos eleuterosideos) em seus polissacarideos com propriedade

hipoglicemiante (HIKINO et al., 1986).
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A homeostasia metabdlica € essencial e determinante da performance no exercicio,
neste contexto, tem sido sugerido que o ginseng Siberiano (Eleutherococcus senticosus)
possa ter efeito ergogénico, uma vez que, seus componentes quimicos podem exercer acao
expressiva no metabolismo energético (BAHRKE; MORGAN, 2000). Dentre os substratos
que podem estar envolvidos na a¢do do ginseng € sugestivo o aumento na utilizacdo de
lipideos, com efeito poupador dos estoques de glicogénio (ESCHBACH et al., 2000).

De acordo com nossos resultados, para as concentracdes de glicogénio nos
musculos gastrocnémio branco (representado pelas fibras glicoliticas) e s6leo (representado
pelas fibras oxidativas), observamos um maior dominio das médias do grupo CS em
relacdo ao grupo C, que, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, indica uma
tendéncia a supercompensacdo, contribuindo para a maior concentragdo de glicogénio nas
fibras musculares. Este efeito da supercompensagdo também poderia justificar a melhor

performance do grupo CS nos testes de performance 2 e 3.

| A
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Figura 16. Concentracio plasmadtica de glicose realizada antes da eutandsia Adaptado (A),
n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS),
n=>6..
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Figura 17. Andlises de concentracio do glicogénio hepdtico (a), e nos miusculos
gastrocnémio branco (b) e séleo (c). Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS),
n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.

Analise de Perfil Lipidico

Através da sinalizac¢do de alguns hormdnios em algumas condic¢des, tais como baixa

ingestao caldrica, jejum, ou em atividade fisica intensa, ocorre a mobilizacdo da reserva dos
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triacilglicerdis e sua consequente degradacdo. O triacilglicerol presente nos adipdcitos €
hidrolisado em glicerol e dcidos graxos através da agdo catalitica da enzima lipase
lipoproteica (LPL) (BELMONTE & AOKI, 2005). A partir da sua hidrélise, uma parcela
dos 4cidos graxos liberados é captada pelas células do tecido muscular, e o restante é
carreado para a corrente sanguinea ligada a albumina plasmaética para suprir a demanda
energética de outros tecidos. O 4cido graxo seja proveniente do tecido adiposo ou do
triacilglicerol encontrado nas lipoproteinas, uma vez captado pelo musculo, ele pode ser
reesterificado ou sofrer oxida¢do na mitocOndria para contribuir com o fornecimento de
energia (BELMONTE, 2005).

Uma vez que o metabolismo de substratos € fundamental a performance do
exercicio, o ginseng Siberiano pode ter efeito ergogénico por promover um aumento na
utilizacdo de gordura como fonte de energia, com subsequente efeito poupador dos
estoques de glicogénio, como sugerido no trabalho de Eschbach (2000) em humanos.
Bahrke e Morgan (2000) evidenciaram a eficicia do ginseng na performance a partir de
estudos com animais, enquanto que Kim e Park (2003) estudando os efeitos do Panax
ginseng (PG) sobre o metabolismo lipidico em humanos, e observaram diminui¢do dos
niveis plasmdticos de colesterol total (CT), triacilglicerol (TG), lipoproteina de baixa
densidade (LDL), e aumento do HDL (lipoproteina de alta densidade), quando foi
administrado Panax ginseng durante 8 semanas (6g/dia). Estes resultados afirmam que o
Panax ginseng tem um potencial efeito hipolipidémico.

Niao houve diferenca significativa entre os diferentes tipos de tratamento no perfil
lipidico dos animais. Comparando as concentracdes de triacilglicer6is (173,14+17,08
mg/dL) e colesterol total (157,64+0,92 mg/dL) de nosso trabalho, com as concentracdes de
triacilglicer6is (n=38, 83+24,7 mg/dL) e colesterol total (n=51, 87+18,1 mg/dL) da

pesquisa de Dantas et al. (2006), observamos que nossos valores encontram-se elevados.

46



[]a
@ﬁs

% i

250+

200

150+

mg/dL

100+

50

0 T Ll

Figura 18. Concentracdo plasmatica de triacilglicerol (a) e colesterol total (b) analisados
em todos os grupos antes da eutandsia. Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS),
n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.

Analise de Biomarcadores de Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas principalmente durante o
exercicio e apresentam grande capacidade reativa resultando em inimeros danos celulares.
Dentre as EROs o radical superéxido (Oje-) € a particula precursora para que outras
moléculas oxidativas sejam formadas. O radical superéxido pode ser dismutado em
peréxido de hidrogénio (H,O,) principalmente pela acdo catalitica da enzima superdxido
dismutase (SOD) (ARAUJO, 2010). A SOD tem como principal fungio reduzir as espécies

reativas de oxigénio combatendo principalmente a acdo do radical superéxido:
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202+2H+—>02+H202

Ap6s a acdo da SOD a enzima catalase consegue agir transformando efetivamente o
perdéxido de hidrogénio formado em moléculas de dgua e oxigénio (CHANCE et al., 1979):
2 H,0; — O, + 2 H,O

A andlise estatistica dos resultados das concentracdes de TBARS realizadas no
musculo e no plasma, ndo indicaram diferencas significativas, porém, ha de se considerar
que se direcionarmos a andlise tendo como referencial as medianas dos grupos e ao se
aplicar o método de Analise de Magnitude de Efeito (COHEN, 1970), verifica-se que a
concentracdo de TBARS no gastrocnémio vermelho do grupo Corrida Suplementado
apresenta dominio das médias 98% menor em relagdao ao grupo Corrida, demonstrando uma
tendéncia a reducdo das espécies reativas de oxigénio, assim, este pode ser o fendmeno que
tenha propiciado a melhora do desempenho deste grupo nos testes de performance 2 e 3.

Por sua vez, nos resultados da atividade das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), observamos uma tendéncia ao aumento na atividade
dessas enzimas manifesto no grupo Adaptado Suplementado se comparado ao grupo
Adaptado. Ao aplicarmos o método de Anélise de Magnitude de Efeito no grupo Corrida
Suplementado, foi observado aumento de 88% do dominio das médias em relacdo ao grupo
Corrida, para a andlise da enzima SOD.

Utilizando outro tipo de ginseng como o Panax ginseng, Chang et al. (1999)
demonstraram diminuicdo da producdo dos radicais livres, devido ao fato de que algumas
fracoes de ginsenosideos (tal como o panaxadiol Rb2) presentes no Panax ginseng,
aumentaram 2 a 3 vezes a transcri¢do dos genes das enzimas Cu/ZnSOD (SOD1) e catalase.

Em humanos, Kim e Park (2003) demonstraram um significativo aumento da
atividade enzimdtica antioxidante da superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
utillizando Panax ginseng.

Outro estudo, investigando o tratamento prolongado com extrato padronizado de
Panax ginseng (G115) em ratos submetidos a exercicios em esteira de corrida sobre a
capacidade antioxidante do figado, foi demonstrado que a administra¢cdo do G115 nos ratos
tratados aumentou significativamente os niveis da atividade da enzima SOD (VOCES et al.,

1999).
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Li et al. (2009), em um trabalho utilizando polissacarideos do Panax ginseng sobre
a prote¢do mitocondrial, verificou que as concentragdes de malondialdeido foram inibidas

no cérebro de camundongos, demonstrando que estes polissacarideos possuem um

importante efeito antioxidante.
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Figura 19. Concentracdo plasmdtica de TBARS. Adaptado (A), n=6; Adaptado
Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.
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Figura 20. Concentracdo de TBARS no musculo gastrocnémio vermelho. Adaptado (A),

n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4 e Corrida Suplementado (CS),
n=6.
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Figura 21. Atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) no musculo
gastrocnémio vermelho. Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida
(C), n=4 e Corrida Suplementado (CS), n=6.
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Figura 22. Atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) no eritrécito, analisada em
todos os grupos. Adaptado (A), n=6; Adaptado Suplementado (AS), n=6; Corrida (C), n=4
e Corrida Suplementado (CS), n=6.
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Efeitos Toxicolégicos

Em geral, os estudos utilizando animais para observar efeitos de toxicidade do
ginseng o consideraram muito seguro, sem demonstrar teratogenicidade ou mutagenicidade
(BAHRKE & MORGAN, 1994).Um caso foi relatado sobre a utilizacdo de Eleutherococus
senticosus em um homem que fazia uso de digoxina, a qual a concentracdo plasmadtica
(digoxina) foi elevada, e quando foi parada a suplementacio, ela foi diminuida (HUANG et
al.,, 2011). Os diabéticos que utilizam Eleutherococcus senticous devem monitorar as
concentracdes de glicose sanguinea, devido aos efeitos hipoglicemiantes reportados em
animais (BRINKER, 1998). As pesquisas t€m demonstrado que o Eleutherococcus
senticosus utilizado nas doses recomendadas nao alteram significativamente o metabolismo

das enzimas da via de detoxificacdo, CYP3A4 ou CYP2D6 (MARKOWITZ et al., 2003).

Consideracoes Nutricionais

Esta pesquisa foi realizada com o intuito de obter e socializar informagdes sobre
os efeitos do extrato padronizado de Eleutherococus senticosus aos profissionais da drea de
saude, em especial a nutricionistas, visando a possibilidade de recomendacgdo da utilizacao
deste suplemento a atletas e/ou populagao.

De acordo com os resultados obtidos, Ginseng siberiano pode ser considerado um
suplemento nutricional com auxilio ergogénico, visto que exerceu efeito sobre o
metabolismo energético, e pode contribuir para a melhora da qualidade de vida
especialmente em atletas de endurance, os quais estdo mais expostos a produgdo de
espécies reativas de oxigénio devido a maior contribuicdo do metabolismo aerébio para
producio de energia.

Pesquisas indicam que os efeitos da suplementacio de Eleutherococcus senticosus
em humanos, assim como de Panax ginseng, podem ser observados desde que consumidos
em doses suficientes e de maneira cronica, a partir de 8 semanas (BUCCI, 2000). Quando
administrado na dose de 200 a 400 mg por dia, durante 6 a 8 semanas, com intervalo de

pausa de 2 semanas antes da continuidade do fitoterdpico (BROWN, 2000; BUCCI, 2000)
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o composto ndo oferece risco a saudde, entretanto, as individualidades fisiolégicas e
bioquimicas deverdo sempre ser levadas em consideracdo antes da sua prescricdo, bem
como o acompanhamento observando possiveis reacdes adversas, cabendo ao profissional a
avaliacdo dos efeitos da sua utilizacao, e os beneficios propiciados ao individuo.

A ingestdo de produtos de ginseng, ndo resulta em resultados positivos para
substancias proibidas apds teste de urina tornando vidvel a sua recomendacdo aos atletas

(BUCCI, 2000).

Conclusoes

A suplementacdo com Eleutherococcus senticosus na presente pesquisa:

1 - Foi eficiente em melhorar a performance no grupo Corrida Suplementado (CS)
no segundo e no terceiro teste de performance.

2 — Diminuiu significativamente o ganho de peso no grupo Adaptado Suplementado
quando comparado com o grupo Adaptado ingerindo a mesma quantidade de ragcdo/dia, da
mesma forma que o protocolo de treino no grupo Corrida.

3 - Potencializou o efeito do exercicio no grupo CS, exercendo importante
diminui¢@o no ganho de peso comparado com o grupo Adaptado.

4 — Diminuiu significativamente a drea dos adipdcitos do paniculo epididimal no
grupo Adaptado Suplementado.

5 — Diminuiu producio de espécies reativas de oxigénio no musculo dos animais do

grupo CS através do método de Andlise de Magnitude de Efeito de Cohen (1970).

Dificuldades encontradas

Houve perda amostral de 2 animais representantes do grupo Corrida.
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Resultados apresentados em tabelas:

Avaliacio da Performance

Tabela 1 — Valores resultantes dos testes de performance (TP) realizados em ratos de

diferentes grupos em momentos distintos (1, 2 e 3).

TP1 TP2 TP3
Adaptado, n=6 147,33+20,77 240,22+25,94 257,92+18,18
Adaptado Suplementado, n=6 179,23+40,28 299,7+43,15 271,59+44,62
Corrida, n=4 171,06+17,32 392,53+76,52 432,09+29,35
Corrida Suplementado, n=6 237,99+19,72 461,42+34,96 492,20+48,31

Os dados est@o apresentados como média e erro padrao das médias.
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Tabela 2. Lactatemia (mmol/L) avaliada antes (basal), logo apds e 5 minutos (5°) apds os testes de performance (TP) nos momentos 1

e 3.

TP1 TP3
Grupos Basal Logo apés 5’ apods Basal Logo apds 5’ apds
A, n=6 3,4340,18 4,2540,23 4,88+0,23 2,5140,32 3,2840,44 3,46+0,2361
AS, n=6 3,1840,21 3,054+0,47 3,46+0,29 2,840,23 4,65+0,36 3,54+0,36
C,n=4 2,9240,30 3,5740,27 2,7240,33 2,840,27 2,6240,65 3,2540,41
CS, n=6 3,13+0,63 3,86+0,40 3,640,27 3,48+0,36 3,78+0,21 4,03+0,59

Os dados est@o apresentados como média e erro padrao das médias de 12 experimentos realizados.

Tabela 3. Glicemia (mg/dL) avaliada antes (basal), logo apds e 5 minutos (57) ap6s os testes de performance (TP) nos momentos 1 e 3.

TP1 TP3
Grupos Basal Logo apos 5’ apos Basal Logo apo6s 5’ apos
A, n=6 134,842,15 142,3349,52 150,83+16,32 112,8343,62 137+3,83 159,33+8,69
AS, n=6 110,66+1,25 104,66+11,76 105,1649,02 106,16+2,63 123,16+4,52 13243,82
C, n=6 121,75+8,27 135,25420,39 157,254+8,19 109,25+3,88 122,5+4,55 132+2,85
CS, n=6 11047,69 164,83+7.,83 163,6649,09 104,1642,67 137,33+9,08 151,66+7,45

Os dados estdo apresentados como média e erro padrdo das médias de 12 experimentos realizados.
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Ganho de peso corporal e ingesta alimentar

Tabela 4 — Valores de peso (em gramas) corporal inicial, final e ganho de peso dos ratos

submetidos aos diferentes protocolos de tratamento.

Grupos Peso inicial (Pi) Peso Final (Pf) Ganho de peso
(gramas) (gramas) (gramas)
Adaptado, n=6 291,0448,42 486,33+16,39 195,2949,18
Adaptado Suplementado, n=6 310,99+4,14 463,94+11,56 152,95+8,30
Corrida, n=4 273,44+2 .81 430,60+14,92 157,16+15,15
Corrida Suplementado, n=6 285,16+6,87 427,7449,14 142,58+8,06

Os dados estdo apresentados como média e erro padrdo das médias.

Tabela 5 — Valores de ingesta de racao padrdo (gramas/rato/dia) dos ratos submetidos aos

diferentes protocolos de tratamento.

Gramas de ragdo padrao/rato/dia

Adaptado, n=6 27,47+0,36
Adaptado Suplementado, n=6 26,73+0,26
Corrida, n=4 25,33+0,28
Corrida Suplementado, n=6 25,28+0,21

Os dados estdo apresentados como média e erro padrao das médias.
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Analise morfométrica dos Adipdécitos Isolados de diferentes paniculos

Tabela 6 — Medidas de area (a) e diametro (b) dos adipdcitos isolados dos paniculos

adiposos epididimais, mesentéricos e peri-renais de ratos submetidos aos diferentes

protocolos de tratamento.

a.

Area (pmz)

Epididimal

Mesentérico

Peri-renal

Adaptado, n=6

7.544+397,83

5.959+422,30

7.576+341,73

Adaptado 5.390+490,10 4.834+828,76 7.525+1.344,74
Suplementado, n=6

Corrida, n=4 5.594+405,93 5.050+839,68 7.685+1.038,41
Corrida 6.248+679,88 4.362+480,93 7.355+841,40
Suplementado, n=6

b.

Didmetro (um) Epididimal Mesentérico Perirenal
Adaptado, n=6 93+2,81 86+3,00 96+2,04
Adaptado 80+4,37 74+7,32 88+13,83
Suplementado, n=6

Corrida, n=4 83+3,23 78+6,58 96+7,16
Corrida 86+5,15 72+4,72 94+5,62

Suplementado, n=6

Os dados estdo apresentados como média e erro padrao das médias.
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Analise de Biomarcadores de Estresse Metabolico

Tabela 7: Andlise de Biomarcadores de Estresse Metabolico

Concentracdo Plasmdtica de Glicogénio Glicogénio Gastroc. Glicogénio Soleo
Glicose (mg/dL) Hepdtico (mg/100mg)  Branco (mg/100mg) (mg/100mg)
Adaptado, n=6 129,83+43,40 4,46+0,47 0,09+0,02 0,27+0,01
Adaptado Suplementado, n=6 116+6,08 3,43+0,36 0,07+0,02 0,25+0,03
Corrida, n=4 114,75+1,54 4,57+0,69 0,05+0,003 0,17+0,02
Corrida Suplementado, n=6 122,66+7,02 4,77+0,49 0,08+0,02 0,21+0,02

Os dados est@o apresentados como média e erro padrdo das médias.

Analise de Perfil Lipidico

Tabela 8: Andlise de Biomarcadores de Perfil Lipidico

Concentracdo Plasmadtica de Concentracdo Plasmadtica de
Triacilglicerédis (TAG) (mg/dL) Colesterol Total (CT) (mg/dL)
Adaptado, n=6 210,50+21,65 158+2,30
Adaptado Suplementado, n=6 153,50+14,03 155+1,58
Corrida, n=4 192,25+29,53 158,25+0,75
Corrida Suplementado, n=6 136,33+21,49 159,33+1,60

Os dados estao apresentados como média e erro padrdo das médias.
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Analise de Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Tabela 9: Anélise de biomarcadores de estresse oxidativo

Atividade-CAT nos Atividade-SOD TBARs- TBARs-gastrocnémio
Eritrécitos-hemolisado Gastro-vermelho Plasma vermelho
(uL/pg proteina) (uL/ug proteina) (nmol/mL) (nmol/mL)
Adaptado, n=6 320,19+95,44 9,48+0,62 22,09+7,86 6,93+3,59
Adaptado Suplementado, n=6 455,56+54,54 12,31+0,60 18,20+5,19 7,55+1,50
Corrida, n=4 457,72+65,54 11,33+0,62 23,66+7,15 6,36+2,82
Corrida Suplementado, n=6 462,60+9,88 12,61+1,28 15,36+2,58 2,24+0,27

Os dados estdo apresentados como média e erro padrao das médias.
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Efeitos de alguns tipos de ginseng sobre a performance fisica em humanos:

Referéncia Participantes N Ginseng Duracio Dados coletados Resultados
Forgo & Kirchdorfer, 1981 Homens 20 200mg/dia de Extrato 9 semanas Capacidade aerébia Aumento da capacidade aerébica, redugdo da
padronizado de P. producio de lactato e da frequéncia cardiaca
Ginseng
Forgo & Kirchdorfer, 1982 Jovens 30 Extrato padronizado de 9 semanas Capacidade aerébia Melhorou capacidade aerdbia, reduziu producdo de
P. ginseng contendo 4% lactato e frequéncia cardiaca; ndo houve diferenca
ou 7% de ginsenosideos entre 4% e 7% do contetido de ginsenosideos
Forgo, 1983 Atletas de elite 30 200mg/dia de Extrato 9 semanas Melhora da captacdo de O, Melhorou captac@o de O,, capacidade mdxima de
padronizado de P. respiragao, capacidade vital e volume de expiragiao
Ginseng forcada; reduziu produg@o de lactato e frequéncia
cardiaca; Sem alteracdo significativa para LH soro,
testosterona, e cortisol
Teves et al., 1983 Corredores de 12 2000mg/dia; 1,5% de 4 semanas Capacidade aerébia Sem diferenca significativa para o tempo de corrida
maratona glicosideos até a exaustdo, capacidade aerdbica, frequéncia
cardiaca, Vg, e RPE
Murano et al., 1984 Jovens de 18— 65 2 capsulas por 30 dias; 1 60 dias Melhora de performance no Teste No grupo de adultos: houve melhora da performance
21 anos, e cépsula por 30 dias de de Cooper no teste de Cooper (12min corrida); Grupo de jovens:
adultos de 38— Extrato padronizado nao houve diferenca significativa
70 anos ARM229
Forgo & Schimert, 1985 Atletas de Elite 28 200mg/dia de Extrato 9 semanas Efeitos sobre a satde dos atletas Melhorou captacdo de O,, volume de expiracdo
padronizado G115 de P. forcada, capacidade vital, tempo de reag@o visual e
Ginseng frequéncia cardiaca.
Asano et al., 1986 Homens jovens 6 E. senticosus M 8 dias Capacidade méaxima de trabalho Significativo aumento do trabalho total, tempo até
exaustao.
Mc Naugthon et al., 1989 Corredores de 15 (M) Ginseng Chinés e 6 sem Performance aerébica, forca Aumento significativo no VO,psy, forca
maratona 15 (F) Eleutherococcus
senticosus
Gribaudo et al., 1990 Homens jovens 12 Ginseng e fenu-greco 15 dias Forgca e fadiga muscular Aumento significativo na produgdo de trabalho,
0,5g 2X/dia diferencas significativas no nivel de lactato
Gribaudo et al., 1991 Ciclistas 14 Ginseng e fenu-greco 30 dias Treinamento, endurance, Aumento significativo no limiar anaerébio, ferritina
amadores bem 0,5g 2X/dia performance sanguinea, trabalho, RER, VEux, VOsmax, N0 signif.
treinados para lactato sanguineo
Perialisi et al., 1991 Idade 21 — 47 50 200mg/dia de Extrato 6 semanas ? Melhorou carga total de trabalho, tempo até exaustao,
anos padronizado de P. capacidade aerdbica, ventilagido, VO, producio de
ginseng, DMAE, didxido de carbono, produgdo de lactato e frequéncia
vitaminas, minerais cardiaca; Nio significativo para RER.
Van Schepdael, 1993 Mulheres 43 400mg/dia de Extrato 20 semanas ? Preveniu a diminui¢do da performance fisica apds
triatletas de 24 padronizado de P. 10km
— 36 anos Ginseng
Engels et al., 1995 Mulheres 19 P. ginseng C.A. Meyer 8 semanas Respostas metabdlicas Diferenca nio significativa no exercicio maximo e
adultas 200mg/dia 4% submaximo.
sauddveis ginsenosideos
Engels et al., 1996 Mulheres 19 P. ginseng C.A. Meyer 8 semanas Performance de trabalho, Diferenga ndo significativa na performance de
adultas 200mg/dia 4% metabolismo energético trabalho maximo, descanso, exercicio, recuperacao do
sauddveis ginsenosideos 0O,, RER, Vg frequéncia cardiaca, niveis de lactato
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sanguineo.

Dowling et al., 1996 Treinados em 20 E. senticosus M 3,4ml 8 semanas Exercicio aerébico maximo e Sem diferenca significativa na frequéncia cardiaca,
corrida em submaximo VO,, Vg, VE/VO,, RER, RPE, tempo até exaustao,

distancia nivel de lactato.

Marasco et al., 1996 Voluntarios 625 200mg/dia de Extrato 12 semanas Qualidade de vida Melhorou qualidade de vida, prevenindo o aumento

entre 18 - 65 padronizado de P. de peso corporal e aumento da pressao arterial
anos ginseng, vitaminas, sanguinea.
minerais
Morris et al., 1996 Ciclistas T7M), 1 (F) P. quinquefolium 8 ou 7 dias Exaustdo 75% VOomix Nao houve diferenca significativa no tempo de
amadores bem 16mg/Kg/dia exaustdo, niveis de lactato e de glicose, RPE, Vg, VO,
treinados

Wu et al., 1996 Homens adultos 16 Preparado contendo 2 semanas Quoeficiente respiratério, limiar Aumento do metabolismo anaerébio, efeito poupador

saudaveis Ciwujia anaerdbio, produgdo de lactato, de glicogénio, aumento de 43% do metabolismo de
frequéncia cardiaca gordura durante exercicio, diminuicdo de 31-33% do
lactato sanguineo, efeito poupador de glicogénio.

Lifton et al., 1997 Ciclistas 7 M), 4 (F) 3g/dia 13 dias Exercicio aerébico maximo Naio houve diferenca significativa na frequéncia

amadores bem cardiaca maxima, VOomay, carga de trabalho, RER.
treinados

Engels & Wirth, 1997 Homens adultos 31 P. ginseng C.A. Meyer 8 semanas Respostas Fisioldgicas e Diferenca nao significativa na captagdo méaxima e
saudaveis 200 ou 400mg/dia Psicoldgicas submdxima de O, RER, Vg lactato sanguineo, freq.

cardiaca e RPE.

Allen et al., 1998 Adultos jovens 20 (M), 8 (F) P. ginseng 200mg/dia, 3 semanas Maxima performance aerébia Naio houve diferenca significativa no VO,, carga de
saudaveis 7% ginsenosideos trabalho, tempo de exercicio, lactato, niveis do
treinados hematdcrito, frequéncia cardiaca, RPE.

moderadamente

Engels et al., 1998 Jovens adultos, 12 P. ginseng C.A. Meyer 60 dias Exercicio aerébico maximo Sem diferenga na captacdo de O, RER, Vg RPE,

aerobicamente 1000mg/dia de material frequéncia cardiaca
treinados da raiz

Kolohouri et al., 1999 Mulheres 24 P. ginseng C.A. Meyer 8 semanas Capacidade anaerdbia, fadiga Naio houve diferenca significativa no trabalho

adultas 400mg/dia supramaximo de curta duracao
sauddveis

Eschbach et al., 1999 Homens bem 10 E. senticosus 120 minutos, Utilizacdo de substrato, Sem diferenca significativa no VO, RER, RPE,
treinados 1200mg/dia 10km manutencdo da performance frequéncia, cardiaca, nivel de lactato e glicose

Szolomicki et al, 2000 Voluntarios 50 Extrato fluido de Taiga 30 dias Colesterol total, LDL colesterol, Reducdo significativa nos niveis de Colesterol total e

sauddveis de Waurzel — 25gotas 3x/dia acidos graxos livres, LDL colesterol; redugdo dos dcidos graxos livres,
ambos 0s sexos (ImL equivalendo 1g de triacilglicerol, glicose, VOimax triacilglicerol, glicose sanguinea; e aumento
raiz) significante no pico de VOomix

Liang et al., 2005 Adultos jovens 29 1350mg/dia Panax 30 dias Capacidade aerdbia, endurance, Melhora significativa no tempo de endurance até

notoginseng pressdo arterial média, VO, exaustdo, diminui¢ao da pressdo arterial média e do
V02
Kuo et al., 2010 Homens em 9 800mg/dia de Extrato 8 semanas Capacidade aerébia, frequéncia Aumento significativo: no pico de VO, na frequéncia
treinamento padronizado de E. cardiaca maxima, VO,, RPE, cardiaca e melhora no tempo de resisténcia. Em 30
recreacional de senticosus RER, dcidos graxos livres e min a 75% do pico de VO, a producdo de 4cidos
ciclismo glicose no plasma graxos livres no plasma foi aumentada, e o nivel de
glicose diminuido, de forma significativa (P <0,05)

Ping et al., 2011 Atletas de 9 200mg de Panax 1 hora antes Capacidade aerébia, VO, A suplementacdo aguda ndo afetou nenhum dos

corrida ginseng do exercicio frequéncia cardiaca, temperatura parametros analisados no estudo.
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recreacional

em esteira de

corporal, RPE, glicose, lactato,

25 - 32 anos corrida insulina plasmatica, acidos graxos
livres
Jung et al., 2011 Homens 18 20g de extrato de 7 dias antes do Lesdo muscular induzida pelo Diminuig¢do significativa da creatina quinase e da
estudantes ginseng Koreano teste; e 4 dias exercicio, resposta inflamatdria, interleucina 6 no grupo suplementado com ginseng,
universitdrios misturado com 200ml apos o teste sensibilidade a insulina além de uma significante reducao da insulina e

de dgua 3x/dia

glicose plasmatica, sugerindo reducdo da lesdo
muscular e diminui¢@o da resposta inflamatdria,
resultando em melhorias na sensibilidade a insulina

F=feminino; M=masculino; O,=oxigénio; RER=taxa de troca respiratéria; RPE=taxa de esfor¢o percebido; Vg=volume expiratério; VE,,=volume expiratério maximo;
VO,=captacio de oxigénio; VO, 4= maxima captacdo de oxigénio; LH= hormdnio luteinizante.
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Cronograma do tratamento
CRONOGRAMA - 2011
Legenda:
GRUPO ADAPTADO=S=6
GRUPO ADAPTADO SUPLEMENTADO =SS =6
GRUPO CORRIDA=C=6
GRUPO CONTROLE =6

GRUPO GAVAGEM =4

Observagoes:

Primeiro bloco — grupo sendentario + adaptado suplementado (iniciando com 1 semana de diferenga do tratamento dos grupos); o
motivo do intervalo entre os grupos é devido ao dia do sacrificio, que sera realizado em até 6 animais.

Segundo bloco - quando o grupos sendentario, e adaptado suplementado estiverem na 62 e 52 semana de tratamento respectivamente,
inicia-se a adaptagdo em biotério do grupo , € uma semana apos, do grupo corrida suplementado.

Na semana de sacrificio do grupo adaptado, e uma semana depois, do grupo adaptado suplementado, inicia-se na semana seguinte (ao
sacrificio do grupo adaptado suplementado), o tratamento e treinamento no grupo corrida. E apds uma semana do inicio do tratamento do
grupo corrida, inicia-se o tratamento e treinamento do grupo corrida suplementado.
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Sobre os grupos CONTROLE e GAVAGEM:
A manipulagdo com estes grupos de animais (CONTROLE E GAVAGEM) sera da seguinte maneira:
- Este grupo iniciara na mesma data do inicio do grupo corrida suplementado;

Atencdo: o Unico “tratamento” que o grupo gavagem ira receber, é a gavagem. Enquanto que o grupo CONTROLE, sé ficara no biotério,
sem receber nenhum tipo de tratamento (a palavra “tratamento” para o grupo controle serve s6 para compreender o momento do sacrificio).

- Alguns animais do grupo CONTROLE serdo sacrificados na semana que correspondente a 3 semanas de adaptacdo ao biotério + 2
semanas de adaptacdo a esteira (mas ndo fardo adaptacdo a esteira), ou seja, teoricamente no mesmo periodo como estivesse iniciando a
primeira semana de tratamento. Ao mesmo tempo, nesta mesma semana, inicia o tratamento de gavagem no grupo GAVAGEM.

- Na semana referente a 5 semanas de tratamento (ou seja, concluidas as 4 semanas de “tratamento”), serdo sacrificados animais do
grupo CONTROLE e GAVAGEM,;

- Na semana referente a 9 semanas (ou seja, concluidas as 8 semanas de “tratamento”), serdo sacrificados animais do grupo CONTROLE e
GAVAGEM.

Tudo isso, com o objetivo de analisar (nos grupos Controle e Gavagem), como estardo os biomarcadores nos momentos:

a) apds 5 semanas de adaptagdo: no caso do grupo controle; (o grupo gavagem ndo sera sacrificado no inicio, devido a gavagem ser
iniciada somente apds as 5 semanas de adaptagdo).

b) no meio do tratamento (para controle e gavagem)

c) ao final do tratamento (para controle e gavagem)

79



CRONOGRAMA - Tratamento ratos - 2011

JANEIRO
DOMINGO SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01
02 03 04 05 06 07 08
09 10 11 12 13 14 15
INICIO grupo ADAPTADO | ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO
(s=6)
S S s S S
ADAPTAGAO BIOTERIO
S
16 17 18 19 20 21 22
ADAPTAGAO BIOTERIO | INICIO grupo ADAPTADO | ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO
SUPLEMENTADO (S5=6)
3 S+SS S+SS S+SS S+SS S+SS
ADAPTAGAO BIOTERIO
S+SS
23 24 25 26 27 28 29

ADAPTAGAO BIOTERIO

S+SS

ADAPTAGAO BIOTERIO

S+SS

ADAPTAGAO BIOTERIO

S+SS

ADAPTAGAO BIOTERIO

S+SS

ADAPTACAO BIOTERIO

S+SS

ADAPTAGAO BIOTERIO

S+SS

ADAPTAGAO BIOTERIO

S+SS
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30

ADAPTAGAO BIOTERIO

31

ADAPTAGAO BIOTERIO

sS sS
ADAPTAGAO ESTEIRA
S
FEVEREIRO
DOMINGO SEGUNDA TERGCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01 02 03 04 05
ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO
sS sS sS 3 3
ADAPTACAO ESTEIRA ADAPTACAO ESTEIRA ADAPTACAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA
S S s s
06 07 08 09 10 11 12
ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA
SS S+SS S+SS S+SS S+SS S+SS
13 14 15 16 17 18 19
12 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
S S S s s
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ADAPTAGAO ESTEIRA

ADAPTAGAO ESTEIRA

ADAPTAGAO ESTEIRA

ADAPTAGAO ESTEIRA

ADAPTAGAO ESTEIRA

SS SS SS SS SS
20 21 22 23 24 25 26
12 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
SS S+SS S+SS S+SS S+SS
TRATAMENTO
22sem. S
12 sem. SS
27 28
TRATAMENTO
32sem. S
22 sem. SS
MARCO
DOMINGO SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01 02 03 04 05
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
S+SS S+SS S+SS S+SS
06 07 08 09 10 11 12
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TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
42 sem. S S+SS S+SS S+SS S+SS
32sem. SS
13 14 15 16 17 18 19
22 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
S S+SS S+SS S+SS S +SS
TRATAMENTO
52sem. S
42 sem. SS
20 22 23 24 25 26
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO ADAPTAGAO BIOTERIO
S+SS S+SS S+SS S +SS C
ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO
C C o C
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27 28 29 30 31
ADAPTAGAO BIOTERIO INiCIO GRUPO CORRIDA TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
SUPLEMENTADO
Cc S +SS S +SS S +SS
(CS=6)
ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO
TRATAMENTO
C+CS C+CS C+CS
72 sem. S
ATENGAO AOS GRUPOS:
62 sem. SS
CONTROLE (n3o
ADAPTAGAO BIOTERIO recebera tratamento
nenhum)
C+CS
GAVAGEM (inicio da
INICIO GRUPOS: gavagem s6 acontecerd
apos as 5 semanas que
CONTROLE E GAVAGEM “seriam” de adapt ao
biotério + adapt a
esteira — ocorrera
somente gavagem)
ABRIL
DOMINGO SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01 02
TRATAMENTO ADAPTAGAO BIOTERIO
S+SS C+CS

ADAPTAGAO BIOTERIO

C+CS
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03 04 05 06 07 08 09
ADAPTAGAO BIOTERIO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO ADAPTAGAO BIOTERIO
C+CS 82sem. S S+SS S+SS S+SS S+SS C+CS

72 sem. SS ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO ADAPTAGAO BIOTERIO
ADAPTAGAO BIOTERIO C+CS C+CS C+CS C+CS
Cc+CS
GRUPOS no biotério:
CONTROLE E GAVAGEM
10 11 12 13 14 15 16
ADAPTAGAO BIOTERIO | 32 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO COLETA TECIDOS E TRATAMENTO TRATAMENTO ADAPTAGAO BIOTERIO
SACRIFiCIO
c+CS S SS sS sS cs
S
TRATAMENTO ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA
TRATAMENTO
82 sem. SS (o C C
SS

ADAPTAGAO ESTEIRA

ADAPTAGAO BIOTERIO
cs
GRUPOS no biotério:

CONTROLE E GAVAGEM

ADAPTAGAO BIOTERIO

cs

ADAPTAGAO ESTEIRA
C
ADAPTACAO BIOTERIO

Cs

ADAPTAGAO BIOTERIO

cs

ADAPTAGAO BIOTERIO

cs

85




17 18 19 20 21 22 23
32 TESTE PERFORMANCE ADAPTAGAO ESTEIRA COLETA TECIDOS E ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA
SACRIFiCIO
SS C+CS C+CS C+CS
SS
ADAPTAGAO ESTEIRA
ADAPTAGAO ESTEIRA
C+CS
C+CS
GRUPOS no biotério:
CONTROLE E GAVAGEM
24 25 26 27 28 29 30
12 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
C C C C C
TRATAMENTO ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA ADAPTAGAO ESTEIRA
12 sem. C cs cs cs cs

ADAPTACAO ESTEIRA
Ccs
GRUPOS no biotério:

CONTROLE E GAVAGEM
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MAIO

DOMINGO SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01 02 03 04 05 06 07
12 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
Cs C+CS C+CS C+CS C+CS
TRATAMENTO TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | 12 COLETA DE TECIDOS E
GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer sé6 a GAVAGEM (fazer s6 a SACRIFICIO do grupo:
22sem. C gavagem) gavagem) gavagem) CONTROLE (ref a 5 sem
de adapt biotério + 2
12 sem. CS sem adapt esteira)
INICIO DO TRATAMENTO TRATAMENTO do grupo:
do grupo: GAVAGEM GAVAGEM (fazer s6 a
(fazer s6 a gavagem) gavagem)
Enquanto outra parte do
grupo CONTROLE
aguarda sem nenhum
tratamento no biotério
08 09 10 11 12 13 14
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
32sem. C C+CS C+CS C+CS C+CS
22 sem. CS ANALISE DAS ANALISE DAS ANALISE DAS ANALISE DAS
AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS
ANALISE DAS
AMOSTRAS S S S S
S TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer s6 a GAVAGEM (fazer s6 a GAVAGEM (fazer s a
TRATAMENTO do grupo:
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GAVAGEM (fazer sé a gavagem) gavagem) gavagem) gavagem)
gavagem)
15 16 17 18 19 20 21
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
42sem.C C+CS C+CS C+CS C+CS
32sem. CS ANALISE DAS ANALISE DAS ANALISE DAS ANALISE DAS
AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS
ANALISE DAS
AMOSTRAS SS SS SS SS
SS TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé6 a GAVAGEM (fazer sé6 a GAVAGEM (fazer s6 a GAVAGEM (fazer s6 a
TRATAMENTO do grupo: gavagem) gavagem) gavagem) gavagem)
GAVAGEM (fazer sé a
gavagem)
22 23 24 25 26 27 28
22 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
Cc C+CS C+CS C+CS C+CS
TRATAMENTO TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé6 a GAVAGEM (fazer sé6 a GAVAGEM (fazer s a
52sem. C gavagem) gavagem) gavagem)
42 sem. CS
TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a
gavagem)
29 30 31
22 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO
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CS C+CS
TRATAMENTO TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a
62 sem. C gavagem)
52 sem. CS
TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé6 a
gavagem)
JUNHO
DOMINGO SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01 02 03 04
TRATAMENTO TRATAMENTO 22 COLETA DE TECIDOS E
SACRIFICIO de alguns
c+Cs c+Cs ratos dos grupos:
TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | (referente ao término do

GAVAGEM (fazer sé6 a
gavagem)

GAVAGEM (fazer s6 a
gavagem)

tratamento de 4
semanas)

CONTROLE e GAVAGEM

TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer s a
gavagem apos concluir a
82 semana dos ratos
restantes do grupo)

TRATAMENTO
C+CS

TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a
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gavagem)

05 06 07 08 09 10 11
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
72sem.C C+CS C+CS C+CS C+CS
62 sem. CS TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazersé a
TRATAMENTO do grupo: gavagem) gavagem) gavagem)
GAVAGEM (fazer s6 a
gavagem)
12 13 14 15 16 17 18
TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
82sem.C C+CS C+CS C+CS C+CS
72 sem. CS TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo: | TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer s a
TRATAMENTO do grupo: gavagem) gavagem) gavagem) gavagem)
GAVAGEM (fazer sé a
gavagem)
19 20 21 22 23 24 25
32 TESTE PERFORMANCE TRATAMENTO COLETA TECIDOS E TRATAMENTO TRATAMENTO
SACRIFiCIO
C [ cs cs
C
TRATAMENTO TRATAMENTO do grupo: TRATAMENTO do grupo: TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a TRATAMENTO GAVAGEM (fazer sé a GAVAGEM (fazer sé a
82 sem. CS gavagem) gavagem) gavagem)
[
TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a TRATAMENTO do grupo:
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gavagem)

GAVAGEM (fazer s6 a

gavagem)
26 27 28 29 30
32 TESTE PERFORMANCE | TRATAMENTO do grupo: COLETA TECIDOS E TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a SACRIFiCIO GAVAGEM (fazersé a
cs gavagem) gavagem)
()
TRATAMENTO do grupo:
GAVAGEM (fazer sé a TRATAMENTO do grupo:
gavagem) GAVAGEM (fazer sé a
gavagem)
JULHO
DOMINGO SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
01 02

32 COLETA DE TECIDOS E
SACRIFICIO dos grupos:

CONTROLE e GAVAGEM

(17 semanas)
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FeSBE 2011

24 a 27 de agosto de 2011
Rio de Janeiro - R}

CERTIFICADO

Certificamos que

O trabalho 03.087 - THE EFFECT OF SIBERIAN GINSENG STANDARDIZED
EXTRACT OM BIOCHEMICAL PARAMETERS, WEIGHT AMD PERFORMANCE IN
SEDENTARY RATS TESTED FOR TREADMILL RUMMNING de autora AROUCA,
A B.:CREGE.D.R.X.D.D. RAMOS, L. A. F. ; ISHIZU, L. Y. ; FARIA, L O. M.
D.  AREAS, M. A, ; COSTA, K. G. D. ; SILVA, F. D. C. D. ; MACEDO, D. V. D. ;
GRASSIHHASSISSE, D. M. - Depto. de Anatomia, Biologia Celular, Fisiclogia e
Biofisica, UNICAMP - Depto. de Anatomia, Biclogia Celular, Fisiologia e Biofisica,
UNICAMP - Depto. de Biogquimica, UNICAMP foi apresentado scb a forma de
Painel na

XXV Beunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental — FeSBE, realizada na cidade do Rio de Janeiro — RJ,
de 24 & 27 de agosto. de 2011

_,-—-‘I
e
— T
Comissao Orgamzadora



A Universidade Estadual de Campinas, de acordo com a Resolugdo GR N* 31, de 07-07-2010, certifica que,
Aline Barbedo Arouca

Brasileiry, nutural do Estado de SGe Paule, nascida o 26 de margo de 1974, RG: 28041349-7-5P

do curso de Mestrado em Biologia Funcional e Molecular

participou do Programa de Estigio Docente — PED, no Grupo C - Atividades de Apoio & Docéncia ~
9% Parcial, no primeiro periodo letivo de 2011, com dedicagio de 08 (oito) horas semanais, nas atividades da
4 disciplina BF982 ~ A - Fisiologia Humana I, sob supervisio da Professora Doutora Dora Maria Grassi
Kassisse, do Instituto de Biologia desta Universidade. §

Cidade Universitdna “Zeferino Vaz™, 22 de aposto de 2001,

S e L

" Marceh Koabet
/ Pré-Reilor de Graduagho
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CERTIFICADO

Certifico que Aline Barbedo Arouca participou
do 1° Workshop do Programa de Pés-Graduagaoc em Biologia Funcional
e Molecular, realizado nos dias 30 de junho e 1° de julho na Universidade Estadual
de Campinas, com a apresentacdo em forma de poster do trabalho intitulado
THE EFFECT OF SIBERIAN GINSENG STANDARDIZED EXTRACT ON WEIGHT
AND PERFORMANCE IN SEDENTARY RATS TESTED FOR TREADMILL RUNNING.
de autoria de Arouca, A.B.; Ishizu, L.Y.; Faria, L.O.M.; Silva, F.O.C.; Macedo, D.V.;
Grassi-Kassisse, D. M.

Campinas, 1° de julho de 2011 %A g
i w}
4/

WNICARE

Carmen Verissima Ferreira HIB
Coordenadora do Programa de Pés Graduagao em Biologia Funcional e Molecular i i g
IB - Unicamp
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congresso interno de iniciacao
cientifica da unicamp

Certificamos que GUSTAVO GASTAO DAVANZO, RA 119516,

participou do XIX Congresso Interno de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP,
promovido no periodo de 26 e 27 de outubro de 2011, no Ginasio

Multidisciplinar da UNICAMP, na qualidade de autor(a)/expositor(a)

do Trabalho “ANALISE DA MORFOMETRIA DE ADIPOCITOS ISOLADOS DE RATOS
TRATADOS OU NAO COM GINSENG SIBERIANO DURANTE QUATRO SEMANAS"
(orgao de Financiamento: “SAE/UNICAMP”),

sob a orientacdo do(a) Prof.(a) Dr.(a)

Dora Maria Grassi Kassisse =S P j

(Instituto de Biologia - 1B, UNICAMP). -

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, outubro de 2011 N

s

Prof. Dr. Marcelo Knobel
Pré-Reitor de Graduagao
UNICAMP

Prof. Dr. Ronaldo Aloisegilli
Pré-Reitor de Pesquisa
UNICAMP
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Phytochem

e En, 13, Tl DOHE-20-HH44955 Fa OOKG-TIRBHLER19
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Siberian Ginseng Extract Flow Chart

Siberian Ginseng raw material ----#| Testing of Raw matenal

¥ Pretreatment
Processed medicinal material
1 Extract
Liguid Extract

Entering air temperature
Leaving air temperature

Load difference

The finished product (Sibenan Ginseng Extract )

Control area -—— Critical process point

Shmri Tidhe Phytovhem Co, Lud. Fartory Location: W05 Tmgeuang Rual TTeping Induserial Park,Xi'mn, China 710057
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Shaarcci Jiahe Phytochem Co., Lid, Tel:0086-29-88344365 Fax:0086-29-88325519
Room B2705,Seastar City Plwea,No .37 Kejt Road, Xi'an,China 710075
Hup /f'www jiaherb com

i JIAHERB*

Phytochem

CERTIFICATE OF ANALYSIS
To Gamma Com.Imp.Exp-CNPJ:03.177.596/0001-98
0.8% Eleutherosides (HPLC)

Batch No.: C20101020 Manufacture Date: 20001020 Expiry Date: 20121019

Siberian Ginseng Extract

General Information

Part Used Root Solvents Used Water&Ethanol
Botanical Source Eleutherocus senticosus  Country Of Origin China
ITEMS SPECIFICATION METHOD TEST RESULTS
Physical&Chemical Data
Color Brown-Yellow Organoleptic Conform
QOdour Characteristic Organoleptic Confrom
Appearance Fine Powder Organoleptic Conform
Analytical Quality
Identification Identical to 8.5, sample  HPTLC Identical
Eleutherosides =0.8% HPLC 0.90%
Sieve analysis 90 % through 80 mesh USPI0<786> Conform
Loss on Drying <5.0 % Eur.Ph.6.0 [2.8.17] 3.30%
Total Ash <10.0 % Eur.Ph.6.0 [2.4.16) 4.52 %
Bulk density 35~65 g/100mL Eur.Ph.6.0 [2.9.15) 53.3 g/100mL
Tap density 55-90g/100mL Eur.Ph.6.0 [2.9.15] $3.3 g/100mL
Contaminants
Lead (Pb) <3.0 mg/kg Eur.Ph.6.0<2.2.58=ICP-MS 0.6215 mgkg
Arsenic (As) <2.0 mg/kg Eur.Ph.6.0<2.2.58=ICP-MS 0.4587 mg/kg
Cadmium {Cd) <1.0 mg/kg Eur.Ph.6.0<2.2.58>ICP-MS 0.0215 mg/kg
Mercury (Hg) <0.1 mg'kg Eur.Ph.6.0<2.2,58=1CP-MS <0.01 mg'kg
Solvents Residue Meet Eur.Ph3.0 <5.4> Eur.Ph 6.0<2.4.28> conform
Pesticides Residue Meet USP Requirements  USP30 <561> Conform
Microbiological
Total Plate Count <1000 cfug USP30 <61> Conform
Yeast &Mold =100 cfwg USP30 <6l> Conform
E.Coli. Negative USP30 <61> Conform
Salmonella Negative USP30 <61> Conform
Packing&Storage Packed in paper-drums and two plastic-bags inside.

N.W:25kgs .1.D.35=HS1em;

Store in a well-closed container Away from moisture, light, oxygen.
Shelf life 24 months months under the conditions above and in its original packaging.
Manufacturer Shaanxi Jiahe Phytochem Co., Ltd. Xi'an, P.R. China.
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