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RESUMO
Introducdo: a planta medicinal Bredemeyera floribunda Willd. é utilizada pela
medicina tradicional para tratar picada de cobras, baixa libido, fadiga, e varias doencas
cronicas ndo transmissiveis. Entretanto, sdo escassos estudos cientificos comprobatorios
sobre sua eficacia no aumento da atividade laboral e baixa libido. Diante do exposto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso obtido das cascas da raiz de
B. floribunda Willd. como recurso ergogénico nutricional na forca muscular e libido de
ratos submetidos ao treinamento resistido. Método: obteve-se das cascas da raiz de B.
floribunda, um extrato aquoso similar a tradi¢do popular. Utilizando ratos Wistar, foram
realizados a toxicidade oral aguda do extrato aquoso, a avaliacdo do efeito ergogénico
agudo e cronico, além do teste de libido. O produto obtido foi administrado diariamente
(2,33 mg/kg), trés a quatro horas antes da submissdo dos animais ao treinamento
resistido em escada vertical. No estudo agudo, a forca muscular foi determinada pela
capacidade de carregamento maximo, que foi realizado duas vezes, com repouso de dois
dias entre as sessdes de treinamento. O efeito ergogénico cronico foi avaliado apds 56
dias de estudo, com trés sessdes de treinamento resistido por semana. Cada sesséo foi
executada com, no minimo, quatro escaladas e descanso de 120 segundos entre elas. O
teste de libido foi realizado em dois dias distintos; aleatoriamente retirou-se 12 ratos do
estudo cronico, os quais foram colocados individualmente em contato com duas ratas
para determinar tempo de laténcia e 0 nimero de cépulas, uma rata para cada dia.
Resultados: A dose letal média (DL50) foi superior a dose teste e apresentou perda de
forga muscular, sonoléncia e sono profundo como sintomas de toxicidade. No ensaio
agudo, o grupo intervencéo apresentou reducdo na concentragdo de testosterona no soro
e na urina, sugerindo aumento na captacdo do hormdnio em reposta ao extrato e
treinamento. Houve efeito ergogénico, apenas no ensaio cronico, a partir da sexta
semana de treinamento resistido, que foi acompanhado de preservacdo da massa
testicular, sugerindo efeito antioxidante do composto. Referente ao comportamento
sexual, ndo houve aumento da libido em resposta a suplementacdo com B. floribunda.
Conclusdes: o extrato obtido ndo é letal em dose aguda, porém, pode afetar o sistema
nervoso central. O extrato é ergogénico para uso cronico e ndo confirmou a alegacao

popular quanto ao aumento da libido.

Descritores: plantas medicinais, modelo animal, exercicio em escada vertical,

comportamento sexual, teste de toxicidade.



ABSTRACT
Introduction: the medicinal plant Bredemeyera floribunda Willd. is used in traditional
medicine to treat snake bites, low libido, fatigue and several chronic non-communicable
diseases. However, there are scarce scientific studies proving its effectiveness in
increasing work activity and low libido. Hence, the objective of this study was to
evaluate the effect of the aqueous extract obtained from the root bark of B. floribunda
Willd. as an aid ergogenic nutritional resource on muscle strength and libido of rats
subjected to resistance training. Method: An aqueous extract similar to a popular
tradition was obtained from the root bark of B. floribunda. Using Wistar rats, the acute
oral toxicity of the aqueous extract, the assessment of the acute and chronic aid
ergogenic effect, and the libido test were performed. The product obtained was
administered daily (2.33 mg/kg), three to four hours before the animals were subjected
to resistance training on a vertical ladder. In the acute study, muscle strength was
determined by the maximum load-carrying capacity, which was performed twice, with a
two-day rest period between strength tests. The aid ergogenic effect was evaluated over
56 days, with three resistance training sessions per week. Each session consisted of at
least four climbs and a 120-second rest period between them. The libido test was
performed on two different days; 12 specific rats were randomly selected from the study
and individually placed in contact with two female rats to determine the latency time
and the number of copulations, one rat for each day. Results: The median lethal dose
(LD50) was higher than the dose tested and presented loss of muscle strength,
destruction and deep sleep as symptoms of toxicity. In the acute test, the intervention
group presented a reduction in serum and urinary testosterone concentration, increasing
the collection of the hormone in response to extraction and training. There was an
ergogenic effect only in the experimental test, from the sixth week of resistance
training, which was accompanied by preservation of testicular mass, providing an
antioxidant effect of the compound. Regarding sexual behavior, there was no increase in
libido in response to supplementation with B. floribunda. Conclusions: the extract
obtained is not lethal in acute dose, however, it can affect the central nervous system.
The extract is ergogenic for specific use and does not confirm the popular claim about

increased libido.

Descriptors: medicinal plants, animal model, sexual behavior, toxicity test.
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1 INTRODUCAO

Os registros historicos detalham a relacdo intrinseca do ser humano com o
ambiente natural, tornando claro o desenvolvimento das habilidades em extrair dos
ecossistemas 0s recursos essenciais para a sobrevivéncia (Jamshidi-Kia et al., 2018;
(Halberstein, 2005). Nesse contexto, as plantas foram essenciais, utilizadas como
protecdo, moradia, vestimentas, combustivel, alimentos e ingredientes de receitas e
remedios (Jamshidi-Kia et al., 2018). Além do mais, o uso das plantas com a finalidade
de tratar doencas ¢ uma das praticas mais antigas relatadas na literatura (Halberstein,
2005).

Nas Gltimas duas décadas, tém-se observado expressivo aumento no uso de
plantas medicinais em todo o0 mundo. A eficiéncia terapéutica, baixo custo, facil acesso,
poucos e baixos efeitos colaterais, e 0 retorno as praticas terapéuticas naturais séo
apontados como 0s principais motivos para o ocorrido (Langarizadeh et al., 2023). Em
resposta essa tendéncia, instituicbes, a exemplo da World Health Organization - WHO -
(WHO, 2019) e o Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2016), desenvolveram guias
(WHO, 2003) e resolucbes com finalidade de normatizar a cadeia produtiva, a
comercializacdo e a dose segura para o consumo de plantas medicinais (Brasil, 2021).

Nesse contexto, a Bredemeyra Floribunda Willd. (Polygalaceae), é uma planta
medicinal usualmente consumida no Estado de mato Grosso do Sul como alimento para
tratar fadiga cronica, aumentar atividade laboral e a libido (ténico) (Tschinkel et al.,
2020). Embora ainda pouco estudada e sem comprovacao de dose eficaz ou toxicidade,
0 uso tradicional determinou o0 uso da raiz como a parte terapéutica mais utilizada em
toda a extensdo nacional (Wasick; Ferreira 1949; Alves et al., 2019). E popularmente
conhecida como cip6 gemada, botica ou botica inteira, gemadinha, rabo de tatu e Jodo
da Costa, entre outros nomes conforme a cultura regional.

De modo geral, a tradicdo popular atribuiu a planta B. floribunda efeito de
remédio no tratamento da hipertensdo arterial, doencas pulmonares, hepaticas e
cardiovasculares, além de doencas de pele, picada de cobras e insetos. Estudos
realizados em modelo animal confirmaram a atividade antiofidica, diurética com
espoliacdo de sddio e potassio (Bevevino et al., 1994) e efeito gastroprotetor contra
acdo do acido acetil salicilico e &lcool (Rao et al., 1990).

A respeito dos biocompostos, foram identificados na raiz de B. floribunda

saponinas, flavonoides, (sendo que, até 0 momento apenas a rutina foi especificada), e
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xantonas (Alves et al., 2019). Além disso, contém elevado teor de selénio, cobre e
manganés, 0s quais se encontram em concentracdes acima do comum para uma planta
medicinal (Tschinkel et al., 2019). A associagéo de todas essas substancias sdo capazes
de atuar conforme relata a tradigdo popular.

Especificamente sobre as saponinas, é importante ressaltar que sdo fontes
naturais de sapogeninas, moléculas utilizadas como matérias-primas na sintese de
hormdnios sexuais (Seeman, 2023). Assim, a acdo sinérgica dos minerais, saponinas e
demais metabdlitos secundarios tornam a raiz de B. floribunda uma planta medicinal
promissora como suplemento nutricional, especialmente na &rea esportiva.

Na literatura estd bem esclarecida que o treinamento resistido (TR) é a principal
modalidade esportiva no aumento de forca e hipertrofia muscular (Andersen; Schjerling;
Saltin, 2000), especialmente quando associado a maiores concentracdes plasmaticas dos
hormaonios testosterona e desidroepiandrosterona (DHEA) (Villareal et al., 2006, Zouhal
et al., 2022). Entretanto, 0 mesmo ndo ocorre quanto aos suplementos nutricionais de
acao ergogénica, os quais tiveram exorbitante popularizacdo devido a propagacdo de
seus beneficios no aumento de forca e volume muscular (Kerksick et al., 2018).

Embora existam alimentos ou nutrientes capazes de aumentar o rendimento
esportivo (ergogénicos nutricionais), ainda h& obscuridade quanto ao manejo das
variaveis do TR e as quantidades, horarios de ingestdo dos suplementos ou alimentos
capazes de aumentar as respostas aos exercicios fisicos. Principalmente quanto a
eficécia da bioatividade dos biocompostos no organismo para potencializar as respostas
do TR (Zouhal et al., 2022).

Segundo Wickham; Spriet, (2024), na Gltima década, 0 aumento na ingestdo e
comercializacdo de produtos alimenticios, ditos ergogénicos, foi exorbitante;
despertando o interesse de pesquisadores para a realizagdo de estudos sobre o0s
suplementos nutricionais capazes de otimizar as respostas ao exercicio fisico. No
entanto, é fundamental destacar que aumento do rendimento esportivo é dependente do
estado nutricional e do aporte de nutrientes adequados a necessidade do individuo. Isso
torna essencial considerar o estado nutricional do individuo para avaliar o efeito
ergogénico de alimentos (Messerer et al., 2008).

Dentro do cenario de alimentos promissores para 0 aumento no desempenho
esportivo, a espécie B. floribunda emerge como opcao potencial ergogénica. Além de
sua composicdo, € reconhecida pela tradicdo popular como “ténico e revigorante”,

frequentemente utilizada por trabalhadores rurais que almejam incrementar a
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produtividade laboral e a libido, além da aplicabilidade no tratamento da anemia e
fadiga cronica (Tschinkel et al., 2020). Contudo, até 0 momento, ndo foram encontradas
evidéncias cientificas acerca da eficacia dessa planta no aumento da libido, melhora do
desempenho laboral ou reducéo de fadiga.

Ademais, a falta de registros sobre a toxicidade ou a dose segura para 0 consumo
do extrato aquoso obtido conforme a tradi¢do popular, ressalta a necessidade premente
de conduzir ensaio capaz de determinar a dose efetiva e segura para 0 consumo humano,
além da posologia e avaliacdo acerca da auséncia de sinais e sintomas de toxicidade em
resposta a ingestdo de B. floribunda, conforme prescrito pela tradicéo.

Outro ponto digno de consideragdo é a aplicabilidade para tratar disfungéo
sexual. Devido a riqueza em flavonoides, destacando a rutina, elevado teor de saponinas
e minerais, a planta se mostra promissora no tratamento de distdrbios do
comportamento sexual (Al-Roujeaie et al,. 2017), especialmente ao considerar a
presenca das sapogeninas como precursoras na sintese de testosterna (Khalil et al.,
2019; Majid et al., 2019)

Assim, o presente estudo esté alinhado com as politicas publicas em nivel global
e nacional, em particular com a Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos Nacional (BRASIL, 2016), que busca ampliar a distribuicdo de plantas
medicinais e fitomedicamentos em farmécias populares. Atualmente, a Relacdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (ReniSUS)
possui cerca de 71 espécies vegetais, as quais sdo resultados de estudos cientificos
confirmativos da eficicia terapéutica alegada pela medicina popular (Brasil, 2022;
Brasil, 2016). No entanto, B. floribunda ndo consta nesta lista. Portanto, acredita-se que
estudos baseados no conhecimento popular desta planta e aplicados em modelo animal
sejam de interesse para o Sistema Unico de Saude Publica (SUS).

Com o intuito de contribuir com o avan¢o do conhecimento sobre o uso de
plantas medicinais no contexto esportivo e de salde, este estudo tem como objetivo
avaliar o efeito do extrato da raiz da Bredemeyera Floribunda Willd. como recurso
ergogénico nutricional na forca muscular e libido de ratos submetidos ao treinamento
resistido ao longo de oito semanas. Tem-se como hipotese inicial que a suplementagédo
didria com o extrato aquoso obtido das cascas de B. floribunda, mimetizando a tradi¢éo
popular, é capaz de aumentar a forca muscular dos ratos treinado, além de aumentar a

libido dos animais, independentemente da realizacdo do exercicio fisico.
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2 REVISAO LITERATURA

2.1 Historico da utilizacao das Plantas medicinais

No contexto da historia cristd, o po da terra foi a matéria-prima usada para criar
0 protétipo do corpo humano, e o trabalho na terra foi 0 meio de obtencdo dos alimentos
de consumo diario (Biblia, Génesis 2, 7). Além do mais, as plantas foram utilizadas
como vestimentas (Biblia, Génesis 3, 7) e recomendadas como remédio para o
tratamento de doencas (Biblia, Ezequiel 47, 12). Por outro lado, as ciéncias
antropoldgicas, descrevem 0 uso dos recursos naturais como intrinseco a vida humana,
impossibilitando a dissociacdo ou marco cronoldgico (Vandebroek; Moerman 2015).
Entretanto, Jamshidi-kia et al.; (2018) temporizam o0 elo entre a humanidade e o
ambiente de morada, como anterior a historia, um processo de aprendizado e
desenvolvimento solidificados pelas respostas positivas ao uso dos recursos naturais, 0S
quais serviram de ferramentas para a sobrevivéncia, especialmente a utilizacdo das
plantas como combustivel, vestimentas, abrigos, alimentos e remédios.

No que tange ao uso das plantas como meio de tratamento de doencas, 0s
séculos de tentativas do tipo erro e acerto, possibilitaram a correlagdo entre
determinadas ervas, e a melhora, ou completa cura, de doencas especificas, incluindo as
formas de preparo e partes a serem a utilizadas (Jamshidi-kia et al., 2018). Desta forma,
a compreensdo sobre as propriedades terapéuticas das plantas foi aumentando e as
caracteristicas morfoldgicas das plantas, tais como a altura, tamanho de segmentos das
plantas, assim como a cor e sabor foram sendo adotados como critérios de selecdo para
a intervencdo em cada de tipo de abordagem terapéutica (Halberstein, 2005).

Sem dissociar o dominio do ambiente natural do desenvolvimento de estratégias
que possibilitaram a sobrevivéncia humana com menor gasto de energia e maior
produtividade da formacdo dos nucleos sociais, firma-se a transmissdo oral entre
geracOes e entre 0s nucleos sociais circunvizinhos. Esse processo de comunicacdo do
conhecimento adquirido originou a cultura regional e, consequentemente, ampliou a
disseminacéo e enraizamento sobre a utilizagdo das plantas medicinais, atravessando 0s
séculos até os dias atuais (Hamilton, 2004; Redman, 1999a, b).

Mediante o exposto, infere-se que o uso de plantas como alimentos ou remédios,
ndo foram restritos a uma era da histéria ou fé religiosa, embora ainda esteja associada a

poderes magicos ou misticos (Hamilton, 2004). Na verdade, essa pratica é inerente a
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evolucdo comportamental do ser humano, que desenvolveu estratégias para aumentar a
produtividade, passou a viver em sociedade, assegurando melhores condigcbes de
sobrevivéncia, reducdo do dispéndio de energia e desgaste fisico (Redman, 1999a).
Além de migrar da condicdo de coletor de alimentos para cacador, concomitantemente,
adquiriu o dominio das técnicas de defesa, protecdo, plantio, coccdo, conservagdo de
alimentos e manipulacdo de fitorremédios (Redman, 1999a, b).

Portanto, € inadequada a visdo simplista sobre o uso de plantas medicinais como
mera cultura popular transmitida oralmente ao longo dos séculos, especialmente
considerando que sua aplicabilidade ancestral esta intimamente relacionada ao uso dos
alimentos funcionais dos dias atuais (Tashim; Lim; Basri, 2022).

Logo, é responsabilidade da pratica acurada das ciéncias contemporaneas
desvendar o potencial terapéutico e nutricional das plantas medicinais, separando-as do
misticismo e crendices populares dando continuidade as antigas ciéncias da China,
Egito, Grécia e India (Hamilton 2004; Jamshidi-Kia et al.; 2018). Os registros mais
antigos sobre o tratamento de doencas com alimentos e ervas “curativas” foram escritos
pelos mesopotamios, no século VII a.C, conhecidos como o Tratado de Diagndstico e
Prognostico Médico, que relata o uso de resinas e outras substancias obtidas a partir de
plantas (Kelly, 1950; Retief; Cilliers, 2016). Da mesma forma, no Egito, em 1825 a.C.
foi escrito o tratado medico Ebers Papyrus, que descreve os procedimentos realizados
para mumificacdo dos cadaveres, especificando as plantas, 0leos e outras substancias
necessarias para a preservacao dos corpos. Também descreve o preparo e utilizacdo de
remédios com sucos de frutas e frutas (tdmara, amora, figos, etc.), vegetais medicinais
(pepinos, alho, cominho, coentro, alface entre outros), resina de arvores, além de raizes,
sementes e extratos de plantas entre seus ingredientes (Metwaly et al., 2021).
Utilizavam 4&gua, vinho, leite e urina de vaca ou elefante como extrator dos
biocompostos para manipular os remédios oferecidos como bebidas, solucdo para
gargarejo, rapé (aspirado) ou cataplasma — uso topico (Kelly, 1950). Exemplos da

aplicabilidade de remédios naturais estdo dispostos no quadro 1, abaixo.
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Quadro 1 - Aplicabilidade de remédios descritos no tratado de medicina egipcia Ebers

Papirus
PLANTAS APLICABILIDADE
Coentro Doencas digestivas — propriedades refrescantes e estimulantes.
Misturado com farinha de trigo e agua para formar uma pasta e
Cominho aplicar em articulacdes artriticas.

Propriedades bacterianas e antibioticas, aplicado sobre feridas
Mel abertas.

Horteld Distirbios gastricos e deixar o halito mais fresco.

Oleo de abeto | Antisséptico — (til com feridas

Rica em taninos (alcaldides) — propriedade de paralisar sistema

Roma nervoso de verme. Infusdo com agua.
Fragmentada para obtengdo de um liquido com extensas propriedades
Papoula narcoticas. Usado para o alivio da dor.

Adicionado 4 agua como um comprimido para dormir.

Macerado para obtencdo de uma pasta usada para aliviar dores de
dente. Era combinado com sicémoro e acacia no tratamento de
Salgueiro queimaduras.

Fonte: Adaptado de Kelly (1950), p. 49

Na sistematizacdo da escrita sobre o0 uso de plantas e frutas no tratamento de
doencas, 0 Egito se sobrep6s aos demais paises, contudo ha indicios de que os chineses
adotavam tais praticas ha mais de 27 séculos a.C., conforme consta na obra do
imperador Shen Nung, que é composta por 365 receitas de remedios feitos com plantas
e alimentos de origem vegetal (Kelly, 1950; Petrovska, 2012). Embora as préaticas de
efeito placebo tenham existido, a exemplo do uso da erva vermelha para tratar doencas
do coracdo devido a correspondéncia da cor, 0s chineses adotaram 0s chas como meio
de promocéo da saude. Inicialmente, a fervura era um procedimento de purificacdo do
liquido para obtencdo da bebida com poderes de cura e satde, hoje € denominado de
decoccdo ou fervura, procedimento necessario para extracdo dos metabdlitos
secundarios presentes nas ervas (Kelly, 1950).

Dessa forma, entende-se que a utilizacdo das ervas medicinais iniciou como
meio de sobrevivéncia e se estabeleceu como principal recurso para o tratamento de
diversas doencas. Nesse processo de desenvolvimento humano, as tentativas do tipo
erro e acerto foram os métodos aplicados nesse grande “ensaio clinico”, que contou com
desenrolar dos séculos como o fator tempo para a execucdo dos diversos experimentos
(Halberstein, 2005; Verma; Singh, 2008). Essa repeticdo de técnicas por milénios foi a
ferramenta que possibilitou a sistematizacdo e reproducdo dos remédios caseiros, 0s
quais chegaram a precisdo do estabelecimento da espécie de planta, partes a serem

utilizadas e formas de preparo especificas para cada doenca a ser tratada (Kelly, 1950).
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Apesar disso, ainda se faz necessario conhecimento basico sobre os remédios da
tradicdo popular, tais como a dose segura para 0 consumo, toxicidade, mecanismos de
acao e interacdo das drogas vegetais com alimentos e remédios sintéticos (Halberstain,
2005). Segundo a WHO (2019), cerca de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende de produtos obtidos de plantas medicinais para os cuidados
primarios com a salde. Essas praticas costumam refletir condutas de cultura regional,
contribuindo para um desinteresse e aten¢do aquém do potencial de aplicabilidade dos
metabolitos secundarios para tratar e prevenir doencas (Oketch-Rabah et al., 2019).

Por outro lado, o aspecto cultural favoreceu a ampla divulgacéo e a permanéncia
até os dias atuais sobre a utilizacdo das raizes, cascas do caule, folha, flor, fruto e
sementes, como remédio caseiro, 0s quais sao empregados para a obtencdo de xarope
caseiro (lambedor), chas (decoc¢do e infusdo); macerados (&gua, alcool, cachaca e
vinho) e banho de assento (Marinho; Silva; Andrade 2011).

A partir da década de 90, observou-se crescente interesse e uso de plantas
medicinais em todo o mundo. De acordo com a WHO (2019), o facil acesso as ervas,
assim como o baixo custo, a eficacia, bem como a opg¢édo por tratamentos naturais
contribuiram de forma significativa para esse aumento exponencial. Esse fato somado a
existéncia de aproximadamente meio milh&o de plantas empregadas no tratamento ou
prevencdo de doencas (Singh, 2015), contribuiram o fomento as pesquisas e elaboracédo
de guias com finalidade instrutiva e normatizas por instituicées como a WHO e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2016; Brasil, 2016; Goyena; Fallis, 2019).

No Brasil, consonante com as politicas publicas global, o incentivo ao estudo de
plantas medicinais ocorreu mediante acéo de leis, destacando-se a Portaria n® 212 de 11
de setembro de 1981 — Ministério da Sadde (Brasil, 1981), que definiu o estudos de
plantas medicinais como uma das prioridades de investigacao clinica; a Lei n® 8.080 de
1990 (Brasil, 1990), o Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006 (Brasil, 2006) e a
Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos Nacional - PNPMF
(BRASIL, 2016).

No ambito das diretrizes da PNPMF, encontra-se explicitado que o apoio as
pesquisas devera ser continuado e expandido para o aproveitamento da flora e fauna
nacional. Especialmente para a certificacdo das propriedades farmacoldgicas, visto ser o
Brasil o pais com maior biodiversidade genética de flora e fauna do mundo. Desta
forma, a medida que implementacao da politica nacional foi avancando, estabeleceu-se

a utilizacdo de plantas medicinais em farmacias populares, atualmente composta por
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aproximadamente 71 plantas, as quais sdo resultados de estudos cientificos
confirmativos da eficacia terapéutica alegada pela medicina popular (Brasil, 2022;
Brasil, 2016). Diante desse panorama, a pesquisa com a planta B. floribunda encontra-se
concordante com a necessidade de maior conhecimento sobre plantas de uso tradicional
popular, a fim de elucidar sua eficacia ou possiveis danos a satude humana.

Por fim, reconhecendo que os estudos com plantas medicinais possuem desafios
intrinsecos a composi¢do natural das espécies, tais como a concentracdo e variedade de
metabdlitos secundérios, nutrientes e o sinergismo entre esses compostos (Algethami;
Aldhebiani 2021), acredita-se que 0 avango da quimica analitica instrumental propiciou
0S recursos necessarios para trazer a antiga ciéncia egipcia ao embasamento cientifico
necessario para o uso seguro dos remédios de uso tradicional (Jamshidi-Kia; Lorigooini;
Amini-Khoel, 2018).

2.2 Bredemeyra Floribunda Willd.: estado da arte
2.2.1 Historico

A familia Polygalaceae, a qual pertence a Bredemeyera Floribunda Willd., é
amplamente distribuida em quase todo o mundo, ndo identificada apenas nos polos
Artico e Antartico e regides de desertos, sendo prevalente nas zonas tropicais e zonas
temperadas. Segundo Lidtke et al. (2008), essa € uma familia composta por 19 géneros
e aproximadamente 1300 espécies, por outro lado, Mota e Pastore, (2018) mencionam
27 géneros e aproximadamente 1200 espécies, enquanto para Mota et al. (2023) trazem
29 géneros e mantém o nimero de espécies mencionadas anteriormente. Atribui-se essa
incongruéncia a complexidade da descricdo taxonémica e a comum inobservancia dos
autores quanto & mencdo dos géneros, espécies e mesmo familias boténicas como
sindnimos.

Por certo, a Polygalaceae é monofilética, pertence a ordem Fabales Bromhead e
sua descricdo taxonémica foi atribuida a Chase et al. (2016). Fundamentados nas
caracteristicas morfologicas Chodat (1893) e Eriksen e Persson (2007) dividiram a
familia em quatro tribos: Carpolobieae, Xanthopyllea, Polygaleae e Moutabeae, as duas
Gltimos sdo as encontradas no Brasil (LUDTKE et al., 2008) e B. floribunda pertence a
penultima tribo. No territorio Brasileiro a familia é representada por sete géneros:
Bredemeyera Willd., Barnhatia Gleason, Diclidanthera Mart., Monnina Ruiz & Pav.,
Moutabea Aublet, Polygala L., Securidaca L.) e 240 espécies, sendo o Polygala o
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género com maior nimero de espécies e variedades descritas, 110 e 30 respectivamente
Lidtke (2008).

O botanico e taxonomista Carl Ludwig Willdenow, também farmacéutico e
médico, destacou-se sobremaneira nas ciéncias botanicas, com importante participacdo
na taxonomia da Polygalaceae, seus géneros e espécies (Marques, 1979; Stafleu,;
Cowan, 1988). Dessa forma, em 1801, ao descrever uma planta oriunda de Caracas,
identificou estruturas morfoldgicas pertinentes a referida familia, estabelecendo o novo
género Bredemeyera Willd., composto originalmente por Unica espécie, Bredemeyera
Floribunda Willd. (Marques, 1980). Willdenow nomeou 0 novo género em homenagem
ao falecido amigo e botanico Franz Bredemeyer, reconhecendo sua importancia para o
avanco da ciéncia botanica (Mota et al., 2023). Entre os anos de 1783 a 1788, em
viagem pela America do Sul, Bredemeyer coletou vérias plantas nativas, das quais se
tornou colecionador, possuindo em seu acervo amostra da Unica espécie do género
descrito por Willdenow (Willdenow, 1801).

2.2.2 Aspectos botanicos e taxonomia

Em relagdo a classificagdo taxondmica de Willdenow, embora ndo tenha
ocorrido davida quanto a familia pertencente, as lacunas existentes na descrigcdo
realizada em 1801, que somadas ao pouco conhecimento sobre o novo género,
contribuiram para sucessivas contestacdes e redescrigdes, as quais foram realizadas por
diversos autores por mais de um século.

Em tempo, destaca-se que B. floribunda foi a primeira espécie da familia
Polygalaceae a ser descrita (Chodat, 1823; Mota et al., 2023; Willdenow, 1801) e
permaneceram as afirmativas de que é um arbusto que costuma aparecer nas margens
das matas de Caracas, mantém-se sempre verde, com frutos e flores o ano inteiro, além
da abundéancia de flores na inflorescéncia, razdo do epiteto Floribunda (Marques, 1980;
Willdenow, 1801). Desta forma, por questdes didaticas, encontra-se no quadro 2, a
classificacdo do género Bredemeyera Willd. e da espécie B. floribunda Willd, realizadas
em 1801, para seguir com a explanagé@o sobre as alteragfes taxondmicas da planta em
estudo (Marques,1980).
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Quadro 2 - Classificacao botanica do género Bredemeyera Willd. e da espécie B. floribunda (continua)

Género Bredemeyera Willd.

Espécie Bredemeyera Floribunda Willd.

Séo arbustos suberetos ou escandentes a lianas (trepadeiras a cip0s).

Sao arbustos escandentes a lianas, altura entre 1,50 a 5,0 m.

Os ramos sdo cilindricos, glabrescentes, pubérulos ou vilosos, sendo o
indumento composto por pelos simples e agugados.

Ramos crasso, angulosos no apice e pubérulos.

As Folhas sdo simples, alternadas, pecioladas ou subsésseis, sem
estipulas; lamina muito varidvel na forma e tamanho, cartidcea a
coridcea, integérrima, glabra, glabra ou velutiana, a nervacdo €
bronquidédromo ou eucampto-bronquidédromo; epidermes superior e
inferior, vistas frontalmente, demonstram células de paredes retas, ou
menos frequente; os estbmatos sdo do tipo anomocitico presentes na
face inferior.

As folhas sdo pecioladas, com peciolos medindo entre 5 a 10 mm de
comprimento, estreitamente canaliculado e pubescente; a lamina mede
entre 5 a mm de comprimento e 2,5 a 5,6 mm de largura, estreitamente
oblonga a eliptica, ou ainda raramente, estreitamente ovada, a base é
obtusa a arredondada e muito raramente bastante agudo (acutitsculo),
apice agudo ou acuminado, ou ainda mais raramente, pode apresentar
apice truncado e levemente emarginado (retuso) levemente apice retuso,
cartacea a coriacea, face superior frequentemente nitida, pubérula
somente ao longo da nervura central; face inferior pubérula ou
glabriuscula, margem plana e integérrima; nervura central muito
impressa na face superior e proeminente na face inferior, o padréo de
nervacao é eucampto-broquidédromo.

Inflorescéncia € em paniculas terminais,
intermediaria preenchida de bracteas frondosas.

presenca de regido

Paniculas terminais grandes, medindo 12 a 25 cm de comprimento,
Floribunda; raque angulosa, frequentemente sinuosa, tomentosa, com
ramos primarios patentes e alternados; pedicelos de 2 a 2,8 mm de
comprimento e tomentoso; braquitedlas largamente ovadas, apice
obtuso e levemente pubérulos em ambas as faces e ciliadas nas
margens, caducas quando em bot&o.
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Quadro 2 - Classificacdo botanica do género Bredemeyera Willd. e da espécie B. floribunda (continua)

Género Bredemeyera Willd.

Espécie Bredemeyera Floribunda Willd.

Flores alvas a amareladas, pediceladas, subsésseis ou sésseis,
tribacteoladas.

Flores: medem entre 6 e 7 mm de comprimento, sdo aromaticas,
membranaceas; sépalas pubérulas na porcdo inferior do dorso e ao
longo da porcéo central da face ventral, a margem inferior é ciliada e
fortemente cOncavas e pouco maior que as superiores sub orbiculares (2
a 2,2 cm); o comprimento das internas é de 5,8 a 6,8 cm, abovadas com
apice mal emarginado, presenca de cilios até pouco acima da metade da
altura, pouco menor que a carena.

Corola contém cinco pétalas hipdginas, caducas no fruto e de forma
irregular: uma central (carena) e duas laterais internas; a carena cobre 0s
6rgdos, unguiculada e cuculada, livre ou levemente aderida na base até
a bainha estaminal e apice simples; as duas laterais internas sdo pouco
menores ou do mesmo tamanho da carena.

Carena: apresenta comprimente de 6 a 7 cm, alongada, levemente
trilobada: lobo central ndo emarginado e glabo, lobos laterais sdo
levemente plicados e pubérulos internamente, encontra-se presa na base
ate aproximadamente 1,2 mm de sua altura a bainha estaminal.

Calice com cinco sépalas: 3 externas e 2 internas, as ultimas sdo sempre
maiores, laterais e petaloides, caducas no fruto.

Pétalas: laterais internas medindo 5,5 a 6,0 mm de comprimento,
menores que a carena, cuneado-truncadas, contraidas na regido pouco
acima da parte média e muito dilatada na porcdo superior, na face
interna € vilosa até aproximadamente 2/3 da altura, levemente pubérula
na porcgdo inferior da face externa, presa até % da altura ate a bainha
estaminal.

Estames: oito estames hipdginos, filetes unidos acima da parte mediana
em bainha fendida no éapice. Os filetes livres sdo glabros ou levemente
pubérulo na base; a estilete é falcada ou curvado em angulos de quase

90 °C, glabro ou pubescentes em sua porcao inferior; estigma ¢ terminal
e bilobado

Estames com filetes presos até 2/3 da altura.
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Quadro 2 - Classificacdo botanica do género Bredemeyera Willd. e da espécie B. floribunda (conclusdo)

Género Bredemeyera Willd.

Espécie Bredemeyera Floribunda Willd.

Bainha estaminal: é externamente pubescente em direcdo ao apice ou
subglabra e internamente vilosa na por¢éo superior ou vilosissima para
0 apice de ambas as faces ou apenas em direcdo as margens;

Bainha estaminal: muito vilosa em direcdo as margens, glabra ou ao
longo da porcdo mediana de ambas as faces.

Anteras basifixas abrem-se por poro apical. Os grdos de pdlen sao
polipoporados, variando de suboblatos a subprolatos.

Anteras oblongas, bem mais curtas que os filetes livres.

Ovario é supero, bicarpelar, bilocular, eliptico, oblongo, obovado ou
suborbicular, glabro ou viloso. Possuem dois Ovulos anétropos,
epitropos e péndulos.

Ovario mede aproximadamente 2 mm decomprimento, pode se de
oblongo a eliptico, viloso; estilete falcado, comprimento quase o dobro
do ovério (3,5 mm), glabro.

Cépsula é bivalvar, loculicida, espatulada, obovada, obcordada ou sub
orbicular, esta € mais raramente, coriacea e levemente enrugada.

Cépsula espatulada, umbonada no apice, variando de canescente quando
jovem a pubérula ou glabrescente quando madura, comprimento de 2 a
2,3 cm.

As sementes sdo oblongas, amarelo-sericeas. Caruncula galeada e
pequena partindo do dorso e ao redor do hilo, com longos pelos
brancos-amarelados, os quais podem alcancar a base do léculo; o
endosperma € carnoso, embrido axial € reto, continuo e com cotilédones
oblongos, os quais sdo bem maiores do que o eixo hipocétilo-raiz.

As sementes sdo caudadas e comprimento de aproximadamente 9 mm.

A raiz é ascendente.

Fonte: adaptado de Marques, 1980.
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Figura 1 - Bredemeyera Floribunda Willd.
Flgura 1. B Planta coletada em Nova AIvorada do SuI
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Fonte:

Marques, 1980; Willdenow,

1801.

Fonte:

Arquivo pessoal

de Paula Saldanha, 2017.
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Em 1815, Jussieu ampliou a diagnose de Willdenow, inserindo as caracteristicas
do fruto, descrevendo-o como possuidor de casca fina, polpa carnosa e uniforme,
presenca de semente Unica e aderida ao mesocarpo. Apds a ampliacdo, a espécie foi
inserida no grupo de frutos drupaceos (Antonie-Laurent, 1815; Marques, 1979, 1980).
No ano de 1824, o botanico De Candole revé a classificacdo B. floribunda e considera
que as caracteristicas morfoldgicas sdo discutiveis e inconsistentes para permanecer
como uma Bredemeyera Willd. (Candolle, 1824).

Saint-Hilaire, em 1828, ao rever as caracteristicas taxondémicas do género
Bredemeyra Willd., ndo aceitou sua existéncia, uma vez que apresentava as mesmas
caracteristicas do género australiano Comesperma Labill, criado em 1806. Desta forma,
fez nova redescricédo e o incluiu em Comesperma, criando duas espécies: Comesperma
kunthiana e a C. laurifélia (Saint-Hilaire, 1828a, 1828 b). Em continuidade com a
discusséo sobre esse novo género, em 1840, Endlicher redescreveu os dois géneros e
mencionou seu posicionamento considerando-os como mal notados (Endlicher, 1840).

N&o obstante, em 1842, Bentham (1840), estudioso da flora australiana e nao
conhecedor do género Bredemeyera Willd, observou que havia plantas nativas da
Austrélia com o crescimento do caule, florescimento, além da estrutura das flores e do
fruto dispares do género pertencente, Comesperma. Desta forma, criou o género
Catocoma, no qual acomodou as plantas em analise e fez novas combinacGes:
Catocoma Floribunda, Catocoma kunthiana, Catocoma laurifolia; também criou
espécies Catocoma lucida e C. brevifolia. (Steenis, 1968).

No ano de 1862, Bentham e Hooker tomam conhecimento do género
Bredemeyera, aceitam a sinonimia de Catocoma, e citam 10 espécies para 0 género
tropical, mas sem especifica-las (Bentham; Hooker, 1862). No ano seguinte, Benthan
voltou a fazer algumas observacdes sobre as distingdes entre os géneros e relata que
duas dentre as espécies Bredemeyera ndo poderiam ser reconhecidas como
Comesperma, Vvisto que a cartncula das sementes apresentavam diferencas significativas
para pertencerem ao mesmo género (Bentham; Muller, 1863; Steenis; Leiden, 1968).

Em 1845, concomitante aos relatos de Benthan, Poeppig e Endlicher,
classificaram planta provinda da selva amazonica como Catacoma altissima, e Hasskarl
(1952), aceitou o género Bredemeyera Willd., colocando-o como sinonimia de
Catocoma Benth, entdo redescreve B. floribunda e faz nova combinacao: Bredemeyera

lucida (Benth). Por outro lado, Planchon e Triana, em 1862, mantém o género
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Catocoma e criam a espécie Catocoma mollis, ndo citada no Brasil (Marques, 1980;
Pastore; Abbot, 2012).

Em 1874, em uma classificacdo, Baillon subjuga a Bredemeyera ao género
Comesperma e cria duas novas se¢des: Eucomesperma e Bredemeyera. No mesmo ano,
Bennet redescreve B. floribunda, e outras sete espécies, fazendo cinco novas
combinagBes e cria trés variedades: B. altissima var. emarginata (oriunda do rio
Atabapo, na Venezuela); B. densiflora var. glabra (Roraima-Guiana Britanica) e B.
laurifolia var. parvifolia (Rio de Janeiro). Ademais, faz nova combinagdo com a
descricdo de Planchon (Catocoma mollis), colocando-a na categoria de variedade: B.
altissima (Poepp et Endl.) Benn. var. mollis (Tr. Et Planch) para plantas de ocorréncia
em Bogota e Nova Granada (S&o Paulo, Brasil).

O género Bredemeyera Willd. se estabeleceu como distinto dos géneros
australianos a partir de Bennet, em 1874, quando suas caracteristicas morfoldgicas
foram aceitas como iguais as descritas por Willdenow (Bennet, 1874; Chodat, 1823;
Marques, 1980). A partir de entdo, as novas classificagdes mencionam Bredemeyera
Willd. como o referencial para classificacdo taxonémica. A obra literaria do botanico
Barbosa Rodrigues (1891) é o primeiro exemplo a ser citado, pois em uma viagem
expedicionéria pelo Amazonas, em é&rea alagadica proxima a cidade de Manaus,
encontrou planta semelhante com morfologia do género Bredemeyera, contudo com
caracteristicas morfologicas diferentes das espécies ja identificadas anteriormente (B.
floribunda e B. altissima Bennet.). Desta forma, o referido autor considerou a
taxonomia de 1801, e estabeleceu uma nova espécie, nomeando-a B. isabeliana em
homenagem a princesa Isabel.

Barbosa Rodrigues aborda a questdo das sucessivas redescricdes do género
Bredemeyera Willd., reconhecendo o0s géneros australianos como sinonimios
taxondmicos do género identificado em 1801 e ndo mais o contrario (Rodrigues, 1885).
O mesmo procedimento foi encontrado no artigo de Mota; Pastore, (2018), ao
publicarem a identificacdo de duas novas espécies em territério nacional: Bredemeyera
atlantica e Bredemeyera petiolada, Espirito Santo e Bahia, respectivamente.

Estudos filogenéticos moleculares deram suporte a distingdo entre o género
australiano e o nativo das Américas Latinas, os quais foram considerados pertencentes a
grupos monofiléticos distantes, justificando a diferenca morfologica e distribuicédo
geograficas longinquas, além de impossibilitar sobreposicdo ambiental (Mota et al.,

2023; Pastore et al., 2017). Deste modo, Bredemeyra Willd. é restrito da regido
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neotropical e o Comesperma de natureza endémica da Oceania. A vista disso, a
observacao de Bentham, em 1863, quanto a impossibilidade do género neotropical e o
australiano serem sinénimos, se confirma no fato de que a carincula da semente € uma
diferenca morfologica atrelada a filogenética distinta, assim como o tipo de
inflorescéncia, visto que na Bredemeyera Willd. sdo paniculas e na Comesperma sdo
racemos simples (Mota et al., 2023).

No entanto, ressalta-se que até o término desta revisdo, permanece a utilizacédo
do seguinte sinbnimo para 0 género neotropical: Catocoma Benth (Mota et al., 2023)
Enquanto para as espécies, 0os sinbnimos possuem duas classificagfes: sindbnimos

homotipicos e sindnimos heterotipicos, conforme apresentado no quadro 3.

Quadro 3 - Sinbnimo da espécie B. floribunda em 2024

Sinbnimos homotipicos Sinbnimos heterotipicos
Catocoma Floribunda (Willd.) Benth. Bredemeyera Floribunda f elliptica
Chodat
Comesperma floribundum (Willd.) A.St.- | Bredemeyera Floribunda var. puberula
Hil. & Moqg. Kuntze
Bredemeyera Floribunda f. subvestita
) Chodat
- Bredemeyera Ihotzkyana klotzsch

Fonte: POWO. Plants of the World Online, 2024.

Desta forma conclui-se que a taxonomia de Bredemeyera Willd. passou por
importante clarificacdo e avanco, possibilitando maior compreensédo sobre a diversidade
das espécies. Dessa forma, contribui significativamente para o avanco de outras areas de

pesquisas, a exemplo do uso de plantas medicinais e metabdlitos secundarios.

2.2.3 Aspectos geograficos

Em relacdo a distribuicdo geogréafica, devido ao local de coleta do hol6tipo, foi
considerada nativa da Venezuela, (Willdenow, 1801). Entretanto, até a presente revisao,
0 género Bredemeyera Willd. é considerado como nativo da América Central e alguns
paises da América Latina, conforme apresentado na figura 2 (POWO, c¢2024). Contudo,
0 género Catecoma, nativo da Austrélia, encontra-se como um sindénimo (Marques,
1980, Steenis, 1968). Por essa razdo, a botanica traz o género e suas espécies como
nativos da Australia. Por outro lado, a espécie B. floribunda tem sido apontada como

nativa das Americas tropicais até o Paraguai, conforme figura 3.
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Segundo o Sistema de Informacdo sobre a Biodiversidade Brasileira - SiBBr —
(c2024), a planta em questdo tem 20.846 registros em todo o0 mundo, conforme consta

na figura 4, e 1.450 na América Central e Latina até o Paraguai, vide figura 5.

Figura 2 - Distribuicdo geogréfica do género Bredemeyera Willd.

Fonte: Plants of the World Online, c2024.

Nota: Paises nativos: Belize, Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador,
Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México Sudeste, México Sudoeste, Nicaragua,
Panam@, Paraguai, Peru, Suriname, Trindade e Tobago, Venezuela e Antilhas venezuelanas.
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Figura 3 - Distribuicdo geogréfica considerada nativa da Bredemeyera
Floribunda Willd.

Fonte: Plants of the World Online, c2024.

Nota: paises considerados nativos da Bredemeyera Floribunda Willd.: Brasil, Colémbia, Equador,
Guiana, Paraguai, Peru, Venezuela e Antilhas Venezuelanas.

Figura 4 - Distribuicdo geogréafica de ocorréncia da Bredemeyera Floribunda
Willd.

Fonte: SiBBr, c2023.

Nota: os pontos de cor laranja identificam local de coleta do hol6tipo e herbario de referéncia para
registro sobre vegetacdo e flora.
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Figura 5 - Locais em que a Bredemeyra Floribunda Willd. foi identificada e
registrada na América Central e Latina
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Fonte: SiBBr, c2023.

Nota: os pontos coloridos identificam local de coleta do hol6tipo e herbario de referéncia para registro
sobre vegetacdo e flora na América Central e Latina, até o Paraguai.

Embora as espécies de Bredemeyera Willd sejam, principalmente, do tipo
capoeira (mata secundaria), também crescem nas vargens umidas, terrenos elevados e
argilosos, podem ser encontrada em matas de terra firme, cerrado e restinga, quase
sempre em terreno arenoso (Marques, 1980; Rodrigues, 1891). Tal adaptabilidade,
associada ao clima do Brasil contribuem sobremaneira para a presenca dessa espécie em
todo territorio nacional (Marques, 1980).

Segundo Mota et al., (2023), o género foi solidificado como nativo da América
Latina, sendo composto por 12 espécies, mencionado como 13 espécies por Rodrigues
Barbosa em 1891, distribuidos do sul do México ao Paraguai e Brasil. Todas as espécies
foram identificadas no territorio nacional, ocorrendo maior diversificacdo do género na
Caatinga e na Mata Atlantica, regido com maior registro de identificacdo de B.

floribunda, conforme demonstrado no quadro 4.
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Quadro 4 - Distribuicdo geogréfica da Bredemeyera Floribunda Willd., datas de identificacdo e sinbnimos constantes nos trabalhos de 1949 a
2023 (continua)

Estado Local de coleta Descricao Data Autor
Rio Negro - Jun., 1910
Sao Marcos, campos secos margem. - nov., 1927 Marques, 1980.
Amazonas
Manaus - 23.7.1937
Cachoeira Grande Lianas de flor alvo-amareladas 25.8.1923
Espigdo Mestre, serra a 30 km Oeste

. ) Arvore com aproximadamente 5 m
Bahia de Barreiras. Terreno  arenoso P 03.03.197 Marques, 1980

L. altura, flores brancas e amarelas.
caracteristico de cerrado.

Arbusto de ramos longos e

Oeste do Ceara .. 10.08.1948 Marques, 1980
flexiveis.
Crato - Jul. 2001 Cavalcante, 2015
Ceara Horto Universidade Federal do Ceara - 2007 Alves, 2013
Chapada do Araripe - Mar. 2013 Oliveira, 2015.
Tiangua - Mai. 1987 .
Vicosa - 1995 Pereira et al., 1996.
. Floresta de galeria a oeste de ArbUSFO fracamente entrelagado,
Distrito Federal aproximadamente 3m de altura, 28.09.1965 Marques, 1980.

Planaltina. .
frutos verde-oliva.

Estrada sul de Terezina, 4 km, morro , .
Arvore fina, com 2,5 m altura,

arenito, mata mesofitica na base e 18.03.1973 Marques, 1980.
. flores brancas e amarelas.
cerrado nas encostas superiores.
Goiéas Chapada dos Veadeiros: encostas
rochosas ingremes com brejo e matas Liana, 4 m de comprimento,
. g . J . P 10.03.1969 Marques, 1980.
de galerias abaixo; cerca de 8 km ao perianto creme.

sul de Cavalcante. A 1000 m altitude.
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Quadro 4 - Distribuicdo geografica da Bredemeyera Floribunda Willd., datas de identificacdo e sinbnimos constantes nos trabalhos de 1949 a

2023 (continua)

Estado Local de coleta Descricao Data Autor

IIha Anil (rio) Mata capoeira 12.9.1903
IIha Anil (rio) Mata capoeira 03.6.1907
Caxias Mata capoeira 26.6.1907
Codo Mata capoeira 21.6.1907
Grajau, chapada a 200 m de altura. Solo arenoso e seco. 04.8.1909

Maranhsio Itapicuru, f:ampo alto. _ Flor branca. 08.7.1954 Marques, 1980
Imperatriz, estrada que vai Arbusto, flor branca com centro 06.8.1949

para fazenda Vitéria

amarelo, cheirosa.

Rosario, Cururupu

Agosto, 1914.

64 km ao norte da base do

Lianas no topo de arvore com 10 m

. de altura, crescendo floresta densa e 13.05.1970
acampamento da Expedicao.
seca.
Trepadeira lenhosa, flor creme,
Municipio de Bataguacu mata as margens de inundagéo do 13.05.1970
rio Parana.
. Arbusto com ~2m de altura,
Mato Grosso Km 4 ao sul de Xavantina i 15.10.1964 Marques, 1980
crescendo em regido de cerrado.
Serra do Roncador, estrada de Liana. frutos verdes iovens
Xavantina para Barra do Garca, 55 ’ J ' 15.10.1964

km ao norte de Barra do Garca.

Terreno irregular.
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Quadro 4 - Distribuicdo geografica da Bredemeyera Floribunda Willd., datas de identificacdo e sinbnimos constantes nos trabalhos de 1949 a
2023 (continua)

Estado Local de coleta Descricao Data Autor
Nova alvorada do Sul, assentamento | Arbusto a Ila_na, frutos verdes_, folhas 04.6.2016 Tschinkel et al. 2019.
Bebedouro. verde oliva. Mata capoeira.
Nova alvorada do Sul. assentamento Arbustos a liana, folhas verde olivas,
Bebedour’o sem frutos e sem flores. Mata 16.11.2020 Medeiros et al., 2024
Mato Grosso do Sul ' capoeira.
M rbustiva, regido acim Ri
ata arbustiva, regido acima do Rio ) 1903 Marques, 1980
Apa.
Bataguacu, Porto XV. - 13.05.1970 Ludtke et al.; 2008.
Mata arbustiva proxima a Bela Vista. -
Capoeira A . dent .
rvore semi-escandente muito
: ; Lagoa Santa 18.01.1939
Minas Gerals 2 . frequentemente. Flores amareladas.
Serra do Taquaril
Municipio de Belo Horizonte
Cordsburgo. Trepadeira de flores alvas 01.4.1957
Sabar4, Rio das Velhas. Arbusto escandente, flores alvas. 24.3.1963 Marques, 1980.
Varzea da pal,rl?a, Fazenda Mae ) 2771963
D’4gua.
Serra do Espinhacgo, matas de galeria Liana com ~5m de aIturaN, perianto
. A g amarelo claro, em floracdo. Sobre
e galerias marginais, Rio Jequiti, a 20 . . N 13.3.1970
. . areia branca, baixa vegetacdo
km de Diamantina. g
esclerdfila,
Proximo a Belo Horizonte Flores 1994 Bevevino et al., 1994
Itaboim, BR 116 - 16.06.1986
Itinga, Morais - 18.6.1989 Lldtke et al., 2008
Januaria - 18.04.1973
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Quadro 4 - Distribuicdo geografica da Bredemeyera Floribunda Willd., datas de identificacdo e sinbnimos constantes nos trabalhos de 1949 a

2023 (continua)

Estado Local de coleta Descricao Data Autor
Alenquer: capoeira - 29.7.1903
Faro: capoeira - 22.8.1907
Santarém: arredores da FAOQ: Arbusto de 2 e de3 m, flor branca, 16.8.1968
capoeira, terra firme. estames amarelados. h
In vicinibus Santarém - jun.,1850
Santarém, embocadura do rio Arbusto de 4 m, fruto jovem amarelo
iy . (- 11.12.1966
Tapajos. Capoeira secundéria esverdeado
Santarém, embocadura do rio Arbusto de 4 m, fruto jovem amarelo
iy . (- 11.12.1966
Tapajos. Capoeira secundéria esverdeado
Monte Alegre: Campo Ereré - 23.7.1908
Sédo Feélix do Xingu: mata de terra Cipds sobre arbusto de 3m de altura, 12.6.1978
Paré flrme sob_re serra de Pedra flor branca. Marques, 1980.
Rio Tocantins, Tucurui, Breu
Branco: capoeira de terra firme, solo Arbusto tipo cip0, flor branca. 10.5.1978
arenoso.
Cacaual Grande, Limpo Grande: Arbusto, flor de branco amarelada,
. . 08.7.1952
campo inundado. muito perfumada.
Monte Alegre a Airi, proximidade da Cip6 vigoroso, flores creme
06.5.1953
estrada CANP perfumadas.
Obidos, entorno da Serra do Escama, -
s . Cipés, flor branca. 22.05.1957
préximo ao lago Pauxi.
Santarém, proximo ao aeroporto. Cipo, flor branca, cheirosa. 11.07.1957
. Flores bran m manch
Parauapeba, Serra do Carajas. ores brancas com manchas 24.4.1987

amarelas no interior das pétalas
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Quadro 4 - Distribuicdo geografica da Bredemeyera Floribunda Willd., datas de identificacdo e sinbnimos constantes nos trabalhos de 1949 a

2023 (continua)

Estado Local de coleta Descricao | Data Autor
Marilena: Rio Parand, Porto Maringa. - 13.3.2007
Azul, Mato Preto. 25.04.1987
_ Cerro Azul, ,ato_ reto ’ 5.04.198 L tidtke et al.. 2008,
Sao Pedro do Parana: Rio Parana, a )
Parana 600 m do Porto de Areia. 13.3.2007
Senges, Fazenda Morungava, ro - 19.01.1965 Marques, 1980.
Funil
Guaira: Parque Nacional sete Quedas - 23.05,1971 Lldtke et al., 2008.
Piaui Oeste do Piaui - - Marques, 1980.
. ) Brasil; DNPM,;
_Gra’nja do Palheta: a 2 km de Arbusto de 3 m, frutos verdes. 03.5.1976 RADAMBRASIL,
Guajara-Mirim, ao longo da estrada.
1978.
Guajara-Mirim fronteira .
Brasil/Bolivia Cipé de 4 m, flores amarelas. 01.5.1976 Marques, 1980.
Rond6ni o Afl hoso,
oo Serra dos Murales, a 14 km da juncdo ramg;a;nr: r::tiO g (Zvcizgfagoecfgsrzs Marques, 1980
do rio Madeira e Abuna. P 14.7.1968 ques, '
brancas.
iparana — em um r
Ja}mpa ana - em uma est ad,a_da Em plena floracéo 24.6.1968 Marques, 1980.
cidade, em floresta secundaria.
Ariquemes, a_63 km do norte da Arbustos sobre rochas, frutos verdes- 17.8.1968 Marques, 1980.
cidade. amarelos.
Margem da estrada’Boa Vista Cip0 sobre arbusto 15.2.1977 Marques, 1980.
Caracarai
Roraima Sem identificacdo. - Dez. 1908
S&o Marcos - Out. 1908 Marques, 1980
Estrada Boa Vista Caracarai. Cip0 sobre arbusto. 15.02.1977
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Quadro 4 - Distribuicdo geografica da Bredemeyera Floribunda Willd., datas de identificacdo e sinbnimos constantes nos trabalhos de 1949 a
2023 (concluséo)

Estado Local de coleta Descricéo Data Autor
Rio Grande do Norte Macaiba - Jul. 2001. Oliveira, 2015.
Folhas verde-escuras e brilhosas, .
. N . Set. 1997 Ritto, 2001.
muitas flores e botdes florais.
Municipio de Leme, em campos com | Folhas fortemente esverdeada. Mar. 1998 Ritto, 2001.
caracteristicas de cerado. Folhas verdes mais claras, ramos em
f icul flores. .
« orma de paniculas co,m ores Out. 1999 Ritto, 2001
Séo Paulo Frutos em forma de cépsulas e
sementes caracteristicos, forte aroma.
Mat&o. - 11.05.1949 Marques, 1980.
Paraguacu Paulista - 06.03.1965 Lidtke et al., 2008
P Ferreira, Mogi A : , 2 .
orto errelrfﬂ~ margens do Mogi rbusto grande ou pequena arvore 1948/1949 Judith, 1949,
Guassu, regido do Descalvado. a 3 maltura,

Fonte: Autor, 2024.
Nota: CANP — Coldnia Agricola Nacional do Para.
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2.2.4 Aspectos quimicos e bioatividade das moléculas de B. floribunda

O primeiro estudo de caracterizacdo quimica de B. floribunda foi realizado por Wasick
e Ferreira, (1949), que fundamentados no fato da familia Polygalaceae ser rica em saponinas,
iniciaram processo de identificacdo desse metabolito secundario na amostra em analise. O
primeiro procedimento realizado foi a desidratacdo da raiz, o qual foi seguido de extracdo de
matéria bruta por éter no Soxhlet. Apos completa dessecagdo, 0 po grosseiro foi triturado e
nomeado como extrato bruto de saponinas. Esses procedimentos foram realizados com a raiz
inteira, assim como com a casca e lenho separados, obtendo concentracdo final de 15%, 30%
e 2%, respectivamente, como teor de saponinas nos segmentos analisados.

Para purificar a saponina bruta, utilizou-se dos processos de dissolucdo (alcool
metilico), seguida de filtragem e tratamento do filtrado com carvédo até quase descoloracao.
Para induzir a precipitacdo, adicionou-se éter etilico e o resultado foi um residuo de cor
branca, incomum para solucdes alcodlicas de saponinas. O filtrado foi destilado e desidratado
em estufa a 80 °C, resultando em um p6 branco, que foi considerado como saponina
purificada. Desta forma, ressalta-se que as analises organolépticas, atividade hemolitica e
poder de emulsificacdo sdo condizentes com forma de extragdo e purificacdo adotadas no
contexto em que 0s pesquisadores se encontravam. Assim, os resultados sdo passiveis de acdo
sinérgica com outros metabolitos secundarios e aquém do real teor de saponinas constantes na
raiz de B. floribunda.

Em relacdo ao sabor da saponina purificada, observou-se acre intenso capaz de
promover salivacdo intensa. Poro outro lado, a analise por microscopio permitiu identificar
que o pdé era amorfo, sendo que a andlises da solubilidade mostraram que o po era insollvel
em éter etilico e cloroférmio, pouco solGvel em alcool metilico e solivel em agua. A
capacidade emulsiva foi avaliada mediante diluicdo da saponina em agua, dissolvidas nas
proporgdes 1: 25.000 e 1: 100.000, sequida de agitacdo. A primeira solugdo resultou em
espuma abundante, enquanto a segunda, apenas a formacdo de anel de espuma por 17
minutos. A saponina bruta se mostrou na forma de p6 amarelo, com sabor e solubilidade
semelhantes a saponina pura. N&o foi observada diferenga entre as saponinas brutas obtidas da
casca das obtidas do lenho.

Considerando que a atividade hemolitica é um teste utilizado para confirmar presenca
de saponinas, a atividade hemolitica foi realizada com hemacias de cobaias e a toxicidade

pelo indice de peixe. Dessa forma, utilizaram diferentes quantidades de solucdo tampéao em 1
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mL de sangue, que fora diluido em uma sequéncia delO tubos de ensaio. A hemolise foi
avaliada 24 horas apds mistura do sangue com a solucdo tampao, por meio da identificacdo do
tubo com hemdlise total e concentracdo de saponinas. Assim, 0s resultados mostraram que a
saponina pura provocou hemdlise total nos tubos de 1 a 6, enquanto a saponina bruta, nos
tubos de 1 a 7. No tubo 6 da saponina pura havia a concentracdo de 0,0001g de saponinas em
2 mL da mistura solugdo tampéo e sangue, correspondente a indice hemolitico de 1: 2.000.
Em relacdo a saponina bruta, no tubo 7, a concentracdo de saponinas foi de 0,0008g de
saponinas em 2 mL de mistura, caracterizando indice hemolitico de 1: 2.500.

Para determinar a toxicidade foi utilizado o indice de peixe com a raiz de B.
floribunda. O primeiro procedimento foi a diluicdo de 1g de saponina pura em 1.000 mL, a
partir dessa diluicdo, seguiu-se com outras diluicbes com a dgua da torneira. O valor nomeado
como indice de peixe foi a expresséo da diluicdo de 1 g de saponina que ocasionou a morte de
4 a 6 peixes (Lebistis reticulatus). Desta forma, o indice de peixe foi 1: 2.250, conforme
demonstrado no quadro 5. N&o houve diferenca nos resultados no teste realizado com a

saponina bruta.

Quadro 5 - Teste de letalidade realizado por Wasick e Ferreira

Teste de letalidade de B. floribunda em Lebistis reticulares

Concentragdo saponina | n Efeito da saponina

1:1.000 10 | Apds 18 min — todos mortos

1:1.250 11 | Apo6s 21 min —todos mortos

1:1.500 11 | Apds 28 min —todos mortos

1:1.750 10 | Apo6s 34 min —todos mortos

1:2.000 13 | Apds 51 min —todos mortos

1:2.250 10 | Ap6s 1 hora — 5 mortos

1:2.500 10 | Apos 1 hora —todos vivos, 3 com sintomas mais intensos.

1:3.000 15 | Apos 1 hora — todos vivos

Fonte: adaptado de Wasick; Ferreira, 1949,

Isso posto, concluiu-se que a auséncia de diferenca no indice hemolitico entre a
saponinas bruta e a saponina pura é compativel com pelo menos, duas saponinas iguais entre
as amostras bruta e purificada, sendo uma delas exatamente iguais. Wasick; Ferreira, (1949)
comparam os resultados com outras plantas da familia Poygalaceae (Polygala cyparissias - 1:
55.000; Polygala senega — 1: 50.000), mostrando ser a atividade hemolitica de B. floribunda
bem menor do que o de outras plantas do mesmo género. A baixa toxicidade demonstrada

pelo indice de peixe classificou a toxicidade da planta estudada como menor do que a
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toxicidade de outras Polygalas. Entretanto, a diferenca de toxicidade entre ambos os grupos
de saponinas foi menor do que a diferenca no indice hemolitico.

Outro trabalho pioneiro na caracterizagcdo das saponinas de B. floribunda foi realizado
por Judith Martins (1949), que por meio de uma sequéncia de ensaios microclinicos
caracterizou as saponinas presentes na raiz: 1) Reacdo de A. Rosoll; 2) Reacdo com reativo de
Nessler; 3) Reacdo de Hanausek; 4) Reacdo de Combes; e 5) Reacdo com alcool absoluto. O
contato dos reagentes com as saponinas resultaram em alteracGes de cores indicando presenca
de e teor de saponinas na amostra. Desta forma, a autora conclui que ha maior concentracao
de saponinas nas cascas do que no lenho da raiz.

Em 1960, Tschesche e Gupta, na Alemanha, receberam amostras da raiz de B.
floribunda, coletadas em Sao Paulo e mediante separacdo por cromatografia, identificaram os
triterpenos e saponinas presentes na raiz, assim como, suas estruturas moleculares, rotacoes e
conexdes que possibilitam interagdo com outras moléculas, conforme quadro 6. Os autores
também analisaram o indice hemolitico para comprovar presenga de saponinas, € assim como
Wasick; Ferreira, (1949), constataram baixa atividade hemolitica (Tschesche; Henckel;
Snatzke, 1963). Destaca-se que, até 0 momento de conclusdo desta revisdo, os trabalhos com
maior volume de identificacdo de compostos presentes na raiz de B. floribunda foi o realizado

por (Tschesche et al. 1963; Tschesche; Gupta,1960), embora sejam 0s mais antigos.

Quadro 6 - Compostos triterpénicos identificados na raiz de B. floribunda por cromatografia e
respectivas energias de ligacdo quimica

Compostos identificados por Tschesche e Gupta

Nomenclatura Molécula Ponto fusdo | Energia de Ligacao
Ac. Bredemolico C30H4504 288 - 292° [(X]DZOZ +100.5° (Py)
Ester dimetilico de ac. bredemélico | C31HagO4 254 - 258° | [a]p®:  +98° (Py)
Diacetato de acido bredemdlico Caz4Hsg04 206 - 210° [a]p®: +84.3° (Py)
[B):gggtr?]téol | éjée éster metilico de &c. CasHazOu 220-223° | [o]o® <740 (Py)
Bromolactona de ac. Bredemalico C3oH4804 280 - 283° [a]o®: +100.5° (Py)
Szztgglgl?c c()Jle éster metilico de ac. CasHasOs 2332340 | [a]o®:  +980 (Py)
Acido tenuifélico C3oHag04 254 -256° | [a]™: +84.3° (Py)
Ester dimetilico do ac. tenuifélico C3oHyg04 130 -133° [a]o™: +74° (Py)
Diacetato de ac. tenuifélico Ca4H4504 260 -265° | [a]o®: +100.5° (Me)
Bromolactona de ac. tenuifélico C39H4804 177 —184° | [a]p™:  +98° (Me)
Acido anidrotenuifélico CaoH1504 263-267° | [a]o™: +84.3° (Me)
Monoglicosideo de ac. tenuifdlico CasH4504 266 -268° | [a]p™: +74° (Me)
Acido B C3oHa0s 232-234° | [a]®: +74°  (Py)

Fonte: adaptado de Tschesche; Gupta, (1960).

Nota : (Py) — piridina. (Me) — metanol
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Apos lacuna de tempo superior a 30 anos, Daros; Matos; Parente, (1996) publicaram
estudo com identificacdo de saponina presente na raiz da planta em questdo. A planta foi
coletada em Tiangud, interior do estado do Ceara, em maio de 1987. As raizes foram
desidratadas ao ar livre, o extrato foi obtido por submersdo em alcool metilico 80% por 48
horas em temperatura ambiente. O residuo final, passou por sequéncia de separacOes
cromatogréaficas, hidrolises alcalinas e &cidas e identificacdo estrutural por ressonancia
magnética nuclear de H* (RMN 1H). Desta forma, os autores constataram presenca de rutina,
tenuifolia e saponinas, identificando a estrutura quimica do Bredemeyerosideo B: 3-O —  — D
— glucopiranosil - 2B3,33,27 — trihidroxioleano — 12 — em - 23,28 — &cido didico 28-0--
xilanopisil -(1—4)-[p-D-apiofuranosil-(I—*3)]-a-L - ramnopiranosil-(1—2) - o - L -
ramnopiranosil (1—3)] — B — D - anosideo), assim como a configuracdo espacial, figura 5. Os

autores destacam que a Bredemeyerosideo B se assemelha as estruturas moleculares de
saponinas presentes em outras plantas do género Polygala. Realizaram a acdo antiofidica
contra veneno da Jararacussu (Bothrops jararacucu) em camundongos, concluindo que o
novo triterpeno apresentou maior atividade protetiva que os outros compostos identificados no
estudo, contudo sem tratamento estatistico para inferir a magnitude do efeito, quadro 7.

Quadro 7 - Representacdo da molécula identificada como Bredemeyerosideo B e a atividade
antiofidica em estudo em modelo animal

Taxa de sobrevivéncia ap0s inoculagdo do veneno
Compostos Jararaca (%)
6h 24h 48h
Controle 30 0 0
Rutina © 100 30 20
Bredemeyerosideos'® 80 80 80
Bredemeyerosideo B 90 90 90

Fonte: (Daros; Matos; Parente, 1996).
Nota: Atividade antiofidica realizada em camundongos, n=10, com os compostos © desenvolvidos por Pereira et
al., (1994).

Pereira et al., (1996), realizaram estudo semelhante ao de Daros; Matos; Parente,
(1996), utilizando a planta coletada na mesma data e local (maio de 1987, em Tiangua-Ce).
Inicialmente, a raiz foi desidratado e submerso em alcool metilico 80% (MeOH), contudo nédo
ha informacdo sobre a forma de desidratacdo e o tempo exposto ao solvente. O residuo
extraido foi dissolvido em MeOH e por sequéncia de separa¢des cromatograficas, hidrolises
alcalinas e caracterizacdo estrutural, obteve-se tenuifolina e a saponina triterpénica nomeada
Bredemeyerosideo C, cuja estrutura molecular foi: 3 — O -p - D — glicopiranosil - 23, 3B, 27 —

trihidroxiolean - 12-en-23, 28 acido didico 28 — O - - D — glicopiranosi | - 2B, 3B, 27 —
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tridroxiolean - 12-em-23, 28-4cido didico 28- O-B-D-xilanopiranosil-(1—4)-[-B-D-
apiofuranosil-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-(1—2) B - D - fucopiranosideo. A atividade
antiofidica, contra o veneno da Jararaca, foi realizada em camundongos, com maior atividade
de protecdo apresentada pelo Bredemeyerosideo C do que o composto de Bredemeyerosideos

e composto controle, contudo ndo ha tratamento estatistico para realizacdo de inferéncia

quanto a efetividade, conforme consta na figura 6.

Figura 6 - Representacdo da estrutura molecular, teste antiofidico do
Bredemeyerosideo C

A
OH
HO
HO
OH
HO
HyC Q
HO C
OH
OH
1 R=H
1aR=CH3
OH OH
B Taxa de sobrevivéncia (%)
Compostos 6h 24h 48h
Controle 30 0 0
Bredemeyerosideos* 80 80 80
Bredemeyerosideo C 100 100 90

Fonte: Pereira et al. (1996).

Nota: A) Estrutura espacial do Bredemeyerosideo C. B) Taxa de sobrevivéncia ap6s inoculagao via
oral 100 mg/Kg/MC do Bredemeyerosideo C, n=10. * composto de saponinas isoladas segundo

Em uma sequéncia de estudos para a identificacdo dos metabdlicos secundarios
presentes na raiz de B. floribunda, que fora coletada em maio de 1987, em Tiangué - CE;
Pereira et al., (1996), obtiveram o extrato necessario para as analises mediante desidratacao e
pulverizacdo da amostra recebida. O p6d angariado foi extraido por meio de submersdo em
alcool metilico por quatro dias, seguida da realizacdo de drenagem do solvente, que se repetiu

por trés vezes. Em seguida, a substancia obtida foi evaporada a vacuo e o residuo obtido foi
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separado por sequéncia de separacdes cromatogréficas e caracterizacdo estrutural da saponina
triterpénica presente na raiz, a qual foi nomeada como Bredemeyerosideo D (1). A estrutura
molecular identificada foi descrita da seguinte forma: 3- O - - D- glicopiranosil - 23,33,27 -
trihidroxiolean- 12 — em - 23,28 &cido didico 28-O-B-D-xilonapirosil - (1—4) - o - L-
rhaminopiranosil - (1—2) - [a - L - rhamnopiranosil- (1—3)] - B - D — fucopiranosideo. A
atividade antiofidica mostrou maior acdo do Bredemeyerosideo mostrou maior atividade

contra o veneno da Jararaca do que o controle. Contudo, ndo ha tratamento estatistico para

inferir efetividade do triterpeno, figura 7.

Figura 7 - Representacdo estrutura molecular, teste antiofidico do Bredemeyerosideo

B Inibigdo da letalidade do veneno de Jararaca pelo pelo
_ Bredemeverosideo D
Taxa de sobrevivéncia (“o) por hora de analise

Composto
et e 6h 24h 48h

("ontrole 30 ( ]
Bredemeyerosideo D 100 ) 90
Nota: n=10 camundongos. Dose: 100 mg’kg. Via de administragdo: oral.
Posologia: 1 h antes do envenenamento (5 mg'kg)

Fonte: Pereira et al., 1996B.

Nota: A) Estrutura molecular do Bredemeyerosideo D. B) Atividade antiofidica do Bredemeyerosideo
D.

Silveira et al., (1995), a fim de identificar presenca de xantonas polioxigenadas na raiz
de B. floribunda, metabolico secundario comum em algumas espécies do género Polygala
(Polygalaceae), desidrataram e moeram a raiz coletada em Vicosa-CE. Em seguida usando o
cloroférmio como solvente, obtiveram um extrato viscoso de cor marrom, o qual foi separado
por sequéncia cromatografica e ressonancia magnética nuclear para caracterizagdo da

estrutura molecular. Desta forma, os autores identificaram duas novas Xxantonas
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pentaoxigenadas: 1,7-di-hidroxi-3,4,8-trimetoxixantona e 1,3,7-tri-hidroxi-4,8-
dimetoxixantona, além da ja conhecida 1,3,6-trihidroxi-2,7-dimetoxixantona, que foi obtido
por meio de extracdo etandlica.

Em estudo realizado por Oliveira et al. (2013) foi identificado um derivado de acido
cindmico, até entdo desconhecido nessa espécie, sendo denominado (2E)-3-
(3,4,5trimetoxifenil)-prop-2-enoato de metila. A planta foi coletada na chapada do Araripe,
Ceara e por percolacdo em etanol, resultou um extrato de cor marrom vitrea, que por
sequéncia cromatografica foi separado em fracfes, as quais foram isoladas e tiveram as
estruturas elucidadas por espectroscopia. Além do derivado de acido cindmico, os autores
identificaram a presenga da xantona 1,7-di-hidroxi-3,4,8-trimetoxixantona identificada por
Silveira et al., (1995). Desta forma, trazendo ao conhecimento de que esse metabdlito pode
ser extraido mediante uso de cloroférmio e etanol. Segundo Mors et al., (2000), derivados do
acido cindmico contribuem de forma efetiva contra o efeito do veneno da Bothrops jararaca.
Deste modo, infere-se que o composto denominado Bredemeyerosideos por Pereira et al.,
(1996a) e Daros; matos; Parente, (1996), utilizado na andlise da atividade antiofidica dos
triterpenos elucidados, continha um derivado de acido cindmico contribuindo para os
resultados apresentados.

Cavalcante (2015), em estudo com finalidade de caracterizagdo fitoquimica da raiz de
B. floribunda, coletada na Serra do Araripe, estado do Ceard, submeteu a raiz a secagem e
trituracdo. Em seguida, por imersdo em etanol obteve amostras de extratos etanolicos.
Entretanto, sem descricdo da proporcdo entre a quantidade de amostra e solvente, além do
tempo de imersdo empregada para obtencdo do extrato. A solugdo obtida foi filtrada e
submetida & evaporacdo em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a temperatura de 40 °C.
Em seguida, o extrato obtido foi submetido a separacdo cromatografica e caracterizacao
quimica da estrutura molecular. Os resultados mostraram derivados cinamicos, sendo o (2E)-
3’-(3,4,5-trimetdxifenil)-prop-2-enoato de metila identificado pela primeira vez na raiz. Além
das Xantonas relatadas em estudos anteriores, a autora identificou uma nova estrutura, ainda
ndo encontrada em outras espécies e na literatura. Também foram identificaras presenca de
flavonoides, além da rutina.

Em estudo fitoquimico realizado com o extrato aquoso da raiz de B. floribunda, cuja
planta foi coletada e cedida pelo Horto da Universidade Federal do Ceara, os metabdlitos
secundarios identificados foram os flavonoides e saponinas. A planta foi coletada no Horto da
Universidade federal do Ceara e cedida para as analises. Em seguida foi desidrata e triturada,

submersa em agua durante sete dias. O extrato aquoso de natureza liquida foi liofilizado,
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obtendo-se o pd utilizado para a realizacdo da caracterizacdo quimica por meio de
cromatografia delgada para reveladores especificos (Alves, 2004).

Em estudo realizado por Ritto (2001), no qual a planta fora coletada em Leme/SP, as
raizes foram desidratadas em estufa de circulacdo interna a 45 °C. Seguiu-se com a trituracao
para obtengdo de p6 grosso, do qual por meio de hexano e cloroférmio, obteve-se um extrato
que foi submetido a separagdo cromatogréfica, seguida de elucidacdo molecular por
espectroscopia. Foram identificados triterpenos, saponinas, flavonoides, rutina e xantona
pentaoxigenada.

Desta forma, entende-se que raiz de B. floribunda submetida a desidratagdo em
ambiente natural ou em estufa ventilada para obtengcdo de extrato por meio de extratores
organicos, apresentou os mesmos metabolitos secundarios: triterpenos, saponinas, rutina,
xantona e flavonoides. Destaca-se que os derivados cinamicos foram identificados apenas na

extracdo etandlica e com cloroférmio.

2.2.5 Metabdlitos secundéarios da Bredemeyera Floribunda Willd.

A respeito dos metabdlitos secundarios, sdo compostos naturalmente sintetizados em
plantas com o principal objetivo de protecdo contra os estresses abioticos (geadas, irradiacdo,
temperaturas, etc.) e bidticos (pragas, ataques de animais, doencas, etc.), (Borges; Amorim,
2020). Caracterizados como defesa quimica, esses compostos contribuem para adaptacao e
sobrevivéncia das plantas no ambiente ecolégico (Huang; Dudareva, 2023).

A compreensdao mais detalhada do metabolismo vegetal tem aprimorado nossa
compreensdo sobre a sintese dos metabdlitos secundarios e suas multiplas fungdes (Erb et al.,
2020). Conforme discutido por Teoh (2020), esses compostos séo classificados com base em
seus grupos funcionais e estrutura quimica, sendo os terpenos, polissacarideos, compostos
fenolicos, fitoalexinas, alcal6ides e hidrocarbonetos correspondentes aos grupos. Enquanto os
acidos abscisicos, jasmonatos, poliaminas e o acido salicilico sdo os hormonios (estruturas
quimicas).

Independente da classificacdo, todos os metabdlitos secundarios estdo envolvidos nas
respostas aos estresses do ambiente. O acumulo desses compostos nas plantas,
frequentemente, € resposta aos sinais conhecidos como elicitores, os quais estimulam maior
producdo dos metabolitos em resposta aos estresses biodtico e abiotico (Auten et al, 2019).

As vias de biossintese dos metabdlitos secundarios possuem mecanismos alternativos

que levam a produtos comuns, a exemplo dos fendis e terpenos (Reshi et al. (2023). Ademais,
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a via do &cido chiquimico e o ciclo de Krebs produzem os precursores para 0s metabdlitos
fenolicos (Rahman et al. 2023). Os aminoacidos aromaticos L-triptofano, L-tirosina e L-
fenilalanina séo os precursores dos metabdlitos secundarios alcaldides produzidos pela via do
chiquimato (Weaver; Hermann. 1997). Dessa forma, terpenos, compostos fendlicos e
alcaltides formam os trés grandes grupos de metabdlicos secundarios (Reshi et al. (2023).

As saponinas pertencem ao grupo dos terpenos, cuja sintese emprega 0s mecanismos
das vias metabolicas do &cido mevalonico, a via 2-metileritritol 4-fosfato e a via do acido
chiquimico (Reshi et al. (2023) para formar as moléculas de cinco carbonos (isoprenos ou
isopentenilpirofosfato) que formardo os polimeros de terpenos (Noushahi et al., 2022). Em
adicdo, os triterpenos sdo amplamente utilizados nas areas da farmacologia, alimentos e
biotecnologia (Noushahi et al., 2022).

As propriedades anti-inflamatorias, anticancer, antitlcera, antimicrobianos, antiviriais
e analgésica dos triterpenos tém despertado o interesse sobre a aplicabilidade medicamentosa
desses compostos (Borela et al., 2019; Yasin et al., 2021; Kim, 2018). Dessa forma, destaca-
se a utilizacdo das saponinas entre esse grupo de metabolitos secundarios, que tem sido vista
como promissora no tratamento e prevencdo de doencas neurodegenerativas Zhang et al.,
2023), cardiovasculares (Wu et al., 2023) e hepaticas (Hong et al., 2022) , contudo sem

relatos sobre sua aplicabilidade na area esportiva segundo o uso tradicional popular.

2.2.5.1 Saponinas

As saponinas sdo um grupo de diversificados de compostos amplamente distribuidos
no reino vegetal (Guclu-Untundag; Mazza, (2007), assim como em alguns organismos
marinhos (Yasumoto; Tanaka; Hashimoto, 1966; Stonik 1986). As saponina tém sua origem
no latim, “sapo” significando sabdo, enquanto o sufixo “ina” € 0 indicativo de substancia
quimica. Deste modo, o nome dado ao composto quimico é uma alusdo a sua capacidade
emulsificante (formar espumas) (Guclu-Ustundag; Mazza, 2007). Além disso, contribuem
para a cor da planta, o sabor, fragrancia e respostas aos estresses sofrido, que contribuem para
maior sintese e concentracdo das moléculas dos sistema de defesa vegetal (Jeyasri et al.,
2023).

A estrutura molecular das saponinas é resultante da condensacdo de uma ou mais
cadeias de oligossacarideos (glicanos) em uma porcao aglicona de natureza triterpénica ou
esteroidal (Savarino et al., 2023). Ademais, essa grande diversidade quimica favorece ampla

atividade bioldgica (Desai et al.,, 2009), tais como as propriedades hemoliticas,
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hipocolesterolemiante, citotdxicas, antitumorais, antimicrobianas e antifingicas, as quais sao
de interesse para empresas farmacéuticas.

As saponinas sdo classificadas a partir da aglicona, porcao apolar, em trés classes:
triterpendides, esteroides e esteroides alcaloides, os primeiros contém 30 atomos de carbono,
enquanto as esteroidais 27. Por outro lado, a porcdo polar, ou glicona, é composta pelos
residuos de sacarideos, os quais sdo extremamente diversificados, contribuindo imensamente
para a diversidade e complexidade da estrutura molecular desse metabolito secundario
(Savarino et al., 2023).

Segundo Haralampidis; Trojanowska e Osbourn, (2002), as plantas cultivadas
apresentam maior concentracdo de saponinas triterpénicas, enquanto as nativas utilizadas com
finalidade terapéutica, maior teor de saponinas esteroides. Esse metabolito secundario tem
atua do sistema de protecdo do vegetal contra ataques de herbivoros, embora também atue
como antimicrobiano, além de proteger contra os danos decorrentes do ambiente (Hussain et
al., 2019). Em relacédo as atividades biologicas, as quais sdo relevantes devido aos aspectos
farmacéuticos, destaca-se o0 papel na permeabilidade da membrana celular, efeito na
reproducdo animal, no sistema tubular transverso e no reticulo endoplasmatico, atividade
hipoglicemiante, e como anti-inflamatdrio (Savarino et al., 2013; Xu et al., 2018).

A propriedade de lise das saponinas nas membranas dos eritrocitos é bem estabelecida,
sendo a hemolise um dos métodos empregados para identificar a presenca desse metabolito
em uma solucgdo (Tschesche; Gupta, 1960). A afinidade da porcéo aglicona pelos esterois de
membrana tem sido uma proposta aceita para essa bioatividade, porquanto a reacdo
bioquimica entre os grupos funcionais da molécula de saponina com os fosfolipideos de
membrana formam um complexo insoltvel com o colesterol, favorecendo o rompimento da
membrana (Fink; Filip, 2022). Outra proposta para elucidar o poder hemolitico das saponinas
é a ligacdo da porcédo aglicona a membrana induzindo alteracdo no gradiente eletroquimico,
alterando a fluidez da célula, o transporte de ions e ativacdo da enzima ATPase
(adenosinatrifosfatase). Assim, forma-se um ambiente bioldgico propicio a lise de membrana;
ressalta-se que essa acdo foi identificada em outros tipos de células sem constatacdo de
ruptura na membrana (Vo et al., 2017).

Em relacdo ao papel das saponinas na reproducdo animal, segundo Desai; Desai; Kaur,
(2009) e Benie et al., (1990), além da acdo abortiva, antizigoticas e propriedade anti-
implantacional sejam conhecidas em células de cultivo, as saponinas se mostraram um potente
estimulador do hormonio luteinizante em células hipofisarias, potencializando a infertilidade.

Entretanto, quando extrato com saponinas foi aplicado em ratas, houve crescimento uterino,
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reducdo na concentracdo do hormonio luteinizante e bloqueio do ciclo estral. Devido presenga
de resultados positivos e negativos sobre a o papel da saponina da reproducdo animal, os
autores apontam para maior necessidade de estudos elucidativos.

A bioatividade das saponinas na contracdo muscular é capaz de atuar no sistema
tubular transverso e no reticulo endoplasmatico, induzindo a despolarizacdo e liberacdo de
calcio e desta forma contribuindo para a contracdo dos filamentos de actina e miosina e
consequente contracdo muscular (Launikonis; Stephenson, 1999). Além disso, Segundo Yi,
(2021), a acdo anti-inflamatoria das saponinas ocorre mediante a inibicdo da ativacdo dos
inflamassomas no receptor similar ao dominio de oligomerizacao do receptor semelhante ao
nucleotideo P3 (NLPR3). Nos casos de neuroinflacdo, a inativagdo ocorre no dominio de
oligomerizacdo no receptor semelhante ao nucleotideo P1 (NLPR1), sendo esta uma reacdo de
especificidade entre dominio de ligacdo do inflamassoma e a estrutura molecular das
saponinas. Os mesmos processos metabdlicos foi identificado na reducdo da sepse em caso de
melanoma, as saponinas Rh1l e Rg3 do Panax ginseng (ginseng vermelho coreano) inativaram
os inflamassomas no melanoma.

O efeito hipoglicemiante das saponinas é outra funcdo biolégica promissora no
tratamento de doengas cronicas. Segundo Petit et al. (1993), o extrato obtido das sementes do
feno grego (Trigonella foenun graekum L.), oferecido a ratos adultos machos, promoveu
aumento de insulina no plasma e reducdo do colesterol total. Em ensaios realizados com
humanos, o uso do ginseng (Panax ginseng) se mostrou efetivo na reducdo da glicemia de
jejum. Porém, ndo mostrou a mesma ac¢éo hipoglicemiante na glicemia pds-prandial (Shishtar
et al., 2014). Segundo Chen; Balan; Popovich, (2019), o efeito das saponinas na reducdo da
glicemia é dependente da dose, forma de extragdo e a planta empregada para a obtencdo do
extrato rico em saponina. No entanto, 0os mecanismos de acao tém sido apresentados como
aumento da expressdo de molécula de GLUT-4, reducdo na absorcdo de glicose no limen
intestinal, maior secrecdo pancredtica de insulina e reducéo no processo inflamatério de baixo
grau (Pothuraju et al., 2014).

As saponinas possuem propriedades fisicas relevantes para o uso em industrias
alimenticias, farmacéuticas e cosmeéticas, dentre as quais se destaca a estrutura molecular
triterpénica e acucares, que fornecem sapogeninas para sintese de hormonios sexuais e
aditivos alimentares, respectivamente (Altman, 1956; Harwood et al., 2022; Johnson;
McCarry 1971). A natureza anfifilica contribui para a manifestacdo das propriedades

surfactantes, formacdo de espumas e emulsificacdo, promovendo a acdo detergente e
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aplicabilidade na miscibilidade de substdncias ndo compativeis para formacdo de solucéo
homogénea (Kregiel et al., 2017).

Deste modo, entende-se que B. floribunda é uma planta medicinal dotada de
caracteristicas incomuns pela variedade de metabdlitos secundarios e o elevado teor de
minerais (Tschinkel et al., 2019). Contudo, faz-se necesséaria a realizagdo de novos estudos
para identificar os metabdlitos secundarios do extrato aquoso obtido da raiz, assim como a

concentracdo de macronutrientes e vitaminas constantes na raiz fresca.

2.2.6 Propriedades medicinais da Bredemeyera Floribunda Willd.

A espécie B. floribunda foi identificada em todo o territorio nacional, apresentando
diversidade de nomes e aplicabilidades nas diferentes regides do Brasil, conforme consta no
quadro 8. H& maior nimero de estudos sobre a acdo antiofidica na regido Nordeste (Alves et
al., 2019; Pereira. et al., 1996; Pereira et al., 1994). No Estado de Mato Grosso do Sul,
destacam-se os efeitos contra a fadiga, exaustdo e baixa libido, segundo a tradicdo popular
(Tschinkel, et al., 2020). Por outro lado, no Sudeste e litoral do Parana, concentram-se maior
numero de registros sobre a amplitude de usos terapéuticos dessa planta (Wasick; Ferreira,
1949; Judith 1949), conforme a tradicdo popular (Caipira 2020). Entretanto, a designacao
“Botica inteira” demonstra bem uso multifacetado dessa planta.

Conforme descrito no quadro 8, a raiz de B. floribunda é a parte mais usada para fins
terapéuticos e preventivos contra picada de cobras. Segundo Matos (2007), a casca da raiz é
espessa, amarga e espumigena quando agitada com agua. Por outro lado, Judith (1949)
descreve que a raiz principal se aprofunda verticalmente e pode chegar até 3m de
profundidade. As raizes laterais apresentam menor calibre, estendendo-se quase
horizontalmente. Em relacdo a coloracdo a superficie externa é castanha amarelada, cheia de
pequenas saliéncias cicatriciais (n6s) e lenticelas.. O cortex é amarelo claro, ocupa da terca a

sexta parte do didmetro da raiz e o cilindro central um pouco mais escuro, conforme figura 8.

725X

Lat

Fonte: Paula Saldanha, 2019; Autor, 2024.
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Quadro 8 - Disposi¢do dos nomes populares de B. floribunda, preparacdes e partes utilizadas para tratamento de diversas doencas, segundo a
tradicdo popular (continua)

Nomenclatura popular

Partes utilizadas

Vias de
administracdo

Modo de preparo

Doenca tratada

Autor

Flor-de-bunda Folhas - - Afeccbes da pele Conceicdo et al., 2011,
Ra}lz:de-cobrg, pau- Acidente ofidico, expectorante, diurético,
Caixdo, pacari, raiz-ge- Anti-hipertensio e calculo renal, afeccdes da
sdo Jodo-da-Costa, Raiz Via oral Solugdo alcodlica P . ’ -G Oliveiraetal., 2013.
: pele e dermatite aguda causada por picada de
camembeca, botica- .
o insetos.
inteira.
. Raiz, casca do Macerado da folha Diarreia adulto e crianca, reumatismo, doengas
Laca-vaqueiro - X - e . Macedo et al., 2018.
tronco, folha Decoccao e infusdo renal, dor coluna e gastrites.
Doengas circulatorias, dos 6rgdos respiratorios, _— .
e . . " . . Wasick; Ferreira,
Botica-inteira Raiz - Decoccao doencas hepaticas, doencas da circulagéo e da 1949
pele. '
Feridas de pele, doencas de pele em geral,
Botica inteira, sabdo-d- Folhas, caule, raiz ~ ~ furunculose, picadas de insetos, baixar pressdo .
- Infuséo e decocgdo - . LoE Judith, 1949.
bugre. e flores. e curar febres, afec¢des das vias respiratorias e
hepaticas.
Sab’ao—_de—gentll, sfabao— i i i i Marques, 1980.
de-indio, macapari.
Pacari, manacd, botica- . . x Infeccdes de pele, disenteria amebiana,
Lo . Raiz seca Via oral Infusdo - . x
inteira, marfim-de-rama, reumatismo e hipertensdo.
E:ﬁ:;i?ggjg, El?;l;_-calxao, Raiz seca Alves, 2004.
vaqueiro, raiz-de-cobra e pulverizada. Via oral Infuséo Potente diurético e hipotensor.
raiz-de-Jodo-da-costa
Raiz-de-cobra - - - - Santos et al., 1997.
Raiz de cobra Raiz Via oral Solugdo alcodlica Tratar picada de cobra: extrato concentrado Silveira et al., 1995.

antidoto contra veneno de Bothrops e Crotalus
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Quadro 8 - Disposicdo dos nomes populares de B. floribunda, preparacdes e partes utilizadas para tratamento de diversas doencas, segundo a

tradigdo popular (conclusédo

Nomenclatura popular

Partes utilizadas

Vias de
administracdo

Modo de preparo

Doenca tratada

Autor

Pacari, manacd, botica-
inteira, marfim-de-rama,

Diurético para tratar célculo renal; baixar
pressdo arterial; Infeccdes de pele; disenteria

. Raiz seca - Infuséo . . i . ~
pau-rendoso, pau-caixao, amebiana; Reumatismo e; manifestaces Cavalcante. 2015
pau-gemada, laca- sifilicas. ’ ‘
\r/;‘il_]gérﬂ’c,g_zdgig;z,ra ¢ Raiz - Solugdo alcodlica Tratar picada de cobra
. . . Expectorante, diurético, transtornos .
Botica Inteira Raiz i i circulatorios e para baixar a presséo arterial. Ritto, 2001.
Infeccbes de pele; disenteria amebiana;
Raiz seca Oral Infuséo Reumatismo; diurético util para controle da [ Bevevino et al., 1994,
hipertensdo e crises de nefrolitiases.
Raiz-do-Jodo-da-Costa Raiz Oral Vinho e xarope Leucorreéia, constipacéo. Rodrigues, 1891.
Raiz Oral Solugdo alcodlica Tratar picada de cobra
Raiz-de-cobra . Atividade antiofidica contra o veneno de | Silveiraetal., 1995.
Raiz Oral Extrato concentrado
Jararaca (Bothrops) e coral (Crotalus).
Ferimentos, dermatites, picada de insetos e
Raiz - - cobras, estimulante respiratério, doencas Rao et al., 1990.
Botica-inteira, pacari hepaéticas e circulatorias.
Creme aerado, Disenteria amebiana, reumatismo, diurético,
Pau-de-ovo, raiz-de- Raiz fresca Oral semelhante a claraem | contra picada de insetos e cobras, fortificante e | Tschinkel et al., 2020.
cobra. neve revigorante.
Pacari, marfim-de-rama,
pau-rendoso, pau-caixao,
pau-gemada, laca- Raiz - - - Oliveira, 2015.

vagueiro, raiz-de-cobra e
raiz-de-Jodo-da-costa.

Fonte: o autor, 2024.

Nota: (-) sem informac&o no artigo referéncia
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Segundo Wasick; Ferreira (1949), o decoto das raizes é o uso popular prevalente
no interior de Sdo Paulo, o qual é administrado via oral ou externa para tratar as doencas
de pele, respiratorias, hepaticas e do sistema circulatério. Judith, (1949) complementa a
informacdo de Wasick e Ferreira, destacando o poder detergente da planta, que,
preparada por decoto ou infusdo das folhas, caule, raizes e flores, tem aplicagdo topica
para tratar feridas de pele, furunculose picadas de inseto, doencas de pele em geral. O
mesmo preparo pode se utilizado para baixar a pressdo arterial e febres, tratar doencas
das vias respiratorias e hepaticas, quando consumidos como bebida.

Por outro lado, nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui, a imersdo das
raizes em bebidas destiladas resulta em um remédio ingerido antes da exposicdo a
ambientes de risco de picada de serpentes (Alves et al,. 2019; Cavalcante 2015). Ja no
Mato Grosso do Sul e litoral do Parana, o uso tradicional é na forma de creme aerado,
semelhante a clara de ovo batidas em neve. Esse creme é consumido como alimento
pela manha para aumentar a libido e atividade laboral, além de reduzir fadiga ou tratar
anemia (Neto, et al., 2016; Caipira 2020; Tschinkel et al., 2020)

De forma geral, as plantas medicinais pertencentes a Polygalaceae séo
tradicionalmente empregadas como expectorantes no tratamento de tosses, bronquites e
asma, tanto no ocidente quando pela medicina chinesa (Lacaille-Dubois; Mitaine-Offer,
2005). Por outro lado, em especifico na China, sua aplicabilidade se estende como
ténico, melhora de memdria e funcdo cognitiva, deméncia e neurastenia (Lacaille-
Dubois; Delaude; Mitaine-Offer, 2020), protetor hepatico (contra danos da hepatite),
além de agente bactericida e anti-inflamatério (Zhang et al., 1995). Na Africa do Sul,
além das tosses e bronquites, os resfriados, febres, malaria, inflamagdes em geral,
reumatismo, picada de cobra e hanseniase sdo tratados com as plantas ricas em
saponinas da referida familia (Lacaille-Dubois; Mitaine-Offer, 2005).

Embora a presenca das saponinas triterpénicas tenha sido elucidada na raiz de B.
floribunda (Daros; Matos; Parente, 1996; Tschesche; Henkel;, Snatzke, 1963;
Tschesche; Gupta, 1960) e as propriedades medicinais desse metabdlito secundario
sejam conhecidas no tratamento de inumeras doengas cronicas (Lacaille-Dubois;
Delaude; Mitaine-Offer, 2020), ainda ha esscassez de estudos sobre a efetividade
terapéutica dessa planta. Até o presente momento, Tschinkel et al., (2020) foram os
primeiros pesquisadores a abordar o uso tradicional dessa planta no tratamento de fadiga

crbnica, ndo sendo encontrado estudo cientifico confirmando essa tradicao popular.
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Conforme disposto na tabela abaixo, Tschinkel et al. (2019) identificaram e
quantificaram os minerais presentes na raiz de B. floribunda, cujas quantidades
mostraram-se acima do comum para uma planta medicinal, dessa forma conferindo a
essa planta valor nutricional de alimento Em relacdo as propriedades nutricionais, a
variedade e quantidade de minerais identificadas tornam-na um promissor alimento para

complementar necessidades de minerais.

Tabela 1 - Teor de minerais presentes na raiz de B. floribunda

Minerais Concentracdo de minerais
Aluminio 238,30+ 7,80
Calcio 28439+ 92,12
Cromo 2,70 £ 0,04
Cobre 18,79 + 1,86
Ferro 387,09 = 9,50
Potassio 551,50 + 16,80
Magneésio 318,40 £ 9,24
Manganés 20,80 = 0,50
Sodio 177,75 + 6,40
Niquel 0,80 + 0,02
Fésforo 546,60 + 11,60
Selénio 458,90 + 15,85
Zinco 8,13+0,16

Fonte: Adaptado de Tschinkel et al., 2019.

A capacidade emulsiva e a estabilidade da emulsdo formada pela raiz de B.
floribunda foi esclarecida por Tschinkel et al. (2019), cujos resultados foram
correspondentes a auséncia de desemulsificacdo por 15 dias. Além do mais, houve
permanéncia da estrutura indicadora de permanéncia de emulséo por 30 dias. Isso
mostra que a raiz dessa planta & promissora para a produgdo de alimentos,
principalmente como opc¢do para individuos alérgicos a albumina e outros
emulsificantes industrializados.

Ao considerar a aplicabilidade terapéutica especifica do género Bredemeyera
Willd., o primeiro registro encontrado foi o de Rodrigues, (1891), que atribuiu ao
género os mesmos efeitos popularmente conhecidos como pertencentes ao género
Polygala (poligalaceae), categorizando B. floribunda em duas classes: 1) evacuantes e
alterantes e 2) amargas e adstringentes. Contudo, na classificagdo, considerou as

espécies Bredemeyera como tonicos e estimulantes, exemplificando o uso tradicional de
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remédio, vinho e xarope desenvolvidos com a espécie B. kunthiana Klotz., os quais sao
comercializado como efetivos antileucorreicos no Sul de Minas Gerais. Desta forma,
Rodrigues, (1891) relata que a B. isabeliana, identificada no Amazonas, apresenta as
mesmas propriedades terapéuticas da planta em uso em Minas Gerais. Destaca-se que a
medicina popular permanece atribuindo o mesmo poder curativo para as plantas de
espécies diferentes pertencentes a0 mesmo género, assim como 0 mesmo nome popular.
Pratica que pode induzir ao erro de atribuir beneficios ou a auséncia destes, além de
omitir riscos a saude por uso inadequado de remédios obtidos segundo o preparo
tradicional.

Para avaliar o potencial diurético e hipotensor da pressdo arterial sistémica,
Bevevino et al., (1994) utilizaram extrato etanodlico da raiz de B. floribunda. Os
pesquisadores confirmaram o efeito diurético com excregdo de sodio e potassio junto a
urina, porém sem efeito na redugdo da presséo arterial sistémica. Esse extrato foi obtido
da raiz seca da planta, seguida de dissolu¢cdo em solucdo salina isotdnica antes da
aplicacdo por via venosa nos ratos adultos. Por outro lado Bevevino; Aires, (1994) ao
avaliarem o local de acéo do extrato etandlico, aplicaram o mesmo metodo de Bevevino
et al., (1994). Eles identificaram que extrato etandlico da raiz atua diretamente na taxa
de filtracdo glomerular, seja por acdo nas membranas dos glomérulos ou por reducao da
perfusdo renal. Em experimento in vitro realizado com a pele da bexiga de sapo
associado com o hormdnio ocitocina, Bevevino; Sanioto, (1994) constataram que 0
extrato etandlico ndo inibiu o transporte de &gua em resposta a acdo da ocitocina,
confirmando assim o efeito diurético da planta de acordo com a alegacéo popular.

A acdo anti-inflamatdria da raiz de B. floribunda foi investigada por Rao et al.,
(1990), que obtiveram um extrato etanolico (95%) dessa planta, para analisar o possivel
efeito de protecdo contra lesbes gastricas induzidas por etanol 99,5% e é&cido acetil
salicilico (AAS) em ratos Wistar. Os resultados mostraram que a dose de 200 mg do
extrato etandlico obtido foi capaz de preservar a mucosa gastrica contra o efeito
deletério do alcool quase completamente e em menor proporcdo, atuou como protetor
contra a lesdo induzida pelo AAS.

Dentre as diversas aplicabilidades segundo a tradi¢cdo popular, a acdo contra
picada de serpentes foi a que apresentou maior volume de estudos. Contudo, sem
clareza sobre o mecanismo de acdo. Em sequéncia de trés estudos realizados com
roedores, Daros; Matos; Parente, (1996) e Pereira et al., (1996a, 1996b), obtiveram

extrato metanolico da raiz de B. floribunda e isolaram saponinas do extrato bruto. Desta



60

forma administraram oralmente100 mg/Kg do composto isolado nos animais e apos
uma hora, inocularam 5 mg/Kg do veneno de Jararaca. Os resultados mostraram que a
taxa de sobrevivéncia foi maior entre os animais que receberam a saponina isolada da
raiz de B. floribunda do que os demais animais controles, conforme consta no quadro 5
e nas figuras 7B e 8B. A ingestdo de composto alcodlico obtido de B. floribunda, antes
de um acidente ofidico é uma pratica tradicional do sertanejo nordestino (Matos, 2007).
Desta forma, entende-se que a classificacdo botanica, a distribuicdo geografica e
a natividade de B. floribunda encontram-se bem esclarecidas e delimitadas. Em relagédo
as andlises fisico-quimicas para a identificacdo dos metabdlitos secundarios e
micronutrientes constantes na planta, assim como a agcdo emulsificante estdo em
crescimento, contudo a aplicabilidade como remédio se mostrou incipiente e voltada
para a atividade antiofidica das saponinas. Embora tenha sido elucidada a agédo diurética
dessa planta, assim como ocorréncia de espoliacdo de sodio e potéssio sem efeito na
pressao arterial sistémica, ndo se encontrou relatos sobre a mesma agdo com o extrato
etanolico da raiz dessa planta quando consumido oralmente ou em estudo crénico.
Quanto ao consumo como alimento, no interior do Estado de Mato Grosso do
Sul, é tradicionalmente ingerida como uma gemada no café da manhd (creme batidos
com 2 colheres de sopa de acucar). Esse modo de preparar B. floribunda, é
recomendado para tratar fadiga excessiva, aumentar a atividade laboral e libido
(Tschinkel et al., 2020). Contudo, ndo a evidéncia cientifica quanto a eficacia ou

seguranca para 0 consumo humano

2.3 Recursos Ergogénicos

A realizacdo constante e continuada de exercicios fisicos aumenta a aptiddo
aerobica e forga muscular. Atua como mediador de respostas metabdlicas e mecanismos
moleculares capazes de sustentar a adaptacdo do musculo esquelético (Egan; Zierath,
2013), culminando no aumento do rendimento esportivo e melhora da composicdo
corporal (Coffey; Hawley, 2007). Desta forma, além dos beneficios na area esportiva,
promove a saude geral com reducdo dos riscos de doencas cronicas ndo transmissiveis
(Koopman et al., 2006; Giovannucci; Rezende; Lee, 2021). Contudo, a eficiéncia dessas
respostas é dependente do estado nutricional e aporte de nutrientes recomendados. Esse
fato traz maior necessidade de estudos cientificos acurados a respeito do aumento de

consumo e comercializagdo de suplementos nutricionais, como se per si fossem capazes
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de promover o aumento da forga muscular, melhora da composi¢do corporal e
hipertrofia em resposta ao TR (Kerksick et al., 2018).

O reconhecimento de que alimentos, ingredientes de produtos alimenticios,
nutrientes ou ndo nutrientes sdo capazes de otimizar as respostas adaptativas ao
treinamento fisico, ndo significa que sejam recursos ergogénicos nutricionais. Por esse
motivo, convém esclarecer que recurso ergogénico (ergogenic aid) significa “tendendo
a aumentar o rendimento/trabalho” (tending to increase work). Atualmente, é
amplamente adotado nas ciéncias da nutricdo e do esporte para indicar técnica capaz de
melhorar o rendimento esportivo ou a execucdo dos movimentos caracteristicos do
exercicio fisico (Thein; Thein; Landry, 1995). Ressalta-se que o uso de substancias
ergogénicas € uma pratica centendria, a exemplo dos atletas olimpicos gregos que
usavam ervas e cogumelos para aumentar o rendimento. Assim como no século XIX,
atletas europeus bebiam vini mariani (bebida preparada com vinho e folhas de coca)
para reduzir a fadiga e a fome durante provas de longa duragéo (Wagner, 1991).

A popularizacdo do uso de suplementos nutricionais entre os atletas amadores,
em ambientes de academias (Weitzel et al., 2009), e pacientes em recuperacao de lesdes
ou apenas com finalidade nutricional (Thein; Thein; Landry, 1995), contribuiu para o
aumento na comercializacdo e uso indiscriminado de tais substancias como se fossem
recursos ergogénicos nutricionais, trazendo os termos como sinénimos até mesmo entre
os profissionais da area da saude (Kerksick et al., 2018; Weitzel et al., 2009). Contudo,
por consenso, considera-se Como recurso ergogénico nutricional o alimento, substancias
extraidas de alimentos, nutrientes ou ndo nutrientes, que comprovados por meio de
estudos realizados por tempo prolongado em semanas ou meses de ingestdo, além de
terem sido publicados em revistas com revisdo por pares, com demonstracdo de
significancia estatistica na capacidade de aumentar o desempenho no exercicio.

Em caso de estudo agudo, a ergogenia ¢ atestada pelo aumento na capacidade de
realizacdo de um exercicio fisico ou melhora na recuperacdo de sessdo Unica de
treinamento (Kerksick et al., 2018). Desta forma, suplementos nutricionais sdo todos o0s
alimentos ou produtos alimenticios com finalidade de complementar uma dieta prescrita
para individuos saudaveis e 0s recursos ergogéncios nutricionais tém por finalidade
aumentar o rendimento esportivo mediante reducdo do tempo de recuperagdo, aumento
de forca muscular ou volume muscular, aumento de velocidade ou tempo em corridas
(Chen et al., 2014; Kerksick et al., 2018; Maughan et al., 2018).
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Embora o alimento em si possa ser um recurso ergogénico, o0 mais usual sdo 0s
nutrientes especificos ou substancias isoladas desses alimentos e transformadas em
produtos alimenticios, é 0 caso da creatina, nitrato, whey protein e g-alanina (Maughan
et al., 2018). Provavelmente, a melhora no rendimento esportivo estd associada a
resposta dos sistemas fisioldgicos ao consumo suprafisiol6gicos desses compostos, que
ao invés de atuarem como nutrientes, saturam os sistemas fisiologicos alterando o
metabolismo em resposta a elevada concentracdo no sangue e outros tecidos, e desta
forma contribuindo para o maior rendimento ao exercicio fisico (Wickham; Spriet,
2024).

Para clarificar a efeito da elevada concentracdo de substancias alimenticias no
rendimento esportivo, exemplificar-se-4& com a acdo da whey protein, que por ser um
produto obtido do soro do leite é fonte de aminoacidos essenciais, possui facil digestdo
e rapida absorcdo. Essas caracteristicas contribuem para que os aminoacidos de cadeia
ramificada sejam transportados do lumen gastrointestinal para o sangue, em
aproximadamente 30 minutos apds a ingestdo do produto. Assim, a aminoacidemia pico
ocorre aproximadamente trés horas depois. A elevada concentracdo de aminoacidos no
sangue, especificamente a leucina, ativa os canais transportadores de aminoacidos
localizados na membrana membrana celular, resultando em aumento intracelular. Desta
forma, a leucina, que é um nutriente sinalizador da via hipertrofica, ativa os canais
receptores de insulina e a cascata metabodlica para biossintese proteica (Stokes et al.,
2018; West et al., 2011), de modo que a combina¢do com o TR potencializa 0 aumento
da forga muscular e hipertrofia (Phillips, 2016).

Ha alguns parametros fisioldgicos que influenciam na eficiéncia dos recursos
ergogeénicos nutricionais (REN). O primeiro € a barreira do sistema digestério, visto que
0 REN é ingerido oralmente, a passagem pelo trato gastrointestinal determinara a
porcentagem de REN que chegara na circulagdo sistémica (biodisponibilidade) e tecidos
alvos (Herman; Santos, 2024). A segunda barreira a ser rompida é a hepatica, 6rgdo
onde a familia citocromo P450 atua tornando as drogas, nutrientes e metabdlitos
secundarios mais solUveis em agua para que 0s residuos retornem ao intestino e sejam
expelidos ou alcancem os tecidos e 6rgdos alvos (Rakesh; Meenal, 2020). Ap6s transpor
a primeira e segunda barreiras é necessario que o teor da substancia de acdo ergogénica
permaneca elevada por tempo suficiente para cumprir efeito no rendimento esportivo
(Wickham; Spriet, 2024).
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Concernente a dose de ingestdo, faz-se necessario considerar a diferenca entre
suplementacdo aguda e a suplementacdo cronica, assim como o efeito dose dependente.
A primeira refere-se ao efeito da suplementacdo no momento pico de concentracdo
plasmética do bioativo, sendo a cafeina um exemplo dessa categoria. Esse composto
pertence ao grupo das xantinas, cuja agdo no sistema nervoso central é capaz de reduzir
a percepcdo da fadiga, dor e aumentar o foco e a concentragdo. O tempo de passagem
pelo sistema digestdrio e hepatico contribuiu para ocorréncia de pico plasmatico em 1
hora apds a ingestdo (Wang et al., 2023). Em relacdo a suplementacdo crénica, faz-se
necessaria a saturacdo no tecido alvo para a obtengdo das respostas no desempenho
esportivo, caso da creatina. Esse € um aminoacido armazenado no masculo esquelético
na forma de fosfocreatina, molécula capaz de fornecer o fosfato inorganico para a
ressintese de adenosina trifosfato (ATP), energia quimica utilizada durante o processo
de contragdo muscular (Wax et al., 2021).

Em relacdo a utilizacao de plantas medicinais como recurso ergogénico, as raizes
de ginseng sdo as mais estudadas, sendo os triterpenos glicosilados (saponinas) 0s
principais metabolitos secundarios constantes nessa erva medicinal (Hou, 1977; Hou et
al., 2021). Destaca-se que 0 nome ginseng € atribuido as plantas pertencentes ao género
Panax ginseng (Chen; Muhamad; Ooi 2012). Para avaliar o efeito do ginseng na
melhora de rendimento no treinamento aerdébio, Kim et al., (2005) ofereceram 2 g de
extrato de ginseng, trés vezes por semana, a adultos jovens submetidos a corrida em
esteira até a exaustdo. Ao comparar os resultados entre individuos que ingeriram o
extrato e 0 grupo controle, os resultados mostraram que o tempo de corrida sobre a
esteira foi maior no grupo que ingeriu o ginseng, além de maior concentracdo no plasma
das enzimas marcadoras de atividade antioxidante (catalase, superdxido dismutase e
malondialdeido). Contudo, no TR h& menor volume de estudos comprobatorios de acao
ergogénica provindas de plantas medicinais ricas em saponinas. Sendo o feno-grego
(Trigonella foenum-graecum), leguminosa com elevado teor de triterpenos, saponinas e
compostos fendlicos, a planta medicinal mais estudada nessa modalidade esportiva do
que o ginseng (Albaker, 2023).

Segundo Poole et al., (2010), a ingestdo diaria de 500mg de feno-grego, ingerido
uma vez ao dia, combinada com TR realizado ao longo de oito semanas foi capaz de
aumentar a forca e a resisténcia muscular de jovens adultos participantes do
experimento. As sessdes de treinamento foram realizadas quatro vezes por semana, dois

dias destinados aos exercicios para membros superiores e dois dias para os exercicios de
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membros inferiores. Por outro lado, em estudo realizado com idosos submetidos a 12
semanas de TR e suplementados com Panax ginseng e Salvia miltiorrhiza, 250 mg de
cada erva por capsula, ndo foi identificado diferenca no volume e forca muscular entre
0s grupos controle e intervengdo. O protocolo de treinamento consistiu de trés sessoes
exercicios resistidos por semana, dentre as quais uma foi realizada exclusivamente com
extensdo de joelhos. A suplementacdo foi realizada com ingestdo de trés capsulas por
dia (manha, tarde e noite). Destaca-se que a combinacgéo de ervas ricas em saponinas e
TR ainda sdo escassas. Ademais, a diferenca nas espécies botanicas e quantidades
suplementadas impedem melhor compreensdo sobre o efeito de plantas com elevado
teor de saponinas no TR.

No esporte, a relevancia para a descoberta de suplementos nutricionais de agéo
ergogeénica, encontra-se na melhora do rendimento dos atletas em provas competitivas
(Lopez-Torres et al., 2023), reducéo de lesdes e dor muscular (Ayse; Ipek, 2023). Além
do mais, 0 uso de REN associado ao TR pode ser de extrema contribuicdo para a salde
publica, visto que os efeitos no aumento de forca muscular e hipertrofia, podem
contribuir na prevencéo e tratamento de doencgas cronicas ndo transmissiveis. Segundo
Egan; Zierath, (2013) o masculo esquelético é o responsavel pela captacdo de 80% da
glicose pos-prandial, responsavel pela oxidacdo dos acidos graxos e consumo de 30%
da energia metabolica basal. Outro ponto a ser observado é que o musculo esquelético
responde ao TR captando glicose por via metabdlica independente de insulina (Lee;
Hansen; Holloszy, 1995; Lee; Kim, 2017).

Mediante a exposicdo acima, constatou-se que plantas medicinais com elevado
teor de saponinas ainda sdo pouco estudadas em associacdo com o TR. Fundamentados
na composicdo nutricional e no teor de fitoquimicos presentes na raiz de B. floribunda,
entende-se que essa € uma planta medicinal de aplicabilidade promissora como
ergogénico nutricional (Dominguez-Balmaseda et al., 2020; Oliveira, 2015; Silveira et
al., 1995).

2. 4 Treinamento Resistido

O treinamento resistido (TR), popularmente conhecido por muscula¢édo, foi uma
modalidade esportiva norteada por condutas empiricas e de poucos adeptos,
basicamente praticada apenas por atletas de forca e fisiculturistas (Kraemer; Ratamess,
2000). Contudo, a insercao de exercicios contra resistidos na rotina de atletas, promoveu
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aumento de forga, resisténcia e hipertrofia muscular, assim como maior poténcia,
velocidade, desempenho motor, equilibrio e coordenacdo que acarretaram em evidente
aumento no rendimento esportivo (Stone et al.,2022). Tais resultados tornaram a
modalidade esportiva popular e consequentemente, trouxeram a necessidade de
investigacdo cientifica para compreensdo da aplicabilidade e beneficios (ACSM, 2009;
Kraemer; Ratamess, 2000; Kramer; Ratamess, 2004). Portanto, 0 TR € uma prética
relativamente nova e ainda carente de maior conhecimento.

A maior compreensdo sobre a aplicabilidade e beneficios do TR, contribuiu para
que os exercicios de contra resisténcia fossem considerados intervencdo primaria para
desenvolver forca e volume muscular para individuos saudaveis ou com algum tipo de
doenca cronica ndo transmissivel, ou que ndo sejam incapacitantes (Krzysztofik et al.,
2019). Além disso, o baixo volume muscular é considerado risco para desenvolvimento
de doengas cardiovasculares (Srikanthan; Horwich; Tseng, 2016) e diabetes tipo 2 em
adultos de meia idade (Son et al., 2017), ampliando o papel do TR para prevencéo e
tratamento de doencas cronicas ndo transmissiveis.

E considerado TR a contracdo muscular voluntaria contra alguma forma de
resisténcia com finalidade de promover alteracbes morfofisiologicas nos tecidos
musculos esqueléticos e neurais, capazes de alcangar todos os sistemas do corpo de
forma indireta (ACSM, 2009; Evans, 2019; Kraemer; Ratamess, 2004). Os movimentos
podem ser executados com auxilio de equipamentos, elasticos ou peso livre ou o proprio
corpo (Fleck; Kraemer, 2017). Contudo, a otimizacdo da adaptagdo ao TR e obtencdo
das respostas, faz necessario a prescricdo ter objetivos claros, ser individualizada e
atender os principios de intensidade, volume de treinamento, periodo de descanso,
especificidade, sobrecarga progressiva e periodizacdo (ACSM, 2009; Evans, 2019;
Fleck; Kraemer, 2017).

2.4.1 — Mdasculo esquelético e Treinamento Resistido

O tecido muscular esquelético constitui 40% da massa corporal total dos
mamiferos (Zurlo et al., 1990). Apresenta notavel plasticidade, alterando o tipo e a
quantidade de proteinas nas miofibrilas em resposta aos estimulos do exercicio fisico
voluntario (Coffey; Hawley, 2007). Essas respostas sdo acionadas mediante a contracao
muscular e ativacdo do cortex motor, que por meio da medula, acionam as unidades

motoras presentes nos musculos esqueléticos, promovendo a contracdo da actina e
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miosina e ativacdo de vias metabdlicas responsaveis pela transformacdo de energia
guimica em mecanica, acarretando nas atividades musculoesqueléticas (Coffey;
Hawley, 2007; Egan; Zietath, 2013).

Os musculos dos mamiferos sdo compostos por varios tipos de fibras, as quais
sdo classificadas segundo as propriedades de contracdo em fibras rapidas ou fibras
lentas ou por analises histoquimicas em tipo | (lenta) e tipo Il (rapida). As fibras tipo Il
sdo sub-classificadas em tipo Ila e tipo Ilb, essa também é nomeada como IIx. Outra
classificacdo é referente a cor, devido a concentracdo de mioglobina, as fibras do tipo |
possuem maior concentragcdo de mioglobinas e cor mais avermelhada, do que as fibras
do tipo Il, chamadas de fibras brancas (Hawley et al., 2014). As respostas adaptativas
aos exercicios de forca contribuem para aumento das fibras do tipo Il, promovendo
aumento no volume das miofibrilas constituintes dos musculos. Essas respostas sdo
alcancadas pelo aumento do fator semelhante a insulina - 1 (IGF-1), adi¢do de células
satélites as fibras pré-existentes e no contexto em que o balanco proteico muscular é
positivo, ou seja, a taxa de sintese proteica foi superior a de degradacdo (Coffey;
Hawley, 2007).

Cada um dos tipos de fibras é capaz de responder ao TR com aumento da area de
seccdo transversa (AST), contudo as do tipo Ila apresentam maior crescimento, seguida
pela Ilb (Tarpenning et al., 2001). Normalmente, as fibras do tipo | desenvolvem menor
hipertrofia das miofibrilas e maior aumento das mitocéndrias (Davies et al.,2015;
Hawley et al.; 2014). Além do mais, as fibras do tipo | precisam de menor degradacao
proteica para que haja o aumento de sintese e as fibras do tipo Il dependem de maior
degradacdo em resposta ao treinamento para que expressem absoluto aumento de
densidade e volume das miofibrilas (Alway et al., 1989; Bird et al., 2005).

Desta forma, a complexidade das respostas morfofisioldgicas aos exercicios de
forca, fundamenta a essencialidade do treinamento ser realizado de acordo com objetivo

claro, planejamento e manejo dos principios do TR (Fleck; Kraemer, 2017).

2.4.1.1 Definicdes bésicas

Antes de discorrer sobre os conceitos basicos do TR é necessario trazer a
definicdo dos termos comuns aos exercicios fisicos e treinamento. Para a realizacdo
deste trabalho, adotaram-se as defini¢des segundo Fleck e Kraemer (2017) e American
College Sports of Medicine — ACSM - (2009), cujo fluxo de sistematizacdo de
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aplicabilidade encontra-se na figura 9. As cita¢Ges diferentes dos autores mencionados

como referéncia, encontram-se na prépria sentenca.

Acdo concéntrica: quando o peso esta sendo levantado e as fibras musculares
encurtadas. A forca é exercida para viabilizar o levantamento da carga.

Acdo excéntrica: quando o peso estd sendo baixado de forma controlada e as fibras
musculares estdo sendo alongadas. A forca é exercida pelos musculos para controlar a
descida da carga.

Repeticdo: refere-se a0 movimento completo de um exercicio, normalmente composto
pela acdo concéntrica e a excéntrica.

Repeticdo maxima (RM): € o niumero maximo de repeticOes realizadas com técnica
correta por série. Portanto, a fadiga voluntaria ¢ a realizacdo de uma RM (1 RM) até a
inviabilidade de a agdo ser concluida. O teste de 1 RM é o deslocamento maximo de
determinada carga em apenas uma repeticdo. No roedor, o teste para determinar a
capacidade de carregamento maximo (CCM) é o teste equivalente ao teste de 1 RM
realizado em humanos (Almeida et al., 2019; Hornberger; Farrar, 2004).

Carga: quantidade de massa adequada para a realizagdo de séries de exercicios.
Sobrecarga progressiva: € o aumento gradual do estresse colocado sobre o corpo
durante a realizacdo do exercicio.

Forca: quantidade de tensdo que o musculo ou grupamento muscular é capaz de gerar.
Forca maxima: é a forca maxima que um grupo muscular consegue exercer para
realizar um movimento padrdo especifico em velocidade especifica.

Poténcia: aplicacao da forca com velocidade e realizacdo de movimentos coordenados.
Série: é o grupo de repeticdes de movimentos contra a resisténcia realizados sem
interrupgdo ou descanso.

Repouso: é o tempo decorrido entre o termino de uma série e inicio de outra, também
pode ocorrer entre os exercicios que compdem cada série. E determinado em minutos ou
segundos, de acordo com a individualidade e objetivos do treinamento. Essa variavel
afeta significativamente as respostas metabdlicas, hormonais e cardiovasculares durante
a realizacdo de um movimento agudo do exercicio, assim como o desempenho nas

séries subsequentes e as respostas de adaptagdo ao TR.
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2.4.1.2 Principio da individualidade biol6qgica

Segundo Kraemer; Ratamess, (2004), o ganho de forca e aumento no volume
muscular, assim como demais efeitos do TR séo respostas do individuo e néo do ato do
treino em si, sendo a magnitude da resposta do individuo o determinante para 0s
resultados. A relevancia desse principio encontra-se na assertividade da prescricdo
segundo as necessidades individuais (saude, tratamento, lesdo, fortalecimento muscular,
etc.). A determinacdo da massa corporal para a realizacdo do planejamento e estrutural

dos exercicios a serem realizados € um exemplo de individualidade.

2.4.1.3 Principio da sobrecarga progressiva

Esse principio se refere ao aumento progressivo e gradual do estresse colocado
sobre o corpo, musculos ou grupo muscular, durante a realizacdo do exercicio. O
acréscimo sistematico as exigéncias impostas pelos exercicios fisicos é essencial para
melhoras adicionais. A ACSM (2009) considera a sobrecarga progressiva junto a
especificidade e a variacdo, os principios mais importantes do TR. Essa combinacéo de
variaveis favorece a obtencdo de bons resultados, dependendo da genética e

condicionamento do individuo.

2.4.2 Variavel do treinamento resistido

2.4.2.1 Variavel da carga (resisténcia)

Esse principio ou variavel corresponde a massa (kg) ou forca (elasticos) utilizada
como resisténcia a realizagcdo dos movimentos caracteristicos dos exercicios de forca. O
manejo da carga pode ser realizado com seguintes esquemas: 1) aumento de acordo com
a porcentagem de 1 RM; 2) aumento de carga absoluta baseado no nimero de repetigdes
alvo; 3) aumento de carga dentro de uma faixa prescrita, exemplo: 8 — 15 repeticGes.
Alterar a carga aguda de treinamento pode afetar significativamente as respostas
metabdlicas, neurais, hormonais e cardiovasculares.

A prescricdo da carga é dependente do condicionamento e do objetivo do
treinamento (individuo), sendo a magnitude da melhoria dependente da predisposi¢édo
geneética e grau de condicionamento do individuo. A carga leve corresponde a 45 — 50%

de 1 RM ou menos, recomendada para aumentar a for¢ca dindmica em individuos nédo
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treinados ou em fase inicial, visto ser melhor para a aprendizagem motora e
coordenacao.

As cargas mais pesadas sdo recomendadas para aumentar a for¢ca maxima
durante a progressdo do treinamento dos niveis intermediarios ao avancado. A carga de
80 — 85% de 1 RM ¢é a recomendacdo para produzir adaptacdo neural em individuos
treinados. As adaptacOes neurais sdo essenciais para o desenvolvimento da forca
maxima, pois sdo precedentes da hipertrofia durante o treinamento intenso. Para o
aumento da forca dinamica é recomendado cargas a partir de 70% de 1 RM realizadas
em torno de 6 a 12 RM.

2.4.2.2 VVariavel do volume

O volume de treinamento pode ser calculado de diferentes formas, a mais
simples € a soma do numero de repeticbes realizadas em um periodo de tempo
especifico, pode ser semana ou més. Também pode ser calculado pela soma do nimero
total de repeticdes realizadas em uma sessdo de treinamento multiplicada pela
resisténcia (kg) utilizada, por exemplo: 10 repeticdes realizadas com 60 kg € um volume
de 600 kg.

O manejo do volume tem relacéo direta com a adaptacdo ao TR, porque afeta as
respostas neurais, hipertroficas, hormonais e metabolicas. Essa variavel pode ser
modificada por meio da alteragdo do nimero de exercicios realizados na mesma sessao,
pelo numero de repeti¢des realizadas na mesma série ou nimero de séries realizadas por

exercicio.

2.4.2.3 Variavel da intensidade

A intensidade no TR é estimada em valor percentual de 1 RM, ou qualquer carga
de RM para o exercicio. A intensidade minima para gerar aumento de forga dindmica
encontra-se na faixa de 60 a 65% de 1 RM. Treino de alta intensidade s&o os realizados
a partir de 80% de 1 RM, recomendados para aumento de forca e aumento da AST e
precisam estar associados a RM e ao volume. Entretanto, a progressdo da sobrecarga, 0
manejo no tempo de repouso, nimero de repeticdes e séries influenciam diretamente na
intensidade do treinamento e seus resultados no ganho de forca e hipertrofia. Além do
condicionamento do individuo em treinamento. Razdo pela qual, a periodizacdo é

fundamental durante o processo para que se chegue ao objetivo tracado inicialmente.
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A execucdo de grandes quantidades de repeticdes com pouca carga resulta em
auséncia de ganho de forca ou baixo aumento de forca muscular. Por outro lado, o
ganho de forca esta relacionado com o numero de RM por série de exercicios realizada
e do grupo muscular estimulado. Além do mais, faz-se necessario considerar a variagcao
individual as quantidades de repeti¢des possiveis a 1 RM determinado a cada tipo de

exercicio executado.

2.4.2.4 VVariavel do descanso/repouso

O descanso entre as séries e as sessOes de exercicios assegura a recuperagédo e
sucesso do treinamento. O tempo de descanso permite a recuperacao, reducao do lactato
sanguineo assim como a acidez muscular e as respostas hormonais. Sao as alteracdes
que ocorrem durante o tempo de repouso que favorecem as adaptagdes fisiologicas
resultantes da adaptacdo ao treinamento, que sdo as manifestacBes fenotipicas e

fisioldgicas do TR.

2.4.2.5 Variavel da especificidade da velocidade

Esse principio refere-se a velocidade ou cadéncia em que as repetices
dindmicas sdo executadas, visto que afeta as respostas neurais, hipertréficas e
metabolicas ao TR. Os exercicios de resisténcia isocinética mostraram aumento de forca
especifico a velocidade de treinamento, existindo transferéncia de forca para as
velocidade, acima ou abaixo da avaliada. A velocidade isocinética € uma constante que
ocorre pelo afastamento ou aproximagdo dos musculos em movimento de contracao.
Esse movimento gera o angulo do movimento, por isso também é denominada de
velocidade angular do movimento.

Ao considerar que forca € o resultado da multiplicacdo da massa pela aceleracéo,
espera-se reducdo na forca associada a reducdo na velocidade dos movimentos de
contragdo e extensdo. Essa consideracdo € relevante porque existem dois tipos de
velocidade lenta na resisténcia dinamica, que sdo as involuntarias e as intencionais. Na
primeira situacdo, a baixa velocidade é consequente a fadiga gerada pela carga elevada
em levantamento, ou seja, o individuo exerce a forca maxima. A intencional é referente
ao uso de cargas submaximas e o individuo exerce o controle da velocidade. Exercicios
realizados com controle intencional de velocidade mostraram menor velocidade neural

correspondente.
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2.4.2.6 Variavel da especificidade da contracio

A especificidade da contracdo é condizente ao efeito do movimento concéntrico
ou excéntrico. Onde acdo concéntrica favorece aumento de forga concéntrica e vice
versa. A aplicabilidade dessa especificidade para aumento de forca e volume muscular é
dependente da velocidade, repouso e carga, sendo o angulo uma variavel importante no

resultado final.

2.4.2.7 Variavel da frequéncia

Esse € um principio que se refere ao nimero de sessdes de treinamento por
semana, sendo esse valor dependente de outras variaveis (volume, intensidade, carga,
exercicio selecionados, capacidade de recuperacdo entre outros) e o condicionamento
individual. O nimero de duas a trés sessdes de treinamento por semana se mostrou
eficaz para o inicio, enquanto 1 a 2 sessdes foi mais adequado para os individuos

treinados e mantém os beneficios alcangados.

2.4.3 Organizacao e estrutura do programa de treinamento: periodizacéo

Segundo Kataoka et al. (2021), inicialmente, a periodiza¢do era uma proposta
geral para o treinamento planejado, que apds sucessivos estudos cientificos adotando
varios modelos com estruturais e fundamentos diferentes entre si, pois sdo baseadas nas
respostas ao estresse, conforme descrito por Hans Selye em 1938 (Selye, 1938). Por
outro lado, Selye (1938) considerou que a auséncia do manejo do estresse em resposta
aos exercicios fisicos, relacionava-se de forma direta com degeneracdo e morte dos
tecidos (overtraining).

Embora a defini¢cdo do termo periodizacdo ndo tenha uma definigdo consensual,
refere-se ao planejamento do treinamento para adequar as variaveis agudas, a exemplo
do numero de séries, nimero de repeticdes, para alcangcar ganhos no condicionamento e
objetivos determinados previamente ou a variacdo planejada no volume e na intensidade
do treinamento (Kataoka et al., 2021). Os objetivos da periodizacdo consistem em
otimizar as adaptacdes ao TR em periodos de tempo, que podem ser semanas, meses ou
anos, e também, evitar plats de treinamento. Dentre as varias defini¢des, abaixo consta
a descricdo da periodizagdo em blocos (Bartolomei et al., 2014), linear, ndo linear ou

ondulada, conforme abaixo.
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A periodizacdo em bloco consiste em um planejamento com treinamento
composto por cargas altamente concentradas com um elevado volume de exercicios
dirigidos visando acimulo de volume muscular, seguido de blocos de exercicios com
foco no aumento de forca muscular, seguido de exercicio com foco no aumento de
poténcia e forca explosiva (Bartolomei et al., 2014).

A periodizacédo linear, também chamada de periodizacdo progressiva e classica
de forca e poténcia. E caracterizada pelo alto volume de treinamento inicial e a baixa
intensidade, gradativamente, a medida que o condicionamento aumenta, o volume
diminui e a intensidade aumenta. E o modelo utilizado para aumentar a aptidio na
realizacdo dos exercicios, mediante a utilizacdo das variaveis do treinamento para
obtencdo de capacidade méxima de desempenho em uma variavel distinta, a exemplo de
forca e poténcia (ACSM, 2009).

A periodizagdo ndo linear ocorre em ciclos, possibilitando a variagdo no
volume e na intensidade de treinamento por meio de diferentes protocolos de
treinamento para alcancar adaptacdes neuromusculares e maior desempenho. E
recomendado para treinamentos prolongados, evitando o platé de treinamento. O
manejo das variaveis volume e intensidade ocorre mediante utilizacdo de diferentes
RMs (ACSM, 2009).

Dessa forma, o manejo da periodizacdo é uma estratégia com finalidade de
gerenciar o estresse decorrente dos exercicios, com finalidade de evitar efeitos negativos

do treinamento excessivo e alcancar os desfechos desejados (Kataoka et al., 2021).

2.5 Evidéncias cientificas do treinamento resistido

O uso de modelo animal contribuiu de forma significativa para o avango das
ciéncias do exercicio. Possibilitou o conhecimento sobre as respostas histoldgicas,
fisioldgicas, metabdlicas e da composicao corporal em resposta as diversas modalidades
esportivas (Angelis et al., 2017; Gobatto et al., 2001).

A necessidade de maior conhecimento sobre os efeitos do TR em mulheres ap6s
a menopausa, assim como seus beneficios na minimizacdo de perda muscular e na
reducdo da glicemia, levou Sanches et al. (2013) a realizarem estudos em ratas Wistar,
em condicao fisioldgica similar a da mulher em menopausa. Os autores submeteram as
ratas a oito semanas de treinamento em escada vertical, compostas por cinco sessdes

semanais de intensidade moderada (40% a 60% da carga maxima) e 15 escaladas por
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sessdo, repouso de um minuto entre cada subida. O ajuste da carga ocorreu na quarta
semana de treinamento, concretizando TR com aumento de carga progressiva. Os
autores concluiram que o experimento contribuiu fornecendo um método util para
determinar a carga maxima em roedores submetidos, além de acrescentar informacgéo
sobre 0 método para o TR nesse modelo animal, além da resposta positiva sobre a
funcdo hemodinamica das ratas em condicao similar a da mulher apds a menopausa.

Em estudo investigatério sobre o efeito do volume de treinamento nas
metaloproteinases, proteinas com fungdo importante na manutencdo da massa muscular,
Sousa Neto et al. (2017) submeteram 21 ratos a oito semanas de TR em escada vertical.
Os animais foram alocados em grupo sedentario, grupo com quatro escaladas
carregando 50%, 75%, 90% e 100% da capacidade de carregamento maximo (CCM). O
grupo com oito escaladas, ou duas séries para as CCM determinadas, apresentou
ativacdo das metaloproteinases. Sugerindo que maior volume de TR é mais eficiente em
respostas moleculares para a preservagdo da massa muscular, reducdo do tecido
adiposo. Desta forma, o estudo com os roedores contribuiu explicitando melhores
formas para a prescricio do TR como adjuvante no tratamento da obesidade e
sarcopenia.

Em relacdo ao TR e a suplementacdo com frutos do cerrado, Almeida et al.,
(2019), suplementaram ratos Wistar submetidos a 12 semanas de TR em escada com 6%
de bocaiuva (Acrocomia aculeata) liofilizada. Os resultados mostraram que 0 aumento
da forca muscular foi uma resposta ao tempo de treinamento e ndo a suplementagéo.
Corroborando com a literatura quanto adaptagédo neuromuscular ser gradual e superior a
oito semanas ACSM (2009), destacando a importancia do desenho experimental ser
adequado ao estudo envolvendo alimentacéo e exercicio fisico.

Assim, a semelhanga filogenética dos roedores com o ser humano, o baixo custo,
a possibilidade de controle das varidveis e 0 baixo custo tornam o rato o modelo animal
adequado para o experimento mecanicista (Borzsei et al., 2021). Além do mais, 0
Wistar se mostrou a espécie com melhor adaptacdo a realizacdo de exercicios

(American Physiological Society, 2006)
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Figura 9 - Fluxograma com os principios do treinamento resistido
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Fonte: adaptado de Bird et al, 2005.



75

2.6 Comportamento sexual/libido roedores

O comportamento sexual dos roedores apresenta grande semelhangca com o
comportamento do ser humano, razdo pela qual a maioria dos estudos sobre a
complexidade do comportamento sexual é realizada com esse modelo animal (Le
Moéne; Agmo 2019). As pesquisas de cunho mecanicista, possibilitaram a ampliacio do
conhecimento a respeito da motivacdo para a realizacdo do ato sexual, assim como
sobre 0s mecanismos de agdo neuroenddcrina e tratamentos farmacologicos para
disfuncdes sexuais (Chu; Agmo; 2016b).

Segundo Le Moéne; Agmo (2019), as semelhanca no comportamento sexual
entre ratos e humanos sao referentes as respostas aos estimulos que despertam o desejo
pelo ato copulatdrio, as respostas comportamentais de abordagem sexual e também ao
tratamento medicamentoso para tratar distdrbios sexuais, que inclui tanto drogas quanto
hormdnios. No entanto, embora a testosterona tenha acéo direta sobre 0 comportamento
sexual, ndo ha uma correlacdo direta entre a concentracdo sérica desse hormonio e a
intensidade das copulas.

Para fins didaticos sera adotado o conceito de desejo sexual ou libido conforme
Le Moéne; Agmo (2019), que concebem esse termo abstrato como o comportamento
expresso em resposta a probabilidade de um ato copulatério na presenca de parceiro
disponivel, ou a intensidade desse comportamento quando expresso. Dessa maneira, 0
desejo sexual é caracterizado pelo comportamento de aproximagdo que antecede o ato
sexual. A fase de laténcia, fator crucial para determinar a libido do roedor, é definida
como o tempo transcorrido desde a introducdo da rata receptiva na gaiola até a
ocorréncia do primeiro ato de cépula ou monta. Por outro lado, a copula, ou o reflexo
copulatorio, consiste na montagem do rato sobre a rata, seguida de impulso pélvico para
frente, associado a penetracdo vaginal (Agmo, 1997; Agmo et al., 2004).

Em relacdo ao comportamento sexual do roedor, desde 1996 ficou claro que os
hormonios esteroidais atuam no sistema nervoso central (SNC) modificando a
excitabilidade neuronal (Agmo 1997). Por outro lado, o circuito neural, que é
fortemente controlado pelas concentracdes dos hormoénios sexuais no sangue, responde
as flutuacdes desses hormdnios, com ativacdo de cascatas metabdlicas, as quais ativam
expressdo génica para sintese de proteinas responsaveis pela comportamento sexual,

possiveis de serem identificados visualmente (Jennings; De Lecea 2020).
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Desta forma, durante a fase de laténcia é possivel observar os sinais indicativos
do desejo sexual nos machos e fémeas em fase estro, doravante chamadas fémea
sexualmente receptiva. Em resposta a presenca do macho, as fémeas sexualmente
receptivas primariamente adotam postura de lordose, estendendo as patas traseiras e
posicionando a cauda para o lado (Emery 1986). Essa postura expOe a abertura vaginal,
possibilitando a penetracdo, que no estudo em roedores é chamada de intromissdo (Le
Moéne; Agmo 2019).

Além disso, sdo observados os comportamentos de balancar a cabeca para cima,
para baixo e para os lados, assim como andar em pequenos saltos para se aproximarem
dos ratos e em seguida fugir em arremessos ou saltos, na fase de laténcia e entre as
copulas (Erskine 1989).

Assim, conclui-se que a motivacdo para a abordagem sexual entre humanos e
roedores difere significativamente, embora o0 ato sexual seja a recompensa para 0
“cortejo” em ambas as espécies. Isso ressalta a necessidade de desenhos experimentais
claros, com objetivos bem definidos e intervengdes especificas, para que os resultados
possam ser aplicados em situacGes cotidianas, especialmente para o ser humano.
Considerando que a qualidade de vida sexual € fundamental para o bem estar
psicossocial, a aplicabilidade dos estudos sobre comportamento sexual torna-se crucial.

2.6.1 Visao geral sobre disfuncéo sexual e tratamento com planta medicinais

A disfuncdo sexual é um termo amplo que engloba diferentes sintomas
relacionados ao comportamento sexual, incluindo disfuncéo erétil, perda do desejo pelo
ato sexual (libido) (Teoh et al,. 2017). A etiologia desses transtornos € multifacetada e
complexa, envolvendo aspectos psicoldgicos, fisiologicos, estilo de estilo de vida,
doengas crénicas ndo transmissiveis, estresse, sedentarismo e alimentagdo de baixo
valor nutricional (Masuku et al., 2020; Suresh et al., 2009). Portanto, a abordagem
terapéutica eficiente € dependente de diagnostico preciso e frequentemente envolve.
(Meldrum et al., 2012; Teoh et al. 2017).

Embora as opgbes de tratamento para 0s transtornos relacionados ao
comportamento sexual sejam amplos, abrangendo medicamentos, cirurgias e terapias
psicoldgicas (Suresh et al., 2009), muitos individuos recorrem imediatamente ao uso de
drogas vegetais ou plantas medicinais para melhorar a qualidade de vida sexual ou

reverter o problema atual (Chauhan et al., 2014). De acordo com Langarizadeh et al.,
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(2023), as principais formas de preparo desses remédios tradicionais para tratar
problemas com o desempenho sexual sdo a agitacdo vigorosa, mastigacdo ou fervura,
sendo a via oral a principal forma de ingestao.

O retorno ao interesse por tratamentos com produtos naturais global, atraiu a
atengdo para o tratamento das disfungGes sexuais masculina com plantas medicinais,
dentre as quais destacamos o Tribulus terrestres, Berberis vulgaris e B.aristata e o
panax ginseng. Essas plantas tém a sua eficacia atribuidas aos seus metabolitos
secundarios, especialmente as saponinas, que empregada isolada ou associada com o T.
terrestres mostrou importante acdo na minimizagdo na disfuncéo ereétil (Langarizadeh et
al., 2023).

Dentre as plantas ricas em saponinas, 0 ginseng é um dos mais estudados no
tratamento de transtornos do comportamento sexual. Em ensaio clinico realizado com
homens com diagnostico de disfuncéo erétil, a dose de 900mg, de ginseng vermelho
administrada trés vezes por dia, durante oito semanas foi efetiva para melhorar a funcéo
erétil (Hong et al. 2002). Por outro lado, na disfuncéo sexual feminina, o Panax ginseng
e 0 Ginko biloba mostraram efeito significativo no aumento do desejo sexual (Sha’ari et
al., 2021).

Assim, Khalil et al., (2019) conduziram estudo com roedores para avaliar o
potencial afrodisiaco da planta rica em saponinas Abutilon pannosum (Forst.) Shlechst,
utilizando como parametros a fase de laténcia e numero de cépulas em resposta ao
extrato metanolico obtido das cascas do caule da planta medicinal. Os pesquisadores
concluiram que a dose de 400mg/Kg do extrato metandlico foi capaz de aumentar o
desejo sexual dos ratos, reduzir o tempo da fase de laténcia e aumentar o nimero de
copulas, apds 10 dias de ingestdo. Esses resultados levaram a consideracdo da planta
como agente afrodisiaco potencialmente eficaz.

Por outro lado, a Mucuna pruriens, planta afrodisiaca rica em saponinas, tém se
mostrado ser eficaz na promocdo no aumento da frequéncia de cépulas em roedores,
resultando em aumento do nimero de montas e intromissdes (Chauhan et al., 2014).
Com finalidade de avaliar o efeito da M. pruriens na libido de ratos, Suresh et al. (2009)
avaliaram o efeito do extrato etandlico obtido das sementes da M. pruriens. Os
pesquisadores identificaram que a dose de 200mg/Kg foi capaz de aumentar a
frequéncia de montagem e intromissfes vaginais. Desta forma, recomenda-se a

realizacdo de estudos adicionais com outras plantas medicinais ricas em saponinas, a
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fim de elucidar o papel desse metabdlito secundario no tratamento dos transtornos do

comportamento sexual.

2.7 Realizacéo de pesquisas e 0 modelo animal

E incontestavel a importancia e contribuicio do modelo animal para o0 avanco
das ciéncias biomédicas e para a saide humana (Franco 2013). Embora controverso
quanto a afirmativas dos maus tratos ao animal, o uso do modelo animal possibilitou a
crescente compreensdo sobre etiologia, processos de desenvolvimento e tratamento de
doencas (Davies et al., 2020). Assim como o desenvolvimento de farmacos,
procedimentos cirdrgicos e outros tipos de intervencdes invasivas (Andersen; Winter
(2019), sem os quais a humanidade ndo teria o conhecimento e avancos obtidos até o
momento.

A prética da vacinacdo ou o fendmeno da imunizacdo foi um iniciado por
Pasteur, que descobriu ser a colera uma doenca bacteriana no século XVII, quando
inoculou as bactérias Pasteurella multocida “jovens em galinhas, as quais adoeceram e
morreram, conforme a realidade do momento. ApoGs essa mesma cepa bacteriana ter
envelhecido, foram novamente inoculadas na galinha, contudo os animais ndo
adoeceram. Desta forma e nesse modelo animal iniciou-se 0 processo de imunizacao
com microorganismos inativados (Smith, 2012).

Desde 1901, foram concedidos 114 prémios Nobel para a area de fisiologia ou
medicina, dentre os quais 88,6% foram resultados obtidos de experimentos realizados
em uso de modelo animal e os demais, indiretamente ligados aos experimento com
animais, dentre os quais, os roedores sdo 0s mais empregados (Undertending Animal
Research, 2024). Em 2023, Katalin Koriko e Drew Weissman, em reconhecimento ao
desenvolvimento da vacina contra a COVID, foram laureados com o prémio. Os
pesquisadores utilizaram camundongos como o modelo animal para a realizacdo do
estudo, cujos resultados foram de extrema importancia no combate a pandemia (Mia
Rozenbaum, 2023).

No que se refere ao exercicio fisico, 0s ratos sdo 0s animais mais empregados,
seguidos de camundongos, sendo o objetivo do experimento o fator determinante na
escolha do modelo animal (Booth et al., 2010). A semelhanca filogenética, assim como
as respostas metabdlicas e fisiologicas com o ser humano, além da rapida adaptabilidade

aos exercicios fisicos, tornam o rato Wistar (Rattus novergicus) o modelo animal mais
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apropriado para a realizacdo de estudos mecanicistas com finalidade de elucidar as
resposta e efeitos do treinamento fisico para a salde humana e desempenho esportivo
(American Physiological Society 2006). O facil manejo e o baixo custo também sé&o
fatores determinantes para a escolha desse modelo animal (American Physiological
Society 2006).

Quanto a importancia de estudos com exercicios fisicos experimentais em
modelo animal, entende-se que a pratica de atividades e do treinamento fisico tém
relacdo direta com bem estar-estar, saude, prevencdo e tratamento de doencas. Esse
altimo, o tipo e dose de exercicios fisicos sdo cruciais para obtencdo de resultados
efetivos (American Physiological Society 2006). Especialmente o treinamento resistido,
modalidade em crescente aumento no volume de estudos devido ao amplo espectro de
seus efeitos para a saude humana (Fyfe et al., 2022; Giallauria et al., 2016; Shailendra
etal,. 2022).

Nessa perspectiva, estudos realizados com ratos buscaram mimetizar o
treinamento resistido conforme a prescricdo de exercicios e préatica realizada por
humanos, destacando-se os trabalhos de Tamaki; Nakano (1992) e Hornberger; Farrar
(2004). Os primeiros desenvolveram um equipamento possibilitando a realizagcdo de
exercicios de agachamento com aumento de carga progressivamente, contudo, o uso de
choque elétrico como meio de estimular o treinamento reduz a semelhanca com a
pratica desenvolvida pelo ser humano. Por outro lado, o modelo de treinamento e
equipamento desenvolvido por Hornberger; Farrar (2004) tem sido o mais utilizado.

O equipamento desenvolvido por Hornberger; Farrar (2004), uma escada vertical
com angulo de inclinagdo de 80°C, possibilita a submissdo de ratos ao treinamento
resistido em correspondéncia com a pratica humana. Essa escada estimula o treinamento
a partir do instinto natural de escalar do roedor, sem a necessidade da utilizacdo de
alimentos ou choques para induzir o animal a realizar os movimentos cinéticos de
contra resisténcia (Strickland; Smith, 2017). Além disso, o protocolo de exercicios é
composto por trés sessdes de treinamento semanal, sendo o intervalo de descanso de 24
horas entre as sessdes ou 48 horas correspondente ao final de semana. Cada sessao é
composta por escaladas com aumento de carga progressiva e repouso de 120 segundo
entre cada série realizada. Consequentemente, isso possibilitou estudos com validagdo
ecoldgica, aléem de adaptacdes para maior correspondéncia as respostas fisioldgicas e

anatdbmicas do ser humano.
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Desta forma, conclui-se essa sessao mencionando, que por questdes éticas, €
vedado a utilizacdo de ser humano em ensaios pré-clinicos para o conhecimento das
respostas fisiologicas e anatdmicas a intervencdes ndo atestadas como seguras para 0
bem estar, satde e vida humana (DaMatta, 2010). Além disso, o codigo de Nuremberg
traz a realizacdo de experimento em modelo animal como pratica antecedente ao estudo

em seres humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato aquoso obtido das cascas da raiz da Bredemeyera
Floribunda Willd. como recurso ergogénico nutricional na forca muscular e libido de

ratos submetidos ao treinamento resistido.

3.2 Objetivos especificos

1- Desenvolver um extrato aquoso mimetizando o uso popular de B. floribunda Willd.
para aumentar o rendimento laboral e a libido.

2- Avaliar a toxicidade oral aguda de dose unica (2.000 mg/kg) do extrato obtido.

2- Investigar o efeito do extrato aquoso obtido das cascas da raiz de B. floribunda
(EABF) no consumo e eficiéncia alimentar.

3- Comparar a murinometria dos ratos suplementados com EABF com a murinometria
dos ratos ndo suplementados.

4- Analisar o impacto da suplementacdo com o EABF na capacidade de carregamento
méaximo (forca) dos ratos treinados e comparar com 0s ratos ndo suplementados.

5- Analisar o efeito agudo e o efeito cronico do EABF na concentragdo sérica de
testosterona e DHEA e a concentracdo de DHEA nos testiculos dos ratos

6- Mensurar o efeito do EABF na libido dos ratos.

7- Diferenciar o efeito do EABF e do treinamento de for¢a na glicemia nos tempos de

pos-treino imediato e 48 horas depois da ultima sessdo de treinamento.
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4. MATERIAL E METODOS

A execucdo dos procedimentos concernentes a execucdo do atual trabalho foram
iniciados apos a aprovacgéo do projeto pelo Colegiado de Curso dos Cursos de Mestrado
e Doutorado em Salde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste (PPGSD) da
Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS). A aprovacio encontra-se em RESOLUCAO N 136, DE 30 DE JUNHO DE
2020 (ANEXO - A).

Apos aprovagdo Seguiu-se para a coleta da planta medicinal, conforme descrito

abaixo.

4.1 Deposito no Herbéario da UFMS

A planta medicinal B.Floribunda foi coletada em 04 de junho de 2016 por Paula
Saldanha Tschinkel e Valter Aragdo Nascimento na area rural do Municipio de Nova
Alvorada do Sul/MS (21°28°3’S, -54°23’W). Em seguida foi depositada na Colecao
Botéanica do Herbario da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

O tdxon POLYGALACEAE Bredemeyera Floribunda Willd. foi determinado
pelos bidlogos Flavio Macedo Alves e Geraldo Alves Damasceno Junior em 17 de
fevereiro de 2017. Registrada sob 0 n2 54366 e reconhecida pelo nome vulgar de cha-
de-bugre, ANEXO - B.

Devido a coleta da planta ter sido realizada na mesma regido de depdsito e
identificado pelos individuos, ndo foi necessario novo deposito. Embora tenha sido

confirmada no Herbario da UFMS, como mesma espécie depositada anteriormente.

4.2 Coleta da Bredemeyera Floribunda Willd.

A planta medicinal B. floribunda foi coletada no Assentamento Bebedouro,
regido rural do municipio de Nova Alvorada do Sul (-21388067, -54,436393), no
periodo vespertino. A umidade do ar encontrava-se em 56% e temperatura ambiente em
34,3 °C (Cemtec-MS, 2020).

Para a realizacdo da coleta, houve a participacdo dos senhores José Francisco do
Nascimento e José Goncalo (SisGen A771675EC — ANEXO C), portadores do
conhecimento tradicional popular para a identificacdo da planta, forma de coleta e

preparo do creme aerado segundo a medicinal popular, figuras 10 e 11.
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A identificacdo da planta foi realizada pela observagdo das folhas e as hastes
sinuosas do cip0, assim como as demais caracteristicas do conhecimento popular dessa
trepadeira. Em seguida, determinou-se a area de escavacgdo ao redor do caule, um raio
de 20 a 30 cm a partir do mesmo. O tamanho da circunferéncia, assim como a
profundidade do buraco foram determinados de acordo com a altura da planta e fixacéo
das raizes no solo, figuras 10 e 11.

A escavacdo foi realizada com apoio de utensilios de jardinagem, sendo a
finalizacdo conduzida manualmente para preservar a integridade das raizes. A remogéo
das raizes ocorreu da seguinte forma: 1) segurou-se a planta pela base do caule, proximo
a raiz principal j& exposta; 2) realizagdo de movimentos suaves e firmes em sentido
contrario ao solo até que as raizes se soltassem completamente. Essa abordagem
permitiu maior preservacao dos filamentos radiculares; 3) com corte Unico, separou-se 0
caule das raizes; 4) as raizes foram envolvidas em embalagens plésticas e abrigadas em
caixa térmica opaca forrada com gelo de &gua potavel (4 'C a 6 'C) para serem

transportadas até o Laboratdrio de Metabolismo Mineral e Biomateriais/fFAMED/UFMS

Figura 10 - Caracterizacdo do ambiente e identificacdo de B. floribunda
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Ambiente de mata secundaria do cerrado - local de coleta Hastes sinuosas
Fonte; o autor, 2024.

Nota: Fotos autorizadas pelo Professor Valter Aragdo e pelo senhor José Gongalo.



Figura 11 - Coleta de B. floribunda no local nativo
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Retirada do solo com preservagao das extremidades da raiz Raiz pronta para o transporte
Fonte: Autor, 2024.

4.3 Obtencdo dos extratos aquosos das cascas e do lenho de Bredemeyera
Floribunda Willd.

Todos os procedimentos descritos abaixo foram realizados no Laboratério de
Metabolismo Mineral e Biomateriais - LMMB/FAMED/UFMS e no Laboratério de
Purificacdo de Proteinas e Func@es Biologicas- LPPFB/FACFAN/UFMS, em sala com
temperatura ambiente de 18 °C + 2°C e protegidos de luz direta, conforme figuras 12 e
13.

No LMMB, mimetizando a tradigdo popular, as raizes foram lavadas com &gua
abundante (ultrapura; 18,2 MQ, Purelab® Option Q15 — Elga; Brasil) e a remocao da
terra ocorreu com auxilio de pincel de cerdas macias. O excesso de umidade foi retirado
com papel toalha e por meio de objeto perfuro cortante (inox), as cascas foram
separadas do lenho e acondicionadas em plastico filme, revestidas com folha de
aluminio para proteger contra a incidéncia direta de luz, permanecendo em ultrafreezer
(Panasonic/Sanyo VIP® MDF-U76VC-PA; — 81 'C) até o momento da obtencdo do

extrato aquoso, no LPPFB. Os lenho foi armazenado a — 20 "C para posterior anélise e
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obtencdo de extrato aquoso liofilizado. A higienizac¢do popular ocorre com jato de dgua
da torneira e remocéo da sujidade com as méaos.

Para a obtencdo do extrato aquoso das cascas da raiz de B. floribunda (EABF), o
material armazenado foi retiradas do ultrafreezer e incubadas em temperatura ambiente
por uma hora. Posteriormente, as embalagens foram retiradas, a massa (g) foi
determinada em balanca analitica e em seguida foram submersas em nitrogénio liquido
e maceradas. No estudo piloto, realizado para identificar a forma adequada para
fragmentar as cascas da planta e assim obter o extrato aquoso, utilizou-se gral e pistilo
de porcelana. Contudo, para obter o EABF para a execugdo do estudo, utilizou-se
moinho analitico portatil (Ika® A 11, Staufen/Alemanha) para obtencdo do EABF a ser
utilizado no estudo, figuras 12 e 13.

A moagem das cascas de B. floribunda resultou em uma farinha com formacéao
de grumos, que foi adicionada em um béquer contendo &gua ultrapura, na proporcao
1:9. Em seguida, o recipiente com a solucéo foi envolvido com pléstico filme e aluminio
e colocado sobre agitador magnético (Fisatom®; velocidade 4). Posteriormente, o
equipamento foi inserido em um refrigerador (Springer®) a 4 °C, onde a solugdo
permaneceu em agitacd por 18 a 20 horas.

O extrato aquoso obtido foi centrifugado por 30 minutos em temperatura de 20
°C (7500 RPM; Hitachi® - CR 22GlI1). O sobrenadante foi transferido para um baldo de
vidro e submerso em banho termostatico a -40 °C até total congelamento (solucéo
etilenoglicol; Christ CB 18-40). Em seguida, iniciou-se o processo de liofilizacdo a -48
°C (Liofilizador Jotur® L101). Foram necessérias cerca de 72 horas para obtencdo do
extrato aquoso em poé livre de humidade (adaptado do protocolo do LPPFB para
obtencdo de extratos de sementes de frutos do cerrado, 2020). O EABF foi
acondicionado em utensilio de vidro, embalado com papel aluminio é armazenado em
ultrafreezer (-81 °C) até o dia anterior a sua utilizagdo, conforme representado na figura
12.
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Figura 12 - Representagdo do processo de obtencdo do extrato aquoso das cascas
da raiz da Bredemeyera Floribunda Willd.

Higienizagdo das raizes Cascas da raiz Macerado das cascas da raiz

F.:ABF lioﬁlizao )

Banho termostatico Baloes em liofilizacao

Fonte: o autor, 2024.

Nota: processo desenvolvido para obtencdo do extrato aquoso das cascas da raiz de B.
floribunda. As imagens foram editadas para possibilitar visualizagdo dos procedimentos.

Para a obtencdo do extrato aquoso do lenho da raiz, seguiu-se 0 mesmo
protocolo descrito para as cascas, exceto para a fragmentagdo. Devido o elevado teor de
lignina e celulose, fez-se necessario fragmentar o lenho com laminas de bisturi antes do
procedimento da moagem em moinho analitico (Ika® A 11, Staufen/Alemanha),

conforme demonstrado pela figura 13.
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Figura 13 - Representacédo do processo de obtencdo do extrato aquoso do lenho e
emulsdes obtidas da raiz da Bredemeyera Floribunda Willd

Liofilizagho com protegho contra huz Extrto em agitagio a 4 *C

Fonte: autor, 2024.

Extrato aquoso hofilizado

Nota: Imagens foram editadas para possibilitar visualizacdo dos procedimentos
realizados.

4.4 — Procedimentos para liofilizagdo da emulsdo obtida da casca, lenho e dos

respectivos extratos aquosos obtidos

Estes procedimentos foram realizados para posterior analise de macro e micro
elementos em ICP-OES (Espectrometria de Emissdo Atémica por Plasma Acoplado

Indutivamente).

Etapa — 1: Emulsdo das amostras frescas da casca e do lenho da raiz de B.
floribunda. As amostras foram retiradas do congelamento e incubadas em temperatura
ambiente por 1 hora. Em seguida a massa foi determinada (casca 5,5¢; lenho 5,5g) em
balanca analitica (Shimadzu® AUX, capacidade maxima de 220 g, sensibilidade 0,1
mg). Apos o conhecimento da massa, utilizando os mesmos equipamentos, determinou-
se 0 peso dos extratos aquosos das cascas e do lenho de B. floribunda (2g de cada tipo

de extrato).
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Etapa — 2: Emulsificagdo das amostras. Seguindo a proporcao de soluto para
solvente da tradicdo popular (porcdo de 0,7511 g : ~40 mL de agua), em momentos
diferentes, as amostras foram colocadas em um béquer de 2 L. Em seguida, foi
adicionado sobre a amostra 220 mL de 4gua ultrapura (18,2 MQ.cm, Purelab® Option
Q15 — Elga; Brasil). Utilizando um garfo de uso doméstico (aco inoxidavel), iniciou-se
agitacdo vigorosa e intensa até a formagdo do creme de consisténcia firme, aerado e
totalmente aderido aos utensilios. Segundo a tradi¢do popular, a consisténcia firme e a
adesdo da emulsdo nos utensilios sdo determinantes para identificar o ponto de consumo
desse alimento, conforme consta na figura 14.

O tempo de agitagéo para a casca foi de 13 minutos, enquanto para o lenho foi
superior a 20 minutos. Contudo, este ultimo, a partir de 2 minutos apds a suspensao da
agitacdo, iniciou formacao de precipitado aquoso no fundo do béquer.

Etapa — 3: Emulsificacdo dos extratos aquosos da casca e do lenho. Para a
obtengao da “espuma” dos extratos da casca e do lenho da raiz, foram empregadas as
mesmas proporcdes de soluto e solvente utilizadas anteriormente, totalizando dois
gramas de cada tipo de extrato (casca e lenho) para 18 mL de agua ultrapura. A agua foi
adicionada sobre o p06. Seguiu-se com a agitacdo vigorosa para obtencdo do creme
aerado de consisténcia firme e aderido nos utensilios utilizados.

Para a emulsdo do EABF alcancar o ponto de consumo foram necessarios oito
minutos de agitagcdo, enquanto o ponto de consumo para o extrato do lenho foram 10
minutos. Apds a obtencdo do ponto de consumo, as emulsdes foram imediatamente
colocadas em ultrafreezer a -81 °C para congelamento e posterior liofilizag&o, conforme

disposto na figura 14.
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Figura 14 - Emulsdo formadas pela casca, lenho, extrato aquoso da casca e do lenho e
emulsdes liofilizadas

Emulsio casca fresca

.

Emulsdo extrato da casca Emulsdo extrato do lenho Emulsdes liofilizadas
Fonte: Autor, 2024.

4.5 Anélise quimica para determinar composicdo centesimal da raiz da Bredemeira

Floribunda Willd. e da racéo comercial utilizada no estudo

A anéalise da composicdo centesimal de B. floribunda e da racdo comercial
(Nuvilab®) utilizada para os animais foram realizadas na Unidade de Ciéncias dos
Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo
(UNICAL/FACFAN/UFMS). As amostras da raiz foram as mesmas coletadas na regido
rural de Nova Alvorada do Sul/MS, que retiradas do ultrafreezer e incubadas em
temperatura ambiente a partir da noite anterior as analises. Em relacdo as amostras da
racdo (Nuvilab®), foram retiradas aproximadamente 10g de cada embalagem de ragéo
aberta e utilizada para alimentar os animais. Essas amostras foram armazenadas
protegidas contra a luz e umidade até as analises, que ocorreram na semana imediata ao
término do experimento.

O pré-preparo para a quantificagdo do teor de umidade, residuo mineral fixo,
lipideos e proteinas consistiram de determinacdo da massa de cada amostra, que foram
registras até quatro digitos apds a virgula: raiz fresca (80g) e racdo (100g) (balanca

digital analitica, Shimadzu®, capacidade maxima de 220g).
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As cascas foram separadas do lenho por raspagem, resultando em 52,929 de
cascas e 65,269 de lenho. As amostras foram desidratas em estufa ventilada a 35 °C
resultando em 26,49 de cascas e 52,209 de lenho. A ragdo ndo passou por processo de
desidratacdo, sendo considerada amostra pronta para iniciar 0s procedimentos
analiticos.

Apos desidratacdo, as amostras foram moidas em moinho analitico (Ika® A 11,
Staufen/Alemanha) para a realizacdo das analises fisico-quimicas em triplicata para a
planta e em quadruplicata para a racéo.

Os métodos descritos abaixo foram empregados em todas as analises realizadas

para determinar a composicao centesimal de B. floribunda e da ragé&o.

4.5.1 Determinagao da umidade das cascas e lenho de B. floribunda

A umidade foi determinada por secagem direta em Estufa de Secagem e
Esterilizacdo (Modelo 315 SE — FANEM®, S&o Paulo/SP - BRASIL) a 105°C (AOAC,
1995).

No dia anterior a realizacdo dos procedimentos analiticos, as cépsulas de
porcelana foram identificadas (cascas: C1, C2, C3; raiz: R1, R2, R3; Ragdo Al, A2, A3
e A4) e colocadas em Estufa de Secagem e Esterilizacdo (105°C) por 16 horas. Apos a
retirada da estufa, as capsulas permaneceram em dessecador de silica até o resfriamento
total (aproximadamente 40 min). Posteriormente, as capsulas foram pesadas em balanca
analitica digital, a massa foi registrada com os quatro digitos apds a virgula. Em seguida
a balanca foi tarada (ajustada para o zero) e as amostras foram adicionadas nas capsulas
previamente identificadas. Cada amostra de casca e lenho apresentou uma massa a partir
de 3,1g, enquanto a ragdo massa a partir de 5,1g, variando apenas os trés ultimos
digitos.

Apos seis horas de aquecimento de 105°C, as amostras foram retiradas da estufa,
coladas em um dessecador até o resfriamento. Seguiu-se com a realizacdo da primeira
pesagem das amostras em processo de desidratacdo. Ap6s o retorno a estufa, esse
procedimento foi realizado de hora em hora por mais quatro vezes, quando os trés

Gltimos digitos pararam de apresentar reducdo na massa.
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Calculo para determinar o teor de umidade:

Peso da capsula com amostras ap0s a secagem - peso da capsula vazia = peso da

amostra seca.

Peso da amostra integra 100%
Peso amostra seca X
X = 9% de umidade da amostra

4.5.2 Residuo mineral fixo

Para determinar o residuo mineral fixo, utilizou-se as amostras resultantes da
analise da umidade. Os cadinhos de porcelana foram previamente identificados e
pesados em balanca analitica, os valores foram registrados até 4 digitos apos a virgula.
Em seguida as amostras foram adicionadas nos cadinhos e incineradas no Bico de
Bunsen, até o ponto de carbonizacdo (auséncia de fumaca). Posteriormente, foram
colocadas em Mufla (GP Cientifica- Belo Horizonte/MG - Brasil) a 550°C por 8 horas
para total incineracdo das substancias orgénicas (Lutz, 2008).

Apos resfriamento em dessecador com silica em gel, as amostras foram pesadas
e os valores foram registrados com até quatro digitos apds a virgula. A diferenca entre
as amostra desidratada e o residuo incinerado em Mufla, foi considerada o residuo

mineral fixo das amostras analisadas (LUTZ, 2008).

4.5.3 Determinacao de proteinas

Para determinar o teor protéico das amostras, utilizou-se o método de micro
Kjeldhal (Destilador de Nitrogénio — TE 0364 — Tecnal®, Piracicaba/SP - Brasil) e fator
de conversdo de nitrogénio de 6,25 (AOAC, 2000).

Os tubos de vidro para micro Kjeldhal foram previamente identificados e a
quantidade de cada amostra foi determinada no proprio tubo (90g), por meio de
balancas analitica digital. Em seguida, adicionou-se 2g de mistura catalitica (sulfato de
cobre e sulfato de potassio, propor¢do 1:1) em cada tubo, incluindo o branco. Em
capela, acrescentou-se 3 ml de acido sulfurico concentrado em cada tubo. Em seguida
ocorreu 0 processo de digestdo. ApoOs esse procedimento, realizou-se a etapa de
destilacdo, que consistiu na adicdo de &cido bérico (5mL) e indicador vermelho de

metila (3 gotas) em Erlenmeyer identificados previamente. Concomitantemente, o
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produto digerido foi transferido para os tudo de destilagdo, adicionou-se
aproximadamente 30mL em cada tudo e foi realizada a homogeneizacdo da amostra
(vértex). O homogeneizado foi colocado no equipamento de destilagdo e o liquido
obtido foi colocado no Erlenmeyer contendo o &cido bérico, mais indicador vermelho.
(AOAC, 2000).

A proxima etapa foi a titulacdo, que foi realizada em bureta contendo HCI
0,02N. o ponto de virada foi quando o liquido destilado (cor verde) passou para o rosa

em resposta a reagcdo com o HCI (Lutz, 2008).

Calculos realizados para determinar o teor proteico:

NT=(Va—Vb) xFx0,1x0,014 x 100
Pa

NT — teor de nitrogénio total na amostra, em porcentagem.
Va — volume de HCI gasto na titulagdo da amostra, em mL.
Vb — volume de HCI gasto na titulacdo do branco, em mL.
F — Fator de correcdo do HCI

Pa — massa da amostra em gramas.

0,0014 é o peso molecular do nitrogénio.

O fator de correcdo do HCI utilizado na analise da casca e lenho da raiz foi
0,983. O fator de correcdo do HCI usado para determinar o teor proteico da racdo foi
1,040.

O resultado do nitrogénio total, obtido pela formula anterior, foi utilizado para
determinar a quantidade de proteina pela férmula abaixo:
PB =NT x Fn
Onde PB ¢ a proteina bruta da amostra, em porcentagem e Fn é o fator de

corre¢do, que foi de 6, 25.

4.5.4 Quantificacao de lipideos

A quantificacdo dos lipideos foi realizada por extracdo aquecida, Soxhlet
(SEBELIN TE - 188, Tecnal®, Piracicaba/SP - Brasil, por), que consistiu de
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determinacdo da massa de cada amostra, as quais apresentaram a partir de 5,09 (B.
floribunda e 4,8g a racdo), sendo anotado os quatro digitos apos a virgula. amostras
(~5,09), realizadas no papel filtro especifico para inser¢do no tubo extrator de Soxhlet,
e devidamente encaixadas no baldo de fundo chato, previamente identificado e tarado.
As amostras permaneceram em contato com o éter de petréleo, em sistema de
aguecimento e resfriamento, por 12 horas, das quais 8 horas seguidas e 4 horas no dia
seguinte. Os demais procedimentos seguiram o protocolo padronizado pela
UNICAL/FACFAN/UFMS, adaptado de Lutz, (2008).

Caélculos realizados para determinar o teor lipidico:

1) Peso do baldo com extrato etéreo — peso do bal&@o vazio = peso de lipideos

2) Peso da amostra 100%
Peso de lipideos X

O valor de X é a porcentagem de lipideos constante na amostra analisada.

4.5.5 Determinacgéo de carboidratos

O método titulométrico de oxirreducdo de Eynon-Lane foi utilizado para
determinar os carboidratos das amostras das cascas e do lenho (AOAC, 1995). Utilizou-
se 0 residuo desengordurado para a determinacdo do teor lipidico. Aproximadamente
5,09 de cada amostra, as quais foram pesadas em balanca analitica digital e registrados
até o quarto numero apds a virgula, foram hidrolisadas com 4,0 mL de HCL
concentrado e submetida a autoclavagem, devidamente acondicionadas em utensilios
previamente identificados. Apés essa digestdo, as amostras foram neutralizadas para
realizacédo de titulacdo para a quantificacéo da glicose, sacarose e amido (Lutz, 2008).

O teor de carboidratos da racdo foi determinado pela diferenca entre o total de

nutrientes (100g) e a somatdria da umidade, residuo mineral fixo, lipideos, proteinas.

Célculos para determinar quantidade de monossacarideos:

Volume gasto na bureta..........cccceeevveineiiececenen, Fator solucéo de Fehling
Volume do bal8o..........ccccoecvevviiiice X
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O valor de X é a quantidade de glicose em 5g da amostra.

Caélculo para determinar os dissacarideos:

Volume gasto na bureta.............ccccccvvveiienice e, Fator solucéo de Fehling
Volume do bal&o...........ccoovviiiiiii X
Sacarose = X x 100 - % de glicose x 0,95
Massa da amostra

Caélculo para determinar os polissacarideos:

Volume gasto na bureta.............cccccoveveiiviccieeee Fator solucéo de Fehling
Volume do bal8o..........ccccovvviiiiii, X

X x 0,9 = quantidade de amido presente na amostra pesada (5g).

4.5.6 Valor energgético total

O valor calorico total foi determinado considerando que as proteinas fornecem 4

kcal/g, os lipideos 9 kcal/g e os carboidratos 4 kcal/g (Brasil, 2003).

4.6 Delineamentos dos experimentos

Trata-se de estudo experimental, exploratério e randomizado realizado com 146
ratos adultos, idade de 56 dias, heterozigotos, pertencentes a espécie Wistar (Rattus
novergicus albinus), dentre os quais 88 machos e 58 fémeas nuliparas e ndo prenhas.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas éticas nacionais,
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA - (Brasil,
(2023), e internacionais - ARRIVE 2.0 - (Percie et al., 2020) para uso e cuidado de
animais de laboratério. Deste modo, ap6s aprovacio CEUA/UFMS sob os registros n°
1.147/2020 e n® 1.205/2022, os experimentos foram realizados nas dependéncias da
referida universidade. Os animais foram utilizados em trés delineamentos experimentais
distintos, realizados em datas diferentes, conforme descrito abaixo:

Ensaio 1 - Teste de toxicidade oral agudo do EABF, composto por 10 ratas, as

quais foram alocadas nos grupos controle (n=5) e extrato (n=5). Estudo com objetivo de
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classificar a dose letal média (DLsp) do EABF, os sinais e sintomas de toxicidade e a
seguranga para a realizacdo dos demais experimentos.

Ensaio 2 - Estudo agudo foi realizado para avaliar efeito do EABF em ratos
submetidos a duas sessbes de treinamento resistido. Experimento composto por oito
ratos, os quais foram alocados nos grupos controle (n=4) e intervencao (n=4)

Ensaios 3 e 4- Estudo cronico foi realizado para avaliar o efeito do EABF na
forca muscular e libido de ratos submetidos ao treinamento resistido por 8 semanas. Os
80 ratos foram alocados nos grupos controle ndo treinado (CNT, n=20); grupo controle
treinado (CT, n=20); grupo extrato ndo treinado (ENT, n=20) e grupo extrato treinado
(ET, n=20), posteriormente, para a realizacgio do TR, foram subdivididos
randomicamente em grupo 1 (G1) e grupo 2 (G2). As 48 fémeas restantes foram
utilizadas para avaliar o efeito do EABF na libido dos ratos. Todas foram induzidas a
entrada na fase estro, mas ndo foram alocadas em grupos especificos. Sendo estes 0s
principais experimentos para responder ao objetivo do projeto sobre o efeito da
suplementacdo do EABF na for¢a muscular e libido dos ratos.

Para a realizacdo das sessdes de TR com carga progressiva, utilizou-se o modelo
de escada vertical, com dimensdes de 1,1 x 0,18m, espaco de 2 cm entre os degraus,
inclinagéo de 80° e gaiola de 20 x 20 x 20cm fixada no topo do equipamento. Para o
carregamento das cargas, foram utilizados tubos conicos de plastico, os quais foram
fixados na base proximal da cauda com fita adesiva hospitalar na base proximal da
cauda. Utilizou-se chumbada de pescaria como cargas, conforme conta na figura 15
(Almeida et al., 2019; Hornberger; Farrar 2004).

Figura 15 - escada vertical para treinamento resistido de ratos

4l
> E :T

Fonte: autor, 2024
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A identificacdo dos animais foi realizada por sorteio, ocorreu no dia em que 0s
animais foram recebidos, e foi seguida de alocacdo randomizada e cega, de acordo com
0 método Sequentially Numbered Opaque Sealed Envelopes - SNOSE (Doig; Simpson
2005). A oferta de racdo (Nuvilab®) e 4gua foram ad libitum em todos os experimentos.

Para a realizacdo da alocacdo por SNOSE, utilizou-se folhas de papel A4, cada
folha representando um animal. Os nomes dos grupos foram transcritos para o centro
das folhas e em seguida foram dobradas em trés partes iguais, a fim de alcancarem
tamanho compativel com os envelopes do tipo oficio utilizado. Em seguida, no centro
do papel e sobre o nome do grupo experimental, colocou-se o carbono com a face de
impressédo no centro da folha, de modo que cobrisse 0 nome do grupo e sobre o carbono
foi colocado o aluminio. Apos esses procedimentos, o papel foi novamente dobrado e
inserido dentro do envelope, que foi selado. Desta forma, mesmo colocando o envelope
contra a luz, ndo foi possivel visualizar o0 nome dos grupos. Destaca-se que até esse
momento, 0s grupos estavam separados por blocos. Apds assegurar a impossibilidade de
visualizacdo dos grupos, os envelopes foram todos misturados e embaralhados varias
vezes. Formou-se um unico bloco de envelopes selados e os nimeros correspondentes
aos animais foram escritos na parte frontal do envelope. Ao término, os envelopes
foram abertos e o nimero impresso no nome do grupo correspondeu ao grupo de
alocacdo do animal, disposto na figura 16.

Figura 16 - Método Sequentially Numbered Opaque Sealed Envelopes — SNOSE

gy
[nsergho
aluminio

Bloco unico

Fonte: Adaptado Doig; Simpson, 2005.
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4.7 Dados nutricionais e murinometria

Os métodos descritos nos itens 4.7 foram realizados em todos os ensaios, de
modo que estdo relatados em sequéncia conforme os objetivos e ndo segundo 0s ensaios

realizados.

4.7.1 Massa corporal (MC)

A MC foi a variavel utilizada como indicativo do estado de salde dos animais,
para acompanhar a evolu¢do do ganho de peso, realizar a avaliagdo murinométrica e
nutricional, e quantificar a dose diaria de EABF a ser infundida.

Para a realizacdo do teste de toxicidade, o equipamento utilizado foi uma
balanca digital semi-analitica, (capacidade: 1300g, precisdo 0,01; Bel Engineering®,
Monza/Milano — Itélia), figura 17. Enquanto nos estudos agudo e crénico, utilizou-se
balanca portatil, digital, semi-analitica, capacidade méxima de 2.000g (precisdo 0,19,
HM-224, China).

Nos trés experimentos, a MC foi aferida no periodo da manhd, a partir da
07h00min horas, seguindo 0 mesmo protocolo, que consistiu dos procedimentos abaixo,
conforme figura 17:

1) separacdo e tara da massa do utensilio de contencdo (pote plastico, transldcido com
tampa de encaixe opaca);

2) insercdo do rato no utensilio, seguida do fechamento da tampa;

3) realizacdo da leitura na primeira estabilizacdo dos nimeros no visor;

4) registro da massa corporal em formulario proprio (APENDICE A).

Figura 17 - Representacdo do protocolo para aferir a massa corporal dos ratos e ragéo

Rato em contensdo par Determunagio da massa Pesagem e determmagdo
a pesagem corporal do rato do consumo diano

Fonte: Autor, 2024.
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No estudo de toxicidade e no estudo agudo, a massa corporal foi determinada
diariamente. Desta forma, para determinar o ganho de peso diario, realizou-se a
diferenca da massa entre os dias de determinacdo da MC. A avaliacdo do ganho de peso
semanal foi realizada pela diferenga entre o peso do dia 7 e o dia 1. Para quantificar o

ganho de peso total e ganho de peso por dia, aplicou-se a férmula abaixo:
GPD = (PE-PI) 1)
ND

Onde: GPD (g/dia) ganho de peso diario total. PF — peso final (determinado no
dia da eutanasia. Pl — peso inicial, determinado no dia do recebimento. ND — ndmero
dias entre o PF e o PI. Total de peso ganho = PF - PI

No estudo crénico, devido necessidade de reduzir o estresse do animal, a MC foi
determinada a cada 2.

Para determinar a composi¢do corporal, considerou-se como massa corporal
magra, o peso final do roedor subtraido da soma dos peso dos sitios de gordura da
cavidade abdominal (MLG), os quais foram extraidos na eutanasia. A massa total dos
sitios de gordura da cavidade abdominal, somados com os drgdos das cavidades
toracicas e abdominal (MNLG), foi considerada a massa gorda da composi¢éo corporal .

4.7.2 Consumo Alimentar

Em relagdo ao consumo alimentar (agua e ragédo), a quantificacao da ingestdo foi
realizada pela diferenca entre quantidade oferecida e a sobra encontrada no
comedouro/bebedouro. A diferenca entre a quantidade oferecida e a sobra foi
considerado o consumo alimentar dos animais. Para encontrar a ingestéo diaria, o valor
referente ao consumo foi dividido pelo nimero de animais abrigados na gaiola (2 ou 3).
No estudo de cronico, além da divisdo, houve a divisao pelo nimero de dias, conforme

formulas abaixo.

IDA = (AO - SA)/R 3)
D
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IAD (mL) — Ingestdo diaria de agua; AO (mL) — volume de &gua ofertada; SA
(mL) — volume de sobra de 4gua no bebedouro; D — numero de dias e R nimero de ratos

na gaiola.

IDR = (RO - SR)/R 4)
D

IDR (g) — ingestdo diaria de racdo; RO (g) — racdo ofertada; SR (g) — sobra de ragéo na

gaiola; D — nimero de dias; R — numero de ratos.

Para aferir a ingestdo de &gua, utilizou-se proveta de polipropileno, cuja precisdo
foi de 1 mL e balanca semi-analitica (capacidade maxima de 2.000g; precisdo 0,1g,
HM-224, China).

Para evitar o viés no consumo alimentar devido o tempo destinado ao TR,
concomitantemente a retirada dos animais para a realizacdo dos exercicios; a 4gua e a
racdo do grupo controle correspondente foi retirada. A disposicdo das estantes, a
alocacdo dos animais e a identificagdo externa das gaiolas foram feitas para permitir a
visualizacdo dos animais controles correspondentes aos treinados, conforme

apresentado na figura 18.

Figura 18 - Disposigéo das estantes, gaiolas no ambiente para execucdo treinamento
resistido e controle de consumo alimentar

Fonte: Autor, 2024.
Nota: a imagem foi editada para possibilitar visualizag&o.
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4.7.3 Eficiéncia alimentar

A massa corporal associada ao consumo alimentar, Coeficiente da Eficacia
Alimentar (CEA) e o Coeficiente do Aumento da Massa Corporal por Consumo
Calorico Diario (CAMCC) foram utilizados para determinar a Eficiéncia Alimentar
(EA), conforme formulas matemaéticas abaixo (Nery et al., 2011; Novelli et al., 2007).

CEA = MCF - MCI (5)
1A

CEA - coeficiente de eficacia alimentar (g), MCF: massa corporal final (g).
MCI: massa corporal inicial (g). |A: média de ingestdo alimentar diaria ao longo do

experimento (g).

CGMCC = MCF - MCI (6)
El

CAMCC - coeficiente de ganho de massa corporal por consumo calorico
(9/Kcal). MCF: massa corporal final (g). MCI: massa corporal inicial (g). EI: Energia
ingerida segundo a ingestdo média diaria ao longo do experimento (kcal).

4.7.4 Comprimento, Circunferéncia e indice de Massa Corporal

A Massa corporal (g): a massa corporal foi determinada conforme descrito no
subtitulo 4.5.1. O Comprimento (cm) foi a distancia entre a extremidade do focinho do
rato e a base da cauda, figura 19. Dado obtido apds a exposicdo do animal ao vapor de
isoflurano, dentro de cdmara de anestesia para ratos. Apés a sedacédo o rato foi estendido
sobre papel milimetrado A5, onde foram marcados os pontos referentes as extremidades
do nariz e a base da cauda e mediante uso de régua de precisdo (Trident®; RM TR —
Molegata), a distancia entre os pontos foram delimitados e desta forma, foi obtida o
comprimento (estatura) dos animais. Essa variavel foi determinada na semana de
familiarizacdo e antes da eutanasia.

A Circunferéncia abdominal foi medida por meio de trena flexivel, que foi
colada ao redor do abddémen transpassando uma linha imaginaria tracada na parte
anterior ao antepé do animal, conforme figura 19. Circunferéncia toracica foi uma
medida realizada por meio de trena flexivel, colocada ao redor do térax do rato, sobre

uma linha imaginaria tracada logo apds as patas dianteiras, figura 19. Essa medida foi



101

determinada na semana de familiarizagdo e ao término do experimento in vivo, antes da
eutanésia.

O indice de massa corporal (IMC) (g/cm?) foi determinado no inicio e no final
do experimento mediante aplicacdo de férmula propria: IMC= peso (g) / altura : (cm).
Para obter os valores da adiposidade cavidade abdominal (gordura mesentérica,
epididimal, omental, perirrenal e retroperitoneal), os sitios de gorduras foram excisados
apos a eutanasia, em seguida pesados em balanca analitica (Shimadzu AUX, capacidade
méaxima de 220 g, sensibilidade 0,1 mg) e conservados em formalina 10% para analises
em momento oportuno. O indice de Adiposidade foi determinado mediante férmula
aplicada em roedores. indice de adiposidade = (sitios das gorduras da cavidade proposta
por Leopoldo et al. (2016), formula 7. Desta forma, para obter a massa livre de gordura,
subtraiu-se do peso final a somatdria dos sitios de gorduras da cavidade abdominal e a
massa dos pulmdes, coracdo, figado, pancreas, intestinos e testiculos dos animais
(GONZAGA, 2019; NOVELLI et al., 2007).

Figura 19 - Representacdo dos procedimentos utilizados para determinar o comprimento
circunferéncia abdominal e toracica dos ratos

Circunferéncia abdosual Circunferéncia toracica

Fonte: o autor 2024.

4.7.5 Composicéao corporal

Para determinar a composi¢do corporal foi utilizado a MC final subtraida da
soma dos sitios de gordura da cavidade abdominal e dos 6rgaos viscerais. O peso obtido
foi nomeado massa livre de gordura (MLG). A soma dos Orgaos viscerais com 0s sitios

de gordura foi nomeada massa ndo livre de gordura (MNLG). O critério para a definicdo
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da composicéo corporal foi fundamentada no fato dos 6rgdo viscerais ndo apresentarem

crescimento e consequente aumento de peso na fase adulta (Brasil, 2023).

4.8 Dose letal média (DL50), sinais e sintomas de Toxicidade oral agudo do EABF

O teste de toxicidade oral agudo foi realizado com roedores em novembro de
2020, cumprindo os requisitos de seguranca e bem estar para experimento com modelo
animal. Todos os procedimentos foram realizados nas dependéncias da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), apds aprovacdo da CEUA/UFMS em 29 de
outubro de 2020, sob o registro 1.147/2020. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central/UFMS e transferidos para o Setor de Experimentacdo, onde foram mantidos em
temperatura ambiente controlada (2212 C), ciclo claro e escuro de 12 horas (07:00 as
19:00), umidade 70%, passando a ser esse 0 novo macroambiente. Para a realizacdo do
estudo foram utilizadas 10 ratas adultas (56 dias), nuliparas, ndo prenhas, com média
ponderal de 170,31 + 12,23 g (OECD, 2008).

4.9 Familiarizacao ao teste de toxicidade oral agudo

A semana de familiarizagdo ao teste de toxicidade oral agudo, iniciou com a
exposicdo das ratas ao ambiente do setor de experimentacdo do Biotério Central da
UFMS. Assim como, a presenca dos pesquisadores, e 0S manuseios caracteristicos do
experimento. A principio, por meio de sorteio, os animais foram identificados com
algarismos arabicos, que foram transcritos para a base proximal da cauda.

Apobs esse procedimento, a MC foi determinada e pelo método SNOSE, os
animais foram alocados nos grupos controle (GC, n=5) e extrato (GE; n=5), (Doig;
Simpson, 2005). As ratas foram abrigadas em gaiolas coletivas (polipropileno, 41 x 34 x
17,5 cm) forradas com maravilha estéril (pinus), as quais foram dispostas lado a lado em
estantes abertas. Cada gaiola foi identificada externamente com o nome do grupo e o
numero das ratas abrigadas (2 ou 3 por caixa), sendo este 0 novo microambiente dos
animais.

No segundo dia de ambientacdo, iniciaram-se 0s procedimentos de contencao
para a gavagem, que foi realizado apenas com insercédo oro gastrica da agulha especifica
para esse procedimento (aco inox BD-12, canula diametro 1,2mm com esfera 2,3mm,
raio de 60mm e comprimento de 60mm — Bonther, Ribeirdo Preto/SP, Brasil), figura 20.
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Figura 20 - Semana de familiarizacdo para o teste de toxicidade oral agudo

ldentificaciio Alocacdo nos grupos Controle ¢ Intervencio  Gavagem mfragastrica

Fonte: Autor, 2024.

A semana de familiarizagdo cumpriu sua finalidade de adaptacdo dos animais ao
macro e microambiente, assim como aos pesquisadores € manuseios pertinentes ao teste
de toxicidade. Foi encerrada no oitavo dia, quando as ratas foram submetidas a restricao
de racdo a partir das 22 horas, progredindo na manhd seguinte, para jejum total de trés
horas antes da realizacdo do teste de toxicidade oral aguda. Apds a infusdo do EABF, 0s

animais permaneceram em jejum total por mais quatro horas.

4.10 Teste de toxicidade oral aguda

Figura 21 - Desenho do teste de toxicidade oral agudo

Vespertino 343 'C

Eutanasia
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Fonte: Autor, 2024

O teste de toxicidade oral aguda consistiu de determinacdo da MC dos animais
em jejum, quantificacdo da dose de 2000mg/Kg de EABF para cada uma das ratas e
realizacdo do Teste Hipocratico inicial (baseline) (Malone; Robichaud,1962). Seguiu-se
com a ressuspensdo do EABF em 1,0 mL/Kg de solugdo salina e posteriormente
infundida com agulha para gavagem intragastrica para ratos. Concomitantemente, 0s
animais do GC foram infundidos com solucéo salina. 1,0 mL/Kg/MC. Os quadros 9 e

10 demonstram o volume gastrico e dose ministrada em cada animal.
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Quadro 9 - Descricdo do volume gastrico (mL), solucdo salina e horario de gavagem do
grupo controle

Animal Volume gastrico (mL) Horéario
R-1 1,8 9:00
R-2 1,6 9:20
R-6 1,8 9:45
R-8 1,6 10:05

Fonte: adaptado AOECD, 2022.

Quadro 10 - Descrigdo do volume géastrico (mL), dose do extrato aquoso das cascas da
raiz da Bredemeyera Floribunda (g) e horario em que foram infundidos

Animal \olume gastrico (mL) Dose extrato (mg) Horério
R-5 1,7 329,10 9:00
R-4 1,6 313,66 9:45
R-7 1,9 369,64 10:05
R-10 1,9 330,36 10:25
R-9 1,6 316,70 11:00

Fonte: adaptado OECD, 2022.

As analises observacionais dos sintomas clinicos foram realizadas de acordo
com o protocolo adaptado do teste de Hipdcrates (Malone; Robichaud, 1962), ANEXO
A. Para as analises dos sinais e sintomas de toxicidade, 0s comportamentos
caracteristicos foram classificados e registrados em seis eixos: (i) avaliagdo do estado de
consciéncia, disposicdo e condicGes gerais; (ii) avaliacdo da atividade e falta de
coordenagdo do sistema motor; (iii) avaliacdo da atividade muscular esquelética; (iv)
avaliacdo dos reflexos auriculares e corneanos; (v) avaliacdo das atividades do sistema
nervoso central (SNC); e (vi) avaliacdo da atividade autdbnoma, sendo a evolucao dos
sintomas clinicos registrada em uma escala de zero a quatro de acordo com a auséncia
ou intensidade dos sintomas comportamentais ANEXO B.

Os testes avaliativos foram aplicados apds a gavagem com a solucdo de EABF
(GE) ou solucdo salina (GC) nos tempos de 30 minutos (12 avaliacdo); 1 hora (22
avaliacdo), 2 horas (3? avaliagéo), 3 horas (42 avaliacdo), 4 horas (5% avaliacdo), 5 horas
(6 avaliacdo), 6 horas (72 avaliagdo); 12 horas (8% avaliacdo), 24 horas (92 avaliacdo). A
partir da 82 avaliagéo, os testes avaliativos foram realizados uma vez ao dia, a partir das
8h da manhg, durante duas semanas.

Antes da realizacdo do teste de toxicidade, houve morte de um animal (rata R-3)
sem causa justificavel. Desse modo, para manter o protocolo da OECD (2022) e avaliar
efeito do EABF em cinco animais, optou-se por transferir uma rata do grupo controle

para 0 grupo extrato (rata com identificacdo R-9). e desta forma realizar o teste de
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toxicidade. Destaca-se que todos os animais foram expostos as mesmas condicGes
durante a familiarizacdo. No apéndice — 1 consta relatério de toxicidade, escrito
conforme solicitado pelo guideline 425 — OECD (OECD, 2022).

4.11 Estudo agudo com o extrato aquoso da Bredemeyera Floribunda Willd.

4.11.1 Delineamento do estudo agudo e familiarizagao

O estudo agudo foi conduzido no segundo semestre de 2022 em um periodo de
10 dias, dos quais seis foram destinados & familiarizacdo e quatro para a intervengéo
com o EABF. Os animais foram fornecidos pelo setor de criacdo do Biotério Central da
UFMS e transferidos para o setor de experimentacdo do Biotério da Faculdade de
Psicologia/UFMS, onde foram mantidos em ciclo claro/escuro invertido de 12 horas
(10h as 22h), temperatura ambiente de 21 + 3-C e umidade do ar de 50 a 70%, sendo
esta a adaptacdo ao macroambiente e inicio da aclimatacdo dos animais.

ApoOs o recebimento, os ratos foram submetidos a avaliacdo clinica inicial. Em
seguida, foram identificados com numeros arabicos transcritos na por¢do proximal da
cauda. Logo ap6s, a MC foi determinada e os animais foram alocados em dois grupos
experimentais: controle treinado (CT. n=4) e extrato treinado (ET, n=4) (Almeida et al.,
2019).

Posterior a alocagdo nos grupos, os ratos foram transferidos para as gaiolas de
polipropileno transldcido com dimenses de 41 x 34 x 17,5 cm, as quais foram forradas
com maravalha estéril de pinus. Cada gaiola passou a conter dois ratos, foram colocadas
em estantes abertas e dispostas lado a lado. Dessa forma, esse novo arranjo passou a ser
0 novo microambiente para a adaptagcdo dos animais (Medeiros et al., 2020).

A rotina da familiarizagdo consistiu da sequéncia de execucdo dos seguintes
procedimentos diarios:

1) Determinacdo da MC.

2) Gavagem intragastrica com agua ultrapura (500 pug/Kg/MC).

3) Quantificacdo do consumo de racdo e agua, realizado a partir das 18:00

horas.

A familiarizacdo com o TR iniciou no quarto dia, com as sessfes de treinamento
realizadas, trés a quatro horas apds a gavagem, e até trés horas apds o inicio do ciclo
escuro (11 : 00 — 12 : 00). Todos os animais foram submetidos a adaptacdo ao protocolo
de TR, adaptado de Hornberger & Farrar, (2004) e Almeida et al., (2019).
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As sessOes de treinamento foram realizadas diariamente, consistiram quatro
escaladas completas (da base ao topo da escada) e descanso de 60 segundos, realizados
em gaiola (20 x 20 x 20cm) localizada no topo da escada, figura 23. As duas primeiras
subidas foram realizadas sem carga; enquanto as duas Ultimas com o equipamento
plastico para carregamento das cargas fixado na base proximal da cauda, conforme
figura 22 (Almeida et al., 2019; Medeiros et al., 2020).

A semana de familiarizacao foi concluida no sexto dia, apds a determinacdo do

consumo alimentar e ingestao hidrica (18h00min).

Figura 22 - Treinamento resistido em escada vertical e gaiola destinada ao descanso
entre as séries, localizada no topo do equipamento

Fonte: Autor, 2024.

Nota: 1) Rato com cone plastico fixado na base proxima da cauda em realizagdo de carregamento de
carga em escada vertical para treinamento resistido. 2) Gaiola para repouso entre séries da sessdo de
treinamento, localizada no todo da escada. 3) rato no interior da gaiola destinada ao descanso entre as
séries.
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Figura 23 - Delineamento estudo experimental para avaliacdo do efeito agudo do EABF
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4.12 Protocolo de suplementacdo com EABF e capacidade de carregamento

maximo (forga)

A suplementacdo com o EABF iniciou no sétimo dia, sendo realizada até o
décimo dia. Consistiu na administracdo da dose diaria de 2,33mg/Kg/MC ressuspendida
em 500 pL/Kg/MC de agua ultrapura, a partir das 8:00 horas da manha. A solucéo foi
infundida com agulha para gavagem intragastrica especifica para ratos (a¢o inox BD-12,
canula didmetro 1,2mm com esfera 2,3mm, raio de 60mm e comprimento de 60mm —
Bonthere, Ribeirdo Preto/SP, Brasil). O grupo controle permaneceu recebendo agua
ultrapura (500 uL/Kg/MC), segundo consta na figura 23 (Medeiros et al., 2020; Inada et
al. 2018; Sasso et al., 2019).

Figura 24 — Ambiente preparado para a realizacdo dos procedimentos de pesagem da
massa corporal, ressuspensdo do extrato aquoso das cascas da raiz de B. floribunda e
gavagem intragastrica

Fonte: o autor, 2024.

O protocolo de treinamento executado consistiu da realizacdo de teste
incremental para determinar a capacidade maxima de carregamento (CCM) em duas
sessbes de TR, com dois dias de repouso entre as sessdes. As sessdes de exercicios
fisicos foram executadas no sétimo e no décimo dia do experimento, no turno

vespertino, trés a quatro horas apds a gavagem e duas horas apos inicio do ciclo escuro.
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Para determinar a CCM inicial e final, utilizou-se para a escalada inicial a carga
correspondente a 75% da MC, que foi depositada no tubo fixado a cauda. Apds a
escalada completa (base ao topo), houve descanso de 120 segundos, quando foi
acrescido carga de 30g (Figura 21). Ap6s o tempo de repouso, o rato foi submetido a
sucessivas novas escaladas até o animal ndo concluir a subida, apds trés suaves pressoes
nas patas traseiras ou na extremidade distal da cauda. A série incompleta foi
considerada o ponto de exaustdo e o treinamento foi interrompido. O valor da CCM foi

determinado pela somatéria da carga inicial as adicionadas a cada série completada.

4.13 Estudo cronico

4.13.1 Familiarizagdo ao experimento

Durante a familiarizagdo ao estudo crénico, que durou 13 dias, foram realizadas
atividades especificas para a aclimatacdo dos animais com o ambiente de
experimentacdo. Para proporcionar aclimatacdo adequada e reduzir o estresse dos
animais, a familiarizacdo foi dividida em dois momentos, o primeiro durou cinco dias,

conforme descrito a seguir.

Primeiro momento de familiarizacéo:

1) Aclimatacdo ao macroambiente:

A aclimatacdo ao macroambiente comegou com o recebimento dos animais do
Biotério Central UFMS, seguido da transferéncia para o setor de experimentacdo do
Biotério da Faculdade de Psicologia/UFMS. Local onde foram mantidos em
temperatura de 23 + 2°C, ciclo claro e escuro invertido de 12 horas (10 — 22 horas) e
umidade de 60 a 70%. A avaliacdo clinica da saude inicial dos ratos foi realizada

imediatamente ap0s o recebimento.

2) Aclimatacio ao microambiente:

A microambientacdo iniciou apds o sorteio para a identificacdo dos animais, que
consistiu da retirada de algarismos arabicos de 1 a 80 de recipiente opaco e fechado,
seguido da transcricdo para a base proximal da cauda dos animais, utilizou-se caneta
permanente. Logo depois, os animais foram alocados em quatro grupos distintos:

controle ndo treinado (CNT, n=20); controle treinado (CT, n=20); extrato ndo treinado
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(ENT, n=20) e extrato treinado (ET, n=20), e abrigados de dois em dois em gaiolas
coletivas translucidas de polipropileno (41 x 34 x 17,5 cm) forradas com maravalha de
pinus esterilizada. Em seguida, as gaiolas foram colocadas lado a lado nas prateleiras de
estantes abertas, conforme consta na figura 18. Este passou a ser 0 novo microambiente

dos animais.

3) Coleta de dados iniciais:

Os dados coletados como referentes ao estado inicial dos roedores foram a MC,
que foi determinada logo apds a identificacdo dos ratos; o sangue, que foi obtido da area
orbicular; o comprimento nasoanal e as circunferéncias do torax e ¢ da cintura. A coleta
de sangue e demais medidas foram realizadas 48 horas ap0s o recebimento e sob efeito
de isofluorano.

Além da coleta de dados iniciais, 0s Unicos procedimentos realizados nesse
periodo foram as trocas das maravalhas sujas por limpas e fornecimento de racao e agua
fresca.

Segundo momento de familiarizacao:

O segundo periodo da aclimatacdo comegou no dia seguinte ao quinto dia da
familiarizacdo experimental e sete dias, preparou o0s roedores para 0s procedimentos
subsequentes permitindo que se adaptassem ao ambiente, manuseio diario e aos

protocolos do estudo.

1) Procedimentos periodo matutino:

Os procedimentos realizados no periodo da manha foram sequenciais, iniciando
com a determinagéo e registro da MC (ver APENDICE A). Posteriormente, foi realizada
a gavagem intragastrica com 500 pl/Kg/MC de agua ultrapura. Em seguida, a sobra de
racdo e de agua foi determinada por meio de pesagem em balanca semianalitica, assim
como a quantidade de agua e racdo oferecidas. Depois, duas a trés vezes na semana, as

gaiolas foram higienizadas e a maralha suja trocada por limpa.

2) Procedimentos periodo vespertino:
Todos os animais foram submetidos a realizacdo do protocolo de adaptacdo ao
TR, que iniciou a partir das 12:00 horas da tarde. Além disso, ocorreu trés a quatro

horas apds a gavagem e duas horas apds inicio do ciclo escuro.
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O protocolo de exercicios fisicos para a familiarizacdo foi composto por duas
sessOes de treinamento e pelo teste incremental para determinar a capacidade de
carregamento maximo (CCM). Cada sess@o foi composta por trés escaladas completas,
sem o carregamento de cargas, com um descanso de 60 segundos entre as séries,
realizadas na gaiola localizada no topo do equipamento, conforme ilustrado nas Figuras
15, 22 e 24. O descanso entre as sessoes de treinamento foi de 24 horas.

A CCM consistiu de uma escalada inicial com carga correspondente a 75% da
MC, adicionada em tubo plastico fixado com fita adesiva hospitalar na base proximal da
cauda do animal. Apds o término da primeira série, houve descanso de 120 segundo e
acréscimo de carga de 30 g para execucao de nova série. Esse procedimento foi repetido
sucessivamente até o animal ndo conseguir concluir uma escalada (ALMEIDA et al.,
2019; Santana et al., 2019).

A série foi considerada completa quando o animal escalou da base ao topo da
escada, tocando com uma das patas a entrada da gaiola. O ponto de exaustdo foi o
momento em que o animal parou de escalar e ndo prosseguiu apds sequencia de trés
suaves pressdes nas patas traseiras ou leve compressdo na extremidade distal da cauda.
O resultado do teste incremental para determina a CCM foi calculado pela somatoria da
carga inicial as adicionadas a cada escalada completa. Ap6s o conhecimento da CCM,
os animais foram submetidos a dois dias de repouso para iniciar o protocolo
experimental. Apenas 0s animais pertencentes ao grupo CT e ET foram submetidos a
realizacdo do protocolo de treinamento. Contudo, ao término do experimento, todos 0s

animais realizaram o CCM final.

4.13.1 Protocolo suplementagdo com EABF

A execucdo do protocolo de suplementacdo com o EABF iniciou dois dias apos
0 conhecimento da CCM inicial. Os grupos ENT e ET foram gavados com a dose
2,33mg/Kg/MC de EABF ressuspendido em 500 pL/Kg/MC de agua ultrapura.
Enquanto os grupos CT e CNT foram gavados com 500 pL/Kg/MC de agua ultrapura,
conforme a rotina experimental descrita anteriormente, item do segundo momento da
familiarizacdo. O extrato e o produto ressuspendido permaneceram abrigados da luz e
da exposicdo ao ambiente até 0 momento de serem infundidos.

A gavagem com a solugdo de EABF pronta para ser infundida ocorreu em até 15

minutos apds a ressuspensdo do extrato. Por outro lado, a gavagem com &gua ultrapura
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ocorreu sem 0 mesmo rigor de tempo, pois foi priorizado o cumprimento do tempo entre

a suplementacdo com EABF e a realizacdo do TR no periodo vespertino.

4.14 Protocolo treinamento resistido

Foi adotado o treinamento de resisténcia (TR) com carga progressiva,
periodizacdo linear e ajuste de carga semanal, realizado ap6s a conclusdo da terceira
sessdo de treinamento. Isso foi feito por meio do célculo da média aritmética do total de
carga carregada em cada uma das sessdes de treinamento semanal. Esse valor da média
aritmética foi entdo utilizado como a nova capacidade de carga maxima (CCM) para
determinar a carga de treinamento da semana seguinte (Almeida et al., 2019).

O protocolo de exercicios fisicos foi composto por trés sessdes de treinamento
semanais, com um descanso de 24 horas entre as sessoes e 48 horas correspondentes ao
final de semana, repetidos por oito semanas. Cada sessdo de consistiu de quatro
escaladas com cargas progressivas de 50%, 75%, 90% e 100% da CCM determinada
anteriormente, com um descanso de 120 segundo entre as séries. Apos a escalada 100%,
foi adicionada carga de 30g no aparato conico fixado na base da cauda. As cargas
adicionais foram acrescentadas durante o descanso antes da préxima série. Esse
procedimento foi repetido sucessivamente até que o rato apresentasse 0 comportamento

de exaustdo. As séries foram realizadas com 12 a 18 movimentos dinamicos.



113

Figura 25 - Delineamento experimental do estudo crénico com a suplementagédo do EABF no treinamento resistido
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Fonte: autor, 2024.

Nota: No dia da CCM, iniciou a indugdo da fase estro. Primeira exposicao ao ambiente de cpula, 1 hora ap6s a Gltima sessdo de treinamento. Segundo teste de
copula, 48 horas apés a ultima sessdo de treinamento. T-1: primeira sessdo de treinamento familiarizagdo. T-2: segunda sessdo de treinamento familiarizacéo.
CCM : capacidade de carregamento maximo inicial. CCM-2: capacidade de carregamento maximo final. S-1: ajuste de carga realizado nas sextas-feiras e

semanas de treinamento.
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4.16 Delineamento do teste de libido e familiarizagéo

O teste de libido foi realizado ao término do estudo crbnico, com amostra
randomizada de 24 ratos retirados dos 80 animais submetidos ao protocolo de
suplementacdo com EABF e TR de oito semanas. Para avaliar o comportamento sexual,
cada um dos ratos foi submetido a duas exposi¢cGes ao ambiente de estimulo para a
copula. A primeira exposicao ocorreu uma hora ap6s a Ultima sessdo de treinamento e a
segunda exposicdo foi realizada 24 horas ap6s a ultima sessdo de treinamento. Para
formar o grupo amostral do teste de libido dos ratos, retirou-se 12 animais dos grupos
ndo submetidos ao TR (CNT, n=6; ENT, n=6) e 12 animais dos grupos treinados: G1
(CT,n=3; ET,n=3,ET) e G2 (CT, n=3; ET, n=3, ET).

Duas semanas antes da realizacdo do teste de libido, o Biotério Central da UFMS
forneceu as 48 ratas adultas, todas com 56 dias de idade, nuliparas e ndo prenhas para a
execucdo do experimento. Dessa forma, o macho tinha apenas uma fémea receptiva para
cada dia de teste e a auséncia de prenhez assegurou a ndo rejeicdo da fémea a
abordagem do macho.

Ap0s o recebimento dos animais, realizou-se a transferéncia para o local onde o
estudo cronico estava sendo conduzido. Seguiu-se com a avaliacdo clinica e a
identificacdo das ratas, que foi realizada com caneta permanente na base proximal da
cauda. Posteriormente, a MC foi determinada (MC de 228,41 + 17,56 g) e as ratas
foram alojadas em gaiolas de polipropileno translicidas (41 x 34 x 17,5 cm) forradas
com maravalha de pinus estéril. Em seguida, as caixas, contendo quatro ratas cada uma,
foram inseridas nas prateleiras das estantes abertas, no mesmo ambiente dos ratos em
treinamento. Dessa forma, as duas semanas de permanéncia no ambiente de treinamento
foram consideradas a familiarizacdo das fémeas ao experimento de avaliagdo do
comportamento sexual, conforme disposto na figura 25.

Em relacdo a familiarizagdo dos machos, consistiu de duas exposi¢cdes a gaiola
de vidro transparente vidro transparente (41 x 34 x 35 cm), forrada com maravalha de
pinus estéril e iluminada por luz vermelha, onde permaneceram por 20 minutos,
segundo disposto na figura 26. A primeira exposi¢do foi realizada uma hora apds a
Gltima sessdo de treinamento e a segunda exposicdo ocorreu 24 horas depois. Esse
procedimento foi realizado duas vezes, com cada um dos ratos, na semana antecedente

ao experimento.
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Figura 26 - Desenho experimental do teste realizado para avaliar o comportamento sexual dos ratos
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Fonte: o autor, 2024.

Nota: No dia da CCM2: ratas colocadas para fase estro. Uma hora ap6s ultima sessdo de treinamento: teste de libido 1, 24 horas depois, o teste de libido 2. T-1:
primeira sessdo de treinamento familiarizacdo. T-2: segunda sessdo de treinamento familiarizagdo. CCM: capacidade de carregamento méaximo inicial. CCM-2:
capacidade de carregamento méaximo final. S-1: ajuste de carga realizado nas sextas-feiras e semanas de treinamento.
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4.17 Indugdo a fase estro

A inducdo das ratas a fase estro foi realizada mediante contato das fémeas com a
maravalha suja de fezes e urina dos ratos. Essa exposi¢do ocorreu durante os trés dias
antecedentes a realizacdo dos testes para avaliar o comportamento sexual dos machos

Dia 1: trés dias antes do primeiro dia de exposi¢do ao ambiente de exposic¢ao a copula,
no periodo da noite, em uma gaiola limpa foi adicionada por¢@es iguais de maravalha
limpa e maravalha suja com fezes e urinas dos ratos. Essa mistura de maravalha foi
usada para forrar o fundo das gaiolas que alojaram as ratas. Em seguida, as ratas foram
transferidas para a gaiola de inducdo da fase estro. Exemplo: Para o teste de libido
realizado no dia 25/10/2022, as fémeas foram colocadas na gaiola de inducdo a fase
estro na noite do dia 22/10/2022.

Dia 2: os mesmos procedimentos do Dia 1 foram repetidos com as ratas destinadas ao

ambiente de cdpula do segundo dia do teste de libido dos machos.

A identificacdo das fémeas em fase estro ocorreu por meio da avaliacdo do
comportamento em resposta ao macho: 1) lordose; 2) extensdo das patas traseira e
marcha com saltos; 3) aproximacdo e afastamento imediato do macho (Chu; Agmo;

2016), conforme figura 27.

Figura 27 — Identificacdo da fémea em fase estro
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Fonte: Autor, 2024.

Nota: imagem editada para possibilitar a visualizacdo dos animais.
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4.18 Teste de libido

Para a realizacdo do primeiro dia do teste de libido, o rato foi colocado no
ambiente de copula 50 minutos apds a execucdo da ultima série da sessdo de TR, onde
permaneceu sozinho por 10 minutos para a aclimatacdo. Em seguida a fémea receptiva a
copula foi colocada na gaiola. Concomitante a presenca da fémea na gaiola, o video de
duragéo de 15 minutos comegou a ser gravado.

A segunda exposicdo ao teste de avaliacdo da libido do rato foi realizada 24
horas apds a Ultima sessdo de treinamento. Conforme ocorreu no primeiro teste, o
animal foi colocado no ambiente de exposi¢do a copula 10 minutos antes da rata e em
segunda, a segunda rata destinada a segunda avaliagdo do comportamento sexual do
rato, foi adicionada a gaiola e iniciou-se gravacdo do video de 15 minutos para posterior
analise do comportamento sexual do macho (Agmo 1997; Rai et al;. 2018).

Foi considerado como fase de laténcia, o tempo transcorrido entre a insercéo da
rata na gaiola até a primeira monta do rato sobre o flanco da rata. Quanto menor a fase
de laténcia, maior a libido do macho. A frequéncia de montagem também foi utilizada
para analisar o comportamento sexual do rato, que consistiu do nimero de vezes em que
0 rato montou na fémea e seguiu com higiene da genitalia dentro de 15 minutos (Agmo,
1997). Ao término do segundo dia do teste de avaliacdo da libido, os animais foram

submetidos a eutanasia.
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Figura 27 - Representacédo do comportamento sexual dos ratos
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Fonte: Autor, 2024.

Nota: 1) rata em fase estro com o dorso arqueado e proxima do macho. 2) Cépula. 3) Rato no momento
imediato apds a copula. 4) auto limpeza ap6s a cépula. Imagem possou por edicdo para possibilitar
visualizacdo.

4.19 Glicemia

A glicemia foi determinada 30 minutos e dois dias ap6s a Ultima sessdo de
treinamento e antes da eutanésia. O sangue foi coletado mediante pequena incisdo na
extremidade final da cauda, seguida de suave pressdo para descida do sangue, que foi
colocada em contato com a tira e leitor da glicemia, glicosimetro portatil (Accu-Check®
Advantage, Roche, Brasil) (Gonzaga, 2019).

4.20 Eutanésia

De forma geral, as eutanasias foram executadas com uma sequéncia de
procedimentos béasicos, 0s quais serdo descritos nessa segdo. As nuances e
particularidades de cada estudo serdo abordadas em secOes posteriores. Exceto as ratas,
que foram sacrificadas em camara de CO, ao término do teste de libido.

1) Preparo do laboratério: o laboratério foi organizado previamente em fluxo

direcional, propiciando anestesiamento e sedacdo do animal, seguidos pela
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coleta de amostras e descarte das carcagas em freezer destinado para esse fim.
Mais tarde, empresa contratada pela UFMS recolheu os residuos conforme as
recomendac0es para o descarte de material biologico contaminante.

2) Glicemia: mediante incisdo na extremidade final da cauda, foi realizada a coleta

de uma gota de sangue para determinar a glicemia.

3) Anestesiamento e sedagdo: os animais foram anestesiados com sedacdo via
intraperitoneal de 30 mg/Kg de Xilazina e 300 mg/Kg de ketamina.

4) Coleta dados murinométricos: apds demonstracdo de anestesiamento, as
medidas de comprimento e circunferéncias da cintura e toracica forma
determinadas.

5) Exanguinacdo: a exanguinacdo foi realizadas pela veia cava superior e
imediatamente centrifugados a 5000 rpm durante 5 minutos (Panasonic/Sanyo
VIP® MDF-U76VC-PA; — 81 "C). O soro foi aliquotado em eppendorff de 2,5 ml,
imediatamente congelados com nitrogénio liquido e transportados para
armazenagem em ultrafreezer para a realizacdo das analises.

6) Coletas orgdos e tecidos: em até 15 minutos apds a exanguinagdo, foram
coletados os musculos gastrocnémio e s6leo. Depois o coragdo, pulmdes,
pancreas, rins testiculos, baco, figado e os cinco sitios de tecido adiposo branco
(perirrenal, omental, epididimal, peritoneal e mesentérica). As fezes foram
retiradas dos intestinos e congeladas a -81 'C.

7) Pesagem: todos os tecidos e 6rgdos foram pesados, identificados e congelados
em nitrogénio para posterior armazenamento em ultrafreezer.

8) Acondicionamento das amostras: o0s 0rgdos coracdo, rim esquerdo,
gastrocnémio e soleo esquerdos, amostra do figado.

9) Carcacas: as carcacas foram embaladas em aluminio e sacos préprios para
material biol6gico contaminante. Em seguida acondicionadas em freezer — 20 °C e

recolhidos por empresa especializada em descarte de material bioldgico

4.20.1 Eutanasia do estudo de estudo teste de toxicidade

Embora tenha sido realizada necropsia nas ratas mortas 24 horas apés a dose de
EABF, a eutanasia do teste de toxicidade ocorreu duas semanas apds os 2000 mg/kg do

extrato ter sido infundido, conforme o preconizado pela OECD, 2022.
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4.20.2 Eutanasia estudo agudo

A eutanasia do estudo agudo foi realizada duas horas ap06s a Ultima sessdo de

treinamento.

4.20.3 Eutanasia realizada no estudo cronico

Para a realizacdo da eutanasia do estudo cronico, os animais foram
uniformemente divididos em dois grupos, a metade foi sacrificada na Eutanasia 1 para e
a outra metade na Eutanasia 2 e ocorreu em trés momentos distintos.

1) Eutanasia 1: esta eutanasia foi realizada uma hora ap6s a ultima sessdo de
treinamento, propiciando a coleta de dados correspondentes ao efeito agudo do EABF e
do EABF associado ao treinamento resistido. Foi conduzida com 28 ratos, cuja amostra
foi composta por sete animais provindo de cada um dos grupos experimentais

2) Eutanéasia 2: esta eutanasia foi conduzida 48 horas ap6s a Ultima sessdo de
treinamento. A amostra de 28 animais foi composta por sete ratos de cada grupo
experimental, possibilitando a obtencdo de dados relativos ao efeito cronico do EABF e
do treinamento RT associado ao EABF.

3) Eutanasia 3: esta eutanasia foi realizada nos 24 ratos submetidos ao teste de libido,
apos o encerramento do teste. A amostra do sangue desses animais foi coletada via

orbicular, no mesmo horario em que os animais do grupo que pertenciam foi coletada.

4.21 Quantificacao de testosterona

A quantificacdo do hormonio testosterona foi realizada no soro e na urina dos
por meio do teste Elisa, utilizando o Elisa kit — Testosterone — E-EL-0155,
Elabscience®, USA). Todos os procedimentos foram realizados conforme o
recomendado. A densidade otica de cada poco foi determinada por leitor de microplacas
ajustados para 450 nm (Leitor microplacas multimodal varioskan lux com dispenser, SN
3020-1125, THERMO®).

4.22 Quantificagdo de DHEA

A quantificagdo do DHEA foi realizada no soro e no homogeneizado dos
testiculos por meio do teste Elisa (Rat DHEA-S, Kit Elisa, E-EL-R0O325, Elabscience®,
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USA), segundo a recomendacgdo constante no manual. A densidade 6tica de cada poco
foi determinada por leitor de microplacas ajustados para 450 nm (Leitor microplacas
multimodal varioskan lux com dispenser, SN 3020-1125, THERMO®).

4.23 Estatistica

4. 23.1 Estudo de toxicidade oral aguda

Os sinais e sintomas de toxicidade foram realizados por estatistica descritiva. O
teste de normalidade foi segundo o teste de Shapiro-Wilk e os resultados mostraram que
os dados sdo ndo paramétricos. Para a Massa corporal, utilizou-se o teste de Friedman e
quando necessario, foi utilizado o teste post-hoc de Conover ajustado pelo post-hoc de
Bonferroni para identificar diferencas pareadas. O tamanho do efeito do teste Friedman
foi determinado pelo W de Kendall. O grau de concordancia W de Kendall foi
classificado em “nenhuma concordancia” (W < 0,10), “concordancia fraca” (0,10 > W <
0,30), “concordancia moderada” (0,30 > W < 0,60), “concordancia forte” (0,60 > W <
1,0) e “concordancia perfeita” (W = 1) (Moslem et al., 2019).

O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para comparar diferencas na massa
corporal entre os grupos experimental e controle em cada momento. A correlagéo posto-
bisserial (rB) foi adotada como medida de tamanho de efeito para o teste de Mann-
Whitney. Os valores de rB foram classificados de acordo com o coeficiente de
correlacdo de Pearson em: "trivial" (rB < 0,10), "pequeno” (0,10 < rB < 0,30), "médio"
(0,30 < rB < 0,50) e "grande" (rB > 0,5) (JASP, 2022; Munro, 1986). Ndo foram
realizados testes paramétricos porque os dados disponiveis ndo atendiam aos requisitos
(por exemplo, homogeneidade de variancia), mesmo apos a transformacdo dos dados
para logaritmo. Os dados sdo apresentados como mediana e intervalo interquartil (11Q),
e diferenca de mediana e intervalo de confianca (IC) de 95%. Todos os dados foram
analisados utilizando o programa Amazing Statistics de Jeffreys (JASP, versao 0.17.3.0,
Holanda), e um nivel de significancia de 0,05 foi estabelecido para todos os testes

estatisticos.
4.23.2 Estudo agudo

O teste de normalidade foi realizado pelo teste de Shapiro-Wilk e os resultados
foram ndo paramétricos para forca muscular e paramétrico para variaveis. Os dados

nutricionais e os dados murinométricos foram analisados pelo teste Anova de duas vias
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para medidas repetidas e post hoc de Turkey ou Bonferroni, conforme necessario. Para
analisar a forca muscular, utilizou-se o teste de Friedma. As concentracGes dos

hormdnioss foram analisadas pelo Test t de medidas repetidas.
4.23.3 Estudo cronico

Os testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene foram utilizados para avaliar a
normalidade e homogeneidade da variancia dos dados obtidos no estudo crénico. A
ANOVA de duas vias de medidas repetidas foi utilizada para analisar os dados da
evolucdo corporal, consumo de racdo e agua, e a evolucdo da forca. Para analisar 0s
resultados do consumo alimentar médio diario de racdo, ganho de peso, eficiéncia
alimentar, sitios de gorduras da cavidade abdominal; massa do coracgdo, pulméo, baco,
pancreas, rins, intestinos e figado, utilizou — se ANOVA de uma via. As diferencas
foram identificadas por meio do post hoc de Tukey. O power amostral foi considerado
suficiente ao alcancar 0,08, sendo adotada a significancia de p < 0,05. As anélises
estatisticas descritivas foram realizadas por meio do software SPSS® 29.0. Para as
analises das variaveis forca muscular, consumo de racdo e agua, utilizou-se os Software
SigmaPlot® 12.0 e demais analises e graficos foram realizados pelo software
Prisma®10.2.



123

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas botanicas da B. floribunda

A planta coletada € uma representante da espécie B. floribunda, exsicata
ANEXO - B.

Figura 28 — B. floribunda em ambiente nativo — mata secundaria

—m—= = = = T N I S TR

AN ALS e
Folhas de verde intenso ¢ hastes B. Floribunda nativa em regilio
angulosas desmatada

Fonte: Paula Saldanha, 2019; autor, 2024.

As caracteristicas observadas in loco, utilizadas para identificar a planta como
representantes de B. floribunda foram a anatomia de arbustos, nativas em mata
secundaria, folhas verdes escuras e brilhantes (Marques, 1980), conforme consta na
figura 29. Contudo, sem flores ou frutos, corroborando com a descri¢do de Ritto (2001)
quanto a maior intensidade da coloragdo das folhas na auséncia de flores e frutos. Desta
forma, opondo-se a afirmativa de Willdenow (1801), quanto a ocorréncia de flores e
frutos o ano inteiro.

5.2 Extrato e emulséo das cascas da Bredemeyera Floribunda Willd.

Conforme observagéo realizada durante a coleta de B. floribunda (A7716EC), 0
preparo da formula popular para tratar fadiga cronica, aumentar a produtividade e a
libido, é peculiar dessa planta (Medeiros et al., 2021). Consiste em misturar pequena
quantidade de raspas da casca da raiz, aproximadamente 0,7 g, em aproximadamente 40

mL de &gua potavel, seguida de intensa agitacdo até a obtencgdo de “espuma” abundante,
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e aerada. A agitagdo vigorosa deve prosseguir até o creme alcangar textura macia,
aerada e firme, permanecendo aderido aos utensilios, mesmo quando suspensos e
agitados, este o ponto indicado para o consumo (dados ainda ndo publicados), conforme
consta na figura 30.

Para quantificar o consumo popular, coletou-se a amostra preparada pelo
raizeiro. Em seguida, reproduziu-se a por¢do oito vezes no laboratdrio e realizou-se o

valor médio.

Figura 29 - Representacdo das porgOes utilizadas pela medicina tradicional para
consumo diario e tratamento de fadiga crénica, aumentar atividade laboral e a libido

~

Raiz principal raspada para obtengio Amostra de uma porgao

Creme aderido aos utensilios

Creme obtido conforme a tradigao
popular

Fonte: Autor, 2024.

O extrato aquoso obtido das cascas da raiz de B. floribunda (EABF) foi capaz de
reproduzir a tradicdo popular, conforme disposto na figura 31, encontrando-se em
depdsito para patente sob o n° BR 10 2021 01700703 5 (Medeiros et al., 2021), devido a
inovacdo presente no método de extracdo dos metabolitos secundario. APENDICE - C.
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Figura 30 - Amostras da casca da raiz fresca, do EABF e 0s cremes aerados utilizados
como remédio

e S - e . I . .« -1 )
Extrato aquoso obtido das Raspas das cascas da B. floribunda
cascas da B. floribunda fresca

N

Emulsdo obtida EABF Emulsdo obtida das cascas frescas

Fonte: autor, 2024.

O EABF obtido segundo a tradicdo popular apresentou natureza solida,
revelando-se na forma de pd, exibindo cor castanha amarela claro com visiveis cristais
brilhantes. Notavelmente, o sabor do extrato é acre mais intenso do que o da casca
fresca, sugerindo uma concentracdo maior dos seus metabdlitos secundarios. No
entanto, o aroma e a capacidade de emulsificacdo permaneceram inalterados, revelando
que 0 processo de extracdo preservou 0S compostos responsaveis pelo aroma
caracteristico da planta, assim como os agentes emulsificantes naturais presentes na
casca da raiz. O creme obtido apresentou cor branca brilhante, textura aerada e firme,
conforme ilustrado nas figura 30 e 31.

Ao comparar as caracteristicas organolépticas do EABF e de sua emulsdo com a
tradicdo popular para a planta fresca, observou-se que as raspas da casca fresca sdo mais
escuras que o extrato, sem apresentar os cristais brilhantes visiveis, conforme figura 29.
Segundo Judith (1949), os cristais visiveis no EABF sdo os oxaloacetatos de célcio, 0s
quais sdo encontrados em maior quantidade na casca do que no lenho da raiz

Em termos de sabor, as cascas frescas apresentaram paladar mais suave que o

EABF, ndo induzindo a salivacdo imediata e ndo apresentando sabor adocicado, ao
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contrério do EABF. Quanto a emulsdo, o EABF respondeu & agitacdo vigorosa da
mesma forma que as cascas frescas. O creme obtido foi de cor branca brilhante, a
textura aerada, consisténcia firme e sabor acre, este mais intenso do que o do creme
manipulado segundo a medicina tradicional popular para tratar fadiga cronica e baixa
libido, figura 29.

5.4 Composicgao centesimal da raiz de B. floribunda

O teor de umidade das cascas de B. floribunda frescas foi 49,13%, enquanto o do
lenho 20%. A composicdo centesimal foi determinada a partir das amostras desidratas,

conforme dados apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Composicao centesimal dos macronutrientes e densidade caldrica da casca e
lenho de B. floribunda ofertada aos ratos, em base seca

Componentes Casca Lenho
Umidade (%) 8,54 + 0,03 2,96 £ 0,02
Residuo mineral fixo (g) 2,96 + 0,12 1,10 £0,03
Carboidratos totais (g), dos quais 13,79 7,76
Glicose (g)* - -
Sacarose () 1,38 £ 0,15 0,59 £ 0,00
Amido (g) 11,46 £ 0,32 6,22 + 0,98
Lipideos 3,13+0,21 1,78+ 0,41
Proteinas 3,52+£0,37 2,77 £ 0,25
Energia metabolizavel (kcal/kg) 974,10 581,40
Energia metabolizavel (kcal/g) 0,97 0,58

Nota: Dados expressos em média e desvio padrdo. *Quantidade ndo identificada pelo método empregado.

O presente estudo parece ter sido o primeiro a quantificar os macronutrientes
constantes na raiz de B. floribunda. Nossos resultados mostraram maior concentracéo de
agua nas cascas da raiz do que no lenho. Assim como maior concentracdo de nutrientes
capazes de fornecer energia. Nesse aspecto, as cascas contém praticamente o dobro de
macronutrientes a mais do que o lenho.

O valor energético total das cascas foi equivalente a 97,41 kcal, dos quais 56%
fornecidos pelos carboidratos, 29 % pelos lipideos e 19% pelas proteinas. Embora o
valor energético total do lenho tenha sido menor do que o estimado nas cascas (58,14
kcal), a analise, quanto ao potencial energético metabolizavel provindos dos
carboidratos foi de 53 %, dos lipideos foram 28 % e das proteinas 19 %. A composic¢ao
centesimal da raiz de B. floribunda € mais comum aos alimentos do que as ervas
medicinais (Hou, 1977; Storck et al. 2013).
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Em estudo caracterizando o ginseng, planta com biocompostos e aplicabilidade
semelhantes a da raiz de B. floribunda, Hou (1977) constatou presenca de mono e
dissacarideos, com prevaléncia de glicose e frutose, assim como Oleo, peptideos e
amino&cidos. Porém, sem o amido entre os carboidratos. Desta forma, recomenda-se
aprofundamento quando a caracterizacdo da planta em estudo para maior conhecimento

sobre o valor nutricional da raiz de B. floribunda como alimento.

5.5 Ingredientes e composicao centesimal da racdo ofertada para os ratos

Em relacdo a racdo, considerou-se alimento desidratado, sendo a composicao
determinada a partir dos pellets moidos, conforme consta na tabela 3.

Conforme consta no rotulo, os ingredientes da racdo sdo: milho integral, farelo
de soja, Oleo vegetal, carbonato de célcio, fosfato bicélcico, cloreto de sédio (sal
comum), Vitamina A (13.000 UI/Kg), vitamina E (34 UI/Kg), vitamina D3 (2.000
UI/Kg), vitamina K3 (3 mg/Kg) complexo B (B1(5 mg/Kg), B2 (6 mg/Kg), B12 ( 22
mcg/Kg), B6 (7 mg/Kg), niacina (50 mg/Kg), pantotenato de célcio (20 mg/Kg), biotina
(0,05 mg/Kg), écido folico (51 mg/Kg), cloreto de colina (1.900 mg/Kg). Minerais:
sodio (2.700 mg/Kg) sulfato de ferro (ferro — 50 mg/Kg), sulfato de manganés
(manganés — 60 mg/Kg), sulfato de zinco (zinco - 60 mg/Kg), sulfato de cobre (cobre —
60mg/Kg), iodato de calcio (iodo — 2 mg/Kg), selenito de sodio (selénio 0,05 mg/Kg),
sulfato de cobalto (cobalto — 1,5 mg/Kg), fluor (max) 80 mg/Kg). Aminoacidos: lisina
(12 g/Kg), metionina (4.000 mg/Kg). Aditivo: hidroxitolueno butirato —BHT- 100
mg/Kg).

Tabela 3 - Composicao centesimal da ragao disposta no rétulo da embalagem

Componentes Unidade Quantidade
Umidade (max) g/Kg 125,0
Proteinas (min) g/Kg 220,0
Lipideos (min) a/Kg 40,0
Residuo mineral fixo (max) g/Kg 90,0
Carboidratos * g/Kg 600,0
Fibra Bruta (max) g/Kg 70,0
Calcio (min - max) a/Kg 12,0
Fosforo (min) mg/Kg 8.000,0
Energia metabolizavel * kcal/Kg 3.880,0
Energia metabolizavel kcallg 3,9

Nota: * informacdo ausente no rétulo e fornecida em resposta a solicitacéo.
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Tabela 4 — Dados da composicéo centesimal obtida e os dados informados no roétulo da
racdo comercial

(%) _ Rotulo (%)

Componentes Racéo ofertada
embalagem
Umidade (%) 11,13 + 0,52 11 12,5 12
Residuo mineral fixo (g) 7,66 + 0,04 8 9,0 9
Carboidratos totais (g)*, dos quais 55,00 55 60,00 60
Amido (g) 35,44 £ 0,93 35 - -
Lipideos (g) 5,64 +0,81 6 4,0 4
Proteinas (Q) 20,78 £ 0,48 21 22,0 22
Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 3.530,40 - 3.880,00 -
Energia metabolizavel (Kcal/g) 3,53 - 3,88 -

Nota: * Devido o elevado teor de fibras constante na ragdo, o valor total de carboidratos foi estimado
pela diferenca do total de nutrientes (umidade, residuo mineral fixo, lipideos e proteinas) em 100g.

5.6 Estudo da toxicidade

5.6.1 Determinacdo de LDs e necropsia

Os resultados do teste de toxicidade oral aguda do EABF mostraram que a dose
letal média (DLso) foi superior a dose de teste administrada (2.000 mg/Kg), com registro
de mortalidade de duas ratas, ocorridas dentro das primeiras 24 horas ap06s a infusdo
intragastrica do EABF.

Devido a auséncia de estudo anterior sobre teste de toxicidade com o extrato
aquoso da planta abordada nesse estudo, utilizou-se o referencial da tradi¢do popular,
que alega auséncia de letalidade ou agravos a salde decorrente da ingestdo da raiz
preparada para ingestdo alimentar. Ademais, Alves et. al., (2019) realizaram a
toxicidade oral aguda do extrato etanodlico obtido da raiz de B. floribunda, os resultados
mostraram que o dose letal média foi superior a 2.000 mg/kg e os animais apresentaram
leve sonoléncia.

Quanto a classificacdo da DLsy do EABF, a sobrevivéncia de trés ratas, dentre as
cinco que receberam o EABF, determina que a DLs, € superior a dose de 2.000 mg/Kg,
assegurando que ingestdo de até 2.000 mg/Kg é segura para o consumo humano OECD
(2022). Segundo Kennedy et al., (1986) categorizaram a toxicidade oral aguda para
classificar a DLsp de acordo com a dose teste, nessa classificacdo letalidade superior a
2000 mg/kg como pouco toxico (slightly toxic). Por outro lado, Yamanaka et al., (1990),
avaliaram a aplicabilidade da toxicidade aguda realizada em dose de 2.000 mg/kg para
determinar a DLso. Os pesquisadores concluiram que a dose letal superior a 2.000

mg/kg, pode ser considerada irrelevante para a exposi¢do humana.
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Ao comparar a DLsg do EABF com a DLsg do extrato etandlico da raiz inteira
apresentados por Alves et al., (2019), que relataram auséncia de morte entre 0s animais,
atribuiu-se as mortes ocorridas em nosso experimento ao fato de que as saponinas de B.
floribunda sdo mais sollveis em agua do que em extratores organicos. Além disso, ha
maior concentracdo de saponinas nas cascas do que no lenho ou raiz inteira (Judith,
1949; Wasicky R., 1948). Dessa forma, espera-se maior intensidade nas respostas do
EABF do que em extrato etandlico dessa raiz. Outrossim, estudos anteriores
confirmaram que o efeito das saponinas € dose dependente (Bevevino e Aires, 1994;
Silveira, 1990; Yao et al., 2010).

A necropsia realizada imediatamente ap0s as mortes das ratas permitiu
identificar alteragdes anatébmicas nos pulmdes, estbmago e intestinos, conforme
dispostos nas figuras 32 e 33. No entanto, a necropsia realizada ao término do teste de
toxicidade mostrou que ndo houve diferenga macroscépica, assim como na massa dos
6rgdos dos animais sobreviventes do grupo extrato, conforme apresentado na figura 34,
quando comparados com 0 grupo controle, exceto a massa do pancreas do pancreas,

disposto na tabela 4.

Figura 31 - Pulmdes das ratas mortas 24 horas ap0s gavagem intragastrica com EABF

Fonte: Autor, 2024
Nota: EABF — extrato aquoso obtido das cascas de B. floribunda.
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Figura 32 - Estbmago e intestinos das ratas mortas 24 horas apds a gavagem com 0
EABF

Fonte: Autor, 2024
Nota: EABF — extrato aquoso obtido das cascas de B. floribunda.

Figura 33 - Avaliagcdo macroscopicas do coragdo, pulmdes, figado, baco, pancreas, rins

e intestinos
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Fonte: o autor, 2024.

A necropsia realizada nas ratas mortas 24 horas ap6s terem recebido a dose teste
de EABF, permitiu a visualizagdo de alteragfes anatdmicas nos pulmdes, estdbmagos,
intestinos. Os dois ultimos encontravam-se excessivamente distendidos, comprimindo
0s demais 6rgdos da cavidade abdominal e toracica, conforme mostrado na figura 33. A
compressdo de 6rgdos vitais é vista como capaz de induzir a morte e capaz de causar
anomalias na anatomia do pulméo apresentadas na figura 32, redugdo do volume
pulmonar, contornos do parénguima irregulares, assim como as necroses observadas na

figura 32 (Byard et al., 2001; Cihangiroglu et al., 2000; Duggan et al., 2005; Fischer et
al., 2012).
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Além disso, a presenca de emulsdo nos estbmagos e intestinos, conforme consta
na figura 31, é compativel com a saponificacdo dos liquidos gastrointestinais, e
consequente distensdo desses orgaos por expansdo do volume decorrente da inoculacéo
de oxigénio as moléculas de saponinas (Furtado et al. 2017; Navarro et al. 2018). Tais
dados fortalecem a hipdtese de que a causa de morte das ratas tenham sido em resposta
a compressdo pulmonar e ndo toxicidade do EABF em si (Cihangiroglu et al., 2000;
Duggan et al., 2005; Fischer et al., 2012).

Além do mais, as necropsias realizadas na eutanasia mostraram que ndo houve
diferenga macroscopica entre 0os grupos controle e extrato, em relacdo a morfologia e
peso do coracdo, pancreas, pulmdes, bago, figado, rins e intestinos, conforme consta na
figura 34 e tabela 6 (Malone, et al., 1962; OCDE, 2022). Entretanto, a massa do
pancreas do GE foi maior que a massa do GC. Segundo Liu et al., (2021), as saponinas
de algumas espécies vegetais podem ativar a via hipertréfica pancreatica (PI3K/Akt),

causando alteragdes significativas neste 6rgéo.

5.6.2 Massa Corporal

O teste de Friedman mostrou um efeito temporal significativo na massa corporal
das ratas no grupo experimental (2 [5] = 14,619, p = 0,012, W de Kendall = 0,975
"forte concordancia™), e nas ratas do grupo controle (x2 [5] = 19,571, p = 0,002, W de
Kendall = 0,979 "forte concordancia"). No entanto, as comparagdes pareadas nao
mostraram diferengas significativas na massa corporal entre quaisquer momentos (p >
0,05, Figura 35 e Figura 36A). As comparacdes pareadas entre a MC anterior a
familiarizacdo e a MC medida 14 dias apo6s a infusdo do extrato mostraram que o ganho
de peso como efeito do fator tempo (p = 0,048); entretanto, a massa corporal ndo difere
entre os demais momentos (p > 0,05, Figura 35 e Figura 36 B). O teste de Mann-
Whitney ndo mostrou diferencas significativas (p > 0,05) na massa corporal das ratas
entre o grupo experimental e controle em todos os momentos de avaliagdo, conforme
disposto na Tabela 5.

Em relacdo ao acompanhamento da evolucdo da MC das ratas, essas
apresentaram ganho de peso dentro do padrdo de normalidade para o roedor (Nery et al.,
2011; Novelli et al., 2007). Segundo a OECD (2022), tais resultados sdo consistentes
quanto & auséncia de sinais e sintomas de toxicidade manifestos na massa corporal,

sendo corroborados por Arun; Asha, (2007), que utilizaram as mesmas variaveis para
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classificar a auséncia de toxicidade do extrato aquoso bruto obtido da planta medicinal

Physalis peruviana Linn., rica em saponinas

Figura 34 - Evolugéo da massa corporal das ratas em duas semanas experimentais
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Fonte: Autor, 2024.

Nota: Valores apresentados em médias e desvio padrdo. * diferenca significativo do fator tempo (p <
0,05). AF — massa corporal antes da semana de familiarizacdo. AJ — massa corporal uma dia antes do
jejum. JJ — massa corporal no dia do jejum e antes de infundir a dose teste do EABF. 1 dia — massa
corporal de um dia ap6s o EABF ter sido infundido. 7 dias - massa corporal de sete dia apds o EABF ter
sido infundido. massa corporal de 14 dias apds o EABF ter sido infundido.
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Figura 35 - Avaliagdo da massa corporal dos ratos em diferentes momentos do
experimento
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Fonte: Autor, 2024.

Nota - Graficos Raincloud apresentam a massa corporal dos ratos do grupo experimental (A) e controle
(B) durante a intervencdo. AF: antes da familiarizacdo. AF: imediatamente antes do jejum. AJ:
imediatamente apds jejum. 1 dia: 1 dia apds a infusdo do extrato. 7 dias: 7 dias ap6s a infuséo do extrato.
14 dias: 14 dias ap6s a infusdo do extrato. g: gramas. *p = 0,048 (AF vs. 14 dias). Ndo houve diferencas
significativas (p > 0,05) na massa corporal dos animais entre o grupo experimental e o controle em todos
0s momentos. Nota: Os pontos representam dados individuais para cada ponto no tempo.

Em relacdo ao acompanhamento da evolugdo da MC das ratas, essas
apresentaram ganho de peso dentro do padrdo de normalidade para o roedor (Nery et al.,
2011; Novelli et al., 2007). Segundo a OECD (2022), tais resultados sdo consistentes
quanto a auséncia de toxicidade do EABF manifesta na massa corporal, sendo
corroborados por Arun; Asha, (2007), que utilizaram as mesmas variaveis para
classificar a auséncia de toxicidade do extrato aquoso bruto obtido da planta medicinal

Physalis peruviana Linn., rica em saponinas.
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Tabela 5 - Comparagdo da massa corporal (g) entre os grupos controle e experimental em cada momento do experimento

MC

Grupo extrato (n=3)

Grupo controle group (n=4)

Media + DP

Mediana[IQR]

Media +SD

Mediana [IQR]

Diferenca mediana (95%Cl)

*

Effect size

rs (95%CI)

Classification

BF (9)

BFa (g)
PFa (9)

1 dia (g)
7 dias (g)

14 dias (g)

154.23 £8.10

167.82 £5.69

160.12 £ 4.45

166.46 + 1.51

180.46 + 3.39

191.66 + 4.63

151.70 [7.80]
166.06 [5.48]
158.35 [4.18]
166.91 [1.46]
178.63 [3.00]

192.08 [4.62]

164.65 = 10.85

179.98 £ 11.55

172.44 £ 13.64

181.15+13.92

197.93 £11.77

207.90 + 14.10

165.40 [17.50]
180.37 [16.88]
171.78 [18.62]
180.19 [21.70]
195.65 [14.83]

205.15 [15.90]

9.90 (-9.80; 26.60)
11.67 (-6.75; 28.54)
10.77 (-7.00; 31.20)
13.96 (0.57; 31.19)
14.27 (2.94; 34.71)

13.70 (-1.40; 39.80)

.229

.229

.400

.057

.057

114

0.67 (-0.12; 0.94)
0.67 (-0.12; 0.94)
0.50 (-0.36; 0.90)
1.00 (1.00; 1.00)
1.00 (1.00; 1.00)

0.83 (0.27; 0.97)

Grande
Grande
Grande
Grande
Grande

Large

FIQ: faixa interquartil. DP: desvio padrdo. ClI: intervalo de confianca. g: gramas. MC: massa corporal. BF: antes familiarizagdo. BFa: imediatamente antes do jejum. PFa:
imediatamente apds o jejum. 1 dia: 1 dia ap6s administracdo do EABF. 7 dias: 7 dias apds administracdo do EABF. 14 dias: 14 dias ap6s administracdo do EABF. *p valores
teste de U Mann-Whitney, rg: coeficiente correlacéo bisserial.
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5.6.3 Peso dos 6rgados

Em relacdo ao peso dos 6rgdos, apenas o pancreas das ratas alocadas no grupo
experimental (mediana: 0,33 [IQR: 0,01]) foi significativamente mais pesado (diferenca
de mediana: -0,07 [IC95%: -0,09; -0,06], p = 0,048, "efeito grande™) do que aquelas
ratas alocadas no grupo controle (mediana: 0,26 [IQR: 0,01]). A Tabela 6 apresenta

informac0es adicionais sobre o peso dos 6rgdos dos animais experimentais e controle.



Tabela 6 - Comparacao da massa (g) do figado, pancreas, baco, pulmdes, coracdo, rins e intestinos

136

v —potetmenalgop(d __ conolaepley Olermcmedma L Ee G
Figado (g) 873+151  7.91[1.34] 8.85+1.24 8.40 [1.13] 0.18 (-2.52; 2.84) 400 0.50 (-0.36; 0.90) Grande
Pancreas (g)  0.33+0.01  0.33[0.01] 0.25+0.01 0.26 [0.01] -0.07 (-0.09; -0.06) 048 -1.00 (-1.00; -1.00) Grande
Baco (g) 043+0.03  0.44[0.03] 0.47 +0.03 0.46 [0.02] 0.03 (-0.02; 0.11) 226 0.58 (-0.25; 0.92) Grande
Pulmdes (g)  1.20+021  1.17[0.21] 1.13 £ 0.10 1.15[0.10] -0.03 (-0.43; 0+.21) 857 -0.17(-0.80; 0.64) Pequeno
Coragdo (g)  0.62+0.06  0.59 [0.06] 0.69 +0.06 0.69 [0.05] 0.09 (-0.07; 0.19) 229 0.67 (-0.12; 0.94) Grande
Rim direito (9)  075£012  0.71[0.11] 0.78 +0.05 0.80 [0.07] 0.05 (-0.17; 0.16) 719 0.25(-0.58; 0.83) Pequeno
esunélrrIj]o(g) 074+012  0.68[0.11] 0.76 +0.05 0.75 [0.06] 0.05 (-0.17; 0.17) 629 0.33(-0.52; 0.85) Médio
Intestinos (g)  16.86+1.02  17.37 [0.92] 17.42+253  16.25[1.36] -0.41 (-1.56; 5.51) 000 0.00 (-0.73; 0.73) Trivial

FIQ: faixa interquartil. DP: desvio padrdo. Cl: interval de confianca. *p valor teste de U Mann-Whitney. rg: coeficiente correlacdo bisserial.
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5.6.4 Teste Hipocratico: sinais e sintomas de toxicidade

5.6.4.1 Avaliacdo do estado de consciéncia, disposicdo e condicdes gerais

A partir da comparagdo entre os grupos controle e extrato, foram encontradas
alteracdes no estado de consciéncia e disposi¢do do GE nos primeiros 60 minutos apos a
gavagem com EABF, bem como alteraces respiratdrias (taquipneia), hipnose, sedacao,
sono profundo, anestesiamento, sonoléncia exacerbada, cianose das extremidades e
auséncia de ruidos sonoros. Entretanto, os sintomas diminuiram gradual e
progressivamente ap0s 12 horas da inoculacdo da solucdo aquosa de EABF. Os
comportamentos entre os grupos controle e experimental tornaram-se semelhantes a
partir da primeira avaliacao de 24 horas.

Em relagdo as condicBes gerais como pelos, pele das patas, cauda e parte interna
das orelhas, boca e dentes, ndo houve diferencas entre 0s grupos controle e
experimental, porém duas ratas do grupo extrato apresentaram sangramento nasal nos

primeiros 30 minutos apos a gavagem.

5.5.4.2 Avaliacdo da atividade e descoordenacdo do sistema motor

Foi identificado ataxia no grupo extrato, bem como a auséncia de movimentos
espontaneos e de respostas aos estimulos indutores de reacGes reflexas. Apds cinco
horas, a comparacao entre 0s grupos controle e extrato mostrou auséncia de diferenca

nas manifestacdes de sinais e sintomas de toxicidade.

5.6.4.3 Avaliacdo da atividade muscular esquelética

De acordo com a avaliacdo da atividade muscular esquelética, durante as
primeiras quatro horas apds a gavagem, os animais do grupo experimental nao
conseguiram sustentar a prépria massa corporal na grade de teste, independentemente
do angulo ou da intensidade de agitacdo realizada. Por outro lado, houve retorno da
movimentacao e da for¢ca muscular gradativamente ao longo de 12 horas, tornando-se

semelhante ao grupo controle apds esse tempo.
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5.6.4.4 Avaliacdo dos reflexos auriculares e corneal

De acordo com os resultados da avaliacdo dos reflexos auriculares e corneal, o
grupo GE néo respondeu aos testes de avaliacdo nas primeiras quatro horas. Porem,
apos esse periodo, o grupo experimental e o controle responderam igualmente aos testes

aplicados.

5.6.4.5 Avaliacdo das atividades do sistema nervoso central (SNC)

Os resultados dos testes de avaliacdo do SNC mostraram hipnose, sedagédo e
anestesiamento, que foram gradualmente reduzidos durante as primeiras 4 horas de
analise. Porém, os animais do grupo experimental permaneceram mais sonolentos que
0s do grupo controle por 24 horas. Nao foram observadas convulsdes, estrabismo ou

outros sintomas indicativos de toxicidade no SNC.

5.6.4.6 Avaliacdo da atividade autondmica

Apos a gavagem com a solucdo de EABF, ndo foram observados vestigios de
urina e os animais ficaram sem evacuar por até quatro horas. Apds cinco horas,
observou-se o0 retorno a evacuagao com fezes enegrecidas, além da presenca de sangue e
muco revestindo amostras fecais das ratas que morreram antes das primeiras 24 horas
experimentais, figura 37. N&o houve diferenca entre os grupos controle e experimental

em relacéo a sintomas como lacrimejamento, salivacao, ptose e piloerecao.

Figura 36 - Amostras de fezes enegrecidas contendo muco e vestigios de sangue

Amostras de fezes enegrecidas e revestidas por muco vermelho castanho
Fonte: Autor, 2024
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Concernente as avalia¢fes dos sinais e sintomas de toxicidade, assim como as
alteracdes no comportamento das ratas, observou-se alteracdes bruscas e repentinas
aproximadamente 15 minutos apés a administracdo do EABF (337,8 + 24,6 g). Os
animais do GE mostraram agitacdo, acompanhada de respiracdo curta e acelerada
(taquipneéia). Apos reducdo na agitacdo, os animais apresentaram olhar vitreo, marcha
cambaleante, sonoléncia, sono profundo, sedacdo e anestesia. Além da hipnose,
observou-se perda de for¢a muscular, reducédo da atividade motora, anuria e constipagédo
transitoria. Ademais, de acordo com nossa observacdo, a respiracdo dos animais deste
grupo permaneceu curta e acelerada por aproximadamente uma hora, sendo identificado
sangramento nasal em dois animais.

O sangramento nasal, ocorrido no inicio do teste de toxicidade, foi um sintoma
inesperado devido a atividade hemolitica de B. floribunda ser muito baixa, razao pela
qual a planta foi estudada para uso em vacinas (Santos et al., 1997; Tschesche; Gupta,
1960). Contudo, a hemolise dessa planta, conforme consta na literatura, refere-se a
extratos obtidos da raiz inteira e por meio de extratores organicos, o0 que representa uma
diferenca critica quando comparados ao EABF; impossibilitando extrapolar a baixa
atividade hemolitica j& identificada para o produto por nds obtido com a mesma
seguranca.

Além do mais, ao considerar maior concentracdo de saponinas no EABF em
comparagdo com 0s extratos etanolicos, juntamente com a baixa digestibilidade, baixa
biodisponibilidade (Furtado et al., 2017; Navarro et al., 2018) e alta estabilidade da
emuls&o de B. floribunda (Tschinkel et al., 2019), compreende-se que a bioatividade do
produto no lamen gastrointestinal foi prolongado, contribuindo para a ocorréncia de
hemdlises, muco com residuos de sangue, assim 0s outros diversos sintomas de
toxicidade identificados. Deste modo, a auséncia do conhecimento da atividade
hemolitica e o desconhecimento da composicdo do EABF séo limitagcBes encontradas
em nosso estudo.

No que tange aos sinais de anestesiamento, sedacdo, hipnose, sonoléncia, sono
profundo, reducdo nas atividades motoras e forca muscular, aqui considerado como
sinais e sintomas de toxicidade, sdo 0s mesmo efeitos que atestam a eficacia dos
fitoterapicos ricos em saponinas no tratamento da depressdo, ansiedade e transtornos
mentais, sono e doencas neurodegenerativas (Hao et al., 2021; Yao et al., 2010; Zhao et

al., 2020). Além disso, as saponinas naturais tém sido estudadas pelos seus efeitos
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sedativos, anestésicos e opiodides, com efeito confirmado sobre neurotransmissores,
citocinas e hormonios relacionados ao sono (Jiang et al., 2007).

A intensidade dos sintomas de toxicidade gastrointestinal encontrados em nosso
experimento, como a auséncia de evacuacdo, distensdo gastrica, muco e sangue
revestindo as fezes enegrecidas, ndo foram observados em outros trabalhos semelhantes.
Embora Yao et al., (2010) tenham relatado reducdo na formagdo de fezes e de
evacuacdo, entre os sintomas observados no teste de toxicidade da Polygala tenuifolia,
planta de composi¢do semelhante a B.Floribunda, os tais permaneceram por 60 minutos
ap0s o extrato obtido ter sido infundido. Desta forma, os referidos pesquisadores
corroboraram com outros estudos quanto aos transtornos gastrointestinais ser efeito
adverso inerente as plantas medicinais ricas em saponinas (Cao et al., 2016; Wen et al.,
2015; Zhang et al., 2023; Zhao et al., 2020). Contudo, em relacdo ao nosso
experimento, confirmamos auséncia de resultados cuja intensidade se assemelhe ao
EABF, que é um extrato bruto.

Ressaltamos que as observacdes clinicas encontradas em nosso trabalho, embora
realizado em modelo animal, sdo condizentes com os efeitos adversos relatados pelos
moradores da regido rural e “raizeiros”, que descrevem episodios de amolecimento nas
pernas, angustia, batimentos cardiacos, diarreia ou prisdo de ventre em resposta ao
consumo excessivo da raiz de B. floribunda (dados ainda ndo publicados).

De acordo com 0s nossos resultados, embora a EABF ndo tenha apresentado
toxicidade, os sintomas envolvendo os animais revelam a manifestacdo de sintomas de
toxicidade transitoria. Devido a possibilidade de efeitos adversos, recomendamos
fortemente a realizacdo de mais estudos para melhor compreensdo dos mecanismos de
acao do EABF.

5.7 Estudo Agudo

Na Tabela 7 estdo dispostos os dados referentes ao consumo alimentar,
murinometria, as concentra¢des no soro dos horménios testosterona e DHEA, além das
concentragOes de testosterona na urina.

O consumo de agua foi analisado por meio do teste ANOVA de duas vias de
medidas repetidas, o qual mostrou efeito no grupo [F (1, 6) = 7,651; p = 0,0326] e
auséncia de interacdo da intervencdo no consumo de agua [F (1, 6) = 1,885; p=0,219] e

no fator tempo F (1, 6) = 3,399; p = 0,115. As multiplas comparacGes mostraram que 0
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consumo de agua no grupo controle, na intervengdo, foi significativamente menor que o
consumo de agua no momento da intervencdo (Bonferroni, p = 0,0326). Em relacdo as
demais comparacdes realizadas entre 0s momentos e grupos mostraram que nao houve
diferenca significativa (Bonferroni; p > 0,9999).

E reconhecido que o treinamento resistido até a exaustdo aumenta producdo de
espécies reativas de oxigénio e consequentemente, o estresse oxidativo (Thirupathi et
al., 2021). Este fendmeno, por sua vez, tem sido associado alteracbes no hipotalamo,
afetando percepcdes sensoriais, como a sede, como ocorre no idoso (Bacanoiu et al.,
2023). Nossos resultados sugerem que o EABF foi capaz de proteger o grupo que
recebeu a suplementagdo do aumento das respostas oxidativas, enquanto o grupo
controle reduziu o consumo de agua apés as sessbes de treinamento. Devido 0s
exercicios fisicos serem responsaveis pelo aumento da temperatura corporal e de
evaporacao para dissipar o calor, o que leva a um aumento no aporte hidrico para
compensar a perda de agua (Judelson et al., 2008; Maresh et al., 2004), recomenda-se
fortemente realizacdo de estudos mecanicistas para melhor compreensdo sobre acéo
antioxidante do EABF.

O consumo de racdo foi analisado pelo teste de Anova de duas vias de medidas
repetidas, que mostrou efeito no grupo [F (1, 6) = 101,9; p < 0,0001], no fator tempo [F
(1, 6) = 164,3; p < 0,0001] e auséncia de interacdo da intervencao [F (1, 6) = 0,4362; p
= 0,5335]. As multiplas compara¢Ges mostraram que o consumo de racdo do grupo
controle foi significativamente menor no momento intervencdo do que no momento
familiarizacdo (Bonferroni, p = 0,0011). O consumo de ragdo do grupo extrato foi
significativamente menor no momento intervencdo do que o consumo de ragdo na
familiarizacdo (Bonferroni, p = 0,005)..

Nossos resultados mostram que o treinamento resistido foi capaz de reduzir o
consumo de racdo em Unica sessdo de treinamento, corroborando com a literatura
guanto ao efeito anorexigeno dos exercicio de forca muscular (Avila et al., 2018; Lima
et al., 2018; Tibana et al., 2018).

A andlise da energia metabolizavel ingerida foi realizada pelo teste anova de
duas vias de medida repetidas, que mostrou efeito no grupo [F (1, 6) = 194.3; p <
0,0001], no fator tempo [F (1, 6) = 7,300; p = 0,0355] e auséncia de interacdo da
intervencdo [F (1, 6) = 0,8808; p = 0,3842]. O post hoc de Bonferroni mostrou que o
aporte calorico foi significativamente maior na semana de familiarizacdo ( p = 0, 043),

do que no momento da intervengdo (p = 0,002), tanto no grupo controle quanto no
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grupo intervencdo. N&o houve diferenca significativa nas demais comparagoes
realizadas (p > 0,05). Dessa forma, tais resultados sdo coerentes com a quantidade de
racdo ingerida e efeito do treinamento resistido na reducdo do aporte energético e nao
do EABF.

A capacidade de transformar a caloria ingerida em MC, foi analisada pelo teste
de Anova de duas vias de medidas repetidas, mostrou que houve diferenca entre os
animais [F (6, 6) = 1,070e+031; p < 0,0001], mas nao houve efeito do EABF [F (1, 6) =
0,04688; p = 0,8358], assim como ndo houve efeito do fator tempo [F (1, 6) = 0,04688;
p = 0,8358] e grupo [F (1, 6) = 0,01422; p = 0,9090]. Assim, nossos achados referente a
EA mostram que o EABF, assim como ao maior gasto calorico devido a realizagdo do
exercicio fisico, ndo alteram a condicao organica para a sintese dos tecidos organicos e
manutencdo da massa corporal saudavel do roedor.

Os resultados referentes & murinometria foram avaliados pelo teste de Anova de
duas vias de medidas repetidas, que mostrou ndo efeito do EABF na MC [F (1, 3) =
0,983; p = 0,395], houve efeito do tempo [F (1,

3) = 193,3; p = 0,0008] e efeito do grupo [F (1, Floura 37- Evc:;ﬁzz SIZLE?S& corporal no
3) = 10,99; p = 0,0452]. O teste de Tukey BN Controle

« : o 400 .
mostrou que ndo houve diferenca significativa na o Brato

MC nos grupos no momento inicial (p = 0,523), 300

caracterizando uma amostra homogénea. O grupo 200

controle apresentou MC final significativamente

Massa corporal (g)

maior, que a MC que apresentou no momento 1007

inicial (p = 0,001). O grupo extrato apresentou 0

Imicial Final

MC final significativamente maior, do que a MC Tempo (momentos)

Fonte: autor, 2024,
inicial (p = 0,017), assim como foi
significativamente maior, que a MC inicial (p = 0,032) e MC final (p = 0,006). As
multiplas comparacdes da MC do grupo controle mostraram que a MC final foi
significativamente maior, que a propria MC inicial (p = 0,010), assim como foi
significativamente maior, do que a MC inicial do grupo extrato (p = 0,006). Nao houve
diferenga significativa na comparagéo da MC final entre os grupos controle e extrato. O
efeito do tempo, mostrou que a massa corporal dos animais dos grupos controle e
extrato, foi significativamente maior no momento final, do que no momento inicial (p <

0,001), conforme figura 38.
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O aumento da massa corporal como resultado do tempo confirma a seguranga
para o consumo do EABF, conforme os resultados do teste de toxicidade oral agudo por
nos apresentados. O ambiente experimental mostrou-se propicio ao desenvolvimento
dos roedores, sem alteracdao no sistema digestdrio capaz de impedir ou alterar a digestdo
e absorcdo de nutrientes, o que poderia impactar negativamente na capacidade de
transformar o alimento ingerido em tecido corporal, conforme ilustrado pela Figura 38.

Em relacédo a diferenca entre o peso final e o inicial (peso ganho), O teste t ndo
pareado, mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e
extrato na quantidade de peso ganho, t = 1,095, df = 6; p = 0,315. Corroborando com os
resultados anteriores quanto a permanéncia do estado geral de salde dos animais em
resposta a suplementacdo com o EABF associada com 0 TR.

No que tange a concentracdo de testosterona na urina, o teste t, mostrou que a
concentracéo de testosterona na urina do grupo extrato foi significativamente menor, do
que a concentracdo de testosterona na urina do grupo controle (t = 3,420; p = 0, 0140).
A analise dos niveis de testosterona no soro foi realizada pelo teste t, de amostras ndo
pareadas, o qual, mostrou que a concentracdo de testosterona no soro do grupo extrato
foi significativamente menor, do que a concentracdo de testosterona no soro do grupo
controle (t = 3,034; p =0, 023).

A concentracdo de DHEA nos testiculos, assim como a concentracdo de DHEA
no soro, foi analisada pelo teste t de amostras ndo pareadas, que mostrou nao ter
ocorrido diferenca significativa na concentracdo desses hormonios (soro e testiculos),
entres os grupos controle e intervencdo. DHEA testiculos: t = 1,992; p = 0,093. DHEA
soro: t =1,444; p = 0,199.
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Tabela 7 - Variaveis nutricionais, murinométricas, forca muscular e hormonal
obtidas no estudo agudo

Variavel Controle Extrato Valor de p
Nutricionais
Cons 4gua Fam (g) 41,74+ 0,90 42,11 +£0,41 0,973
Cons 4gua Interv (g) 35,80 2,33 42,14 + 251 0,0326
Cons ragdo Fam (g) 26,68+ 0,24 24,19+0,21° 0,036
Cons racéo Interv (g) 25,94 +0,20" 23,05 +0,58"*° 0,003
EM Fam (kcal) 87,07 +£0,79 84,66 +0,65 ° 0,043
EM Interv (kcal) 85,50 +0,73" 81,46 +0,20"*° 0,002
Peso ganho Fam (Q) 24,78 £ 4,07 25,94 1,70 0,394
Peso ganho interv (g) 9,65+3,22" 7,98+1,88 " 0,394
EA Fam (%) 1,15 +0,19 1,11 +0,84 0,100
EA Interv (%) 1,15+£0,19 1,11+ 0,84 0,867
Murinometria
MC inicial (g) 276,25 £ 7,44 269,8 + 8,13 0,844
MC final (g) 312,68 +7,39" 300,33 +10,77" 0,547
Peso ganho total (g) 36,43 + 4,57 30,50 £ 2,90 0,395
MC Fam (g) 289,60 + 7,81 280,58 + 8,73 0,136
MC Interv (g) 305,54 £ 7,67 296,55 £9,79 0,121
Hormonais

Tt urina (w/dL) 1,90 +0,16 052+0,17 @ 0,014
Ttsoro 1,35+0,10 0,78 +0,09 # 0,023
DHEA testiculos 0,60 + 0,05 0,52+0,10 0,342
DHEA soro 0,32 £0,31 0,26 + 0,30 0,199

Fonte: Autor, 2024.

Nota: letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam diferenca no momento final em comparacéo ao
momento inicial. Letras minGsculas nas linhas indicam diferenga significativa entre os grupos. DHEA —
desidroepiandrosterona. Tt — testosterona. Cons — consumo. Interv — intervengdo. EM — energia
metabolizavel. EA — eficiéncia alimentar.

Em relacdo & forca muscular, o teste de Friedman mostrou que ndo houve

diferenca na forgca muscular entre os grupos [X? (3) = 6,000; p = 0,112]. Dessa forma,

em teste de forca agudo, a suplementacdo com o EABF nédo produziu efeito ergogénico,

conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Efeito do treinamento de forca em resposta a suplementacdo com o EABF

agudo
Forca Grupo controle Grupo extrato
muscular  Mediana P 25 P75 Mediana P 25 P75
CCM-1 263,50 247,75 295,75 273,50 239,25 322,00
CCM-2 313,50 273,50 319,00 307,50 279,50 26,25

Fonte: Autor, 2024.

Nota: CCM-1: capacidade de carregamento maximo inicial. CCM-2: capacidade de carregamento

méaximo final.
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Embora nossos resultados corroborem com a literatura da area da nutricdo e
esporte, quanto a auséncia de efeito ergogénico dos suplementos nutricionais em
estudos agudos para forga muscular, especialmente os realizados com plantas
medicinais (Kerksick et al., 2018). Assim, destaca-se que a dose de EABF utilizada para
avaliar o efeito agudo (2,33 mg/kg) foi aproximadamente 130 vezes menor do que as
doses empregadas em outros estudos realizados com outros metabdlitos secundarios
(Cristina-Souza et al., 2022 e Filip-Stachnik et al. 2020a, 2021b). A discrepancia na
dose aqui utilizada e as doses analisadas em outros estudos agudam de alimentos em
estudos agudos, inviabiliza a compara¢édo dos resultados.

Destaca-se que 0s animais suplementados com o EABF realizaram o0s
movimentos dindmicos de escalada com maior estabilidade e menor esfor¢o do que os
animais ndo suplementados, sendo a melhor realizacdo dos movimentos dos exercicios
um dos quesitos que classificam o efeito ergogénico de uma suplemento nutricional.
Contudo, o protocolo experimental utilizado ndo foi implementado com método capaz
de avaliar os movimentos cinéticos durante a realizacdo das escaladas na escada, sendo

esta uma limitagdo do nosso estudo.

5.8 Estudo croénico

5.8.1 Dados nutricionais

5.8.1.1 Evolucdo semanal do consumo de racdo e agua

Os dados do consumo semanal de racdo e dgua estdo apresentados na Tabela 8,
foram analisados pelo teste de Anova de duas vidas de medidas repetidas. Os resultados
indicam um efeito significativo do fator tempo no consumo de racdo [F (8, 608) =
38,851; p < 0,0001; power 1,0], bem como efeito da suplementacdo com 0 EABF e 0
TR [F (3, 608) = 10,393; p < 0,0001; power 1,0]. Além disso, houve interagdo entre as
semanas e 0 EABF [F (24, 608) = 1,889; p = 0,0007; power 0,8].

Os resultados do consumo de 4gua mostraram interacdo entre a intervencao e o
momento [F (24, 608) = 2,456; p < 0,001; power 0,961]. Houve efeito significativo do
fator tempo [F (8, 608) = 16,598; p < 0,0001; power 1,000] e do EABF no consumo de
agua [F (3, 608) = 6,520; p < 0,001; power 0,940].
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A identificacdo do grupo e do momento em que ocorreu o efeito da intervengéo
foi realizada por meio do teste post hoc de Tukey.

5.8.1.1.2. Resultados e discussdo do consumo semanal de racéo intragrupos

Segundo demonstrado na tabela 9, os resultados de o consumo alimentar
semanal nos grupos (intragrupos) mostraram que a ingestdo de racdo no CNT foi
significativamente maior na Sem 8 (27,07 g) do que o consumo ocorrido nas semanas
anteriores (p < 0,001). N&o foram encontradas diferencas significativas entre os demais
momentos (p > 0,05). No entanto, para facilitar a visualizacdo das diferengas em
gramas, a sequéncia de consumo semanal foi descrita em ordem decrescente: > Sem 2
(26,34 g) > Sem 3 (25,53 g) > Sem 5 (25,52 g) > Sem 7 (24,84), Sem 6 (24,40 g) > Sem
1 (23,28 Q).

As Andlises referentes ao consumo de racdo do grupo CT mostraram que 0
consumo alimentar na Sem 8 (26,49 g) foi significativamente maior do que o consumo
de racdo nas demais semanas (p < 0,001). Ndo houve diferenca significativa no
consumo de ragdo entre 0s momentos anteriores: Sem 2 (24,5 g) > Sem 3 (24,33 g) >
Sem 5 (24,22 g) > Sem 7 (24,0 g) > Sem 6 (23,7 g) = Sem 4 (23,7 g) > Sem 1 (23,3), p
> 0,05.

Os resultados referentes ao consumo alimentar semanal do grupo ENT
mostraram que a quantidade de racdo ingerida na Sem 1 ( 24, 3 g) foi significativamente
menor do que o consumo médio nas Sem 2 (25,82 g) > Sem 3 (25,32 g) > Sem 4 (24,40
g) > Sem 5 (25,59 g) < Sem 8 (26,91 g), p < 0,05. Né&o diferindo significativamente das
Sem 7 (25,03) > Sem 6 (24,43 @), p > 0,05. Nos demais momentos avaliados, 0
consumo da Sem 8 (26, 9 g) foi significativamente maior que nos demais momentos, p
< 0,05, exceto a Sem 2 (25,8 g).

O consumo médio de racdo no grupo ET na Sem 1 (22,39 g) foi
significativamente menor que o consumo de racdo nos demais momentos avaliados:
Sem 8 (24,7 g) > Sem 5 (23,9 g) > Sem 2 (23,8 g) > Sem 4 (23,8 g) > Sem 3 (23,7 g) >
Sem 7 (23,6 g) > (23,2 g), p < 0,001. O consumo da Sem 8 foi significativa maior que o
consumo na Sem 6 (23,16 g) (p < 0,05), ndo diferindo de modo significativo dos demais

momentos (p > 0,05).
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5.8.1.1.3 Resultados e discusséo do consumo de ra¢do semanal entre 0s grupos

No momento Sem 1, a combinacdo EABF com o TR promoveu maior reducao
no consumo de racdo do que o ocorrido no grupo controle treinado, p < 0,001. O
consumo alimentar do grupo CT foi significativamente menor do que o consumo do
grupo CNT (p < 0,001), sendo que ndo houve diferenca significativa quando comparado
com o grupo ENT (p = 0,091). Nao houve diferenca significativa na comparacdo CT e
ET (p=0,577-).

No segundo momento (Sem 2), o consumo de racdo entre 0s grupos treinados
(ET e CT) foi significativamente menor do que o consumo do grupos CNT (p <0, 001 e
p = 0,003, respectivamente), sendo que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos CNT e ENT (p > 0,751). A ingestdo de racdo do grupo ENT foi
significativamente maior do que o consumo do grupo ET (p = 0,09), nédo diferindo do
CT (p > 0,061). N&o houve diferenca significativa entre as demais comparagdes entre
grupos, p> 0,05.

Na Sem 3, o consumo de racao foi significativamente maior no grupo ET do que
0 consumo dos grupos CNT (p = 0,002) e ENT (p= 0,009), nao diferindo do grupo CT
(p < 0,598). Nédo houve diferenca com significancia estatistica na comparacao entre 0s
demais grupos ( p < 0.05).

O teste de Tukey mostrou que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
nos momentos Sem 4 e Sem 6, p >0,05.

No momento 5, o consumo de racdo do grupo ENT foi significativamente maior
do que fora consumido pelos grupos CT (p = 0,008) e ET (p = 0,041), ndo houve
diferenca significativa na ingestéo alimentar entre os grupo CT e ET (p = 0,474), assim
como néo diferiu do grupo CNT (p = 0,999). O consumo alimentar do grupo CNT foi
significativamente maior do que o consumo do grupo ET (p < 0,012), sendo que nao
diferiu do CT (p = 0,59).

As analises do consumo alimentar referentes a Sem 7 mostraram que a ingestao
de racdo do grupo ET foi significativamente menor do que o consumo do grupo ENT (p
= 0,024). Nao houve diferenca significativa entre nos demais momentos experimentais
(p > 0,05).

Os resultados referentes a Sem 8 mostraram que o consumo alimentar do grupo
ET foi significativamente menor que os consumo alimentar do grupo CNT (p < 0,001),
CT (p < 0,003) e ENT (p < 0,001). Nao houve diferenca significativa na quantidade de
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racdo ingerida entre os grupos CNT e CT (p = 0,684); CNT e ENT (p = 0,989); ENT e
CT (p =0,857).

Assim, embora o papel do fator tempo no aumento do consumo de alimentos néo
seja totalmente esclarecido pela literatura, os grupos ndo suplementados com EABF
apresentaram um aumento no consumo de ra¢do na Ultima semana experimental. Por
outro lado, o consumo de ragéo nos grupos suplementados com EABF foi maior do que
0 consumo no momento inicial, a partir da segunda semana experimental. Destaca-se
que o consumo de racdo desses grupos foi reduzido na primeira semana, indicando que
a reducdo no consumo alimentar foi uma resposta imediata ao EABF.

Embora os grupos ENT e ET tenham aumentado o consumo de racdo a partir da
segunda semana do estudo, a evolucéo diferiu entre eles. Enquanto o grupo ET manteve
0 Mesmo consumo nas semanas seguintes, o grupo ENT reduziu a ingestdo de racdo na
Semana 6 e Semana 7. Segundo Rodriguez Villanueva et al. (2018), essa oscilagdo no
grupo ENT pode ser atribuida ao sinergismo antagonico dos glicosideos das moléculas
das saponinas, que podem alterar a acdo desse metabdlito secundario. Além disso, de
acordo com Rodriguez Villanueva et al. (2018) e Wagner; Ulrich-Merzenich (2009), os
metabolitos secundarios com agao antimicrobiana sdo propensos a causar resisténcia ao
proprio efeito medicamentoso, reduzindo assim o efeito do composto a base de plantas
medicinais.

Segundo Tibana et al. (2018), o treinamento resistido agudo induz a uma
supressao alimentar, especialmente quando realizado com maior volume de séries. Em
um estudo cronico realizado com ratos submetidos ao TR até a exaustdo, Gonzaga,
(2019) mostrou que o TR foi capaz de reduzir o consumo alimentar. Em outro estudo,
realizado por Almeida et al. (2019), os ratos foram submetidos ao TR até a exaustdo por
12 semanas, receberam dieta hiperproteica e foram suplementados bocaiuva
(Acroccomia aculeata), os resultados sugeriram que apenas a associacdo do TR com
dieta hiperproteica produziu reducdo no consumo alimentar.

Embora nosso trabalho néo tenha sido delineado para identificar os mecanismos
pelos quais 0 TR atua como um sacietégeno, Ataeinosrat et al., (2022) mostraram que
essa modalidade esportiva foi capaz de reduzir o consumo de alimentos em ratos obesos
mediante interferéncia na concentracdo de leptina, grelina, peptideo semelhante ao
glucagon-1 (GLP-1), peptideo tirosina-tirosina (PYY), polipeptideo insulinotrépico
dependente de glicose (GIP) e colecistoquinina (CKK); principais hormdnios

reguladores do apetite e saciedade (Zanchi et al., (2017). Além disso, nesse estudo, a
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racdo oferecida continha aproximadamente 21 % de proteina, considerada hiperproteica
para roedores, segundo a AIN-93 - (Reeves et al., 1993). Nesse sentido, pode-se
esperar maior liberacdo de aminoacidos na corrente sanguinea e aumento na velocidade
de sintese proteica, acarretando em aumento de gliconeogénese para equilibrar as
demandas energéticas (Avila et al., 2018), explicando a reducdo no consumo alimentar
nos animais treinados.

Outro ponto a ser considerado, é o fato das saponinas atuarem no SNC como um
psicotropico, melhorando a qualidade do sono, controle do humor e reducdo de fadiga,
os quais podem refletir na reducdo do apetite, contribuindo para 0 menor consumo de
racdo quando associado ao TR (Hu et al., 2018; Zhao et al., 2018)

5.8.1.1.4 Resultados e discussao da ingestdo semanal de 4gua intragrupos

No que tange ao efeito da suplementacdo com o EABF no aporte hidrico, os
resultados mostraram que o aporte hidrico do grupo CNT foi significativamente maior
nas Sem 3 (52,52 g) > Sem 5 (51,0 g) > Sem 2 (49,7 g) > Sem 1 (47,2 g) > Sem 4 (46,4
g), do que nas Sem 7 (41,79 g) > Sem 8 (44,1 g) > Sem 6 (p < 0,05). Nao houve
diferenca significativa nas demais compara¢6es entre os demais momentos (p > 0,05).

Os resultados do grupo CT, mostraram que o consumo de &dgua nas Sem 5 (55,4
g) > Sem 1(50,6 g) > Sem 2 (49,7 g) foram significativamente maiores que 0 consumo
de &gua nas Sem 8 (46,0 g) > Sem 7 (45,0 g) > Sem 4 (45,3 g) > Sem 3 (44,6 g) > Sem
6 (44,1 g), p < 0, 05. N&o houve diferenca significativa na comparacao realizada entre
o0s demais momentos (p > 0,05).

No que se refere as analises dos diferentes momentos do grupo ENT, o consumo
de &gua foi significativamente maior na Sem 1 (52,2 g) do que o consumo na Sem 7
(45,4 g) > Sem 8 (41,7 g), p < 0,05. Nao houve diferenca significativa nas comparacoes
realizadas entre as Sem 2 (48,5 g) > Sem 3 (47,59) > Sem 4 (47,2 g) > Sem 5 (51,2 g) >
Sem 6 (46,8 g), p > 0,05.

Os resultados do grupo ET mostraram que o aporte hidrico foi
significativamente maior nos momentos Sem 2 (56,7 g) > Sem 5 (56,6 g) > Sem 3 (53,4
g) > Sem 4 (52,4 g) do que nas demais semanas avaliadas: Sem 1 (49,2 g) > Sem 8
(47,2 g) > Sem 7 (48,2 g) > Sem 6 (47,5 g). As analises dos demais resultados

mostraram que nédo houve diferenga significativa entre outros momentos experimentais.
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5.8.1.1.5 Resultados e discusséo da ingestdo semanal de dgua entre 0s grupos

Embora o TR resistido aumente a evaporacao de agua e o EABF ter sido obtido
de planta medicinal de acdo diurética (Bevevino; Sanioto 1994), ndo houve diferenca
entre 0S grupos em resposta aos protocolos experimentais entre 0s grupos nos momento
Sem 1, Sem 5, Sem 6 e Sem 8 ( p > 0,05). O mesmo aporte hidrico entre 0s grupos
controles e intervencdo pode estar associado a dose empregada em nosso estudo (2,33
mg/kg/MC), pois B. floribunda se mostrou diurética em experimento com dose superior
a 100 mg/kg/MC (Bevevino et al. 1994 a, b). Além do mais, segundo Maresh et
al,.(2004) e Judelson et al., (2008), mesmo que o aumento da sede seja uma resposta
fisiolOgica inerente a pratica esportiva, 0 maior aporte hidrico em resposta a percepecao
de sede é individual, razdo pela qual encontra-se desidratacao e baixo consumo de dgua
entre atletas.

No momento Sem 2, o consumo de &gua do grupo ET (49,2 g) foi
significativamente maior do que o consumo dos demais grupos (ENT 56,7 g; p = 0,002;
CT 48,5 g; 0,011; CNT 49,7 g; p = 0,012). Nao houve diferenca significativa no aporte
hidrico na comparacdo realizada entre os demais grupos (p > 0,05). Assim, foi
indubitavel que a combinacdo TR com o EABF promoveu a redugdo no consumo de
agua na semana seguinte a implementacdo do protocolo do estudo. Resposta coerente a
maior perda de agua pela presenca do treinamento fisico (Kraft et al., 2010)
concomitante a ingestdo de planta com efeito diurético (Bevevino; Aires, 1994 ;
Bevevino; Sanioto, 1994).

Em relacdo ao momento 3, o grupo ET (53,5, g) apresentou aporte hidrico
significativamente maior do que o consumo do grupo ENT (47,5 g; p < 0,001) e CT
(44,6 g; p = 0,039); ndo diferindo do grupo CNT (52,5 g; p = 0,003). O consumo de
agua do grupo CT foi significativamente menor, apenas, do que o consumo de agua do
grupo (p = 0,003). N&o houve diferenca no aporte hidrico nas comparagdes realizadas
entre os demais grupos.

No momento 4, o consumo de agua do grupo ET (52,4 g) foi significativamente
maior do que o apresentado pelos grupos CNT (46,4 g; p = 0,010) e CT (45,3 ¢; p =
0,039), néo diferindo significativamente do grupo ENT (47,18 g; p = 0,097). Nao houve
diferenca significativa nas comparagdes realizadas entre os demais grupos na Sem 4 (p
> 0,05). Tais resultados corroboram com respostas de maior aporte hidrico em reposta

ao TR associado com o EABF. Embora B. floribunda tenha acéo diurética (Bevevino;
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Aires, 1994 ; Bevevino; Sanioto, 1994), a dose de consumo popular dissociada do
treinamento de forca, ndo modificou o aporte hidrico per si.

No que se refere ao momento 7, o aporte hidrico foi maior no grupo ET (48,23
g), apenas em relacdo ao grupo CNT(41,8 g; p = 0,023), ndo diferindo dos demais
grupos de forma significativa (p > 0,05). As comparacdes realizadas entre os demais
grupos mostraram que ndo houve diferenca entre eles (p > 0,05). Assim, conclui-se que
a combinacdo do TR e a suplementacdo com o EABF aumentam a percepcdo de sede e
consequentemente, induzem a maior ingestdo de agua.

Embora a hidratacdo do roedor de laboratorio seja critica para a manutencao do
bem estar e saude do animal, e o estado de hidratacdo do roedor possa refletir
diretamente nos resultados de estudos pré-clinicos (Brasil, 2023), o conhecimento sobre
os mecanismos fisioldgicos relacionados a sede, hidratacdo e homeostase desse modelo
animal ainda sdo escassos, dificultando melhor compreensdo das intervengfes dos
experimentais mecanicistas envolvendo consumo de agua. Dessa forma, destaca-se por
meio dos nossos resultados, a complexidade de estudos envolvendo exercicios fisicos e
plantas medicinais. Entretanto, trazem possibilidades para novas hipoteses e estudos
com delineamento mecanicistas sobre o reflexo de sede e aporte hidrico e em estudos
envolvendo exercicios fisicos, segundo as diferentes modalidades, plantas medicinais e

alimentos funcionais.



Tabela 9 — Dados do consumo alimentar em resposta a suplementacdo com o EABF

Racéo
Momento CNT(g) CT(g) ENT(g) ET(g) Valor de p
entre grupos
Sem 1 23,48+0,51°° 23,28+0,36° "¢ 24,27+0,28 % 2P 22,39+0,43"¢ ¢ 0,015
Sem 2 26,34+0,51°° 24,52+0,28° P°¢ 25,82+0,49° 2P 23,84+0,18°5¢ P 0,000
Sem 3 25,53+0,35° @ 24,33+0,3° 2P 25,32+0,21° @ 23,68+0,28°5C P 0,000
Sem 4 23,93+0,30° 23,68+0,24° 24,40+0,22 ° 23,77+0,19°¢ 0,002
Sem 5 25,52+0,38 ° 2P 24,22+0,28° P ¢ 25,59+0,23° @ 23,93+0,22°%¢ ¢ 0,508
Sem 6 24,40+0,28° 23,69+0,27° 24,43+0,21" 23,16+0,33° 0,004
Sem 7 24,84+0,29° 2P 24,04+0,17 B2P 25,03+0,23"? 23,56+0,34°%¢°P 0,001
Sem 8 27,07+0,53* 26,49+0,52 " 26,91+0,46 ° 24,69+0,55°¢2 0,006
Valor de p p <0,05
Agua
Sem 1 47,23+1,29" 50,55+0,90 " 52,19+1,99” 49,23+0,68" 0,062
Sem 2 49,73+1,77" 49,68+1,57" 48,52+1,74" 56,66+1,97" % 0,007
Sem 3 52,52+1,74"2 44,59+1,57 © 47,46%1,70"° 53,50+2,984 2 0,009
Sem 4 46,36+1,38" 45,31+1,34° @ 47,18+1,31"B% 52,40+2,24" 2 0,013
Sem 5 51,00+1,91" 55,36+1,13" 51,20+1,96 56,56+2,08 " 0,067
Sem 6 44,62+1,66" 44,14+1,25° 46,75+1,70*F 47,45+1,74° 0,394
Sem 7 41,79+1,30° 2 44,98+0,94° 45,36+1,60° 48,23+1,91° 0,032
Sem 8 44,09+1,43" 45,99+1,15° 41,70+0,97° 47,17+1,6° 0,056
Valor de p p <0,05

Fonte: Autor, 2024.
Nota — Dados dispostos em média e erro padrédo da média. Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca entre as semanas. Letras minusculas diferentes
nas linhas indicam diferenca entre os grupos. CNT: grupo controle ndo treinado; CT: grupo controle treinado; ENT: grupo extrato ndo treinado; ET: grupo extrato
treinado.
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5.8.2 Consumo alimentar diario de racdo e eficiéncia alimentar

Os resultados referentes ao estado nutricional e a murinometria necessarias para
determinar a eficiéncia alimentar (energia metabolizavel e ganho de peso), encontram-se
dispostos nas Figuras 39.1, 39.2, 39.3, 39.4 e Tabela 10.

No que se refere ao consumo de racédo, houve efeito do treinamento e do EABF (F (3,
76) = 10,72; p < 0,0001) nos grupos. O pos
hoc de Tukey mostrou que o consumo de
racdo do grupo ET (23,68 = 0,26 g) foi
significativamente menor do que a ingestao
dos grupos CNT (25,29 £ 0,27 g; p <
0,0001) e ENT (2524 + 0,16 g; p <
0,0001). A comparacdo entre os grupos CT
(24,37 £ 0,23 g) e CNT (25,29 + 0,27 g) '™

mostrou que o consumo de racdo do grupo ComR ' ComsA

Convimo diario de racio ¢ sgua

Figura 38.1 - Consumo de ragdo e agua

Gramas | da (g)

treinado foi significativamente menor do e
gue o consumo do grupo nao treinado (p =
0,0358). A auséncia de diferenca significativa entre os grupos CT e ENT conferiu a
suplementacdo com o EABF a mesma efeito de reducdo no consumo de racdo que o
treinamento resistido sem a suplementagéo.

Os resultados do consumo diario de ragdo, corroboram com os os resultados realizados
para avaliar o consumo semanal, sendo o treinamento resistido a intervencado responsavel pela
reducdo do consumo alimentar. O EABF, sem o TR, foi capaz de reduzir a ingestdo de racéo
da mesma forma que o TR. Embora a literatura ndo esclareca totalmente esse fendmeno, a
reducdo no consumo de ragdo tém sido um efeito dessa modalidade esportiva. A exemplo dos
estudos de Avila et al., (2018); Lima et al., (2017) e Gonzaga et al., 2019), que avaliaram a
combinacdo de TR com dieta hiperproteica e identificaram o exercicio contra resisténcia com
acao na reducdo do consumo de ragéo.

Outro fator importante em nossos resultados foi a quantididade de ragéo ingerida pelos
grupos: CNT 25,29 + 0,27 g; CT 24,37 + 0,23 g; ENT 25,24 + 0,16 g e ET 23,68 + 0,26 g.
Tais valores encontram-se dentro das recomendagdes nutricionais para ratos saudaveis, sendo

a quantidade de 25 g/dia o valor referencial para o planejamento de um experimento com
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ratos (Brasil, 2023). Assim, constata-se que a suplementacdo com EABF e o treinamento
resistido contribuiram para a permanéncia do estado de saude dos animais.

Os resultados referentes ao aporte hidrico médio, conforme disposto na figura 36.1,
mostraram efeito sigificativo da intervencdo treinamento*EABF (F (3,76) = 6,148; p =
0,0008). Por meio do post hoc de Tukey foi possivel indentificar que a ingestdo de &gua no
grupo ET (51,23 + 1,03 g) foi significativamente superior a ingestdo dos grupos CT 47,56 +
0,76 g; ENT 47,16 £ 0,66 g; CNT 46,57 + 0,91 g), p > 0,05.

Embora as recomendacdes nutricionais para roedores ndo apresentem uma
recomendacdo para o aporte hidrico diario, Garcia (2021) considera 20 mL/dia, como valor
adequado a ingestdo diaria do roedor adulto. Dessa forma, nossos achados mostram que o
grupo ET ingeriu 2,6 vezes, e 0s demais grupos 2,4 vezes mais agua, do que o referencial de
Garcia (2021). Entretanto, as avaliagdes clinicas diarias, e 0 acompanhamento da evolugéo
ponderal, mostraram que 0s animais apresentaram permanente estado de euhidratacéo, estado
critico para avaliacdo da saude do roedor (Brasil, 2023). Por outro lado, em estudo realizado
com ratos submetidos ao TR e alimentados com dieta hiperproteica, Gonzaga (2019), mostrou
que ndo houve diferenca entre os grupos intervencdo e o grupo controle, sendo 40 ml, o
consumo medio diério de dgua por animal/dia.

Nossos achados sugerem que o aporte hidrico esté relacionado ao ambiente, tipo de
racdo e intervengdo experimental, a exemplo de Avila et al., (2018) que quantificaram
consumo de até 134 mL de agua/dia em ratos submetidos ao treinamento resistido e
alimentados com dieta hiperproteica. Em outro estudo, Ngakou Mukam et al., (2023)
identificaram que ratos induzidos ao diabetes tipo 2 consumiram até 30 mL de agua/dia.
Dessa forma, a normalidade para o aporte hidrico parece estar mais relacionada as respostas
comparadas ao grupo controle do estudo do que um referencial ou recomendacéo nutricional
especifica.

Na figura 39.2, encontram-se os resultados Figura 39.2 — Energia metabolizavel

do aporte energetico, 0s quais demonstraram que ” | o T e
houve interacdo EABF*treinamento resistido [F : . :
(3,76) = 8,936; p < 0,0001]. As multiplas ;’-:,u
comparagOes realizadas entre os grupos (Tukey) 2:‘
mostraram que a energia metabolizavel ingerida » 1
-

pelo grupo ET (8392 + 091 g) foi EM

Energia ingerida diariamente (keal)
significativamente menor do que a energia total Fonte: Autor, 2024
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metabolizavel ingerida pelos grupos CT (89,24 + 0,97 g; p = 0,0003) e ENT (89,44 + 0,82 g;
p = 0,0002), conforme o esperado devido o consumo de racéo.

No entanto, a comparacéo do aporte calorico entre o grupo CT (86,38 £ 0,55 g) e seus
pares mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os eles (p < 0,05), diferentemente
do ocorrido no consumo de ragdo em gramas. A aparente incongruéncia quanto ao consumo
de racdo (g) e o aporte calorico (kcal) quantificados nos grupos CT e ENT, pode estar
relacionada a quantidade de ingredientes que compdem a ragdo, visto que todos apresentam
massa passivel de determinacdo em gramas, mas apenas os carboidratos, lipideos e proteinas
fornecem energia metabolizavel (IOF, 2002), conforme disposto no subtitulo 5.5 e Tabela 2.

Nas figuras 39.3A e 39.B estdo expostos os resultados referentes a massa corporal, 0s
quais mostraram interacao treinamento*suplementacdo EABF na evolucéo ponderal [F (3,73)
= 6,414; p = 0,0006], efeito no momentos[F(1,73) = 2430; p < 0,001] e no grupo [F(73,73) =

4,365; p < 0,0001]_ A Figura 39.3A - Evolucdo MC Figura 39.3B — Diferenca MC entre

bl oS wCT wENT W7 grupos
comparagdo  entre  0S

grupos, no momento

inicial, mostrou que havia

Masis o arpersl ()

homogeneidade de MC
(Tukey, p > 0,05).

Contudo, no momento

K e

Livttndo tempe

final, a MC do grupo ENT — e

(452,02 + 8,11 g) foi significativamente maior do que a fnéséa{ corporal dos grupos CT
(408,38 £ 9,50 g; p = 0,0003) e ET (413,22 £ 8,71 g; p = 0,0011). Enquanto a MC do grupo
CNT (436,97 £ 8,48 g) foi significativamente maior, apenas, do que a MC do grupo CT (p =
0,0377).

A MC corporal foi significativamente maior no momento final do que no momento
inicial, caracterizando o efeito do tempo dessa variavel. Além do mais, esses resultados
expressam a homogeneidade ponderal entre os grupos no momento inicial. Desta forma,
sendo 0 aumento de peso corporal inerente a fisiologia do roedor saudavel (Nery et al., 2011),
nossos resultados revelam que o ambiente experimental foi adequado para a manutencéo e
promogcéo da saude dos roedores e auséncia de toxicidade ou efeitos adversos do uso cronico
do EABF (Brasil, 2023; Malone; Robichaud, 1962; OECD, 2022).

No que tange a MC no momento final, houve diferenca consideravel entre 0s grupos.
Embora a diferenca com significancia estatistica tenha ocorrido apenas entre os grupos ENT,

guando comparado com os grupos treinados (CT e ET) e o grupo CNT em relacdo ao CT, a
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diferenca ponderal em gramas entre os foi superior a 25 g, sendo este um valor significativo
guanto ao curto ciclo de vida e massa corporal total dos ratos. Além disso, a auséncia de
diferenca estatistica entre os grupos ENT e CT sugere que a suplementacdo com o EABR
atuou com o0 mesmo efeito do TR na minimizagdo do aumento da MC em oito semanas. Outro
ponto considerado foi o maior peso corpéreo do grupo ET do que o peso do CT, visto que
corrobora maior peso corpdreo nos grupos suplementados com EABF. Devido a relevancia da
MC para a salde e bem estar do roedor, além dessa variavel ser critica para avaliar efeito de
intervencOes em estudos realizados com roedores, recomendamos fortemente realizagdo de
experimento com delineamento especifico para avaliar o efeito do EABF na massa corporal.
Conforme  disposto na figura 394, Figura 39.4 — Peso corporal ganho durante o
avaliacdo do peso ganho durante o estudo, mostrou experimento
interacdo peso ganho*EABF (F(3,76) = 6,107; P = . ; ; e
0009). O post hoc de Tuney permitiu a identificagdo

do grupo ENT (176,45 + 6,87 g) com ganho de peso  jus
significativamente superior aos grupos CT (145,33
+ 6,54 g; p=0,0043); ET (143,90 £ 3,71 g; p =
0,0026) e CNT (163,19+7,36; p = 0,448).

Os resultados mostraram que 0 peso ganho o

Peso ganho (g)

pelo grupo ENT foi significativamente maior, que o Pt . 3008

peso ganho pelos grupos CNT, CT e ET, p <0,05. Nossos resultados sugerem que o
treinamento de forca, foi capaz de minimizar o ganho de peso corporal, corroborando com 0s
resultados de Gonzaga, (2019). Embora o efeito do tempo tenha sido igual sobre o ganho de
peso nos grupos controle (CNT e ENT), a acdo do TR na minimizac¢do do ganho de peso, foi
observado apenas no grupo ENT, sugerindo que o EABF favoreceu maior ganho ponderal. Ao
gue nos consta, esse é o primeiro estudo realizado com B. floribunda, ndo sendo possivel
explanar sobre a acdo do EABF no ganho de peso. Contudo, nosso trabalho cumpriu a
finalidade de um estudo experimental em modelo animal, ao fornecer resultados plausiveis

para estabelecimentos de novas hipdteses de pesquisas.
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No que se refere a eficiéncia alimentar (EA), - 39.5 _ Eficiéncia alimentar
conforme disposto na figura 39.5 (ao lado), ndo o R o——
houve efeito da intervencdo EABF*treinamento [F |
(3,76) = 1,382; p = 0,2547). Dessa forma, todos 0s
grupos apresentaram a mesma capacidade de

o EA (MY

tranformar a energia metabolizavel da racdo ingerida
em MC (ENT 8,43 £ 0,28 % < CNT 7,86 £ 0,36 %; .
ET 7,89 £ 0,26 % < CT 7,52 £ 0,36 %).

EA

A EA é uma varidavel atrelada a massa Foute: Awor, 2024

corporal final, o ganho de peso e aporte caldrico didrio, a qual reflete o impacto da
intervencdo na condicdo fisioldgica do roedor para transformar o alimento ingerido em massa
corporal. Assim, embora 0s grupos experiementais ndo tenham apresentado uniformidade no
consumo alimentar, aporte calérico, ganho de peso, massa corporal final e nem no gasto
energetico diério, a taxa de eficiéncia alimentar mostrou que 0s animais apresentaram a
mesma capacidade de sintetizar massa corporal a partir da racdo ingerida. Dessa forma,
infere-se que as condigdes ambientais, 0 bom estado nutricional e a preservacao da saude dos
animais contribuiram para o completo desenvolvimento e crescimento dos animais, refletindo
a inocuidade do EABF para a satde (Brasil, 2023; Nery et al., 2011).

Estudos anteriores ao nosso, mostraram que a EA pode variar em resposta a
intervencdo ou as condicOes fisioldgicas do modelo animal. A exemplo de Medeiros et al.,
(2021), que ndo encontraram diferenca entre os grupos na EA de ratos submetidos ao TR, e
alimentados com dieta hiperproteica, quando comparados com 0s grupos controle. Por outro
lado, Gonzaga, (2019), mostrou que animais recebendo dieta normoproteica e submetidos ao
TR apresentaram menor EA, do que os animais que receberam dieta hiperproteica e foram
submetidos ao treinamento de forca. Por outro lado, Nery et al., (2011), submeteram ratos a
trés sessbes de natacdo por semana, 0S quais receberam dieta comercial convencional,
obtendo como resultado a mesma EA entre os grupos, ndo diferindo a realizacdo das sessoes
de exercicios fisicos. Dessa forma, sugere-se gque a eficiéncia alimentar altera segundo o tipo
de dieta ou suplemento e ndo em resposta a0 maior gasto energético decorrente do
treinamento.

No que tange aos dados murinométricos, dispostos na Tabela 10, cujas analises foram
realizadas pelo teste de ANOVA de duas vias e post hoc de Tukey. Os resultados do

comprimento nasoanal mostraram efeito do fator tempo [F (1.32) = 2,919; p < 0,0001],
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auséncia de efeito da suplementacdo com o EABF [F (2.973; 130.8) = 1,508; p = 0,2158] ou
interacdo treinamento e EABF [F (3.132) = 0,4544 ; p = 0,7146].

A anélise estatistica demonstrou homogeneidade no comprimento dos animais, tanto
no inicio quanto no final do experimento. Apesar de terem atingido a idade adulta, é plausivel
inferir que as condigfes ambientais e o tratamento dispensado tenham promovido o
crescimento total dos ratos. Esse resultado corrobora quanto a inocuidade para a salude e
desenvolvimento do EABF (Brasil, 2023).

Em relacdo ao IMC, houve efeito do fator tempo [F (1,69) = 429,3; p < 0,0001), com
diferenca no IMC entre os grupos [F (69.69) = 1.639; p = 0,0209]. Contudo, ndo houve
interacdo treinamento*EABF [F (3.69) = 2,299; p = 0,0850). A analise do fator tempo
mostrou maior IMC no final, do que no momento inicial, conforme esperado devido a
homogeneidade na estatura, e maior massa corporal no momento final. Mediante o post hoc
de Tukey, observou-se que o IMC dos grupos nao treinados foi significativamente superior ao
IMC do grupo controle ndo treinado: CNT > CT (p = 0,0333); ENT > CT, (p = 0,0059).

As andlises das circunferéncias toréacicas e circunferéncias abdominais foram
realizadas pelo teste ANOVA de duas vias e 0 post hoc, foi o de Tukey. Os testes mostraram
gue ndo houve interacdo entre a suplementacdo com o EABF e a murinometria [F(9, 228) =
1,929; p = 0,489], houve diferenca significativa no fator tempo [F(2, 127; 1,617) = 917,5; p <
0,0001], sem efeito entre os grupos [F(3, 76) = 2,489; p = 0,067] e diferenga significativa
intragrupos [F(76, 228) = 3,588; p < 0,0001]. Conforme consta na Tabela 6, ndo houve
diferenca significativa nas CT_I e CT_F, entre os grupos nos momentos iniciais e finais (p >
0,05). Assim, em relacdo a circunferéncia toracica, os animais apresentavam homogeneidade
nessa variavel no momento inicial e no término final, de modo que as intervences do
treinamento e a suplementacédo, ndo afetaram essas medidas. Em relacdo a circunferéncia da
cintura, o grupo CT apresentou CC_1 significativamente menor, do que os demais grupos (p <
0,05). No entanto, no momento final, ndo havia diferenca significativa dessa variavel entre os
grupos (p > 0,05). Tais resultados sé&o correspondentes ao efeito do treinamento e da
suplementacdo na uniformizacdo da CC em resposta ao tempo transcorrido entre 0s momentos
inicial e final do estudo.

Assim, considerando que O IMC e as circunferéncias toracicas e da cintura, sao
preditores de transtornos metabdlicos, 0 nosso estudo sugere que o TR foi capaz de minimizar
0 ganho de peso e favorecer menor IMC e menor circunferéncia abdominal, corroborando
com os resultados de Ramos et al, 2017, quanto a capacidade do TR minimizar ganho de

peso, IMC e circunferéncia abdominal, sendo este, um importante tratamento néo
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farmacoldgico contra comorbidades da obesidade e minimizacdo de complicacdes do diabetes
do tipo 2 (Yoon, 2022).

Tabela 10 - Dados murinométricos comparativos entre 0s momentos inicial e final dos grupos
experimentais

Variaveis CNT CT ENT ET p
Comp_I (cm) 22,67+0,14 22,36+0,20 22,59+0,18 22,33+0,21 0,467
Comp_F (cm) 24,82+0,21 24,89+0,19 24,96+0,19 24,51+0,23 0,417
IMC_I (g/cm?) 0,54+0,01 0,53+0,01 0,54+0,01 0,54+0,01 0,865
IMC_F (g/cm?) 0,71+0,19° 0,66+0,12° 0,72+0,11° 0,69+0,20°%° 0,029
CT_I 14,04+0,16 13,83+0,13 14,00+0,12 13,66+0,12 0,060
CT F 16,18+0,11 16,03+0,19 16,31+0,15 16,44+0,15 0,552
CC | 16,16+0,162° 15,65+0,23" 16,54+0,16° 15,750,162 0,018
CC F 19,31+0,18 18,89+0,20 19,51+0,18 19,15+0,18 0,155

Fonte: Autor, 2024.
Nota: Dados dispostos em média e erro padrdo da média. Comprimento: efeito do fator tempo [F (1.32) = 2,919;
p < 0,0001]. IMC: efeito do fator tempo [F (1,69) = 429,3; p < 0,0001) e entre os grupos [F (69.69) = 1.639; p =
0,0209] momento final. Letras diferente na mesma linha corresponde a diferenca estatistica entre os grupos.
Comp_I — comprimento aferido no recebimento dos animais. Comp_F — comprimento aferido antes da eutanasia.
CNT: grupo controle ndo treinado; CT: grupo controle treinado; ENT: grupo extrato ndo treinado; ET: grupo
extrato treinado.

Os resultados das medidas murinométricas sdo concordantes com o efeito do TR na
minimiza¢do do aumento da MC, assim como a inocuidade do EABF para a satde dos
animais. De modo que, ao término do experimento, 0s animais ndo apresentaram diferenca
no nasoanal, cincunferéncia toracica e circunferéncia abdominal. Em relacdo ao IMC, essa
variavel foi concordante com o efeito do TR na reducdo do aumento corporal e consumo de

racao.

5.8.3 Dados murinométricos

5.8.3.1 Composicgao corporal

Na Tabela 11, encontram-se os dados referentes a composicdo corporal, 0s quais
foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via e o post hoc de Tukey. No somatério do
peso dos sitios de gordura da cavidade abdominal (gordura total), o grupo ENT, foi
significativamente maior, que a gordura total apenas na comparagdo com o grupo ET (p =
0,0435). Ndo houve diferenca significativa entre as comparacdes realizadas nos demais
grupos.

Em relagdo ao peso dos sitios de gordura da cavidade abdominal em separados, ndo

houve diferenca significativa entre os grupos para o sitio de gordura perirrenal F (3, 76) =
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0,5814; p = 0,629; retroperitoneal (F(3, 76) = 2,423; p = 0,723); epididimal F(3, 76) = 2,032;
p = 0,116; e retroperitoneal, F(3, 76) = 2,423; p = 0,072. Houve interacdo intervencdo*EABF
no sitio de gordura omental (F(3, 76) = 3, 389; p = 0,022) e mesentérica ( F(3, 76) = 3,777; p
= 0,0139). A massa (g) da gordura omental foi significativamente maior no grupo ENT, do
que a massa do grupos CT, p = 0,0262. Nao houve diferenga na comparagéo entre os demais
grupos, p > 0,05. No que se refere ao sitio mesentérico, o grupo ENT foi significativamente
mais pesado, apenas, do que o grupo ET (p = 0,0101). N&do houve diferenca significativa entre
0s demais grupos (p > 0,05).

Em relacdo aos sitios de gordura omental e o mesentérico, ambos pertencem ao
sistema enddcrino, atuando de forma significativa na competéncia imune e metabolismo
energético (Di Nicola, 2019). Na obesidade, encontram-se aumentados em peso, atuando na
secrecdo de citocinas inflamatdrias, as quais aumentam o processo inflamatdrio da obesidade
e o risco de doencas cardiovasculares, e morte por todas as causas (Bilski et al. 2019).
Segundo Di Nicola, (2019), o aumento da gordura omental esta relacionado com o
sedentarismo, engquanto a mesentérica ndo tem uma etiologia especifica. Contudo, os dois
tecidos estdo associados a transtornos metabdlicos e doencas cronicas. Nesse caso, a
mesentérica atua nas doencas intestinais, a exemplo do cancer e doenga de Crohn (Bilski et al.
2019).

Para maior compreensdo dos resultados referentes & composigdo corporal, considerou-
se 0s Orgdos da cavidade abdominal e toracica, além dos sitios de gordura, como tecidos
moles, ndo relacionados ao tecido livre de gordura, os quais foram nomeados como massa de
tecidos moles (MTM), e massa livre de gordura (MLG). Dessa forma, por meio da ANOVA
de uma via, constatou-se que houve efeito do treinamento*EABF na MTM e MLG [F (3, 152)
= 3,292; p = 0,0223), na composic¢do corporal [F (1, 152) = 6437; p < 0,0001), e nos grupos
[F (3, 152) = 6,845; p = 0,0052). Os resultados da comparacéo entre 0s grupos mostraram que
ndo houve diferenca significativa quanto a MTM (Tukey; p > 0,05). Em relagdo a MLG, a
comparacdo entre 0s grupos, mostrou que a MLG dos grupos ndo treinados foi

significativamente superior, a MLG dos grupos treinados, p < 0,05).
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Em relacdo aos oOrgdos das cavidades abdominal e toracica, nossos resultados

mostraram que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos, exceto nos testiculos.

Confrome descrito abaixo:
rins F (2,796, 53,12) = 0,4310; p = 0,710;
baco F (2,761, 52,46) = 1,945; p = 0,1382;

figado F (2,663, 50,59) = 0,2556; p = 0,8345;
coragdo F (2,722, 51,72) = 0,3058; p = 0,8021;
pancreas F (3, 76) = 2,430; p = 0,0717;
pulmdes F (3, 76) = 1,513, p = 0,2179;
intestinos F (3, 76) = 2,097; p = 0,1077,
Mdsculo gastrocnémio F (3, 76) = 1,257;p = 0,2950;
Mdsculo séleo F (3, 76) = 0,4813; p = 0,6963,;

Testiculos F (3, 76) = 3,718; p = 0,0149.

Tabela 11 - Efeito do EABF na massa (g) dos sitios de gorduras da cavidade abdominal e
Orgdos da cavidade toracica e abdominal dos grupos experimentais

Parametros CNT CT ENT ET F p

Omental 1,45+0,1*" 1,14+0,1° 1,56+0,8° 1,51+0,2*° 3,389 0,022
Perirrenal 1,50+0,2 1,57+0,2 1,74+0,1 1,52+0,1 0,581 0,629
Retrop 7,28+0,5 6,45+0,4 7,28+0,5 5,90 +0,4 2,423 0,072
Epididimal 9,55+0,4 8,54+0,4 9,62+0,5 8,37+0,6 2,032 0,116
Mesentérica  6,21+0,3*"  5,70+0,3*" 6,96+0,6 5,20+0,3° 3,777 0,014
Gord. total ~ 25,98+1,1%" 23,39+1,1%"  27,16+1,4%  22,51+1,6" 3,152 0,029
MLG 376,59+7,5° 352,80+7,7° 388,03+6,9° 355,44+75° 3,292 0,001
MTM 62,92+1,7 58,40+1,8 63,99+1,9 57,78+1,7 3,292 0,908
Testiculo 1,70£0,3*®  1,57+0,53" 1,74+0,3 1,75+0,6° 3,718 0,016
Rim 1,41+0,4 1,36+0,4 1,35+0,3 1,36+0,5 0,431 0,704
Baco 0,83+0,3 0,73+0,2 0,81+0,3 0,79+0,4 1,945 0,138
Figado 14,74+0,4 14,6620,5 14,75+0,2 14,34+0,4 0,256 0,868
Coragéo 1,17+0,04 1,15+0,03 1,17+0,04 1,20+0,1 0,306 0,872
Pulmao 1,80+0,1 1,71+0,1 1,59+0,1 1,71+0,1 1,513 0,218
Pancreas 2,31+0,5 2,00+0,1 1,67+0,1 1,68+0,1 2,430 0,072
Intestinos 13,04+0,4 12,9240,5 14,24+0,8 12,44+0,4 2,097 0,108
Musc. Gastr  2,91+0,1 2,710,1 2,83+0,1 2,7610,1 1,257 0,295
Musc. S6leo 0,21+0,01 0,27+0,1 0,22+0,02 0,20+0,01 0,489 0,696

Fonte: Autor, 2024.

Nota: dados em média + erro padrdo da média. Retrop — retroperitoneal. Gord. Total — gordura total (somatdria
das gorduras omental, perirrenal, retroperitoneal, epididimal e mesentérica). Musc. Gastr musculo -
gastrocnémio. Musc sdleo — musculo sleo. MTM - massa de tecidos moles. MLG - massa livre de
gordura.CNT: grupo controle ndo treinado; CT: grupo controle treinado; ENT: grupo extrato ndo
treinado; ET: grupo extrato treinado.
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Assim, nossos resultados sugerem que o TR, foi a intervencdo capaz de melhorar a
composicdo corporal dos animais. Por outro lado, a auséncia de diferenca ha MTM, mostra
que os exercicios fisicos, assim como o EABF, ndo expressaram efeito detectavel no peso
desse compartimento fisico. Destaca-se que o total de gordura visceral foi menor no grupo
ET, embora ndo tenha influenciado na MTM.

Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida et al., (2019) e LIMA et al.,
(2018), que obtiveram reducdo de gordura abdominal, em resposta ao TR associado com
suplementacdo de bocaiuva e proteinas, respectivamente. Dessa forma, consideramos efeito
sinérgico na combinacdo de suplementos nutricionais com TR na melhora da composicao
corporal com maior redugdo na massa dos sitios de gordura visceral. Essa hipotese é
justificada por Blundell et al., (2015), Egan; Zierath, (2013) e Hughes et al., (2018), que
relatam aumento de forca e massa muscular, assim como maior recrutamento de fibras
musculoesqueléticas, as quais respondem a contracdo voluntaria repetitiva com maior
secrecdo de miocinas, (Zunner et al., 2022), substancias capazes de promover reducdo do
tecido adiposo. Além disso, segundo Lee et al. (2024), os flavonoides sdo capazes de
aumentar producdo de miocinas, mesmo na auséncia do exercicio fisico. Assim, embora 0
papel da suplementacdo como potencializador do emagrecimento nao esteja totalmente
esclarecido, nossos resultados confirmam maior emagrecimento na combinagdo TR com
suplemento nutricional.

Concernente ao peso dos orgao das cavidades toracica e abdominal, nossos achados
sdo coerentes quanto a auséncia de toxicidade do EABF (Malone; Robichaud, 1962; OECD,
2022). Além do mais, confirmam nossos achados no teste de toxicidade oral aguda, assim
como os resultados apresentados no estudo agudo.

No que se refere aos testiculos, o grupo CT apresentou menor massa do que 0s demais
grupos. Embora nédo se tenha encontrado resultado semelhante na pratica de exercicio contra
resisténcia, no treinamento aerdbio ha reducdo no peso dos testiculos. Silva et al., (2022)
relataram que o aumento das espécies reativas de oxigénio, comumente aumentadas no
treinamento aerdbio intenso é capaz de reduzir a expressdo de RNA e consequentemente
menor sintese de proteinas. Assim justificando a reducgéo nas areas dos tubulos seminiferos e
espessamento da lamina basal dos testiculos reduzindo a massa dos testiculos. Em ratos
obesos submetidos ao treinamento resistido, Punhagui et al., (2018) encontraram redugdo na
area do tubulo seminifero, porém sem alteracdo no peso dos testiculos. Em todo caso, nosso

achados sugerem que a suplementacdo com o EABF atuou como protetor contra a acdo do TR
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responsavel pela redugdo da massa testicular encontrada nos animais submetidos a oito

semanas de treinamento até a exaustao.

5.8.4 Capacidade de carregamento maximo (forca muscular)

Os dados referentes a CCM (forca) dos animais estdo dispostos na Tabela 12, cujos
resultados sobre o efeito do EABF na forga muscular dos ratos submetidos a oito semanas de
TR, foram analisados mediante teste estatistico ANOVA de duas vias e post hoc de Tukey. Os
resultados mostraram que houve interagdo tempo*EABF (F = 3,101; p = 0,004) e efeito do
tempo (F = 385, 922; p < 0,001) e do fator tempo.

No que diz respeito aos resultados da capacidade de carregamento maximo
intragrupos, as multiplas comparacdes realizadas entre cada um dos oito momentos
experimentais revelaram um aumento progressivo na for¢ca muscular a cada novo ajuste de
carga semanal (p < 0,001), com excec¢do das comparacdes entre a Semana 7 € a Semana 8 no
grupo CT (p = 0,240), e entre os momentos Sem 8 e Sem 7 (p =0,119), e Sem 7 e Sem 6 (p =
0,154) no grupo ET. Por outro lado, os resultados das multiplas comparagdes realizadas entre
0s grupos revelaram que o aumento da forga muscular no grupo ET foi significativamente
maior do que no grupo CT nos momentos Sem 6 (p = 0,018), 7 (p = 0,022) e 8 (p = 0,013).

Nossos resultados em relacdo ao aumento progressivo de forca intragrupos
corroboram com a literatura sobre adaptagdo neuromuscular no treinamento resistido (TR),
que geralmente se inicia com um rapido aumento de forga, seguido por um progresso mais
gradual até atingir um platd (Hughes et al., 2018). Essa adaptagéo é otimizada pelas variaveis
do treinamento resistido (ACSM, 2009), o que permite um continuo aumento no desempenho.
Em nosso experimento, observamos que o platd ocorreu a partir da semana 6 no grupo ET e
da semana 7 no grupo CT, resultante da periodizacdo linear e das sessOes de treinamento
realizadas até a exaustio (Gonzaga, 2019). E importante destacar que os mecanismos de
neuroadaptacdo em resposta ao treinamento resistido ainda ndo foram totalmente
compreendidos em termos de cronologia, devido a dependéncia do manejo dos principios do
TR e a influéncia dos suplementos nutricionais (ACSM, 2009; Dinan et al., 2022; Kerksick et
al., 2018).

As andlises comparativas entre 0s grupos, mostraram que o aumento de forca do grupo
ET foi significativamente superior ao grupo CT a partir da Sem 6, (p = 0,018). Tais resultados
repetiram-se nas Sem 7 (p = 0,022) e Sem 8 (p = 0,013). Essa diferenca de forca entre 0s
grupos caracteriza que o EABF apresentou efeito ergogénico, ou seja, foi capaz de aumentar o
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rendimento em grupo treinado de forma a diferenciar o efeito do suplemento nutricional da
modalidade esportiva realizada. Resultados semelhantes foram encontrados com a creatina
monohidratada (Dinan et al., 2022) e proteinas do soro do leite (CHEN et al., 2014), porém
com plantas medicinais 0s estudos ainda sdo escassos.

O Tribulus terrestris e Gingko biloba, plantas medicinais ricas em saponinas
triterpénicas, tém sido estudadas como capazes de melhorar o rendimento esportivo (Sha’ari
et al., 2021), sendo o Gingko biloba, aplicado no treinamento aerobio e o Tribulus , no TR,
porém, sem efeito ergogénico (kerksik et al., 2018). Ao que nos parece, esse foi o primeiro
trabalho realizado com planta medicinal no TR resistido, usando a dose segundo a tradicdo
popular, com resposta positiva para 0 aumento do rendimento. Embora o EABF tenha se
mostrado capaz de aumentar a forca muscular, o desconhecimento dos metabdlitos

secundarios e as quantidades presentes na dose testada foi uma limitacdo em nosso estudo.

Tabela 12 - Evolugédo da forga muscular em oito semanas de treinamento

Momento CT(g) ET(g) p entre grupos

Sem 1* 277,17+7,13 287,93+11,76 0,626
Sem 2* 338,80+10,87 337,37+15,36 0,948
Sem 3* 393,12+9,96 396,80+16,88 0,869
Sem 4* 462,65+13,23 469,82+16,68 0,746
Sem 5* 510,03+12,91 543,05+17,03 0,137
Sem 6 555,78+25,02 ® 609,05+16,13 ® 2 0,018
Sem 7 593,70+17,44 A B 645,05+15,06 * B 2 0,022
Sem 8 626,90+19,03 A 682,54+16,10 ** 0,013
p intragrupos <0,001 < 0,001

Fonte: Autor, 2024.
Nota — Dados dispostos em média e erro padrdo da média. Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam
diferenca entre as semanas. p < 0,05. Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca entre os grupos.
* houve diferenca significativa intragrupos entre os momentos Sem 1 ao Sem e ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos. Sem 1 semana 1, Sem 2 semana ... Sem 8 semana 8. CT: grupo controle treinado. ET: grupo
extrato treinado. CNT: grupo controle ndo treinado; CT: grupo controle treinado; ENT: grupo extrato nédo
treinado; ET: grupo extrato treinado.

5.8.5 Efeito do EABF na glicemia pés-treinamento agudo e cronico

Conforme consta na figura 40, mediante o teste ANOVA de duas vias, 0s resultados
mostraram que ndo houve interacdo intervencdo EABF nos grupos [F (3, 36) = 0,2507; p =
0,8603]. Nao houve efeito entre os animais (intragrupo) [F (1, 36) = 0,007184; p = 0,9329],
assim como nédo houve efeito do tempo [F (3, 36) = 0,3058; p = 8210] na glicemia aferida nos

momentos 30 minutos e 48 horas apds a ultima sesséo de treinamento.
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Figura 39 - Glicemia avaliada nos momentos 30 minutos e 48 horas ap6s a ultima sesséo de
treinamento
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Fonte: Autor, 2024.
Nota: . CT: grupo controle treinado. ET: grupo extrato treinado. CNT: grupo controle ndo treinado; CT: grupo
controle treinado; ENT: grupo extrato ndo treinado; ET: grupo extrato treinado.

A similaridade entre a glicemia dos grupos suplementados com o EABF e 0s grupos
controles sdo coerentes com a auséncia de toxicidade ou alteracdo no metabolismo da glicose
decorrente da suplementacdo com o EABF. Embora as plantas medicinais ricas em saponinas
tenham acdo hipoglicemiante, essa bioatividade ndo ocorreu em nosso experimento (Xu et al.,
2018). Da mesma forma, o TR resistido associado ou ndo com o EABF, nédo alterou as
concentracdes de glicose no sangue dos animais.

Lima et al., (2017) e Gonzaga (2019), em experimento com ratos adultos saudaveis
submetidos ao TR, obtiveram como resultados que essa modalidade esportiva ndo alterou o
metabolismo da glicose, independente se foi executado em dgua ou em escada vertical.

Dessa forma, considera-se que a suplementacdo com o EABF foi indcua a saude dos
animais e sua ingestdo diaria durante oito semanas, nao afetou o metabolismo da glicose

quando ingerido na dose de 2,33 mg/dia/MC.

5.8.6 Testosterona e DHEA

Na Tabela 13 estdo dispostos os resultados referentes as concentracdes dos hormonios
testosterona e DHEA, os quais foram medidos no momento inicial, 30 minutos (agudo) e 48
horas (crbnico) apds a ultima sessdo de treinamento. Os dados foram avaliados pelo teste
ANOVA de duas vias de medidas repetidas, os resultados mostraram efeito do tempo nas

concentracOes de testosterona no soro [F (1, 33) = 7,207; p = 0,0113]. Ndo houve efeito
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intragrupo [F (3, 33) = 1,355; p = 0,274], assim como ndo houve interacdo
EABF*treinamento F (3, 33) = 0,3057; p = 0,8210. Em relacdo aos DHEA, os resultados ndo
expressaram intervencdo nos grupos (TR*EABF) [F (1,178, 3,533) = 2,914; p = 0,1747],
assim como ndo houve efeito intragrupo [F (3, 9) = 0,6276; p = 0,6151] ou no tempo [F (1,
33) = 0,002026; p = 0,9644]. Os niveis de DHEA nos testiculos foram analisas por meio do
teste ANOVA de uma via, 0s quais mostraram que ndo houve efeito da intervencdo nas
concentracfes do hormonio precursor de testosterona [F (1,178, 3,533) = 2,914; P=0,1747],
assim como néo houve efeito intragrupo F (3, 9) = 0,6276; P=0,6151.

Dessa forma, os métodos aplicados em nosso estudo, mostraram que as intervencgdes
treinamento resistido até a falha e a suplementacdo com o EABF, ndo alteraram as
concentrages de testosterona ou DHEA no soro, nos momentos indicativos de resposta aguda
ou cronica. Nossos achados sdo concordantes com West et al. (2010), quanto ao aumento de
forca, estar relacionado as respostas adaptativas neuromusculares, e ndo, com aumento nas
concentracBes dos horménios sexuais masculinos, testosterona (Vingren et al., 2010;
Schroeder et al., 2013; Hughes et al., 2018). Por outro lado, sugerem que o TR até a falha ndo
eleva as concentracdes de testosterona da mesma forma como ocorre no TR resistido para
aumento de forca muscular (8 séries de 6 repeticdes com 45% de 1RM) ou hipertrofia (10
séries de 10 repeticGes com 75 % de 1 RM) (Turtgut et al., 2021).

Quanto ao DHEA, nossos achados mostraram que o TR realizado até a fadiga, nao
alterou a sintese desses hormonios nos testiculos, ou as concentragdes no plasma desses
hormdnios. Embora esse hormonio esteja associado com aumento de for¢a muscular, Sato et
al. (2012), ndao h& um consenso quanto a maior concentra¢do no soro e maior forca muscular,
especialmente entre idosos Baker et al. (2011). Segundo Sato; lemitsu (2018), o efeito do
DHEA, é dependente dos receptores hormonais disponiveis, e concentracdes de cortisol
dentro dos parametros de normalidade, razdo pela qual, os resultados de estudos podem diferir
de acordo com o método adotado. Destaca-se que 0 TR pode elevar as concentragcdes do
cortisol, contudo, ndo foi uma variavel analisada em nosso estudo. Além do mais, a glicemia,
concentracbes de testosterona, DHEA no soro e nos testiculos, sdo coerentes com
normalidade, mesmo diante do ambiente considerado estressor pelo exercicio fisico, e
manuseio constantes (American Society Physiological, 2006; Brasil, 2023; Percie du Sert et
al., 2020)
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Tabela 13 - Concentracdo dos hormonios testosterona nos momentos inicial e final, DHEA no
momento final

Momento CNT CT ENT ET Valor de p
Testosterona
Inicial_30’ 0,84+0,08 0,84+0,12 0,98+0,08 0,79+0,08 0,578
3P T 1,02+0,09 1,08+0,09 1,10+0,08 0,89+0,11 0,274
Inicial_48 h 0,67+0,12 0,77+0,09 0,72+0,10 0,77+0,10 0,836
48hP.T 0,89+0,05" 0,99+0,10" 0,92+0,13" 0,98+0,12" 0,011
Valor de p 0,054 0,063 0,171 0,359
DHEA

30’ P_T soro 7,92+0,54 7,62+0,62 7,56+0,74 6,52+0,72 0,502
48 h P_T soro 6,41+0,61 7,71+0,46 7,92+0,52 7,80+0,35 0,118
Testiculos 2,40+0,34 3,73+0,09 1,68+0,88 1,73+0,47 0,175
Valor de p 0,083 0,914 0,700 0,124

Autor: Autor, 2024.
Nota: Resultados em média e erro padrdo da média. Letra minGscula na linha indica efeito significativo entre
momento final e o inicial. Inicial 30’ — dado coletado no inicio do estudo e comparado com 0s animais
no momento 30’ pos-treino (30” P_T). . Inicial 48h — dado coletado no inicio do estudo e comparado
com 0s animais no momento 48h pos-treino (48h P_T). CNT: grupo controle nédo treinado; CT: grupo
controle treinado; ENT: grupo extrato ndo treinado; ET: grupo extrato treinado.

5.9 Estudo Libido

Os dados referentes aos testes para analise do comportamento sexual dos ratos,
encontram-se na tabela 14. As analises foram realizadas pelo teste de Friedman, que mostrou
ndo ter ocorrido diferenca no comportamento sexual avaliado pelo tempo gasto a partir da
insercdo da rata na gaiola (laténcia) X? (7) = 3,900; p = 0,79. Assim como ndo houve
diferenca entre os grupos quanto ao nimero de cépulas realizadas em 15 minutos, X? (7) =
9,591; p=0,213.

Nossos resultados mostram que 0 EABF, ingerido na dose segundo a tradicdo popular
(2,33 mg/kg/MC), néo alterou a libido dos ratos, mesmo quando os testes foram realizados 24
horas apds a ultima sessdo de treinamento. O efeito das plantas medicinais na libido é
controverso devido ao teor de metabdlitos secundarios nas plantas, e métodos aplicados
(Chauhan et al., 2014). Por outro lado, destacamos que nossos resultados correspondem a
dose de uso tradicional popular, que é muito menor, do que as doses empregadas em outros
estudos, a exemplo de Suresh et al. (2009), que utilizaram 200mg/kg de extrato etandlico,
obtido da planta medicinal Mucuna pruriens. Dessa forma, recomendamos realizacdo de
novos estudos com diferentes doses, para maior compreensao sobre o efeito e mecanismo de

acao do EABF no comportamento sexual.



Tabela 14 - Comparacdo do comportamento sexual entre 0s grupos experimentais submetidos ao teste de libido

Variavel

Laténcia_1 (s)
Laténcia_2 (s)
Copulas_1

Copulas_2

CNT CT ENT ET
Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 Mediana P25 P75 Mediana P25 P75
103,5 52,0 900,0 119,0 78,5 351,7 199,5 12,0 4320 102,0 8,5 900
26,0 10,8 900,0 20,50 95 3855 30,0 13,50 90,0 46,0 8,3 738
12,5 0,0 158 17,5 12,8 23,0 10,0 6,75 18,0 14,0 0,0 25,5
19,5 00 275 25,5 143 32,0 25,0 16,8 37,5 17,0 4,5 35,3

Fonte: Autor, 2024.
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Nota: dados dispostos em mediana. CNT: grupo controle ndo treinado; CT: grupo controle treinado; ENT: grupo extrato ndo treinado; ET: grupo extrato treinado.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, obteve-se um extrato aquoso das cascas da planta medicinal B.
floribunda, mimetizando a tradi¢do popular para tratar fadiga e aumentar a atividade laboral e
a libido. O produto final reproduziu as mesmas caracteristicas organolépticas e capacidade
emulsiva da raiz fresca.

A toxicidade oral aguda mostrou que a DLso do EABF foi classificada como superior a
dose de 2.000 mg/kg, sendo a perda de forca muscular, sonoléncia, sono profundo,
anestesiamento e ataxia alguns dos sinais e sintomas de toxicidade presentes nas primeiras 24
horas de teste. Além dessas evidéncias de acdo no SNC, observou-se emulsificacdo dos
liquidos gastrointestinais em duas ratas mortas antes de concluir as primeiras 24 horas de
anélise dos sintomas de toxicidade. Embora o EABF tenha sido classificado como extrato
bruto de muito baixa toxicidade, considera-se que a ingestdo de doses elevadas sdo passiveis
de manifestagdo dos mesmos efeitos adversos.

O treinamento resistido foi a intervencdo responsavel pela reducdo do consumo
alimentar e a associagdo dos exercicios com o EABF potencializou esse efeito em ambos os
experimentos. Concernente a eficiéncia alimentar, o extrato ndo alterou a capacidade dos
animais em transformar os alimento e energia ingeridas em massa corporal, mesmo com o
maior gasto caléricos decorrente dos treinos semanais.

Em relacdo aos dados murinométricos, a suplementacdo com EABF ndo afetou o
massa corporal, o IMC ou o comprimento naso-anal dos animais. Entretanto, quando
associado ao TR, promoveu reducdo na MC e IMC apds as oito semanas experimentais.

A dose de 2,33 mg/kg de peso corporal do EABF, administrada diariamente durante o
periodo matutino, pareceu atuar como um potente antioxidante. No estudo agudo, esse efeito
foi observado na preservacdo da ingestdo de agua no grupo suplementado e no estudo cronico,
na preservacdo da massa testicular em resposta ao estresse oxidativo aumentado pelo
treinamento resistido realizado até a exaustéo.

A suplementagdo aguda com EABF foi capaz de reduzir o concentragdo de
testosterona na urina e no soro dos ratos. No entanto, esse efeito ndo ocorreu no estudo
crénico. Além do mais, o EABF ndo alterou as concentracdo do DHEA no soro e nos
testiculos dos animais.

Referente ao comportamento sexual, ndo houve alteracdo na libido dos animais
suplementados com o EABF, ndo confirmando a tradicdo popular no uso da B. floribunda

como estimulante sexual.
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O EABF se mostrou capaz de aumentar a forga muscular a partir de seis semanas de
treinamento resistido, sendo considerado suplemento nutricional ergogénico aumentar a forca
muscular e confirmando a tradi¢cdo popular quanto a capacidade de aumentar o rendimento
laboral.

O presente estudo trouxe novas evidéncias quanto a toxidade da planta medicinal de
uso popular tradicional, conforme é preparada para tratar fadiga, aumentar o rendimento
laboral, assim como a dose de efeito ergogénico para o aumento de forca muscular. Dessa
forma, sugere-se realizacdo de estudos futuros para identificar e quantificar os metabdlitos
secundarios presentes no EABF, assim como realizacdo de testes de toxicidade subcronico e
crbnico para determinar a dose maxima de ingestdo segura para 0 consumo humano
(NOAEL).
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APENDICE A — Controle evolugio da massa corporal

EVOLUGCAO MASSA CORPORAL
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APENDICE B - Relatério do teste agudo de toxicidade

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSS0 DO SUL
) FACULDADE DE MEDICINA
PROGERAMA DE POS - GR_-\DL':-\L(.';"&O EM SAUDE E DESENOLVIMENTO NA
REGIAO CENTRO-0OESTE

CLAUDIA STELA DE ARAUJO MEDEIROS

RELATORIO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO AQUOSO DA
BREDEMETYRA FLORIBUNDA

Relatorio final do Teste de
Toxicidade Oral Agudo
realizado em dose unica de
2000 mgkg em ratos
Wistar. Redigido segundo
protocolo 425 da QECD,
2008.

CAMPO GRANDE
2021




APENDICE C - Formulério para registro da Capacidade de Carregamento Méaximo

CAPACIDADE DE CARREGAMENTO MAXIMO

PESO ¥ 3l0g NE
RATO RATO 5% SouH et ESCALADA

Obs.




APENDICE D - Controle consumo de agua

CONTROLE DO CONSUMO AGUA (mL)

DATA

GAIOLA 1

GAIOLA 2

GAIOLA 3

GAIOLA 4

GAIOLA 5

Oferta

Sobra

Oferta

Sobra

Oferta

Sobra

Oferta

Sobra

Oferta

Sobra




APENDICE E — Controle consumo ragio

CONTROLE CONSUMO DE RAGAO (g)

DATA

GAIOLA 1

GAIOLA 2

GAIOLA 3

OFERTA

SOBRA

INGESTAD

OFERTA

SOBRA

INGESTAOQ

OFERTA

SOBRA

INGESTAOQ




APENDICE F — Controle evolugéo do treinamento

RATO:

CONTROLE TREINAMENTO

DATA

50%

B0%

100% + 30g PESO

OBS.

Claudia Stela — 98207 1062 / PPGS
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ANEXO A — Resolugéo do Colegiado PPGS/UFMS

Servigo Puoblico Federal
! Ministério da Educacdo
Fundacgdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul | <&

RESOLUGAO Ne 136, DE 30 DE JUNHO DE 2020.

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE MESTRADO E
DOUTORADO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE da Faculdade de
Medicina da Fundac3o Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de suas
atribuicoes legais, resolve, ad referendum:

1. Aprovar o Projeto de Pesquisa, vinculado ao Programa de Pés-Graduagdo em
Satde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, intitulado: “POTENCIAL DO EXTRATO DA
RAIZ DA BREDEMEYERA FLORIBUNDA COMO RECURSO ERGOGENICO NUTRICIONAL EM
RATOS SUBMETIDOS AO TREINAMENTO DE FORCA” sob a responsabilidade da aluna de
Doutorado CLAUDIA STELA DE ARAUJO MEDEIROS GONZAGA, RGA 202000564, e orientagao
do Prof. Valter Aragdo do Nascimento.

2. Toda pesquisa que envolva aspectos éticos deve ser submetida a apreciacdo
de um Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos ou Comissdo de Etica no Uso de
Animais antes de iniciar a coleta de dados.

3. Apos aprovagao pelo Comité/Comissdo de Etica, uma copia digital do
Parecer devera ser enviada a secretaria do Programa.

ALEXANDRA MARIA ALMEIDA CARVALHO

o Documento assinado eletronicamente por Alexandra Maria Almeida
Seu tﬂ Carvalho, Presidente de Colegiado, em 30/06/2020, as 15:51, conforme
assinatura horario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

. i Rhp2

7% 39:" = acao=documento_conferir&id_orgac_sacesso_externo=0, informando o cédigo
b5 A verificador 2021620 e o cddigo CRC 4D3914DB,

= DEL WSS

LOORDENAGAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO
CENTRO-OESTE
Av Costa e Siva, sin® - Cidade Universitaria
Fone
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n? 23104.001164/2020-43 SEI n? 2021620




ANEXO B - Exsicata Bredemeyra Floribunda Willd.

Herbario CGMS/UFMS

COMSID84330
Colegdo Botdnica

Huetabno e Fundngdo Ursvwsidadn Fecmol de Malo Groaso do Sul
Taxon
POLYGALAGCEAE Brodemayera lorbunda Wikd
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ANEXO C - SisGen

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n® A7716EC

Declaramos, nos termos do art 41 do Decreto n® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimonio
genético ou conhecimente tradicional associado, abaixe identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestdc
do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submstido ao procedimentc administrativo
de verfficagdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificacdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verifficacdo nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: ATT16EC
Usuério: UFMS
CPF/CNPJ: 15.461.510/0001-33
Objeto do Acesso; Patrimonio Genético/CTA
Finalidade do Acesso:
Pesquisa Cientifica D Bioprospeccdo D Desenvolvimento Tecnoldgico
Espécle

Byrsonima cydoniifolia

Campomanesia adamantium

Musa paradisiaca L.

Hymenaea martiana Hayne

Synadenium grantii Hook f.

Orthosiphon stamineus Benth

Luffa cylindrica (I.). Roem

Bauhinia forficata subsp, Pruinosa (Vogel)
| Bredemeyera floribunda Willd. |
Allamanda cathartica Linn

Celosla argentea var. plumosa

Tridax procumbens Linn

Jacaranda cuspidifolia Mart

Dipteryx alata Vogel

Hymenaea stigonocarpa

Cichorium Intybus L.

Cordia salicifolia

Echites peltata

Chiococca alba (L.) Hitchc

Attalea speciosa Mart. ex Spreng
Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze
Cochlospermum regium Pilq.




ROSILENE AURELIANO DA SILVA
ROSILENE AURELIANO DA SILVA
ROSILENE AURELIANO DA SILVA
ROSILENE AURELIANO DA SILVA

Titulo da Atividade: CARACTERIZACAQ ESPECTROSCOPICA E FISICO-QUIMICA DE OLEOS,
FRUTOS E PLANTAS UTILIZADOS NA ALIMENTACAQ E MEDICINA
POPULAR PERTENCENTES A REGIAC CENTRO-OESTE DO BRASIL -

PARTE 1
Equipe
Valter Aragac do Nascimento UFMS
Rita de Cassia Avellaneda Guimardes UFMS
Priscila Aiko Hiane UFMS
Anderson Rodrigues Lima Caires UFMS
Elaine Silva de Padua Melo UFMS
Daniela Granja Arakak| UFMS
Nayara Vieira de Lima UFMS
Ana Carla Gomes Rosa UFMS
Rafaela Henriques Rosa UFMS
Layza Sa Rocha UFMS
Igor Domingos de Souza UFMS
Paula Fablana Saldanha Tschinkel UFMS
André Henrique de Oliveira Lopes UFMS
Anderson Fernandes da Sliva UFMS
Danlel Aradjo Gongalves UFMS
Ana Lucia Alves de Arruda UFMS
Rodrigo Juliano Oliveira UFMS
Marcos Antonio Ferreira Junior UFMS
Lincoln Carlos Silva de Oliveira UFMS
Elisvania Freitas dos Santos UFMS
Parceiras no Exterior
University of Nebraska Medical Center
Resuitados Obtidos

Divulgacdo de resultados em melos cientificos ou de comunicacdo

|dentificacdo do meio onde foi Data on elemental composition of the medicina
divulgade:

Identificac8o do meic onde foi Identification of macroelements and microelem
divulgado:

Identificacdo do meio onde foi Determination of Mineral Composition of the Le
divulgado:

Identificagdo do meic onde foi Determination of macro and microelements in v
divulgado:

Identificacdo do meio onde foi Comparative study of the composition of the m
divulgado:

Identificacdo do meic onde foi  First comprehensive study on total determinath
divulgado:



Identificagdo do meio onde foi ~ DETERMINATION OF MACRO AND MICROELE?
divulgado:
Identificacdo do meio onde foi ~ Aromatic and Medicinal Plants : Investigation o
divulgado:

Data do Cadastro: 01/03/2019 09:05:28
Situac@o do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 18:08 de 13/03/2020.

N\ ANA  SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
ANY/NY  ASSOCIADO - SISGEN



ANEXO D — Certificado CEUA/2020

Servigo Publico Federal
, Ministério da Educaciio
Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial do extrato da raiz
da Bredemeyera floribunda como recurso ergogénico nutricional em ratos submetidos ao
treinamento de forga”, registrada com o n? 1.147/2020, sob a responsabilidade de VALTER
ARAGAO DO NASCIMENTO - que envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2? 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 82 reunido ordindria do dia
23/10/2020.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 30/10/2020 a 20/06/2021
Espécie/Linhagem/Raga | Rattus novergicus / Ratos Wistar

N2 de animais 82 (10 Femeas e 72 machos)
Peso/Idade 200 gramas / 56 dias

Sexo Machos e fémeas

Origem

Bioterio Central da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS)

Fabio Jose Carvalho Faria
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 29 de outubro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Fabio Jose Carvalho Faria,
Presidente de Comissdo, em 04/11/2020, as 10:45, conforme horario oficial
de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n®
8.539, de 8 de outubro de 2015.




id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 2226754 e o codigo
I CRC FO22E92F.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Av Costa e Siva, si® . Cidade Ureversitdna
Fone:
CEP 79070-900 - Carmpo Grande - MS

Referéncia: Processo n® 23104.023635/2020-74 SEI n2 2226754



Servigo Publico Federal
. Ministério da Educaglio
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial do extrato da raiz da
Bredemeyero floribunda Willd como recurso ergogénico nutricional em ratos submetidos ao
treinamento de forga”, registrada com o n? 1.205/2022, sob a responsabilidade de Valter
Aragdo do Nascimento - que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica = encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 32 reunido ordindria do dia
08/04/2022,

FINALIDADE { ) Ensino { x ) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizagdo | 12/04/2022 a 30/10/2023
Espécie/Linhagem/Raca | Rattus novergiccus (Wistar)

N? de animais 136 (88 machos e 48 fémeas)
Peso/ldade 200 g / 56 dias

Sexo Machos e fémeas

ﬂem Biotério central - UFMS

Fabio José Carvalho Faria
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 11 de abril de 2022,

=g Documento assinado eletronicamente por Fabio Jose Carvalho Faria,
Se|| £33 | Presidente de Comissso, em 12/04/2022, s 14:08, conforme horario oficial
| | S de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Recreto n®

£.539.de 8 de outubro de 2015,

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

https://sei.ufms br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento conferir&id orggo acesso externo=0, informando o cédigo
verificador 3209190 e o codigo CRC 2ASASE72.



COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Av Costa e Sliva, s/n® - Cidade Universitaria
Fone: (67) 3345-7925
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n® 23104.036101/2021-99 SEI n® 3209190



ANEXO G — Formulério peso 6rgdos - eutanasia

Peso orgaos | Animal | Figado | Pincreas | Bago Pulmio Coragic | RimD | RimE | Intestino
CONTROLE
1
CAIA 1 2
3
4
CAIXA 2
5
INTERVENGAO
1
CAIXA 3 2
3
4
CADA 4
5




