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RESUMO

A metformina € uma droga amplamente utilizada para o tratamento do diabetes tipo
2 com varios mecanismos celulares. A acdo da metformina inclui a reducao da
hiperinsulinemia e resisténcia periférica a insulina, controle do metabolismo lipidico,
estimulacdo da captacdo e sintese de glicose. Desse modo, a presente tese foi
dividida em dois momentos: (1) realizamos a ingestédo aguda de metformina, 1h
antes do teste anaerobio Wingate de 30 s, considerado o padrdo ouro para medir
o desempenho em exercicios de curta duracdo e de alta intensidade no ciclismo e
(2) a ingestao cronica da metformina associada ao treinamento intervalado de alta
intensidade para verificar seus efeitos no desempenho fisico e em variaveis
fisiologicas e metabdlicas. No estudo (1) ndo foram encontradas diferencas entre o
placebo e a metformina para a poténcia pico (1056,8 + 215,8 W vs. 1095,2 + 199,3
W, respectivamente; p = 0,24). A poténcia média (630,9 + 87,8 W vs. 613,1 £ 94,8
W, respectivamente; p = 0,01) e o trabalho total (18928 + 2633 kJ vs. 18393 + 2845
kJ, respectivamente; p = 0,01) na condi¢do metformina foram maiores do que no
placebo. A poténcia foi maior na metformina quando comparado ao placebo nos
momentos 3 (p = 0,01), 4 (p =0,01),5(p=0,04),6 (p=0,04), 7 (p=0,02),8 (p =
0,03) e 9 (p = 0,01) segundos. No estudo (2), com relagcdo ao numero de saltos,
nao observamos diferencgas entre os grupos metformina e controle. No que tange o
aumento da massa corporal, quando analisamos as oito semanas completas, nao
houve diferenca entre grupos, permanecendo apenas a diferenca em relacdo ao
tempo de treinamento (p < 0,001). O glicogénio hepatico e do musculo séleo néo
foram alterados pela ingestdo de metformina. Ja o conteddo de glicogénio do
musculo gastrocnémio foi menor ao final da oitava semana no grupo metformina
guando comparado ao grupo controle (p = 0,01). Sendo assim, a administracao
aguda de metformina aumentou a fase inicial de poténcia e a poténcia media de um
teste de Wingate e o uso cronico da metformina além de ndo melhorar o nimero
de saltos e a sintese de glicogénio hepético, influencia negativamente a sintese de

glicogénio muscular quando comparado a situacdo controle em animais saudaveis.

Palavras-chave: biguanida, exercicio fisico, desempenho fisico, saude



ABSTRACT

Metformin is a widely used drug for the treatment of type 2 diabetes with multiple
cellular mechanisms. The action of metformin includes the reduction of
hyperinsulinemia and peripheral insulin resistance, control of lipid metabolism,
stimulation of glucose uptake and synthesis. Thus, this thesis was divided into two
moments: (1) we performed the acute ingestion of metformin, 1h before the 30-s
Wingate anaerobic test, considered the gold standard to measure performance in
short duration and high intensity exercises in the cycling and (2) chronic metformin
intake associated with high-intensity interval training to verify its effects on physical
performance and on physiological and metabolic variables. In study (1), no
differences were found between placebo and metformin for peak power (1056.8 +
215.8 W vs. 1095.2 + 199.3 W, respectively; p = 0.24). The mean power (630.9 +
87.8 Wvs. 613.1 + 94.8 W, respectively; p = 0.01) and the total work (18928 + 2633
kJ vs. 18393 + 2845 kJ, respectively; p = 0.01) in the metformin condition were
greater than in the placebo. Potency was greater in metformin when compared to
placebo at times 3 (p = 0.01), 4 (p =0.01),5(p =0.04), 6 (p =0.04), 7 (p = 0.02), 8
(p =0.03) and 9 (p = 0.01) seconds. In study (2), regarding the number of jumps,
we did not observe differences between the metformin and control groups.
Regarding the increase in body mass, when we analyzed the eight complete weeks,
there was no difference between groups, with only the difference in relation to
training time remaining (p < 0.001). Hepatic and soleus muscle glycogen were not
altered by ingestion of metformin. The glycogen content of the gastrocnemius
muscle was lower at the end of the eighth week in the metformin group when
compared to the control group (p = 0.01). Thus, the acute administration of
metformin increased the initial phase of potency and the average potency of a
Wingate test and the chronic use of metformin, besides not improving the number
of jumps and hepatic glycogen synthesis, negatively influences the glycogen

synthesis muscle when compared to the control situation in healthy animals.

Keywords: biguanide, physical exercise, physical performance, health
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1 INTRODUCAO GERAL




A metformina € uma biguanida desenvolvida a partir da galegina, um
derivado da guanidina encontrado na galega officinalis. Atualmente, a metformina
€ recomendada como agente de primeira linha no tratamento do diabetes tipo 2 em
associacdo com modificacbes no estilo de vida (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018). E considerado um tratamento rentavel e seguro, devido a
falta de hipoglicemia como efeito colateral.

A metformina ndo & metabolizada em animais ou seres humanos, é
eliminada intacta por excrecao renal. A meia-vida de eliminacdo da metformina
durante doses multiplas em pacientes com boa funcéo renal é de aproximadamente
5 horas (GRAHAM e colaboradores, 2011). Seu pico da concentracdo plasmatica
ocorre em aproximadamente 3 h (FORETZ et al., 2014). A dose ideal de metformina
oral para muitos pacientes diabéticos € de aproximadamente 2g/dia (FORETZ et
al., 2014). Ap6s uma dose oral Unica, a metformina € rapidamente distribuida em
muitos tecidos apos absorcao parcial pelo intestino delgado, mas a concentracao
luminal no trato gastrointestinal permanece alta.

O principal tecido alvo da metformina é o figado e seu principal efeito é a
diminuicdo da producédo hepatica de glicose, em grande parte devido a supressao
da gliconeogénese, que leva a niveis mais baixos de glicose no sangue em jejum
sem estimulacao a insulina e ganho de peso (PRYOR e CABREIRO, 2015). Além
disso, a metformina tem um efeito inibitério do complexo mitocondrial 1, cuja
inibicdo aumenta a relacdo AMP/ATP (OWEN, DORAN e HALESTRAP, 2000).
Esse estado energético celular alterado induz a ativacao da AMPK.

Junto aos efeitos redutores da glicose, muitos efeitos néo-glicémicos da
metformina foram relatados, incluindo a funcéo endotelial e a proliferagao celular
(ANABTAWI e MILES, 2016). A inibicdo do complexo mitocondrial 1 nas células
cancerigenas reduz a génese de tumor (WHEATON et al., 2014). A ativagéo da
AMPK pela metformina estimula a atividade do 6xido nitrico sintetase endotelial,
que exerce um efeito direto na protecdo endotelial (DAVIS et al., 2006). E ainda, a
metformina tem efeitos inibitérios na sinalizacdo da mTOR, bem como suprime a
proliferagdo celular de maneira dependente ou independente de AMPK
(KALENDER et al., 2010).

Devido aos beneficios da metformina, sua ingestdo também tem sido
estudada em seres saudaveis. Recentemente, uma metanalise demonstrou que a

metformina ndo afeta o0 VO2 e 0 VO2zpico em voluntarios saudaveis (DAS et al.,
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2018). Isso provavelmente aconteca em razdo da metformina inibir a transferéncia
de elétrons no sistema de transporte de elétrons mitocondrial, contudo, esse
mecanismo parece aumentar o metabolismo anaerdbico. Nesse sentido, estudos
recentes verificaram que a ingestao aguda de metformina 60 minutos antes do teste
experimental melhorou o desempenho em um exercicio em ciclo ergdbmetro com
uma intensidade de 110% do VOzméax em individuos saudaveis (LEARSI et al.,
2015). E de Araujo et al. (2019), utilizando o método de poténcia critica para
natagdo em ratos saudéaveis, encontraram melhoria no tempo até a exaustédo e na
capacidade de trabalho anaerdbia apds a ingestdo da metformina, mas nédo houve
diferenca da capacidade aerobia, tornando atraente imaginar que a metformina
pode ser uma boa associacdo ao exercicio de alta intensidade. No entanto, ainda
ndo se conhece qual o metabolismo energético anaerdbio sofre maior influéncia
com a administracdo desse farmaco, sistema ATP-CP e/ou glicolitico.

Em relacdo a administracdo a longo prazo de metformina em organismos
saudaveis, os estudos indicaram 0 aumento no tempo até exaustdo, utilizando o
método de poténcia critica para natacdo em ratos saudaveis (DE ARAUJO et al.,
2019). Todavia, o tempo da administracdo de metformina foi entre 8-10 dias (MALIN
et al., 2010; DE ARAUJO et al., 2019) e nenhum estudo até o presente contemplou
um tempo mais prolongado de metformina e sua associagdo com 0 exercicio
cronico.

O treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicios
intermitentes que envolvem a alternancia de atividades de curta duracdo e alta
intensidade com atividades de baixa intensidade para recuperacdo ou descanso
promovem adaptacBes semelhantes ou melhores que os exercicios de longa
duracéo e baixa intensidade (KETEYIAN et al., 2014). Entretanto, estas adaptacdes
séo obtidas com duracdo muito inferior em intensidades méaximas ou subméximas,
com segundos ou poucos minutos de intervalo (GIBALA et al., 2006).

As respostas moleculares agudas a uma sessao de HIIT estdo intimamente
associadas a fosforilacdo da AMPK. O que potencializa a translocacédo de GLUT4
para a membrana, aumentando a captacao de glicose a partir de sinalizagao
independente de insulina. Entdo, a literatura demonstra que o HIIT promove
adaptacdes na célula muscular que afetam diretamente a captacédo de glicose
(EGAN et al., 2010).
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As adaptacbes ao treinamento fisico, que produzem a melhora do
desempenho, iniciam-se ap0s 0s primeiros sinais gerados pela contracdo muscular,
como aumento da concentracdo de Ca?* sarcoplasmatico, aumento da
concentracdo de AMP, reducdo dos estoques de creatina fosfato e glicogénio,
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, dentre outros fatores. O
efeito cumulativo de cada sessdo é responsavel pela transcricdo do RNAmM em
proteinas (EGAN e ZIERATH, 2013). Nesse contexto, o HIIT é bastante promissor
quando comparado ao treinamento continuo no que diz respeito a melhoria de
desempenho e adaptacbes moleculares. E podendo esses efeitos serem
potencializadores dos efeitos ja supracitados da metformina, sendo sua associacao
atraente para amplificar os efeitos isolados de cada estratégia.

Desse modo, a presente tese foi dividida em dois momentos: (1) realizamos
a ingestdo aguda de metformina, 1h antes do teste anaerdbio Wingate de 30 s,
considerado o padrdo ouro para medir o desempenho em exercicios de curta
duracédo e de alta intensidade no ciclismo e (2) a ingestédo crénica da metformina
associada ao HIIT para verificar seus efeitos no desempenho fisico e em variaveis

fisiologicas e metabdlicas.
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2 ARTIGO CIENTIFICO 1
BASTOS-SILVA, VJ; MARINHO, AH; SILVA, JBB; SOUSA, FABS; LEARSI, S;
BALIKIAN, P; DE ARAUJO, GG. A administracdo aguda de metformina aumenta
a poténcia média e a fase inicial da poténcia durante um teste de Wingate em
individuos saudaveis do sexo masculino. Revista Cientifica a qual foi publicada:

European Journal of Sport Science (Classificacdo B2, segundo os critérios do

sistema Qualis da CAPES/Area de Medicina Il). (Vers&o original em anexo).
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Resumo

O presente estudo testou a hipétese de que a metformina aguda aumentaria a
poténcia de pico medida durante um teste de Wingate. Quatorze homens (24 + 6
anos; 75,8 £ 10,2 kg; 177 £ 7 cm) participaram de quatro sessbes de teste,
conduzidas em um modelo duplo-cego, contrabalancado e cruzado. A primeira e a
segunda sessfes consistiram em medidas antropométricas e um teste de Wingate
por dia para avaliar a confiabilidade teste-reteste. Nas duas Ultimas sessdes, 0s
testes de Wingate foram realizados com metformina (capsula de 500 mg, 1 hora
antes) ou placebo (capsula de celulose, 1 hora antes). Nao foram encontradas
diferencas entre o placebo e a metformina para a poténcia pico (1056,8 + 215,8 W
vs. 1095,2 + 199,3 W, respectivamente; p = 0,24). A poténcia média (630,9 + 87,8
W vs. 613,1 + 94,8 W, respectivamente; p = 0,01) e o trabalho total (18928 + 2633
kJ vs. 18393 + 2845 kJ, respectivamente; p = 0,01) na condi¢cdo metformina foram
maiores do que no placebo. A poténcia foi maior na metformina quando comparado
ao placebo nos momentos 3 (p =0,01),4 (p=0,01),5(p =0,04),6 (p=0,04), 7 (p
= 0,02), 8 (p = 0,03) e 9 (p = 0,01) segundos. Nao houve diferencas entre as
condicBes para o pico de lactato (p = 0,08) e a percepc¢éao subjetiva de esforco (p =
0,84). A administracdo aguda de metformina aumentou a fase inicial de poténcia e

a poténcia média de um teste de Wingate.

Introducéao

A metformina € uma droga amplamente utilizada para o tratamento do
diabetes tipo 2 com véarios mecanismos celulares (Inzucchi et al., 2015; Zhou et al.,
2001). A acdo da metformina em condicdes patoldgicas (ou seja, diabetes,
obesidade e sindrome metabdlica) inclui a reducdo da resisténcia periférica a
insulina e hiperinsulinemia, controle do metabolismo lipidico, estimulacdo da
captacdo e sintese de glicose (Eriksson et al., 2007). Foi relatado in vitro que a
metformina diminui a producdo de energia mitocondrial (Cameron et al., 2018),
causando um declinio nas razées ATP / ADP livre e ATP / AMP (Carling, 2004,
Zhou et al., 2001). Assim, devido a diminuicdo da respiracdo mitocondrial, o
organismo pode aumentar a ressintese de ATP a partir da fosfocreatina (PCr) para
atender a demanda metabdlica (Vytla & Ochs, 2013). Portanto, a administracao de
metformina levaria a uma maior contribuicdo de fosfatos de alta energia para a

manutencgao do funcionamento celular, mas os estudos sobre os efeitos da
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metformina em organismos saudaveis, principalmente no desempenho e no
metabolismo anaerobio, ainda séo escassos.

Em individuos saudaveis, a administracdo de metformina em curto prazo
(500 mg de metformina em um Unico dia) ndo afeta a homeostase energética do
musculo esquelético em repouso ou durante o exercicio (Kristensen et al., 2019).
No entanto, a ingestdo de metformina (2000 mg) diminuiu o0 pico do consumo de
oxigénio (VOzpico) durante o protocolo de intensidade incremental (Braun et al.,
2008). Um dado crucial relatado por Braun et al. (2008) é que nao houve diferenca
entre as condicfes na carga final de trabalho alcancada, o que nos leva a hipotetizar
gue o metabolismo anaerobio foi decisivo para a manutencéo da carga de trabalho.
Esta resposta pode ser devido & inibicdo na formacéo de energia, suprimindo
seletivamente o acoplamento eficiente dos dominios redox e de transferéncia de
prétons do complexo | do sistema de transporte de elétrons (Cameron et al., 2018).

Nesse sentido, foi hipotetizado que a ingestado de metformina seria benéfica
para o desempenho durante os esforgos que contam com altas taxas de
rotatividade de ATP, como exercicios de curta duracao e de alta intensidade. Em
um estudo avaliando ratos saudaveis, de Araujo et al., (2020) relataram que, apds
10 dias de ingestdo de metformina (250 mg), o tempo até a exaustdo em natacao
de alta intensidade, assim como a capacidade anaerdbia, eram maiores do que o
grupo placebo. Em humanos, a ingestdo aguda de metformina (ou seja, 500 mg 1
hora antes do teste) melhorou o tempo até a exaustdo em um cicloergdmetro a
110% da captagdo méxima de oxigénio (VO2max), juntamente com o aumento da
contribuicdo anaerdbia alatica, mas ndo da energia anaerobia lactica (Learsi,
Bastos-Silva, Lima-Silva, Bertuzzi, & de Araujo, 2015). Assim, com base nos
resultados em humanos, parece que a ingestdo de metformina uma hora antes do
exercicio de alta intensidade pode melhorar o desempenho em homens saudaveis
e fisicamente ativos. De acordo com os estudos acima citados (de Araujo et al.,
2020; Learsi et al., 2015), e na logica do aumento do uso dos niveis de PCr, a
ingestdo de metformina poderia ser uma forma de potencializar o desempenho
esportivo em modalidades com grande demanda de rotatividade rapida de ATP. No
entanto, ainda nédo foi confirmado o real efeito da metformina no desempenho de
exercicios de curta duracao e alta intensidade em individuos saudaveis.

Dois construtos sdo comumente usados para medir o desempenho em

exercicios de curta duracdo e de alta intensidade: i) poténcia anaerobia, ou a taxa
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mais rapida de turnover de ATP durante o exercicio; e ii) capacidade anaerdbia, ou
a quantidade de ATP produzida por vias metabdlicas independentes de oxigénio
(Boulay et al., 1985; Minahan, Chia, & Inbar, 2007). Um protocolo comumente
usado para avaliar esses construtos, e considerado o padréo ouro para o ciclismo,
€ o teste anaerdbio Wingate de 30 segundos (Bertuzzi, Kiss, Damasceno, Oliveira,
& Lima-Silva, 2015). Esse teste consiste em um esforco total de 30 segundos e
muitas vezes é analisado com base em varidveis mecéanicas, como poténcia pico
atingida (PP), poténcia média de saida (MP) e trabalho total realizado (TW). Além
disso, as evidéncias mostram a associacao de PP e MP a medidas fisiolégicas,
como a quebra de PCr e deplecdo de glicogénio muscular, respectivamente
(Cheetham et al., 1986; Bogdanis, Nevill, Boobis, Lakomy, & Nevill, 1995; Patton &
Duggan, 1987; Vincent et al., 2004). Dessa forma, o PP é frequentemente usado
para medir a poténcia anaerébia e, apesar de ser contestado (Minahan et al., 2007),
o MP mostrou uma associa¢do com a capacidade anaerdbia (Bogdanis et al., 1995;
Demarie, Chirico, Gianfelici & Vannozzi, 2019).

A poténcia anaerébia é de grande importancia em muitos tipos de esportes,
portanto, os efeitos ergogénicos da suplementacdo sobre este construto sdo de
interesse Obvio. De acordo com nosso melhor conhecimento, nenhum estudo
avaliou a ingestdo aguda de metformina no teste anaerébio de Wingate em
individuos saudaveis. Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar um
efeito agudo da ingestdo de metformina no desempenho do teste anaerébio
Wingate de 30 segundos em individuos saudaveis do sexo masculino. Nossa
hip6tese é que a metformina melhoraria o desempenho no teste anaerébio Wingate
30 segundos com um aumento da PP devido a sua associacdo com os niveis de
PCr.

Materiais e métodos

Design do estudo

O estudo foi conduzido em um modelo randomizado, cruzado,
contrabalancado e duplo-cego. Foram realizadas quatro visitas com intervalo
minimo de 72 e maximo de 96 horas. Na primeira sessao, foram realizadas as
medidas antropomeétricas (massa corporal, estatura e dobras cutaneas) e a primeira

familiarizacdo com o protocolo do teste anaerdbio de Wingate. O teste anaerobio



16

de Wingate foi realizado novamente 72 horas ap0s a primeira sesséao de teste para
determinar a confiabilidade teste-reteste das medicdes. As duas Ultimas sessbes
consistiram dos procedimentos experimentais em condicbes de metformina ou
placebo. Um pesquisador realizou a randomizagdo e o contrabalango das
condicbes (ou seja, metformina e placebo) por meio do site randomizer.org, com o
objetivo de garantir a alocacéo imparcial dos sujeitos.

Um recordatorio alimentar de 24 horas foi concluido por cada sujeito antes
da primeira familiarizacao; foi entao fotocopiado e devolvido aos participantes para
gue a mesma dieta fosse repetida nos ensaios subsequentes. Pedimos aos
participantes que evitassem exercicios exaustivos, ingestao de alcool e cafeina por

24 horas antes da coleta de dados para evitar interferéncias nos resultados.

Participantes

Quatorze homens fisicamente ativos (minimo de 150 minutos por semana de
exercicio moderado) e saudaveis participaram do presente estudo. A quantidade
minima de atividade fisica foi obtida por meio de uma simples entrevista com o0s
participantes. Os participantes receberam informacdes sobre os riscos e beneficios
experimentais do estudo e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido antes de iniciar os experimentos. Todos os procedimentos do estudo
foram conduzidos de acordo com a Declaracéo de Helsinque e foram aprovados
pelo comité de ética local (1420/12). O consentimento informado por escrito para
participar do estudo foi obtido de todos os sujeitos apds receberem informacdes

detalhadas sobre os procedimentos.

Medidas antropométricas

A massa corporal foi mensurada em balancga eletrbnica e a estatura em
estadibmetro. Para avaliar a espessura das dobras cutaneas, foi utilizado um Lange
Skinfold Caliper (Cambridge, MD, EUA). A densidade corporal foi prevista pela
equacao generalizada de Jackson e Pollock (1985), seguida pela equacao de Siri

(1961) para estimar a gordura corporal.

Teste anaerdbio Wingate
O teste anaerdbio Wingate consiste em 30 segundos de um esfor¢o total em

um cicloergbmetro (Bar-Or, 1987). Utilizou-se cicloergdbmetro com freio mecanico



17

(Biotec 2100®, CEFISE) e todos os dados foram calculados em codigo customizado
em Matlab (Matlab 6.0®, MathWorks Inc, EUA). O torque foi obtido pela calibracéo
do dinambmetro com pesos conhecidos, a fim de equalizar o torque realizado no
sistema a carga aplicada no ergbmetro. A equacéo de calibracdo para poténcia foi
W = (Kgfm * 6 * rpm) / 6,12. Os sujeitos foram submetidos a um aquecimento de
cinco minutos com uma carga aproximada de 150 watts (90 rpm e uma carga fixa
de 2,5 Kp) e, ao final do 2° e 4° minutos, realizaram dois sprints all-outs de 6
segundos (Marinho et al., 2020). Apds os procedimentos de aquecimento, 0s
participantes foram instruidos a iniciar um ciclo lento e sem carga. Em -5 segundos,
uma contagem regressiva comecou. A largada em voo sem carga comegou em -3
segundos. Em seguida, no ponto 0 segundos, a resisténcia equivalente a 7,5% da
massa corporal foi adicionada, e 0s sujeitos realizaram um esforgo total por 30
segundos (Marinho et al., 2020). PP foi obtido como o maior valor de poténcia
mecanica em um intervalo de 1 segundo, MP a poténcia média ao longo do teste e
TW foi obtido como o trabalho acumulado durante o teste, como quociente de
poténcia e tempo.

A percepcao subjetiva de esforco (PSE) foi coletada em repouso, antes e
imediatamente apos o teste por meio da escala BORG 6-20 (Borg, 1982). Amostras
de sangue (25 pL) foram coletadas do Iébulo da orelha por tubo capilar antes e
imediatamente, trés e cinco minutos apos o término do exercicio, para determinar
a concentracdo de repouso e 0 pico de lactato. As amostras de sangue foram
imediatamente transferidas para microtubos contendo 25 pL de fluoreto a 1% e
posteriormente centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm para separacdo do
plasma. As concentracdes plasmaticas de lactato foram medidas por método
enzimatico (Fabricado por GT Laboratory S.R.L. Code 475050 - Rosario -
Argentina) em uma leitora de microplaca FlexStation® 3 Multi-Mode (Molecular
Devices, Califérnia, EUA). O valor mais alto foi considerado a concentragdo de

lactato plasmatico de pico.

Administracdo de metformina

Os participantes ingeriram uma capsula de 500 mg de metformina (99,6%
puro) ou uma capsula de placebo (capsula de celulose com a mesma cor, tamanho
e peso da capsula de metformina) 60 minutos antes (Learsi et al., 2015) do teste

anaerodbico de Wingate.
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Efeitos colaterais gastrointestinais

Foi utilizado um questionario para verificar possiveis sintomas de
desconforto gastrointestinal, composto por 19 itens referentes a azia, tontura e dor
de cabeca (Jeukendrup et al., 2000). Os participantes atribuiram valores de 1 a 10,
onde 1 é “nenhum problema” e 10 “o pior que ja foi” para cada item avaliado. Os
sintomas foram considerados graves quando o escore foi igual ou superior a 5
(Jeukendrup et al., 2000).

Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padréo. A distribuicdo
foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk (teste de normalidade) para
determinar se atendeu as suposicdes paramétricas. Sob confirmacdo da
distribuicdo de normalidade, examinamos a confiabilidade teste-reteste entre as
sessOes de familiarizacdo por meio do teste t de Student para amostras pareadas,
coeficiente de correlagdo intraclasse (ICC), erro técnico de medicdo (TEM) e
coeficiente de variacéo (CV) (Hopkins, 2000).

O teste de hipbtese para variaveis de teste anaerébico Wingate (ou seja, PP,
MP, TW) e PSE nas condigbes de metformina e placebo foram avaliados usando
um teste t de Student para amostras emparelhadas. A poténcia a cada segundo e
a concentracao de lactato foram analisadas usando ANOVA de dois caminhos para
medidas repetidas, seguido de testes post hoc de Bonferroni. Calculamos a
magnitude das diferengcas entre todos os tamanhos de efeito de Cohen das
variaveis de metformina e placebo; os limiares para efeitos pequenos, moderados
e grandes foram 0,20, 0,50 e 0,80, respectivamente (Cohen, 1988). Todas as
analises foram realizadas com o software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS; verséo 25.0; IBM, Chicago, IL, EUA) e a significancia foi aceita

como p < 0,05.

Resultados
Caracteristicas dos participantes

As caracteristicas fisicas dos participantes foram as seguintes: idade: 24 + 6
anos; massa corporal: 75,9 + 10,2 kg; altura: 177 + 7 cm; indice de massa corporal:
24,6 + 3,2 kg / m?; gordura corporal: 13,0% * 5,5%.
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Sintomas gastrointestinais

Nenhum participante relatou desconforto gastrointestinal significativo (todos
<5 pontos para cada item do questionario) antes da ingestdo. Da mesma forma,
apos o teste, nenhum participante mostrou desconforto gastrointestinal significativo

nas condicdes de placebo e metformina.

Confiabilidade teste-reteste

N&o houve diferencas significativas entre as medidas de teste e reteste para
PP, MP e TW. Todas as variaveis mostraram um TEM baixo e um ICC moderado a
alto (Tabela 1).

Tabela 1. Coeficiente de correlagio intraclasse (ICC), A teste-reteste, erro tipico de medicio (TEM) e coeficiente de variagio (CV)
para variaveis de teste de Wingate

Variaveis Teste Reteste A ICC TEM CV (%) P
PP (W) 1018.5 = 10389+ 179 204 0.89 (0.69 - 0.31 (0.27 - 0.63) 6.3 039
180.8 0.96)
MP (W) 608.1£945 6154+978 73 0.96 (0.89 — 0.21 (0.15-0.35) 32 037
0.99)
TW (ki) 11288 11656 368 0.69 (0.28 - 0.72 (0.52-1.15) 9.6 039
1837 1945 0.89)

Nota. Valores listados como média + DP e intervalo de confianca (IC% 95). PP = poténcia de pico; MP = poténcia media; TW =
trabalho total; W = watts; kj = Quilojoules.

Teste anaerébio Wingate

MP e TW foram maiores na condi¢cao de metformina do que na condicdo de
placebo (Tabela 2). Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre as
condicOes de placebo e metformina para PP.

Além disso, houve um efeito principal de tempo (F = 183,6; p <0,01),
condicao (F=8,9; p=0,01) e interacdo de condigdo e tempo para a poténcia gerada
a cada segundo (F = 2,29; p = 0,05), com valores mais altos no momento 3 (975,2
+ 153,3 W vs. 844,3 £ 162,8 W; p =0,01), 4 (848,2 + 132,1 W vs. 790,7 + 146,9 W,
p =0,01), 5 (824,0 £ 116,8 W vs. 776,6 + 137,4 W; p = 0,04), 6 (800,9 + 103,6 W
vs. 760,7 £ 121,6 W; p = 0,04), 7 (775,8 + 96,9 vs. 742,0 £ 110,0 W; p = 0,02), 8
(750,0 £ 98,4 W vs. 721,0 £ 101,8 W; p = 0,03) e 9 (721,9 £ 93,8 W vs. 694,1 +
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101,1 W; p = 0,01) segundos na condicdo de metformina quando comparada a
condicao de placebo, respectivamente (Figura 1).

Tabela 2. Variaveis de teste de Wingate

Variaveis Metformina Placebo P Effect
Size
PP (W) 1095.2 +199.3 1056.8 +215.8 0.24 0.33
MP (W) 630.9 + 87.8" 613.1 £94.8 0.01 0.82
TW (Kj) 18928 + 2633 18393 + 2845 0.01 0.82

Nota. Valores listados como média + DP. PP = poténcia de pico; MP = poténcia

média; TW =trabalho total; W = watts; kj = Quilojoules. * significativamente diferente
da condicéo de placebo

Wingate test
14004
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£ 1000
«
2
S s00 >
- 5
= = -
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Figure 1. Mean and standard deviation every second in the Wingate test. Note. *Significantly different from placebo condition.

PSE e lactato plasmatico

N&o houve diferenca significativa entre as condi¢cbes para a variavel PSE
tanto em repouso quanto em exaustdo. Da mesma forma, ndo houve diferenca
entre as condi¢des (F = 4,54; p = 0,06) ou a interacédo condi¢ao-tempo (F = 2,96; p
= 0,11), apenas no tempo [repouso Vs pico de lactato (F = 142,79; p <0,01)]; no
entanto, um tamanho de efeito moderado foi observado no pico de lactato na
condi¢cdo de metformina. (Tabela 3).

Tabela 3. Variaveis fisioldgicas e psicologicas
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Variaveis Metformina Placebo P Effect
Size

[LacT] resting 147 +0.71 1.30+0.43 0.41 0.25

(mmol/L)

[Lac]peak (MmoI/L) 9.08 £ 2.75 7.55+2.10 0.08 0.49

[Lac]arest-peak 7.84 +2.96 6.49 + 2.40 0.14 0.41

(mmol/L)

RPE resting 6.00 + 0.00 6.07 £ 0.26 - -

RPE end 16.92 +2.20 16.92 + 1.65 0.84 0.01

Nota. Valores listados como média + DP. PSE — Percepc¢édo subjetiva de esforco.

Discusséo

Os principais resultados do estudo foi que a ingestao aguda de metformina
melhora o MP, TW e a poténcia nos primeiros segundos durante um teste de
Wingate. Porém, apesar do aumento da poténcia nos primeiros segundos com a
administracdo de metformina, o PP permaneceu inalterado.

No estudo conduzido por Learsi et al. (2015) a ingestdo aguda de metformina
(500 mg) aumentou o tempo até a exaustdo em cicloergdmetro a 110% do VO2max
em relacdo a condi¢cdo de placebo. Embora ndo haja diferenca na capacidade
anaerdbia medida pelo protocolo de déficit maximo de oxigénio acumulado (MAOD)
apos a ingestdo de metformina, os autores observaram um aumento no
componente rapido do consumo excessivo de oxigénio pés-exercicio (EPOCrast)
que representa o PCr total gasto durante o exercicio (Bertuzzi et al., 2016; Haseler,
Hogan, & Richardson, 1999; Learsi et al., 2015; Zagatto et al., 2019). O sistema de
fosfato € o principal responsavel pela ressintese de ATP no exercicio de esforco
maximo nos primeiros 5-6 segundos, e sua contribuicdo deve continuar até que 0s
estoques de PCr estejam principalmente esgotados, o que geralmente ocorre
dentro de 10-15 s (Baker, McCormick , & Robergs, 2010).

Nosso estudo descobriu que a ingestao de metformina aumenta a poténcia
de saida nos 3-9 segundos iniciais, o0 que provavelmente contribuiu para um
aumento no MP. Tradicionalmente, o MP de Wingate tem sido utilizado para indicar
a atividade do sistema anaerdbio latico, o que néo foi apontado por Learsi et al.
(2015) estudo com metformina. Nao encontramos efeitos no PP, a variavel do teste
anaerobio Wingate relacionada a via anaerdbia alatica (Bertuzzi et al., 2015). No
entanto, um resultado surpreendente foi encontrado no aumento da poténcia por

meio do segundo 3-9 pareado entre as condi¢cdes. Este resultado, combinado com
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investigacdes anteriores, ndo poderiamos descartar que também houve um maior
uso da via anaerObia alatica (Bogdanis et al.,, 1995; Gastin, 1994) com a
administracdo de metformina, considerando o horizonte de tempo para o pico de
atividade alatica e fim da contribuicdo (Baker et al., 2010). E possivel que, no estudo
atual, um efeito combinado em ambos o0s metabolismos anaerdbicos tenha
contribuido para aumentar a poténcia de 3 a 9 segundos de exercicio. Esses
resultados caracterizam o tempo de influéncia da metformina no desempenho,
adicionando assim o achado de Learsi et al. (2015) considerando a falta de
resolucao temporal dos resultados do EPOCtast.

Um aumento na PM foi acompanhado por uma tendéncia (p = 0,08) e
tamanho do efeito moderado (ES = 0,49) nos valores de lactato de pico. Esse
resultado pode estar associado a diminuicdo da producéo de energia mitocondrial
(Cameron et al., 2018). Além disso, parece que a metformina reduz a atividade da
enzima piruvato carboxilase, responsavel pela metabolizacdo do piruvato em
oxaloacetato durante o processo de gliconeogénese (Matyukhin, Patschan, Ritter,
& Patschan, 2020). Desse modo, o comprometimento dessa funcdo enzimatica
aumenta a conversao do piruvato em lactato em vez de oxaloacetato (Matyukhin et
al., 2020). O comprometimento da conversao do oxaloacetato pode aumentar a
renovacao rapida do ATP pela via glicolitica, explicando o efeito da metformina na
MP. Além disso, Pilmark et al. (2021) encontraram aumento nos niveis de lactato
de jejum apoés trés semanas de medicacdo, que também foi mantido apds 12
semanas de treinamento mais metformina. A metformina aumenta a captacao de
glicose pelos enterdécitos e, subsequentemente, aumenta a concentracao de lactato
nos enterdcitos para aumentar a glicolise. Dito isso, o tamanho do efeito moderado
do seu estudo pode ser explicado devido ao maior uso do metabolismo anaerébio
durante o exercicio. Apesar desses resultados, em circunstancias normais, 0s
niveis terapéuticos de administracado de metformina ndo tém efeito sobre o acimulo
de lactato no sangue. A acidose lactica associada a metformina parece refletir o
uso prolongado de altas doses de metformina, o que nao esta relacionado ao nosso
experimento (Rajasurya, Anjum, & Surani, 2019).

O aumento da MP também pode estar relacionado ao aumento da
capacidade anaerodbia (Zupan et al., 2009). No modelo animal, a ingestao cronica
de 250 mg de metformina por 10 dias aumentou a capacidade anaerébia de ratos

saudaveis (de Araujo et al., 2020). Uma possivel explicacdo é que o uso (4 dias) de
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metformina (500-100 mg) parece ter propriedades gluco-reguladoras, podendo
aumentar o conteudo de glicogénio muscular em individuos saudaveis (Scalzo et
al., 2017). No entanto, nosso estudo utilizou a ingestao aguda de metformina, que
parece insuficiente para aumentar os estoques de energia celular, e a capacidade
anaerobia (Kristensen et al., 2019). Acreditamos que esse aumento da PM se deva
ao aumento do uso da via anaerébia latica, conforme ja mencionado. Portanto, a
administracdo cronica de metformina pode ter um efeito maior na producao de
lactato e MP.

Em relacdo a PSE, ndo encontramos diferencas apds o teste anaerdbio de
Wingate entre as condicdes. Alguns estudos relataram maior PSE quando os
participantes ingeriram metformina do que placebo (Kristensen et al., 2019; Malin
et al., 2010). Essa resposta pode ser devido ao aumento da concentracao de
adrenalina pela metformina; no entanto, esse resultado é hipotético, pois foi
mostrado por apenas um estudo (Kristensen et al., 2019).

A metformina é considerada um medicamento seguro; entretanto, entre seus
efeitos colaterais mais relatados estéo relacionados ao trato gastrointestinal, como
diarreia e nduseas (Asif, Bennett e Marakkath, 2019). No presente estudo, em que
a metformina foi administrada em dose Unica (500 mg) 1 hora antes do exercicio,
nao houve diferenca no efeito da ingestao sobre o desconforto gastrointestinal.

Este resultado confirma que h& alguma influéncia da metformina no
desempenho de exercicios de curta duracdo e alta intensidade. Mostramos que a
metformina influencia a poténcia mecéanica exercida entre 3 e 9 s do teste de
Wingate, a ponto de aumentar o MP do teste. O desempenho em esforcos totais
com duracdo de até 10 segundos deve se beneficiar mais da ingestdo de
metformina, cujo efeito deve diminuir a medida que a duracéo do sprint aumenta.
Estudos futuros devem usar outros métodos para identificar ainda mais a maneira
mecanicista como a metformina aumenta a producdo de energia anaerdébia em
humanos saudaveis.

Vale lembrar que, embora o PP do teste de Wingate seja considerado o
padrdo ouro para medir a poténcia anaerdbia, ndo é o caso para MP e capacidade
anaerobia. Com base na literatura, o presente estudo foi conduzido buscando uma
melhora na poténcia anaerdbia, mas encontrou um efeito na MP e uma tendéncia

de aumento na concentracdo de lactato sanguineo de pico. Vale ressaltar que a



24

auséncia de diferenca entre os picos de lactato pode ser devido a baixa frequéncia
de coleta. O momento de pico € individual e pode ter sido alterado pelas condicdes.

Por fim, algumas limitagbes do presente estudo devem ser consideradas.
Embora o teste de Wingate seja o método tradicional usado para estimar a poténcia
e capacidade anaerdbia, sua confiabilidade e validade sao criticadas (Bar-Or, 1987;
Ozkaya, Colakoglu, Kuzucu, & Yildiztepe, 2012). Para diminuir essa limitacao,
realizamos um teste-reteste antes das sessdes experimentais. Nao houve
diferencas entre as medidas de teste-reteste para PP, MP e TW, garantindo a
confiabilidade do teste. Além disso, todas as variaveis apresentaram TEM baixo e
ICC moderado a alto. A segunda limitacdo foi a determinacdo da demanda
metabolica por meio de variaveis mecéanicas (ou seja, PP e MP), que pode ser
limitada do ponto de vista metodoldgico. Por fim, a concentracdo de glicose no
sangue nao foi analisada, o que pode influenciar a concentracdo de lactato no
sangue pos-exercicio e o efeito ergogénico da metformina. No entanto, a
metformina € um medicamento anti-hiperglicémico e, em individuos saudaveis, nao
causa hipoglicemia (Tokubuchi et al., 2017).

Nossos resultados indicam a viabilidade do uso de metformina para melhorar
o desempenho em exercicios curtos e de alta intensidade. Essa estratégia pode ser
vantajosa e atrativa em modalidades que tenham predominio do sistema anaerabio.
No entanto, novos estudos precisam ser realizados utilizando diferentes

modalidades esportivas.

Concluséo
A ingestdo aguda de metformina aumentou o esforc¢o inicial de for¢ca, MP e
TW em um teste anaerobio de Wingate em individuos saudaveis fisicamente ativos.

Além disso, ndo houve diferenca no pico de lactato e no PSE.
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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos da ingestdo cronica de metformina no desempenho
e em marcadores fisiologicos de ratos saudaveis durante o treinamento intervalado
de alta intensidade. Materiais e Métodos: Foram utilizados 50 ratos machos da
linhagem Wistar, com aproximadamente 50 dias de vida. Inicialmente, apds trés
semanas de adaptacdo ao meio liquido, 10 ratos foram sacrificados para
determinacdo da linha de base dos biomarcadores. Os outros 40 ratos foram
subdivididos em dois grupos experimentais: 1) metformina ou 2) controle. O
programa de treinamento teve a duracdo de oito semanas, com frequéncia de
treinamento de cinco dias/semana e intensidade equivalente a 50% da massa
corporal nas primeiras quatro semanas e 70% da massa corporal nas Ultimas quatro
semanas. Com fim de avaliar o desempenho dos animais (nUmero de saltos até
exaustdo), a terceira sessao de treino de cada semana, a ultima série foi realizada
até a exaustao dos ratos, sempre com carga equivalente a 50% da massa corporal.
Resultados: Com relagdo ao numero de saltos, ndo observamos diferengas entre
0Ss grupos metformina e controle. No que tange o aumento da massa corporal
guando analisamos apenas as quatro primeiras semanas do estudo (n = 40) foi
significativamente reduzido pela ingestdo de metformina (p < 0,001). Porém,
guando analisamos as oito semanas completas (n = 20), ndo houve diferenca entre
grupos, permanecendo apenas a diferenca em relacédo ao tempo de treinamento (p
< 0,001). O glicogénio hepatico e do musculo s6leo ndo foram alterados pela
ingestao de metformina. J4 o conteddo de glicogénio do musculo gastrocnémio foi
menor ao final da oitava semana no grupo metformina quando comparado ao grupo
controle (p = 0,01). No grupo metformina, identificamos niveis mais baixos de
piruvato e fenilalanina e niveis mais elevados de etanol, formato e betaina quando
comparado com o placebo. Concluséo: Sendo assim, o uso crénico da metformina
além de ndo melhorar o nimero de saltos e a sintese de glicogénio hepatico,
influencia negativamente a sintese de glicogénio muscular quando comparado a

situacdo controle em animais saudaveis.

Palavras-chave: biguanida, exercicio fisico, desempenho fisico, saude
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INTRODUCAO

A metformina, um agente anti hiperglicémico oral, € o medicamento mais
amplamente utilizado no tratamento da diabetes tipo 2 (DAVIES et al., 2018). Esse
uso é baseado na eficacia, seguranca, tolerabilidade e baixo custo (DAVIES et al.,
2018). O uso da metformina € associado a ativacdo da AMPK, este efeito é atribuido
a inibicdo do complexo 1 da cadeia respiratoria mitocondrial pela droga, que causa
uma carga de energia celular alterada caracterizada por um declinio nos niveis de
ATP intracelular concomitantemente com um aumento nos niveis intracelulares de
ADP e AMP (HARDIE, 2014). A ativacdo da AMPK ¢é relacionada a translocacéo
do GLUT4 (LEE e colaboradores, 2012). Sendo assim, a metformina tende a
aumentar a captacédo periférica de glicose (KLIP et al., 1992; KRISTENSEN et al.,
2013), tendo em vista que a captacao de glicose requer translocacéo da proteina
GLUT4 dos locais de armazenamento intracelular para a superficie celular.

Recentemente, Scalzo e colaboradores (2017), demonstraram que a
ingestdo da metformina também é capaz de promover a sintese de glicogénio no
musculo esquelético de homens saudaveis. Além disso, a diminui¢cao da respiracao
mitocondrial aumenta a capacidade da célula em formar fosfocreatina. Assim, a
recuperacdo de fosfocreatina reflete um aumento constante nos niveis de
fosfocreatina a medida que mais ATP é restaurado nas células (VYTLA e OCHS,
2013).

Baseado nos resultados supracitados, o uso da metformina levaria a um
aumento da necessidade da utilizacdo do sistema anaerdbio para manter o
funcionamento celular. Por exemplo, Braun et al. (2008) realizaram um teste
incremental maximo em esteira e verificaram uma reducéo significativa na poténcia
aerobia maxima (VOzmax) quando individuos saudaveis ingeriram (8-9 dias) uma
dose clinica tipica de metformina (500-1000 mg, duas vezes ao dia). Um dado
crucial relatado por Braun et al. (2008) € que ndo houve diferenca entre as
condi¢cdes na carga final de trabalho alcancada, o que nos leva a hipotetizar que o
metabolismo anaerobio foi decisivo para a manutencédo da carga de trabalho. A
principal explicacdo é que a metformina pode prejudicar exercicios que exijam uma
maior contribuicdo aerdbia por diminuir a respiragdo mitocondrial (CARVALHO et
al., 2008). Por outro lado, ela poderia potencializar exercicios que exijam maior

contribuicdo anaerdbia.
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Destarte, quando a metformina € utilizada em exercicios de alta intensidade,
ela tem sido relacionada com a melhoria do desempenho fisico. Learsi et al. (2015)
verificaram que a ingestdo de metformina (500 mg) 60 minutos antes do teste
experimental melhorou o desempenho em um exercicio em ciclo ergdmetro em uma
intensidade de 110% do VO2méax em individuos saudaveis. Os autores observaram
que o tempo até a exaustdo foi significativamente maior apds a ingestdo de
metformina em relagéo ao placebo, atribuindo essa melhoria a um aumento da
contribuicdo anaerobia alética, tendo em vista que 0s autores encontraram valores
maiores do componente rapido do consumo excessivo de oxigénio pds-exercicio
(EPOC rapido) e nao verificaram diferenca no pico de lactato (contribuicao latica).

Outrossim, de Araujo et al. (2019), utilizando o método de poténcia critica
para natacdo em ratos saudaveis, encontraram melhoria no tempo até a exaustédo
e na capacidade de trabalho anaerdbia apos a ingestdo da metformina (250 mg,
durante 10 dias), mas ndo houve diferenca da capacidade aerdbia. Esses dados
corroboram com a ideia da metformina agir positivamente no metabolismo
anaeroébio, porém ainda ndo esta claro sua contribuicdo para os sistemas alatico
elou latico. Mais recentemente, Bastos-Silva et al. (2021) demonstraram que a
ingestao (500 mg) aguda (1h antes) de metformina aumentou o esforco inicial de
forca, a poténcia média e o total de trabalho em um teste anaerébio de Wingate em
individuos saudaveis.

Até o presente momento, a acdo ergogénica da metformina tem sido
avaliada em exercicios agudos, com uma administracdo da droga por no maximo
10 dias e inexatiddo do mecanismo de acao principalmente sobre o metabolismo
anaeroébio glicolitico. Logo, investigar o uso a longo prazo da metformina e sua
associagao ao exercicio crénico de alta intensidade poderia potencializar os efeitos
sobre o sistema energético anaerdbio, tornando-se uma estratégia inovadora para
o treinamento de alta intensidade.

Um método de treino amplamente empregado nos dias de hoje, que pode
ter predominancia anaerdbia, é o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT),
podendo ser definido como sessdes repetidas de exercicios de curta a moderada
duracdo realizada com uma intensidade maior que o limiar anaerébio (LAURSEN e
JENKINS, 2002). Sendo o intuito do HIIT estressar repetitivamente os sistemas
fisiologicos (LAURSEN e JENKINS, 2002). As respostas moleculares agudas a uma
sessdo de HIIT estdo intimamente associadas a fosforilacdo da AMPK. A AMPK,
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primariamente ativada pelo aumento da razdo AMP/ATP, promove maior
translocacdo de GLUT 4 para a membrana celular, estimulando a via glicolitica e a
entrada de glicose para o citoplasma respectivamente (CARLING, 2004), além de
contribuir para 0 aumento da expresséo do gene associado ao GLUT 4 (CANTO et
al., 2009). O HIT também induz a uma melhoria no desempenho em exercicio
anaerobio e na capacidade glicolitica estimada em todo o musculo (SCRIBBANS
et al., 2014). Adicionalmente, j& foi demonstrado que o HIIT aumenta os niveis da
proteina fator-1a induzivel por hipdxia, acompanhado por um aumento simultdneo
na expressao do gene de enzimas glicoliticas e de glicogénese (ABE et al., 2015).

Dessa forma, nosso objetivo foi identificar os efeitos da ingestdo crénica de
metformina combinado ao HIIT sobre o conteddo proteico de GLUT4, glicogénio
muscular e hepético, desempenho fisico e marcadores fisiolégicos de ratos
saudaveis da linhagem wistar. Nossa hipotese é que a administracdo crbénica de
metformina associada ao HIIT ird& melhorar o desempenho fisico devido a uma
maior utilizacdo da via anaerd@bia latica por meio do aumento do contelido proteico

de GLUT4 e sintese de glicogénio muscular.

MATERIAIS E METODOS
Amostra

Foram utilizados 50 ratos machos da linhagem Rattus norvegicus albinus
(Wistar) com 50 dias de vida. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5
ratos/gaiola, 350 cm?/animal, 18 cm de altura), em uma sala com ciclo claro-escuro
de 12-12 horas (18:00-06:00 luzes acendem), temperatura de 22 + 2°C, com dieta
normal (racdo comercial Nuvilab) e com alimento e agua ad libitum. Todos os
procedimentos deste estudo seguiram 0s principios éticos da experimentacdo
animal (Publicacdo do NIH No. 86-23, revisada em 1985) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas
(74/2017).

Inicialmente, todos os animais realizaram uma adaptacdo ao meio aquatico
durante trés semanas. Posteriormente, os animais foram separados de forma
randémica em dois grupos: metformina (n=20) e controle (n=20). Ao final (72 horas
apos) da adaptacdo (n = 10), primeiras quatro semanas (metformina: n = 10 e
controle: n = 10) e quatro ultimas semanas (metformina: n = 10 e controle: n = 10),

0S animais foram eutanasiados.
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Adaptacdo ao meio aquatico

A finalidade da adaptacdo ao meio aquatico foi reduzir o estresse hidrico sem
promover adaptacgfes fisioldégicas ao treinamento fisico. O protocolo utilizado foi
adaptado de de Araujo et al. (2016) e consistiu em uma exposicdo de cinco
dias/semana durante trés semanas em cilindricos de 30 cm de didmetro x 60 cm
de profundidade e temperatura da 4gua mantida em 31 + 1°C. Na primeira semana,
0s ratos, individualmente, foram colocados na agua com profundidade de 20 cm
durante 5 min, na segunda semana a profundidade foi aumentada para 30 cm e 0s
ratos realizaram uma série de 10 saltos com carga de 30% da massa corporal no
dorso, e, por fim, na terceira semana, a profundidade de 30 cm foi mantida e os

ratos nadaram por 5 min, sem carga, evitando, assim, efeito de treinamento.

Protocolo de treinamento

O protocolo de HIIT escolhido foi adaptado do estudo de de Araujo et al. (2016),
tendo em vista que os autores demonstraram sua eficiéncia em melhorar o
desempenho anaerdbio.

Teve duracdo de oito semanas, com sessdes de exercicio de cinco
dias/semana. A carga de treinamento nas quatro primeiras semanas foi equivalente
a 50% da massa corporal e nas quatro Ultimas semanas foi equivalente a 70% da
massa corporal, calculado a cada semana individualmente. A sessdo de
treinamento foi composta por 4 séries de 10 saltos em agua (profundidade 30cm)

com 30s de recuperacao passiva.

Administragdo da metformina

O grupo metformina recebeu uma dose duas vezes maior que a utilizada em de
Araujo et al. (2019) (500 mg diluido em 1mL de agua destilada) administrada por
gavagem, uma hora antes do exercicio fisico. Os animais do grupo controle
receberam uma solugdo de 1mL de agua destilada administrada por gavagem,

também uma hora antes do exercicio fisico.

Protocolo de Desempenho
O desempenho dos animais foi avaliado pelo numero maximo de saltos até

exaustdo. A avaliacdo do desempenho foi realizada apenas na terceira sessao de
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treino de cada semana para evitar levar os animais a exaustdo mais de uma vez
por semana. Os saltos até a exaustdo foram realizados na Ultima série do dia e a
exaustdo foi determinada quando os ratos saltaram por trés vezes consecutivas
sem atingir a superficie. Independente da semana, a carga da sessao até exaustao
foi mantida a 50% da massa corporal.

Antes da gavagem e ap0s a exaustdo, amostras de sangue (25 pL) foram
coletadas da cauda dos animais na quarta e oitava semana para a determinacao

da concentracgéo de lactato (Kit Labtest®, Brazil).

Controle da ingestao alimentar e hidrica
A quantidade de racao e 4gua ingerida por gaiola foram mensuradas toda
segunda, quarta e sexta antes do protocolo de treinamento ou eutanasia e

agrupados por consumo semanal de cada grupo: 1) metformina ou 2) controle.

Analise dos Tecidos

Os tecidos (séleo, gastrocnémio e figado) foram coletados apés 72h do final
da adaptacdo a agua (linha de base) e da ultima sessédo nas semanas 4 e 8 do
periodo experimental.

Os animais foram eutanasiados com cloridrato a 20% (0,3 mL/100g~" peso
de animal) para excisédo de tecido. A concentracao de glicogénio das amostras de
tecido foi imediatamente analisada de acordo com os métodos de Dubois et al.
(1956). Amostras musculares (200-250mg) e figado (500mg) foram imediatamente
digeridas em 0,5 mL de KOH 1N (30%) por 20min e 1,0 mL, respectivamente. O
método de ensaio colorimétrico foi realizado utilizando fenol (80%) e acido sulfurico.
Apéds 15 min de fervura, a absorbancia foi determinada a 490 nm.

Coloracao de imunoperoxidase para GLUT-4

As preparagbes histologicas foram desparafinizadas por meio de duas
lavagens de xilol e, imediatamente, foi realizada hidratagdo com lavagens
sucessivas de etanol em concentragfes decrescentes de 100%, 95%, 70%,
seguidas de uma lavagem com agua destilada e duas com PBS. Em seguida, a
imunohistoquimica foi realizada usando o kit EXPOSE Mouse and Rabbit Specific
HRP / DAB Detection IHC (Abcam, Cambridge, Reino Unido) e o anticorpo primario

anti-GLUT-4 (Abcam), ambos de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As



39

laminas foram contrastadas com Hematoxilina de Mayer e diferenciadas em agua
corrente por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram desidratadas em lavagens
com concentracdes crescentes de etanol 70%, 95% e 100%, clareadas com xilol e
montadas sob laminula em Entellan (Sigma-Aldrich, Alemanha).

Documentacao fotografica e quantificacao

A microscopia foi realizada com Nikon DS-Ril (Téquio, Japéo) e as imagens
analisadas com o software DP2-BSW (Nikon). A quantificacdo dos ensaios de
imunohistoquimica foi realizada por meio de 3 imagens (aumento 200 x) de campos
aleatérios de cada amostra individual. As imagens foram submetidas ao plug-in de
andlise de quantificacdo IHC Profiler do software de dominio publico Image J
(http://rsb.info.nih.gov/ij/), exatamente como descrito anteriormente.

Anélise Metaboldomica

As amostras de sangue foram coletadas durante as eutanasias por puncao
cardiaca, posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm (Hettich
Zentrifugen, ROTANTA 460R) por 10 min; assim, o sobrenadante foi transferido e
armazenado em um freezer -80° para posterior analise. As comparacfes foram
feitas entre o grupo linha de base e o grupo eutanasiado no final do segundo més
de treinamento, tanto placebo quanto metformina.

Os experimentos de RMN foram conduzidos em um espectrémetro BRUKER
600 MHz (AVANCE Ill) equipado com uma sonda de 5 mm a 300 K (PABBO). Todos
0s espectros de 1H-NMR foram registrados utilizando a sequéncia de pulso
cpmgprld com supressdo da ressonancia de agua por pré-saturacdo. Para todas
as amostras foram coletados os seguintes parametros, 128 transientes em 64 K
pontos de dados em um angulo de pulso de 90 °, relaxamento de 4,00 s, tempo de
mistura de 0,09 s e tempo de aquisi¢éo de 2,72 s. Todos os espectros foram pré-
processados no software TopSpin® 3.2, além de serem ajustados correcao de fase
e desvios quimicos (8) tendo como referéncia o sinal TSP (0,00 ppm) e exibidos no
formato ppm. A matriz de dados foi preparada no software MatLab® (MathWorks,
versao 13), onde os dados foram sobrepostos, alinhados, cortados e normalizados.
Em seguida, todos os dados foram transferidos para o Excel®, formando uma
matriz de dados com cerca de 24.000 variaveis. A identificacdo dos picos do
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metabdlito ocorreu por meio do Chenomx® e foi confirmada com o Human

Metabolome Database (www.hmdb.ca).

Analise estatistica

Os dados sao apresentados como meédia + desvio padrdo (DP). A
normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. A analise
de variancia (ANOVA) de dois caminhos foi utilizada para examinar as alteracdes
ao longo do tempo no desempenho, na massa corporal e para as analises de
glicogénio e lactato. Quando um efeito de interacéo significativo foi encontrado, um
teste post-hoc de Bonferroni foi usado para identificar a diferenca. O nivel de
significancia foi estabelecido a priori a < 0,05. Todas as analises foram realizadas
utilizando um pacote de software estatistico Statistica (versao 7.0, Tulsa, OK).

RESULTADOS

A ingestdo de metformina causou uma reducdo de aproximadamente
19,62% na ingestao de alimentos no primeiro més (Tabela 1 A e Tabela 1 B),
entretanto, ndo houve diferenca percentual na ingestédo alimentar no segundo més
(Tabela 2 A e Tabela 2 B) quando comparado ao controle. J& no consumo de agua,
a ingestdo de metformina causou um aumento de aproximadamente 11% no
primeiro més (Tabela 1 A e Tabela 1 B) e de aproximadamente 17,90% no segundo

més (Tabela 2 A e Tabela 2 B) quando comparado ao controle.

Tabela 01. Ingestdo de racdo e agua durante o primeiro més nos grupos
metformina (A) e controle (B).

A
Semana 01 Semana 02 Semana 03 Semana 04
Metformina Metformina Metformina Metformina
Racdao (g) 539,92 + 558,42 + 543,25 + 557,02 +
25,23 37,31 44,24 70,11
Agua (mL) 1010,00 + 1172,50 + 1093,50 + 1126,75 +
61,50 142,37 183,58 114,33
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Semana 01 Semana 02 Semana 03 Semana 04
Controle Controle Controle Controle
Racéao (g) 700,72 £ 709,20 + 656,32 665,75
53,54 25,31 21,83 19,48
Agua (mL) 1023,25 + 1055,00 + 940,25 + 900,00 *
70,56 121,90 68,28 57,79

Nota: n = 4 gaiolas por condi¢édo

Tabela 02. Ingestdo de racdo e agua durante o segundo més nos grupos

metformina (A) e controle (B).

A
Semana 05 Semana 06 Semana 07 Semana 08
Metformina Metformina Metformina  Metformina
Racao (g) 737,75 £ 2,33 736,30 £ 680,80 + 649,80 +
40,44 92,63 133,78
Agua (mL) 1285,50 + 1229,00 + 1150,00 + 1094,50 +
116,67 120,20 272,94 217,08
B
Semana 05 Semana 06 Semana 07 Semana 08
Controle Controle Controle Controle
Racao (g) 712,75 696,00 £ 1,13 692,35 + 699,25 +
13,64 10,53 16,89
Agua (mL) 988,00 + 1034,50 + 892,50 £ 0,71 993,50
98,99 60,10 111,01

Nota: n = 2 gaiolas por condi¢édo

O aumento do peso corporal quando analisamos apenas as 4 primeiras
semanas do estudo (n = 40) foi significativamente reduzido pela ingestdo de
metformina (F = 29,5; p < 0,001; Figura 1). Todavia, quando analisamos as 8
semanas completas (n = 20), a diferenca entre grupos desaparece, permanecendo

apenas a diferenga do tempo de treinamento (F = 10,9; p < 0,001, Figura 2).

Figura 01. Massa corporal no primeiro més.
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Figura 02. Massa corporal no segundo més.
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Com relacdo ao desempenho, ndo observamos diferencas entre 0s grupos
metformina e controle (Figura 2 A e B). Contudo, a ingestdo de metformina parece
influenciar negativamente os efeitos do treino, fato evidenciado pela diferenca de
tempo de treinamento j& encontrada na terceira semana em compara¢cdo com a
primeira no grupo controle e no grupo metformina apenas na quarta semana
guando analisamos apenas as quatro primeiras semanas (F = 5,60; p = 0,02; Figura
2A). Quando analisamos todas as oito semanas, existe efeito do treinamento

apenas no grupo controle (F = 11,06; p < 0,001; Figura 2B)
Figura 03. Desempenho no primeiro (A) e segundo (B) més.
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O conteudo de glicogénio hepatico ndo foi alterado pela ingestdo de
metformina, bem como o glicogénio do musculo so6leo. Em contrapartida, o
conteldo de glicogénio do musculo gastrocnémio foi menor na condigédo

metformina quando comparado ao grupo controle (F = 4,60; p = 0,01; Tabela 3).

Tabela 03. Conteudo de glicogénio muscular e hepético.

Baseline Més 01 Més 02
Figado Metformina 1,865 + 1,030 2,244 + 0,995 2,733+ 0,136
(mg/100mg)
Figado Controle 1,865 + 1,030 2,259 + 1,011 2,761 + 0,172
(mg/100mg)
Gastrocnémico
Metformina 0,449 £ 0,262 0,315 + 0,170 0,561 + 0,346
(mg/100mg)
Gastrocnémico
Controle 0,449 £ 0,262 0,272 + 0,180 1,018 + 0,175
(mg/100mg)
Soleo Metformina 0,421 + 0,143 0,268 + 0,159 0,577 % 0,2222
(mg/100mg)
Soleo Controle 0,421 + 0,143 0,328 + 0,239 0,546 + 0,103
(mg/100mg)

Nota: Baseline — n = 10, Més 01 — n = 20, Més 02 — n = 20. a = diferenga para o primeiro més. b =
diferenca para o baseline. * = diferenc¢a entre grupos no mesmo més.

N&o houve diferencas na concentracdo de lactato em repouso e apés

exaustdo, bem como no delta tanto no primeiro quanto no segundo més (Tabela 4).

Tabela 04. Concentracao de lactato.

Primeiro Més Segundo Més
Controle Metformina Controle Metformina
Repouso (mM) 1,51 + 0,85 3,44 + 1,09 3,64 +1,37 5,94 +201
Exaustao (mM) 13,72 + 5,83 20,88 + 6,92 15,99 + 4,66 18,85 + 7,05
Delta (mM) 12,20 + 6,13 17,44 + 7,17 12,34 + 4,84 1291 +554

Nota: Delta = Repouso — Exaustao.

A Unica diferengca encontrada na quantidade de GLUT4 foi no musculo
gastrocnémio, a qual foi menor no grupo metformina no primeiro més em

comparacao aos demais grupos (Figura 4).

Figura 04. Imagens mostrando histologia de secfes do musculo gastrocnémio

coradas com hematoxilina.
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(D) (E)

Nota. Barra de escala: 200 um. (A) linha de base (B) metformina primeiro més (C) metformina

segundo més (D) placebo primeiro més (E) placebo segundo més.

Os resultados da metabolémica sao apresentados na figura 5 e 6.

Figura 5. Grafico de pontuacdo PLS-DA para amostras de plasma.
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Figura 7. Mapa de calor dos principais metabdlitos alterados pelo tratamento com

metformina.
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Esse estudo foi 0 primeiro a investigar os efeitos da administracéo crénica
de metformina associada ao HIIT em ratos saudaveis. Diferente da nossa hipotese,
0 uso cronico da metformina ndo aumentou a concentragéo de glicogénio muscular,
GLUT4 e nédo melhorou o desempenho fisico.

Como ja demonstrados em individuos diabéticos (BORST e SNELLEN,
2001), em nosso trabalho o uso crénico da metformina retardou o aumento da
massa corporal. Em meta-analise realizada por Sadeghi et al. (2000) envolvendo
jovens obesos ou com sobrepeso sem outras comorbidades que tomaram doses
de metformina variando de 1.500 a 3.000 mg houve uma redug¢é&o do peso corporal
e da gordura corporal. Um dos fatores que podem ter influenciado foi a menor
ingestao alimentar do grupo metformina, como também ja demonstrado (BORST e
SNELLEN, 2001). O consumo de metformina pode reduzir o apetite, agindo no
sistema nervoso central. A metformina ainda atenua a atividade da proteina quinase
AMP hipotalamica ativada, o que, subsequentemente, reduz o neuropeptideo Y

(orexigénico) e aumenta a expressao da pro-opiomelanocortina (anorexigenico). A
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terapia com metformina também melhora a sensibilidade a leptina e a insulina e,
por meio disso, pode afetar a ingestéo alimentar (SADEGHI et al., 2000).

Esse retardo no aumento da massa corporal, ou seja, o grupo metformina
teve uma massa corporal menor no primeiro més quando comparado com 0 grupo
placebo, provavelmente ocasionou prejuizos no desenvolvimento celular dos
animais. Nesse sentido, diferindo de nossa hipoétese, identificamos uma menor
concentracédo de GLUT4 no grupo metformina no primeiro més quando comparado
aos demais grupos. O uso de metformina tende a n&o alterar a expressao de
GLUT4 ou GLUT1 (Thomas et al., 1998), concomitantemente sua concentracao.
Com o aumento da massa corporal do grupo metformina no segundo meés,
percebemos também uma equiparacdo no contetdo de GLUT4 nesse grupo.

Consequentemente, a menor massa corporal e concentracdo de GLUT4
encontradas no primeiro més do grupo metformina conduziram, ao fim dos dois
meses de treinamento, o grupo metformina a apresentar um estoque de glicogénio
muscular menor quando comparado ao grupo controle. Além disso, 0 aumento
induzido pela metformina nos niveis de AMP intracelular por meio do estado de
energia hepéatica comprometido também pode ter um papel importante no controle
do fluxo da gliconeogénese por meio de uma inibicdo alostérica da frutose 1,6-
bisfosfatase, que é uma enzima chave em gliconeogénese (FORETZ et al., 2010).
Aparentemente assim inibindo a sintese de glicogénio (OUYANG, PARAKHIA e
OCHS, 2011).

Estudos metabolémicos demonstraram que, além de promover o consumo
de glicose e a producdo de lactato, a metformina acaba diminuindo os
intermediarios glicoliticos especificos, bem como os niveis de quase todos os
intermediarios no ciclo do acido tricarboxilico (JANZER et al., 2014). Assim, as
biguanidas podem diminuir a entrada no ciclo do acido tricarboxilico, inibindo os
precursores gerados pelo metabolismo do carbono ou do nitrogénio (piruvato e
glutamato, respectivamente) e, portanto, reduzir a producao de ATP e metabdlitos
anabalicos necessarios para o crescimento celular que sdo derivados do ciclo do
acido tricarboxilico (JANZER et al., 2014).

A metformina é capaz de reduzir significativamente as concentragbes dos
intermediarios fumarato, malato, citrato e alfa cetoglutarato, por exemplo
(ZAKIKHANI et al., 2012). Semelhante em nosso estudo, identificamos niveis mais

baixos de piruvato no grupo metformina. Na auséncia de um ciclo do &cido
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tricarboxilico funcional, redutores metabdlicos equivalentes sao parcialmente
oxidados, predominantemente D-lactato, succinato, formato, etanol e acetato.
Enquanto a excrecdo de acetato gera energia na forma de ATP, a excregdo desses
outros intermediarios metabdlicos sacrifica energia para consumir equivalentes
redutores. Em nosso estudo, o uso da metformina aumentou a quantidade de etanol
e formato.

Outro metabdlito encontrado, a betaina, € conhecido por diminuir os niveis
de homocisteina no sangue como antioxidante. Dado que o tratamento com
metformina eleva os niveis de homocisteina (CHO et al., 2015), mesmo sob
condicbes de tratamento de curto prazo, inferimos niveis elevados de betaina. A
fenilalanina, que é associada a eventos cardiovasculares futuros, foi menor no
grupo metformina comparado ao placebo. Semelhante, Preiss et al. (2016)
investigaram o uso de metformina (1700 mg por dia, 850 mg por dia) ou placebo (n
= 87) por 18 meses em 173 individuos sem diabetes tipo 2, mas com doenca
cardiaca coronéaria estabelecida e com circunferéncias da cintura elevadas.
Comparado com o placebo, a fenilalanina caiu 2,0 pmol / | (4%).

Em relacdo a concentracdo de lactato, ndo houve diferenca do grupo
metformina em relacdo ao grupo controle, mas o grupo metformina apresentou
valores brutos de lactato maiores tanto em repouso quanto pés exercicio, sendo a
acidose latica associada a metformina caracterizada como o nivel de lactato no
sangue arterial em repouso superior a 5 mM (LALAU, 2010), em nosso estudo a
média do lactato de repouso no grupo metformina na oitava semana foi de 5,94 mM
e no grupo controle de 3,64 mM, o que pode ter influenciado negativamente o
desempenho dos ratos desse grupo. Esse aumento dos niveis de lactato é
associado também a inibicdo da remocéao de lactato no figado e nos musculos no
nivel do complexo da cadeia respiratéria mitocondrial, onde o lactato é
metabolizado (ASIF, BENNETT e MARAKKATH, 2019). Alguns estudos também
relatam que o uso de metformina pode acarretar efeitos colaterais gastrointestinais
como flatuléncia, desconforto abdominal e indigestdo de leves a moderados
durante a intervencédo (JOHNSON et al., 2008), o que cronicamente pode induzir a
danos mais sérios.

Por fim, o uso crénico da metformina nao melhorou o desempenho fisico e
retardou a melhoria proveniente do tempo de treinamento fisico. Learsi et al. (2015),

de Araujo et al. (2019) e Bastos-Silva et al. (2021) foram os primeiros a demonstrar
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gue a metformina poderia exercer um efeito ergogénico. Esses estudos mostraram
que tanto o uso agudo como prolongado da metformina favoreceu o metabolismo
anaerébio, melhorando, assim, o desempenho, algo que nosso estudo nao
demonstrou. Um dos fatores pode ter sido a intensidade utilizada, a qual mesmo
sendo considerada alta para ratos, teve uma média alta de saltos resultando em
provavelmente uma alta contribuicdo do metabolismo aerébio. Em individuos nao
saudaveis, a literatura atual demonstra que as estratégias isoladas de exercicio
aerdbio e metformina sdo melhores quando comparadas a combinagcdo de ambos
(SHAROFF et al., 2010; MALIN et al., 2012; RYNDERS et al., 2012; MYETTE-
COTE et al., 2015). O crédito para essa preconizacéo foi postulado em cima da
ideia de que a metformina seria uma inibidora do complexo I, prejudicando assim a
respiracdo mitocondrial e concomitantemente os beneficios do exercicio.

Outro fator que pode ter influenciado a ndo melhoria do desempenho fisico
pode ter sido a alta dosagem utilizada por um longo periodo (500 mg, por 8
semanas), aproximadamente 6,6 vezes maior que a dose terapéutica recomendada
(FORETZ et al., 2014) para animais diabéticos. Mas vale ressaltar que essa dose
terapéutica € recomendada para animais diabéticos. Em animais saudaveis, de
Araujo et al. (2019) demostraram que altas doses (250 mg) sdo capazes de
melhorar o desempenho fisico, ndo havendo ainda uma preconizacdo da faixa de
dose ideal para desempenho. Frise-se que os dados da metabolémica nédo
demonstram efeitos negativos do uso de 500 mg, por 8 semanas.

Nossos resultados mostraram ainda que o HIT induziu aumentos no
desempenho fisico no grupo controle, apesar das interferéncias negativas do
confinamento durante o periodo experimental, mostrando-se ser um protocolo
eficiente de treinamento. Estudos mostram que quando colocamos animais em
gaiolas pequenas, submetemos os animais a um status sedentario obrigatério e as
adaptacdes ao exercicio sdo bem diferentes dos animais no ambiente natural
(SCARIOT et al., 2015, SCARIOT et al., 2016). Aléem disso, o desempenho fisico
foi acompanhado de supercompensacao de glicogénio no gastrocnémio também
no grupo controle.

Por outro lado, nossos resultados mostraram que o musculo soéleo teve uma
sintese limitada de glicogénio durante o HIIT. Esses resultados foram semelhantes
ao encontrado no estudo de de Araujo et al. (2016). Os autores relataram que para

esse modelo de exercicio a caracteristica do musculo gastrocnémio (fibras de
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contracao rapida) € mais sensivel a sintese de glicogénio devido a maior atividade
da glicogénio sintase ap0s o exercicio e a capacidade de reposi¢cao de glicogénio
durante o estresse fisico em relacdo as fibras oxidativas.

Em resumo, nosso estudo foi o primeiro a demonstrar que o uso cronico de
altas doses de metformina nao é capaz de melhorar o desempenho fisico, além de
aumentar o0s niveis de lactato circulante em repouso, prejudicar a
supercompensacao do glicogénio muscular promovida pelo treinamento fisico e as

concentracfes de GLUT4 em animais saudaveis.
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A partir dos dois estudos realizados, pudemos constatar que a ingestao
aguda de metformina é capaz de aumentar o esforco inicial de forca, poténcia
média e trabalho total em um teste anaerébio de Wingate.

Entretanto, o uso crénico de altas doses de metformina ndo € capaz de
melhorar o desempenho fisico, além de aumentar os niveis de lactato circulante em
repouso, prejudicar a supercompensacao do glicogénio muscular promovida pelo
treinamento fisico e as concentragfes de GLUTA4.

Os mecanismos elucidados pela presente tese sdo descritos na imagem a

seqguir:

=== Provavel envolvimento ou explicagdo

. Respostas promovrdas pela Metformina <= Efeito esperado baseado na literatura
Ingestao alimentar B fm”‘hu'm» T
oy

Do,
PO "").rmn} Nighese
R el ”"*m; j o
2%,
P

Complexo 1da cadeia respiratoria mitocondrial ‘
ESFORGOS AEROBIOS

ATP ‘ '—‘ Im Acumt:lo dle NADH y ‘
cl DSD ico = a3 e RECUPERACAO EM
< -'; TREINAMENTO —
| Razdo AMP/ATP T« e
Ativagdo da AMPK

4= Efeito observado no presente estudo

= ' —
lMassa corporal |

" PERFORMANCE EM

Privagio energética
intracelular crénica

Ressintese de ATP
(via fosfocretatina)

*A | PERFORMANCE EM
ESFORCOS
ANAEROBIOS |
(ALATICO) - ARTIGO 1

l Glicemia ‘
Lactacidemia |

L =
s Captacdo celular
de glicose

Glicose

@ Mitocondria

" Lactato




60

4 REFERENCIA GERAL




American Diabetes Association. 2. Classification and Diagnosis of Diabetes:
Standards of Medical Care in Diabetes-2018. Diabetes Care. 2018 Jan;41(Suppl
1):S13-S27.

Anabtawi A, Miles JM. METFORMIN: NONGLYCEMIC EFFECTS AND
POTENTIAL NOVEL INDICATIONS. Endocr Pract. 2016 Aug;22(8):999-1007.

de Araujo GG, Learsi S, Bastos-Silva VJ, Ataide T, Lima-Silva AE. Chronic
metformin intake improves anaerobic but not aerobic capacity in healthy rats.
Canadian Journal of Physiology and Pharmacology. 2019.

Davis BJ, Xie Z, Viollet B, Zou MH. Activation of the AMP-activated kinase by
antidiabetes drug metformin stimulates nitric oxide synthesis in vivo by promoting
the association of heat shock protein 90 and endothelial nitric oxide synthase.
Diabetes. 2006 Feb;55(2):496-505.

Das S, Behera SK, Srinivasan A, Xavier AS, Selvarajan S, Kamalanathan S,
Sahoo JP, Nair NS. Effect of metformin on exercise capacity: A meta-analysis.
Diabetes Res Clin Pract. 2018 Oct;144:270-278.

Egan B, Carson BP, Garcia-Roves PM, Chibalin AV, Sarsfield FM, Barron N,
McCaffrey N, Moyna NM, Zierath JR, O'Gorman DJ. Exercise intensity-
dependent regulation of peroxisome proliferator-activated receptor coactivator-1
MRNA abundance is associated with differential activation of upstream signalling
kinases in human skeletal muscle. J Physiol. 2010 May 15;588(Pt 10):1779-90.

Egan B, Zierath JR. Exercise metabolism and the molecular regulation of skeletal
muscle adaptation. Cell Metab. 2013 Feb 5;17(2):162-84.

Foretz M, Guigas B, Bertrand L, Pollak M, Viollet B. Metformin: from mechanisms
of action to therapies. Cell Metab. 2014 Dec 2;20(6):953-66.

Gibala MJ, Little JP, van Essen M, Wilkin GP, Burgomaster KA, Safdar A, Raha
S, Tarnopolsky MA. Short-term sprint interval versus traditional endurance



training: similar initial adaptations in human skeletal muscle and exercise
performance. J Physiol. 2006 Sep 15;575(Pt 3):901-11.

Graham GG, Punt J, Arora M, Day RO, Doogue MP, Duong JK, Furlong TJ,
Greenfield JR, Greenup LC, Kirkpatrick CM, Ray JE, Timmins P, Williams KM.
Clinical pharmacokinetics of metformin. Clin Pharmacokinet. 2011 Feb;50(2):81
98.

Kalender A, Selvaraj A, Kim SY, Gulati P, Brilé S, Viollet B, Kemp BE, Bardeesy
N, Dennis P, Schlager JJ, Marette A, Kozma SC, Thomas G. Metformin,
independent of AMPK, inhibits mMTORCL1 in a rag GTPase-dependent manner.
Cell Metab. 2010 May 5;11(5):390-401.

Keteyian SJ, Hibner BA, Bronsteen K, et al. Greater improvement in
cardiorespiratory fitness using higher-intensity interval training in the standard
cardiac rehabilitation setting. J Cardiopulm Rehabil Prev 2014;34(2):98-105.

Learsi SK, Bastos-Silva VJ, Lima-Silva AE, Bertuzzi R, De Araujo GG. Metformin
improves performance in high-intensity exercise, but not anaerobic capacity in
healthy male subjects. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2015 Oct;42(10):1025-9.

Owen MR, Doran E, Halestrap AP. Evidence that metformin exerts its anti-
diabetic effects through inhibition of complex 1 of the mitochondrial respiratory
chain. Biochem J. 2000 Jun 15;348 Pt 3:607-14

Pryor R, Cabreiro F. Repurposing metformin: an old drug with new tricks in its
binding pockets. Biochem J. 2015 Nov 1;471(3):307-22.

Wheaton WW, Weinberg SE, Hamanaka RB, Soberanes S, Sullivan LB, Anso E,
Glasauer A, Dufour E, Mutlu GM, Budigner GS, Chandel NS. Metformin inhibits
mitochondrial complex | of cancer cells to reduce tumorigenesis. Elife. 2014 May
13;3:e02242.






UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA E
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UA

—————

Ursl

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeifos da ingestdo crénica de metformina
isolada ou combinada a creatina e/ou maltodextrina durante o treinamento anaerdbio no
desempenho e biomarcadores de estresse em ratos”, registrada com o n° 74 /2017, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Gustavo Gomes de Araijo,que envolve a utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com 0s 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 da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas (CEUA/UFAL),
em reunido de 18 de maio de 2018.

| Vigéncia da autorizaco 02.07.2018 a 30.11.2018
Espécie/linhagem/raga Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 105
Peso/idade 250-300g / 80 dias
Sexo Machos

; Biotério Central da Ufal / Biotério do Laboratério de
Origem/Local de manutengdo Nutric3o da Faculdade de Nutrigdo da Ufal - FANUT
Colaboradores Victor José Bastos da Silva

Maceié, 23 de maio de 2018,

/f%m & MA g]m}[}[%

C UEfvan Nascimento dos Santos Filh
Coordenador da CEUA
SIAPE 1756479




EURCFEAN ARNAL OF SFOSET SOENCE E{ Rﬂl-lﬂEdg'E
B ey MO 17461 350 2001 1530191 Tahor & Francis Graup

M vkl tor wpstalen

Acute metformin administration increases mean power and the early Power
phase during a Wingate test in healthy male subjects
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ABSTRACT
The present study tested the hypothesis that acute metformin would increase peak power
measured dufing a Wingate test. Fourtesn men (24 +6 years; 758+102 kg 177+ 7 am)
participated in fowr test sessions, conducted in a orossover, counterbalanced, double-blind
modd. The first and second sessions consisted of anthropometric measurements and one
\lﬂtgatemtpuda'j 1o ases testyeted rediability. In the last two sesdons, the Wingate tests

on meatirmin (500 mg capsule, 1 howr before) or placebo (oo lulose capsule, 1
hn-ubefm]mﬂﬂm Mo differences were found between the placebo and metformin for
peak power (10568 + 2158 W ve 10952+ 1993 W, respectively; p=024). Mean power [5309 +
B7TE Wwvi 6131 £ 948 W, respectively; p=001) and total work (18928 + 2633 k) va 18393+ 2845
I, respectively; g =001] in the metformin condition were higher than the placebo. The power
wiere greater in metformin when compared to the placebo in moments 3 (p= 0011 4 (p= 0011
5 (p=00d) 6 (p=0.04), 7 (p=0.02), B (p=0.03) and 9 (p=001) seconds There were o
differences between conditions for the peak lactate (p= 008) and the rating of perceived
exerfion (p= 084] Acute metformin administration increased the early power phase and the

[HEYWORDS
Biguanides; AMPK actiaty
actate; anaerobic
menibaliz enengy
meabalism; Figh-inerety
[t

mean power of a Wing ate test.

Intred uction

Metformin is a widely used drug for treating type 2 dia-
betes with several cellular mechanisms (Ireucdhi et al.,
2015; Zhou et al, 2001). The metformin action in patho-
logial conditions (ie. diabetes, obesity, and metabolic
syndrome) indudes reducing of peripheral resistance
to insulin and hyperinsulinemia, lipid metabolism
control, stimulation of glucose uptake and synthesis
(Eriksson et al, 2007). it has been reported in witro that
mettormin deoeases mitochondria energy production
[Cameron et al, 2018) causing a decline in the fres
ATF/ADP and ATF/AMP matios (Carling, 2004; Zhou
et al, 2001). Thereby, due to deceasing mitochondria
respiration, the organism may inaease the ATP resynth-
esis from the phosphooeatine (PCr) to attend to the
metabolic demand [Wytla & Ochs, 2013). Therefore, met-
formin administration would lead to a larger contri-
bution of high energy phosphates to maintain cellular
functioning but studies on the effects of metiormin in
heathy organisms, mainly on perfformance and anaero-
bic metabolism, are still scarce.

In healthy subjects, short-term metformin adminis-
tration (500 mg of metformin in a single day) does not
affect energy homeostasis at rest or during exercise in
skeletal musde [Krstensen et al, 2019 However, met-
formin intakes (2000 mg) decreased the peak mcygen
uptake (VD peak] during incremental intensity protocol
(Braun et al, 2008). A crucial data reported by Braun et al.
[2008] is that there was no difference between the con-
ditions in the final workload achieved, which leads usto
hypothesize that anaerobic metabolism was decisive for
wordoad maintenance. This response may be due to
inhibition in energy transduction, by selectively suppres-
sing the efhdent coupling of the redoe and proton trans-
fer domains of complex | of the elecron transport
systemn (Cameron et al., 3018).

In this sense, it was hypothesized that metformin’s
ingestion would be beneficial to performance during
efforts relying on high ATP tumover rates, such as
short-duration and high-intensity exerdse. In a study
evaluating healthy rats, de Arujo et a., (2020
reported that after ten days of metformin ingestion
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(250 mgl, the time to eshaustion in swimming high-
intensity bouts, as well as anaercbic @padty, were
higher than the placebo group. In humans, acute met-
formin ingestion (i.e. 500 mg 1 hour before the test)
improved time to exhaustion on a cycle ergometer at
110% of maxdmal mygen uptake MO maxl together
with increased anaerobic alactic contribution, but not
anaerobic lactic energy (Learsi, Bastos-Silva, Lima-Silva,
Bertuzzi, & de Araujo, 2015). Thus, based on the results
in humans, it seems that metformin intake 1 hour
before high-intensity exercise may improve perfomm-
ance in healthy and physically active men According
to the studies abowe dted (de Armujo et al, 2020;
Learsi et al, 2015), and the logic of improving the use
af PCr levels, metformin ingestion could be a way to
enhance spors performance in modalities with great
demands on fast ATP tumover. However, it is yet to be
confimed the real metfomin effect in short-duration
and high-intensity exerdse performance in healthy
subjects.

Two constructs are commonly used to measure per-
formance in short-duration and high-intensity exerdse:
il anaerobic power, or the fastest rate of ATP tumover
during exercise; and ii] anaerobic @padty, or the
amount of ATP yield by metabolic pathways indepen-
dent of oxygen (Boulay et al., 1985 Minahan, Chia, &
Inbar, 2007). A commonly used protocol to evauate
those constructs, and considered the gold standard for
cycling, is the 30-second Wingate anaerobic test [Ber-
tuzzi, Kiss, Damasceno, Oliveira & Lima-Silva, 2015).
This test consists of a 30 seconds all-out effort and is
aften analyzed based on mechanical vanables, such as
attained peak power (PP, mean power output [MF)
and total work performed (TW). Furthemaore, evidence
shows the assodation of PP and MP to physiological
measures, such as the breakdown of phosphocreatine
and muscle glycogen depletion,  respectively
[Cheetham et al., 1985 Bogdanis, Newill Boobis,
Lakomy, & Mevill 1995 Patton & Duggan, 1987;
Wincent et al, 2004). This way, PP is often used to
measure anaercbic power, and, despite being disputed
[Minahan et al, 2007), MP had shown an association
with anaerobic capadty (Bogdanis et al, 1995
Demarie, Chirco, Gianfelici & Vannozzi, 20190,

Anaerobic power is of great importance in many
types of sport. so the ergogenic effects of supplemen-
tation on this construct are of obvious interest. Accord-
ing to the best of our knowledge, no study yet
assessed acute metformin ingestion on the Wingate
anaerchic test in healthy subjects. Therefore, the
present study aimed to investigate an acute metformin
intake effect on the 30s Wingate anaerobic test perform-
ance in healthy male subjects. We hypothesize that

metformin would improve performance on the 30s
Wingate anasrobic test with increased PP due to its
assodation with PCr levels.

Materials and methods
Study design

The study was conducted in a randomized, aossover,
counterbalanced, double-blind model. Four visits were
performed with a minimum of 72 and a maximum of
96 hours intervals. Durning the first session. anthropo-
metric measurements (body mass, height and skin
folds) and the first familiarization of the Wingate
anaerobic test protocol were camied out. The Wingate
anaerobic test was completed again 72 hours after
the first testing session to detemmine the test-retest
reliability of measurements. The last two sessions com-
prised of the experimental procedures under either
metformin or placebo conditions. One researcher per-
formed randomization and counterbalandng of cone
ditions [i.e. metformin and placebo] through site
randomizerorg, aiming to guarantee the subjects’
unbiased allocation.

A M-hour dietary recall was completed by each
subject before the first familiarization; it was then photo-
copied and handed badk tothe partidpants for the same
diet to be repeated for subseguent trials. We asked par-
ticipants to refrain from exhaustive exercise, alcohol, and
caffeine ingestion for 24 hours before data collection to
avoid interferences in results.

Partidpants

Fourteen physically active (minimum of 150 min-week™"
of moderate exerdse] healthy men participated in the
present study. The minimum amount of physical
activity was achieved through a simple interview with
the partidpants. Partidpants were provided with infor-
mation about the study’s esperimental risks and
benefits and signed an informed consent form before
starting the experiments. All study procedures were
conducted following the Dedaration of Hebinki and
were approved by the lo@l ethics committes (14207
12). Written informed consent to partidpate in the
study was obtained from all subjects after receiving
detailed  information about  the  measurement
procedures.

Anthropometric measurements

Body mass was measured using an eledronic scale, and
height with a stadiometer. To assess skinfold thickness



was used as a Lange Skinfold Caliper (Cambridge, MD,
USAL Body density was predicted by lackson and
Pollock [1985) generalized equation, followed by Sir's
equation [19561) to estimate body fat.

Wingate anaerobic test

The Wingate anaerobic test consists of 30 seconds of an
allkout effort on a cycle ergometer (Bar-Or, 1987). We
used a mechanically braled cycle ergometer (Biotec
2100%, (EFISE) and all data were cakulated using a
wustom code on Matlab Matlab 6.0° MathWorks Inc,
EUA)L Torque was obtained by calibration of the dynam-
ometer using known weights, in order to equalize the
torque performed in the systemn to the load applied to
the ergometer. The calibration equation for power was
W= Kgfm*"6"pm)/&i12. Subjects submitted a five-
minute wamm-up with an approximate load of 150
watts (90 rpm and a fed load of 2.5 Kpl and at the
end of the 2nd and 4th minutes, peformed two all-
outs sprints of & seconds (Marinho et al, 2020). Afer
warm-up procedures, partidpants were instructed to
start a slow, unloaded cyde. At —5 seconds, a count-
down started. A flying unloaded start began at -3
seconds. Then, at point 0 seconds, the resistance equiv-
alent to 7 5% of body mass was added, and the subjects
performed an alout effort for 30 seconds (Marinho
et al, 2020). PP was obtained as the highest value of
mechanical power in a 1 seconds intenal, MP the
average power throughout the test, and TW was
obtained as the accumulated work during the test, as a
quotient of power and time.

Rating of Perceived Exertion [RPE} was collected at
rest, before, and immediately after the test through
the BORG 6-20 scale (Borg 1982). Blood samples
(25 pL) were collected from the earlobe using a capillary
tube before and immediately, three and five minutes
after the end of the exerdse, to determine the resting
concentration and peak lactate. Blood samples were
immediately transfemed to miootubes containing 25
pL of fluoride at 1% and subsequently centrifuged for
10 minutes at 3000 rppm for plasma separation. Plasma
lactate concentrations were measured using an enzy-
matic method [Manufactured by GT Laboratory SR.L
Code 475050 - Rosario - Argentina) on a FlexStation® 3
Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, Cali-
fornia, USAL The highest value was assumed to be the
peak plasma lactate concentration

Metformin administration

Participants ingested either a 500 mg me thormin (99 5%
pure] capsule or a placebo @psule (cellulose capsule
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with the same colour, size, and weight as the metformin
capsule) &0 minutes before (Learsi et al, 2015 the
Wingate anaerobic test.

Gastrointestinal side effects

A questionnaire was used to chedk for possible gastroin-
testinal discomfort symptoms, consisting of 19 items
regarding heartbum, dizziness, and headadche (leu
kendrup et al, 2000). The participants attributed values
ranging from 1 to 10, where 1 is “no problem at all”
and 10 "the worst it has ever been”™ for each item
assessed. The symptoms were considered severe when
the score was equal to or greater than 5 [Jeukendrup
et al, 2000).

Statistical analysis

Data were presented as mean £ standard deviation
The distribution was assessed through the Shapiro-
Wilk's inomnality test] test to determine whether it
did meet parametric assumptions. Under confirmation
of normality distibution we examined the test-retest
reliability between the familiarization sessions
through Student's t-test for paired samples, intraclass
correlation coefficient (1CC), technical emor of measure-
ment (TEM] and coefhicient of varation [OW) [Hopkins,
2000).

Hypothesis testing for Wingate anaerobic test vari-
ables (ie. PP, MPF, TW] and RPE in the methormin and
placebo conditions were evaluated using a Student’s t-
test for paired samples. The power every second and
lactate concentration was analyzed using two-way
repeated-measures ANOVA, followed by Bonfemroni
past hoc tests. We caloulate the magnitude of differences
between al metformin and placebo vaniables Cohen's d
effect sizes; the thresholds for small, moderate, and large
effects were 0.20, 0.50, and 080, respectively (Cohen,
1988 All analyses were performed using Statistical
Padkage for the Sodal Sciences software [5P55; version
25.0; IBM, Chicago, IL, USA) and signiicance was
accepted as p < 0L05.

Results
Partidpant charocteristics

The physical characteristics of the participants were as
follows: age: 24+ 6 years; body mass: 759102 kg
height 177+ 7 am; body mass index: 246 £ 3.2 kg/'m™
body fat 13.0% + 5.5%.
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Table 1. The intradlass @melation @efficient (IC0), typical emror of measurement (TEM) and coeffickent of variation (OV) for Wingate

test variables.
Vasakhle Tt Rtest WC TR [ ] 2]
PR W) 10185 + 1808 108D 179 L8 05058 FELE T T 63 [E]
M (W) GOE] L9458 G154 L5758 U5 (0E5-0.95) U B5-adE) iz K-
™) 1RX5T + 2833 15476 + 2934 05 J085-0.95) 012 )0 16-03) 32 LE-}
Mot Values lisied 35 mean 450 and confidence inderall (iC1%55] PP = peak power; M= mean power; TW = tofl work; W= waits; | = joule
Gastrointestinal sy mptoms Table 2. Wingate test variables
No partidpants reported significant gastrointestinal dis- Yarabies Matfoormin Hacha ¢ Hes S
. . . BP0 10952 & 1593 WEHEE XSS 0 [[E¥]
comfort [all <5 points for each gquestionnaire item) NE &30.9 457 20 P as ax
before ingestion. Similary, after the test no participants ™ (0 180 + Ha 12390 + S ol [ E ]

showed significant gastrointestinal discomfort in the
place bo and metformin conditions.

Test-Retest reliability

There were no signifant differences between test and
retest measurements for PP, MP and TW. All variables
showed a low TEM and a moderate to high ICC (Table 1).

Wingate anaerobic test

MP and TW was higher in the metformin condition than
the placebo condition (Table 2). Mo statistical differences
were found between the placebo and metformin con-
ditions for PP.

In addition, there was an main effect of time (F=
183.6; p < 001) condition [F=8.9; p=0.01) and time-
condition interaction for power output generated
every second (F=229; p=0.05), with higher values at
the time 3 [975.2 £153.3 W vs. B43I = 1628 W, p=
001 4 (B4B. 2+ 13201 W vs. TOLT £ 1469 W p=10.01),
5 BMO 1168 W vs. TT66213T4 W, p=0.0d), &
(B0O09 = 103.6 W v TOOT 1216 W; p=0.04), 7 (7758
=060 vs. 7420 1100 W; p=0.02), & (7500984 W
veE 721021018 W, p=0103) and 9 (7219 £ 938 W vs.
G941 £101.1 W; p=0.01) seconds in metformin con-
dition when compared to the placebo condition,
respectively (Figure 1).

RPE and Plasma lactate

There was no significant difference between the con-
ditions for the RPE variable in both rest and exhaustion.
Likewise, there was no difference between the con-
ditions [F=4.5% p=0.08 or the condition-time inter-
action (F=295% p=0.11), only in time [rest vs peak
lactate (F=142.7%; p = 0.01]]; howswer, a moderate
effect size was observed at the peak lactate in the met-
formin condition. (Table 3).

Mote Values lised = men 30 PP = pesk power; WP =men power; TH
= otal work; W=wattg ) =joules. *sgnificant different fom phosbo
condifian

Discussion

The study’s main results were that acute metformin
ingestion improves MP, TW and the power output in
the first seconds during a Wingate test However,
despite the inaeased power in the first seconds with
metformin administration, the PP remained undhanged.

In the study conducted by Learsi et al (2015) the
acute methormin (500 mg) intake inoeased time to
exhaustion on a cyde ergometer at 110% of VW0 max
conceming the placebo condition. Although no differ-
ence in anaerobic capacity measured by the maximal
acoumulated oxygen defidt (MAOD) protocol after met-
tormin ingestion, the authors observed an increase in
the fast component of excess post-exerdse oxXygen con-
sumption (EPOCfast] that represents the total PCr
expended during exercise (Bertuzzi et al, 2014
Haseler, Hogan, & Richardson, 1999; Learsi et al, 2015;
Zagatto et al, 2019). The phosphate system is the
main responsible for the resynthesis of ATP in
maxmurm effort exercise in the first 5-6 seconds, and
its contribution should continue until the stocks of PCr
are mainly depleted, which usually ocours within 10-15
s [Baker, McCormick, & Robergs, 2010).

Owr study found that metformin’s ingestion increases
the output powerin the initial 3-9 seconds, which prob-
ably contributed to an ingease in MP. Traditionally, MP
from Wingate has been used to indicate the lactic
anaerobic system adtivity, which was not appointed by
the Learsi et al. (2015) study using metformin. We did
nat find effects in PP, the variable of Wingate anaerobic
test related to the alactic anaerobic pathway (Bertuzzi
et al, 2015). However, a surprising result was found in
the increase of power through the second 3-9 paired
between conditions. This result, combined with previous
imvestigations, could not discard that there was also a
greater use of the alactic anaerobic pathway (Bogdanis
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Wingate test
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RAgure 1. Mean and standard deviation every second in the Wingate test. Note. *Significantly different from placebo ondition.

etal., 1995 Gastin, 1994) with the administration of met-
formin, considering the timeframe for alactic peak
activity and end of contribution [Baker et a., 20100 It
is possible that, in the cument study, a combined effect
on both anaerobic metabolisms contributed to enhan-
dng power from 3 to 9 seconds of exercise. These
results characterize metformin’s influence timespan on
performance, thus adding the find of Learsi et al.
[2015) considering the lack of temporal resolution from
EPOC g results.

An increase in MP was accompanied by a tendency [p
=0.08) and moderate dfect size [E5=049) in the peak
lactate walues. This result may be associated with
decreased mitochondria energy production (Cameron
et al, 2018). Futhermore, it seems that metformin
reduces the actvity of the pyruvate arboxylase
erzyme, responsible for pyruvate metabolisation in oa-
loacetate during gluconeogenesis process (Matyukhin,
Patschan, Ritter, & Patschan, 2020). Thereby, the impair-
ment of such enzyme function inoeases pyruvate conver-
sion in lactate rather than oxaloacetate (Matyukhin et al.,
2020). The impaiment of oxaloacetate conversion could
inorease fast ATP tumowver by the glycolytic pathway,

Table 3. Physiclogical and psychological vari ables.

Wanabim et forrmin Flaceho P Effect Size
Lac'] resting fmmal/L) 15407 11+04 a4 [F23
o] e {memallL) LR EY R TE+21 ook L]
g e—— T TEE10 aEird Q14 a4
RPE mestng 60400 &1+03 - -

RPE end 6eE2? G916 084 o

Mot Values lizted 3x mean + S0, BPE = Fatng of paroeieed svertion.

explaining the effect of metformin on MP. Besides,
Pilmark et al. (2021) found an increase in fasting lactate
levels after three weeks of mediation, which was also
maintained after 12 weeks of training plus metformin
Metformin increases the glucose uptake by enterocytes
and subsequertly increases lactate concentration in
enterocytes to inaeased glycolysis. That said, your
study’s moderate effect size may be explained due to
the greater use of anaerobic metabolism during exerdse.
Despite these results, under normal circumstances, thera-
peutic levels of metformin administration have no eflect
on the acocumulation of lactate in the blood. Metformin-
associated lactic addosis seems to reflect the prolonged
use of high doses of metformin, which is not related to
our expeniment [Rajasurya, Anjumn, & Surani, 2019).

The inaease in MP may ako be related to inoeased
anaerobic apacity Eupan et al, 2009). In the animal
model, 250 mg metformin chronic ingestion for ten
days increased the anaerobic capacity of healthy rats
[de Araujo et a., 2020). One possible explanation is
that the use (4 days) of metformin (500-100 mg) seems
to have gluco-regulatory properties, being able to
increase the content of musde glycogen in healthy sub-
jects (Scalko et al, 2017). However, our study utilised
acute methormin intake, which seems insuffident to
increase cell energy stores, and anaerobic capacity [Kris-
tensen et al., 2019). We believe that this increase in MP is
due to the inoeased use of the anaerobic lactic route, as
mentioned above. Therefore, chronic administration of
metformin may have a higher effect on lactate pro-
duction and MP.
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Regarding RPE. we did not found differences after
Wingate anaerobic test between conditions. Some
studies had reported higher RPE when the participants
ingested metformin than placebo [Knstensen et al,
2019; Malin et al, 2010). Sudh a response may be due
to metformin inoeasing the adrenaline concentration;
however, this result is hypothetical since it was shown
by only one study (Kristensen et al, 2019).

Metformin is considered a safe drug; however, amaong
its most reported side effects are related to the gastroin-
testinal tract, such as diarrhea and nausea [Asif, Bennett,
& Marakkath, 2019). In the present study, in which met-
formin was administered in a single dose (500 mg) 1
hour before exercise, there was no difference in the
effect of ingestion on gastrointestinal discom fort.

This result confirms that there is some influence of
rmetformin on short-duration and high-intensity exerdse
perfformance. We have shown metformin to influence
mechani@l power exerted between 3 and 9 s of the
Wingate test to such extent as to inaease the test’'s
MP. Performance in all-out efforts lasting up to 10
seconds should benefit more from metformin ingestion,
whose effect is expected to decrease as sprint duration
inreases. Future studies should use other methods to
identify further the medhanistic way metformin
inoeases anaerobic energy production in  healthy
hurnans.

it is worth remembering that even though the
Wingate tests PP iz considered the gold standard
for measuring anaercbic power, it is not the case
for MP and anaercbic capadty. Based on the litera-
ture, the cument study was conducted looking for
an improvement on anaerobic power but found an
effect on MP and a tendency to nise in peak blood
lactate concentration. It is worth mentioning that
the lack of difference between the lactate peaks @n
be due to the low frequency of collection. The peak
moment is individual and may have been changed
by the conditions.

Finally, some limitations of the present study must be
considered. Although the Wingate test is the traditional
method used to estimate anaerobic power and @padty,
its reliability and wvalidity are crticised (Bar-Or, 1987;
Ozkaya, Colakoglu, Kuzuo, & Yildiztepe, 2012). To
dirninish this limitation, we @mied out a test-retest
before the expenmental sessions. There were no differ-
ences between the test-retest measures for PP, MP and
TW, guaranteeing test reliability. Besides, all variables
showed low TEM and moderate to high ICC. The
second limitation was the determination of metabolic
demand through mechanics varables [ie. PP and MP),
which may be limited from a methodological stand-
point. Lastly, blood gluoose concentration was not

analyzed, which may influence post-exercise blood
lactate concentration and the metformin ergogenic
effect. However, metfomin is an antihyperglycemic
drug and in hedthy subjects, it does not cause hypogly-
cemia (Tokubuchi et al., 2017).

Our results indicate the feasibility of using methormin
to improve perfformance in short. high-intensity exer-
cises. This strategy can be advantageous and attractive
inmaodalities that have a predominance of the anaerobic
system. However, further studies need to be conducted
using different sports.

Conclusion

Acute metformin intake inoeased early power exertion
MF and TW in a Wingate anaerobic test in healthy sub-
jects physically active. Also, there was no difference in
the lactate peak and the RPE
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