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RESUMO

Introducéo: Os exercicios fisicos de alta intensidade podem causar estresse
oxidativo se nao forem devidamente neutralizados por agentes antioxidantes
endogenos e ou exdgegos, da mesma forma os danos musculares se ndo tiverem
uma recuperagao adequada, podendo vim a lesionar os tecidos envolvidos na agao
muscular. Diversas plantas medicinais vém sendo utilizadas como antioxidantes e
antinflamatorias. Objetivo: O presente estudo teve como obijetivo avaliar o exercicio
fisico resistido de alta intensidade (EFAI) associado ao extrato etandlico (EE) das
folhas de Schinus Terebentifholius nos parametros oxidativos e danos musculares
em ratos Wistar. Metodologia: Os animais foram divididos em 04 grupos
(n=10/grupo): 1. Controle (GC) - animais que ndo realizaram a sessao EFAIl e
tratados com veiculo (agua destilada via oral); 2. Exercicio agudo (EA) - submetidos
a sesséo aguda de exercicio; 3. Exercicio + veiculo (EV) - composto por animais que
fizeram a sessado e tratados com veiculo e 4. Exercicio + extrato (EX) animais
administrados com EE de Schinus Terebenthifolius (100mg/Kg, via oral) e que
fizeram a sessé&o de exercicio. O EE de Schinus Terebenthifolius demonstrou, in vitro,
elevada atividade antioxidante (13,88 + 0,36 ug/mL). Antes do periodo experimental,
foi mensurado o lactato nos momentos pré e pés dos grupos EA (p<0,0001) e EX
(p<0,0001). Apdés a sessdao aguda, foram avaliados: estresse oxidativo
{malondialdeido (MDA), grupos sulfidrila (SH) e redugao férrica antioxidante (FRAP)},
dano muscular (creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH)), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Resultados: Nas
analises in vivo houveram diferengas significaticas do grupo EX comparado aos EA
e EV, respectivamente: hepatico (MDA: p<0,0001 e SH: p=0,0033, em ambos; FRAP:
p=0,0011 e p=0,0047), muscular (MDA, SH e FRAP: p<0,0001, em ambos; CK:
p=0.0001 e p<0,0001; LDH: p<0,0001, em ambos), niveis séricos (MDA: p=0,0003 e
p=0,0012; SH: p=0,0056 e p=0,0200; FRAP: p=0,0017 e p=0,0165). Nao houve
diferenca significativa nos marcadores ALT e AST. Conclusdo: Conclui-se que o EE
de Schinus Terebenthifolius associado ao EFAI atenuou os danos oxidativos e

musculares em ratos.

Palavras-chave: treinamento fisico; suplementos a base de plantas medicinais;

Schinus terebentifholius; Wistar.



ABSTRACT

Introduction: High-intensity physical exercises can cause oxidative stress if they
are not properly neutralized by endogenous and/or exogenous antioxidant agents, in
the same way muscle damage if they do not have adequate recovery, which can injure
the tissues involved in muscular action. Several medicinal plants have been used as
antioxidants and anti-inflammatory drugs. Objective: The present study aimed to
evaluate high-intensity resistance physical exercise (EFAI) associated with ethanolic
extract (EE) of Schinus Terebentifholius leaves on oxidative parameters and muscle
damage in Wistar rats. Methodology: The animals were divided into 04 groups
(n=10/group): 1. Control (CG) - animals that did not perform the EFAI session and were
treated with vehicle (orally distilled water); 2. Acute exercise (AS) - subjected to an
acute exercise session; 3. Exercise + vehicle (EV) - composed of animals that
underwent the session and were treated with vehicle and 4. Exercise + extract (EX)
animals administered with EE from Schinus Terebenthifolius (100mg/Kg, orally) and
that underwent the treatment session exercise. EE from Schinus Terebenthifolius
demonstrated, in vitro, high antioxidant activity (13.88 + 0.36 pg/mL). Before the
experimental period, lactate was measured in the pre and post moments of the EA
(p<0.0001) and EX (p<0.0001) groups. After the acute session, the following were
evaluated: oxidative stress {malondialdehyde (MDA), sulfhydryl groups (SH) and ferric
reduced antioxidant (FRAP)}, muscle damage (creatine kinase (CK) and lactate
dehydrogenase (LDH)), alanine aminotransferase (ALT ) and aspartate
aminotransferase (AST). Results: In in vivo analyses, there were significant differences
in the EX group compared to EA and EV, respectively: hepatic (MDA: p<0.0001 and
SH: p=0.0033, in both; FRAP: p=0.0011 and p= 0.0047), muscle (MDA, SH and FRAP:
p<0.0001, in both; CK: p=0.0001 and p<0.0001; LDH: p<0.0001, in both), serum levels
(MDA: p=0.0003 and p=0.0012; SH: p=0.0056 and p=0.0200; FRAP: p=0.0017 and
p=0.0165). There was no significant difference in ALT and AST markers. Conclusion:
It is concluded that the EE of Schinus Terebenthifolius associated with EFAI attenuated

oxidative and muscle damage in rats.

Keywords: physical training; supplements based on medicinal plants; Schinus

terebentifholius; Wistar.
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1 INTRODUGAO

Os exercicios fisicos resistidos de alta intensidade (EFAI) demandam
contragbes musculares geralmente contra uma resisténcia externa, sendo
considerado um meétodo especializado de condicionamento para aumentar a forga,
resisténcia e poténcia muscular (Neves et al., 2019). E se executados de forma
correta, respeitando alguns principios do treinamento esportivo, como por exemplo a
velocidade de execugao, amplitude de movimento, volume e intensidade de maneira
apropriada, deverdo ocorrer alteragdes fisiolégicas e metabdlicas no organismo
(Souza, R., et al., 2017).

Estudos relatam diversos beneficios com tal pratica, desde a melhoria da forca
muscular (Padilha, 2017; Raymond et al, 2013), e perfil cardiovascular (De Souza Lino
et al, 2018; Souza, R., et al, 2017; Speretta et al, 2016).

O EFAI pode desencadear um conjunto de eventos de isquemia e reperfusao
devido ao aumento da atividade muscular e da demanda energética, e, como
consequéncia, elevar a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) devido a
elevacao substancial no consumo de oxigénio (VO2) (De Araujo et al., 2019).

A producao fisioldgica de EROs pode promover beneficios a saude, por outro
lado, a producéo exarcebada (desequilibrio fisioldgico), ou seja, quando a capacidade
intracelular de regulagao nao é capaz de normalizar a concentragao de EROs proximo
a valores fisioldgicos aceitaveis, ocorre o fendbmeno denominado de estresse oxidativo
(EO) (Gutteridge & Halliwell, 2018).

Os efeitos advindos da pratica de exercicios fisicos sobre os indicadores de
EO, em seus diversos mecanismos, assumem um papel importante nos processos de
adaptacgao bioldgica, celular e tecidual, seja em condigdes patologicas ou fisioldgicas
(Hoshino et al.,, 2013), bem como nos marcadores de EO, os quais tém sido
amplamente investigados no sentido de verificar as alteragdes entre as produgdes de
EROs e a capacidade antioxidante de neutralizacdo das mesmas (Parker et al., 2018).
Porém, varios tipos de exercicios fisicos e modelos (seres humanos e modelos
animais) vém sendo avaliados e aplicados com o intuito de esclarecer os impactos
gerados tanto pelo exercicio fisico agudo quanto o crénico no que se refere aos
diferentes marcadores bioquimicos de EO (Slusher et al., 2018).

Além disso, as EROs também estdo associadas as respostas inflamatdrias

pos-exercicio que podem promover danos musculares (Dos Santos, J.L., et al., 2014).
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Entretanto, tais danos musculares e a inflamagcdo sao proporcionais ao tipo de
exercicio bem como a sua intensidade (Souza, L., et al., 2020).

Nesse sentido, a associacdo de plantas medicinais ao exercicio fisico vem
sendo utilizada para diversas finalidades, tais como atenuagédo de danos musculares,
oxidativos e como hiperglicemiantes (De Araujo et al., 2019; Dos Santos, J.L., et al.,
2014; Dos Santos, J.D., et al., 2022; Santos et al., 2020). Dentre os diversos
mecanismos relatados para elucidar, pelo menos em parte, os efeitos fisioldgicos
advindos das plantas medicinais, a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos
€ a que possui maior destaque (Dos Santos, J.D., et al., 2022).

Diante disso, verifica-se uma planta popular do nordeste brasileiro
pertencente a familia Anacardiase, a qual tem como caracteristicas compostos
antioxidantes, como por exemplo os flavondides, e sendo a espécie Schinus
Terebentifholius Raddi conhecida como “Aroeira”, como seu principal expoente
(Oliveira, M., et al., 2020). Além disso, apresenta propriedades antiinflamatérias,

antitumoral, cicatrizante, antipiréticas e analgésicas (De Lima Gléria et al., 2017).

1.1 JUSTIFICATIVA

Portanto, por ser uma espécie que a populacdo tem acesso com certa
facilidade e o seu uso popular ja é relatado, além do fato de sua associagcéo ao
exercicio fisico ser algo inovador. Neste sentido, a presente tese se justifica pelo fato
das plantas da farmacopeia brasileira fazerem parte do imaginario popular no trato
dos males a saude, e para otimizar a recuperacao fisiolégica apdés o dano causado
pelo exercicio fisico € fundamental assegurar algumas estratégias, entre elas a
nutricional e o treinamento periodizado com o intuito de melhorar o desempenho e a

performance.

1.2 HIPOTESES

As hipoteses sdo que devido as suas caracteristicas antioxidantes, a referida
planta exerca um papel redox nos marcadores de danos. Bem como tenha atividade
antioxidante tanto in vitro como in vivo. Além disso que tenha baixa citocidade.
Também que tenha atenuacdo nos biomarcadores de estresse oxidativo e nos

marcadores de danos teciduais. E por fim que havera uma alta capacidade
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antioxidante.
1.3 OBJETIVOS

A seguir serdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos deste

estudo.

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico resistido de alta intensidade associado ao
extrato etandlico das folhas de Schinus Terebentifholius sobre parametros oxidativos

e de danos musculares em ratos Wistar.

1.3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antioxidante in vitro e in vivo.
Analisar a citocidade da planta medicinal.
Analisar os biomarcadores de estresse oxidativo.
Analisar os marcadores de danos teciduais.

Avaliar a capacidade antioxidante.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA, IDENTIFICACAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da S. terebinthifolius foram coletadas no municipio de S&o Cristévao,
Sergipe, Brasil nas coordenadas (10° 55’ 14.8” S, 37° 06’ 11.9” O) com cadastro no
Sistema Nacional de Gestado do Patrimonio Genético (SIGEN) de n° AGAC079. Um
espécime foi coletado, depositado, identificado e registrado no Herbario da
Universidade Federal de Sergipe (UFS) localizado no Departamento de Biologia com
o voucher ASE 39748. Logo apds, foram transportadas ao Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais e Bioquimica (LQPNB) no Departamento de Fisiologia da UFS,
onde foram colocadas em estufa (modelo MA-037) a 37°C, com renovagao e
circulacao de ar por 48h até completa desidratacao.

Apods o processo de secagem, as folhas foram reduzidas a p6 utilizando-se
um moinho de facas com tamis de malha fina (Tipo Willey MA430). Posteriormente,
foram submetidas a extragao em etanol 95% durante 5 dias na temperatura ambiente
e em recipiente fechado. Em seguida, o extrato foi filtrado e concentrado em
evaporador rotatério (Logen Scientific®, Lagos, Nigeria), sob pressao de 50° C, para

eliminacgao do solvente e obtengao do extrato etandlico (EE).

2.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

O protocolo utilizado neste ensaio foi adaptado de Cheng, Moore, Yu (2006).
Inicialmente, foi preparada uma solugao estoque de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
0,208 mM, em metanol. Em seguida, foi preparada uma solugédo estoque do EE na
concentracdo de 1 mg/mL, e, a partir desta, foram preparadas concentragbes
diferentes da amostra (25 - 60 pyg/mL).

Posteriormente, foi calculada uma curva do acido galico com concentragbes
de 1, 2, 3, 4 e 5 pg/mL. E, para fim de comparagdo com a amostra, foi utilizada a
solugédo de concentragédo de 5 ug/mL do acido galico como controle positivo. Foram
distribuidos nos pogos da placa do Elisa (em triplicata) 100 yL do controle negativo
(metanol); 100 uL do controle positivo (acido galico); e 100 yL da amostra; e em
seguida, sob abrigo de luz, foram adicionados 100 pL da solugédo de DPPH. Para o

branco, foram feitas amostras utilizando o 100 pL de cada concentragéo, mais 100 uL



17

de metanol. Ao final, o material foi incubado durante 60 minutos. Apds este tempo, foi
feita a leitura das absorbancias em espectrofotbmetro de microplacas (UV/vis a 515
nm).

A concentragdo efetiva de antioxidante necessaria para diminuir a
concentracdo inicial do radical DPPH em 50% (CES50) foi calculada usando a
%DPPHREM no tempo de 60 minutos, em oposi¢ao as concentragdes da amostra. Os
resultados foram expressos como erro padrdao da média (EPM). A atividade
antioxidante também foi expressa pelo indice de atividade antioxidante (IAA),
calculado de acordo com base na equacgao: IAA = DPPH estoque (pg/mL) / CES50
(ug/mL). Esta atividade antioxidante € considerada fraca quando o valor da IAA é
inferior a 0,5, moderada quando o IAA é entre 0,5 e 1,0, forte quando o IAA é entre

1,0 e 2,0 e muito forte quando o valor da IAA é superior a 2,0 (Scherer & Godoy, 2009).

2.3 ANALISE DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

Os fibroblastos (L929) foram distribuidos em placas de 96 pogos (2 x 104
células / pogo) e incubados por 24h em atmosfera de CO2 a 5% a 37°C. Apds esse
periodo, o meio foi removido e as células aderidas foram tratadas com extrato de S.
terebinthefolius nas concentragbes de 100 e 200 pg/mL-' por 24h, nas mesmas
condi¢cbes de incubacado. As células nao tratadas foram usadas como controle e
consideradas com 100% de viabilidade celular. Apés o periodo de tratamento, a
viabilidade celular foi determinada pelo ensaio MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, conforme descrito na ISO 10993-5 (ISO, 2009), com
modificagdes. Para isso, a monocamada celular foi lavada duas vezes com PBS (pH
7,4) e, em seguida, 200 ul de MTT (0,5 mg mL-1 em PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) foram adicionados a cada pogo. As placas foram novamente incubadas nas
mesmas condi¢cdes acima, por um periodo de trés horas. Apds o tempo de incubacgéo,
o MTT foi aspirado e os cristais de formazan solubilizados em 200,0 uL dimetilsulféxido
- DMSO (Vetec por Sigma-Aldrich, EUA). Ap6s 10 minutos, a densidade oéptica foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 570 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade, de acordo com a seguinte

equacao:
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Viabilidade = absorbancia (célula tratada) x 100

absorbancia (célula de controle)
Cada experimento foi conduzido em quadruplicado e repetido pelo menos

duas vezes. Os dados foram expressos como média + desvio padréo (+ DP).

2.4 ANIMAIS

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com
idade inicial de 60 dias e pesando entre 220-250g, os quais foram obtidos a partir do
Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisa em Sinalizagao Intracelular (NUPESIN) da
UFS. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (4/gaiola) e sob condi¢oes
ambientais de temperatura de 21° a 24 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas com acesso
livre a agua filtrada e alimentacdo especifica para roedores (Nuvilab®). Os
procedimentos utilizados neste estudo foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da UFS (CEUA/UFS) sob o protocolo n. 2969150819 (2019),
e estavam de acordo com as Diretrizes do Colégio Brasileiro de Experiéncias com
Animais (COBEA).

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos em 04 grupos de forma aleatéria e marcados
com tracos nas caudas com cores diferentes (n=10):

1. Grupo Controle (GC): animais que nao realizaram a sessao aguda de
exercicio e foram tratados com veiculo (agua destilada via oral) e incluidos no
experimento apenas para avaliacdo dos niveis basais quanto aos parametros
bioquimicos. Cor na cauda preta;

2. Grupo Exercicio Agudo (EA): animais submetidos a sessdo aguda de
exercicio. Cor na cauda azul;

3. Grupo Exercicio + Veiculo (EV): composto por animais que foram
submetidos a sessao aguda de exercicio e tratados com veiculo. Cor vermelha na
cauda;

4. Grupo Exercicio + Extrato (EX): animais que receberam a dose do EE de
Schinus Terebenthifolius (100 mg/Kg, via oral) e que que foram submetidos a sessao

aguda de exercicio fisico resistido de alta intensidade. Cor verde na cauda.
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2.6 Protocolo do exercicio fisico resistido de alta intensidade

O protocolo utilizado foi adaptado de Hornberger & Farrar (2004), o qual
consiste em os animais escalarem uma escada vertical medindo 1,1m x 0,18m, degrau
de 2cm e com uma inclinagdo de 80° com implemento de carga acoplado a base da
cauda. As intervengdes ocorreram no periodo vespertino (1p.m — 5p.m).

Anteriormente, um protocolo de adaptagao de subidas na escada foi aplicado
a todos os grupos (2 semanas, durante 5 dias ininterruptos), sendo que na primeira
semana os animais realizaram 04 séries de 06 a 10 escaladas consecutivas sem carga
e com estimulo manual, com intervalo de um minuto entre as séries. Na segunda
semana, 0s animais realizaram o mesmo protocolo, porém com sobrecarga (tubos
Falcon) acoplada a porgéo proximal da cauda.

Quarenta e oito horas apds o fim do periodo de adaptagdo, os animais
pertencentes aos grupos EA, EV e EX foram submetidos a um teste de carga maxima
(TCM), o qual consistiu em uma escalada com carga inicial de 75% do peso corporal,
e uma carga adicional de 30g em cada escalada com um minuto de descanso entre
cada subida; esse procedimento repetiu-se até que o animal completasse a oitava
subida, e era finalizado quando nao conseguisse efetuar uma escalada de forma
completa e sem estimulo manual conforme protocolo adaptado de Raizel et al. (2016).

Apds quarenta e oito horas da realizagado do TCM, os animais, a partir de 50%
do peso corporal da ultima carga realizada no teste, foram submetidos a uma sessao
aguda de exercicio com 0 aumento progressivo da carga em 25% e descanso de 01
minuto entre as séries compostas de 04 a 08 escaladas até que os mesmos nao
conseguissem completar uma subida completa na quantidade minima (adaptado de
Raizel et al. 2016).

2.7 TESTE DO LACTATO SANGUINEO

Antes e ap6s o TCM, foram coletados aproximadamente 25ul de amostras
sanguineas por meio de puncdo da extremidade caudal de cada animal e colocadas
em tiras-teste para a quantificagdo da concentragdo de lactato (BM-Lactate®). Em
seguida, estas tiras-teste contendo as amostras foram introduzidas imediatamente no
analisador portatil Accutrend® Lactate para determinacdo das concentragbes de

lactato. Foram analisados somente os grupos EA e EX para efeito de demonstragao
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da intensidade da sessao de exercicio.

2.8 EUTANASIA

Quarenta e oito horas apds a sessao aguda de exercicio fisico resistido de
alta intensidade, todos os grupos foram anestesiados com cetamina/xilazina (75mg/kg
+ 10mg/kg i.p); em seguida, efetou-se a laparotomia para visualizagdo da regiao
toracica e realizada a coleta de sangue (5 mL) por meio de pungéo cardiaca; feito
isso, logo em seguida, os animais foram eutanasiados por dessangramento. O
sangue, apos a coleta, foi imediatamente centrifugado a 4000 x g por 15 min a £ 4°C
e o sobrenadante armazenado a + -80°C. Simultaneamente, os tecidos (musculo,
figado) foram removidos e, em seguida, lavados 3 vezes com solucéo de cloreto de
potassio (KCI) 1,15%, secos e pesados. Logo apos, foram homogeneizados e cada
grama de tecido foi misturada com 5 mL de KCI + 10uL de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF —100 mmol. L-1) + 15uL de solugao Triton a 10% e centrifugada a 3000 x g por

10 min a £ -80°C para analises posteriores dos marcadores de estresse oxidativo.

2.9 DETERMINACAO DE MDA/TBARS IN VIVO

Seguindo o método descrito por Lapenna et al (2001), a oxidagao de lipidios
foi determinada pela mensuragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). Aliquotas de 200uL das amostras (sangue e tecidos) foram adicionadas a
uma mistura de 400uL formada por partes iguais de acido tricloroacético (TCA) 15%,
HCI 0,25 N e TBA 0,375%, mais 2,5 mM de butilato de hidroxitolueno (BHT) e 40uL
de dodecil sulfato de sddio (SDS) 8,1%, sendo aquecida por 30 min a 95°C em estufa.
O pH da mistura foi ajustado para 0,9 com HCI concentrado. BHT foi usado para
prevenir a peroxidacdo lipidica durante o aquecimento. Apds resfriamento a
temperatura ambiente e adicdo de 4 mL de butanol, o material foi centrifugado a 800
xg por 15 min a £ 4 °C e a absorbancia do sobrenadante foi medida em 532 nm. O
coeficiente de extingcdo molar utilizado foi 1,54 x 105 M-1 cm-1e o resultado de TBARS

expresso em nmol Eq MDA/mL para as amostras de plasma e tecidos.
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2.10 DETERMINAGCAQO DE SULFRIDRILAS TOTAIS (TIOIS)

A quantificacdo do nivel antioxidante do plasma e tecidos foi mensurada por
meio da determinagdo dos grupos sulfidrilas, realizada conforme a metodologia
descrita por Faure e Lafond (1995) em que aliquotas de 50 yL de amostras (sangue e
orgaos) foram misturados em 1 mL de tampao tris-EDTA, pH 8,2. Em seguida, foi
realizada a primeira leitura (A) no espectrofotdmetro em 412 nm. Apds a leitura, as
amostras foram transferidas para tubos de ensaio e misturas a 20 yL de DTNB 10 mM
diluido em metanol (4 mg/mL), ficando em repouso no escuro. Ao final de 15 min, a
segunda leitura de absorbancia (A2) foi realizada. A concentracédo de SH foi calculada
conforme equacéao: (A2-A1) —-B x 1,57 mM x 1000 sendo o resultado expresso em

nmol.mg-1 tecido.

2.11 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANOS TECIDUAIS

A quantificacdo do dano tecidual foi avaliada pela mensuragédo de marcadores
enzimaticos nos tecidos como a creatina quinase (CK), a lactatodesidrogenase (LDH),
a alanina aminotransferase (ALT) e o aspartato aminotransferase (AST). Foram
utilizados kits da Labtest® (Santa Lagoa, Minas Gerais, Brasil). Amostras de soro (20
ML) de cada animal foram homogeneizadas em reagentes especificos a 37 £ 0,2 ° C,
e as leituras foram realizadas usando um espectrofotdmetro (Bioespectro Modelo SP-

22 UV / Visible, Minas Gerais, Brasil) a um comprimento de onda de 340 nm.

2.12 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Por meio da técnica Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP), uma aliquota
de 9 pL do plasma bem como dos tecidos musculares e hepatico foi pipetada em
microplaca, onde foram acrescentados 27uL de agua destilada e 270uL do reagente
FRAP. A placa foi incubada a 37°C durante 30 minutos e a leitura realizada a 595nm.
O sulfato ferroso (FeSO 4) foi utilizado como padrao e os resultados foram expressos
em PM de equivalentes de sulfato ferroso produzido (Singhal, Paul & Singh et al.,
2014).
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2.13 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo da normalidade das variaveis utilizou-se o teste de Shapiro
Wilk. A comparagao entre os grupos foi feita por meio do teste ANOVA (One Way),
com post hoc de Bonferroni. No caso do lactato sanguineo, foi utilizado o test t de
Student entre os momentos dos grupos avaliados. O tratamento estatistico foi
realizado por meio do programa estatistico GraphPad Prism versao 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, E.U.A). Os niveis de significancia adotados foram de p <
0,05 e p<0,0001.
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3 RESULTADOS
As concentragdes de lactato sanguineo obtidas apés o TCM denotam que o
protocolo de exercicio utilizado é de alta intensidade, uma vez que valores acima de

4mmol/L sédo considerados de alta intensidade (Tabela 1).

Tabela 1 - Teste do Lactato Sanguineo

Grupos PRE POS p
EA 2.17 £ 0,65 5.8 £ 0,65*** p<0,0001
EX 1.71 £ 0,65 4.8 £ 0,65*** p<0,0001

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Momentos pré e pos teste de carga maxima (TCM). Grupos: Exercicio Resistido (EA)
submetidos a sessao aguda, e Exercicio Extrato (EX) dos animais suplementados com EE de
Schinus Terebenthifolius (100 mg/Kg, via oral) e que fizeram a sesséao, (n=10/grupo). Valores
apresentados como média % erro padrao da média. Test t de Student. ***Diferenca estatistica
significativa entre os grupos.

O extrato etandlico da S. terebinthifolius apresentou capacidade antioxidante
muito forte, representada pelo IAA, o qual foi capaz de inibir 50% do radical livre
sintético DPPH em baixa concentragdo de CES50; ainda, o potencial inibitério (Pl) foi
menor que o acido galico (controle positivo), cujos valores foram muito proximos ao

controle antioxidante, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade antioxidante do extrato etandlico de S. Terenbinthifolius
determinada pelo teste DPPH

AMOSTRA P1% CEso IAA
EE (ug/mL) 80,06 +0,65  2,88+0,07 13,88+ 0,36

AC. GALICO (ug/mL)  83,00£0,10  2,00+0,01 19,98 +0,10

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: EE: extrato etandlico, Pl%: potencial inibitério, IAA: indice de atividade antioxidante e
CE50: concentracédo efetiva. O P1% e CE50 da amostra foram calculados no seu respectivo
tempo de 60 min. O AAl classifica a amostra como fraca quando IAA <0,5, moderada quando
0,5 <IAA <1, forte quando 1> IAA <2 e muito forte quando IAA> 2.

No que se refere a avaliagao da citotoxicidade (viabilidade celular) in vitro, a

concentragédo de 100ug/ml (49,02 + 2,33 ug/mL) mostrou-se significativamente menos
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toxica se comparada a concentragao de 200ug/ml (21,41 + 1,97 ug/mL) (Figura 1).

Figura 1 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio da citotocidade in vitro
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Concentragdes de 100 e 200 pg/mL-1 e dimetilsulfoxido (DMSO). Letras diferentes na
figura representam diferenga estatistica significativa para p<0,05 entre os grupos
(n=10/amostra).

A Figura 2 demonstra os efeitos do exercicio fisico resistido de alta intensidade
associado ao EE de S. Terenbinthifolius sobre os niveis de TBARS teciduais e séricos.
No tecido hepatico, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos GC (498 £ 52.1
nmol EqQMDA-1/mg) e EX (5625,6 + 50,05 nmol EQMDA-1/mg), no entanto, este ultimo
foi diferente significativamente quando comparado aos grupos EA (671,6 £ 66,05 nmol
EqMDA-1/mg, p=0,0008) e EV (668,1 + 52,05 nmol EqMDA-1/mg, p=0,0008),
respectivamente (figura 2A). No que se refere ao musculo quadriceps, a concentragao
de TBARS no grupo EX (97,61 £ 13,01 nmol EQMDA-1/mg) foi menor se comparada
aos grupos EA (197,9 = 39,02 nmol EQMDA/mg, p<0,0001) e EV (227,2 + 20,75 nmol
EqMDA-1/mg, p<0,0001), respectivamente (figura 2B). Os niveis séricos de MDA (EX:
74,03 £ 9,54 nmol EQMDA-1/mg; EA: 105,70 £ 6,73 nmol EQMDA-1/mg, p=0,0003) e
EV: 104 + 17,34 nmol EQMDA-1/mg, p=0,0012) (figura 2C).
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Figura 2 - Efeito do exercicio fisico de alta intensidade associado (EFAI) ao Extrato
Etandlico (EE) de S. Terenbinthifolius sobre biomarcador de estresse oxidativo a
danos lipidicos no tecido hepatico (A), musculo esquelético quadriceps (B)

e sangue (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Grupo Controle (GC): animais que nao realizaram a sessdo aguda de exercicio e que
receberam agua destilada via oral); Exercicio Resistido (EA), submetidos a sess&o aguda de
exercicio; Exercicio + Veiculo (EV), composto por animais que foram submetidos a sesséo
aguda de exercicio e que receberam agua destilada via oral; e Exercicio Extrato (EX), animais
suplementados com extrato etandlico de Schinus Terebenthifolius (100 mg/Kg, via oral) e que
realizaram a sessao aguda de exercicio (n=10/grupo). Valores apresentados como média *
erro padrao da média e expressos nmol MDA/mg tecido no caso para musculo e figado e nmol
MDA/mg soro para o sangue. ANOVA de uma via foi seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05)
e (p<0,0001). Letras diferentes na figura representam diferenca estatistica significativa entre
0S grupos.

A figura 3 mostra as concentragdes dos grupamentos sulfidrilas no tecido

hepatico, musculo quadriceps e no sangue. No tecido hepatico (figura 3A), ndo houve
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diferencgas significativas entre os grupos GC (170,20 + 20,71 nmol/mg) vs EX (165,40
+ 33,76 nmol/mg), no entanto, este ultimo apresentou uma atenuacao significativa
quando comparado aos grupos EA (371,60 £ 43,65 nmol/mg) e EV (286,20 £ 20,38
nmol/mg). Além disso, houve diferencga significativa (p=0,0033) entre os EA e EV.

No musculo quadriceps (figura 3B), a concentragao de sulfidrilas foi semelhante
entre GC (89,25 + 10,78 nmol/mg) e EX (64,15 + 8,18 nmol/mg); por outro lado, ambos
apresentaram valores inferiores (p<0,0001) se comparados a EA (245,80 + 19,39
nmol/mg) e EV (234,60 + 19,53 nmol/mg). Nos niveis séricos (figura 3C), ndo houve
diferencga entre GC (143,50 £ 25,33 nmol/mg) e EX (146 £ 16,27 nmol/mg); no entanto,
ambos mostraram-se menores se comparados a EA (229,70 £ 38,44 nmol/mg;
p=0,0056) e EV (188,90 £ 51,10 nmol/mg; p=0,0200).

Figura 3 - Efeito do exercicio fisico de alta intensidade associado (EFAI) ao Extrato
Etandlico (EE) de S. Terenbinthifolius nos grupamentos sulfidrilas no tecido hepatico

(A), musculo esquelético quadriceps (B) e sangue (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Grupo Controle (GC): animais que ndo realizaram a sessdo aguda de exercicio e que
receberam agua destilada via oral); Exercicio Resistido (EA), submetidos a sess&o aguda de
exercicio; Exercicio + Veiculo (EV), composto por animais que foram submetidos a sesséo
aguda de exercicio e que receberam agua destilada via oral; e Exercicio Extrato (EX), animais
suplementados com extrato etandlico de Schinus Terebenthifolius (100 mg/Kg, via oral) e que
realizaram a sessao aguda de exercicio (n=10/grupo). Valores apresentados como média *
erro padrao da media e expressos nmol MDA/mg tecido no caso para musculo e figado e nmol
MDA/mg soro para o sangue. ANOVA de uma via foi seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05)
e (p<0,0001). Letras diferentes na figura representam diferenca estatistica significativa entre
0S grupos.

A Figura 4 mostra os dados de avaliacdo da capacidade antioxidante, denotada
pelo método do FRAP. No tecido hepatico, ndo houve diferenga estatistica entre GC
(116,30 £ 14,47 pM sulfato ferroso/g) e EX (118,30 + 8,50 uM sulfato ferroso/q);
porém, o ultimo apresentou valores diferentes significativamente comparado a EA
(201,70 £ 19,42 uM sulfato ferroso/g; p=0,0011) e EV (176,9 % 12,99 uM sulfato
ferroso/g; p=0,0047) (figura 4A). Em relagao ao quadriceps, o grupo EX (78,83 + 9,55
MM sulfato ferroso/g) ndo apresentou diferenga significativa em relagéo ao grupo GC
(62,01 + 8,48 pM sulfato ferroso/g), no entanto EX apresentou valores significativos
(p<0,0001) quando comparado com os grupos EA (240,40 + 20,07 uM sulfato
ferroso/g) e EV (247,30 + 12,58 uM sulfato ferroso/g), respectivamente (figura 4B). A
concentragéo sérica de sulfato ferroso foi avaliada e ndo houve diferenga entre EX
(100,70 + 8,32 uM sulfato ferroso/g) e GC (85,67 + 11,5 uM sulfato ferroso/g). No
entanto, houve diferenca estatistica entre EX quando comparado a EA (159,90 + 10,53
MM sulfato ferroso/g; p=0,0017) e EV (138,50 £ 17,83 uM sulfato ferroso/g; p=0,0165),

respectivamente (figura 4C).
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Figura 4 - Efeito do exercicio fisico de alta intensidade associado (EFAI) ao Extrato
Etandlico (EE) de S. Terenbinthifolius na capacidade antioxidante FRAP no tecido
hepatico (A), musculo esquelético quadriceps (B) e sangue (C) de ratos Wistar.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Grupo Controle (GC): animais que nao realizaram a sessédo aguda de exercicio e que
receberam agua destilada via oral); Exercicio Resistido (EA), submetidos a sess&o aguda de
exercicio; Exercicio + Veiculo (EV), composto por animais que foram submetidos a sessao
aguda de exercicio e que receberam agua destilada via oral; e Exercicio Extrato (EX), animais
suplementados com extrato etandlico de Schinus Terebenthifolius (100 mg/Kg, via oral) e que
realizaram a sessao aguda de exercicio (n=10/grupo). Valores apresentados como média +
erro padrao da média. ANOVA de uma via foi seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05) e
(p<0,0001). Letras diferentes na figura representam diferenca estatistica significativa entre os
grupos.

A Figura 5 mostra os dados referentes aos marcadores de danos teciduais
musculares e hepaticos. Nao houve diferenga estatistica na concentragao sérica de
CK entre entre os grupos GC (221.1 £ 22.91 ui/l) e EX (191 £ 18,21 ui/l); entretanto,
este ultimo apresentou diferenga estatisticamente significativa quando comparado a
EA (256,10 + 23,48 ui/l; p=0.0001) e EV (267,5 * 22,37 ui/l; p<0,0001),
respectivamente (figura 5A). Para a concentragéo sérica de LDH, houve diferencas
significativas quando o grupo EX (115,90 + 6,31 ui/l) (p<0,0001) foi comparado aos
grupos EA (285,20 + 13,31 ui/l) e EV (309,60 * 6,39 ui/l), respectivamente (figura 5B).
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No que se refere a concentragdo de ALT, o grupo EX (81,67 £ 7,09 ui/l)
apresentou valores significativamente maiores em relagdo ao GC (53,67 + 10,02 ui/l;
p=0,0271), mas sem diferengca se comparado a EA (88,20 + 13,91 ui/l) e EV (83,03 £
3,27 ui/l). Vale destacar que houve diferengas entre os grupos GC vs EA (p=0,0087)
e GC vs EV (p=0,0213) (figura 5C).

Em relacdo aos niveis séricos de AST, EX (133,05 + 9,19 ui/l) apresentou
valores significativamente maiores se comparado a GC (82,07 + 15,13 ui/l) (p=0,0158).
Por outro lado, ndo houve diferenga quando EX foi comparado aos grupos EA (172,90
+ 25,90 ui/l) e EV (167 £ 20,88 ui/l). Houve diferengas significativas entre GC vs EA
(p=0,0117) e GC vs EV (p=0,0161) (figura 5D).

Figura 5 - Efeito do exercicio fisico de alta intensidade associado (EFAI) ao Extrato
Etandlico (EE) de S. Terenbinthifolius nos marcadores de danos teciduais creatina
kinase - CK (A), lactatodesidrogenase - LDH (B), alanina aminotransferase - ALT (C)

e aspartato aminotransferase - AST (D) em ratos Wistar.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Nota: Grupo Controle (GC): animais que nao realizaram a sessao aguda de exercicio e que
receberam agua destilada via oral); Exercicio Resistido (EA), submetidos a sesséo aguda de
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exercicio; Exercicio + Veiculo (EV), composto por animais que foram submetidos a sessao
aguda de exercicio e que receberam agua destilada via oral; e Exercicio Extrato (EX), animais
suplementados com extrato etandlico de Schinus Terebenthifolius (100 mg/Kg, via oral) e que
realizaram a sessao aguda de exercicio (n=10/grupo). Valores apresentados como média *
erro padréo da média. ANOVA de uma via foi seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05) e
(p<0,0001). Letras diferentes na figura representam diferenca estatistica significativa entre os
grupos.
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4 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi de avaliar os efeitos do exercicio fisico
resistido de alta intensidade associado ao extrato etandlico das folhas de Schinus
Terebentifholius sobre parametros oxidativos e de danos musculares em ratos Wistar.
Diante disso, os principais resultados sédo apresentados que o EE da Schinus
Terebinthifolius reduziu os marcadores de danos oxidativos e musculares em tecidos
de ratos submetidos a uma sessao de exercicio fisico resistido de alta intensidade.
Até o presente momento esse € o primeiro estudo a investigar tais efeitos.

O interesse da comunidade cientifica por exercicios de alta intensidade tem
aumentando significantemente nos ultimos anos, e com isto, possiveis formas de
diminuicdo dos efeitos deletérios que possam ser gerados durante o periodo de
recuperacao poés-exercicio (De Araujo et al., 2019).

No presente estudo, na avaliagdo dos biomarcadores de estresse oxidativo na
associacao entre a administragao do EE das folhas de S. terebinthifolius e exercicio
fisico resistido de alta intensidade promoveu atenuacdo da peroxidagao lipidica
(tecidos hepaticos e muscular) e nos grupamentos sulfidrilas (tecidos hepatico,
muscular e sangue); tais achados corroboram os resultados obtidos por outros autores
que submeteram ratos ao treinamento resistido de alta intensidade utilizando EE de
outra planta com alta capacidade antioxidante (Dos Santos, J.L., et al., 2014).

Do mesmo modo, estudos anteriores (Delwing-de Lima et al., 2018; Souza, L.,
et al., 2020) que também utilizaram protocolos de exercicios de alta intensidade em
animais e identificaram que esse induziu o estresse oxidativo, indo de encontro aos
resultados apresentados no presente estudo.

Em relacdo da avalicdo da citocidade da planta medicinal o teste de
citotoxicidade é utilizado para verificar a dose mais segura na aplicagdo nos animais
(Skenderi et al., 2008), entretanto, ndo houve diferencas significativas entre os grupos
EX vs EA e EX vs EV no que se refere as concentragdes e ALT e AST, em niveis
S€ricos.

No presente estudo houve diferenga significativa em ALT e AST na relagao
entre os grupos EX e GC, apresentando resultados semelhantes ao estudo de Dos-
Santos et al. (2022) apés a sesséao de exercicio. Da mesma forma, corroborando com
os estudos de Ramos et al. (2013) e Suarsana, Utama e Kardena (2020). Ou seja, foi

evidenciado através dos dados que a suplementacdo de Schinus Terebenthifolius,
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associada ao exercicio fisico de alta intensidade, promoveu redugdo nesses
marcadores indicando uma provavel protegao frente aos danos teciduais hepaticos.

A membrana celular e outras organelas sao protegidas por diversas moléculas
antioxidantes com atividade enzimatica e ndo enzimatica que podem atenuar os danos
oxidativos e musculares (Gutteridge & Halliwel, 2014). O aumento das concentragdes
de CK e LDH no sangue tem sido relacionado com microlesbées musculares, bem
como os ajustes promovidos pelo exercicio nas concentragées de MDA, CK e LDH
(Santos et al. 2020).

Na analise dos biomarcadores de estresse de danos teciduais, estudos
anteriores (De Araujo et al., 2019; Santos et al. 2020; Silvestre et al. 2017) relatam
que o treinamento de alta intesidade pode elevar os valores séricos de CK e LDH e
sao utilizados como parametro para avaliar a intensidade do esforgo fisico e lesbes
musculares.

Em outros estudos mais antigos (Cipryan; Tschakert; Hofmann, 2017;
Clarkson et al, 2006; Dos Santos, J.L., et al, 2014; Wiewelhove et al, 2016) também
sdo explanados aumentos significativos nas enzimas CK e LDH apds exercicios
fisicos extenuantes, tanto em ratos como em humanos, evidenciando um possivel
dano muscular apos o exercicio de alta intensidade.

No que se refere as concentragdes de lactato sanguineo, foram encontradas
diferencas significativas entre os momentos pré e pés TCM dos grupos EX (p<0,0001)
e EA (p<0,0001), dados que estao similares ao estudo de Silvestre et al. (2017), o qual
também realizou uma sess&o aguda de exercicio fisico com modelo escada e aumento
gradual de carga, foram obtidos resultados semelhantes em relacdo a esse
metabdlito.

Na avaliagdo da capacidade antioxidante, o FRAP é um parametro de
atividade antioxidante no plasma e o seu 0 aumento apos exercicios intensos pode
sugerir que ocorreu uma elevagcdo da capacidade de defesa antioxidante
(Chatzinikolaou et al., 2010) e no presente estudo o grupo EX foi capaz de exercer
uma funcgéo protetora em relagéo aos grupos EA e EV.

Um estudo de revisao sistematica com metanalise realizado por De Sousa et
al. (2017) relata que o treinamento fisico, independentemente do tipo, intensidade e
volume, pode promover o equilibrio redox. No estudo de Oliveira, E., et al. (2020)
também é evidenciado o aumento no status redox em ratos treinados.

O presente estudo evidenciou que a administracdo de EE das folhas de
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Schinus Therebintefolius atenuou a concentracdo desses marcadores de danos
teciduais, porém para estudos futuros sugere-se avaliar outras fragdes de extratos e
possiveis efeitos (benéficos ou ndo) sobre o organismo animal e ou humano. Como
possiveis limitacdes podem ser destacadas a necessidade de uma avaliagdo com uma
intervengao de forma crénica, ou seja, um protocolo de treinamento com pelo menos
quatro semanas de duracao e frequéncia minima de trés vezes por semana. Além
disso, outros biomarcadores de estresse oxidativo poderiam ter sido analisados.
Como aplicabilidade pratica, espera-se que este estudo possa ser um referencial para
uma possibilidade futura da transacionalidade do uso da suplementacédo de plantas

medicinais associado ao exercicio/treinamento fisico em humanos.
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5 CONCLUSAO

O EE da Schinus terebinthifolius reduziu os marcadores de danos oxidativos
e musculares em tecidos de ratos submetidos a uma sessdo de exercicio fisico
resistido de alta intensidade. Portanto, sugere-se como uma possivel estratégia no
papel atenuador na reducédo do estresse oxidativo e danos musculares quando na
associacao entre planta medicinal e exercicio fisico de forma aguda, principlamente

de alta intensidade que podem promover uma elevacao nestes marcadores.
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ANEXO A - Artigo publicado da tese: https://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-

95022022000300781&script=sci_abstract&ting=en

Int. J. Morphol.,
4003):781.788, 2022

High-Intensity Resistance Exercise and Schinus terenbinthifolius
Supplementation Attenuate Oxidative Stress and Muscle Damage
Biomarkers

El Ejercicio de Resistencia de Alta Intensidad y la Suplementacion con Schinus
terenbinthifolius Atenian los Biomarcadores del Estrés Oxidativo y Dado Muscular

Lucio Marques Vieira-Souza™; Anderson Carlos Margal’s Jymmys Lopes dos Santos’; Felipe José Aidar’;
Samuel Bruno dos Santos'; André Lulz de Santana Silva’; Gracielle Costa Reis’; George Franklin Santana de Carvalho’;
Raphael Fabricio de Souza’; Darlan Tavares dos Santos’; Dany Alexis Sorbazo Soto'” & Ciro José Brito'

VIEIRA-SOUZA, LM MARCAL A, C. DOS SANTOS, J. L AIDAR F. J: DOS SANTOS, S, Bt SILVA, AL L. 8.5 REIS, G.
C.; CARVALHO, G. F. S.: SOUZA, R E; SANTOS, D. L; SOTO, DA S, & BRITO, C. J. High-intensaty resistance exercise and
Schinus terenhinthifolius supplementation attenuate oxidative stress and muscle damage biomarkees. Inl. J. Morphol,, 40(3):781-788,
2022,

SUMMARY: High-intensaty physical exercises can cause oxidative stress and muscle damage. Several medicinal plants have
been used as antioxidant and anti-inflammatory agents. The present study evaluated high-intensity resistance exercise (HIRE) associated
with Schinus Terebentitholius ethanolic extract (EE) on oxidative parameters and muscle damsage in Wistar rats. Animals were divided
into (M groups (n=10'group): 1. Control (CG) - animals that did not undergo HIRE and were treated with vehicle (distilled water, orally);
2. Acute exercise (AE) - aninsals submitted to acute exercise session; 3. Exercise + vehucle (EV) - animals that underwent HIRE and
were treated with vehicle and 4. Exercise + extract (EX) animals administered with Schinus terebenthifolius EE (100mg/Kg, orally) and
subtnitted to the exercise session. Schinus terebenthifolius EE showed high in virro antioxsdant activity (13.88 £0.36 mg/mL). Before the
expenmental period, lactate was measured at pre and post moments of AE (p<0.0001) and EX (p<0.0001) groups. After the acute
session. the following were evaluated: oxidative stress {malondialdehyde (MDA), sulfhydryl groups (SH) and ferric reducing antioxidant
power (FRAP) |, muscle damage (creatine kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH)), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST), In the i vivo analyses of the EX group compared 10 AE and EV groups, respectively: hepatic (MDA: p<0.0001
and SH: p=0.0033, in both; FRAP: p=0.0011 and p=0.0047), muscle (MDA, SH and FRAP: p<0.0001. in both; CK: p=0.0001 and
p<0.0001; LDH: p<0.0001, in both), serum levels (MDA: p=0.0003, p=0.0012, SH: p=0.0056, p=0.0200, FRAP: p=0.0017 and p=0.0165)
wete significant. There was no significant difference in ALT and AST markers. It could be concluded that Schimus terebenthifolins EE
associated with HIRE attenuated oxidative stress and muscle damage in rats,

KEY WORDS: Physical Training; Supplements based on Medicinal Plants: Natural Product; Oxidative Lesion; Damage
Reduction,
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