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RESUMO

Efeitos do Treinamento Resistido e da Bowdichia virgilioides Kunth na Les&@o Nervosa
Periférica: Avaliacdo do Estresse Oxidativo e Funcdo Muscular Esquelética, Luana
Santos Costa, S&o Cristovao/SE, 2020.

A Lesédo Nervosa Periférica (LNP) € um distarbio neuromuscular que promove o
comprometimento da funcdo muscular esquelética com dano tecidual, perda de massa
muscular e diminuicdo da capacidade motora. Estudos comprovam que
consequéncias da LNP estdo associadas ao Estresse Oxidativo (EO). Atualmente
existem diversas formas de tratamento para a LNP, que em suma culminam em
resultados insatisfatorios. O Treinamento Resistido (TR) tem demonstrado efeito
protetor na LNP e seu uso simultdneo a outras técnicas terapéuticas, como a
fitoterapia, parece acarretar melhores resultados. A Bowdichia virgilioides Kunth é
uma espécie, conhecida popularmente por sucupira preta, em que seus componentes
tém acdo antioxidante comprovada e associada ao TR, é capaz de promover uma
melhor resposta antioxidante que seu uso sozinho. Este trabalho objetivou analisar os
efeitos de um programa de TR e do Extrato Hidroetandlico (EHE) da entrecasca do
caule de Bowdichia virgilioides Kunth sob marcadores de EO e da fungdo muscular
esquelética em ratos wistar submetidos a LNP. A inducdo da lesédo foi realizada
através da compressdo do nervo ciatico direito. Foram utilizados sessenta ratos
machos com 3 meses de idade, divididos em 6 grupos (n=10 por grupo): animais que
ndo sofreram nenhuma intervencdo (C); animais sedentarios que tiveram o nervo
exposto, porém nao sofreram leséo (S); animais sedentarios que receberam veiculo e
sofreram lesdo (L); animais treinados que receberam veiculo e sofreram lesédo (LT);
animais sedentarios que sofreram lesdo e receberam o EHE. (LE); e animais que
sofreram lesdo, realizaram protocolo de TR e receberam o EHE (LTE). O TR consistiu
no método de escalada em escada, ja o EHE foi administrado por via intragastrica
(gavage), na dose de 200 mg/kg. As intervencg@es foram realizadas por um periodo de
21 dias. Foi aferida temperatura através da termografia e forca de preensao de patas
traseiras. Apds eutanasia, foram avaliados niveis de MDA e SH em amostras de
sangue, musculo gastrocnémio direito, cérebro e figado, além da quantificacdo de CK,
LDH, AST e ALT séricos e verificado peso do muasculo gastrocnémio direito. Foi
observado que o TR associado ao EHE reduziu niveis de MDA em plasma, musculo
gastrocnémico e cérebro ao mesmo tempo em que provocou aumento dos niveis de
SH nos mesmos 6rgaos apos inducdo de LNP. O uso do EHE ou do TR sozinho
também foram capazes de provocar uma boa resposta frente a marcadores de EO. O
protocolo de exercicio, a ingestdo do EHE e o uso concomitante de ambos diminuiram
a temperatura local. O uso do EHE sozinho ou associado ao TR promoveu diminui¢cao
dos niveis poés lesdo de CK, LDH e AST, enquanto os niveis de ALT foi semelhante
nos seis grupos. Todavia, apenas 0 grupo que realizou o protocolo de exercicio
associado ao EHE obteve ganho muscular e melhor resposta motora na neuropatia.
Diante do exposto, foi evidenciado que o TR associado a ingestdo do EHE da
entrecasca de Bowdichia virgiloides Kunth acarreta diminuicdo do EO, que reflete
numa melhor capacidade funcional e maior ganho de massa muscular na LNP.

DESCRITORES: Lesédo Nervosa Periférica; Treinamento Resistido; Estresse
Oxidativo; Produtos Naturais; Musculo Esquelético.



ABSTRACT

Effect of Resistance Training and Bowdichia virgilioides Kunth on Peripheral Nerve
Injury: Evaluation of Oxidative Stress and Skeletal Muscle Function. Luana Santos
Costa. Sao Cristovao/SE, 2020.

Peripheral Nerve Injury (PNI) is a neuromuscular disorder that promotes impairment of
skeletal muscle function such as loss of muscle mass and decreased functional
capacity. Studies prove that consequences of PNI are associated with Oxidative Stress
(OE). Currently there are several forms of treatment for PNI, which in short culminate
in unsatisfactory results. Resistance Training (RT) has shown a protective effect on
PNI and its simultaneous use with other therapeutic techniques, such as phytotherapy,
seems to lead to better results. Bowdichia virgilioides Kunth is a tree whose
components have proven antioxidant action and associated with RT is able to promote
a better antioxidant response than its use alone. This work aimed to analyze the effects
of a RT and Hydroethanolic Extract (EHE) program of Bowdichia virgilioides stem
interbark under OE markers and skeletal muscle function in Wistar rats submitted to
PNI. The induction of the lesion was performed from compression of the right sciatic
nerve. Sixty 3-month-old male rats were divided into 6 groups (n=10 per group):
animals that did not undergo any intervention (C); sedentary animals that had the
sciatic nerve exposed, but did not suffer injury (S); sedentary animals that received a
vehicle and suffered injury (L); trained animals that received a vehicle and suffered
injury (LT); animals that suffered injury and received EHE. (LE); and animals that
suffered injury, performed the RT protocol and received the EHE (LTE). The RT
consisted of the ladder climbing method, while the EHE was administered orally at a
dose of 200 mg/kg. The interventions were performed for a period of 21 days. Levels
of MDA and SH in blood, right gastrocnemius muscle, brain and liver were evaluated,
in addition to the quantification of serum CK, LDH, AST and ALT. In addition,
temperature was also measured through thermography, verified weight of the right
gastrocnemius muscle and grip strength of the hind legs. The use of EHE or RT alone
were also able to provoke a good response against OE markers. The exercise protocol,
EHE intake and concomitant use of both decreased temperature at the site of the
injury. The use of EHE alone or associated with RT promoted a decrease in CK, LDH
and AST levels, while ALT levels were similar in the six groups. However, only the
group that performed the exercise protocol associated with EHE obtained muscle gain
and better motor response in neuropathy. In view of the above, it was evidenced that
the RT associated with the ingestion of the EHE of the Bowdichia virgiloides Kunth
entrecasca causes a decrease in OE, which supposedly reflects a better functional
capacity and greater muscle mass gain in PNI.

SUBJECT HEADINGS: Peripheral nerve injury; Resistance Training; Oxidative Stress;
Natural Products; Skeletal Muscle.
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1. INTRODUCAO

A Lesdo Nervosa Periférica (LNP) € um problema mundial que acomete cerca
de 2,8% das vitimas de trauma multiplo (ZHANG, 2014). Trata-se de um disturbio
neuromuscular que tem como consequéncia o0 comprometimento da funcdo muscular
esquelética, podendo provocar dano tecidual, perda de massa muscular e diminui¢cao
da capacidade motora, afetando diretamente a qualidade de vida dos pacientes e
resultando em problemas sociais e econdmicos que causam altos custos financeiros
ao usuario e ao sistema de saude (CHOI et al., 2018; FARONI et al., 2015). Varias
S&0 as suas causas, as quais se destacam os acidentes automobilisticos, traumas por
arma de fogo e arma branca, quedas, doencas autoimunes, infec¢des, distarbios
metabdlicos, causas iatrogénicas (ESER et al., 2009, SAFAKHAH et al., 2017).

Os danos as terminacfGes nervosas promovidos pela LNP acarretam no
desuso do musculo esquelético inervado pelo ramo lesionado. Com isso, hd o
envolvimento de processos isquémicos e inflamatdrios que resultam no surgimento do
Estresse Oxidativo (EO): desequilibrio entre os niveis de compostos pré6 e
antioxidantes, com predominio dos primeiros (LU et al., 2019; SHEN et al., 2019). Uma
vez que o nervo periférico sofre danos, ha um acumulo de substancias pro-oxidantes.
E, ao mesmo tempo, os niveis de antioxidantes endégenos ndo sao suficientes para

manter a resisténcia ao dano oxidativo (LU et al., 2019).

Esse aumento no nivel de agentes pré-oxidantes é capaz de causar rotura
das membranas por lipoperoxidacao, rotura das cadeias de acido desoxirribonucleico
(DNA) e alteracfes na estrutura ou funcdo das proteinas, que finalmente resultam em
morte celular e perda da fun¢éo tecidual (PISOSCHI; POP, 2015). O EO na LNP além
de envolver o érgao inervado pelo ramo nervoso lesionado, atinge também o cérebro
e 0 conteudo plasmatico, afetando varias redes neurais, componentes do sangue e 0
metabolismo muscular (USLUSOQY et al., 2019).

Atualmente existem diversas formas de tratamento para a LNP, que em suma
produzem resultados insatisfatérios na recuperagédo funcional (SULLIVAN et al.,
2016). Por conta disso, tratamentos alternativos sdo abordados a fim de propiciar um
melhor processo de regeneracdo e melhora funcional (ALBORNOZ et al., 2010).

Desse modo, o exercicio fisico tem se destacado por oferecer uma ampla gama de
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beneficios e estd bem documentado como forma de terapia em uma miriade de
doencas por proporcionar melhora na funcdo cardiovascular, aumento do
metabolismo basal, bem estar psicossocial, estimulacao da hiperforia e maior fungéao
motora, resultando em melhora da capacidade funcional para desempenhar as
atividades do dia-a-dia (COOPER; KLUDING; WRIGHT, 2016; GROPEL, 2018;
PHILLIPS et al., 2017; SOUZA et al., 2017; STAVRES; ZEIGLER; BAYLES, 2018).

Uma modalidade de exercicio fisico que tem ganhado alto nimero de adeptos
€ o Treinamento Resistido (TR), visto que contribui para a prevencao e tratamento de
diversos disturbios (DE SOUSA et al., 2017). O TR tem efeito protetor na LNP embora
0S mecanismos envolvidos ndo estejam amplamente elucidados (LOVISON et al.,
2018). O mesmo € capaz de provocar adaptacdes fisiologicas que podem atenuar o
EO por produzir mediadores capazes de ativar o sistema antioxidante endégeno (DE
SOUSA et al., 2017).

Por outro lado, outra medida alternativa que vem sendo estudada na LNP é o
uso de produtos naturais (CHIA et al., 2019). A utilizacdo destes pela populagéo é
uma pratica comum desde épocas antes de Cristo. Sua importancia esta relacionada
a presenca de propriedades terapéuticas associadas a compostos fitoquimicos que
causam uma série de respostas ao organismo e atuam como principios ativos para a
confeccdo de diversos farmacos (NEVES et al., 2020; OMAR; GALALA; BADRIA,
2019). Na LNP, os produtos naturais refletem efeitos benéficos como melhora no
desempenho motor, na funcdo sensorial e na contudancia elétrica, por vezes
relacionados a atenuacéo do EO (ARAUJO-FILHO et al., 2016; KIM et al., 2019).

A Bowdichia virgilioides Kunth, conhecida popularmente como sucupira-
preta, € uma espécie arbdrea cuja casca e sementes sdo amplamente utilizadas na
medicina popular para o tratamento de diversas patologias (SILVA et al., 2019). Dos
Santos et al. (2014) comprovaram forte agao antioxidante in vitro e in vivo do Extrato
Hidroetanolico (EHE) da entrecasca do caule desta planta. Além disso, demonstraram
gue seu uso concomitante ao TR promoveu maior efeito antioxidante que seu uso
sozinho.

Portanto, considerando que ha uma necessidade de novas terapias para a
LNP e suas complicacdes, o presente estudo analisou os indicadores de EO e fungéo
muscular esquelética em ratos Wistar submetidos a LNP que foram sujeitos a sessfes

de TR e ingestdo do EHE da entrecasca do caule de Bowdichia virgilioides Kunth.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lesdo Nervosa Periférica

A LNP é um distlurbio neuromuscular que afeta a qualidade de vida dos
pacientes por interferir na capacidade de realizacdo de atividades cotidianas,
resultando em problemas sociais e econémicos, que podem acarretar altos custos
financeiros ao paciente e ao sistema de saude (FARONI et al., 2015). Este tipo de
lesédo pode ser causada por acidentes automobilisticos, traumas por arma de fogo e
arma branca, quedas, doencas autoimunes, infeccdes, disturbios metabdlicos, causas
iatrogénicas e, em casos raros, pelo exercicio fisico (ESER et al., 2009, SAFAKHAH
et al., 2017; SHIM et al., 2013). O principal publico atingido corresponde a jovens do
sexo masculino. (SIQUEIRA et al., 2007).

Os nervos fazem parte do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e sdo formados
por axdnios de neurbnios sensoriais e motores ao qual englobam nervos cranianos e
espinais, plexos e troncos nervosos periféricos além do Sistema Nervoso Autdnomo
(VALLAT; MAGY, 2005). A funcéo principal de um nervo € unir o Sistema Nervoso
Central (SNC) a 6rgéos e estruturas periféricas efetoras e/ou receptoras, a exemplo
dos musculos (CABALA et al., 2018).

s

O maior nervo periférico do corpo humano é o nervo ciatico, também
denominado de nervo isquiatico. O mesmo é formado na pelve a partir da unido das
raizes nervosas do plexo lombossacral da medula espinal, no nivel da 4° vértebra
lombar (L4) até a 3° vértebra sacral (S3). Normalmente evolui como um tronco unico
e sai como a estrutura mais lateral do forame ciatico maior abaixo do musculo
piriforme. Na regido poplitea, se bifurca em dois ramos denominados, nervo tibial
(medialmente) e nervo fibular comum (lateralmente). O compartimento posterior da
coxa, assim como a maioria dos compartimentos da perna e pé séo inervados por
fibras originarias do nervo ciatico (TOMASZEWSK et al., 2016).

Nos nervos, os axbnios sao agrupados em feixes paralelos, denominados de
fasciculos que séo revestidos por tecido conjuntivo frouxo aos quais oferecem grande
resisténcia, sendo mais espessos nos nervos superficiais, pois estdo mais propensos
a traumatismos. Revestindo cada axénio individualmente tem-se o endoneuro. Ja 0s

fasciculos sao revestidos pelo perineuro, ao qual contém fibroblastos, adipécitos e
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células imunes residentes (macréfagos, mastécitos e linfocitos). Envolvendo o nervo
como um todo, tem-se o epineuro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SIQUEIRA,
2007).

Os axo6nios sao isolados eletricamente pelo endoneuro e, em algumas vezes,
pela bainha de mielina, complexo lipoprotéico que no SNP é produzida pelas Células
de Schwann (CS) e que atua como isolante elétrico além de promover aumento da
velocidade de propagacao dos impulsos nervosos. Na falta da bainha de mielina, as
fibras séo ditas amielinicas e os impulsos nervosos sao conduzidos de maneira mais
lenta. As fibras amielinicas incluem as fibras do Sistema Nervoso Autdbnomo e as fibras

sensoriais que medeiam dor e temperatura (SIQUEIRA, 2007).

Quando um nervo € lesionado o nivel de reparo esta proporcionalmente
relacionado a extenséo e tipo de lesdo. A classificacdo da lesdo permite definir o
prognostico do individuo afetado e o melhor tratamento a ser utilizado (BURNETT;
ZAGER, 2004; DA SILVA; CAMARGO, 2010). A classificacao mais utilizada é aquela
proposta por Sir Herbert Seddon em 1947, que as divide em trés graus: neuropraxia,
axonotmese e neurotmese (GRINSELL; KEATING, 2014).

A neuropraxia € caracterizada como uma lesdo leve em que ocorre
interrupcdo temporaria da conducao nervosa, devido ao dano na bainha de mielina,
gerando assim uma desmielinizacdo, sem anormalidades axonais. O individuo afetado
pode apresentar perda da fungcdo motora e sensitiva temporaria e devido ao fato de
ndo ocorrer uma perda axonial, este tipo de lesdo apresenta um bom progndstico. A
remielizacdo ocorre em dias ou semanas, propiciando a recuperacao total da funcéo
do nervo (DA SILVA; CAMARGO, 2010; MARTINS et al., 2013).

Na axonotmese, a maioria do tecido conjuntivo que envolve o nhervo
permanece preservado, no entanto, ocorre o bloqueio da conducéo nervosa devido a
perda da continuidade axonal e degeneracéo da porcao distal do axénio lesionado. A
regeneracao espontanea pode ocorrer, a qual necessita de um tempo maior (meses)
e a volta da capacidade funcional quase sempre nao é efetiva (DA SILVA; CAMARGO,
2010; JIANG et al., 2014; MARTINS et al., 2013).

A Neurotmese é o grau mais grave de LNP, na qual ocorre a ruptura total do
nervo, desencadeando perda completa da continuidade axonal e do tecido conjuntivo

gue o envolve, causando deposicéo de tecido cicatricial, gerando fibrose e impedindo
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a regeneracao espontanea, o que remete a necessidade de intervencdo cirdrgica
(MARTINS et al., 2013).

Até o momento, ndo existe tratamento farmacoldgico especifico que melhore
o reparo do nervo apos a lesédo. O tratamento mais utilizado é a microcirurgia, ao qual
restaura a continuidade nervosa e melhora o reparo, no entanto, raramente promove
a recuperacao funcional completa do nervo lesionado, portanto, modelos de estudos
pre-clinicos permanecem essenciais (CAILLAUD et al., 2018).

Dentre os modelos de experimentos que promovem a atrofia muscular por
desuso em roedores, a desenervacao por compressao (axonotmese) do nervo ciatico
€ amplamente utilizada em decorréncia de prejuizos a inervagdo motora. Deste modo,
observa-se em torno de 40% de reducdo na massa de musculos glicoliticos e
oxidativos apés 10 dias da desnervacdo motora e perda da sua funcdo, além da
promocao de Estresse Oxidativo (KLINE et al., 2007; USLUSQY et al., 2019).

2.2. Estresse Oxidativo

A definicdo de Estresse Oxidativo (EO) foi construida em 1985 pelo aleméo
Helmut Sies ao qual descreveu que o EO se da pelo aumento de agentes oxidantes
em oposicdo e defesa antioxidante. Varios processos patologicos estdo diretamente
ligados ao estresse oxidativo como as doengas cardiovasculares, alzheimer, cancer e
Diabates Mellitus (VOLLAARD; SHEARMAN; COOPER et al., 2005).

Diretamente ligado ao EO estdo as Espécies Reativas (ER), que sdo atomos,
moléculas ou ions oxidantes, que, em suma, possuem alta reatividade e formam trés
classes de compostos: espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de
enxofre (ERES) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS). As espécies reativas podem
ainda ser divididas em dois grupos: os radicais livres e os compostos nao radicalares,
uma vez que ha espécies que nao apresentam elétrons desemparelhados e mesmo
assim apresentam potencial pro-oxidante as estruturas biolégicas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; MARTELLI; NUNES, 2014).

Os elétrons dentro dos atomos ocupam regides chamadas orbitais em que pode
conter no maximo dois elétrons. O Radical livre (RL) é qualquer molécula que possui

um elétron desemparelhado, ou seja, um elétron encontrado apenas em seu orbital,
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tornando-se instavel e reativo devido ao fato dos elétrons se tornarem mais estaveis
quando emparelhados nos orbitais (CARVAJAL, 2019). Trata-se de um produto
comum das vias metabolicas, como reac¢des redox ou por processos enzimaticos,
podendo reduzir e oxidar outras moléculas, causando danos importantes para o
organismo (KEHRER; KLOTZ, 2015; ZHANG et al., 2019).

A primeira evidéncia de RL em células foi relatada em um estudo de Commoner
em 1954 ao qual foi proposto que radia¢des ionizantes danificam as células por meio
de RLs (POWERS; RADAK; JI, 2016). O potencial de reatividade dos RL pode ser
classificado de acordo com sua capacidade de reduzir um elétron, que refletem a
tendéncia de uma espécie quimica de receber elétrons e ser reduzida
(WINTERBOURN, 2008).

As ERs séo subprodutos de inUmeras reacdes em diversos compartimentos
celulares, como o citoplasma, membrana celular, reticulo endoplasmatico,
mitocondrias e peroxissomo. Elas também podem ser geradas por enzimas como as
NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato) (FORRESTER et al., 2018).

Grande parte das EROs sdo produzidas em processos aerdbios, como a
respiracao celular. A mitocdndria € a principal fonte de producédo das EROs, 2% a 5%
do oxigénio molecular sofre reducdo de um elétron nos complexos | e 1l da cadeia de
transportadora de elétrons, gerando o radical superdxido (O27) (CARVAJAL, 2019;
POWERS; NELSON; HUDSON, 2010). O Oz é considerado a principal ERO e d&a
origem a outros EROs de importancia biol6gica como o perdxido de hidrogénio (H202),
radical hidroxila (OH") e oxigénio singlete (10O2) (CARVAJAL, 2019).

No reticulo endoplasmatico as EROs séo produzidas através de um grupo de
citocromos coletivamente conhecidos como enzimas do citocromo P450 e b5, cuja
funcdo é o metabolismo dos xenobidticos e a introducédo de liga¢des duplas nos acidos
graxos. As NADPH oxidases (NOX) consistem em diversas enzimas dentro da célula
gue produzem EROs. Tratam-se de complexos enzimaticos ligado a membrana que
transfere elétrons do NADPH para o oxigénio (CARVAJAL, 2019).

A Xantina Oxidase (XO) tem importancia no papel catalitico na degradacao de
purinas, transformando hipoxantina em xantina e xantina em &cido Urico com a

concomitante producdo de Oz. A atividade do XO é aumentada em disturbios
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inflamatorios das vias aéreas, danos na reperfusao isquémica, aterosclerose, diabetes
e em distUrbios autoimunes (CANTU-MEDELLIN; KELLEY, 2013).

Oxido nitrico sintase (NOS) ¢ uma familia de enzimas que geram Oxido Nitrico
(NO) a partir de L-arginina, NADPH e O2. E composta por NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS), todos localizados no citosol. A forma eNOS
é a principal fonte de NO nas células. Além disso, existe a NOS mitocondrial (mtNOS),
uma isoforma localizada nas mitocondrias. A sua localizagdo na referida organela
garante a formacdo de Peroxinitrito (ONOO-), a partir da presenca de NO e Oz (DI
MEO; NAPOLITANO; VENDITTI, 2019; FORRESTER et al., 2018).

As ERs sdo essenciais para a homeostase e possuem varias funcoes
reguladoras nas células, tais como ativacdo de leucdcitos durante o processo de
explosao respiratéria, eliminacdo de antigenos, estimulacdo de genes que codificam
fatores de transcricdo, diferenciacdo e desenvolvimento, envolvimento na
vasorregulacao, papel regulador fundamental nas cascatas de sinalizacao intracelular,
em varios tipos de células, como fibroblastos, células endoteliais, células musculares
lisas vasculares, miécitos cardiacos e tecido tireoidiano e aumento da expresséao de
enzimas antioxidantes (GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012; PISOSCHI; POP, 2015;
PIZZINO et al., 2017).

O papel regulador das ERs € uma descoberta relativamente recente, uma vez
que por varias décadas estas foram pensados como causadoras de efeitos
exclusivamente ruins. Apesar de sua importancia, as ERs estao envolvidas em varios
processos deletérios. As mesmas podem reagir com a maioria das macromoléculas
bioldgicas causando sua modificacdo oxidativa, o que pode resultar na perda de sua
funcado. O duplo papel desempenhado pelas ER parece depender da extensdo de sua
producdo. De fato, se produzidos em grande escala causam danos oxidativos e
disfuncéo tecidual (DI MEO; NAPOLITANO; VENDITTI, 2019).

As EROs incluem espécies altamente reativas, como o OH~, considerado a
ER mais potente, embora apresente uma meia-vida relativamente curta. Possui a
capacidade de atacar a maioria das moléculas bioldgicas, principalmente os lipideos
(BETTERIDGE, 2000). As EROs incluem também espécies menos reativas, entre as

quais estdo o Oz2e o H202. Da mesma forma, as ERN incluem espécies ndo muito
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reativas como o NO e espécies muito reativas como o ONOO- (DI MEO;
NAPOLITANO; VENDITTI, 2019).

Nos seres vivos, existem véarias ER. A tabela adaptada de Zhang et al. (2019)
apresenta algumas espécies reativas, seu grau de reatividade representada por “+” e

seus principais alvos:

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas das principais ERs
Espécies Reatividade Alvo preferido

Radical livre:

Oxido nitrico (NO") + Metais

Anion de radical superéxido (02’ ++ Cluster Fe — S, NO *

)

Radicais hidroxila (OH") ++++++ Qualquer macromolécula
Anion de radical carbonato +++++ Tyr, Trp, tidis, guanina
(CO3")

Di6xido de nitrogénio (NO2) +++ Thiols, Tyr
Radical alcoxila (RO) ++++ Compostos organicos
Radical peroxil (ROO") +++ Compostos organicos

N&o radicais:

Peréxido de hidrogénio (H202) ++ Tiois, metais
Peroxinitrito (ONOO/ ONOOH) ++++ COg, Cys, Trp, Met,
) Metais

Acido hipocloroso (HOCI) ++++ Amino, tiois
Oxigénio singlete (102) ++ Guanina, lipidios ndo

saturados, aminoacidos
Legenda: A tabela apresenta reatividade e alvo preferido das principais EROS. A reatividade € definida
de acordo com um potencial de reducéo de elétrons (E °) em pH7 ou a taxa de reagao com glutationa
(GSH) para radicais e nao radicais, e € fornecida com uma descricdo relativa de + e ++ (baixo), +++
(mediar) e = ++++ (alto). Abreviacdo: Cys, Cysteine; Fe-S, sulfeto de ferro (I); Met, Metionina; EROS,
espécies reativas de oxigénio; Tyr, tirosina; Trp, triptofano; Elétron ndo emparelhado indicado por um
ponto sobrescrito a direita que precede o simbolo de carga.

As ERs induzem a peroxidacdao lipidica de acidos graxos, especialmente os
poli-insaturados, por serem mais susceptiveis a peroxidagdo e possuirem maior
namero de ligagBes insaturadas, onde apds uma cadeia de reacgbes, € formado ao
final o malondialdeido (MDA), produto utilizado como biomarcador de EO associado a
condicdes clinicas (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; SIES, 2015).

Os agentes oxidantes podem também atravessar as membranas nucleares
gerando uma grande quantidade de produtos modificados na base ou no agucar do
DNA, provocando mutac¢des genéticas, instabilidade dos microssatélites ou afetando

ligacbes a fatores de transcricdo. Além disso, as ERs podem também promover
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alteracdes na estrutura ou funcdo das proteinas. O dano oxidativo das proteinas &
irreversivel e proteinas danificadas podem ativar proteassomas para a degradacao de
proteinas oxidadas (LU et al., 2019; NAVARRO-YEPES et al., 2014; ORTUNO-
SAHAGUN; PALLAS; ROJAS-MAYORQUIN; 2014).

Em condi¢cbes normais, antes das ERs exercerem seu efeito danoso, o
organismo é capaz de desativa-las e proteger as moléculas dos seus danos utilizando
0 sistema de defesa antioxidante, ao qual desempenha papel importante na
prevencao da oxidacdo de moléculas. O mesmo pode didaticamente ser dividido em
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos ou endbgenos e exdgenos
(KAWAMURA; MURAOKA, 2018; VAZATTA et al., 2009).

Os antioxidantes enziméticos enddgenos compreendem a Superdxido
Desmutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa
Redutase (GR) e Glutationa Reduzida (GSH); quanto aos antioxidantes endégenos
nao enzimaticos tem-se a bilirrubina, ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina,
coenzima Q, acido urico entre outros. Os antioxidantes exdgenos sdo adquiridos na
dieta ao qual pode-se citar vitamina E (tocoferdis), vitamina C (acido ascorbico) e B-
caroteno (carotenoides) e compostos polifendlicos (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006;
GRISSA et al., 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; URSINI; MAIORINO;
FORMAM, 20186).

Os antioxidantes atuam impedindo a formacdo de ER, principalmente pela
inibicdo das reac6es em cadeia com o ferro e o cobre. Sao capazes de deter agentes
pré-oxidantes, evitando a formacdo de lesdes e perda da integridade celular. Além
disso, possuem a capacidade de reparar as lesdes causadas por ER pela remocéo de
danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas.
Em algumas situacfes, pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em resposta a
geracdo das ER com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

2.3. Lesdo Nervosa Periférica, Estresse Oxidativo e Suas Consequéncias

O mausculo esquelético representa um conjunto de células musculares

estriadas, projetadas para realizar contracdo, forca e movimento. O mesmo é
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agregado a componentes de maquinaria metabolica e reguladora, responsaveis por
producdo de energia e homeostase celular (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020). E
composto por uma variedade de proteinas e é regulado pela sintese e degradacgéo
destas. O aumento na degradacgdo proteica e interrupcado da sintese de proteinas
resulta em perda da massa muscular que também é denominado de atrofia muscular,
ao qual é acompanhada de perda de funcdo motora (ASAMI et al., 2018; LANG et al.,
2017).

A principal via que regula a sintese de massa muscular é a “IGF1-Akt / PKB-
mTOR”. A sinalizagcédo inicia com a ligacao do ligante de Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina Tipo 1 (IGF1) ao seu receptor, resultando na interacdo ao
substrato do receptor de insulina (IRS1). Este, por sua vez, ativa fosfatidilinositol 3-
quinase (P13K) para produzir fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfatos (PIP3) via fosforilacédo
de 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2). O PIP3 ativa proteinas AKT
(serina/treonina quinase) que funcionam principalmente para promover o crescimento
celular via fosforilagéo direta e ativacéo do alvo da rapamicina de mamiferos (nTOR),
a qual promove aumento da traducao e sintese de proteinas (HAWLEY et al., 2011;
MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020; SARFSTEIN; WERNER,2013).

Um dos mais importantes sistemas proteoliticos relacionados a perda de
massa muscular é o sistema ubiquitina-proteossomo. Este é responsavel por degradar
proteinas. Para a degradacéao proteica pelo proteossomo, proteinas celulares devem
receber uma ligacdo covalente de multiplos monémeros de ubiquitina. A ubiquitina
pode ser conjugada a substratos proteicos especificos, este processo que necessita
de trés componentes enzimaticos: E1, uma enzima ativadora de ubiquitina; E2, uma
enzima conjugadora de ubiquitina; e E3, uma enzima ligante de ubiquitina (TEIXEIRA,
FILIPPIN; XAVIER, 2012).

No inicio a E1 é ativada em uma reacdo dependente de energia, ao qual
transfere, atraveés da E2, a ubiquitina para a E3, que catalisa a liga¢do da ubiquitina a
proteina, marcando-a para ser degradada. Tal processo de degradacdo de proteina
ocorre no proteossomo (20S ou 26S), que € um complexo composto de uma ou trés
grandes enzimas com a funcéo de degradar proteinas desnecessarias ou danificadas
da célula (TEIXEIRA; FILIPPIN; XAVIER, 2012).
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A ativacao da via IGF1-Akt / PKB-mTOR inibe antagonicamente o FOXO, fator
de transcricdo que quando ativado estimula a transcricdo das E3 ligases Atrogin 1 e
MURF1, responsaveis pela degradacéo proteica (KANDARIAN; JACKMAN, 2006).

Pesquisas demonstram uma importante funcdo de citocinas inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), mediado pela geracdo de EROs na
atrofia muscular. Estas citocinas promovem ativacéo do Fator Nuclear de Transcrigao
Kappa B (NF-kB), ao qual exerce papel nos processos gerais que mediam a perda de
massa muscular (THOMA; LIGHTFOOT, 2018).

A via de sinalizacdo do NF-kB é composta por uma familia de fatores de
transcricdo e sua ativacao ocorre qual a translacao desse para o nucleo, por meio da
ubiquitinacdo e degradacgao da Proteina Inibitdria IKappaB alfa (IkB-a). Quando o NF-
kB transloca-se para o0 nucleo, atua numa regido promotora responsavel pela
transcricao de genes envolvidos com a resposta ao EO como o MURF1, sendo sua
ativacao suficiente para induzir atrofia muscular (KANDARIAN; JACKMAN, 2006; LI et
al., 2003).

A funcdo muscular esquelética esta intimamente associada a inervacdo do
motoneurdnio (LANG et al., 2017). Por interromper a comunica¢cao neuromuscular, a
LNP induz a lesdo na musculatura esquelética, desencadeando diminui¢do de fibras
musculares, uma vez que o musculo deixa de receber sinais de contracao necessarios
para a sua funcdo (POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010).

A LNP promove dano a terminacdes nervosas, 0 que causa desuso do
musculo esquelético inervado pelo ramo lesionado. Com isso, ha o envolvimento de
processos isquémicos e inflamatérios que resultam no surgimento do EO. Apés 7 dias
de leséo do nervo ciatico, a producao de ERs aumenta cerca de 30 vezes (MULLER
et al., 2007). A ampliacdo dos niveis de ERs no musculo desnervado pode se dar por
intermédio da NADPH oxidase, xantina oxidase e mitocondrias (POWERS; OZDEMIR,;
HYATT, 2019).

Apesar do aumento da atividade da xantina oxidase no masculo inativo, ainda
ha controvérsias na literatura se seu aumento é responsavel pela geracao de EO na
LNP. O unico papel da NADPH oxidase nas fibras musculares é a producgéo de EROS,
ha relatos que seu aumento promove o EO em atrofia associada a varios disturbios

incluindo LNP. Ja em relagdo a mitocondria, sabe que é a fonte priméaria de ER nos
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musculos esqueléticos durante desuso prolongado (POWERS; OZDEMIR; HYATT,
2019).

O EO atua em diversas vias associadas a atrofia muscular. E possivel que o
aumento das ERs danifique direta ou indiretamente as proteinas, aumentando sua
rotatividade. Além disso, o0 aumento da ERs pode danificar enzimas criticas, como as
envolvidas no metabolismo energético. O EO pode promover a inibicdo da via IGF1-
Akt / PKB-mTOR, suprimindo a sintese proteica e promovendo atrofia muscular.
Alternativamente, a ativacdo de AMPK desencadeada pelo EO também inibe a sintese
de proteinas via fosforilacdo de mMTOR (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020).

Outro bom candidato para um efeito de EO na sinaliza¢do é o NF-kB. Sabe-
se que o NF-kB desempenha um papel na atrofia muscular e esta bem estabelecido
gue sua atividade transcricional pode ser modulada pelo Peréxido de Hidrogénio.
Demonstrou-se também que a ER mitocondrial leva a regulagéo positiva da expressao
da ubiquitina ligase Atrogin-1 podendo, portanto, contribuir para a atrofia através da

degradacdo aumentada de proteinas pelo sistema proteassoma 26S (LI et al., 2003).

E importante salientar que apesar do evento inicial ser provavelmente uma
perda de inervacdo que leva a disfuncdo muscular e aumento da geracédo de ERs e
aumento do EO, as consequéncias desses eventos podem produzir um feedback
positivo do dano oxidativo que, por sua vez, danifica neurdnios adicionais ou juncdes
neuromusculares, exacerbando ainda mais o aumento da geracao de ERs musculares
e continuando o ciclo de danos (MULLER, 2007).

O tecido lesado propicia um aumento de marcadores de dano muscular como
a creatina quinase- CK; lactato desidrogenase-LDH; e aspartato aminotransferase-
AST (BERNEIRA et al., 2018). Estas enzimas encontram-se normalmente no interior
celular e seu extravasamento indica lesdo tecidual. Quanto maior o tempo de
desnervacdo muscular, maior sera o dano ao musculo e consequente perda de sua
funcdo (POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010).

Além do EO no 6rgao inervado pelo nervo lesionado, a LNP promove a
liberagcdo de certos mediadores inflamatérios e ERs no contetudo plasmatico e nos
ganglios da raiz dorsal que, por sua vez, ascende para 0 cérebro.
Surpreendentemente pouca atencao é dada a resposta nervosa central (ULLAH et al.,
2018; USLUSOY et al.,, 2019). O EO nos tecidos neurais causa sinalizagéo e
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homeostase interrompida e é responsavel por inGmeros eventos que vao desde o
desdobramento de proteinas até a morte de neurdnios. Os niveis mais altos de
expressdo de ERs também ativam NFkB a jusante, que por sua vez inicia a transcri¢cao
de mediadores pré-inflamatérios no SNC (PINHO; AGUIAR; RADAK, 2019; ULLAH et
al., 2018).

Estudos pré-clinicos e clinicos mostraram que as LNP podem ser
acompanhadas por variacbes da temperatura da pele na regido inervada pelo nervo
lesado (SACHARUK et al.,, 2011). O aumento de ERs atua na inducdo desse
fendbmeno. O NO promove o relaxamento muscular dos vasos sanguineos levando a
vasodilatacao (processo que culmina na formacao da hiperemia e hipertermia). Além
disso, as ERs ativam o NF-kB a jusante, favorecendo a ativacdo de leucdcitos e
expressdo de mediadores pro-inflamatérios como a histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandina e prostaciclina, responsaveis por promover aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatacdo, que tem como consequéncia 0 aumento da
temperatura local (POLUHA; LORENZI, 2018).

2.4. Exercicio Fisico e Treinamento Resistido

Ainatividade fisica € um dos principais contribuintes para a mortalidade. Cerca
de 3,2 milhdes de mortes por ano sao atribuiveis a inatividade fisica. Diretrizes globais
€ nacionais para atividade fisica estdo sendo implementadas em todo o mundo dado
os impactos do sedentarismo para individuos e sistema de saude (TAYLOR, 2014).

O exercicio fisico (EF) é caracterizado por repeticbes de movimentos
direcionados e estruturados, havendo elevacdo no consumo de oxigénio ocasionado
pelo recrutamento das fibras musculares no momento da acdo do movimento. O
exercicio € um subgrupo de atividade fisica, definida como qualquer movimento
corporal originado pelo musculoesquelético que resulte em um gasto energético,
contudo, o EF especificamente, deve ser realizado de forma elaborada e orientada
com o objetivo de manter a aptidao fisica. Também pode-se defini-lo como qualquer
movimentac¢&o muscular que resulte em forca (CASPERSEN et al., 1985; DE FATIMA;
FILHO, 2007).
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O EF é classificado de acordo com suas exigéncias metabdlicas: a) exercicios
aerobios- necessitam de oxigénio para queima dos substratos que produzirdo energia;
b) exercicios anaerdbios- utilizam uma forma de energia independente de oxigénio,
ao qual se encaixam o Treinamento Resistido (TR) e os de velocidade (DOMICIANO;
DE ARAUJO; MACHADO, 2010; PATEL et al., 2017).

O TR caracteriza-se como um exercicio em que ha demanda de contracdes
em conjuntos musculares especificos contra uma resisténcia externa (NEVES et al.,
2019). O mesmo é um método eficaz de treinamento para individuos com variados
objetivos por propiciar beneficios como aumento da forca muscular, poténcia,
agilidade e resisténcia localizada, além de alteracdes na composi¢cdo corporal,
especialmente no ganho de massa magra e 0ssea e perda de massa gorda (FLECK,
1988; HUMBURG et al., 2007; KRAEMER et al., 2003).

O TR é um importante promotor de sintese proteica, principalmente por
regular positivamente a expressao de IGF-1 (AHTIAINEN et al., 2016), que promove
uma cascata de sinalizagdo intracelular a qual provoca a ativacdo da mTOR,
responsavel pela estimulacdo de fatores de transcricdo responsaveis pela sintese
proteica muscular (HAWLEY et al., 2011; SARFSTEIN; WERNER, 2013).

O EF promove alteracdes fisicas e bioquimicas importantes para gerar
adaptacdes, possibilitando, assim, a realizacdo de uma grande diversidade de
combinagdes para alcancar metas propostas ou atenuar comorbidades (FLECK, 1988;
MACINNIS; GIBALA, 2017). Segundo a American College of Sports Medicine (2011)
€ necessaria uma sobrecarga entre 70-85% de 1 repeticdo maxima (RM) para que o
corpo seja submetido a um alto estresse mecanico, ao qual seria suficiente para
causar exaustdo ao finalizar cada série de exercicios, promovendo posteriormente

beneficios decorrentes aos processos adaptativos ao treinamento resistido.

Na atualidade o TR tem sido utilizado como forma de tratamento para diversas
patologias por conta de seus efeitos benéficos como melhora na funcao
cardiovascular, aumento do metabolismo basal, bem estar psicossocial, estimulagao
da hiperforia e maior funcdo motora, resultando em melhora da capacidade funcional
para desempenhar as atividades do dia-a-dia (GROPEL, 2018; PHILLIPS et al., 2017;
SOUZA et al., 2017; STAVRES; ZEIGLER; BAYLES, 2018).



26

2.5. Exercicio Fisico e Lesao Nervosa Periférica

As formas de tratamento para a LNP refletem resultados insatisfatorios na
recuperacédo funcional (FARONI et al., 2015). Para isso, tratamentos alternativos tém
sido procurados com a finalidade de promover um melhor processo de regeneracao e
melhora funcional de nervos e musculos desnervados (ALBORNOZ et al., 2010).

A atividade fisica programada e estruturada oferece uma série de beneficios
para a saude. Varias formas de exercicio fisico tém sido utilizadas no tratamento da
LNP para propiciar a manutencéo das propriedades musculares durante desnervacao
e promover a recuperacdao funcional (COOPER; KLUDING; WRIGHT, 2016;
POSSAMAI et al., 2012).

Muitos estudos sdo destinados a avaliar mecanismos envolvidos nos
beneficios do exercicio nas LNPs. Alguns relacionam os bons efeitos a liberacdo de
substancias secretadas pelos musculos envolvidos e pelos corpos dos motoneurénios
correspondentes (POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010). No entanto, os resultados do
exercicio frente a lesdo sédo dependentes do tipo, tempo e intensidade do treinamento
(UDINA et al., 2011).

Pagnussat et al. (2012) verificaram o efeito da aplicacdo do treinamento de
agarrar e treinamento em esteira, realizados por 3 semanas, sobre a recuperacao
funcional e morfolégica do nervo mediano e ulnar de ratos Wistar. Os dois tipos de
treinamento propiciaram uma melhor regeneracao e recuperacdo dos animais tratados

em comparacédo aos do grupo controle.

Num estudo de Safakhah et al. (2017) foi demonstrado que o exercicio em
esteira durante 21 dias, ap6s a inducdo da neuropatia, aumentou o limiar de dor
mecanica (diminuicdo da alodinia mecéanica) e dor térmica, além de diminuir os niveis
de TNF-a no nervo afetado. Ja& Martins et al. (2018) utilizaram um protocolo de
treinamento excéntrico em camundongos com esmagamento do nervo ciatico durante
8 semanas e constataram que 0s grupos que realizaram o protocolo de treinamento
apresentaram melhor recuperacdo funcional do que os grupos lesionados néo
exercitados e isso pode se da devido a maiores niveis de IGF-1 dos animais que

praticavam exercicio fisico.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Martins+DF&cauthor_id=29250715
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Uma das modalidades de exercicio que vem sendo estudada na LNP € o TR,
considerado um dos métodos mais eficientes para aumentar a forca e a massa
muscular (MALANOTTE et al.,, 2017), a exemplo de Liao et al. (2017) ao qual
verificaram que o treinamento resistido utilizando um protocolo de saltos em meio
aguatico provocou uma melhor regeneracao nervosa e aumento de massa muscular
em grupos de ratos com transeccado de nervo periférico, que aqueles com leséo e
nenhuma intervencé@o apos 28 dias de cirurgia. A realizacdo de exercicios resistidos
resulta em maior ativacao e dispersdo neuromuscular dos receptores de acetilcolina
na placa terminal, estimulando o aumento do didmetro da juncdo neuromuscular, o
que levaria a beneficios nesse tipo de lesdo comparado a grupos sedentarios
(DESCHENES et al., 2000).

Portanto, tendo em vista que o0 exercicio resistido induz alteracdes
morfologicas e bioquimicas, discute-se a possibilidade de que o mesmo exerca agao

no tratamento de diversas patologias, a exemplo da LNP.

2.6. Treinamento Resistido e Estresse Oxidativo

O exercicio fisico, tanto aerdbio (metabolismo aerdbio) quanto anaerdbio
(sistema ATP-PC [adenosina trifosfato e creatina fosfato] e glicélise), promove
importantes adaptacdes morfofuncionais e metabdlicas no corpo. Durante o repouso,
10% a 20% do sangue flui normalmente para o musculo esquelético, no entanto,
durante o exercicio esse volume pode aumentar para até 85% a 90%, com um maior
aporte de glicose e oxigénio. Em termos de bioenergética, o exercicio ativa as vias
produtoras de ERO, como a cadeia de transporte de elétrons, promovendo sua
producdo (VAZATTA et al., 2009; VARGAS-MENDOZA et al., 2019).

Apesar do exercicio anaerébio ser executado independente do aporte de
oxigénio, 0 mesmo promove a producdo do EROs agudamente. Provavelmente ocorra
a partir da ativacdo do mecanismo da xantina oxidase, resultante da degradacao do
AMP (Adenosina Monofosfato) para producdo de ATP (Adenosina Trifosfato), que
ocorre através da reacao catalisada pela enzima mioquinase (MK). A xantina
desidrogenase se converte para a oxidase devido as intensas contragdes nas pausas

durante o treinamento resistido além do acUumulo de céalcio intracelular e baixa


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liao+CF&cauthor_id=28474579
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concentracdo de OZ2 Portanto, ocorre utilizacdo do oxigénio ao invés de NAD*
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) pela xantina oxidase, produzindo o O?.
(HELLSTEN, 1999; SJODIN; WESTING; APPLE, 1990; VAZATTA et al., 2009).

A producédo de ERs no musculo esquelético de forma moderada, durante TR,
€ necessaria para que haja sinalizacdo redox promovendo beneficios na célula
muscular, como producdo de forca durante a contracdo, captacdo de glicose e
aumento na concentracdo de proteinas antioxidantes (STEINBACHER; ECKEL,
2015). A quantidade de ERO produzida é dependente de critérios como intensidade,
tempo e volume do TR, além do periodo de repouso. De fato, uma Unica sessao de
exercicio extenuante ou prolongado leva a producéo de grandes quantidades de ERs.
Por outro lado, sessbes de um programa de treinamento produzem baixas
quantidades de ERO, o que pode induzir respostas adaptativas benéficas para o
organismo (DI MEO; NAPOLITANO; VENDITTI, 2019; GARBER et al., 2011).

Hoje, a evidéncia cientifica é forte em relacdo a como um estilo de vida
fisicamente ativo atenua o EO. Tal fator pode ser um dos mecanismos responsaveis
pela a melhora em vérios aspectos clinicos de individuos praticantes de EF, como
envelhecimento celular atenuado, aumento da sensibilidade a insulina, regulacdo do
perfil lipidico e reducdo de disfuncdo endotelial (DE SOUSA et al., 2017). Mattson
(2008) definiu hormesis como um processo em que a exposi¢cado a uma dose baixa de
um agente quimico ou um fator ambiental que seja prejudicial em doses altas induz a
um efeito benéfico sobre a célula ou organismo. Desta forma, a producéo de ERs pelo
TR pode gerar efeitos benéficos a saude, como a melhora do sistema antioxidante
(BOGDANIS et al., 2013).

Em resposta ao aumento de ERO durante o TR continuo, h4 ativagcéo do Fator
2 Relacionado Ao Fator Nuclear Do Eritréide 2 (NRF2), um poderoso fator de
transcricdo nuclear que coordena um complexo do sistema citoprotetor antioxidante.
Em condi¢cdes normais, o fator Nrf2 encontra-se inativo no citoplasma, sendo inibido
pela proteina repressora Keapl (proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch), a
qual é rica em cisteina e pode ser oxidada por varias substancias incluindo as EROs,
como consequéncia da oxidagdo, ha alteracdo de sua conformacdo. Com isso, Nrf2 é
liberado, facilitando, assim, a acumulacdo e a translocacao nuclear do mesmo. No
nacleo, o Nrf2 se liga a sequéncias regulatérias chamadas AREs, ativando um grande
grupo de genes associados a resposta antioxidante e desintoxicante (BARBOSA et
al., 2019; VARGAS-MENDOZA et al., 2019).
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O TR continuo promove a ativacdo do Sistema Antioxidante Enddgeno
enzimatico, que regula enzimas como a GPx, GR, Cat e SOD e 0 ndo enzimatico, que
incluem glutationa e acido alfa lipbico, entre outros (POWERS; RADAK; JI, 2016;
VARGAS-MENDOZA et al., 2019). Desta forma, estudos envolvendo a préatica de
exercicio fisico resistido associados a diversos disturbios devem ser ampliados dada

a sua capacidade de alteracfes metabdlicas benéficas.

2.7. Exercicio Fisico e Plantas Medicinais

E sabido que o sedentarismo predispde individuos e desenvolverem uma
variedade de doengas crénicas, enquanto que a pratica de exercicio regular promove
varios beneficios a saude. No entanto, de acordo com a teoria da hormesia do
exercicio, quando o agente estressor (a sessdo de treinamento) esta ausente,
nenhuma adaptacdo ocorre. Quando a sessdo de treinamento esta dentro de um
intervalo especifico de intensidade e duragdo e é seguida por um periodo de
descanso, ocorre uma adaptacao positiva, ja se as sessdes de exercicio forem muito
pesadas ou prolongadas e ndo forem seguidas por periodos de descanso, pode
resultar em danos a saude (BOGDANIS et al., 2013; MASSARO, MARIKA et al., 2019).

Os produtos a base de plantas sdo extratos de sementes, raizes, folhas,
cascas, frutos ou flores, e contém varios fitoquimicos que podem atuar promovendo
uma série de vantagens associados ao exercicio fisico. Tais beneficios estdo
relacionados a sintese de glicogénio, reduzindo os metabdlitos esportivos e
aumentando a tolerancia a hipoxia, reserva de varias substancias glicogénicas,
melhorando a resisténcia ao exercicio e acelerando o metabolismo do nitrogénio da
uréia, promogao de diminuigdo da fadiga, entre outros. (SELLAMI, et al., 2018; ZHOU,
JIANG, 2019).

Suplementos antioxidantes implicam em efeitos diretos ou indiretos
relacionados ao exercicio. Diretamente podem envolver a redugao da fadiga muscular
no nivel da fungao contratil. Ja indiretamente, incluem aprimoramento do treinamento,
reducao de estressores fisioldgicos que afetam negativamente o treinamento (doenga
ou a propria resposta do treinamento) ou melhora na capacidade de recuperagao do
treino (MYBURGH, 2014).

Uma classe de antioxidante natural que tem seu uso bastante estudado



30

relacionado ao exercicio € a dos polifendis, compostos que possuem uma estrutura
molecular caracterizada pela presenga de um ou mais anéis fendlicos (anéis
aromaticos com um ou mais substituintes hidroxilicos). Existem varias subclasses de
polifendis, definidas com base no numero elementos estruturais dos anéis fendlicos.
Os principais grupos de polifendis sédo: acidos fendlicos, estilbenos, lignanas, alcoois
fendlicos e flavonoides (DAGLIA; 2012; LIMA; BEZERRA, 2012; QUINONES;
MIGUEL; ALEIXANDRE, 2012; ANGELO; JORGE, 2007).

A justificativa para o uso de polifénois em praticantes de exercicio fisico é que
a producédo excessiva de radicais induzida pelo exercicio intenso é muito alta para os
mecanismos de eliminacdo endbégenos; o dano muscular induz a explosao oxidativa
dos neutrdfilos; e os lipidios e proteinas da membrana séo danificados por reacdes de
oxidacao. Os polifendis estdo associados a diminui¢do de alguns efeitos provocados
pelo exercicio como a dor muscular excessiva de inicio tardio, rigidez muscular,
reducdo da forca muscular, diminuicdo de marcadores de dano no musculo
esquelético e comprometimento imunolégico (MARIKA et al., 2019; MYBURGH,
2014).

2.8. Espécie Bowdichia virgilioides Kunth

A Bowdichia virgilioides Kunth é uma espécie arbdrea leguminosa, nativa da
América do Sul, pertencente & familia Fabaceae, subfamilia Papilonoidae. E
amplamente distribuida pelo Brasil uma vez que é encontrada na vegetacdo da Mata
Atlantica, Caatinga, Pantanal e Cerrado, com predominancia na regiao central, norte
e nordeste. Popularmente a arvore é conhecida como "sucupira", "sucupira-roxa” ou
"sucupira-preta" (ALBUQUERQUE; GUIMARAES, 2007; KANEGAE et al., 2000;
JUCK et al, 2006; LIMA, 2008; RIBEIRO-OLIVEIRO; RANAL; SANTANA, 2013;

SAMPAIO et al., 2001; SILVA et al., 2011).
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Figura 1 - Arvore da Bowdichia Virgilioides Kunth
Fonte: Google Imagens

A madeira da B. virgilioides Kunth possui alta densidade e longa durabilidade
natural, por conta disso, € amplamente utilizada como dormentes, em postes,
embarcacgdes, construcado civil e fabricagdo de moveis de luxo, o que promove
relevada importancia econdmica. Pela sua alta resisténcia ao fogo, a arvore é muito
utilizada em cercas de areas de pastagem natural sujeita a queimadas anuais. Por
sua evidente beleza, a espécie arbdrea é bastante empregada no paisagismo além
do que é bastante utilizada em programas de reflorestamento e na recuperacao de
areas degradadas de preservacdo permanente (SMIDERLE; SOUSA, 2003;
ALBUQUERQUE et al., 2007).

As cascas e sementes da B. Virgilioides kunth sdo amplamente utilizadas na
medicina popular para o tratamento de diversos disturbios como: diarréia, cefaleia,
gota, diabetes, ulcera, bronquite, febre, inflamacdo do utero, inflamag¢des em geral,
reumatismo, artrite, doencas de pele, além do uso como ténico corporal e facilitador
da digestao. (ALMEIDA et al., 2006; ARRIAGA et al., 2000; BARROS et al., 2010;
GOMES et al., 2008; SMIDERLE; SOUSA, 2003.)

Devido a sua importancia medicinal, a espécie foi incluida na farmacopeia
brasileira (BRANDAO et al., 2006). Ja foram descritas e comprovadas cientificamente
atividades anti-hiperglicemiante (SOUZA et al., 2009), antimalarica (DEHARO et al.,
2001), antibacteriana (ASSIS et al., 2018), de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(BARBOSA-FILHO et al., 2006), anti-inflamatéria (BARROS et al., 2010) analgésica
(THOMAZZI et al., 2010), antinociceptiva (SHAM et al., 2016), ansiolitica (VIEIRA et
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al., 2013) e antioxidante (DOS SANTOS, et al., 2014).

Leite et al. (2014) identificaram a presencga de polifendis através do sistema
de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) no extrato bruto da casca da B.
virgilioides Kunth, com presenca de acido clorogénico e cafeico, flavanoides quercina,
rutina e kaempferol. Shan et al. (2016) detectaram a presenca de varios classes de
compostos polifendlicos da triagem fitoquimica do EHE da entrecasca do caule de B.
Virgilioides Kunth (fendis, taninos, flavanoides, xantonas e catequinas). Além disso,
verificaram maior presenga de compostos fendlicos no extrato bruto que em suas
fracoes.

Num estudo de nosso laboratério, Dos Santos et al. (2014) descobriram a
exibicdo de uma resposta dose dependente na atividade antioxidante do EHE da
entrecasca de B. virgilioides Kunth. Também foi observado que o EHE possui cinética
de reagdao moderada, exigindo 60 min para reduzir o nivel do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazina) em mais da metade através da curva dose-resposta. Por fim,
Dos Santos et al. (2014) comprovaram que o EHE foi capaz de diminuir a peroxidagao
lipidica in vitro e in vivo em ratos Wistar e seu uso concomitante ao exercicio resistido
promoveu maior efeito antioxidante que seu uso sozinho, além de reduzir as
concentragbes sanguineas de marcadores de dano muscular (LDH, AST e CK)
provocadas por sessoes de treinamento resistido.

Testes de toxidade foram utilizados por Silva (2009) para avaliar os efeitos do
extrato das cascas do caule de B. virgilioides Kunth em camundongos, numa dose 10
vezes maior que aquelas responsaveis por causar efeitos anti-inflamatorios,
antinociceptivos e imunossupressores. Nao foi observado alteracdes clinicas e morte
dos animais, o0 que confere protecdo para o uso popular das diversas estruturas da

espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar os efeitos de um programa de Treinamento Resistido e do Extratro
Hidroetandlico da entrecasca do caule de Bowdichia virgilioides Kunth sob
marcadores de Estresse Oxidativo e da fungdo muscular esquelética em ratos wistar

submetidos a Lesao Nervosa Periférica ap6s esmagamento de nervo ciético direito.

3.2. Objetivos Especificos

o Avaliar os efeitos do Treinamento Resistido e do Extrato Hidroetandlico
da entrecasca do caule de B. virgilioides Kunth sob indicadores bioquimicos de
Estresse Oxidativo (MDA e SH) na Lesdo Nervosa Periférica;

o Avaliar temperatura no local da leséo por meio da termografia;

. Avaliar o peso muscular de masculo inervado pelo nervo lesionado apés
sessbes de Treinamento Resistido e ingestédo do Extrato Hidroetanodlico da entrecasca
do caule de B. virgilioides Kunth;

o Avaliar a forca de preensdo de membros inferiores ap0s sessfes de
Treinamento Resistido e ingestdo do Extrato Hidroetandlico da entrecasca do caule
de B. virgilioides Kunth na Les&o Nervosa Periférica;

o Avaliar os efeitos do Treinamento Resistido e do Extrato Hidroetandlico
da entrecasca do caule de B. virgilioides Kunth sob marcadores de dano tecidual (CK,
LDH, AST, ALT) na Lesao Nervosa Periférica.
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4. CASUISTICA E METODO

4.1. Campo de Estudo

Trata-se de um estudo pré-clinico e experimental, desenvolvido no Nucleo de
Pesquisa em Sinalizagédo Intracelular (NUPESIN), localizado no Departamento de
Morfologia do Campus de S&o Cristovao da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

4.2. Amostra

Foram utilizados 60 ratos machos, adultos, que possuiam pesos entre 300 e
350qg, da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Setorial do NUPESIN. Os ratos
foram submetidos a gaiolas coletivas e permaneceram no biotério, em temperatura
ambiente entre 22° e 24°C e com luz controlada (claro/ escuro). A agua e a
alimentacao foram administradas ad libitum. O experimento foi conduzido segundo
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdao Animal
(CONCEA). A experimentacdo com animais somente iniciou mediante aprovacédo do
Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da UFS, sob nimero de protocolo
02/2019.

4.3. Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos, compostos por 10

animais cada:

a) Controle (C): animais sedentarios que receberam veiculo e ndo sofreram nenhum

tipo de leséo.

b) Sham (S): animais sedentarios que receberam veiculo, tiveram o0 nervo exposto,

porém nao sofreram leséo.
c) Lesédo (L): animais sedentarios que receberam veiculo e sofreram lesdo em nervo.

d) Lesdo + Treinamento Resistido (LT): animais que sofreram lesdo nervosa,

submetidos a protocolo de exercicio e receberam veiculo.
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e) Lesdo + Extrato (LE): animais que sofreram lesdo nervosa, sedentarios e

receberam extrato hidroetandlico da casca do caula de B. virgilioides Kunth.

f) Lesdo + Treinamento Resistido + Extrato (LTE): animais que sofreram lesao
nervosa, realizaram protocolo de treinamento de exercicio e receberam extrato da

casca do caule de B. virgilioides Kunth.

4.4. Inducéo da Lesdo Nervosa Periférica

O nervo periférico mais comumente afetado € o ciatico, por este fator, o facil
acesso cirurgico e por conter ramificacbes bem localizadas, o mesmo € o principal
nervo utilizado em estudos experimentais com ratos (ESER et al., 2009). Assim, ap6s
confirmacéo do efeito anestésico (10 mg.kg-1 de ketamina e 85 mg.kg-1 de xilazina
intraperitoneal) através da verificacdo do estado de consciéncia do animal e reflexo
ao pincamento da cauda, realizou-se a tricotomia de membro inferior direito e assepsia
da regido com uso de Povidine, seguido de uma incisdo, paralela as fibras do biceps
femoral, para expor o nervo ciatico dos ratos. Posteriormente, os animais foram
submetidos ao esmagamento unilateral do nervo direito a nivel acima de sua
trifurcacdo com o auxilio de uma pinga cirdrgica, durante 30 segundos,
desencadeando uma axonotmese (MALANOTTE et al.,, 2017). A pressédo de
esmagamento seguiu 0 mesmo padrao para todos os animais. Os roedores, entéo,
foram suturados com fios de sutura 2,0. Nos cuidados pds-operatorio realizou-se a
antibioticoterapia profilatica com pentabidtico reforcado intraperitoneal em dose Unica
(0,1mg/100g), analgesia com opioide morfina (0,3mg/100g) intraperitoneal e
acomodacéo de dois animais por gaiolas, estas contendo agua e racdo, em ambiente
climatizado (BARBOSA et al., 2016). Um dia ap6s a inducéo da lesdo, os animais

foram utilizados nos protocolos experimentais descritos adiante (Figura 2).
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Figura 2. Compresséo de nervo ciatico
Fonte: Dados da pesquisa

4.5. Aplicacdo dos Recursos Terapéuticos

Os recursos terapéuticos consistem em administracdo do EHE da entrecasca
do caule de B. virgilioides Kunth e do TR, bem como a combinacao dos dois recursos

simultaneamente (extrato + exercicio).

45.1. Treinamento Resistido

Para a realizagdo do exercicio, foi utilizada uma escada vertical de madeira
(1,2 x 0,18m, 2cm de espago entre os degraus e 80° de inclina¢do). O protocolo de
treinamento consiste numa adaptacédo do protocolo sugerido por Hornberger; Farrar
(2004). Antes da realizagdo do TR, houve familiarizagdo prévia dos animais com o
equipamento durante 2 semanas. Inicialmente os ratos foram motivados a subir a
escada por meio de estimulo manual na cauda. Na parte superior da escada havia
uma caixa escura (20 x 20 x 20cm) que permitia 0 descanso dos animais entre uma
série e outra. O intervalo de descanso adotado foi de 2 minutos. Este procedimento
repetiu-se até que os ratos subissem voluntariamente a escada por trés vezes
consecutivas sem a necessidade de incentivo na cauda.

Apbés a familiarizacdo, foi realizado o exercicio para determinacdo de Uma
Repeticdo Maxima (1RM), em que os animais escalavam a escada carregando
progressivamente cargas mais pesadas, sendo que a carga inicial consistia de 50%
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do peso corporal do animal, com incremento de 10% cada vez que o animal realizava
a escalada efetiva, até chegar a 100%. Assim, determinou-se o0 1RM. A carga de cada
sesséo de treinamento iniciou-se com 60% da obtida no teste de 1RM e teve aumento
de 10% em cada semana. Realizou-se 3 séries de 8 repeticdes.

Os animais subiram em uma escada com uma carga de aparatos (composta
de tubos falcons contendo pesos de chumbo, presos por uma fita adesiva) fixada por
fita adesiva na porcao proximal da sua cauda. O treinamento foi realizado trés vezes
por semana, em dias alternados, durante 3 semanas apos a lesédo. A familiarizacédo
foi realizada antes da inducdo da lesdo. Os animais foram pesados a cada inicio de
treinamento para adequacéo da carga. Os ratos sedentarios ndo realizaram protocolo
de exercicio, no entanto, foram colocados no ambiente de treinamento para que o

estresse do meio seja igual para todos 0s grupos.

4.5.2. Ingestdo do extrato da entrecasca de Bowdichia virgilioides Kunth

As cascas do caule de B. virgilioides Kunth foram coletadas no povoado
Fazenda Riachdo, no municipio de Japaratuba, Sergipe - Brasil (10° 32'04.49S,
36°53'57" O). A exsicata desta espécie é encontrada no herbario da UFS sob numero
de registro ASE 23107 (SISGEN AA5B37). As cascas de B. virgilioides foram secas a
temperatura ambiente e reduzidas a pé utilizando moinho de facas e, em seguida,
submetidas a maceracao com etanol a 90%, durante 5 dias. Apds este periodo, houve
filtracdo e concentracdo em rotaevaporador (LS LOGEN) sob presséo reduzida a
45°C, obtendo-se o EHE.

A administracado do EHE foi feita na dose de 200mg/kg de peso corporal, via
intragastrica (gavage) utilizando uma canula de inox especifica para roedores e com
a extremidade arredondada para que nao cause leséo, trés vezes por semana, em 20
dias alternados, durante 3 semanas ap0s a lesdo. A dose e via de administracédo
utilizada baseia-se no estudo de Dos Santos et al. (2014), que utilizou os mesmos
padrées na administracdo do EHE da entrecasca de B. virgilioides Kunth em seu
experimento. Os animais controle receberam agua destilada (veiculo), na mesma
guantidade do EHE.
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Desenho do Estudo

O desenho do estudo se encontra na figura 3.
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Figura 3 - Desenho do estudo
Fonte: Dados da pesquisa

4.7.

Eutanasia e Coleta de Material Bioldgico

No 22° dia ap6s cirurgia, os animais foram pesados e anestesiados (10 mg.kg-

1 de ketamina e 85 mg.kg-1 de xilazina intraperitoneal). Posteriormente, sob efeito do

anestésico, ocorreu a eutanasia por meio da decapitacdo em guilhotina. Logo apés,

extraiu-se cérebro, musculo gastrocnémio direito, figado e sangue para conseguintes

analises. O sangue, apds a coleta, foi imediatamente centrifugado a 4000 x g por 15

min a + 4°C e o sobrenadante armazenado a + -80°C. Simultaneamente, os demais

orgaos foram lavados 3 vezes com solucao de cloreto de potassio (KCI) 1,15%, secos

e pesados. Posteriormente, foram homogeneizados onde cada grama de tecido foi

misturada com 5 mL de KCI + 10uL de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF —100
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mmol. L-1) + 15uL de solucéo Triton a 10% e centrifugada a 3000 x g por 10 min a £
-80°C.

4.8. Peso Muscular

Apos da dissecacdo do musculo Gastrocnémio direito foi realizada a execucao
de pesagem de massa Umida do mesmo. Posteriormente, foi feita uma relacdo entre

peso muscular e peso corporal total, a qual ultilizou-se a seguinte formula:

(Peso muscular / Peso corporal total) x1000

4.9. Andlise de Estresse Oxidativo

49.1. Determinagao de MDA/TBARS in vivo

Seguindo o método descrito por Lapenna et al. (2001) a oxidacao de lipidios foi
determinada pela mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(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 sodio (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 extingdo molar utilizado foi 1,54 x 105 M1 cmte o resultado de TBARS

expresso em nmol Eq MDA/mg para as amostras de plasma e tecidos.

4.9.2. Determinacédo de Sulfidrilas Totais (Tiois)

A quantificag&o do nivel antioxidante do plasma e tecidos foi mesurada através
da determinacéo dos grupos sulfidrilas, realizada conforme a metodologia descrita por
Faure; Lafond (1995) em que aliquotas de 50 yL de amostras foram misturados em 1

mL de tampao tris-EDTA, pH 8,2. Em seguida, foi realizada a primeira leitura (A) no
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espectrofotometro em 412 nm. Apdés 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 equacao: (A2-Al) —

B x 1,57 mM x 1000 sendo o resultado expresso em nmol.mg™.

4.10. Anédlise de Dano Tecidual

Como indicadores de dano tecidual, realizou-se andlise de marcadores de dano
muscular e hepético sérico: CK, LDH, AST, e ALT. Foram utilizados os kits comerciais
(Labtest ®, Santa Lagoa, Minas Gerais, Brasil) em que o plasma de cada animal foi
homogeneizado em reagentes especificos a 37°C e realizada a leitura num

espectrofotometro (BioespectroModel SP-22 UV/Visible, Minas Gerais- Brasil)

4.11. Afericdo da Temperatura Local

Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes da
Associagdo Européia de Termologia (RING; AMMER, 2012). A temperatura e a
umidade relativa foram controladas entre 21-22° C e 42-50%, monitorados por um
Hibrid Thermo-Hygrometer Hikari HTH-240 (Hikari, China). A pata posterior direita foi
utilizada para realizar as leituras de temperatura, as quais foram captadas no 7°, 14°

e 21° dias ap0s cirurgia.

Para a captacdo da temperatura foi utilizada uma maquina termografica de
modelo Seek Reveal Pro (Seek Thermal, Santa Barbara, USA). A mesma possui
sensor térmico com campo de visdo de 320 x 240 pixels, medicacéo de temperatura
de -4,0 a 330,0°C, com condi¢éo de trabalho de 0,30 a 550m de distancia e Lanterna
de LED de 300 limens, Taxa de quadros de >15 Hz Fast Frame no Modo Normal,

sensibilidade térmica < 70 mK, e campo de visdo 32 graus FOV.
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4.12. Forca de Preenséo

O teste de forca de preensédo baseia-se na tendéncia natural do animal para
agarrar uma barra ou grade quando suspenso pela cauda. O objetivo do teste € avaliar
o tbnus neuromuscular e/ou forgca muscular dos membros anteriores e posteriores ao
mesmo tempo ou separadamente. Alteracdes na forca de preensdo tém sido
interpretadas como evidéncias de aumento ou reducdo da forca muscular
(MAHMOOD, 2010).

Foi mensurada a forca de preensdo que o animal impunha sobre a grade de
metal do Grip Strength Meter (Insight®, Sdo Paulo, Brasil). Para fazer a avaliacdo, o
animal foi tracionado pela cauda com firmeza crescente e foi permitido que agarrasse
em uma grade conectada a um transdutor de forca, até perder a preensado. A medicdo
foi realizada 3 vezes no 7°, 14° e 21° dia. Dessa maneira, o animal aplicou uma forca
de preensao sobre a grade que foi registrada pelo aparelho, sendo utilizado o valor da
média aritmética em gramas entre os resultados registrados em cada dia (BURNES
et al., 2008; CORADINIA et al., 2015).

4.13. Analise Estatistica

Foi realizada a estatistica descritiva sendo utilizadas as medidas de tendéncia
central, média (X) £ Desvio Padréo (DP) e intervalo de confianca 95% (IC 95%). Para
verificacdo da normalidade das variaveis utilizou-se o teste de Shapiro Wilk, devido
tamanho da amostra. Para a avaliacdo do desempenho entre os grupos foi feito o teste
ANOVA (One Way ou Two Way) com Post Hoc de Bonferroni, sendo considerada
significativa diferenga estatistica p<0.05. O tratamento estatistico foi realizado por
meio do programa estatistico GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, E.U.A).
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5. RESULTADOS

5.1. Lipoperoxidacao Lipidica

Nas figuras 4, 5, 6 e 7 se encontram os valores de MDA em amostras do

plasma, muasculo gastrocnémio, cérebro, e figado respectivamente apds as

intervencoes.
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Figura 4 - MDA em plasma

MDA em plasma (nmol Eq-MDA/mL) apés interveng&o nos diversos grupos em que: C- Controle; S-
Sham; L- Leséo; LE- Lesdo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo + Treinamento + Extrato.
Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam
diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni.

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nas
concentracfes de MDA no plasma entre C (212+20,5 nmol Eq-MDA/ml, IC 95% 198-
227) e L (333+£29,5 nmol Eq-MDA/mI, IC 95% 312-354) com p <0,0001; C e LE
(264+38,6 nmol Eq-MDA/ml, IC 95% 236-291) com p=0,0038; C e LT (286+£39,9 nmol
Eq-MDA/mI, IC 95% 258-315) com p <0,0001; S (217+18 nmol Eq-MDA/ml, IC 95%
204-230) e L com p <0,0001; S e LE com p=0,0115; S e LT com p <0,0001; L e LE
com p<0,0001; L e LT com p=0,0123; L e LTE (219+22,3 nmol Eq-MDA/ml, IC 95%
204-235) com p<0.0001; LE e LTE com p=0,0210; LT e LTE com p<0.0001.
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Figura 5 - MDA em musculo gastrocnémio

MDA em musculo gastrocnémio direito (nmol Eg-MDA/mg) apds intervencao nos diversos grupos em
que: C- Controle; S- Sham; L- Lesao; LE- Lesdo + Extrato; LT- Les&o + Treinamento; LTE- Lesé&o +
Treinamento + Extrato. Valores expressos em médiatdesvio padrdao (n=10 em cada grupo). As letras

iguais representam diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post
hoc de Bonferroni.

No mauasculo gastrocnémio encontrou-se diferencas estatisticamente
significativas entre C (150+32,4 nmol EqQ-MDA/mg, IC 95% 127-173) e L (199+25,4
nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 128-166) com p= 0,0234; C e LT (221+28,7 nmol Eg-
MDA/mg, IC 95% 241-200) com p=0,002; S(147+26,4 nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 166-
128) e L com p=0,0134; Se LT com p <0,0001; L e LTE (149+30,9 nmol Egq-MDA/mg
IC 95%, 200-241) com p=0,0221; LT e LTE com p=0,002.
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Figura 6 - MDA em cérebro

Niveis de MDA em cérebro (nmol Eg-MDA/mg) apés intervengdo nos diversos grupos em que: C-
Controle; S- Sham; L- Lesao; LE- Lesado + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Les&o + Treinamento
+ Extrato. Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais
representam diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc
de Bonferroni.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
concentracfes de MDA em cérebro entre o grupo C (330+55,1 nmol Eg-MDA/mg, IC
95% 288-372) e L (486 £116 nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 397-575), com p=0,0006; S
(368+60,6 nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 322-415) e L com p=0,0191; L e LE (295+45,1
nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 261-330) com p<0,0001; L e LTE (293+30 nmol Eg-
MDA/mg, IC 95% 270-316 com p<0,0001.
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Figura 7- MDA em Figado

Niveis de MDA hepatico (nmol Eg-MDA/mg) ap0s intervengédo nos diversos grupos em que: C- Controle;
S- Sham; L- Leséo; LE- Lesédo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo + Treinamento +
Extrato. Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais
representam diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc
de Bonferroni.

Em tecido hepatico encontrou-se diferencas estatisticamente significativas
nas concentracées de MDA entre L (668+135 nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 564-771) e
LTE (463+91,7 nmol Eg-MDA/mg, IC 95% 3933-544) com valor de P=0,0230; LTE e
LT (696£146 nmol Eq-MDA/mg, IC 95% 809-584) com p=0,055.



45

5.2. Sulfidrilas Totais

Nas figuras 8, 9, 10 e 11 se encontram os valores de SH em plasma, musculo

gastrocnémio, cérebro e figado respectivamente apos a intervencoes.
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Figura 8 - SH plasmético

Niveis de SH plasmético (nmol/ml) apés intervengédo nos diversos grupos em que: C- Controle; S-
Sham; L- Les&o; LE- Leséo + Extrato; LT- Leséo + Treinamento; LTE- Les&o + Treinamento + Extrato.
Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam
diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
concentracbes de SH no plasma entre C (256+40,4 nmol/ml, IC 95% 225-287) e L
(174+37,7 nmol/ml, 1IC 95% 143-203) com p=0,0275; S (273£50 nmol/ml, IC 95% 235-
312) com p=0,0034; L e LTE (268+69,7 nmol/ml IC 95% 212-322) com p=0,0062.
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Figura 9 - SH em musculo gastrocnémio

Niveis de SH em musculo gastrocnémio (nmol/mg) apdés intervencao nos diversos grupos em que: C-
Controle; S- Sham; L- Leséo; LE- Lesédo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Leséo +
Treinamento + Extrato. Valores expressos em médiatdesvio padrdao (n=10 em cada grupo). As letras
iguais representam diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post
hoc de Bonferroni.

Também no musculo gastrocnémio, foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas nas concentragdes de SH entre C (301+36,5 nmol/mg,
IC 95% 274-327) e L (182+46,8 nmol/mg, IC 95% 229-296) com p= 0,0004; S
(308+76,7 nmol/mg, IC 95% 253-263) e L com p=0,0002; L e LE (263+46,8 nmol/mg,
IC 95% 229-296) com p=0,0444; L e LTE (306+ 60,9 nmol/mg, IC 95% 262-349).
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Figura 10 - SH em cérebro
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SH em cérebro (nmol/ml) apds intervencédo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham; L-
Lesdo; LE- Lesdo + Extrato; LT- Leséo + Treinamento; LTE- Les&o + Treinamento + Extrato. Valores
expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferencas
estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni.

No cérebro foram encontradas diferencas significativas nas concentracées de
SH entre L (153+26,5 nmol/mg, IC 95% 134-172) e LE (221+£24,4 nmol/mg, IC 95%
203-238) com p=0,0013; L e LT (204£39,3 nmol/mg, IC 95% 176-232) com p=0,0370;
L e LTE (236+25,1 nmol/mg IC 95% 218-254) com p<0,0001.
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Figura 11 - SH em tecido hepatico

SH em tecido hepatico (nmol/mg) ap6s intervengéo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham;
L- Leséo; LE- Leséo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Les&o + Treinamento + Extrato. Valores
expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferencas
estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni. O simbolo
“#” representa ndo significancia estatistica.

Ja em tecido hepatico nao foi encontrada diferenca significativa entre os

grupos.

5.3. Temperatura

Na figura 12 se encontram os valores dos diversos grupos em relagcéo a

temperatura em graus celsius, nos diversos momentos da intervencao.
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Figura 12 - Temperatura Local

Temperatura (°C) apoés intervengéo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham; L- Lesao; LE-
Lesédo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo + Treinamento + Extrato. Valores expressos
em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferencas estatisticas
entre os grupos determinadas pela Anova two way com post hoc de Bonferroni.

Quando observada a temperatura, verifica-se diferengas significativas entre
varios grupos. Na primeira semana foram encontradas diferencas significativas entre
o grupo C 7 dias (27,4+0,92°C, IC 95% 26,6-27) em relacdo ao L 7 dias (27,75 £1,75
°C, IC 95% 26,88-28,62); LE 7 dias (33,4+1,11 °C, IC 95% 31,47-32,54); LT 7 dias
(32,4+0,96 °C, IC 95% 29,71-31,09) e LTE 7 dias (32,75+1,03 °C, IC 95% 31,88-32,62)
com p<0,0001; S 7 dias (30,32+1,41 °C, IC 95% Dias 28,32-30,68) em relacdo a L e
LT 7 com p<0,0001; LE 7 dias com p=0,0002 e LTE com p=0,0281. Na segunda
semana houveram diferencas entre C 14 dias (27,75+£1,03 °C, IC 95% 26,88-28-62)
em relacdo a L 14 dias (33,3%0,67 °C, IC 95% 32,83-33,78) e LT 14 dias (31+0,23 °C,
IC 95% 31,46-32,54) com p<0,0001; LE 14 dias (30,56+1,33 °C, IC 95% 29,53-31,58)
com p=0,0002 e LTE 14 dias (30,33+0,7 °C, IC 95% 29,79-30,88) com p= 0,00281. S
14 dias (29,5+1,06 °C, IC 95% 27,61-29,39) em relacédo a L 14, LE e LT 14 dias com
p<0,0001. L 14 dias em relacdo a LE e LT 14 dias com p<0,0001 e LTE 14 dias com
p=0,0116. J& na terceira semana houveram diferencas significativas entre C 21 dias
(28,410,84°C, IC 95% 27,8-28) em relacdo a L 21 dias (32,3+£0,94 °C, IC 95% 31,62-
31,98) com p<0,0001; S 21 dias (28,8+0,64 IC 95% 28-28,8) em relacdo a L 21 dias
com p<0,0001; L 21 dias em relagéo a LE 21 dias (29+1,03 °C, IC 95% 28,22-30,22);
LT 21 dias (29,1+0,99 °C, IC 95% 28,39-30,22) com p<0,0001 e LTE 21 dias
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(28,33+1,22 °C, IC 95% 28,39-30,27) com p<0,0001. Além de diferencas entre LT 21
dias em relacdo a LTE 21 dias com p=0,0018.

5.4. Peso Muscular

Na figura 13 se encontram os valores dos diversos grupos da relacdo entre

peso muscular (gastrocnémio direito) e peso corporal total apds a intervencéo.
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Figura 13: Relagéo entre peso muscular e peso corporal total

Relacéo entre peso muscular e peso corporal total (g) apds intervencdo nos diversos grupos em que:
C- Controle; S- Sham; L- Lesdo; LE- Lesdo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo +
Treinamento + Extrato. Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras
iguais representam diferencas estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post
hoc de Bonferroni.

A relacédo entre peso muscular e peso corporal total alterou-se ao longo do
experimento. Foram observadas diferencas significativas em relacdo entre C
(6,8+0,16 g, IC 95% 6,68-6,92) em relacéo ao grupo L (4,81+0,28 g, IC 95% 4,61-
5,01) com p<0,0001, ao Grupo LT (5,08+0,33 g, IC 95% 4,84-5,32) com p<0,0001, ao
Grupo LE (5,13+0,31 g, IC 95% 4,90-5,86) com p<0,0001 e Grupo LTE (5,65+0,31 g,
IC 95% 5,43-5,87), com p<0,001. Foram observadas diferencas entre S (6,71+0,18 g,
IC 95% 6,58-6,84) e L com p<;0,001; de S em relacdo ao LE p=0,0001; S em relac&o
a LT com p=0,0001; e de S em relagcdo ao LTE (p=0,0001). Identificou-se diferenca
entre L e LTE com p<0,0001; LE e LTE com p=0,0003; LT e LTE com p=0,0014.
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5.5. Forca de Preenséo

Na figura 14 se encontram os valores dos diversos grupos em relacéo a forca

de preenséo das patas em gramas, nos diversos momentos da intervencao.
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Figura 14: Forca de preensao

Forca de preenséo (g) apés intervengdo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham; L- Lesao;
LE- Lesdo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo + Treinamento + Extrato. Valores
expressos em meédiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras representam diferencas
estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova two way com post hoc de Bonferroni.

Na primeira semana houveram diferencas entre o grupo C 7 dias
(332,13+23,01 g, IC 95% 312,89-351,36) em relacdo ao Grupo L7 Dias (127,50+£16,31
g, IC 95% 113,86-141,14); LT 7 Dias (131,75+29,68 g, IC 95% 106,93-156,57); LE 7
Dias (139,50+27,44 g, IC 95% 116,56-162,44); e LTE 7 Dias (118,63+28,03 g, IC 95%
95,19-142,06) com p<0,0001. Além de diferencas entre S 7 Dias (336,88+18,77 g, IC
95% 321,19-352,56) em relagéo ao grupo L, LT, LE e LTE 7 dias com p<0,0001. Na
segunda semana foram verificadas diferencas significativas entre o C14 Dias
(332,38+20,96 g, IC 95% 314,86-349,89) em relacdo a L 14 Dias (189,13+14,31 g, IC
95% 177,16-201,09); LT 14 Dias (194,38+28,44, IC g 95% 170,60-218,15); LE14 Dias
(201,88+13,01 g, IC 95% 191,00-212,75) e LTE 14 Dias (224,75%+26,14 g, IC 95%
202,90-246,60) e com p<0,0001. S S14 Dias (326,88+34,21 g, IC 95% 298,27-355,48)
e L, LT, LE e LTE 14 dias com p<0,0001. Ainda houve diferenga entre L 14 dias em
relacdo a LTE 14 Dias com p<0,0001. Ja na terceira semana foram encontradas
diferencas significativas entre C 21 Dias (336,13+22,45 ¢, IC 95% 317,35-354,90),
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em relagdo L (207,88+7,90 g, IC 95% 201,27-214,48); LE 21 Dias (233,13+14,57, IC
95% 220,94-245,31); e LT 21 Dias (223,75+£19,11 g, IC 95% 207,77-239,73) e LTE
ao LTE 21 Dias (262,63+30,19 g, IC 95% 237,38-287,87) com p<0,0001; S 21 Dias
(329,75+34,75 g, IC 95% 300,70-358,80) em comparacéo ao grupo L, LT, LE e LTE
21 dias com p<0,0001. Além de diferencas entre L 21 dias e LTE 21 Dias com
p=0,0138.

5.6. Marcadores de dano tecidual

Nas figuras 15, 16, 17 e 18 se encontram os valores plasmaticos de CK, LDH,

ALT e AST respectivamente nos diversos grupos apoés intervencoes.
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Figura 15 - CK plasmatico

CK plasmatico (UI/L) ap6s intervengdo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham; L- Leséo;
LE- Lesdo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesao + Treinamento + Extrato. Valores expressos
em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferencgas estatisticas
entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni.

Foram identificadas diferencas estatisticamente significativas nas
concentracbes de CK entre o grupo C (258+76,68 UI/L, IC 95% 177,5-338,4) e L
(825+105,03 UI/L, IC 95% 657,04-992,05) com p<0,0001; C e LT (855,6+£150,2, IC
95% 669,1-1042) com p<0,0001; S (323,5+£79,04 UI/L, IC 95% 240,06-406,05) e L com
p<0,0001; S e LT com p<0,0001; L e LE (389,3+133, IC 95% 224,2-554,4) com
p<0,0001; L e LTE (381+75,23, IC 95% 287,6-474,4) com p<0,0001; LT e LE com
p<0,0001; LT e LTE com p<0,0001.
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Figura 16 - LDH plasmatico
L- Lesao; LE- Lesao + Extrato; LT- Lesao + Treinamento; LTE- Lesao + Treinamento + Extrato. Valores

expressos em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferencas
estatisticas entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
concentracfes de LDH entre C (230+22,8 UI/L, IC 95% 212-247) e L (285+31,8 UI/L,
IC 95% 261-310) com p= 0,0004; C e LT (342+28,9 UI/L, IC 95% 318-367) com
p<0,0001; S (221+14,7 UI/L, IC 95% 209-232) e L com p<0,0001; S e LE (285+31,8
UI/L, IC 95% 245-282) com p=0,0118; S e LT com p<0,0001; L e LT com p=0,0005; L
e LTE (243+27,3 UI/L, IC 95% 222-264) com p=0,0121; LE e LT com =0,0002; LT e
LTE com p <0,0001.
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Figura 17 - AST plasmatico

AST plasmatico (UI/L) apds intervengdo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham; L- Les&o;
LE- Leséo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo + Treinamento + Extrato. Valores expressos
em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferengas estatisticas
entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
concentracbes de AST entre C (51.0£6.73 UI/L, IC 95% 46,2-55,8) e L (114.0+13.60
UI/L, IC 95% 104-124) com p<0,0001; C e LE (73.3+11.20 UI/L, IC 95% 65.3 - 81.3)
com p = 0.0002; C e LT (136.0£10.80 UI/L, IC 95% 129-144) com p<0,0001; C e LTE
(80.6+6.18 UI/L, IC 95% 76.2-85.0) com p<0,0001; Também houve diferencas entre S
(56.4+4.73 UI/L, IC 95% 48,8 -64.1) e L com p<0,0001; S e LE com p=0.0081; Se LT
com p<0,0001; S e LTE com p<0,0001. Foram encontradas diferencas entre L e LE
com p<0,0001; L e LT com p=0,0024; L e LTE com p<0,0001. Houve ainda diferencas
entre LE e LT com p<0,0001 e LT e LTE com p<0,0001.
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Figura 18 - ALT plasmético

AST plasmatico (UI/L) apés intervencdo nos diversos grupos em que: C- Controle; S- Sham; L- Leséo;
LE- Lesdo + Extrato; LT- Lesdo + Treinamento; LTE- Lesdo + Treinamento + Extrato. Valores expressos
em médiatdesvio padrdo (n=10 em cada grupo). As letras iguais representam diferencas estatisticas
entre os grupos determinadas pela Anova one way com post hoc de Bonferroni. O simbolo “#
representa ndo significancia estatistica.

N&o houve diferencas significativas entre os valores de ALT.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi verificado que o TR associado a ingestdo do EHE da
entrecasca do caule de Bowdichia virgilioides Kunth promoveu diminuicdo de
marcadores de EO o que acarretou maior capacidade funcional, ganho de massa
muscular, além de diminuicdo da temperatura local e de marcadores de dano

muscular em ratos Wistar submetidos a LNP apds compresséo de nervo ciético direto.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que a inducéo da leséo no
nervo provocou um aumento significativo nas concentracdes de MDA no plasma,
musculo gastrocnémio direito (inervado pelo nervo lesionado) e cérebro apés 21 dias
de cirurgia. O MDA € um dos principais biomarcadores do dano oxidativo (TSIKAS,
2017). Consiste no produto final de uma série de rea¢des quimicas que ocorrem na
peroxidacgéo lipidica, em que, basicamente, seria a degradacdo da membrana celular
por acdo das espécies reativas, sendo mensurada pela formacdo de MDA atraves de
sua complexacdo com acido tiobarbitirico (GARCIA et al., 2013; KUWAHARA et al.,
2010).

A literatura aponta que a LNP provoca EO. O aumento de ERs é considerado
uma das principais origens do dano neural apdés a LNP e desempenha um papel
negativo na recuperacao funcional do nervo apés a lesdo (CAILLAUD et al., 2018;
HSU et al.,, 2016; QIAN et al., 2018; QIU et al., 2019). Uslusoy et al. (2019)
comprovaram aumento do MDA em plasma, masculo esquelético e cérebro apés 28
dias de compresséo do nervo ciatico em ratos Wistar e afirmam que esse aumento é
resultado do alto consumo de oxigénio, conteudo de ferro e &acidos graxos
poliinsaturados, mas baixo nivel de antioxidantes destes 6rgéaos.

No nosso estudo, observa-se que o protocolo de exercicio promoveu um
aumento de MDA localmente no musculo esquelético, porém, pode ter provocado um
efeito antioxidante sistémico, fato que os niveis plasméaticos de MDA foram menores
no grupo L que no grupo LT. CHEN et al. (2015) e CHIS et al. (2017) realizaram
protocolos de exercicio fisico em ratos com LNP diabética induzida por
estreptozotocina e apds 5 semanas e 27 dias, respectivamente, verificaram
diminuicdo de niveis de MDA causados pela leséo.

Processos isquémicos durante o TR leva a geracado de EROs (BROWN et al.,

2018). A producéo de EROs no musculo esquelético de forma moderada € necessaria
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para que haja sinalizacdo redox promovendo beneficios na célula muscular, como
producdo de forca durante a contracdo, captacdo de glicose e aumento de
antioxidantes enddgenos em todo o organismo (STEINBACHER; ECKEL, 2015). Tais
repostas sdo dependentes do tipo, duragdo e intensidade do exercicio (HE et al.,
2016). O aumento dos antioxidantes se da através da ativacao do Fator 2 Relacionado
Ao Fator Nuclear Do Eritroide 2 (NRF2), um poderoso fator de transcricdo nuclear que
coordena o sistema citoprotetor antioxidante ao qual desempenha papel importante
na prevencao da oxidacdo de moléculas. (VARGAS-MENDOZA et al., 2019).

O grupo que recebeu apenas extrato também obteve menores niveis de MDA
no plasma, e no musculo apresentou resultados semelhantes aos grupos C e S (sem
lesdo nervosa). Concomitantemente, os ratos lesionados que realizaram TR
associado a ingestdo do EHE apresentaram resultados semelhantes aos grupos de
animais sem LNP, tanto no plasma, quanto no musculo esquelético, fato este que
corrobora com Dos Santos et al. (2014) ao qual comprovaram que o TR associado ao
EHE da entrecasca de B. virgilioides Kunth em ratos Wistar promoveu maior efeito
antioxidante que o extrato sozinho.

O extrato da entrecasca B. virgioloides Kunth possui alta acdo antioxidante
comprovada in vitro e in vivo (DOS SANTOS et al., 2014). Leite et al. (2014)
demonstraram que sua acao antioxidante esta relacionada a existéncia de polifendis.
Os mesmos observaram a presenca destas substancias no extrato hidroetandlico
através do HPLC, no qual identificaram a aparicdo do acido clorogénico, cafeico e
flavanoides. Shan et al. (2016) também detectaram varios classes de compostos
polifendlicos através da triagem fitoquimica do EHE da entrecasca do caule de B.
virgilioides Kunth (fendis, taninos, flavanoides, xantonas e catequinas).

Os polifendis sdo estruturas quimicas constituidas de um ou mais anéis
aromaticos com porcdes hidroxila. Sdo capazes de proteger lipidios, proteinas,
carboidratos e DNA dos danos oxidativos, reduzindo os radicais livres, os tornando
estaveis apés doarem um elétron da hidroxila para o radical. Atuam também induzindo
aumento nos niveis de antioxidantes endogenos, como a enzima glutationa
peroxidase, acido ascoérbico e superéxido dismutase (MARKOVIC et al., 2012;
SARUBBO et al., 2018; YAHFOUFI et al., 2018). A utilizacdo de produtos naturais
ricos em compostos polifendlicos em animais mostra-se capaz de prevenir
componentes celulares da peroxidacéo lipidica (IBITOYE; AJIBOYE, 2018).

Nas amostras do cérebro, em nosso estudo, os grupos LE e LTE obtiveram
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uma diminui¢do significativa nos niveis de MDA quando comparados ao grupo L.
Evidéncias crescentes apontam que os polifendis podem ter efeitos benéficos na
protecdo neuronal, agindo contra o EO. Estes possuem a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica modulando o SNC (FILOSA; DI MEO; CRISPI, 2018). Vieira
et al. (2013) observaram que o extrato aquoso da B. virgilioides Kunth reverteu
disturbios no SNC em camundongos através de sua administragao via intragastrica.

No presente estudo, foi avaliado também os niveis de MDA em amostras
hepaticas. ALNP n&o promoveu aumento de MDA no érgéo. Nao obstante, os grupos
que fizeram uso do EHE também nao apresentaram aumento do MDA hepatico,
mostrando que o EHE nao tem efeito hepatotdxico.

Ainda em relagdo ao EO, os niveis de SH plasmético apresentaram valores
menores no grupo L que nos grupos C, S e LTE, que por sua vez, demonstram
resultados similares entre si. No musculo gastrocnémico direito o nivel de SH estava
maior nos grupos C, S, LE e LTE, o grupo treinado apresentou resultado
significativamente similar aos grupos sem lesdo. O SH consiste num biomarcador
indireto da defesa antioxidante. Encontra-se no residuo Cys da GSH e em outros
antioxidantes (ZHANG et al., 2019). As moléculas contidas no grupo de cadeia lateral
sulfidrila, atuam como antioxidantes estabilizando os RLs ao receberem seu elétron
nao emparelhado (MCLEAY et al., 2017). No cérebro a LNP néo propiciou diminui¢do
nos niveis de SH em comparacao aos grupos C e S, no entanto os trés grupos com
lesdo que utilizaram os recursos terapéuticos, obtiveram maiores niveis de SH que o
grupo L.

A diminuicdo nos niveis de SH promovida pela LNP ocorre devido a sua
deplecdo como resultado do aumento da producdo de ERs nos érgaos afetados
(RIFFEL et al., 2018). Nossos dados corroboram com o estudo de Sakhaee et al.
(2020), no qual demonstraram que a constricdo de nervo ciatico promove um declinio
de SH total em ratos e que a administragdo de compostos antioxidantes reverte esse
decréscimo. Uslusoy et al. (2019) verificaram que ingestéo por 28 dias do extrato de
Hypericum perforatum L., planta medicinal que dentro de seus compostos ativos
encontram-se os polifendis, provocou aumento de GSH (principal grupamento SH em
mamiferos) em cérebro, plasma e muasculo esquelético em ratos Wistar sujeitos a
compresséao de nervo ciatico.

Safakhah et al. (2017) demonstraram que um protocolo de exercicio por trés

semanas promoveu aumento da Capacidade Antioxidante Total no soro de ratos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Safakhah%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28721088
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Wistar submetidos a LNP. Ja Costa et al. (2019), observaram que um protocolo de
treinamento de alta intensidade associado a um composto polifendlico resultou no
aumento de SH em amostras de sangue, musculo gastrocnémio e figado em ratos
wistar. As alteracdes em relacao aos niveis de SH no presente trabalho causadas pelo
exercicio, pelo EHE e o uso de ambos concomitantemente nos orgaos avaliados,
sugerem que as terapias utilizadas tém acao positiva no controle do EO na LNP.

Estudos pré-clinicos e clinicos mostraram que as LNPs podem ser
acompanhadas por variagbes da temperatura na regiao inervada pelo nervo lesado
(SACHARUK et al.,, 2011). O aumento de ERs estdo relacionadas com esse
fendbmeno. Algumas espécies reativas promovem o relaxamento muscular dos vasos
sanguineos levando a vasodilatacéo (processo que culmina na formacéao da hiperemia
e hipertermia). Além disso, as ERs ativam o NF-kB a jusante, favorecendo a ativagao
de leucdcitos e expressdo de mediadores proé-inflamatérios como a histamina,
serotonina, bradicinina, prostaglandina e prostaciclina, responsaveis por promover
aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagéo, que tem como consequéncia o
aumento da temperatura local (POLUHA; LORENZI, 2018).

Observou-se em nossa pesquisa que a LNP foi capaz de aumentar a
temperatura local desde o 7° ao 21° dia de inducdo. Nao obstante, 0s recursos
terapéuticos utilizados foram capazes de promover uma diminuicdo da temperatura.
Tais resultados podem ser vistos a partir do 14° dia e continua até a ultima avaliacao.
O efeito obtido associado a resultados anteriores, sugerem que o TR e o EHE estéo

relacionados a atenuacdo do EO das consequéncias da LNP.

O aumento na degradacdo proteica e interrupcdo da sintese de proteinas
propicia a atrofia muscular, ao qual € acompanhada de perda de funcdo motora
(ASAMI et al., 2018; LANG et al., 2017). O EO atua em diversas vias associadas a
atrofia muscular. E possivel que o aumento das ERs danifique direta ou indiretamente
as proteinas, aumentando sua rotatividade. O EO pode promover a inibicdo da via
IGF1-Akt/PKB-mTOR, principal via de sintese proteica (MUKUND; SUBRAMANIAM,
2020). As ERs induzem a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF-a, as
quais promovem ativagcdo do NF-kB, que por sua vez, exerce papel nos processos
gerais que mediam a perda de massa muscular (THOMA; LIGHTFOOT, 2018). As
EROs também levam a regulagéo positiva da expressao de Atrogin-1, um membro da

familia da ubiquitina ligase especifica do muasculo, componente de um dos mais
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importantes sistemas proteoliticos relacionados a atrofia muscular (ENOKI et al.,
2016).

No atual trabalho, foi observado que a LNP induz a uma perda de massa
muscular significativa, evidenciada pela diminuicdo do peso do musculo gastrocnémio
direito nos animais com lesdo em comparacdo aos animais sem lesdo. Ocorreu
também reducdo da capacidade funcional, revelada pela diminuicdo da forca de
preensao. Estes resultados estdo de acordo com Ullah et al. (2019) que observaram
que a constricdo do nervo ciatico causou uma diminuicdo na massa do musculo

gastrocnémico, além da reducao da forca de preensdo em camundongos Balb/c.

Curiosamente, na nossa pesquisa, dos grupos com utilizagdo dos recursos
terapéuticos, apenas o0 grupo LTE ocasionou um aumento significativo em
comparacgao ao grupo L, tanto na massa muscular, quanto na forca de preensao. A
diferenca da forca de preensdo do grupo L em relagéo ao LTE pode ser visualizada
ao 14° dia e permanece no 21° pés cirurgia. De fato o grupo LTE apresentou
resultados inferiores de EO aos demais grupos com lesdo, o que sugere que o TR
junto ao EHE da entrecasca de B. virgilioides Kunth gera uma diminuicdo do EO que
causa um aumento de massa muscular e melhor recuperacao funcional, além de que,

sugere que a cinética da resposta neuromuscular € mais lenta que a resposta ao EO.

Com a degradacdo muscular, ha a ruptura do sarcolema, alteracdes nos
componentes contrateis das miofibrilas e na matriz extracelular e dano ao
citoesqueleto, o que leva a extravasamento de enzimas que normalmente se
encontram no interior celular como a CK, LDH e AST, em que primeiramente sao
absorvidas pelo sistema linfatico e depois alcancam a circulacdo sanguinea. O
aumento destas enzimas € amplamente utilizado no diagnéstico de doencas
musculares esqueléticas (CRUZAT et al., 2007; FONSECA et al., 2016; HAMMOUDA
et al.,, 2012). A CK é encontrada particularmente em tecidos que exigem altas
demandas de energia, principalmente em tecidos musculares. Atua na obtencao de
energia de maneira anaerébia por facilitar a transferéncia de fosfatos de alta atividade
da fosfocreatina para conversdao de ADP em ATP (KITZENBERG; COLGAN;
GLOVER, 2016). O LDH esta presente em grandes quantidades no musculo

esquelético, é responsavel pela conversdo anaerbébica do piruvato em lactato
(AKMALI; SAGHEBEJOO, 2019). Ja a AST é menos especifica do musculo, uma vez
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gue também esta presente no figado e sua atividade sérica pode aumentar devido a
danos hepaticos ou musculares (TVARIJONAVICIUTE, et al., 2017).

Em nosso estudo, pode-se observar que a indugdo da LNP promoveu
aumento dos niveis de CK, LDH e AST. O uso do EHE sozinho e associado ao TR
levou a um menor nivel sérico dessas enzimas, no entanto, o grupo LT apresentou
niveis maiores de LDH e AST que o grupo com LNP sem intervencdes. A literatura
mostra que o treinamento de alta intensidade eleva os valores séricos destas
proteinas, utilizando-as como parametro para avaliar a intensidade do esforco fisico e
lesGes musculares (RECH, et al., 2014; FONSECA et al., 2016). Ao mesmo tempo,
estudos apontam que a ingestéo de substancias antioxidantes tendem a diminuir estes
apos sessbes de treinamento (DE ARAUJO et al., 2019; SANTOS et al., 2019;
SUZUKI, et al., 2020). Dos Santos et al. (2014) demonstraram que a administracao
intragastrica do EHE da entrecasca do caule de B. virgilioides Kunth reduziu os niveis
séricos de CK, LDH e ALT apoés sessdes de treinamento resistido de alta intensidade

em ratos wistar.

Por fim, os niveis de ALT também foram avaliados. A ALT consiste numa
enzima predominantemente hepética, por conta disso, sua elevacdo no conteudo
sérico esta associada a disturbios no figado (ISIK; DOGAN, 2018; NIE et al., 2011).
N&o houve diferencas significativas entre os grupos quanto aos niveis de ALT,
enguanto os niveis de AST encontraram-se elevados pela LNP e TR, mas nao pela
ingestdo do EHE. Este fato propde que o aumento do AST esta exclusivamente
elevado pelo dano em musculatura esquelética e que o EHE da entrecasca de B.
virgilioides Kunth ndo estd associado a um dos principais efeitos adversos
relacionados ao uso de plantas medicinais: a hepatotoxidade (GARCIA-CORTES et
al., 2016), além de exibir uma protecao relacionada aos niveis de marcadores de dano
muscular.

Também nao foram observados outros efeitos indicadores de toxidade apés
administragcao do EHE como comportamento agressivo, perda de pelugem, de peso e
morte de animais (SILVA et al., 2016). Nossos dados confirmam os estudos de Da
Silva et al. (2016) e Santos et al. (2020) nos quais verificaram que a administracao do
extrato agquoso da entrecasca do caule de B. virgilioides Kunth ndo provocou

alteracdes hepaticas, perda de peso, piloerecéo, irritabilidade e morte em roedores,
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respostas similares a administracdo de extratos de outras espécies da familia
Fabaceae (COSSETIN et al., 2020; DONGMO et al., 2019).

Os resultados do presente trabalho tém aplicacdo préatica importante para a
pesquisa pré-clinica e embasamento para futuras aplicacdes para com a populacéo
gue sofre com LNP. O papel do TR na LNP em estudos com animais € escasso, além
do que, seu uso associado a um produto natural com agéo antioxidante na patologia
nao foi explorado. O trabalho pode ser um instrumento para os cientistas em relacao
as pesquisas mais avancadas na area, além de poder atrair a industria alimenticia,
farmacéutica e profissionais da saude dado o baixo custo das terapias utilizadas e sua

facil implementacéo.

Em sintese, o TR associado a ingestdo do EHE da entrecasca de Bowdichia
virgilioides Kunth foi capaz de atenuar padrdes de EO, atrofia e capacidade funcional
além de marcadores de dano muscular. Todavia, ha limitagbes no estudo a qual
destaca-se a auséncia de avaliagdo de marcadores bioquimicos especificos de atrofia
muscular, além da avaliacdo de marcadores bioquimicos em diferentes periodos.
Sugerimos que esses assuntos possam ser submetidos a maiores investigacdes no

futuro.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho demonstramos que a LNP promove aumento de marcadores
de EO, que por sua vez, estdo relacionados a diminuicdo da fungdo muscular
esquelética. Por isto, é relevante estudar o uso de tratamentos que promovam uma
resposta antioxidante na patologia. Evidenciamos que o TR associado a ingestédo do
EHE da entrecasca do caule de Bowdichia virgiloides Kunth acarreta diminuicdo do
EO, que reflete numa melhor capacidade motora e maior ganho de massa muscular
na LNP.

A partir disso, foi possivel observar que houve uma reducéo da peroxidacao
lipidica no plasma ocasionada pelo TR. A administracdo do EHE reduz a
lipoperoxidag&o no plasma e cérebro. Ja o TR associado ao extrato, simultaneamente,
diminui o dano oxidativo em plasma, musculo gastrocnémico e cérebro apds LNP. Ao
mesmo tempo, foi verificado o aumento de sulfidrilas totais pelos seguintes protocolos:
(1) pelo TR, houve aumento no cérebro, (2) pelo EHE, ocasionando aumento no
cérebro e no musculo gastrocnémio e (3) pelo uso do TR combinado com o EHE, que

ocasionou o aumento de sulfidrilas no plasma, cérebro e no musculo gastrocnémio.

O protocolo de exercicio, a ingestdo do EHE e o uso concomitante de ambos
reduziram a temperatura na LNP a partir do 14° dia de inducgédo da lesdo. Foi possivel
evidenciar também que o uso do EHE sozinho ou associado ao TR promoveram
diminuicao dos niveis pés lesdo da CK, LDH e AST, enquanto os niveis de ALT foram
semelhantes nos seis grupos. Todavia, apenas o grupo que realizou o protocolo de
exercicio associado ao EHE apresentou inducdo de ganho de massa muscular e

melhor resposta motora na neuropatia.

Finalmente, recomenda-se que novas pesquisas sejam realizadas a fim de
confirmar os efeitos do TR e do EHE da entrecasca de Bowdichia virgiloides Kunth na
LNP, bem como os mecanismos fisiolégicos envolvidos em suas acdes. Tais
pesquisas poderao contribuir para o desenvolvimento de novas terapias nao invasivas

e de baixo custo.
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