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RESUMO

PERFIL BIOQUIMICO E EFEITOS DO EXTRATO DE Croton argyrophyllus CONTRA
RADICAIS LIVRES IN VITRO E SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM RATAS
SUBMETIDAS AO EXERCICIO FiSICO RESISTIDO DE ALTA INTENSIDADE. Douglas
Bonfim Lima. S&o Cristovao. 2014.

O exercicio fisico € uma importante ferramenta para manutencdo da salde e prevencdo de
diversas doencas como o diabetes, hipertensdo arterial e obesidade. Tratamentos adicionais
vém sendo implementados para estes pacientes e o exercicio fisico se destaca neste contexto.
Todavia, o exercicio resistido agudo de alta intensidade favorece a producdo de radicais
livres, os quais podem gerar estresse oxidativo que resulta em lesdes no organismo. Tem-se
buscado diversas maneiras de reduzir esse processo, por exemplo, atraves da utilizacdo de
produtos naturais, como extratos de plantas para amenizar os efeitos dos radicais livres,
devido a presenca nos mesmos, de substancias antioxidantes. Este estudo teve como objetivo
investigar o perfil fitoqguimico do extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus e avaliar seu
efeito antioxidante in vitro e contra o estresse oxidativo induzido por exercicio fisico resistido
agudo de alta intensidade em ratas. No presente estudo, o perfil fitoquimico do extrato
hidroetandlico da entrecasca de C. argyrophyllus foi investigado atraves de reacOes
colorimétricas ou de precipitacdo, enquanto o teor de fendis totais foi quantificado usando o
método de Folin-Ciocalteu. O extrato também foi testado in vitro no modelo radicalar de
DPPH- e para estudar seu efeito sobre o estresse oxidativo, ratas Wistar (200-250 g) foram
divididos em 4 grupos: 1) Grupo veiculo sedentario (TW-EE, n = 7) — composto por animais
sedentarios tratados com veiculo (Tween 80, via oral (vo); 2) Grupo veiculo treinado (TW-
EX, n = 6) - composto por animais tratados com veiculo (Tween 80, vo) e submetidas a
protocolo de treinamento resistido; 3) Grupo extrato sedentério (EHE-EE, n = 6) - composto
por animais sedentarios e tratados com extrato de C. argyrophyllus (200 mg/kg, vo); 4) Grupo
extrato treinado (EHE-EX, n = 7) composto por animais treinados com exercicio resistido e
tratados com EHE de C. argyrophyllus a (200 mg/kg, vo). Os resultados foram representados
como média + erro padrdo da média, utilizando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas
em triplicata. Apds avaliacdo da normalidade dos dados, através do teste Shapiro Wilk, os
mesmos foram avaliados através do teste t de Student ou da anélise de variancia de uma via
seguida de multiplo teste de Bonferroni. Foi utilizado o software Graph Pad Prism 5.0. Os
animais receberam o extrato ou o veiculo lh antes de executarem o exercicio, sendo
eutanazidados 1h apds o treinamento. As substancias encontradas no extrato foram esterdides,
flavanonas, flavananais, flavonas, flavonoides, taninos, xantonas e terpenos. Devido ao baixo
teor fendlico (64,68 £9,06 mg de eq-AG/g) no extrato, foi constatado percentual de inibicdo
do radical DPPHe proximo de 40% com baixo 1AA (0,12). A administracdo aguda do extrato
reduziu, no grupo treinado, as concentracdes de CK no plasma (54,13%) e no musculo
(46,35%); de LDH no plasma (30,53%); e de MDA muscular (65,51%) em comparacdo aos
que receberam o veiculo Tween 80. O extrato também reduziu no grupo sedentario, a LDH
plasmatica (47,14%) e muscular (65,43%). Desta forma, os resultados mostram que o extrato
hidroetandlico da C. argyrophyllus possui varios compostos antioxidantes. Apesar de o
mesmo ndo ter apresentado bom efeito no modelo sequestrador do radical DPPHs, foi
verificada consideravel protecdo contra o estresse oxidativo in vivo baseado nos marcadores
de lesédo tecidual CK, LDH e MDA.

Descritores: Croton argyrophyllus; antioxidante; estresse oxidativo; exercicio.
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ABSTRACT

BIOCHEMICAL PROFILE AND EFFECTS OF EXTRACT OF Croton argyrophyllus
AGAINST FREE RADICALS IN VITRO AND ON THE OXIDATIVE STRESS IN
FEMALE RATS SUBMITTED TO HIGH INTENSITY WEATHERED PHYSICAL
EXERCISE. Douglas Bonfim Lima. Séo Cristovéo. 2014.

Exercise is an important tool for maintaining health and preventing several diseases like
diabetes, hypertension and obesity. Additional treatments have been implemented for these
patients and physical exercise stands out in this context. However, acute weathered exercise
high intensity favors the production of free radicals, which can cause oxidative stress that
leads to injury in the body. Have tried different ways to reduce this process, for example,
through the use of natural products such as extracts of plants to alleviate the effects of free
radicals due to the presence of antioxidants in that. This study aimed to investigate the
phytochemical profile of the hydroethanolic extract of C. argyrophyllus and evaluate its effect
on free radicals and in vitro against oxidative stress induced by acute weathered exercise high
intensity in female rats. In the present study, the phytochemical profile of the hydroethanolic
extract of stem bark of C. argyrophyllus was investigated by colorimetric reactions or
precipitation, while the content of total phenols was quantified using the Folin-Ciocalteu
method. The extract also was tested in vitro on the model radical DPPHe and to study its
effect on oxidative stress, female Wistar rats (200-250 g) were divided into 4 groups: 1)
Group sedentary vehicle (TW-EE, n = 7) - composed of sedentary animals treated with
vehicle (Tween 80, orally), 2) Group trained vehicle (TW-EX n = 6) - consists of animals
treated with vehicle (Tween 80) and subjected to protocol weathered training; 3) Group
sedentary extract (EHE-EE, n = 6) - composed of sedentary animals treated with extract of C.
argyrophyllus (200 mg/kg); 4) Group trained extract (EHE-EX, n = 7) composed of trained
animals with weathered exercise and treated with EHE of the C. argyrophyllus (200 mg/kg).
The results were presented as mean + standard error of the mean, using p <0.05. All analyzes
were performed in triplicate. After evaluating the normality of the data through the Shapiro-
Wilk test, they were evaluated using the Student t test or one-way analysis of variance
followed by post hoc Bonferroni. Graph Pad Prism 5.0 software was used. The animals
received the extract or vehicle 1h before performing the exercise, being euthanized 1h after
training. The substances found in the extract were steroids, flavanones, flavananois, flavones,
flavonoids, tannins, xanthones and terpenes. Due to the low phenolic content (64.68 + 9.06
mg-eq AG/g) in the extract, was observed percentage inhibition of DPPH+ next to 40% with
low AAI (0.12). Acute administration of the extract reduced, the trained group, CK
concentrations in plasma (54.13%) and muscle (46.35%); LDH in the plasma (30.53%); and
MDA (65.51%) compared to those receiving the vehicle Tween 80. The extract also reduced
in the sedentary group, plasma LDH (47.14%) and muscle (65.43%). Thus, the results show
that the hydroethanolic extract of C. argyrophyllus has several antioxidant compounds.
Although it has not shown good effect in the model of radical DPPHe, was observed
significant protection against oxidative stress based on markers of tissue injury CK, LDH and
MDA.

Keywords: C. argyrophyllus; antioxidant; oxidative stress; exercises.



viil

Tabela 1
Tabela 2
Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Triagem fitoquimica do EHE de Croton argyrophyllus.............
Atividade Antioxidante do EHE de Croton argyrophyllus.........
A- Avaliacdo da concentracdo de creatina quinase (CK) na
fracdo plasméatica ap6s a administracdo do extrato
hidroetanolico de C. argyrophyllus (EHE CA). B - Avaliacéo
da concentracdo de creatina quinase (CK) muscular apos a
administracdo do extrato hidroetanolico de C. argyrophyllus
(EHE CA). .ottt
Avaliagdo da concentragdo de lactato desidrogenase (LDH)
plasmatica apds a administracdo do extrato hidroetandlico de
C. argyrophyllus (EHE CA). B - Avaliacéo da concentracdo de
lactato desidrogenase (LDH) muscular apds a administracdo
do extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA)..........
A- Avaliagdo da concentragdo de malonaldeido (MDA)
plasmatica apds a administracdo do extrato hidroetandlico de
C. argyrophyllus (EHE CA). B- Avaliacdo da concentracdo de
malonaldeido muscular apds a administragdo do extrato
hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA)...............
Avaliacdo da concentracdo de sulfidrilas (tidis) muscular apos
a administracdo do extrato hidroetanolico de C. argyrophyllus
(EHE CA)u.oooeeeeeeeeeeeeeeeee et

23

24

25



Lista de abreviaturas e siglas

AG: Acido gélico

C. argyrophyllus: Croton argyrophyllus

CAT: Catalase

CK: Creatina quinase

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia
DNA: Acido desoxirribonucleico

DPPHe: 1,1-diphenil-2-picril-hidrazol

EHE CA: Extrato hidroetandlico de Croton argyrophyllus
EHE: Extrato hidroetandlico

EHE-EE: Extrato hidroetandlico sedentario
EHE-EX: Extrato hidroetandlico treinado

ER: Exercicios Resistidos

ERO: Espécies reativas de oxigénio

FT: Fendis totais

GPx: glutationa peroxidase

GR: glutationa redutase

GSH: glutationa reduzida

GSSH glutationa oxidada

HPLC: High-performance liquid chromatography
IAA: indice de atividade antioxidante

LDH: Lactato desidrogenase

MDA: Malonaldeido

RL: Radicais Livres

RM: Repeticdo maxima

SOD: superoxido dismutase

TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
TW-EE: Twin sedentario

TW-EX: Twin treinado

UFS: Universidade Federal de Sergipe



SUMARIO

L= INTRODUGAO ....ooiieeeeeeeee ettt 1
2 —REVISAO DA LITERATURA ...cooeieceeeeeeeeeeese e sen st 2
2.1 EXErCICIOS FISICOS ..viviiiiiiieiieie ettt et sneeneas 2
2.2 EXerciCio RESISTIUO. ........cociiiiiiiiieiee e e 2
2.3 RAMICAIS LIVIES ....coiiiiiiiiiie ittt sttt sre et enee e 3
2.4 ANTIOXIAANTES......uiiiiiiieieieie et b ettt ereas 4
2.5  Exercicio Resistido e Estresse OXidatiVo ...........cccooviiireiiniieieeneeeeeee 5
2.6 Suplementos ANtIOXIAANTES........cccveiiiiiieiiee e 6
2.7 POLIFENOGIS ..o 6
2.8 Croton argyrophyllus (C. argyrophyllus) .......c.ccceeeiieiiiiiieciee e 7

B —OBUIETIVOS ...ttt sttt e et e te e s e e et et e bestesbeanaaneas 9
UL GERAL .ot bbb 9
32 ESPECTFICOS ...ttt 9

4 - METODOLOGIA ... .ottt bbbttt bbb 10
4.1 Ensaios Quimicos e Fitoquimicos da Croton argyrophyllus.............ccccccveuneen. 10
4.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal............ccccovevveiicie e, 10
4.1.2 Preparo do extrato hidroetanoliCo ............ccoveeviiiieieneieneceseee s 10
4.1.3 ProspecGa fitOQUIMICA ........cccuevuieiiiieiie et 10
4.1.3.1 Teste para fendis € tanin0S........ccccooeiiiieinieneee e 10
4.1.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides ........................ 11
4.1.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.................... 11
4.1.3.4 Teste para flavonois, flavanonas, flavanonadis e xantonas..................... 12
4.1.3.5 Teste para confirmagao de CateqUINGS .........c.ccoererieieiierieiene e 12
4.1.3.6 Teste para confirmacgao de fenodis.........c.cccveveviievieie i 12
4.1.3.7 Teste para esteroides e triterpenoides liebermann-buchard................ 13
4.1.3.8 TeSte Para SAPONINAS ......ccveiierieeieieeite e ste ettt sre e e nas 13
4.1.3.8.1 Teste confirmatorio para SapoNinNaS...........cccveerereeerereeneneseeesie e 13
4.1.3.9 Teste para alcalOides..........ccoveiiiiiiicie e 13
4.1.4 Avaliagéo da Atividade Antioxidante IN Vitro.........cccocvveveieiencinnnne. 14
4.1.4.1 Atividade sequestradora do radical livre DPPHe...............ccccoovrrnnne. 14
4.1.5 Quantificacdo do conteldo de fendis totais..........covvereeeierceni e 15
4.1.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia...........c.ccccooevvveiveiciicce e, 15

4.2 ENSAIOS BIOIOGICOS. ....c.eeueitiieiieiiiieiieiese ettt 16
4. 2.1 ANIIMAIS ..ottt b ettt r e s et et e e e ebenbeeneens 16
4.2.2 Protocolo de TreiNameNTtO........cccveiiieie e 16
4.2.3 Coleta e preparo do material biologico para analises............cccccoeeveeneenee. 17
4.2.4 Determinacdo enzimatica de lesdo tecidual...........ccocooeivriiiiiiciiieiien, 18
4.2.4.1 Quantificacdo de CK total plasmatica e muscular ..............cccccoceveeneeee. 18
4.2.4.2 Quantificacdo de LDH total plasmética e muscular ............cccccocevenne. 18
4.2.5 Determinacéo do Estresse OXidativo iN VIVO .........ccoceveiiiieniencnieieee 18
4.2.5.1 Determinacao de lipoperoXidagao..........cccceverererenininienese e 19
4.2.5.2 Determinacdo de sulfidrilas totais (tidiS) ........ccccovvrvvrinreieneiese e 19

4.3 ANALISES BSTALISTICAS ...evviiveeiieie ettt ns 20

5 - RESULTADOS. ... .ottt sttt sttt ee e nbe st snesreereenes 21
5.1 Determinacéo de fenadis totais no EHE de C. argyrophyllus...............c.ccoeuee. 21
5.2 ProspecGa0 FItOQUIMICA .....ccveiveiieriiiiiciiieieie e 21
5.3 Atividade sequestradora do radial livre DPPHe..................ccoocoiiiiiiiniiinns 22

5.4 Avaliacao da creatina quinase (CK) plasmética e muscular..............cc.ccovneee 22



Xi

5.5 Avaliacdo da LDH plasmatica e muscular ...........cccccoccvvveiveieiieiiese e

5.6 Prevencao de lipoperoxidacao

5.7 Determinacéo de sulfidrilas totais (Lti0IS) ........cccoveviieveiieireie e

6 - DISCUSSAO.......cooommmmrrrrrrrviirrinnans
[N @0l (o] HULY.\o J—
8- REFERENCIAS..........ooovvvvvnn,



1 - INTRODUCAO

O exercicio, quando orientado por educadores fisicos, € importante para manuten¢éo
da saude e prevencdo de diversas doengas como o diabetes, hipertensdo arterial e obesidade
(CIOLAC; GUIMARAES, 2004). A auséncia de atividade fisica regular, ou seja, 0
sedentarismo, pode gerar mau funcionamento dos sistemas fisioldgicos, tendo como
consequéncia o surgimento de doencas (MENDES et al., 2006). O exercicio fisico, mesmo
quando praticado em intensidades entre leve e moderada, como uma simples caminhada, traz
beneficios a salde (ACSM, 1986). Apesar dos efeitos benéficos oriundos da atividade fisica,
deve-se ter cautela em sua pratica, pois 0s exercicios quando executados com alta intensidade
nos trazem prejuizos. Os exercicios resistidos, componente dos exercicios anaerdbios,
possuem a caracteristica de serem praticados em intensidades maxima e supramaxima, o que
acarreta a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres (RL) devido a
elevacdo da atividade metabdlica e recrutamento de determinadas vias metabdlicas, como a da
xantina-oxidase (MIYAZAKI et al, 2001). Além desta evidéncia, outro fator que favorece o
aumento da concentracdo de radicais livres no organismo € a reduzida ingestdo de substancias
antioxidantes, o que pode contribuir para o aumento das chances de ocorrer estresse oxidativo
e, consequentemente, lesdes em teciduais (DROGE, 2002).

Um possivel método de neutralizar os radicais livres seria o consumo de alimentos
ricos em compostos antioxidantes, como as vitaminas E e C e os fitoquimicos polifendis
(MORAIS et al., 2009) Os compostos polifendlicos sdo bastante conhecidos quanto a sua
eficadcia em combater espécies reativas de oxigénio provenientes do exercicio fisico intenso
(STOCLET et al., 2004). Os polifenois fazem parte da composicdo de varias plantas, tendo
destaque a espécie Croton argyrophyllus. Além desses compostos, a planta possui em sua
composicdo 0s seguintes compostos: biciclogermacreno, espatuleno, (E)-cariofileno, [-
elemeno, B-felandreno, micerno, 6xido de cariofileno e terpenos, 0s quais possuem a
capacidade de neutralizar radicais livres comprovada através de estudo (RAMOS, 2013).
Dessa forma, este espécimen foi escolhido para a realizacdo do estudo em questdo, com o
intuito de avaliar se o extrato hidroetanolico do vegetal seria capaz de amenizar os efeitos
decorrentes do estresse oxidativo em ratas submetidas ao exercicio resistido de alta

intensidade.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Exercicios Fisicos

Os beneficios dos exercicios fisicos estdo relacionados aos ajustes em varios sistemas
corporais através de adaptacdes fisioldgicas favoraveis, resultando em melhora da qualidade
de vida de seus praticantes (CIOLAC; GUIMARAES, 2004; BORGES; ARAUJO; CUNHA,
2010). A atividade fisica ndo s6 previne o surgimento de enfermidades, mas também contribui
para a reabilitacdo do individuo em relacdo a determinadas patologias adquiridas
(TOSCANO; EGYPTO, 1998). Os exercicios fisicos podem prevenir e tratar, por exemplo,
hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia e obesidade. Diante disso,
ndo importa se a pessoa é saudavel ou possui multiplos fatores de risco, ela deve ser
aconselhada a praticar atividade fisica, desde que seja capaz de participar de um programa de
treinamento fisico bem orientado (CILAC; GUIMARAES, 2004). Entretanto, a intensidade do

exercicio pode trazer danos a saude.

2.2 Exercicio Resistido (ER)

O exercicio fisico pode ser classificado, em relacdo ao metabolismo, de duas
maneiras. Os exercicios aerdbicos requerem elevado consumo de oxigénio enquanto 0s
anaerobicos necessitam de menor volume deste gas. Estes objetivam a hipertrofia muscular
(masculo mais forte e resistente) e aumento da densidade mineral dssea. Aqueles ajudam a
manter o peso corporal e o funcionamento do sistema cardiorrespiratério (PITANGA, 2002;
CAMARA et al., 2007, ADAM et al., 2013). Na categoria anaerobia, se encontram 0s
exercicios resistidos.

O exercicio resistido é realizado no momento em que o musculo estriado esquelético
contrai em oposi¢do a uma forca antagénica ao movimento (FORJAZ et al., 2003; BORGES;
ARAUJO; CUNHA, 2010). E importante ressaltar que tanto os exercicios aerébios quanto os
anaeradbios (resistidos) proporcionam beneficios a saide (PERSGHIN et al., 1996; CIOLAC;
GUIMARAES, 2002). A prética de exercicios resistidos é recomendada até para pessoas que
sofrem de hipertensdo, pois pesquisas comprovaram que programas de treinamento resistido
ndo causam prejuizo a pressdo arterial de repouso. Logo, a recomendacédo desta atividade de

modo orientado por educadores fisicos, especialmente as pessoas acima de sessenta anos



podem obter melhor qualidade de vida (POLLOCK et al., 2000; CIOLAC; GUIMARAES,
2002). E notavel que idosos de ambos 0s sexos praticantes de exercicio resistido em longo
prazo apresentaram ndo apenas melhora da qualidade de vida, mas também resultou em
ajustes metabolicos como a diminuicdo da glicemia, aumento da concentracdo de glicogénio
muscular, reducdo da pressdo sistélica e gordura do tronco, aumento da massa muscular e do
nivel de atividade fisica (devido a melhorias na marcha e no equilibrio), inclusive houve
reducdo do uso de medicamentos, o que ndo ocorreu no grupo controle (CASTANEDA et al.,
2002; KENNETH; BEHM, 2005).

Devido aos beneficios advindos da préatica de exercicios fisicos anaerobios, eles tém
sido utilizados para atenuacdo de varias doencas por proporcionar ajustes nas funcdes
cardiovasculares, no metabolismo, na diminuicdo dos fatores de risco coronarianos e assim,
contribuir para bem-estar psicossocial. Além disso, as atividades cotidianas também se tornam
mais faceis de serem executadas devido a melhora da coordenagéo motora, forca e resisténcia
de fibras musculares (KELLEY; KELLEY, 2000; GRAVES; FRANKLIN, 2006; JORGE et
al., 2009).

As principais fibras musculares ativas durante o ER séo as do tipo lla e llb, cujo
metabolismo conspicuo é anaerdébio (FAIAL, et al., 2007; MINAMOTO 2005). Durante a
producdo energética necessaria para a contracdo dessas fibras, ocorre producdo de &cido
latico, 0 que evidencia a reduzida eficiéncia energética das mesmas (KIM et al., 2014; FOSS;
KETEYIAN, 1998). E importante destacar que tal produto oriundo do metabolismo anaerdbio
estd fortemente relacionado a producdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres,
como o superdxido e a hidroxila (GARCIA e DAOUD, 2002).

2.3 Radicais livres

O gés oxigénio é muito importante na geracdo de energia suficiente para manter a
vida, principalmente dos seres mais complexos, como os multicelulares. Entretanto, as
reacOes quimicas envolvidas em seu metabolismo geram moléculas conhecidas como radicais
livres (RL) (YU; CHUNG, 2006; RODRIGUES, 2005).

Os radicais livres sdo moléculas quimicas que possuem elétrons desemparelhados na
ultima camada, o que as torna bastante instaveis. A maneira pela qual tais substancias buscam

estabilidade é através de reagdes com os demais compostos celulares, cedendo elétron (radical



redutor) ou captando-o (radical oxidante) (BARREIROS, 2006; AYRES, CHAVES, 2009;
BACURAU, ROSA, 2004; SEN, 2001; VANCINI et al., 2005).

De acordo com o tipo de atomo que se encontra na regido instavel da substancia, os
radicais livres sdo chamados de espécies reativas de nitrogénio ou espécies reativas de
oxigénio. Algumas ERO n&o sdo consideradas como radicais livres, mas participam da
producdo dos mesmos, como por exemplo H,O,, O,, entre outras (BARREIROS, 2006;
CARPES, 2008).

Os radicais livres sdo necessarios a vida, pois, em quantidades pequenas sdo
responséaveis pelos seguintes eventos: aumento da permeabilidade ao Ca®* e da forca de
contracdo muscular, regulacdo da expressdo génica, do metabolismo e do fluxo sanguineo,
fagocitose e mecanismos de defesa celulares, inflamacéao e eliminagdo de substancias toxicas
(SILVEIRA, 2004).

Entretanto, os RL, em concentracbes suprafisiolégicas, causam prejuizo as
biomoléculas ao interagir com carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Tais
interacbes podem resultar em peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica e envelhecimento
(CHOW, 1979; FERREIRA, MATSUBARA, 1997, HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999;
LEITE, SARNI, 2003; SILVEIRA, 2004). No entanto, existem compostos que combatem os
efeitos danosos dos radicais livres.

2.4 Antioxidantes

Antioxidantes sdo moléculas capazes de estabilizar os radicais livres, inibindo e/ou
reduzindo as lesGes ocasionadas pela acdo radicalar. Sao classificados como enddgenos
enzimaticos: as enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e a glutationa reduzida (GSH); enddgenos ndo-enzimaticos
sdo conhecidos: bilirrubina, ceruloplasmina, hormonios sexuais, melatonina, coenzima Q,
acido Urico, entre outros; e exdgenos: adquiridos a partir da dieta ou suplementacédo alimentar
como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (precursor de
vitamina A) e grupos fendlicos de plantas como flavonoides (BIANCHI, ANTUNES, 1999;
HALLIWELL, GUITTERIDGE, 2000; BARREIROS, 2006; CERQUEIRA et al., 2007;
VALKO et al., 2007).

Os compostos antioxidantes podem desencadear acGes benéficas de duas maneiras

principais: a agdo primaria ocorre quando o antioxidante age diretamente no radical livre,



impedindo que o dano oxidativo aconteca. J& a acdo secundéria é verificada pela interacdo
entre antioxidantes e produtos de reacdo oxidativa, como os perdxidos e hidroperoxidos, 0s
quais sdo inativados (BRAVO, 1998).

Os efeitos antioxidantes se devem, em parte, a sua atividade envolvida na
estabilizacdo de proteinas responsaveis pela manutencao da estrutura intracelular e organelas
como a mitocondria (GUTIERREZ, 2002, ZIMMERMANN, KIRSTEN, 2008). Em resposta
a geracdo dos radicais livres, 0s quais podem ser provenientes da pratica de exercicio fisico
extenuante, pode haver aumento da sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI e
ANTUNES, 1999, COSTA et al.2013).

2.5 Exercicio Resistido e Estresse Oxidativo

Os seres vivos possuem sistemas de defesa naturais contra os problemas advindos do
excesso de radicais livres. Entretanto, quando as células ndo conseguem produzir
antioxidantes em quantidade suficiente, se estabelece uma situacdo conhecida como estresse
oxidativo (ARCEGO et al., 2014).

As causas da producdo exacerbada de radicais livres podem ser, por exemplo, radiacdo
ionizante e/ou ultravioleta, fumo, poluicdo atmosférica, inflamacédo, estresse, mutacdes nas
enzimas antioxidantes, reducdo na ingestdo de alimentos antioxidantes ou pro-antioxidantes e
até mesmo elevacdo do préprio metabolismo mitocondrial (CARPES, 2008; MORAIS et al.,
2009).

O exercicio fisico intenso favorece o estresse oxidativo, em parte, pelo maior consumo
de oxigénio. Mas também, devido a ativacdo de determinadas vias metabélicas (ROWLANDS
et al., 2004; CRUZAT et al., 2007).

Entre os mecanismos de formacdo de RL decorrentes do exercicio fisico, podemos
citar o da enzima xantina oxidase, que usa oxigénio como receptor de elétrons, formando o
radical superoxido. Ela é ativada quando as bombas de ATP dependentes de célcio séo
interrompidas temporariamente, elevando a concentracdo de calcio intracelular
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Durante a hipOxia que ocorre no momento da contragdo muscular, a xantina oxidase
produz o radical superéxido e peroxido de hidrogénio. J& durante o relaxamento da
musculatura, as reacdes de reducdo formam radicais hidroxila e superoxido (SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004; FINAUD, LAC, FILAIRE. 2006; PETRY et al., 2010)



O estresse oxidativo gerado pode resultar em lesdes que afetam o sistema contratil
celular, ja que existe risco de se manifestarem entre diferentes extratos celulares (matriz
situada fora da célula, na lamina basal e na camada fina de tecido conjuntivo que envolve a
fibra muscular) (FOSCHINI, PRESTES, CHARRO, 2007; VIERCK, 2000; STUPKA., 2000;
DIAS et al., 2008). Baseado nisso, é necessario o consumo de compostos antioxidantes para

reduzir ou prevenir lesdes decorrentes do estresse oxidativo.

2.6 Suplementos antioxidantes

Moléculas antioxidantes podem retardar ou inibir a acdo de radicais livres (BIANCHI;
ANTUNES, 1999), as quais podem ser obtidas diretamente dos alimentos ou através de
suplementos. E comum a utilizacio de suplementos ricos em compostos antioxidantes, como
as vitaminas E (o-tocoferol), C (&cido ascérbico) e polifendis para prevenir danos a saude dos
praticantes de atividade fisica (SENTURK et al., 2005, BLOOMER, GOLDFARB,
MCKENZIE, 2006).

De acordo com a natureza quimica do composto, 0 mesmo pode ter efeitos diferentes
em determinadas regides celulares. A vitamina E, solGvel em lipideos, estd entre 0os mais
importantes inibidores de reacdes de peroxidacdo lipidica das membranas em animais.
Enguanto a vitamina C, hidrossoluvel, interage com radicais livres do fluido citoplasmatico,
além de ser capaz de regenerar a vitamina E que foi oxidada por radicais de membranas,
através de doacdo de elétrons. Ja que diferentes antioxidantes agem de maneiras diversas,
deve-se combinar mais de um para ter efeito mais eficaz (RINNE et al., 2000; HALLIWELL,
1996; MICHAEL et al., 2010; SANTOS, 2006). Além das vitaminas mencionadas, outro

composto bastante conhecido entre os antioxidantes, sdo os polifenadis.

2.7 Polifenois

Séo constituidos de estruturas quimicas que vao de relativamente simples a moléculas
complexas que fazem parte da composicao de inimeras espécies vegetais (RESENDE, 2006).
Eles tém como funcdes proteger as plantas contra os predadores (insetos, passaros e
mamiferos), prevenir contra danos fisicos e agentes antimicrobianos, além de serem

precursores da producdo de lignina e pigmentos verdes (CLIFFORD, 1985).



Os polifenois apresentam atividade antioxidante sob duas diferentes maneiras: através
da doagdo de hidrogénio ou ao ceder elétrons combinados com prétons (ZHANG et al., 1999).
Os compostos fenolicos possuem anéis aromaticos ligados a uma ou mais hidroxilas, além dos
elétrons m. Tais particulas subatémicas favorecem a estabilizacdo do radical que é formado
pela oxidagdo do fenol, ao perder um &tomo de hidrogénio, o que explica a significativa acdo
antioxidante destes compostos (SANTQOS, 2006).

Existe grande interesse no estudo dos polifenois porque eles podem prevenir o estresse
oxidativo, tendo como consequéncia, atenuacdo de possiveis lesdes teciduais decorrentes da
pratica de exercicio fisico intenso (LUKASKI, 2004), além dos efeitos mencionados acima,
também existe na literatura possivel agdo vasodilatadora, anticarcinogénica, analgésica,
antitrombdtica e anti-inflamatéria (WOLLGAST, ANKLAN, 2000; EFRAIM, ALVES,
JARDIM, 2011;)

E importante ressaltar que ja é comprovado cientificamente que o consumo, de forma
aguda ou regular, de polifendis, reduz os danos oxidativos que poderiam ser gerados apds o
exercicio resistido (MCANULTY et al., 2004; MORILLAS-RUIZ et al., 2005). Compostos
dessa natureza fazem parte da composicdo de varias espécies vegetais, inclusive da Croton

argyrophyllus, utilizada em nosso estudo.

2.8 Croton argyrophyllus (C. argyrophyllus)

A familia Euphorbiaceae é uma das mais diversificadas e complexas das
Angiospermas devido a grande variacdo morfoldgica dos géneros e espécies, a distribuicdo
cosmopolita, faltando apenas na Antértica, com grande diversidade nos tropicos e ocupacao
de diferentes ambientes, além da conhecida importancia econémica de algumas espécies
(GOVAERTS et al., 2000; HEYWOOD et al., 2007; TORRES, 2009), possuindo cerca de 300
géneros e aproximadamente 8.000 espécies (RAMOS, 2013).

O género Croton destaca-se por seu expressivo numero de espécies, ja que € o
segundo da familia Euphorbiaceae que possui maior nimero (aproximadamente 1200)
(GOVAERTS et al., 2000). Tal género se distribui principalmente em regifes tropicais, sendo
mais diversificado em Madagascar, Antilhas, México e Brasil (BURGER & HUFT, 1995;
BERRY et al., 2005). No Brasil, sdo conhecidas cerca de 300 espeécies, incluindo ervas,
subarbustos e arvores, podendo ser vistas em vegetagdes abertas, florestas secas ou Umidas
(TORRES, 2009).



Nos Ultimos anos Vvérias espécies vegetais desse género estdo sendo estudadas para
comprovacédo do seu uso terapéutico na medicina popular, inclusive quanto as suas atividades
antioxidante, antinflamatoria, antinociceptiva e analgésica (SILVA et al., 2010; MOLLICK et
al., 2011; CAVALCANTI et al., 2012; MONTOPOLI et al., 2012; ZHAO et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2013;), como também para o tratamento de diabetes, Ulceras, problemas
digestivos, hipercolesterolemia, malaria e cancer (SALATINO; SALATINO, 2007).

A espécie Croton argyrophyllus Kunth ocorre em florestas deciduas da Venezuela,
Paraguai, Bolivia e Brasil. Neste, o vegetal se encontra em solo arenoso e argiloso de
caatingas arbustivas, mais especificamente nos estados da regido Norte (Roraima e Ronddnia)
e amplamente distribuida pelo Nordeste brasileiro nos seguintes estados: Piaui, Ceara,
Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Sergipe e Bahia (TORRES, 2009).

C. argyrophyllus, conhecida popularmente marmelengo ou sacatinga, possui arbusto
ereto, variando entre 1 e 4 metros de altura, ramos verde-prateados, folhas simples, simétricas,
de coloracdo prateada a prateado-amaralada, flores amarelo-prateadas, ovais a oval-
triangulares, fruto amarelo-prateado, semente lisa, elipsdides e amarronzadas (SILVA,
SALES; TORRES, 2009)

Esta espécie tem sido bastante estudada nos Gltimos anos com o intuito de conhecer
mais a respeito de suas acdes farmacoterapéuticas e de validar seu uso na medicina popular.
Na entrecasca do vegetal foram detectados compostos com agdo antioxidante como a-pineno,
E-cariofileno e 1, 8-cineol (MORAIS et al., 2006; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; COSTA et
al., 2008; VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2008).

Logo, este estudo tem como finalidade testar a hipGtese de que o extrato
hidroetandlico de C. argyrophyllus pode prevenir os efeitos do estresse oxidativo em ratas

submetidas agudamente a exercicio resistido de alta intensidade.



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

» Investigar o perfil fitoquimico do extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus e avaliar
seu efeito sobre a eliminacdo de radicais livres in vitro e contra o estresse oxidativo

induzido por exercicio fisico resistido agudo de alta intensidade em ratas.

3.2 ESPECIFICOS

* Investigar o perfil fitoquimico cromatografico do EHE da C. argyrophyllus;

» Determinar o conteudo fendlico de C. argyrophyllus;

» Avaliar a capacidade antioxidante do EHE da C. argyrophyllus in vitro;

» Verificar a capacidade do EHE da C. argyrophyllus em prevenir lesdo muscular;

* Quantificar os marcadores de lesdo tecidual (CK e LDH);

» Quantificar os subprodutos da peroxidacao lipidica (MDA) e oxidacdo de proteina

plasmaética e tecidual (Sulfidrilas);
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4 - METODOLOGIA

4.1 Ensaios Quimicos e Fitoquimicos da Croton argyrophyllus

4.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As entrecascas de Croton argyrophyllus foram coletadas em outubro de 2010, Povoado
Curituba, Municipio de Canindé do Sdo Francisco - SE (9° 39'39.8S, 37°55'55.8" Q). A
exsicata desta espécie foi depositada no herbario da Universidade Federal de Sergipe (UFS)
sob o registro ASE 20.584.

4.1.2 Preparo do extrato hidroetandlico

As entrecascas de Croton argyrophyllus 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, o material foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador (LS LOGEN) sob pressdo reduzida a 45°C, obtendo-se o extrato
hidroetanolico (EHE).

4.1.3 Prospeccao fitoquimica

Para a determinacdo dos grupos marcadores foram aplicados métodos e reacGes
quimicas classicas que resultaram no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado
caracteristico. Para algumas reacdes, 0 extrato pode ser empregado diretamente, enquanto
que, em outras, o solvente foi previamente eliminado. Usualmente estas reacdes sao realizadas
em tubo de ensaio ou placa de toque, podendo também ser utilizada cromatografia com
reagentes especificos. Foi determinada a presenca de varios compostos bioldgicos de acordo
com Matos (1994) e Matos (1997).

4.1.3.1 Teste para fenois e taninos

Nos tubos de ensaio de numero 1, foram adicionadas trés gotas de solucédo alcodlica

de FeCl; 1 mol.L™. Agitou-se bem e observou-se qualquer variacdo de cor e/ou formacéo de
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precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um teste em branco, usando-se
agua e FeCls.

A coloracdo variando entre azul e vermelho € indicativo de fendis. A formacéo de
um precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e
de cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

A solucdo de cloreto férrico (FeCls) foi preparada adicionando-se 9g deste reagente
em 50 mL de agua destilada contendo 2 mL de &cido cloridrico 3 mol.L™ . Em seguida
completou-se o volume para 100 mL com etanol em um baldo volumétrico. A solucdo de HCI
3 mol.L™ foi obtida através da adicéo de 33,3 mL do 4cido concentrado em &gua destilada

suficiente para 100 mL de solu¢do, em um baldo volumétrico.

4.1.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Tomaram-se trés tubos. Um tubo foi acidulado a pH 3 com HCI 3 mol.L™ e os outros
foram alcalinizados a pH 8,5 e 11 com NaOH 1 mol.L™. A observagdo de qualquer mudanca

da coloragéo da solugéo foi interpretada como mostrado a seguir:

Constituintes COR
Acido pH=3 | Alcalino pH=8,5 | Alcalino pH=11
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, flavondis e xantonas - - Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Ve,rmelho
Purpuro
Flavanonois - - Vermelho Laranja

Fonte: Matos, 1994; Matos, 1997.
Para se obter a solucdo de NaOH 1 mol.L™ dissolveu-se 4g deste reagente em &gua
destilada para 100 mL de solucdo em baldo volumétrico.

4.1.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Acidulou-se um tubo por adicdo de HCI 3 mol.L™ até pH 1-3 e alcalinizou-se outro
com NaOH 1 mol.L™ até pH 11. Os tubos foram aquecidos cuidadosamente.
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Foi observada modificacdo na coloracdo, por comparagdo com 0s tubos
correspondentes usados no teste anterior. A interpretacdo dos resultados foi feita como

mostrado a seguir:

Constituintes - COR
Meio Acido Meio Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (Taninos catéquicos) Pardo-amarelada -
Flavononas - Vermelho Laranja

Fonte: Matos, 1994; Matos, 1997
4.1.3.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanonois e xantonas

Em novo tubo, foram adicionados alguns miligramas de magnésio granulado e 0,5
mL de HCI concentrado. O término da reacdo foi indicado pelo fim da efervescéncia. Foi
observada por compara¢do a mudanca na cor da mistura da reagdo em tubos anteriores. O
aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha foi indicativo da presenca de flavondis,

flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.
4.1.3.5 Teste para confirmacéo de catequinas

Foi umedecida a madeira de um palito de fésforo no extrato hidroalcodlico. Fez-se
evaporar o solvente e reumedeceu-se uma face do palito com HCL concentrado, com auxilio
de um bastdo de vidro. Foi aquecido o palito por 2-3 minutos ao calor de uma chama de
alcool, evitando que ele ficasse tostado. Observou-se se houve aparecimento de coloracdo no
lado acidulado do palito.

- Cor vermelha ou pardo-avermelhada confirma a presenca de catequinas.

4.1.3.6 Teste para confirmacéo de fenadis.

Em novo tubo adicionou-se 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (acido

fosfomolibidico) ao extrato e apds um minuto usou-se 0,5 mL de carbonato de sdédio
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(Na,CO3) e verificou-se se apareceria uma cor entre o verde e o violeta, que € indicativo de

fendis.

4.1.3.7 Teste para esteroides e triterpenoides liebermann-buchard

Adicionou-se 10 mL de uma solucéo hidroetandlica do extrato em béqueres e deixou-
se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco de cada béquer trés vezes com porcoes de
1-2 mL de CHCI;. Separaram-se o0s extratos em tubos diferentes e colocaram-se algumas
gotas de CHClIs. Filtrou-se a solugdo cloroférmica em um pequeno funil fechado com uma
bolinha de algoddo, coberta com miligramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio bem
seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Adicionaram-se
cuidadosamente trés gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se suavemente para observar o
desenvolvimento de cores. A coloracdo azul seguida da verde permanente € um indicativo da
presenca de esterdides livres. Coloragdo parda até vermelha indica triterpendides pentaciclicos

livres.

4.1.3.8 Teste para saponinas

Tomaram-se os residuos insoliveis em cloroférmio, separados no teste anterior,
solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solucdo para um tubo de ensaio. Agitou-se
fortemente o tubo com a solucdo, por dois a trés minutos e observou-se se ocorreria formacéo

da espuma persistente e abundante, o que indica a presenga de saponinas.
4.1.3.8.1 Teste confirmatdrio para saponinas

Adicionou-se 2 ml de HCI concentrado ao conteldo do tubo preparado no teste
anterior e deixou-se durante pelo menos uma hora imerso em banho-maria. Esperou-o esfriar,
neutralizou-o e agitou-o novamente. A presenca de precipitado e a ndo-formacdo de espuma

confirmam a presenca de saponinas.

4.1.3.9 Teste para alcaldides
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Preparou-se uma solucdo em 20 mL de alcool com o extrato, adicionou-se NH,OH até
pH 11 e foram extraidas as bases organicas com trés porcoes de 30, 20 e 10 ml de mistura
éter-cloroformio, em funil de separacdo. Retirou-se a solucdo éter-cloroférmio, a qual foi
tratada com Na,SO, anidro para eliminar o excesso de agua. Separou-se o filtrado e reextraiu-
se as bases organicas com pequenas por¢des de HCI diluido. Rejeitou-se a solucdo éter-
cloroférmio e repartiu-se a solu¢éo aquosa &cida obtida em trés tubos de ensaio. Adicionou-se
a cada tudo, respectivamente, trés gotas dos reagentes de precipitacao de alcaldides: “Hager”,
“Mayer” ¢ “Dragendorf”. Observou-se se aconteceria a formacdo de precipitado

caracteristico. Precipitado floculoso, pesado em pelo menos 2 tubos é indicativo de alcaldides.

4.1.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante In Vitro

4.1.4.1 Atividade sequestradora do radical livre DPPHe

A amostra do EHE da C. argyrophyllus foi solubilizada em metanol para obtencéo de
uma solucéo estoque de 0,5 mg.mL™ de onde aliquotas foram removidas e adicionadas a uma
solugio de DPPH+ 40 ug.mL™ para se obter concentracdes finais de 5, 10, 15, 20, 25 e 30
pg.mL™* em um volume final de reagdo de 3 mL. O branco era composto de uma mistura entre
a amostra analisada e metanol, sendo o acido galico utilizado como controle positivo.

Com o valor de absorbéncia, no tempo de 60 minutos foi determinada a porcentagem
de DPPHe remanescente (%DPPHREM), calculado de acordo com Brand-Willams et al.

(1995) a partir da equacao:
%DPPHREM = [DPPHe]T / [DPPH*]TO x 100,

Onde [DPPH<]T é a concentracdo do radical no meio reacional ap0s a reacdo com a
amostra e [DPPH<+]TO a concentracéo inicial de DPPHs.

A concentracdo efetiva de antioxidante necessaria para diminuir a concentracdo
inicial do radical DPPHe em 50% (CEso) foi calculada usando a % de DPPHREM no tempo
de 60 minutos, em oposicdo as concentra¢es das amostras. Os resultados foram expressos em
ng.mL™ + erro padrdo da média.

A absorbancia medida na concentracéo de 25 pg.mL™L e no tempo de 60 minutos foi
transformada em percentual de inibicdo (PI). A atividade antioxidante foi expressa também
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pelo indice de atividade antioxidante (IAA), calculado de acordo com Scherer e Godoy (2009)

com base na equacao:

IAA = DPPH?s estoque (pg.mL™) / CEs (pg.mL™)

Sendo a atividade antioxidante considerada fraca quando o valor da 1AA ¢ inferior a
0,5, moderada quando o IAA é maior que 0,5 e menor que 1,0. Sendo considerado forte

quando o IAA estiver entre 1,0 e 2,0 e, muito forte quando o valor da IAA é superior a 2,0.

4.1.5 Quantificacdo do conteudo de fenois totais

O teor de fendis totais do EHE da Croton argyrophyllus foi realizado segundo a
metodologia de Sousa et al. (2007) modificada. O EHE (10 mg) foi dissolvido em 10 mL de
metanol e uma aliquota (100 pL) da solucdo resultante foi transferida para um tubo falcon
juntamente com 6 mL de agua destilada e 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu 1 N, sendo
agitada por 1 minuto. Depois da adicdo de 2 mL de Na,CO3 15%, a mistura foi agitada por 30
segundos. A solucédo foi entdo diluida com &gua destilada para um volume final de 10 mL,
incubada por 120 minutos a 23°C e a absorbancia da amostra lida em espectrofotometro UV-
VIS, modelo SP22, a 750 nm. O teor de FT foi determinado por interpolacdo da absorbancia
das amostras contra uma curva de calibracdo utilizando-se como padréo acido galico (AG). O
resultado foi expresso em mg de acido galico (AG) por grama de extrato. As analises foram

realizadas em triplicata.

4.1.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) empregado consistiu de
um cromatdgrafo liquido Shimadzu serie Prominence, com coluna analitica C18 (25,0 x 0,46
cm, particulas de 5 um) e detector de arranjo de fotodiodos (DAD). Para a aquisi¢do e
processamento dos dados cromatograficos foi utilizado o software LC Solution.

O EHE foi analisado por meio da CLAE através de um gradiente exploratério
agua:metanol (5-100%) durante 60 minutos para investigacdo do perfil fitoquimico
cromatografico. Para tanto, 2 mg da amostra do extrato EHE da C. argyrophyllus foi
dissolvido em metanol obtendo concentracéo final de 1 mg.mL™, a qual foi filtrada usando

membranas de nylon de 2,5 cm d.i e 0,45 um de tamanho de poro. Em seguida, a mesma foi



16

injetada no CLAE analitico, com fluxo de 1 mL.min™. A identificacdo da amostra foi

realizada a 280 nm.

4.2 Ensaios Bioldgicos
4.2.1 Animais

Foram utilizadas 26 ratas da linhagem Wistar com 3 meses de idade (200-250 Q)
obtidos do biotério do Nucleo de Pesquisa em Sinalizacdo Intracelular, situado no
Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sergipe. As mesmas foram
aleatoriamente alojadas em gaiolas apropriadas sob temperatura controlada (22°C) com ciclo
claro escuro de 12 horas (luzes acesas, 06h00 — 18h00), com livre acesso a alimentacéo
especifica para roedores (Labina ®) e &gua ad labitum. Todos os procedimentos descritos
neste trabalho seguem as regras do Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS (protocolo
26/2014).

Os animais foram divididos em 4 grupos: 1) Grupo veiculo sedentéario (TW-EE, n =
7) — composto por animais sedentérios tratados com veiculo (Tween 80, via oral (vo); 2)
Grupo veiculo treinado (TW-EX, n = 6) - composto por animais tratados com veiculo (Tween
80, vo) e submetidos a protocolo de treinamento resistido; 3) Grupo extrato sedentario (EHE-
EE, n = 6) - composto por animais sedentarios e tratados com extrato EHE de C.
argyrophyllus (200 mg.kg™, vo); 4) Grupo extrato treinado (EHE-EX, n = 7) composto por
animais treinados com exercicio resistido e tratados com EHE de C. argyrophyllus a (200

mg.kg™?, vo).

4.2.2 Protocolo de Treinamento

O ER foi realizado no aparelho de agachamento segundo modelo de Tamaki et al.
(1992). Os animais dos grupos TW-EX, EHE-EX passaram por 2 dias de habituacdo, onde 0s
animais foram apenas manipulados e colocados no aparelho de agachamento na posicao
inicial do exercicio por 5 min/dia, para minimizar o estresse causado pela exposi¢do dos
animais ao exercicio (ROSA et al., 2004). A determinacdo da carga maxima foi realizada
através do teste de uma repeticdo maxima (1RM), onde os animais foram estimulados

eletricamente a tentar executar 1RM do exercicio proposto (ACSM, 2006). Dois dias apos a
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determinacdo de 1RM, os animais foram exercitados atraves de 5 séries de 10 repeti¢des, com
intervalos de repouso de 60 s, e intensidade de 75% da carga estabelecida através do teste de
uma repeticdo maxima (1RM), em um unico dia (DEMINICE et al, 2010).

Dois dias ap6s a determinacdo do valor 1RM correspondente a cada animal, foi
administrado o veiculo Tween 80 ou o extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus de acordo
com os grupos mencionados. Tendo se passado uma hora depois da realizagdo da gavagem, as
ratas executaram o protocolo de exercicio resistido de alta intensidade ou apenas receberam a
eletroestimulacéo e tendo se passado 1 hora, foram eutanaziadas para retirada de tecidos.

A estimulacdo elétrica foi realizada utilizando eletrodos auto-adesivos da marca
ValuTrode, modelo CF3200, tamanho 3,2 centimetro (cm), colocado na cauda e conectado a
um eletroestimulador (BIOSET, Physiotonus four, Modelo 3050, Rio Claro, Sdo Paulo). “Os
parametros utilizados foram: 20 V, 0.3” de duracédo e 3 segundos de intervalo, e a intensidade
de corrente foi ajustada de maneira a qual o animal execute 0 movimento, variando de 4 a 15
mA (BARAUNA et al., 2005; BARAUNA et al., 2007; BARAUNA et al., 2008; PINTER et
al., 2008). Esses parametros foram adotados porque ndo se associam a mudangas nas
concentracdes das catecolaminas, da atividade simpatica e na hipertrofia adrenal (BARAUNA
et al., 2005).

4.2.3 Coleta e preparo do material bioldgico para anélises

Os procedimentos de coleta e preparo dos materiais biologicos para analises dos
marcadores de lesdo tecidual, bem como também para avaliar alguns dos marcadores
determinantes do estresse oxidativo foram realizados conforme metodologia descrita por
Sant’Anna (2005) e Lima (2011). Ao término dos experimentos, 0s animais foram
anestesiados com tiopental sodico (40mg/kg, i.p), o sangue foi coletado por puncéo cardiaca e
0s animais foram eutanaziados. Sangue foi imediatamente centrifugado a 800 x g por 15
minutos a 4° C, com o sobrenadante armazenado a -70° C para posteriores andlises.
Paralelamente, o musculo gastrocnémio direito foi retirado e lavado por 3x em solucdo de
cloreto de potassio (KCI) 1,15%, secos e pesados. Em seguida, homogeneizados onde cada
grama de tecido foi misturado com 5 mL de KCI + 10 pL de Fluoreto de Fenilmetilsulfonila
(PMSF - 100 m.mol™) + 15 uL de solugdo Triton a 10%, centrifugada 3000 x g por 10

minutos a 4°C e o sobrenadante armazenando a -70° C para posteriores analises.
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4.2.4 Determinacdo enzimatica de lesdo tecidual

A quantificacdo da lesdo tecidual provocada pelo treinamento resistido de alta
intensidade foi avaliada através da mensuracdo dos marcadores enzimaticos de leséo tecidual
como creatina-quinase (CK) e Lactato desidrogenase (LDH), utilizando kit especifico

laboratorial de acordo com as normas do fabricante kit comercial (Labtest®).

4.2.4.1 Quantificacdo de CK total plasmatico e muscular

A creatina quinase € uma importante enzima reguladora da producéo e utilizacéo de
fosfato de alta energia nos tecidos contrateis. Ela é encontrada estritamente dentro da
musculatura esquelética, cardiaca e cérebro. Sua presenca no sangue € utilizada como um
marcador de lesdo muscular.

Para sua quantificacdo, foram utilizadas as recomendacdes do fabricante do kit
comercial (Labtest ®), onde 20 pL do plasma e do masculo de cada animal foram
homogeneizados em reagentes especificos a 37 °C e realizada leitura em espectrofotémetro
UV/VIS a 340 nm.

4.2.4.2 Quantificacdo de LDH total plasmatico e muscular

O Lactato desidrogenase (LDH), esta presente em praticamente todos os orgaos e
tecidos do organismo e sua atividade catalitica no soro é devido a presenca de varias
isoenzimas, que podem formar padrdes diferentes, dependendo da origem da LDH presente
no soro. Nas condicdes (prescritas pelo fabricante do teste), a LDH catalisa a conversdo do
piruvato para lactato, enquanto o NADH ¢é oxidado para NAD*. A atividade catalitica é
determinada a partir da velocidade de desaparecimento do NADH. Para quantificagdo foram
utilizadas as recomendac@es do fabricante que constavam no Kit comercial (Labtest ®), onde
20 pL do plasma e do musculo de cada animal foram homogeneizados em reagentes

especificos a 37 + 0,2 °C e realizada a leitura em espectrofotdmetro UV/VIS a 340 nm.

4.2.5 Determinagéo do Estresse Oxidativo in vivo
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A determinacdo do estresse oxidativo tecidual provocado pelo treinamento resistido
de alta intensidade foi realizada através da quantificacdo de lipoperoxidativos pelo teste de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e oxidativos de proteinas (proteinas

sufidrilas).

4.2.5.1 Determinacéo de lipoperoxidagdo

A oxidacdo de lipidios foi determinada pela medida de TBARS de acordo com
método descrito por Lapenna et al (2001). Aliquotas de 200 pL das amostras de musculo
gastrocnémio foram adicionadas a uma mistura formada por partes iguais de acido
tricloroacético (TCA) 15%, HCI 0,25 N e TBA 0,375%, mais 2,5 mM de hidroxitolueno
butilado (BHT), e 40 pL de dodecil de sodio (SDS) a 8,1%, sendo aquecida por 30 mim a
95°C em banho-maria. O pH da mistura foi ajustado para 0,9 com HCI. O BHT foi usado para
prevenir a peroxidacgdo lipidica durante o aquecimento. Em seguida, ap6s resfriamento a
temperatura ambiente e adicdo de 4 mL de n-butanol, o material foi centrifugado a 800 x g
por 15 minutos a 4° C e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 532 nm. O coeficiente de
extincdo molar utilizado foi 1,54 x 10° M™*cm™ e o resultado de TBARS expresso em nmol Eq
MDA.mL™ de plasma para as amostras de sangue e nmol Eq MDA.g™* de tecido.

4.2.5.2 Determinacdo de sulfidrilas totais (ti6is)

Os grupos sulfidrilas (SH) sdo estruturas associadas a proteinas e, portanto,
susceptiveis a danos oxidativos. Sua quantificacdo revela o nivel antioxidante do tecido. A
determinacdo dos grupos sulfidrilas conforme metodologia descrita por Faure & Lafond
(1995). Aliguotas de 200 pL das amostras (sangue e musculo gastrocnémio) foram misturadas
a 800 uL de tampdo Tris-EDTA, pH 8,2. Em seguida, foi realizada a primeira leitura (A) no
espectrofotdbmetro a 412 nm. Apoés a leitura, as amostras foram transferidas para tubos de
ensaio e misturadas a 20 uL. de DNTB 10 mM diluido em metanol (4 mg.mL™), ficando em
repouso no escuro. Apos 15 minutos, a segunda leitura de absorbancia (A2) foi realizada. A
concentracdo de SH foi calculada conforme equacdo: (A2 — Al) — B x 1,57 mM x 1000. O

resultado foi expresso em nmol.mL™ de tecido.
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4.3 Analises estatisticas

Os resultados estdo representados como média * erro padrdo da média (SEM). Foi
adotada diferenca estatistica significativa entre as amostras para p < 0,05. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Apos avaliacdo da normalidade dos dados, através do teste
Shapiro Wilk, os mesmos foram avaliados estatisticamente entre os grupos através do teste t
de Student ou da analise de variancia de uma via (Anova one way) seguida de pds-teste de

Bonferroni. Para tanto, foi utilizado o software estatistico Graph Pad Prism verséo 5.0.
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5- RESULTADOS

5.1 Determinacao de fenois totais no extrato de C. argyrophyllus

O teor de fendis totais do EHE de C. argyrophyllus foi de 64,68 + 9,06 (mg de eg-
AG/g - miligrama de equivalente de acido galico por grama de extrato). Logo, cada grama do

extrato possui 64,68 mg de fendis, compostos de reconhecida atividade antioxidante.

5.2 Prospeccao fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica teve como objetivo conhecer os constituintes e/ou avaliar
sua presenca no extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus. Esta metodologia é importante
porque, além de permitir o conhecimento preliminar do comportamento quimico dos extratos
e facilitar a escolha do material a ser estudado, possibilita ao pesquisador adaptar as técnicas
de fracionamento de extratos, isolamento e caracterizacdo de substancias puras, de acordo
com o isolamento e purificacdo dos constituintes mais interessantes (MATOS, 1997).

A andlise fitoquimica indicou a presenca de grupos de metabdlitos secundarios
relevantes, tais como: esteroides, flavanonas, flavanandis, flavonas, flavonoides, taninos e

xantonas (Tabela 1).

Tabela 1: Triagem fitoquimica do EHE de Croton argyrophyllus

Componentes Resultados
EHE

Catequinas -
Esteroides
Flavanonas
Flavanandis
Flavonas

+ + 4+ o+ o+

Flavonoides
Leucoantocianidinas -
Saponinas -
Taninos +
Triterpendides -
Xantonas +

Os compostos detectados no extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus:
esteroides, flavanonas, flavananois, flavonas, flavonoides, taninos e
xantonas. (+): presenca da substancia e (-): auséncia do composto.



22

5.3 Atividade sequestradora do radical livre DPPH-

Tabela 2: Atividade Antioxidante do Extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus

Amostras Pl (%) CEsp (ug.mL™ + SE) IAA
EHE 39,8 243,8 + 0,25 0,12
Acido Galico 92,06 1,21 + 1,062 20,66

A tabela 2, ilustra a percentagem de inibicdo (PI) da atividade sequestradora de radicais livres
das amostras (25 pg.mL™) e a concentracio eficaz 50% (CEso; foi calculada no tempo de 60
minutos). O indice de atividade antioxidante (IAA) foi calculado dividindo o valor da CEsg pela
concentracdo final da amostra no tempo de 60 min e classificados como fracos quando 1AA
<0,5, moderada quando 0,5 < IAA <1, forte, quando 1> IAA <2 e muito forte quando IAA > 2,
Diferencas estatisticas foram determinadas pelo Teste t de Student’s (p <0,05), e os valores
com letras diferentes indicam médias significativamente diferentes. O EHE de C. argyrophyllus
apresenta uma baixa atividade antioxidante, em relacdo a atividade sequestradora do radical
DPPHe.

5.4 Avaliacao de creatina quinase plasmatico e muscular

A figura 1 ilustra a quantificacdo da creatina quinase na fracdo plasmatica (Figura 1A)
e na musculatura esquelética (Figura 1B). A concentracdo plasmética de CK nédo apresentou
diferenca significativa entre o grupo sedentério que ingeriu veiculo (Tween 80) do grupo
sedentario que ingeriu EHE de Croton (Figura 1A). Todavia, a concentracdo plasmatica de
CK no grupo treinado que ingeriu EHE de Croton apresentou uma reducédo de 54,13% quando
comparado ao grupo exercitado que ingeriu apenas o veiculo (Figura 1A). A concentracdo CK
no masculo gastrocnémio ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo sedentario que
ingeriu veiculo (Tween 80) do grupo sedentério que ingeriu EHE de Croton (Figura 1B).
Todavia, a concentracdo CK no tecido muscular no grupo treinado que ingeriu EHE de
Croton apresentou uma reducdo de 46,35% quando comparado ao grupo exercitado que
ingeriu apenas o veiculo (Figura 1A).
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Figura 1: A — Avaliacdo da concentracdo de creatina quinase (CK) na fracdo plasmatica apos
a administracdo do extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA). (-) = grupo que
ingeriu o veiculo Tween 80; (+) = grupo que ingeriu EHE CA). B - Avaliacdo da
concentracdo de creatina quinase (CK) muscular ap6s a administracdo do extrato
hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA). (-) = grupo que ingeriu o veiculo Tween 80;
(+) = grupo que ingeriu EHE CA). Os resultados foram representados em média + SEM e
avaliados pela anélise de variancia de uma via (Anova one way) seguida de multiplo teste de
Bonferroni P<0,05, (n=6 animais por grupo). Os animais sedentérios sao representados pelas
barras abertas e os treinados, pelas barras preenchidas.

5.5 Avaliacdo de LDH plasméatica e muscular

A concentracdo plasmaética da enzima lactato desidrogenase (LDH) foi avaliada nas
fracdes plasmatica e muscular e evidenciada na figura 2. Constatamos que concentracdo
plasmatica de LDH foi reduzida no grupo sedentario que ingeriu o EHE de Croton quando
comparado ao grupo sedentario que ingeriu o veiculo em 47,14% (Figura 2A). Além disso, a
concentracdo plasmatica de LDH no grupo treinado que ingeriu EHE de Croton também
apresentou uma reducdo de 30,53% quando comparado ao grupo exercitado que ingeriu
apenas o veiculo (Figura 2A)

A fracdo muscular de LDH foi reduzida em 65,43% no grupo sedentario que ingeriu o
EHE de Croton quando comparado ao grupo sedentario que ingeriu o veiculo (Figura 2B). Ja
0 grupo submetido ao exercicio fisico que recebeu a gavagem com EHE de Croton ndo
apresentou diferenca significativa quando comparado com o grupo exercitado que ingeriu o
veiculo Tween 80 (Figura 2B).
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Figura 2: A — Avaliacdo da concentracdo de lactato desidrogenase (LDH) plasmatica apds a
administracdo do extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA). (-) = grupo que
ingeriu o veiculo Tween 80; (+) = grupo que ingeriu EHE CA). B - Avaliacdo da
concentracdo de lactato desidrogenase (LDH) muscular apds a administracdo do extrato
hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA). (-) = grupo que ingeriu o veiculo Tween 80;
(+) = grupo que ingeriu EHE CA). Os resultados foram representados em média = SEM e
avaliados pela analise de variancia de uma via (Anova one way) seguida de multiplo teste de
Bonferroni P<0,05, (n=6 animais por grupo). (n=6-7 animais por grupo). Os animais
sedentarios sdo representados pelas barras abertas e os treinados, pelas barras preenchidas.

5.6 Prevencao de lipoperoxidagao

A lipoperoxidacdo das fracbes plasmatica e muscular foram avaliadas e ilustradas
Figura 3 pela quantificacdo dos produtos da lipoperoxidacdo de lipidios (malonaldeido).
Constatamos que na fracdo plasmatica a concentragdo de MDA foi semelhante no grupo
sedentério que ingeriu o EHE de Croton quando comparado ao grupo sedentario que ingeriu o
veiculo (Figura 3A). Na fracdo plasmatica do grupo treinado que ingeriu EHE de Croton
também foi semelhante ao grupo exercitado que ingeriu apenas o veiculo (Figura 3A). A
concentracdo de MDA muscular no grupo sedentério que ingeriu o EHE de Croton foi
semelhante ao grupo sedentario que ingeriu o veiculo (Figura 2A). J& no grupo submetido ao
exercicio fisico que recebeu a gavagem com EHE de Croton, a concentracdo de MDA na
fragdo muscular foi reduzida em 65,51% quando comparado ao grupo exercitado que ingeriu

apenas o veiculo (Figura 3B)
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Figura 3: A — Avaliacdo da concentracdo de malonaldeido plasmatico ap6s a administracdo do
extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA).; (-) = grupo que ingeriu o veiculo
Tween 80; (+) = grupo que ingeriu EHE CA). B - Avaliacdo da concentracdo de
malonaldeido muscular. (-) = grupo que ingeriu o veiculo Tween 80; (+) = grupo que ingeriu
EHE CA). Os resultados foram representados em média + SEM e avaliados pela analise de
variancia de uma via (Anova one way) seguida de multiplo teste de Bonferroni P<0,05, (n=6
animais por grupo). P<0,05, (n=6-7 animais por grupo). Os animais sedentarios sdo
representados pelas barras abertas e os treinados, pelas barras preenchidas.

5.7 Determinacao de sulfidrilas totais (tidis)

Foi determinada a concentracdo de sulfidrilas totais (tiois) na fracdo muscular nos
grupos sedentario e submetidos ao exercicio resistido que ingeriram o EHE de Croton (Figura
4). O conteudo de tidis totais foi semelhante entre o grupo sedentario que ingeriu o0 EHE de
Croton quando comparado ao grupo sedentario tratado com veiculo (Figura 4). No grupo
submetido ao exercicio fisico que recebeu a gavagem com EHE de Croton, a concentracao de
tidis na fracdo muscular também foi semelhante quando comparado ao grupo exercitado que
ingeriu apenas o veiculo (Figura 4)
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Figura 4: Avaliacdo da concentracdo de sulfidrilas (tiois) muscular apds a administracdo do
extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus (EHE CA). Os animais sedentarios sao
representados pelas barras abertas e os treinados, pelas barras preenchidas; (-) = tratado com o
veiculo Tween 80; (+) = tratado com o EHE CA). Os resultados foram representados em
média £ SEM e avaliados pela anéalise de variancia de uma via (Anova one way) seguida de
multiplo teste de Bonferroni P<0,05, (n=6 animais por grupo), (n=6-7 animais por grupo).
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6- DISCUSSAO

A concentracdo de compostos antioxidantes presentes em vegetais, pode favorecer a
atividade biologica como agente antioxidante (SOUZA et al, 2007) Baseado nisso, foi
avaliado o teor de fenoGis totais no extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus, o qual
apresentou quantidade consideravel destas substancias (64,68 + 9,06 mg de eq-AG/Qg).

N&o somente a concentracdo, mas também a diversidade de substancias antioxidantes
pode influenciar a capacidade antioxidante da planta (SCOTTI et al., 2007). Dessa forma, o
EHE de C. argyrophyllus, ap6s triagem fitoquimica, demonstrou conter consideravel
diversidade de compostos fendlicos, representados por flavanonas, flavananois, flavonas,
flavonoides e taninos (Tabela 1). Além disso, Ramos (2013) descreve a elucidacdo de
qguarenta e dois compostos com reconhecida atividade antioxidante, antinociceptiva e
analgésica na espécie utilizada neste trabalho. A composicdo revelada sugere que tais
moléculas foram responsaveis por prevenir estresse oxidativo detectado apds a realizacdo do
exercicio fisico resistido.

Estudos relatam que diversas substancias fenolicas sdo importantes antioxidantes,
uma vez que possuem esqueletos carbdnicos, propicio para a estabilizacdo de radicais livres.
Alguns autores relataram que a composigéo e o grau de hidroxilagcdo sdo fatores importantes
para a atividade antioxidante dos flavonoides (LARRAURI, 1996).

Os compostos fenolicos, especialmente o tanino, tém por caracteristica apresentar
grupamentos de hidroxila reativos que, por sua vez, podem reagir com a extremidade
carboxilica das proteinas (SCHOFIELD et al., 2001). Segundo Artz et al. (1987), a formacéo
de complexos tanino-proteina ocorrem principalmente através de pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas.

Na industria alimenticia, a oxidacdo lipidica pode ser inibida por compostos sintéticos
como o butil-hidroxi-tolueno (BHT). Todavia, esta substancia pode apresentar alguns efeitos
toxicos como a formacdo de ERO, podendo posteriormente atacar alvos bioldgicos (SOARES,
2002; SOUZA et al., 2007). Desta forma, algumas pesquisas tém dado maior atencdo aos
compostos antioxidantes naturais que podem até mesmo substituir os antioxidantes
industrializados (SOUZA et al., 2007).

De acordo com os resultados obtidos através da cromatografia liquida de alta

eficiéncia através da analise dos tempos de retencdo, deslocamento no ultravioleta e
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comparacao com os dados da literatura foi possivel inferir a presenca de compostos bioativos
terpenos e compostos fendlicos no extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus.

O método de inibi¢do de radicais DPPH+ baseia-se na transferéncia de elétrons de
compostos antioxidantes, no caso, o extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus, parece
apresentar um baixo indice de atividade antioxidante na presenca do DPPHe.

O percentual de inibicdo do extrato foi de 39,8%, o que significa que 0 mesmo foi
capaz de neutralizar essa quantidade do radical DPPHe no tempo de 60 minutos. A
concentracdo efetiva capaz de reduzir o DPPHe a metade da concentragéo inicial (CEsp)
obtida pelo extrato da planta foi 243,8 + 0,25° (ug.mL™ + SE), em uma hora. Atribui-se este
alto valor a concentracdo de fendis totais no extrato nao ser elevada 64,68 mg de fendis por
grama de extrato. Sendo assim, o extrato hidroetandlico apresentou IAA considerado baixo
(0,12), por ser menor que 0,5. Apesar disso, o EHE foi capaz de conferir protecdo contra

estresse oxidativo plasmatico e muscular decorrentes do exercicio fisico resistido.

Este estudo objetivou avaliar a capacidade do extrato hidroetandlico de Croton
argyrophyllus em prevenir estresse oxidativo lesdo muscular e de ratas quando submetidas a
um protocolo de exercicio fisico resistido agudo de alta intensidade, o qual exibiu um bom
pontencial para reduzir o estresse oxidativo em componentes lipidicos celulares.

O extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus se mostrou capaz de atenuar
significativamente o surgimento de possiveis lesdes musculares, fato que ficou evidente
devido ao baixo conteldo de CK plasmatico nos dois grupos submetidos a gavagem com o
extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus, a qual seria proveniente do tecido muscular
lesionado. Todavia, para corroborar esta hipdtese sera necessaria a realizacdo de cortes
histoldgicos para analise da morfologia tecidual.

A quantificacdo de CK plasmaética é tida como um dos melhores biomarcadores de
lesdo muscular, pois ela se encontra quase exclusivamente em tecido muscular esquelético e
cardiaco. Segundo alguns autores, a concentracdo de CK plasmaética elevada ¢ um bom
preditor de dano muscular (BROWN et al., 1997).

O exercicio resistido agudo de alta intensidade elevou a concentragdo de CK no
musculo esquelético do grupo treinado que recebeu o veiculo Tween. Isso se deve em parte
pela grande necessidade energética imposta pelo exercicio fisico intenso. Tal atividade

metabdlica elevada pode favorecer a producdo de ERO, podendo produzir radicais livres que
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desencadearéo leséo tecidual (YU & CHUNG, 2006). Entretanto, naqueles que ingeriram o
extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus foi possivel verificar reducéo consideravel no teor
de CK muscular no grupo treinado. Provavelmente algum(ns) do(s) composto(s) do extrato de
Croton pode(m) ter sido capaz(es) de interagir com componentes da(s) via(s) de sinalizacao
responsaveis pela producdo ou recrutamento da enzima creatina quinase. Ainda, especula-se
que polifendis possam atuar como moduladores na sinalizacdo da expressdo génica de
diversas enzimas antioxidantes (MIDDLETON a alL. 2000), o que sugere que esta via poderia
estar envolvida na manutencdo da homeostase tecidual contra os danos musculares
decorrentes da pratica do exercicio resistido (RODRIGUES, 2005).

O dano muscular estd associado com aumentos das concentra¢fes plasmaticas de
LDH. O aumento dessa enzima vem sendo utilizado como indicador do aumento da
permeabilidade celular resultante do dano muscular (CORDOVA; NAVAS, 2000).

Verificou-se reducdo significativa no conteldo de LDH plasméatica dos animais
sedentérios tratados com EHE, em relacdo aos sedentarios que receberam o veiculo Tween 80.
Efeito semelhante foi obtido no plasma do grupo treinado que recebeu 0 mesmo extrato.
Segundo a literatura, a enzima lactato desidrogenase ndo € capaz de atravessar a membrana
plasmética, sendo assim, em nossos estudos ndo se descarta que ocorreu uma possivel
alteracdo da permeabilidade do sarcolema, a qual permitiu o extravasamento da enzima para o
masculo, em grande quantidade. No musculo, apenas o grupo sedentério que recebeu extrato
de Croton reduziu seu teor de LDH em 65,43%, em relacdo ao grupo sedentario tratado com
Tween 80. No entanto, ndo foram observadas alteraces na concentracdo de LDH de animais
tratados com o extrato submetidos ao exercicio fisico, em comparacdo aos que receberam
apenas o veiculo. Logo, o extrato hidroetanélico do vegetal conferiu efeito protetor no plasma
e no musculo de animais sedentarios, reduzindo a concentracdo de LDH e possiveis lesdes
decorrentes de seu excesso. Ja no grupo treinado, observou-se efeito protetor apenas na fragdo
plasmatica.

A isoenzima LDHs (MMMM) do musculo esquelético estd adaptada para converter
altas concentracbes de piruvato a lactato (CARVALHO et al., 1998), o que pode acarretar
baixo pH resultante de sua acidez, durante o exercicio (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
Além disso, o aumento da sintese de acido latico, apds exercicios anaerébios com
intensidades supra-maximas também contribuem significativamente para a producéo de ERO
(BLOOMER; GOLDFARB, 2004).
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As reacdes de Oxido-reducdo tém como participantes muito ativos, por exemplo, 0s
ions ferro e cobre. Esses minerais participam da reacdo de Fenton, a qual libera o potente
radical hidroxila a partir do peroxido de hidrogénio e da hidroxila. Esse radical é capaz de
iniciar a peroxidacdo lipidica ao retirar um atomo de hidrogénio dos acidos graxos poli-
insaturados da membrana celular. Como consequéncia, a estrutura da membrana ¢é destruida
pela elevacdo da concentragdo de hidroperoxidos (WELCH et al., 2002).

A atividade fisica intensa gera acidose metabdlica, que pode liberar ferro da
hemoglobina, o qual participa da formacéo do radical «OH intracelular (WELCH et al., 2002).
Nas hemécias, esta liberacdo produz meta-hemoglobina, sobretudo quando as concentragdes
de glutationa reduzida estdo baixas. A peroxidacdo lipidica da membrana decorrente da
liberacdo do ferro resulta em hemolise (COMPORTI et al., 2002).

Em relacdo as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, o grupo treinado que
ingeriu EHE de Croton apresentou reducdo de 65,51% de MDA muscular em relagdo ao
grupo exercitado que ingeriu o veiculo Tween 80. Portanto, verificou-se reducdo da
peroxidacdo lipidica, pois o extrato diminuiu a quantidade de malonaldeido no tecido
muscular, preservando a integridade celular.

O malonaldeido € uma substancia pertencente a funcéo orgéanica aldeido, o qual possui
cadeia curta, cuja concentracdo ¢ medida pela reagdo com o acido tiobarbitlrico. O teor de
MDA tem sido utilizado para estimar a intensidade da peroxidacao lipidica celular através da
formacdo de malonaldeido que ocorre pela decomposicdo dos hidroperédxidos lipidicos
(BONNES; GUERIN, 1992).

N&o s6é a membrana plasmatica, mas também as organelas citoplasmaticas podem ser
prejudicadas pelas ERO. Entretanto, a membrana oxidada gera consequéncias mais
desfavoraveis, pois resulta na peroxidacdo lipidica, que afeta todo o metabolismo celular
devido a alteracdo da estrutura e da permeabilidade das membranas celulares (FERREIRA et
al., 1997). Os lipidios das membranas sdo geralmente insaturados, o que os torna bastante
susceptiveis a oxidacao lipidica (PEARSON, 1977). A peroxidacdo dos fosfolipidios aumento
as concentracdes de MDA, elevando a rigidez e a deformidade das membranas das hemacias,
que por sua vez aumenta as possibilidades de ocorrer hemolise (ONGAJOOTH et al., 1996).

A peroxidacéo lipidica favorece a producdo de substancias toxicas a célula, como por
exemplo, o malonaldeido (MDA), podendo causar a morte celular (FERREIRA et al., 1997).

O malonaldeido pode ser formado "in vivo™ ou pré-formado em alimentos. A maior parte dos
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produtos de oxidagdo lipidica, como o MDA e 6xidos de colesterol tém chamado a atencéo da
comunidade cientifica devido a sua provavel relacdo com a formacéo de cancer (PEARSON
etal., 1983 e ADDIS, 1986) e mutagenicidade (MUKAI; GOLDSTEIN, 1976)

Sobre as sulfidrilas totais musculares, notou-se que ndo houve diferenca significativa
ao se comparar 0 grupo sedentério tratado com extrato hidroetandlico de C. argyrophyllus,
com o que recebeu o veiculo. O mesmo vale para 0s grupos treinados, pois também nao houve
significancia entre os que receberam gavagem de extrato e os tratados com veiculo Tween.
Entretanto, verificou-se diferenca entre 0s grupos que receberam o veiculo, visto que o
treinado apresentou oxidagdo de grupos sulfidrilas 45,35% maior do que o0 submetido a
apenas eletroestimulacdo. Também verificamos que, entre 0s grupos tratados com extrato
hidroetandlico, ocorreu dano 47,63% maior as sulfidrilas dos treinados em comparagdo com
0s sedentarios. Isso aconteceu porque provavelmente ndo houve tempo para recrutamento do
sistema de defesa antioxidante das glutationas no tecido muscular, resultando possivelmente
em oxidacdo de proteinas (LIMA, 2011).

Ocorre diminuicdo da quantidade de glutationa reduzida (GSH) e aumento da
producdo de glutationa oxidada (GSSG) na inativagdo de um agente oxidante. Todavia,
haveré recuperacdo da GSH se o sistema de éxido-reducéo estiver integro. No entanto, caso
haja excesso de agentes oxidantes e/ou deplecdo do sistema antioxidadante, os niveis de
consumo de GSH e a producdo de GSSG estardo desequilibrados, caracteristica do estresse
oxidativo (SHAN; AW; JONES, 1990).

A formacdo de pontes dissulfeto nas proteinas portadoras de grupamento tiol é
favorecida pelo excesso de GSSG, pois 0 meio se torna mais pré-oxidante. A atividade destas
enzimas fica reduzida como resultado da oxidacdo causada pelas pontes dissulfeto. A acdo de
compostos antioxidantes, como a GSH, pode reverter esta oxidacdo (GILBERT, 1990).

A membrana plasmatica dos eritrdcitos € rica em grupos tidis, os quais podem ser
convertidos em componentes dissulfeto pelos agentes oxidantes, induzindo a desnaturacdo das
proteinas da membrana (GILBERT, 1990). Neste processo, pode ocorrer lesdo intracelular,
que forma os corpusculos de Heinz pela oxidacdo da hemoglobina a Meta-Hemoglobina,
(WINTERBOURN, 1990). Além disso, a membrana dos globulos vermelhos também esta sob
ataque de agentes oxidantes. Logo, 0 estresse oxidativo intracelular pode ocorrer devido aos
produtos desta lipoperoxidagdo (RICE-EVANS et al., 1986).
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A lesdo da membrana da hemécia pode resultar da associagdo dos fendmenos de
lipoperoxidag&o, formagdo de corpusculos de Heinz e oxidagdo dos grupos sulfidrila. Caso a
atividade do sistema antioxidante seja superada, o estresse oxidativo resultara em lise celular.
E importante salientar que os processos mencionados podem ser generalizados para Varios
tecidos do organismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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7- CONCLUSAO

O extrato hidroetandlico da entrecasta de Croton argyrophyllus apresentou em sua
composicao, significativa diversidade de compostos antioxidantes. A reduzida concentragdo
de fendis totais encontrada pode ter sido responsavel pela baixa atividade antioxidante no
modelo radicalar de DPPHe. Apesar disso, quando administrado oralmente, o extrato
apresentou consideravel efeito protetor plasmatico e muscular para os marcadores (CK, LDH
e MDA) de lesdo proveniente do estresse oxidativo desencadeado pelo exercicio fisico
resistido de alta intensidade, ndo apresentando protecdo contra oxidacdo de proteinas
sulfidrila.
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