406

Revista Brasileira de Nutricao Esportiva

ISSN 1981-9927 versso eletrénica

Periddico do Instituto Brasileiro de Pesquisa e Ensino em Fisiologia do Exercicio

www.ibpefex.com.br/www.rbne.com.br

EXTRATO HIDROETANOLICO DA ENTRECASCA DA S. CUMINI (L.) SKEELS
REDUZ O ESTRESSE OXIDATIVO DE RATOS WISTAR
SUBMETIDOS AO TREINAMENTO INTERVALADO DE ALTA INTENSIDADE
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RESUMO

O exercicio fisico de alta intensidade pode
induzir o estresse oxidativo. Desta forma o uso
de antioxidantes surge como alternativa para
prevenir ou atenuar esse efeito. O objetivo
principal do estudo foi avaliar o efeito de 21
dias de suplementacdo com extrato
hidroetandlico da S. Cumini (EHE) em animais
submetidos a um protocolo de 3 semanas de
treinamento intervalado de alta intensidade
(HIIT), 5 sessbes por semana. Desta forma,
foram utilizados ratos Wistar (250-3009)
(CEPA: 58/2016). Os animais foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos (n=10):
Sedentério (GC), sedentarios tratados com
EHE (GEHE), animais submetidos ao
treinamento intervalado de alta intensidade
(HIT) (GE), animais submetidos ao (HIIT) e
tratados com EHE (GE+EHE) e animais
submetidos ao (HIT) e tratados com
quercetina (GE+Q). Os resultados
demonstraram que o tratamento com EHE foi
eficaz em reduzir o dano oxidativo nos tecidos
avaliados: GT:14,49 + 1,78 vs GT+EHE: 8,16
+ 0,54 nmol EgMDA/mL de sangue, no
musculo (GT: 9,61 + 1,51 vs GT+EHE 7,46 +
0,69 nmol EQMDA/mg de técido), figado (GT:
40,85 + 7,05 vs GT+EHE: 19,97 + 5,95 nmol
EqgqMDA/mg de tecido) e coracdo (GT: 18,06 +
2,88 vs 12,64 + 2,37 nmol EQMDA/mg de
tecido), enquanto para a quantificagdo de
grupamentos sulfidrilas os animais tratados
com EHE tiveram seus grupos tiois
preservados. Conclui-se que o tratamento
diario durante 21 dias com EHE foi capaz de
atenuar o dano oxidativo em ratos wistar
submetidos a um protocolo de HIIT durante 3
semanas.
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ABSTRACT

Hydroethanolic extract of s. Cumini (I.) Skeels
entrecasca reduces wistar rats oxidative stress
submitted to intervaled high intensity training

High intensity physical exercise can induce
oxidative stress. In this way the use of
antioxidants appears as an alternative to
prevent or mitigate this effect. The main
objective of the study was to evaluate the
effect of 21 days of supplementation with S.
cumini hydroethanolic extract (EHE) in animals
submitted to a protocol of 3 weeks of high
intensity interval training (HIIT), 5 sessions per
week. In this way, Wistar rats (250-300g)
(CEPA: 58/2016) were used. The animals were
randomly divided into 5 groups (n = 10):
Sedentary (CG), sedentary treated with EHE
(GEHE), animals submitted to high intensity
interval training (HIT) with EHE (GE + EHE)
and animals submitted to (HIIT) and treated
with quercetin (GE + Q). The results showed
that EHE treatment was effective in reducing
oxidative damage in the evaluated tissues: GT:
14.49 + 1.78 vs GT + EHE: 8.16 + 0.54 nmol
EqgMDA / mL of blood in the muscle ( GT: 9.61
+ 1.51 vs. GT + EHE 7.46 + 0.69 nmol EQMDA
/ mg of liver), liver (GT: 40.85 + 7.05 vs. GT +
EHE: 19.97 £ 5, 95 nmol EqQMDA / mg tissue)
and heart (GT: 18.06 + 2.88 vs. 12.64 + 2.37
nmol EqQMDA / mg tissue), while for the
quantification of sulfhydryl groups the EHE
treated animals had their preserved thio
groups. It is concluded that the daily treatment
for 21 days with EHE was able to attenuate the
oxidative damage in wistar rats submitted to a
protocol of HIIT for 3 weeks.

Key words: Syzygium cumini. High Intensity
Interval Training. Natural Product.
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INTRODUCAO

As EROs sdo responsaveis por
causarem danos oxidativos em biomoléculas
alterando suas propriedades funcionais, no
entanto, sabe-se que a producdo de radicais
livres (RL) é fundamental para os processos
de sinalizacéo celular responsaveis por induzir
adaptacdes fisiolégicas (Pisoschi e Pop,
2015).

Apesar de o0 organismo humano
apresentar um complexo sistema de defesa
antioxidante endégeno, que neutraliza os
radicais livres, as células podem apresentar
desordens fisiolégicas, como apoptose, devido
ao dano irreparavel causado por eles ao DNA
(Valko e colaboradores, 2007).

Além disso, € conhecido que a
deficiéncia de alguns nutrientes como vitamina
C, E e zinco associada ao exercicio de alta
intensidade contribui para a deplecdo do
sistema de defesa antioxidante levando a uma
consequente reducdo da capacidade do
organismo para remover as EROs e prevenir
lesBes oxidativas em biomoléculas (Groussard
e colaboradores, 2003).

Durante o exercicio fisico o musculo
ativo sofre momenténeos estados de isquemia
e reperfusdo, mecanismo esse responsavel
pelo aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Moscardini e colaboradores, 2012).
No entanto, mesmo em repouso as células
musculares produzem EROs continuamente,
sendo geradas pelos musculos esqueléticos,
pelas mitocdndrias e no citosol da célula
muscular (Powers, Jackson, 2008).

O treinamento intervalado de alta
intensidade, HIIT, é caracterizado por envolver
repetidas sessdes de exercicio relativamente
intenso intercalados por periodos de
recuperacao (Giballa e Mcgee, 2008).

Embora a producdo de radicais livres
pelo exercicio fisico seja necessaria para
diversos processos de sinalizagdo celular
inclundo a expressdo de  enzimas
antioxidantes (Steinbacher e Eckel, 2015).

Tem se observado que individuos
submetidos a exercicios de alta intensidade
com maiores frequéncias sdo suscetiveis ao
estresse  oxidativo e  imunodepresséo
(Varamenti e colaboradores, 2013).

Sendo assim, novas estratégias vém
sendo desenvolvidas no campo do exercicio
fisico e da saulde, entre as quais destacam-se
a utilizacdo de antioxidantes como vitamina C,
E e constituintes fitoquimicos, como os
polifendis presentes em frutas, verduras e

legumes e/ou chas provenientes de vegetais
(Myburgh, 2014).

Neste sentido, foi observado em seres
humanos, que a ingestdo aguda ou regular de
alimentos ricos em polifendis podem prevenir
ou reduzir possiveis danos celulares causados
pelo aumento de EROs e estresse oxidativo,
em resposta ao esforco fisico de alta
intensidade (Panza, 2008).

A Syzygium cumini (L.) skeels é
conhecida popularmente como jamboldo uma
espécie bastante encontrada em regides com
o clima tropical, como no Brasil. Demonstra ter
efeito hipoglicemiante e antioxidante, cujo sédo
associados a grande concentracdo de
compostos fendlicos em sua composicdo
guimica. Onde a entrecasca apresenta
maiores teores de compostos fendlicos em
relacdo a outros 6érgdos vegetais (Moreira,
2014).

Dessa forma o uso do seu extrato
pode ser utilizado para atenuar o estresse
oxidativo e dano celular resultante do
treinamento de alta intensidade. Nesse
sentido, o objetivo do presente estudo é
avaliar o efeito redox do extrato hidroetandlico
da entrecasca da Syzygium cumini (L.) skeels
no dano oxidativo gerado pelo treinamento
intervalado de alta intensidade.

MATERIAIS E METODOS
Coleta do material vegetal

O material vegetal (entrecasca) foi
coletado na cidade de Sé&o Cristovdo, 10°
55.154'S; 37° 2.795'0, Sergipe. Esta cidade é
situada no leste sergipano apresenta o clima
subumido, encontra-se a 40 metros de altura e
seu bioma é predominantemente vegetagéo
litorAnea com residuos de mata atlantica e
cerrado.

Preparacéo do extrato bruto vegetal

A entrecasca da planta S. Cumini foi
submetida a secagem em estufa de circulagao
de ar a 40°C durante sete dias, posteriormente
triturada em moinho de facas e reduzida a pé.
O p6é da casca foi macerado em solvente
extrator etanol (98% v/v), a temperatura
ambiente, por trés extracdes sucessivas, em
intervalos de 10 dias (Cechinel Filho e Yunes,
1998).

O extrato foi filtrado a vacuo e,
posteriormente, concentrado em evaporador
rotatério (LS Logen Scientific, Lagos, Nigeria)
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sob pressao reduzida, a temperatura maxima
de 50°C. O extrato bruto seco (extrato
hidroetandlico - EHE) foi armazenado em
frasco de vidro e conservado ultrafreezer a -
37°C.

Testes fitoquimicos quantitativos
Determinacédo de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado
por meio de espectroscopia UV utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu, de acordo com a
metodologia  descrita por Chaves e
colaboradores (2007). Para isso, o EHE foi
preparado na concentracdo de 1 mg/mL de
metanol de onde tomou-se uma aliquota de
100 pL e adicionou-se a 500 pL do reagente
de Folin-Ciocalteu e 6 mL de 4gua destilada,
agitando-se a mistura por 1 min.

Em seguida, 2 mL de carbonato de
sédio (Na2COs3) 15% foram adicionados a
mistura e agitada novamente por 30 seg, O
volume reacional foi completado com mais 5
mL de agua destilada. A absorbancia das
amostras foi medida ap6s 2 horas, em cubetas
de vidro, a 750 nm, contra o branco constituido
de todos os reagentes menos o extrato.

Para determinar o teor de fendis foi
feito a interpolagcdo da absorbancia da amostra
contra uma curva de calibragdo construida
com padrdes de acido galico (10 a 200 pg/mL)
e expresso como mg de EAG (equivalentes de
acido gdlico) por g de extrato. Todas as
analises foram realizadas em triplicata com
trés repeticbes e os resultados expressos
como valores médios e desvio padréo (DP).

Determinacéo de flavonoides

Para determinar os flavonoides totais
no EHE da S. Cumini foi utilizado o método de
Mbaebie e colaboradores (2012),
caracterizado pela formacédo de um complexo
flavonoide-aluminio. Um volume de 0,5 mL da
solugdo etandlica de cloreto de aluminio
(AICI3) a 2% foi misturado a 0,5 mL de solugéo
metanolica do extrato (1 mg/mL).

Essa mistura foi incubada por 1 h para
0 desenvolvimento de coloracdo amarelada
indicando a presenca de flavonoides. A
absorbancia foi mensurada a 420 nm usando
espectrofotdbmetro UV-VIS. O contelido total
de flavonoides foi determinado a partir de uma
curva de calibragdo construida com padrao
quercetina e expresso como pg de EQ
(equivalente de quercetina) por mg de extrato.

Todas as analises foram realizadas em
triplicata com trés repeticbes e os resultados
expressos como valores médios + DP.

Atividade antioxidante in vitro

Capacidade Sequestradora do radical
DPPH-

A avaliacdo da atividade antioxidante
do EHE foi realizada segundo a metodologia
descrita por Soler-Rivas e colaboradores
(2000). Nesta metodologia, os parametros da
atividade antioxidante foram determinados
pela reacdo do radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilidrazina (DPPH+) em solu¢do metandlica
com os controles (positivo e negativo) e o
extrato, através do monitoramento do
decréscimo da absorbancia do radical (Brand-
Williams e colaboradores, 1995) em
espectrofotdbmetro UVv-VIS (Bioespectro
modelo SP22).

Assim, 50 mL de solucdo estoque de
DPPHe em metanol na concentragao de 40
pa/mL foi preparada, mantida sob refrigeracéo
e protegida da luz. Em seguida, o EHE foi
solubilizado em metanol obtendo uma solucdo
estoque de 500 pg/mL, a partir de entdo
aliguotas foram retiradas e realizadas diluicdes
para obter concentragfes finais de 30, 50, 80,
100, 120 e 150 pg/mL que foram adicionadas
a solugbées de DPPHe perfazendo um volume
reacional de 3 mL.

A leitura das absorbancias utilizadas
para a construgdo da curva de calibragdo do
DPPHe foi realizada a 515 nm, medidas em
cubetas de vidro com percurso 6ptico de 1 cm,
sendo que como branco foram utilizados
metanol e EHE e como controle positivo o
acido galico. As medidas de absorbancia
foram efetuadas em triplicata nos tempos de 1,
5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min (Chaves e
colaboradores, 2007).

A partir dos valores de absorbancia e
da equacéo da curva de calibracéo, no tempo
de 60 min para cada concentragéo testada, foi
determinada a porcentagem de DPPH-
remanescente, calculado de acordo com a
equacao de Brand-Williams e colaboradores
(1995):

%DPPHgen = [DPPH]+ / [DPPH]ro X 100

Em que [DPPH]r é a concentracéo do
radical no meio reacional apés a reacao com a
fragdo e [DPPH]ro € a concentragdo inicial de
DPPH.
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Os parametros para expressar a
atividade antioxidante foram: a concentracéo
efetiva de antioxidante necessaria para
diminuir a concentragcdo inicial do radical
DPPH em 50% (CEso), 0 percentual de inibi¢éo
(P1) e o indice de atividade antioxidante (IAA).

A CEso foi calculada através
do %DPPHrem no tempo de 60 min,
contrastando com as concentragdes das
amostras (Chaves e colaboradores, 2007)
sendo expressa em pug/mL + DP.

O PI foi obtido pela conversado das
absorbancias do EHE na concentracao de 30
pHg/mL no tempo de 60 min.

O IAA foi determinado conforme
Scherer e Godoy (2009), pela equacéao:

I1AA = %DPPHegem (ug/mL) / CEsp (Mg/mL)

Avaliacdo da atividade redox TBARs in
vitro

A capacidade do EHE de inibir a
lipoperoxidagcdo foi determinada através do
monitoramento da producdo de substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS), como
0 malondialdeido (MDA) gerado em meio rico
em lipidio, a quantificacdo de TBARs foi
realizada de acordo com o protocolo descrito
Budni e colaboradores (2007).

Inicialmente, uma aliquota (1000 pL)
de gema de ovo (1% v/v) foi misturada em
tampédo fosfato 20 mmol/lL (pH 7,4) e
homogeneizada em ultrassom (10 seg na
poténcia 4), sendo, em seguida, acrescentada
a aliquotas de 100 pL de solu¢des do EHE em
diferentes concentrac¢des (50, 100, 150 e 200
pg/mL), preparadas no momento do
experimento. A partir de entdo, foi
acrescentado 100 pL da solucdo de sulfato
ferroso (FeSO4, 0,15 mol/L) para induzir a
lipoperoxidacgéo.

Em seguida, os tubos de ensaio foram
incubados a 37°C por 30 min para possibilitar
a ocorréncia de inducdo do dano celular.

Depois do periodo de incubagédo, 500
pL de &cido tricloacético (TCA a 15%) foram
adicionados as misturas para precipitar as
proteinas, que foram removidas apés a
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi recolhido e 500 pL de &cido
tiobarbitrico (TBA a 0,67%) foram
adicionados aos tubos de ensaio que, em
seguida, foram aquecidos a 95°C durante 60
min.

A leitura espectrofotométrica da
absorbéncia foi realizada a 532 nm em

bioespectro UV-VIS, modelo SP22. O ensaio
foi realizado em triplicata com trés repeticées.
Como controle positivo, o Trolox foi usado nas
mesmas concentra¢gfes substituindo o EHE e
para controle negativo foi utilizado tampéo
fosfato. Os resultados foram expressos em
percentual de inibicdo e formagédo de MDA.

Ensaio Biolégico in vivo
Ratos

Foram utilizados 50 ratos Wistar com
peso entre 250 - 350g, obtidos a partir do
biotério setorial do departamento de fisiologia
da Universidade Federal de Sergipe — UFS, os
quais ficaram aleatoriamente alojados em
gaiolas  apropriadas sob  temperatura
controlada (22 = 3°C) com ciclo claro/ escuro
de 12 h (luzes acesas, 06h00 — 18h00), com
livre acesso a alimentacdo especifica para
roedores e agua de torneira.

O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS
(protocolo 58/2016).

Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 5
grupos com n=10 em cada, divididos da
seguinte forma:

1 - Grupo Controle (GC): composto por
animais sedentarios, que ndo receberam
tratamento via oral;

2 - Grupo Extrato (GEHE): composto
por animais sedentarios que receberam EHE
da entrecasca da S. Cumini (200 mg/kg de
peso corporal via oral) durante 21 dias e ndo
foram  submetidos ao  protocolo de
treinamento;

3 - Grupo Exercitado (GE): composto
por animais que foram submetidos ao
protocolo de exercicio e ndo receberam o
extrato;

4 - Grupo Exercitado + Extrato
(GE+EHE): composto por animais receberam
o EHE da entrecasca da S. Cumini (200 mg/kg
de peso corporal via oral) durante 21 dias e
foram  submetidos ao  protocolo de
treinamento.

5 - Grupo Exercitado + Quercetina
(GE+Q): composto por animais que receberam
quercetina (25 mg/kg de peso corporal via oral
— controle positivo) durante 21 dias e foram
submetidos ao protocolo de treinamento.
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Protocolo de Treinamento Intervalado de
Alta Intensidade (HIIT)

Os animais foram submetidos ao
exercicio de natacdo, para isto foram utilizados
cilindros de PVC preto (120 cm de
profundidade e 80 cm de diametro) com agua
na profundidade de 50 cm e temperatura
média de 25 + 2°C, os pesos foram fixados em
um colete localizado no dorso do animal. Para
execucdo do exercicio os animais foram
colocados individualmente nos cilindros de
PVC com agua.

Os animais foram aclimatados em
ambiente aquético com sessdes de natacéo de

Treinamento:
5 sessGes por semana
1x dia

Aclimatagdo

duracéo de 20 min sem carga, por 3 vezes, na
semana que antecedeu a o inicio do protocolo
de treinamento. O protocolo de HIIT foi de
acordo com Terada e colaboradores (2001),
gue consistiu de 10 a 14 periodos de natagao
com duracdo de 20 seg e intervalos de 10 seg
entre cada periodo, realizado 5 dias por
semana durante 3 semanas, sendo a carga
inicial de 10% do peso corporal, aumentando
2% da carga semanalmente.

Apbés 24h do término do ensaio
biolégico, os animais foram anestesiados
adequadamente para a coleta de amostras do
tecido sanguineo, muscular (gastrocnémio),
hepético e cardiaco para posteriores analises.

Eutanasia

= —— - = = e e e e e e = = ==
1 semana 1 3 semanas

1
EHE — 200mg/kg v.0

Quercetina — 25 mg/kg v.0

Figura 1 - Desenho experimental.

Preparo do material biol6gico

Os animais foram anestesiados com
cetamina/xilazina (75mg/kg + 10mg/kg i.p)
(Flecknell, 2009) e o sangue (x 5 mL) foi
coletado através de puncao cardiaca e entdo
foram eutanasiados por dessangramento sob
anestesia.

O sangue, ap6s a coleta, foi
imediatamente centrifugado a 4000 x g por 15
min a £ 4°C e 0 sobrenadante armazenado a *
-70°C.

Paralelamente, os 6rgdos (musculo,
figado e coracdo) foram removidos e, em
seguida, lavados 3 vezes com solugcdo de
cloreto de potassio (KCIl) 1,15%, secos e
pesados. Logo apds, foram homogeneizados
onde cada grama de tecido foi misturada com
5 mL de KCI + 10 pL de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF — 100 mmol. L1) + 15
pL de solucdo Triton a 10% e centrifugada a

3000 x g por 10 min a + -70°C para analises
posteriores dos marcadores de estresse
oxidativo.

Determinacdo da atividade redox protetora
in vivo

Determinacdo de TBARS in vivo

A oxidagdo de lipidios foi determinada
pela medida de substancias reativas ao acido
tiobarbitrico (TBARs) de acordo com o
método descrito por Lapenna e colaboradores
(2001).

Aliquotas de 200 pL das amostras
(sangue e érgaos) 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
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min a 95° C em estufa. O pH da mistura foi
ajustado para 0,9 com HCI concentrado. BHT
foi usado para prevenir a peroxidacgao 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 10> M! cm?! e o resultado de TBARS
expresso em nmol Eq MDA/mL de soro para
as amostras de sangue ou em nmol Eq
MDA/mL soro para os 6rgéaos.

Determinacdo de sulfidrilas totais (ti6is)

Os grupos sulfidrilas (SH) séo
estruturas associadas a proteinas e, portanto,
susceptiveis a danos oxidativos. Sua
quantificacdo revela o nivel antioxidante do
tecido. A determinagdo dos grupos sulfidrilas
foi realizada conforme a metodologia descrita
por Faure e Lafond (1995) em que aliquotas
de 50 pL de amostras (sangue e 6rgaos)
foram misturados em 1 mL de tampéo tris-
EDTA, pH 8,2. Em seguida, foi realizada a
primeira leitura (A) no espectrofotbmetro em
412 nm. Apds a leitura, as amostras foram
transferidas para tubos de ensaio e misturas a
20 pL de DTNB 10 mM diluido em metanol (4
mg/mL), ficando em repouso no escuro. Ao
final de 15 min, a segunda leitura de
absorbéncia (A2) foi realizada. A concentragéo

de SH foi calculada conforme equacao: (A2-
Al) — B x 1,57 mM x 1000 sendo o resultado
expresso em nmol.mg-* tecido.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média
e desvio padrdo (DP). Para observar a
normalidade dos dados foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk. Para avaliar a significancia das
diferencas entre as médias foram utilizados os
testes t de Student e ANOVA de uma ou duas
vias seguido do poés-teste de Bonferroni. Os
valores foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05. Para todos estes
procedimentos foi utilizado o programa
estatistico GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, E.U.A).

RESULTADOS

No presente estudo, a quantificagdo de fenois
totais do EHE mostrou que a entrecasca de S.
Cumini possui 4,65 = 0,14ug EAG/mg de
extrato enquanto o teor de flavonoides foi
11,56 + 0,02 pg de EQ/mg de extrato.

A Tabela 1 ilustra a capacidade
sequestradora do radical DPPH por meio dos
parametros selecionados para esta andlise. O
percentual de inibicdo (Pl) do EHE em
concentracdo de 30 pg/mL apresentou valor
de 90,28% comparavel ao controle positivo,
acido galico, cujo PI foi de 93%.

Tabela 1 - Atividade antioxidante in vitro do EHE da Syzygium cumini (L.) Skeels.

Amostras Pl (%)

CEso(ug/mL £DP) __ IAA

EHE 90,28
Acido gélico  93,00***

13,47 £ 0,01 1,04
2,90 £ 0,05%** 13,81***

Legenda: O percentual de inibigdo (Pl) das amostras a (30 pg/ mL), bem como a concentragdo eficiente em 50% (CEs) foi
calculado no tempo de 60 min. O indice de atividade antioxidante (IAA) foi calculado dividindo o valor da concentragéo final da
amostra pelo CEsp no tempo de 60 min. Diferengas estatisticas foram determinadas pelo Teste t de student’s (p<0,05) ***

p<0,001 vs EHE.

O IAA para o EHE foi considerado
forte ja que este indice classifica o0s
antioxidantes como: fraco quando IAA <0,5,
moderado quando 0,5< IAA <1,0, forte,
guando 1> IAA <2 e muito forte quando I1AA >
2.

O EHE da S. Cumini foi eficaz em
reduzir a concentragcdo de MDA formado em
todas as concentragbes testadas (p<0,001)
(Figura 2).

Dentre elas, a concentracdo de 200
pg/mL (1,10 = 0,14 nmol EqMDA/mL)
apresentou maior percentual de inibicdo, no
entanto ndo foi significativamente maior
guando comparado com a dose de 150 pug/mL
(1,42 + 0,15 nmol EgMDA/mL), embora tenha
sido significativamente maior que as demais
doses menores 50 pg/mL (1,82 £ 0,25 nmol
EqMDA/mL) e 100 pg/mL (1,76 + 0,25 nmol
EgMDA/mL) (p<0,05).
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Figura 2 - Efeito do extrato hidroetandlico da entrecasca (EHE) de Syzygium cumini (L.) skeels sobre
formacéo de MDA induzido por FeS0a4.). *** p<0,001 vs FeSOa4, # p<0,05 vs EHE (50 pg/mL, 100
pg/mL). Determinadas pela ANOVA de duas vias seguido do pds-teste e Bonferroni.
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Figura 3 - Efeito do consumo do extrato hidroetandlico da entrecasca (EHE) da Syzygium cumini (L.)
skeels sobre a concentracdo de malondialdeido (MDA) em tecido sanguineo (A) tecido muscular
(gastrocnemius) (B), tecido hepético (C) e tecido cardiaco (D): GC — grupo controle, GEHE — Grupo
Extrato, GE — Exercitado, GE+EHE — Grupo Exercitado + Extrato, GE+Q — Grupo Exercitado +
Quercetina, (n=10). *** p< 0,001 vs GC, # p<0,05 vs GE. ### p<0,001 vs GE. As diferengas
estatisticas foram determinadas pela ANOVA de uma via com poés teste de Bonferroni.
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O HIIT utilizado no presente estudo
mostrou-se eficiente em induzir o dano
oxidativo nos animais, foi observado um
aumento de 305,6% na produgédo de MDA nos
animais do grupo exercitado (GE) (14,49 =
1,78 nmol EQMDA/mL) p<0,001, em relagéo
ao grupo controle (GC) (3,57 + 1,33 nmol
EqMDA/mL).

O tratamento com EHE (200 mg/kg)
nos animais sedentarios (GEHE) (2,05 + 0,79
nmol EqMDA/mL), demonstrou ndo induzir a
peroxidacao lipidica quando comparado ao
GC. No entanto, o tratamento com EHE (200
mg/kg) nos animais exercitados (GE+EHE)
(8,16 + 0556 nmol EgMDA/mL) foi
significativamente eficaz na redu¢do do dano
oxidativo dos lipidios em 43,6% comparado ao
GE (p<0,001).

A mesma resposta foi observada nos
animais que foram tratados com quercetina
(25 mg/kg) (GE+Q) (7,48 = 0,60 nmol
EqgMDA/mL) apresentando reducéo de 48,3%
em comparagdo ao GE (p<0,001) (Figura 3a).

Quanto ao tecido muscular
(gastrocnémio), observou-se aumento
significativo de 259,2% na concentragdo de
MDA nos animais pertencentes ao GE (9,61 +
1,61 nmol EqQMDA/mg) em relagdo ao GC
(2,85 = 0,63 nmol EQMDA/mg) (p<0,001).

No entanto, nho GE+EHE (7,46 + 0,69
nmol EgMDA/mg) a oxidac¢do lipidica foi
significativamente menor 26,5% (p<0,05)
quando comparado a GE.

O tratamento com quercetina preveniu
em 16,23 % a peroxidacdo lipidica GE+Q
(8,05 = 1,34 nmol EQMDA/mg) no entanto,
essa reducéo nao significativa
estatisticamente.

Paralelamente, no tecido hepatico, o
HIT aumentou significativamente em 452,6%
a lipoperoxidagdo GE (40,85 + 7,05 nmol
EqMDA/mg) (p<0,001), enquanto o tratamento
dos animais com EHE da S. Cumini foi
significativo em atenuar o dano oxidativo de
lipidios em 51,2% GE + EHE (19,97 + 5,95
nmol EgMDA/mg) em relacdo ao GE
(p<0,001). Quanto ao GE+Q (25,14 + 9,33
nmol EgMDA/mg) observamos uma reducdo
significativa de 38,41% comparado a GE
(p<0,001).

N&o houve diferenc¢a significativa entre
GC (7,40 £ 2,32 nmol EQMDA/mg) e GEHE
(8,53 + 3,77 nmol EQMDA/mg) (Figura 3c).

Referente ao dano oxidativo em
lipidios no tecido cardiaco, o presente estudo
demonstrou que o HIT (GE) (18,06 + 2,88
nmol EqMDA/mg) foi significativamente eficaz

em induzir a lipoperoxidacao 215% em relacéo
a GC (5,73 = 2,60 nmol EgqMDA/mg)
(p<0,001).

Entretanto, a administracdo do EHE
(GE+EHE) (12,64 = 2,37 nmol EqMDA/mg)
conduziu a uma diminui¢do significativa na
concentracdo de MDA em 30%(p<0,001)
enquanto com a quercetina (GE+Q) (11,38 +
2,34 nmol EqMDA/mg) foi de 37% ambos
comparados ao GE (p<0,001) (Figura 3d).

Vale ressaltar que ambos o0s
tratamentos citados anteriormente foram
estatisticamente iguais.

O conteddo de grupamento sulfidrila
avaliado no presente estudo indica
indiretamente, o recrutamento do sistema de
defesa antioxidante das glutationas para o
tecido testado.

Neste sentido, observou-se que o
consumo do EHE n&o alterou de forma
significativa o conteldo de tidis nos animais do
GEHE (247,53 = 28,36 nmol/mL) em relagéo
ao GC (242,82 £ 35,85 nmol/mL) em tecido
sanguineo.

No entanto, o sistema foi bastante
utiizado nos animais GE (148,84 + 24,66
nmol/mL), havendo uma reducdo significativa
de 40% (p<0,001), enquanto que 0S grupos
GE+EHE (237,91 + 14,19 nmol/mL) e GE+Q
(227,48 + 25,16 nmol/mg) preservaram o0s
grupamentos sulfidrilas em tecido sanguineo
(p<0,001), ndo houve diferenca significativa
entre GC e GE+EHE (Figura 4a).

No que se refere ao tecido muscular
(gastrocnémio), o GE (255,75 + 20,47
nmol/mg) demonstrou diminuicdo de 44,7%
dos grupamentos sulfidrilas totais quando
comparado ao GC (462,86 + 59,64 nmol/mg)
(p<0,001). Os animais exercitados e tratados
com EHE (GE+EHE) (344,81 + 34,52
nmol/mg) preservou em 34,7% a oxidac¢éo dos
grupos tidis quando comparado ao GE
(p<0,001) (Figura 4b).

Enquanto no tecido hepatico,
observou-se o consumo de 44,6% do GE
(291,92 + 39,66 nmol/mg) comparado ao GC
(537,07 + 82,17 nmol/mg) (p<0,001)
demonstrando a acéo do HIIT sobre os grupos
tidis, enquanto que o consumo diario tanto do
EHE (GE+EHE) (380,74 = 26,27 nmol/mg)
guanto da quercetina (GE+Q) (408,62 + 27,65
nmol/mg) inibiram  significativamente a
oxidacdo dos grupamentos sulfidrilas em 30%
(p<0,05) e 40% (p<0,001) respectivamente em
relacdo ao GE (Figura 4c).

No tecido cardiaco, observou-se uma
reducdo  significativa de  grupamentos
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sulfidrilas em GE (134,83 + 15,14 nmol/mg)
47,2% quando comparamos a GC (255,71 +
37,79 nmol/mg) (p<0,001). O GE+EHE (166,54
+37,10) preveniu 23% da oxidacdo dos grupos
tiéis, embora ndo tenha sido estatisticamente
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(210,36 £+ 31,99 nmol/mg) foi eficaz
significativamente em preservar os
grupamentos sulfidrilas 55,7% em rela¢do ao
GE (p<0,01) (Figura 4d).
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Figura 4 - Efeito do consumo do extrato hidroetandlico (EHE) da entrecasca de Syzygium cumini (L.)
skeels sobre a concentracdo de grupamentos sulfidrilas no tecido sanguineo (A), tecido muscular
(gastrocnémio) (B), tecido hepatico (C), tecido cardiaco (D): GC — grupo controle, GEHE — Grupo
Extrato, GE — Exercitado, GE+EHE — Grupo Exercitado + Extrato, GE+Q — Grupo Exercitado +
Quercetina, cada grupo foi composto por 10 animais. ** p<0,01 vs GC, *** p<0,001 vs GC, # p<0,05
vs GE, ## p<0,01 vs GE, ### p<0,001 vs GE. As diferengas estatisticas foram determinadas pela

ANOVA de uma via com pés teste de Bonferroni.

DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou que o
tratamento com o extrato hidroetandlico da
entrecasca da S. cumini reduziu
significativamente os marcadores de dano
oxidativo em ratos wistar submetidos ao
treinamento de natagdo intervalado de alta
intensidade. A Syzygium cumini apresenta em
sua composi¢cao quimica uma diversidade de

constituintes  fitoquimicos  dentre  eles
destacam-se o0s polifendis (Ayyanar e
colaboradores, 2012; Moreira, 2014; Sharma e
colaboradores, 2008).

Os compostos polifendlicos séo
compostos hidrossoluveis produzidos através
do metabolismo secundéario das plantas,
possuem em sua estrutura quimica hidroxilas
ligadas a seus anéis arométicos. Sao
atribuidas as  hidroxilas a  atividade
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antioxidante dos compostos fendlicos (Bravo,
1998; Sureda e colaboradores, 2014). Os
antioxidantes fendlicos mais comuns na
natureza sdo os flavonoides (Manach e
colaboradores, 2004).

Deste modo, ao analisarmos o teor de
constituintes fendlicos do EHE da S. Cumini,
encontrados no presente estudo, o EHE
demostra ser 96,2% superior ao observado em
estudo realizado com extrato hidroetandlico da
folha da mesma espécie (2,37 mg EAG/qg)
(Verber e colaboradores, 2015).

Dessa forma, estes resultados
corroboram com o estudo realizado por
Moreira (2014), cujo foi demonstrado que o
EHE é superior em teor de compostos
fendlicos em comparagdo com o mesmo tipo
de extrato da folha.

Em relacdo aos demais Orgdos
vegetais da mesma espécie os frutos
demonstram concentra¢cdes menores de fendis
totais ao observado no presente estudo (1,48
mg EAG/g) (Faria e colaboradores, 2011) e
(1,85 mg EAG/g) (Ruffino e colaboradores,
2010). No entanto, para os teores fenélicos o
extrato metanodlico das folhas da S. Cumini
(610 + 9,03 mg EAG/g), demonstrou ser maior
ao EHE.

A literatura demonstra uma associacéo
direta entre os constituintes fendlicos e uma
série de propriedades medicinais, tais como a
atividade antioxidante (Shahidi e
Ambigaipalan, 2015).

O potencial da agdo antioxidante dos
compostos fenodlicos esta relacionado com a
quantidade de hidroxilas presente em sua
estrutura (Heim e colaboradores, 2002).

Dessa forma, esses compostos atuam
reduzindo o radical livre o tornando estavel
apos doarem um elétron da hidroxila ligada a
sua estrutura para esse radical (Markovic e
colaboradores, 2012).

Foi medida a capacidade antioxidante
do EHE da S. cumini pela reducéo do radical
DDPHe, um radical livre que produz uma
coloracdo violeta em etanol, que quando
associado a uma substancia antioxidante ele é
reduzido, havendo desaparecimento da
absorcdo, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia (Chaves e
colaboradores, 2007).

O EHE da S. Cumini apresentou ser
superior quando comparado com extrato
metandlico da semente da mesma espécie
quando comparado o percentual de inibicdo de
ambos frente ao DPPHe (Atale e
colaboradores, 2017).

O percentual de inibicdo indica o
guanto indica o quanto de radicais livres a
substancia antioxidante foi capaz de capturar
em uma concentracdo e um determinado
tempo.

Em adig&o, o EHE da Syzygium cumini
mostrou maior CEsp frente a outros tipos de
extrato e fracGes da mesma espécie (Ruan e
colaboradores, 2008).

A CEso (Concentragdo eficiente 50)
remete a quantidade de antioxidante
necessdria para decrescer a concentracao de
DPPH+ em 50%. Assim, sugerimos que o EHE
apresenta maior atividade antioxidante em
comparacdo aos demais extratos de 6rgdos
vegetais diferentes da mesma espécie, por
necessitar de menos material vegetal para
apresentar uma agao antioxidante semelhante.

Esta variagao no potencial
antioxidante dos diferentes tipos de extrato da
mesma espécie, pode estar relacionado aos
diferentes métodos de extragcdo, uma vez que,
0 tipo de método utilizado influencia
diretamente na quantidade de compostos
fendlicos no extrato, determinando assim, sua
atividade antioxidante (Spagolla e
colaboradores, 2009).

No presente estudo utilizamos o
sulfato ferroso como indutor quimico da
peroxidacdo de lipidios in vitro, a
lipoperoxidacdo catalisada por ions de Fe?*,
ocorre de modo que, o peroxido lipidico
(LOOH) reage com o ion metalico, formando
alcoxila (LO¢), o radical hidroxila (OH*) e Fe3*
(Ferreira e Matsubara, 1997).

O EHE da Syzygium cumini
demonstrou ser eficaz em todas as
concentracbes testadas para inibir a
peroxidacdo lipidica induzida por sulfato
ferroso. Composto como flavonoides
presentes no EHE da S. Cumini apresentam
propriedades quelantes, capazes de
neutralizar os ions de Fe?*, pela complexagéo
da hidroxila ligada ao carbono 3 do anel
fendlico B do flavonoide com o ion metalico,
dessa forma inibindo a Reacdo de Fenton,
impedindo a peroxidacao de lipidios (Arora e
colaboradores, 1998; Kumamoto e
colaboradores, 2001; Markovic e
colaboradores, 2012).

Embora os resultados in vitro
demonstraram um  efeito  antioxidante
promissor do EHE, sua aplicagdo in vivo se faz
necesséaria. Para isso, ratos Wistar foram
submetidos ao treinamento de natagdo
intervalado de alta intensidade e tratados com
EHE, com o objetivo de observar o
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comportamento dos marcadores de dano
oxidativo frente ao tratamento.

O treinamento intervalado de alta
intensidade usando a natacdo foi realizado
utilizando uma carga inicial 10% do peso
corporal do animal chegando até 14% na
Ultima semana.

A intensidade do treinamento foi
definida pela carga, o qual a literatura
demonstra que cargas acima de 6% do peso
corporal do animal na natacdo é tido como
exercicio de alta intensidade (Cunha e
colaboradores, 2009; Gobatto e
colaboradores, 2001).

Variagbes de intensidade, tipo e
duracéo do exercicio influencia diretamente na
producéo de espécies reativas e
consequentemente no dano oxidativo causado
por ele. Exercicios de alta intensidade
demonstram resultar em maior oxidacdo de
lipidios no figado, misculo e sangue (Dos
Santos e colaboradores, 2014; Lamou e
colaboradores, 2016).

Durante a atividade contratil ocorre o
aumento intracelular de Oz, peroxido de
hidrogénio (H2032) e 6xido nitrico (NO), sugere-
se que a a¢do da enzima NADPH oxidase na
membrana plasmatica, citosol celular e reticulo
sarcoplasmatico no musculo esquelético e
cardiaco e também nos tubulos transversos
localizados mulsculo esquelético seja a
principal fonte de producdo de RL associada
ao exercicio fisico (Jackson, 2015; Powers e
colaboradores, 2011).

Ratos submetidos ao treinamento de
natacdo de intervalado de alta intensidade
demonstraram ter sua produgédo de H20: pela
mitocOndria apds 6 semanas de treinamento
(Ramos-Filho e colaboradores, 2015).

Uma vez que, o excesso de H:20:
dentro da célula envolve a maior produgédo do
radical OHe e consequente dano oxidativos
irreversiveis a lipidios, DNA e proteinas
(Pajares e colaboradores, 2015; Schieber e
Chandel, 2014).

Embora utilizamos em nosso estudo
foi utilizado um periodo de treinamento menor,
a frequéncia entre as sessfes também foi
menor, diminuindo assim o tempo de
recuperacao entre elas, o que possibilitou um
maior estresse nos animais.

Contrario a nossa hipétese, Stanovejic
e colaboradores (2016) observaram que a
diminuicdo do tempo de recuperacdo entre as
sessdes de natacdo continua ndo resultou em
estresse oxidativo no tecido cardiaco e

sanguineo de ratos apés 12 semanas de
treinamento.

No entanto, o0s animais realizaram
todo o periodo de treinamento sem carga
adicional e passaram por um periodo de
adaptacdo de 8 semanas até realizacdo do
protocolo de inducdo ao overtraining, que
consistiu em 3 semanas.

Diferentemente, Nnossos animais
passaram por um periodo de aclimatacéo,
dando inicio em seguida ao treinamento com
carga e havendo progressdo da mesma a
cada semana.

Quanto aos efeitos do tratamento com
EHE da S. Cumini em ratos submetidos ao
treinamento de natacdo de alta intensidade,
nosso extrato foi eficaz em atenuar a oxidacéo
de lipidios em todos os o¢rgédos avaliados,
corroborando com esse efeito antioxidante, a
oxidacdo dos grupamentos sulfidrilas também
foi atenuada no figado, muisculo e sangue
desses animais.

A peroxidacgéo lipidica é um importante
indicador de dano oxidativo, consiste
basicamente, na degradacdo membrana
celular por agéo dos radicais livres, sendo
mensurada pela formacéo de MDA, através de
sua complexacdo com &cido tiobarbitarico. A
avaliagdo do dano a lipidios é relacionada
positivamente a condi¢Bes patolégicas como
doenca renal crbnica, doenca cardiovasculares
e diabetes (Garcia e colaboradores, 2013).

Os grupamentos sulfidrilas remete a
utilizacdo do sistema de defesa antioxidante
da glutationas. A molécula de glutationa possui
em sua estrutura o grupo tiol responsavel por
numerosas fungbes no sistema biolégico,
tendo maior importancia no sistema de defesa
antioxidante (Finaud e colaboradores, 2016).

Dados da literatura corroboram com
nossos resultados sobre o efeito antioxidante
do tratamento com extratos da S. Cumini.
Animais diabéticos tratados com S. cumini
tiveram reducdo na concentracdo de MDA e
aumento da concentracdo de enzimas
antioxidantes tais como SOD, CAT e GPx
(Baldissera e colaboradores, 2016; Sharma e
colaboradores, 2012).

Quanto ao uso de extratos vegetais
para reducdo do estresse oxidativo, Dos
Santos e colaboradores (2014) constou que o
tratamento com o extrato hidroetandlico da
folha da Bowdichia virgilioides reduziu tanto as
concentragcdes de MDA quanto as de CK no
tecido muscular e sanguineo.

Embora em nosso estudo ndo foram
avaliados marcadores de dano muscular, a
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suplementacédo a partir de fontes de polifendis
demonstra esti associada tanto com a
reducdo do estresse oxidativo, quanto com a
diminuicdo desses marcadores (Beluirandi e
colaboradores, 2012; Herrlinger e
colaboradores, 2015).

De fato, os flavonoides podem atuar
reduzindo o dano oxidativo pela diminuicdo da
atividade da enzima NADPH oxidase, as
hidroxilas contidas no anel fendlico B dos
flavonoides sdo capazes de se ligarem ao
dominio regulatério C1B da proteina quinase C
0 (PKCd), dessa forma, impedindo a
fosforilagdo do dominio regulatério p47rhox da
NADPH oxidase, diminuindo a sua atividade
(Kongpichirchoke e colaboradores, 2015).

Dessa forma, a suplementagdo com o
extrato da S. cumini, pode surgir como
possivel estratégia para a reducdo do estresse
oxidativo aliado ao exercicio, uma vez que,
atletas submetidos a maiores cargas de
treinamento  demonstram elevacdo nos
biomarcadores de estresse oxidativo, dano
muscular e diminuicdo da performance (Lewis
e colaboradores, 2105; Marin e colaboradores,
2013; Varamenti e colaboradores, 2013).

CONCLUSAO

O EHE da S. Cumini reduziu os
marcadores de dano oxidativo em tecidos de
ratos submetidos ao protocolo de treinamento
de natacdo intervalado de alta intensidade
durante o periodo de 3 semanas. Portanto,
sugere-se que esse efeito seja devido aos
constituintes fendlicos encontrados em sua
composicao quimica.
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