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1- INTRODUÇÃO 

Desde tempos remotos, o homem busca na natureza recursos que possam 

melhorar sua condição de vida visando aumentar suas chances de sobrevivência pela 

melhoria de sua saúde e consequente qualidade de vida 1. 

O exercício físico está atrelado à melhora da saúde, entretanto, alguns estudos 

demonstram que se realizado de forma exaustiva e aguda pode induzir o aumento no 

consumo de oxigênio, eassim, a maior formação de radicais livres e espécies reativas 

de oxigênio (ERO´s) 2, 3. 

Devido a tantas controvérsias, nas últimas décadas os efeitos benéficos e 

nocivos do exercício físico têm sido alvo de discussão entre diversos pesquisadores 4, 5.  

O termo “estresse oxidativo” é utilizado quando ocorre um desequilíbrio entre os 

sistemas pró e antioxidantes, sendo o primeiro sistema predominante. Quando a 

formação dos radicais livres (RL)excede a capacidade de defesa do organismo, 

observa-se dano às moléculas biológicas6.  

A inibição de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos 

antioxidantes, os quais podem ter origem endógena(enzima superóxido dismutase), ou 

serem provenientes da dieta alimentar. Destas últimas destacam-se os tocoferóis 

(vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), polifenóis, selênio e carotenóides 7. Quando 

há limitação na disponibilidade de antioxidantes no organismo, podem ocorrer lesões 

oxidativas de caráter cumulativo.Os antioxidantes são capazes de estabilizar ou 

desativar os radicais. Algumas pesquisas demonstraram alterações na atividade das 

enzimas antioxidantes em resposta à presença de espécies reativas de oxigênio 8-10. 

A romã (Punica granatum, L.) é uma fruta originária do Oriente Médio, rica em 

compostos fenólicos, que exibem forte atividade antioxidante in vitro. Estudos mostram 

que o consumo do suco da fruta traz benefícios relacionados com a prevenção de 

processos oxidativos que começam com a participação de radicais livres 11, 12. 

 

2- JUSTIFICATIVA 

Pesquisadores buscam compreender os mecanismos bioquímicos e fisiológicos 

envolvidos nas respostas agudas e crônicas ao exercício físico13-18. Talvez um dos 



maiores desafios das pesquisas atuais no assunto esteja relacionado à possibilidade de 

descobrir eventos que ocorrem durante a prática do exercício, visando assim 

potencializar a performance, o rendimento dos praticantes, e o ganho em qualidade de 

vida dos mesmos. Para isso, o entendimento do metabolismo do estresse oxidativo 

gerado pelo exercício exaustivo e como controlá-lo faz-se necessário. A avaliação das 

variáveis metabólicas envolvidas no metabolismo oxidativo pode contribuir para o 

entendimento dos fenômenos ocorridos durante ouapós o exercício físico agudo, bem 

como a adaptação ao treinamento (efeito crônico)19.  

Os efeitos benéficos do exercício físico regular e moderado são bastante 

conhecidos, é comum a busca de melhorias quanto à composição corporal e/ou 

condições de saúde através da prática de exercícios. Entretanto essa prática é 

frequentemente acompanhada de uma dieta desequilibrada, descontinuidade do 

exercício e de forma intensa quando realizado 20. Os efeitos deletérios dessa 

associação, quando mantida por um longo prazo, precisam ser investigados, 

possivelmente relacionando-se com a produção exacerbada de RL e esgotamento das 

defesas antioxidantes do organismo. Ainda hoje as respostas existentes são bastante 

conflitantes, e pouco se sabe dos efeitos da intervenção com alimentos ricos em 

compostos com potencial antioxidante em parâmetros que reflitam a manifestação do 

estresse oxidativo em seres humanos fisicamente ativos21. 

O estresse oxidativo é apontado como desencadeador de diversos eventos 

nosológicos, dentre eles: envelhecimento, mutações, câncer, doenças auto-imunes, 

aterosclerose, síndromes demenciais, disfunção renal, artrite reumatóide, enfisema, 

displasia bronco-pulmonar, entre outrasque tanto atingem a população22. 

Visto que o treinamento físico acompanhado de uma baixa ingestão de nutrientes 

antioxidantes representa ao esportista um período de maior vulnerabilidade ao estresse 

oxidativo,é interessante compreender os mecanismos que circundam o realizar do 

exercício, como isso afeta o homem e como barrar os eventos danosos25-27. 

A investigação dos efeitos do consumo da romã em indicadores do estado 

antioxidante e do estresse oxidativo no plasma de animais que realizem a sessão 

aguda de nataçãofornecerá dados que facultem aos profissionais subsídios para o 

planejamento dietético, visando o controle adequado do estresse oxidativo associado 



ao  exercício, além de propiciar valor agregado à romã pelo seu potencial antioxidante, 

não só no quanto ao“estresse oxidativo relacionado ao exercício”, mas também na 

prevenção de patologias relacionadas ao desequilíbrio oxidativo. 

 

3- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1- Estresse Oxidativo 

Quando a formação dos RL excede a capacidade de defesa do organismo, se 

observa dano às moléculas biológicas28. As principais lesões observadas são: 

peroxidação lipídica, carbonilação de proteínas e danos ao DNA, que por sua vez 

ocasiona alteração da função celular 29. 

A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial pode ser uma das maiores 

fontes de agentes oxidantes. A hipótese de que a mitocôndria é o sítio primário da 

geração de ERO´s durante o exercício é mantida por evidências indiretas de dano 

oxidativo mitocondrial pós exercício exaustivo, assim como a adaptação de enzimas 

mitocondriais antioxidantes, como a superóxido dismutase dependente de manganês 8. 

A realização de exercício físico agudo, principalmente se exaustivo e inabitual, 

agrava os níveis de estresse oxidativo, quer nos músculos esqueléticos recrutados ou 

em diferentes órgãos e tecidos associados com a regulação da homeostasia orgânica. 

A grandeza deste processo está intimamente dependente da duração, intensidade e do 

tipo de exercício efetuado30. O mecanismo responsável pelo aumento dos níveis de 

estresse oxidativo inclui principalmente a elevação do consumo de oxigênio (O2) (Figura 

1)31. 

 

 
Figura 1 – Geração de ERO a partir da redução do oxigênio. 

 



As ERO´s são produzidas na membrana citoplasmática, no retículo 

endoplasmático,nos lisossomos, nas mitocôndrias, nos peroxisomas e no citosol. Sua 

produção é proporcional à quantidade de oxigênio consumida pelas mitocôndrias num 

determinado tempo e, por conseguinte, aumenta durante a atividade física32. 

Apesar da atividade anaeróbia ser executada independente do aporte de 

oxigênio, a produção excessiva de ERO´s tem sido observada durante o exercício. 

Neste, ocorre estresse metabólico com aumento da degradação de ATP, ativando o 

mecanismo xantina oxidase, com produção adicional de O2
33. 

O exercício físico inabitual e exaustivo induz mudanças estruturais, ultra-

estruturais e bioquímicas de caráter focalizado e reversível. Estas alterações são 

características de uma patologia aguda denominada por miopatia do exercício34. 

Contudo, alguns autores sugerem que o principal efeito do estresse oxidativo se 

dá alongo prazo, na indução especialmente do “overreaching”, que se trata do estado 

inicial da síndrome de “overtraining”. O overreaching se caracteriza por um desbalanço 

metabólico, prejudicando principalmente a produção de ATP e a re-síntese de proteínas 

oxidadas,situação que, se mantida cronicamente, pode levar a síndrome de overtraining 
9. 

 

3.2- Radicais Livres 

Moléculas orgânicas e inorgânicas e átomos que contêm um ou mais elétrons 

nãopareados, com existência independente, podem serclassificados como radicais 

livres 35. Tal configuração faz dos radicais livres moléculasaltamente instáveis, com 

meia-vida curta e quimicamente muito reativas (Figura 2). A presença dosradicais livres 

é crítica para a manutenção de muitas funções fisiológicas normais36. 

 

Radical superóxido (O2) 

É formado após a primeira redução do oxigênio e ocorre em quase todas as 

células aeróbicas, sendo produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, 

monócitos, macrófagos e eosinófilos37. 

 

Radical hidroperoxila (HO2) 



Representa a forma protonada do radical superóxido, ou seja, possui o próton 

hidrogênio. Evidências indicam que o radical hidroperoxila é mais reativo que o 

superóxido, por sua maior facilidade em iniciar a destruição de membranas biológicas38. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Redução tetravalente do oxigênio molecular na mitocôndria até a formação de 

água. 

Fonte: Adaptado de Ferreira, (1997)22. 

 

Radical hidroxila (OH) 

É considerada a espécie reativa do metabolismo do oxigênio mais reativa do 

sistema biológico. A combinação rápida do OH com metais ou outros radicais no próprio 

sítio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Dessa forma, se a hidroxila for 

produzida próximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderão ocorrer 

modificações de bases purínicas e pirimidínicas, levando à inativação ou mutação do 

DNA. Além disso, a hidroxila pode inativar várias proteínas (enzimas e membrana 

celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode 



iniciar a oxidação dos ácidos graxos polinsaturados das membranas celulares 

(lipoperoxidação)39. 

 

Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Não é considerado um radical livrepela ausência de elétrons desemparelhados 

na última camada. O H2O2 é um metabólito do oxigênio extremamente deletério, pois 

participa da reação que produz o OH. O H2O2 tem vida longa, e é capaz de atravessar 

camadas lipídicas, reagir com a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas ao 

Fe++5.  Dessa forma é altamente tóxico para as células; esta toxicidade pode ser 

aumentada de dez para mil vezes quando em presença de ferro40. 

 

Oxigênio singlet (O2) 

É a forma excitada do oxigênio molecular. Não possui elétrons desemparelhados 

em sua última camada. O O2tem importância em certos eventos biológicos, mas poucas 

doenças foram relacionadas à sua presença37. 

 

Embora as espécies reativas de oxigênio possam ser mediadoras de doenças, 

sua formação nem sempre é deletéria, como na defesa contra a infecção, quando a 

bactéria estimula os neutrófilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de 

destruir o microorganismo. Contudo, poderão ocorrer vários eventos nosológicos, se 

houver estímulo exagerado na produção dessas espécies, e se a ele estiver associada 

uma falha da defesa antioxidante41, 42. 

 

3.3- Radicais Livres e Exercício Físico 

O organismo humano é dotado de uma incrível capacidade de se adaptar a 

variados estresses (internos e externos) aos quais é submetido, entretanto, se a 

exposição ao estímulo causador do estresse for frequente, o organismo sofre 

adaptações na tentativa de recuperar a dinâmica temporal dos sistemas orgânicos. 

Dessa forma, o exercício constitui um estresse e as correspondentes adaptações 

incluem: a melhora da função cardiovascular, as alterações da composição corporal e 

da pressão arterial, o aumento da tolerância à glicose e as alterações bioquímicas 



celulares. A despeito do grande número de adaptações positivas que ocorrem como 

resultado da prática habitual de exercício físico, dados da literatura têm postulado que 

tal prática, em certos casos, pode gerar eventos danosos ao organismo, superando as 

adaptações positivas. Dentro desse contexto, a produção de radicais livres em excesso 

e potencias danos celulares é um exemplo de efeito indesejável do exercício43, 44. 

Os radicais livres do oxigênio abarcam o radical superóxido, o peróxido de 

hidrogênio e o radical hidroxila. A sua ativação pode causar processos traumáticos nos 

tecidos pelo desencadeamento de diversas cadeias de reações 45. 

Já se sabe claramente que o exercício físico intenso e contínuo é acompanhado 

pela produção de radicais livres que causam alterações das membranas celulares, o 

que provoca uma lesão de fibras musculares, acompanhada por um processo 

inflamatório, conduzindo-o a uma redução da função muscular com a liberação de 

enzimas musculares, alterações histológicas evidentes e dor muscular46. 

Acredita-se em diferentes causas para explicar essas variações, o alto grau de 

estresse provocado pelo exercício, alterações da microcirculação,produção de 

metabólitos tóxicos, e depleção intramuscular dos substratos energéticos são alguns 

fatores investigados. O dano muscular inicial é seguido por alterações secundárias, 

entre as quais estão incluídos desequilíbrios eletrolíticos, desequilíbrios do metabolismo 

mineral, dos reguladores metabólicos (vitaminas) e uma resposta inflamatória celular47. 

Sabiamente as células dos organismos aeróbios são dotadas de mecanismos de 

defesa antioxidante, que possui a função de inibir ou atrasar a ação oxidativa dos 

radicais livres. A proteção do organismo dos efeitos deletérios da utilização do oxigênio 

no processo de respiração celular é feita através de um sistema antioxidante complexo, 

constituído de diversas enzimas e substâncias antioxidantes48. 

 O principal sistema de defesa antioxidante é constituído por enzimas como: 

superóxidodismutase, catalase e glutationa peroxidase, para decomporem o ânion O-, 

H2 O2 e hidróxidos49. 

 Espécies reativas de oxigênio são formadas durante o metabolismo normal por 

processos enzimáticos e não enzimáticos, e, continuamente, causam danos a lipídios, 

proteínas e ácidos nucléicos celulares39. 



Através da realização de exercícios regulares, diferentes componentes do 

sistema de defesa contra os radicais livres aumentam nos tecidos50. Assim, a literatura 

demonstrou que o treinamento promove um aumento da atividade enzimática 

antioxidante muscular21, 45, 51. Ainda não está bem elucidado qual é a duração e a 

intensidade ideais de exercício que conduzem à máxima estimulação dessas enzimas, 

o que se sabe é que o treinamento induz a produção das enzimas antioxidantes. 

Também, depois do exercício é observado um aumento plasmático de tocoferol, ácido 

úrico e ácido ascórbico, substâncias que possuem uma potencial atividade 

antioxidante52. 

Portanto, o exercício físico é uma condição que exerce influência sobre o balanço 

entre o ataque oxidativo e mecanismos de defesa antioxidante, gerando durante o 

exercício físico, reações químicas que implicam na formação dos ERO´s (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3– Mecanismos da síntese de ERO durante e após exercícios anaeróbios  

Fonte: Adaptado de Cruzar, Rogero et al., (2007) 21. 

 

3.4- Radicais Livres e Seus Efeitos 



São exemplos de ERO's o ânion radical superóxido (O2),o radical hidroxila (OH) 

e o radical peroxila (ROO). As espécies reativas do nitrogênio (ERN's) incluem os 

radicais peroxinitrito (ONOO), óxido nítrico (NO) e dióxido de nitrogênio (NO2)
53. 

Como foi dito anteriormente, os radicais livres são formados durante processos 

fisiológicos comuns, podendo as ERO's serem produzidas por leucócitos e também 

pelas mitocôndrias durante o processo respiratório, desempenhando papel de 

sinalizadores celulares. O desbalanceamento entre a produção de radicais livres e o 

sistema de defesa antioxidante pode conduzir a alguns estados patológicos54, 55. 

O alicerce do desenvolvimento de diversas doenças crônicas parece estar 

relacionado à quantidade de radicais livres presentes no organismo e os produtos 

subsequentes formados nas reações iniciadas por eles. Alterações nas membranas 

celulares podem levar a transtornos de permeabilidade, alterando o fluxo iônico e de 

substâncias, provocando dessa forma, a perda da seletividade para a entradaou saída 

de nutrientes e substâncias tóxicas à célula, alteração do DNA, e comprometimento dos 

componentes da matriz extracelular (proteoglicanos,colágeno e elastina)56, 57. 

 

3.5- Estresse oxidativo e suas implicações nas doenças 

A lesão oxidativa à biomoléculas pelas ERO´s e ERN´s e demais radicais livres 

está relacionada com mecanismos patológicos e bioquímicos, implicados na origem ou 

no desenvolvimento de certas enfermidades crônicas não transmissíveis. Por 

conseguinte, há o aumentodo risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares 

(como arteriosclerose e infarto do miocárdio), de câncer, de envelhecimento precoce, 

de enfermidades oculares, dentre outras35, 58. 

Na tabela 1 encontram-se relacionadas as principais condições clínicas 

associadas ao estresse oxidativo. 

 

Tabela 1 - Principais condições clínicas associadas ao estresse oxidativo. 

Aterosclerose Esclerose Múltipla 
Câncer Pancreatite 
Disfunção Pulmonar Doenças Inflamatórias Intestinais, Colite 
Cataratas Doença de Parkinson 
Artrite e Doenças Inflamatórias Oxidação Neonatal de Lipoproteínas 
Diabetes Reação à Drogas 



Choque, Trauma e Isquemia Lesões de Pele 
Doença Renal e Hemodiálise Envelhecimento 
  AIDS 

Fonte: Adaptado de Rebuglio Vellosa, Chibinski Parabocz et al.,(2013) 59. 

 

Estudos epidemiológicos, clínicos, e de intervenção, demonstram cada vez mais, 

evidências de que os antioxidantes podem prevenir ou diminuir o desenvolvimento de 

muitas doenças38, 60, 61. 

3.6- Organismo e equilíbrio redox 

Os efeitos deletérios causados pelo acúmulo de espécies reativas podem ser 

minimizados através da ação de compostos antioxidantes. Os compostos antioxidantes 

apresentam a capacidade de reagirem com os radicais livres e como resultado da 

reação, espécies estáveis e menos reativas são formadas, diminuindo os danos que 

podem suceder após o evento oxidativo. Além disso, os antioxidantes também podem 

participar de mecanismos diversificados como, por exemplo, na interação com os 

receptores celulares, na modulação de vias sinalizadoras, na ação sobre o ciclo celular, 

na expressão de genes supressores de tumor, na apoptose, na modulação da atividade 

das enzimas detoxificantes, dentre outros 62, 63. 

 

3.7- Antioxidantes 

Um antioxidante é definido como uma substância que, em baixasconcentrações, 

retarda ou previne a oxidação do substrato. Quando o mecanismo de ação do 

antioxidante se der através de sua reação com o radical livre, o novo radical formado 

deve ser estável e incapaz de propagar a reação 64. 

Os antioxidantes podem ser classificados como primários e secundários, de 

acordo com o mecanismo de combate aos radicais livres.Os antioxidantes primários 

atuam como doadores de prótons, impedindoo processo de iniciação desencadeado 

pelos radicais livres. Nesta classe deantioxidantes são encontrados os compostos 

fenólicos, tocoferol, aminoácidos,carotenóides e os antioxidantes sintéticos 65. Já os 

antioxidantes secundários atuam no bloqueio da decomposição dosperóxidos e 

hidroperóxidos, convertendo-os na forma inativa por ação deagentes antioxidantes, 

bloqueando a reação em cadeia através da captação deintermediários reativos, como 



os radicais peroxila e alcooxila. Nesta categoria encontram-se os antioxidantes 

sintéticos, os compostos fenólicos e as vitaminas A, C eE66. 

Outra classificação divide os antioxidantes em sintéticos e naturais.Os sintéticos 

são comumente usados na indústria alimentícia, paraaumentar a vida de prateleira de 

alimentos lipídicos ou que contenham lipídeosem sua composição. São exemplos de 

antioxidantes sintéticos: obutilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA), o 

propilgalato (PG) e oterciobutilhidroxinona (TBHQ). Já os antioxidantes naturais são 

aqueles formados pelo nosso organismo 3. 

 

Antioxidantes endógenos ou naturais 

O organismo conta com um sistema endógeno de defesa contra osradicais livres, 

que é formado pelas enzimas catalase (CAT), glutationaperoxidase (GPx), glutationa 

redutase (GR), glutationa-s-transferase(GST) esuperóxidodismutase (SOD)67. 

Essas enzimas atuam de forma coordenadaentre si e a ação antioxidante no 

organismo depende do equilíbrio entre fatoresque levam à sua ativação ou inativação. A 

defesa antioxidante endógenatambém é completada pela presença de compostos de 

baixo peso molecular (ácido úrico, bilirrubina, ubiquinona e albumina) 68. 

Visando a proteção dos tecidos contra possíveis danos causados pelos ERO´s, 

as enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx, GST e GR, parecem responder de 

maneira adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e órgãos de indivíduos 

treinados, embora haja contradições 69-71, 72. 

 

SOD 

A superóxido dismutase (SOD) foi a primeira enzima antioxidante descoberta que 

metabolizava ERO´s. (Figura 4) 73. 

O termo superóxido dismutase tem sido usado para uma variedade de enzimas 

que catalisam a reação de dismutação do radical superóxido em peróxido de hidrogênio 

e oxigênio molecular, 222
-

2 2O2 OOHH +→+ +•

, e é considerada, juntamente com a 

catalase, como a primeira linha de defesa contra as ERO, influenciando a concentração 

de 
-

2O•

e H2O2, os dois substratos para a reação de Haber-Weiss22. 
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Em sistemas biológicos, o radical superóxido (
-

2O•

) só pode ser formado na 

presença de oxigênio molecular (O2), que é variável para os diferentes tipos de célula, 

pode-se esperar que o nível de SOD seja sensível ao grau de oxigenação. No entanto, 

não se sabe se o oxigênio molecular é o próprio indutor, ou se é o radical superóxido 

que serve de controle da função enzimática 74, 75. 

 

 
Figura 4 -Estrutura da superóxido dismutase-ferro de Escherichia coli. 

Fonte: Salvador e Henriques, (2004)76. 

 

CAT 

A catalase (CAT) é a segunda enzima que atua na desintoxicação celular(Figura 

5). A CAT reduz o H2O2 em H2O e O2. Tal enzima compartilha essa funçãocom a 

glutationaperoxidase (GPx), embora a especificidade e afinidade com o substrato sejam 

diferentes48. 

A enzima catalase de vários organismos contém principalmente um grupo heme 

e sua localização subcelular, predominantemente nos mamíferos, é nos peroxissomos, 

onde catalisa a reação de dismutação do peróxido de hidrogênio, quando presente em 

altas concentrações, em água e oxigênio molecular77. 



 

OHOOH 2222 22 +→
 

 

 Um papel antioxidante importante da catalase é diminuir o risco de 

formação do radical hidroxila pelo H2O2 via reação de Fenton catalisada por íons Cu e 

Fe 77. 
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 A catalase liga-se ao NADPH, o qual protege a enzima da inativação e 

aumenta sua eficiência 78. 

 

 
Figura 5 -Estrutura da catalase do eritrócito humano. 

Fonte: Salvador e Henriques, (2004)76. 

 

GPx 

A glutationaperoxidase (GPx) é uma enzima que catalisa a redução de H2O2 e 

hidroperóxidos orgânicos (ROOH) em H2O e álcool respectivamente, usando a 

glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons, que se transforma em glutationa 

oxidada (GSSG) (Figura 6) 73. 

Há pelo menos quatro isoformas da glutationa peroxidase em mamíferos, todas 

contendo selenocisteína 79. 
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forma reduzida é uma etapa essencial para manter o sistema de proteção celular 

perfeito em funcionamento83. 

 

GST 

A glutationa-S-transferase (GST) é uma enzima essencial para a proteção aos 

danos de compostos potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente 

serem eliminados do organismo 84, 85. 

A GST catalisa a conjugação da glutationa a uma gama de substratos 

hidrofóbicos eletrofílicos, durante a fase II da biotransformação (Figura 7). Diversas 

GST’s foram caracterizadas em animais, associadas à metabolização de compostos 

xenobióticos e toxinas. Além de participarem em processos de desintoxicação por 

formação de conjugados com a glutationa reduzida (GSH), as GSTs possuem papel no 

metabolismo de produtos secundários, incluindo a estabilização de flavonóides, e atuam 

com a peroxidase na redução de hidroperóxidos a monohidróxi-álcool durante o 

estresse oxidativo 86. Estas enzimas são codificadas por uma família de genes, cada 

uma produzindo isoenzimas com ampla especificidade de substratos. Apesar de 

catalisarem reações similares, as GST’s possuem pouca identidade de seqüência de 

aminoácidos, e estão presentes no citosol de muitas células catalisando a conjugação 

do tripeptídeo glutationa em uma variedade de compostos87. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 7. Esquema simplificado da biotransformação do benzo(a)pireno. a) Fase I: enzimas do 

citocromo P450, por exemplo, EROD iniciam processo de oxidação do xenobiótico. b) Durante o 

processo de biotransformação ocorre geração do íon superóxido (O
2

-.
) que é dismutado 

gerando peróxido de hidrogênio (H
2
O

2
). c) A catalase (CAT) atua degradando o H

2
O

2 
formado. 

d) Fase II: reação enzimática, a qual se conjuga a glutationa utilizando, por exemplo a GST, 

para eliminação do organismo por excreção biliar, ou por excreção urinária, através de reação 

da substância a ser eliminada, com a uridinglucoronil transferase (UGT’s). e) Em caso de 

deficiência do sistema antioxidante, pode ocorrer a peroxidação lipídica (LPO) com formação de 

hidroperóxidos. Como a substância formada é, normalmente, mais reativa que a original, como 

o benzo(a)pireno-7-8-diol9,10epóxido, pode ligar-se com o DNA e formar aduto (quebra) de 

DNA e desencadear o início do processo de formação do câncer. 

Fonte: Adaptado de Lionel e Marta, (2003)88. 

 

3.7.1- Antioxidantes Alimentares 

A hipótese de que a dieta afeta o dano oxidativoin vivo baseia-seno fato dos 

alimentos proporcionarem tanto substâncias antioxidantes, nutrientes ounão nutrientes, 

com capacidade para combater os radicais livres, comosubstratos oxidáveis (ácidos 

graxos poliinsaturados - PUFA) e traços de metaiscom ação catalítica (Fe2
+, Cu+). 

Dessa forma, os alimentos podem exercerefeitos positivos e negativos no equilíbrio 

entre o dano oxidativoena ação antioxidante 89. 

Essa afirmação mostra-se muito simples dianteda complexidade de 

funcionamento do organismo humano. Além do mais,existem algumas lacunas com 

relação aos antioxidantes, tais como: ainexistência de uma recomendação para cada 

antioxidante, a falta depadronização quanto ao real valor antioxidante dos alimentos, e 

os possíveisefeitos tóxicos da administração de elevadas doses de antioxidantes. 

Na categoria dos antioxidantes alimentares encaixa-se os carotenóides e as 

vitaminas E e C, com reconhecida propriedade antioxidante entre os não nutrientes, 

citam-se oscompostospolifenólicos90. 

 

Vitamina E 

A vitamina E é um antioxidante lipofílico que pode reduzir radicais livres tais 

como os lipoperóxidos. Entretanto, altas doses de vitamina E são responsáveis pela 



propagação da peroxidação lipídica, podendo inclusive diminuir a atividade das enzimas 

SOD e CAT73. 

Ocorre naturalmente em alimentos sob duas formas: a forma reduzida 

(geralmente designada como ácido ascórbico) e a forma oxidada (ácido 

desidroascórbico) (Figuras 8 e 9). Ambas são fisiologicamente ativas e podem ser 

encontradas nos tecidos orgânicos. Uma nova oxidação do ácido desidroascórbico para 

o ácido dicetogulônico produz uma inativação irreversível da vitamina 91. 

 
 

 

Figura 8 - Fórmula estrutural do ácido L-ascórbico. 

Fonte: Bobbio e Bobbio, (2003)92. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Fórmula estrutural do ácido L-desidroascórbico. 

Fonte: Bobbio e Bobbio, (2003)92. 

 

Vitamina C 



A vitamina C é solúvel em água e desempenhaum papel metabólico essencial in 

vivo. Está presente no compartimento citosólico da célula, servindo como um doador de 

elétrons para os radicais da vitamina E gerados na membrana celular durante 

oestresseoxidativo8. Essa vitamina é reconhecida como uma boa varredora de EROs, 

auxiliando na reciclagem da vitamina E in vivo. No entanto, na presença de metais de 

transição, como ferro e cobre, a vitamina C pode tornar-se um pró-oxidante, gerando 

EROs. Felizmente, como esses metais estão disponíveis em quantidades muito 

limitadas in vivo, aspropriedades antioxidantes da vitamina C predominam sobre as 

oxidantes (Figura 10)93. 

 

 
Figura 10 - Estrutura vitamina C. 

Fonte: Rosa, Godoy et al.,(2007)94. 

Carotenóides 

São pigmentos naturais que possuem um papel muito importante nafisiologia dos 

vegetais; conferindo-lhes cor e participando da fotossíntese,conjuntamente com a 

clorofila. Muitos dos carotenóides presentes nos vegetaisapresentam atividade de pró-

vitamina A e atividade antioxidante95.  

Podem capturar de forma eficiente radicais de oxigênio singlet e 

radicaisperoxila96. 

 

3.8- Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos de plantas enquadram-se em diversascategorias como: 

fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados deácidosbenzóico e cinâmico), cumarinas, 

flavonóides, estilbenos,taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e ligninas97. 

A estrutura básica de um flavonóide pode ser observada na Figura 11. 



 

 
Figura 11 - Estrutura química geral de um flavonóide: dois anéis aromáticos (A e B) e 

um anel intermediário (C). 

 

Dentre as diversas classes de substâncias antioxidantes de ocorrência natural, 

os compostos fenólicos têm recebido atençãonos últimos anos, sobretudo por inibirem a 

peroxidação lipídica e alipooxigenase in vitro98. 

A atividade antioxidante de compostos fenólicos deve-se principalmente às suas 

propriedades redutoras e estrutura química (Figura 12). Estascaracterísticas 

desempenham um papel importante na neutralizaçãoouno sequestro de radicais livres e 

quelação de metais de transição,agindo tanto na etapa de iniciação como na 

propagação do processooxidativo. Os intermediários formados pela ação de 

antioxidantesfenólicos são relativamente estáveis devido à ressonância do 

anelaromático presente na estrutura destas substâncias97. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Compostos fitoquímicos presentes em alimentos vegetais. 

Fonte: Adaptada de Lima, (2008) 99. 

 

Na indústria alimentícia, a oxidação lipídica é inibida por sequestradores de 

radicais livres. Os compostos mais utilizados comesta finalidade são: o butil-hidroxi-

anisol, butil-hidroxi-tolueno, terc-butil-hidroxi-quinona, tri-hidroxi-butil-fenona e galato de 

propila, conforme citados no item 3.7. Alguns estudos demonstraram a possibilidade 

destes antioxidantes apresentarem alguns efeitos tóxicos97. Em função dos possíveis 

problemas provocados pelo consumode antioxidantes sintéticos, as pesquisas do ramo 

focam-se na tentativa de encontrar substitutos naturais com atividade antioxidante97. 

Os não flavonóides são compostos benzóicos e cinâmicos, 

chamadoscomumente de ácidos fenólicos, estes contêm um anel aromático com 

pelomenos um grupo hidroxila e com diferentes grupos funcionais(aldeídos, alcoóisou 

ácidos) que podem formar ésteres com os ácidos orgânicos, ou unir-se aaçúcares. 

Outros compostos de natureza fenólica sãoosestilbenos e lignanos,ede forma 

polimerizada os taninos e ligninas 100. 

Abaixo, nas Tabelas 2 e 3, é apresentado as funções e localização celular dos 

principais antioxidantes. 



 

Tabela 2 - Propriedades e localização dos principais antioxidantes enzimáticos. 

Adaptada de Powers e Lennon et al., (1999) 10. 

Antioxidantes 
Enzimáticos Localização Celular Propriedades 

Mn-SOD Mitocôndria Dismutação dos radicais superóxidos 

Cu, Zn-SOD Citosol Dismutação dos radicais superóxidos 

GSH peroxidase Citosol e Mitocôndria Remoção do H2O2 e hidroperóxidos orgânicos 

Catalase Citosol e Mitocôndria Remoção do H2O2 

 

 

Tabela 3 - Propriedades e localização dos principais antioxidantes não enzimáticos. 

Adaptada de Powers e Lennon et al., (1999) 10. 

_____________________________________________________________________ 

Antioxidantes 
Não-enzimáticos Localização Celular Propriedades 

Vitamina E Membranas Celulares 
Antioxidante mais atenuante contra a peroxidação 

lipídica 

Vitamina C Citosol Elimina uma longa variedade de EROs da fase aquosa 

GSH Citosol e Mitocôndria Remoção do H2O2 

 

Não existe uma recomendação para o consumo de compostos fenólicos, e há 

entraves para estimar o consumo, haja vista aausência de tabelas em que constem 

dados da composição fenólica dos alimentos. Inexiste tambémuma uniformidade de 

metodologia para identificaçãoe quantificação da atividade antioxidante desses 

compostos. Estima-seentretanto, que o consumo mundial varie de 150 a 1000 

mg/dia101. 

3.8.1- Compostos Fenólicos e seus Efeitos 

Dados da literatura mostram evidências que o consumo de compostos fenólicos 

traz benefícios ao organismo, e este fato estaria associado ao seu poder antioxidante. 

Podemos citar a ação dos fenólicos presentes no vinho tinto,que são capazes de inibir a 

oxidação da LDL in vitro. Este fato sustenta a explicação para o paradoxo francês, 

apesar do alto consumo de lípides, a população estudada apresenta boa equalização 



dos valores relativos às lipoproteínas, o que foi relacionado ao elevado teor de 

flavonóides provenientes da dieta102. Também o estudo epidemiológico intitulado 

“Zupthen” realizado na Holanda, mostrou a correlação inversa entre a incidência de 

risco de doença coronariana e o consumo diário de flavonóides 103.Os compostos 

fenólicos da dieta poderiam inibir a carcinogênese, afetando os eventos moleculares em 

todos os estágios do processo, resultando em uma redução potencial do risco de 

câncer de forma possivelmente mais efetiva do que quando aplicado topicamente ou 

injetado38.  

Devido a sua propriedade antioxidante os compostos fenólicos podem inativar as 

espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, que desempenham papel importante na 

carcinogênese. Outra forma de prevenção do processo carcinogênico se dá pela 

estimulaçãoda excreção de substâncias xenobióticas e seus intermediários estranhos 

ao organismo, e por isso potencialmentecarcinogênicas. Os fenólicos poderiam também 

ter um papel nos estágios mais avançados do desenvolvimento do câncer, se o dano foi 

causado e os mecanismos ativos de reparo do DNA falharem, a célula iniciada pode ser 

morta por apoptose. Tais compostos têm sido relatados como estimulantes da apoptose 
104, 105. 

Jardini, (2011) pôde observar em seu estudo uma redução na produção de 

espécies reativas intracelulares e efeitos sobre a proliferação e a viabilidade em 3 

linhagens de células (Caco-2, HeLa e MDCK) quando tratadas com extrato aquoso da 

polpa de romã e também com a fração da polpa106. 

Estudos com frutas do cerrado englobando araticum, lobeira, cagaita, pequi e 

banha de galinha, mostraram altíssimos conteúdos de compostos fenólicos, dotados de 

alta capacidade em sequestrar radicais livres do meio 107, 108. 

Embora tenham sido realizados diversos estudos comprobatórios da atividade 

antioxidante dos ácidos fenólicos in vitro, pouco se sabe a respeito do comportamento 

destas substâncias in vivo. Há poucas evidências que levam a crer na ação destas 

substâncias no sistema biológico de forma similar à vitamina C no processo de 

regeneração do -tocoferol 109. 

 

3.9- Métodos de Avaliação da Capacidade Antioxidante 



Tendo em vista uma rápida avaliação da capacidade e eficácia antioxidante de 

compostos químicos ou extratos vegetais, bem como o estudo dos mecanismos de 

ação antioxidante, estão descritos na literatura diversos trabalhos38, 110-112. Na maioria 

dos casos, correspondem a testes de estabilidade acelerados, em que se determina a 

extensão da oxidação de um lipídio usado como substrato113. A atividade antioxidante 

varia de acordo com o tipo de composto e sua concentração 113. 

A determinação da atividade antioxidante dos alimentos, além depredizer o 

potencial antioxidante antes de ser ingerido, éessencial para avaliar a proteção contra a 

oxidação e a deterioração domesmo, reações que podem levar à diminuição da sua 

qualidade e do seuvalor nutricional114. 

Os métodos que determinam a atividade antioxidante de alimentos 

sãoclassificados em dois grupos, o primeiro se baseia na captura deradicais livres, e o 

segundo, na determinação da oxidação de uma molécula alvo113. 

 

3.9.1- Determinação da oxidação de moléculas 

A oxidação das proteínas pelos radicais livres leva à formação de grupos 

carbonila, que podem ser detectados pela reação com o 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DPPH) ou por técnicas de ELISA99. 

As técnicas de determinação in vitro da oxidação lipídica têm sido muito 

estudadas. Os substratos lipídicos são diversos: o ácido linoléico, os ésteres metílicos 

dos ácidos graxos e a LDL, outro substrato muito empregado são os lipossomos. A 

oxidação pode ser iniciada pela adição de íons metálicos (Cu+, Fe2
+), de AAPH [2,2-

azobis(aminopropano)diidroclorido], de peróxido de hidrogênio, ou ainda pela aplicação 

de calor 115. 

A oxidação dos ácidos graxos insaturados leva à sua quebra, com consequente 

formação, dentre outros compostos, do malonaldeído (MDA), que pode ser determinado 

pelo método TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico), no qual se faz 

reagir o MDA com o ácido tiobarbitúrico para formar um pigmento rosado, que 

apresenta um máximo de absorção a 532-535 nm 116. 

 

3.9.2- Determinação da captura de radicais livres 



Nos últimos anos, desenvolveu-se a técnica analítica de espectrometria de 

ressonância de spin de elétrons (ESR). A vida média dessas espécies é muita baixa 

(entre 10-9 e alguns segundos), dessa forma não se consegue realizar a medida de 

forma direta, que é feita acoplando o radical livre a um composto nitroso capaz de, com 

ele, formar um aduto115. O aduto é um complexo estável e pode ser detectado por ESR. 

Esse método ainda é pouco utilizado, em face do alto custo de instrumentação115. 

 

3.9.3- Método do radical ABTS+ 

Consiste na produção do radical ABTS+ a partir do ácido 2,2-azino-bis- (3-

etilbenzotiazolin)-6-sulfônico, que é seu precursor. Ele pode ser utilizado tanto para 

amostras hidrossolúveis quanto lipossolúveis, tornando-o um teste vantajoso e sendo 

empregado na análise de compostos extraídos de alimentos, e também em amostras 

biológicas (Figura 13) 117, 118. 

 

 
Figura 13 - Redução do ABTSpor um antioxidante e sua formação pelo perssulfato de potássio. 

Fonte: Huang, Ou et al.,(2005)119. 

 

3.9.4- Método ORAC (Capacidade de Absorção de Radicais deOxigênio) 

O método ORAC(capacidade de absorção de radicais de oxigênio) foi 

desenvolvido por Cao, Alessio e Culter, (1993) 120 e utiliza como molécula alvodos 

radicais livres de oxigênio as ficobiliproteínas -ficoeritrinas ou ficoeritrina, que são 

altamente fluorescentes e contêm um pigmentovermelho fotorreceptor.  

O fundamento do método consiste na medida dodecréscimo da fluorescência das 

proteínas, como conseqüência da perda desua conformidade ao sofrer um dano 

oxidativo. O AAPHé responsável pela geração do radical livre utilizado, a peroxila. O 

antioxidantepadrão utilizado é o Trolox, um análogo hidrossolúvel da vitamina E121. 



 

3.10- Biodisponibilidade dos Compostos Fenólicos 

Biodisponibilidade é definido como “a fração de um composto, presente numa 

dose ingerida, que alcança a circulação sistêmica”122. Esta definição abarca os 

conceitos de absorção, metabolização, distribuição (tecidual e bioatividade) e de 

eliminação123. Tal fração é obtida pela mensuração das concentrações no plasma e na 

urina dos compostos fenólicos puros ou provenientes de alimentos com composição 

fenólica conhecida. A estrutura química é um fator determinante da proporção e 

extensão da absorção e da natureza dos metabólitos circulantes no plasma124. 

No momento da ingestão não ocorre uma digestão prévia (asaliva não tem o 

poder de realizar essa ação sobre os compostos fenólicos). Alguns compostos, como 

oligômeros de proantocianidinas podem ser quebrados em moléculas menores 

(monômeros e dímeros de epicatequina) por ação do suco gástrico 125. 

 

Absorção 

A absorção é dependente do quão disponível o composto encontra-se para a 

liberação da matriz e ser absorvido no intestino delgado pelos enterócitos126.  

Nas células intestinais ocorrem duas importantes ações: a deglicosilação dos 

compostos ligados (pelas enzimas glicosidases presentes a mucosa intestinal) e a 

glicuronação do composto fenólico na forma livre a uma molécula de albumina, ação 

que influencia na sua capacidade de difusão através das membranas biológicas62. 

 

Metabolização  

Após a absorção, o composto é transportado para o fígado, onde ainda pode 

ocorrer a adição de um grupo sulfato ou metila, ou mesmo de ambos, por ação das 

enzimas catecol-o-metiltransferase e sulfotransferases, enzimas de fase I e II ou da 

UDP-glicuroniltransferase. Esta etapa tem a função de diminuir a toxicidade do 

composto e aumentar seu tempo de circulação pelo organismo antes da sua eliminação 
127. 

Os ácidos fenólicos são amplamente conjugados a sulfatos e glicuronatos. De 

acordo com a sua estrutura ocorre uma o-metilação e glicuronização 128. 



O conhecimento da metabolização dos compostos fenólicos ainda não é 

dominado por completo. A presença do composto na corrente sanguínea, tal qual na 

forma ingerida, é muito baixa e os testes que permitem a sua mensuração no sangue 

ainda não são capazes de detectar com precisão oscompostos em todas as formas 

metabolizadas. Este fator prejudica a avaliação do potencial do composto na ação 

antioxidante in vivo 129. 

Eliminação 

A estrutura/tamanho da molécula possui influência na sua eliminação130. 

Os compostos fenólicos com elevados pesos moleculares e alto grau de 

polimerização não sofrem ação enzimática no trato gastrointestinal e não são 

absorvidos no intestino delgado, passando ao cólon, onde são hidrolisados ou 

degradados pelas enzimas da microflora colônica a ácidos fenólicos mais simples. A 

eliminação dos compostos de menor peso molecular é realizada pela urina ou pela bile, 

via pela qual os compostos ainda podem chegar ao duodeno e sofrer ação das enzimas 

bacterianas(especialmente da -glicuronidase) e serem reabsorvidos. Por fim, os 

compostos fenólicos resistentes à degradação pela microflora colônica (como os 

taninos insolúveis) são excretados nas fezes 131. 

 

3.11- A Romã 

Aromã, Punica granatum, ou popularmente denominada de romãzeira, 

pertencente à família Punicaceae, e consiste de uma árvore de pequeno porte 

caracterizada por um arbusto ramoso ou arvoreta de até 3 m de altura, com folhas 

simples, cartáceas, dispostas em grupos de 2 ou 3, e com 4-8 cm de comprimento. A 

romãzeira também possui flores constituídas de corola vermelho-alaranjada e um cálice 

esverdeado, duro e coriáceo. Os frutos, do tipo baga, globóides, medem até 12 cm, com 

numerosas sementes envolvidas por um arilo róseo, cheio de um líquido adocicado. A 

composição dos frutos é de aproximadamente 3% de sementes, 30% de polpa e 67% 

de casca (incluindo a rede de membranas internas) (Figura 14)132. 
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a 16 - Dante Gabriel Rossetti. Vênus Verticór
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processados, a exemplo de suco de romã. A punicalagina se destaca como uma 

promissora molécula multifuncional139. 

A casca de romã é rica em compostos fenólicos e as diferenças na sua atividade 

antioxidante em relação a outras partes da fruta podem ser devidas à distinta 

composição fenólica destas. Ácidos gálico, terc-gálico e elágico, já foram identificados 

em suco de romã e ácidos hidroxicinâmicos, catequinas e picatequinas, 

proantocianidinas e antocianidinas, quercetina, kaempeferol, luteolina, naringina, 

pulicalina e punicalagina, em suco e casca de romã. Todos esses compostos possuem 

atividade antioxidante comprovada140. 

Diversos estudos in vivo comprovam a atividade antioxidante da romã e seus 

benefícios à saúde, incluindo: proteção da mucosa gástrica de ratos alterada por etanol 

e aspirina141, 142; proteção do cérebro de ratos neonatais expostos a hipóxia143; 

prevenção do tecido erétil de coelhos machos com disfunções144; ações da glutationa 

reduzida, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa-S-

transferase145; efeitos cardiovasculares do suco em homens, incluindo a redução de 

LDL e colesterol total146; melhora da hipertensão sistólica147, e redução da estenose da 

artéria carótida148.É de saber que esta fruta também apresenta propriedades 

farmacológicas expressas como atividade anti-inflamatória e hepatoprotetora, por se 

tratar de uma fruta com atividade antioxidante elevada139. 

No ano de 1998 foi publicado o primeiro estudo de atividade antioxidante da 

romã in vitro, o mesmo Jornal agora cita 878 novos artigos científicos relacionados aos 

efeitos da romã na saúde. Novos trabalhos têm explorado as ações antioxidantes e a 

capacidade, da fruta e seus derivados, em combater bactérias e vírus. Muitas outras 

doenças impulsionaram estudos em que a ação antioxidante da romã constituiu o fio 

condutor dos efeitos benéficos observados. O entusiasmo da ação positiva ao 

organismo, pode ser parcialmente justificada pelos ensaios in vivoa respeito da 

impotência, da proteção neurológica, na terapêutica do câncer, e seu efeito anti-

aterogênico potencial11. 

À vista disso, observa-se nos últimos sete anos mais de dez vezes o número de 

publicações indexadas na Medline sobre a romã do que emtodos os anos anteriores a 

eles, as ações farmacológicas dos componentes daPunica granatum sugerem uma 



vasta gama de aplicações clínicas para o tratamento e prevenção de doenças em que 

se acredita que a inflamação crônica desempenhem um papel etiológico fundamental11. 

Atualmente muitos trabalhos científicos são feitos estudando as propriedades 

medicinais da romãzeira, entretanto, há ainda poucos estudos etnobotânicos, de 

farmacognosia e toxicológicos suficientes para elucidar os mecanismos de ação e 

efeitos dos constituintes químicos derivados da romã149. 

 

4- OBJETIVOS 

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o efeito da suplementação com o 

extrato etanólico de polpa da Romã (Punica granatumL.) na resposta antioxidante em 

ratos submetidos a exercício físico até a exaustão. 

Os objetivos específicos foram:  

• Quantificar o conteúdo de compostos redutores totais do extrato; 

• Avaliar o potencial de inibição da oxidação destes compostos 

redutores utilizando dois diferentes sistemas in vitro: o teste do ABTS e o teste 

de capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC); 

• Avaliar a ação antioxidante de duas doses do extrato na resposta 

antioxidante em animais submetidos à natação exaustiva; 

• Avaliar a correlação dos marcadores de estresse oxidativo com a 

atividade antioxidante in vitro investigada. 

 

5- MATERIAL E MÉTODO 

 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Alimentos Funcionais da 

Faculdade de Ciências Aplicadas (FCA) do Departamento Nutrição da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Laboratório de Genética Bioquímica de Plantas 

da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz da Universidade de São Paulo (USP) 

no período de Maio à Novembro de 2013. 

 

5.1 – Aprovação do Comitê de Ética  



Todos os procedimentos desse estudo foram submetidos ao Comitê de Ética na 

Experimentação Animal da Universidade Estadual de Campinas, protocolado sob o 

número 2869-1 e conduzido em conformidade com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – 

COBEA, (2009)150 (Anexo 01). 

 

5.2 - Tipo de Delineamento  

Este trabalho foi do tipo ensaio controlado e randomizado, por se tratar de um 

estudo em que a amostra sadia foi distribuída aleatoriamente para os grupos controle e 

de intervenção, descritos posteriormente 151. 

 

5.3- Avaliação da Atividade antioxidante in vitro da polpa da romã  

5.3.1– Amostra  

 

Frutas 

As frutas consideradas “comerciais” foram adquiridas no mês de Abril de 2013, 

na Central de Abastecimento de Campinas (CEASA) da cidade de Campinas, 

provenientes de um sítio próximo à cidade de Mirandópolis(Figura 18). O agricultor 

afirma plantar a fruta visando a comercialização, no sítio existem 8 romãzeiros.Já as 

romãs consideradas “de cultivo doméstico” foram doadas por um morador da cidade de 

Monte Verde-MG no mês de Maio do mesmo ano, o mesmo cultiva apenas um 

romãzeiro no pomar de sua casa. 

Os frutos usados na suplementação dos animais foram os comerciais, e os de 

cultivo doméstico foram empregados na pesquisa apenas na avaliação da capacidade 

antioxidante para comparação entre os cultivos (doméstico e comercial). 
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Figura 18 - Frutos provenientes do CEAS

Fonte: Dos autores, 2013. 
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Figura 19 - Parte interna da fruta. 

Fonte: Dos autores, 2013. 
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Figura 20 - Obtenção do extrato alcoólic

Fonte: Dos autores, 2013. 
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absorbância foi medida em espectrofotômetro (Spectronic® 20 Genesys TM 

(Rochester, USA)), a 740 nm. Uma amostra em branco foi conduzida nas mesmas 

condições. O ácido gálico foi utilizado como padrão nas concentrações de 20, 40, 60, 

80, 100 e 120 ug/L para construir uma curva de calibração (Figura 21). A partir da reta 

obtida, foi realizado o cálculo do teor de fenólicos totais do extrato e convertido o valor 

para gramas de polpa liofilizada, os resultados foram expressos em equivalente de 

ácido gálico (mg AG/g polpa liofilizada).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Curva de calibração do ácido gálico para o calculo do teor de compostos 

fenólicos totais. 

 

5.3.4- Determinação da atividade antioxidante pelo método ABTS+ 

Dentre os métodos químicos utilizados para se determinar a atividade 

antioxidante pelo sequestro de radicais livres, o método ABTS+ [2,2-azinobis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)]  é um dos mais rápidos e que oferece resultados 

reprodutíveis, além de outras vantagens como oferecer vários máximos de absorção e 

boa solubilidade, permitindo a análise de compostos tanto de natureza lipofílica quanto 

hidrofílica 154. A metodologia usada foi conforme descrito por Re et al., (1999)155. 
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O radical ABTS+ foi formado pela reação do ABTS+ (7 mM) com persulfato de 

potássio (140 mM) e incubados a temperatura de 25 ºC, no escuro, durante 12 horas. 

Uma vez formado, o radical foi diluído com etanol até a obtenção do valor de 

absorbância de 0,700 nm ± 0,200 nm a 734 nm.  

A partir de cada extrato etanólico da polpa (comercial e doméstica), foram 

preparadas três diluições diferentes (1:10, 1:50, 1:100) na tentativa de averiguar qual 

diluição se mostrava mais apropriada dentro da faixa linear do método, dessa forma 

optou-se por usar a diluição 1:100. Em ambiente escuro transferiu-se uma alíquota de 

20 L de cada diluição de cada extrato para microplaca e foi adicionado220 L do 

radical ABTS+. As absorbâncias foram lidas a =734 nm, após 6 minutos da reação, 

utilizando o etanol como branco. Com os dados dos extratos foi calculado a atividade 

antioxidante da PRL. 

Como referência utilizou-se o Trolox, um antioxidante sintético análogo a 

vitamina E, nas concentrações de 12,5 a 200 M (Figura 22). Os resultados da 

atividade antioxidante foram expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao 

Trolox). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Curva de calibração do Trolox. 



 

5.3.5- Determinação da atividade antioxidante pelo método ORAC 

(capacidade de absorção do radical de oxigênio)  

Foi desenvolvido por Cao e Prior, (1999) 156 que se basearam no trabalho de 

Glazer, (1990) 157. Tal método utiliza como molécula alvo dos radicais livres de oxigênio 

as ficobiliproteínas -ficoeritrinas ou R- ficoeritrina, altamente fluorescentes, que contêm 

um pigmento vermelho fotorreceptor. O método baseia-se na medida do decréscimo da 

fluorescência das proteínas como consequência da perda de sua conformidade ao 

sofrer dano oxidativo 158. 

A fluoresceína foi preparada a partir da solução estoque de 15,3 mg/10 mL 

(4,066 nM). A partir dessa solução foi preparada a solução trabalho, diluída na 

proporção 1:80.Para o desenvolvimento dessa análise, foi feita uma solução tampão 

fosfato de concentração 75 mM, com pH igual a 7,4. Anterior ao ensaio final, foram 

realizados testes com 3 diluições (1:10, 1:50, 1:100) de cada extrato etanólico com o 

objetivo de obter a concentração no qual o método pudesse refletir a melhor 

sensibilidade ao método, sendo definida a diluição 1:100. A partir deste ensaio, em 

cada poço da microplaca (preta) foram colocados 20 L de cada extratoetanólico de 

polpa de romã (1:100), 60 L da solução trabalho de fluoresceína, 110 L da solução 

trabalho de AAPH na concentração de 76 mM e 10 L de tampão fosfato para 

completar o volume de 200 L. A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas 

Spectra Max-M3 (Molecular Devices) durante uma hora e meia e em intervalos de 1 

minuto. 

O comprimento de onda para a emissão foi de 528 nm, e o de excitação de 485 

nm. O branco foi constituído de 200 L de etanol (80%), sendo que o controle foi feito 

com 20 L de etanol (80%), 10 L de tampão, 60 L de fluoresceína e 110 L de AAPH. 

Após isso, a área abaixo da curva (AUC) de cada poço foi calculada pela equação (1). 

 

AUC = 1+ (f1 + f2 + f3+ ... + fi/f0) (1) 

 



Onde f0 é a fluorescência relativa ao tempo 0, e fi a fluorescência relativa ao 

tempo final de leitura. A AUCneté calculada pela subtração da AUC do branco, do valor 

da AUC do extrato ou padrão, segundo a equação (2). 

 

AUCnet= AUCextrato/padrão – AUCbranco (2) 

 

O valor ORAC foi calculado por meio da regressão linear e com base nos valores 

da AUC do Trolox e expresso em equivalentes ao Trolox ( mol de equivalentes de 

Trolox por grama de amostra). As análises foram realizadas em triplicata. O valor final 

ORAC do extrato foi corrigido pelo fator diluição e extração para chegar ao valor ORAC 

da PRL. 

As amostras com maior valor ORAC apresentam maior capacidade antioxidante, 

sendo que seus índices estimam o conteúdo capaz de inativaros radicais livres 159.  

 

5.4- Avaliação da atividade antioxidante in vivo 

5.4.1 – Amostra 

 

Animais 

Os animais foram recebidos, procedentes do Centro de Bioterismo da 

Universidade Estadual de Campinas, com 29 dias de vida e então alocados em 5 

animais por caixa. Quando completaram 3 meses de vida os mesmos foram separados 

em grupos na tentativa de obter pesos semelhantes, e então passaram a receber o 

tratamento, que será descrito mais adiante. Aos 4 meses de vida estes animais 

passaram pela adaptação ao meio líquido, seguida do teste de exaustão e então a 

eutanásia. 

 

Condições de Manutenção dos Animais no Biotério  

Os animais foram mantidos em gaiolas,dispostas em 3 níveis numa estante, 

sendo 2 gaiolas em cada nível, com uma distância de 20 cm entre si, em ambiente com 

temperatura controlada (22-24ºC) e foto-período com ciclo normal de 12 horas 

(claro/escuro). 



A troca do material de cama dos ratos acontecia a cada dois dias, a fim de 

garantir condições sanitárias adequadas.  

 Para todos os animais foi fornecida uma dieta equilibrada para ratos. Água e 

ração foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.  

 

Peso Corporal 

Os animais eram pesados semanalmente em balança semi-analítica estabilizada 

(Mettler MP 1210) para avaliar o ganho de peso durante todo o período experimental. 

 

5.4.2 – Ração Comercial 

 

Os animais receberam ração comercial para ratos da marca Nuvilab® ad libitum, 

assim como a água. A ração Nuvilab® é apropriada para a nutrição dos animais que 

foram utilizados neste experimento, sendo amplamente utilizada nos biotérios da 

UNICAMP. A tabela abaixo mostra as características nutricionais da ração:   

 

Tabela 4 - Especificações da ração comercial Nuvilab®. 

Níveis de garantia por quilograma do produto 
Enriquecimento por quilograma do 

produto 
Percentual Elementos Minerais Quantidade 

Umidade (máx) 12,50 % Ferro 50 mg 

Proteína Bruta (min) 22,00% Zinco 60 mg 

Extrato Etéreo (min) 5,00% Cobre 10 mg 

Matéria Mineral (máx) 10,00% Iodo 2 mg 

Matéria Fibrosa (máx) 8,00% Manganês  60 mg 

Cálcio (máx) 1,40% Selênio 0,05 mg 

Fósforo (min) 0,60% Cobalto 1,5 mg 

Vitaminas Quantidade 

A 13.000 UI 

D3 2.000 UI 

B1 5 mg 

B12 22 mcg 

B2 6 mg 

B6 7 mg 

E 34 mg 

K3 3 mg 



Niacina 60 mg 

Biotina 0,05 mg 

Ácido Fólico 1 mg 

Ácido Pantotênico 21 mg 

    Colina 650 mg 
Fonte: Nuvilab®, ração para animais de laboratório (embalagem 20 kg). Legenda: máx – 

máximo, min – mínimo, UI – unidades internacionais, mg – miligramas, g – gramas e mcg – 

microgramas. 

 

5.4.3- Grupos Experimentais 

 

Para o estudo foram utilizados 39 ratos adultos, machos, com idade de4 meses 

de vidae massa corporal de 404,32 ± 18,17g (média ± desvio padrão)(Tabela5). 

 

 

 

Tabela 5 – Descrição dos grupos experimentais. 

  Descrição dos grupos experimentais 

Grupos 
Experimentais 

  Adaptação ao meio líquido   Teste de exaustão Número da Amostra   

CTL + - n=9 
DI + + n=10 
DII + + n=10 

NAT   +   + n=10   
Fonte: Dos autores, 2013.  

Legenda: (-) ausente (+) presente. 

 

Foi feita a identificação com numeração nas costas do rato utilizando tintura para 

cabelo para facilitar o manejo dos dados (Figura 24). Os procedimentos e cuidados 

realizados tiveram como base o Guide to the care and use of experimental animals 160. 

Os grupos experimentais que realizaram o teste de exaustão eram compostos 

por 10 ratos, e o grupo controle por 9 ratos, como segue abaixo: 

- Grupo controle (CTL)- grupo que o fator testado não foi aplicado: os ratos não 

receberam a suplementação e não realizaram o teste de exaustão; 



- Grupo (DI)- grupo suplementado com uma dose I por 15 dias: os ratos 

receberam suplementação com 0,875 mmol de polifenóis/dia diluído na água de 

consumo durante15 dias consecutivos e realizaram o teste de exaustão; 

- Grupo (DII)- grupo suplementado com uma dose II por 15 dias: os ratos 

receberam suplementação com 1,75 mmol de polifenóis/dia diluído na água de 

consumo durante15 dias consecutivos e realizaram o teste de exaustão; 

- Grupo natação (NAT)- os ratos não receberam a suplementação e realizaram o 

teste de exaustão. 

A dose foi usada com base em estudos anteriores que demonstraram o efeito 

antioxidante do suco de romã 161, 162. O volume de água de consumo dos animais foi 

definido em teste prévio que avaliou a ingestão de líquido noturna dos ratos. A dose de 

extrato etanólico de polpa de romã era ministrada no período noturno, momento de 

maior consumo de líquido dos animais. Dessa forma, era convertido a quantidade em 

mmol de polifenóis para ml de extrato e adicionado à água dos ratos às 18 horas. A 

cada manhã foi avaliado o consumo da água suplementada com o extrato e realizado o 

preenchimento dos bebedouros com água para o livre consumo. 

O exercício de natação foi empregado na pesquisa visando avaliar os efeitos da 

suplementação do extrato de polpa de romã sobre estresse oxidativo induzido pelo 

exercio (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Organograma demonstrativo da distribuição dos grupos experimentais. 

Fonte: Dos autores, 2013. 

 

5.4.4- Protocolo de adaptação ao meio líquido e ao exercício físico 

exaustivo  

A adaptação ao meio líquido foi realizada com sete dias de antecedência ao 

teste de exaustão.  Foi utilizado o protocolo adaptado de Gobattoet al., (2001)163(Figura 

26).  

A atividade foi realizada em aquário de vidro de 55 cm x 41 cm (altura x 

diâmetro), dividido em 4 compartimentos, durante 7 dias, com carga adicional no último 

dia, com a prática de 1 animal por container, com temperatura da água de 31 ± 2 ºC 

mantida por um ebulidor mergulhão (2000 W, 127 V, Cherubino®) (Tabela 6).  



A temperatura da água foi mantida ao redor de 31 ± 2 ºC, por ser considerada 

termicamente neutra para este modelo animal 164. 

 

Tabela 6 - Protocolo de adaptação ao meio líquido. 

DIA TEMPO DE 
ATIVIDADE (min) 

PROFUNDIDADE 
(cm) 

TEMPERATURA 
(oC) 

1 5 5 31 + 2 
2 10 10 31 + 2 
3 15 40 31 + 2 
4 15 40 31 + 2 
5 15 40 31 + 2 
6 15 40 31 + 2 
7   15   40   31 + 2 

Fonte: Dos autores, 2013. 

Legenda: min – minutos; cm – centímetros; ºC – graus Celsius. 

 

As sessões de adaptação foram realizadas sempre no mesmo período do dia, 

entre 10 e 11horas da manhã. Todos os animais passaram pela adaptação, inclusive os 

controles. 

 

5.4.5- Protocolo de exercício físico exaustivo  

O protocolo de exercício exaustivo foi aplicado nos grupos DI, DII e NAT, 24 

horas após o término do último dia de adaptação ao meio líquido, e realizado no 

período da manhã (10 e 11 horas da manhã), horário este que os animais já estavam 

habituados a realizarem o manejo. 

Foi utilizado o protocolo modificado, descrito por Araújo et al.,(2007)165. Era preso 

à cauda dos ratos anéis de chumbo com 3% do seu peso corporal, e após, os mesmos 

foram colocados em um tanque de natação (aquário de vidro - 55 cm x 41 cm (altura x 

diâmetro) subdivido em 4 compartimentos individualizados com 40 cm de profundidade 

da água para impedir que os animais se apoiassem no fundo do aquário) com água 

fresca e pré-aquecida  (Figura 27). 

A temperatura da água foi de 31 ± 2 ºC, mantida por um ebulidor mergulhão 

(2000 W, 127 V, Cherubino®), como o realizado no protocolo de adaptação. A 



temperatura ao redor de 31 ± 2 ºC, considerada por termicamente neutra, evita que a 

imersão em água fria amenize a elevação da temperatura que acompanha o exercício 

ou que o estresse térmico possa interferir nos resultados, conforme já verificado em 

outros estudos166, 167, 160. 

O nível de exaustão foi definido pela incapacidade de manutenção do animal na 

superfície com as narinas fora da água por dez segundos167. Os ratos foram removidos, 

após o período de esgotamento. Este procedimento foi realizado sempre pelo mesmo 

avaliador. 

 

5.4.6-Eutanásia 

Após o término da determinação do nível de exaustão, os animais foram 

imediatamente retirados da água com uma peneira, secos,e então transferidos para 

uma sala com temperatura controlada (28+2 0C),evitando assim o estresse do animal 

pela diferença de temperatura da água. Nesta sala os animais permaneciam por uma 

hora.  

Posteriormente estes eram anestesiados com a administração de uma 

associação de cloridrato de Ketamina (Dopalen, Vetbrands®) e cloridrato de Xilazina 

(Anasedan, Vetbrands®), nas dosagens 60 mg/kg e 40 mg/kg, respectivamente, por via 

intraperitoneal no quadrante inferior direito visando alcançar rapidamente o estado de 

inconsciência e assegurar a insensibilidade máxima do animal à dor durante todo o 

procedimento 168, 169. 

Ao se constatar a ausência do reflexo córneo-palpebral e do reflexo de retirada 

ao estímulo doloroso por preensão da pata traseira, foi considerado que o animal está 

anestesiado segundo Bento et al., (2002)170. 

Vale ressaltar que a eutanásia do grupo não treinado (CTL) foi conduzida um dia 

após os grupos que realizaram o teste de exaustão, com o intuito de otimizar o tempo 

total do procedimento. 

 

5.4.7- Coleta e preparo das amostras biológicas 

Inicialmente foi realizada anti-sepsia com álcool a 70%na região anterior do 

abdômen 170(Figura 28).  



O sangue foi coletado por punção na veia cava inferior, com uma seringa 

previamente rinçada com heparina sódica 5.000UI mL-1 (Liquemine®)de 10 ml, e, após 1 

hora da coleta, o mesmo era centrifugado (TDL80-2B, Centribio®) a 5000 rpm, durante 

10 minutos à 4ºC para separação do soro. O sobrenadante, correspondente ao plasma 

sanguíneo, foi aliquotado em tubos de eppendorfs (Eppendorf AG, modelo 5418R) e 

armazenados a -80 ºC para posteriores análises. 

O músculo gastrocnêmio das patas direita e esquerda foi coletado em todos os 

animais. Após a anti-sepsia com álcool 70% das patas traseiras, a exposição do 

músculo foi feita através de uma incisão longitudinal anterior na pata do animal, desde o 

1/3 médio da perna até a região inguinal direita.Após a visualização era realizada a 

dissecação do gastrocnêmio desde a origem até a inserção (Figura 29). 

O tecido foi entãolavado em solução salina 0,9%, embrulhado em papel alumínio, 

armazenado à -80ºC e destinado à posterior dosagem dos parâmetros bioquímicos 171. 

O mesmo procedimento de coleta e armazenamento ocorreu com o fígado(Figura 

30).  

 

5.4.8- Determinação da peroxidação de lipídeos e dos níveis de peróxido de 

hidrogênio do tecido muscular e do plasma 

 

Determinação da peroxidação de lipídeos 

 A peroxidação de lipídeos foi determinada através da produção de 

metabólitos reativos ao ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), principalmente o malonaldeído 

(MDA), segundo Heath e Packer, (1968) 172. Amostras contendo 0,3 g de músculo 

gastrocnêmio ou 0,3 ml de plasma foram maceradas em Polytron PTA 20S (modelo PT 

10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA), no caso do plasma foram 

homogeneizadas, em 5 mL de TCA (ácido tricloroacético) 0,1%,  e após a completa 

homogeneização, foram transferidas para tubos e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 

minutos a 4o C. Do sobrenadante, foram retirados 250 µL e transferidos para outros 

tubos juntamente com 1 mL de solução contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi 

colocada em banho-seco por 30 minutos, a 95°C e resfriada em banho de gelo, na 

sequência. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm para retirar a 



espuma. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (Lambda 40, Perkin Elmer) a 535 

e 600 nm. A concentração de MDA, em mol/g de massa fresca, foi calculada de 

acordo com o coeficiente de extinção da reação: 
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Determinação dos níveis de peróxido de hidrogênio 

O conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi determinado através da reação 

com iodeto de potássio (KI), segundo Alexieva et al., (2001) 173. As amostras, (músculo 

gastrocnêmio e plasma) passaram pelo mesmo processo da determinação de 

peroxidação de lipídeos até a centrifugação a 10.000 rpm por 15 minutos, a 4ºC. Do 

sobrenadante, foram retirados 200 µL aos quais foram adicionados 200 µL de tampão 

fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) e 800 µL de solução 1 M de KI. O branco consistiu 

na mesma mistura descrita acima, porém, ao invés do sobrenadante da amostra, 

colocou-se 200 µL de TCA 0,1%. Os tubos com a reação foram colocados em banho de 

gelo e permaneceram no escuro durante uma hora. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Lambda 40, Perkin Elmer) a 390 nm. A quantidade de H2O2 foi 

expressa em mol/g de tecido fresco utilizando-se da curva de calibração com 

concentrações conhecidas de peróxido de hidrogênio. 

 

5.4.9- Determinação das enzimas antioxidantes do tecido hepático 

 

Extração de proteínas solúveis totais 

As amostras do tecidohepático congelado foram maceradas (3 g) e 

homogeneizadas em de tampão fosfato de potássio (100 mg de tecido/mL de tampão 

fosfato de potássio)100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM EDTA e 3 mM DTT 174.O 

homogeneizado foi centrifugado à 10.000 rpm por 30 minuto à 4ºC (J2-MC, Beckman). 

O sobrenadante foi coletado, aliquotado e estocado em freezer -80°C até o momento 

das análises.  

 

Determinação de proteína solúveis totais 



A concentração das proteínas solúveis totais da amostra foi determinada 

espectrofotometricamente a 595 nm (Lambda 40, Perkin Elmer), segundo o método de 

Bradford, (1976) 175, utilizando-se o BSA (bovine serum albumin) como padrão. Os 

resultados foram expressos em mg proteínas/mL. 

 

Atividade das enzimas antioxidantes 

Para os ensaios enzimáticos foram utilizados extratos protéicos provenientes dos 

tecido hepático estocados em freezer a -80ºC. Foram realizados ensaios de atividade 

específica das enzimas: Superóxido Dismutase (SOD), Isoformas da SOD, Catalase 

(CAT), e Glutationa Redutase (GR) em géis de poliacrilamida não desnaturantes 

(PAGE),e, Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Redutase (GR) e 

Glutationa-S-Transferase (GST) em espectrofotômetro. 

 

5.4.10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em sistema não desnaturante 

e por espectrofotometria 

 

Perfil Isoenzimático 

Os perfis eletroforéticos foram realizados segundo Alfenas,(2006)176 usandogéis 

de poliacrilamida e as revelações foram específicas para cada enzimadeste estudo.As 

análises de eletroforese foram feitas em sistemas de tampão descontínuo baseados 

nométodo de Laemmli (1970) 177utilizando-se o sistema mini-gel vertical (8,3 x 10,2 cm) 

(Figura 24). 
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tampão Tris3 Mcom pH 8,9, e 4,5 mL de água deionizada. Como catalisadores foram 

utilizados 19 µL de TEMED e 25 µL de PA 1%.  

Após a polimerização desse gel de resolução (cerca de 30 minutos), foi aplicado 

o gel de empacotamento segundo o protocolo: 500 µL de acrilamida a 12%, 1,25 mL 

tampão Tris 500 mM, pH 6,7, e 2,75 mL de água deionizada. Para a polimerização 

foram utilizados 10 µL de TEMED e 50 µL de PA 1%177.   

A eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 15 mA/gel. O tampão 

de eletrodo constituiu da mistura entre Tris25 mM, pH 8,3 e glicina 192 mM. Para cada 

gel foram aplicadas amostras de padrão de SOD de fígado de boi (Sigma) (2 unidades) 

e 50 µg de proteína do extrato hepático de cada amostra referente a cada tratamento. 

Após a separação das proteínas por eletroforese, a atividade da SOD foi determinada 

de acordo com Beuchamp e Fridovich, (1971)178.  

Revelação dos géis:posteriormente à corrida eletroforética, os géis foram lavados 

rapidamente em água deionizada e incubados no escuro à temperatura ambiente em 

uma mistura contendo tampão fosfato de potássio 50 mM pH 7,8, EDTA 1 mM, 

riboflavina 0,05 mM, NBT 0,1 mM e 0,3% TEMED. Ao final de 30 minutos, a mistura de 

reação foi descartada, os géis passados em água deionizada e colocados diretamente 

sob iluminação por alguns minutos até o aparecimento de bandas brancas sob fundo 

roxo. Nestas condições ocorre a fotoxidação do gel. A riboflavina, por fotólise, é 

reduzida na presença do TEMED (substância oxidante), em seguida, providencia um 

elétron para o O2, resultando em íon superóxido, O2
-, o qual atua como redutor do 

composto NBT (incolor) para o blue formazana176. Com isto, ocorre a formação de uma 

coloração púrpura no gel e as bandas correspondentes à atividade da SOD pela 

eliminação do radical superóxido, permanecem sem coloração (ou sem se fotoxidar), 

promovendo uma revelação negativa. A fotoxidação foi interrompida mergulhando-se o 

gel em solução de ácido acético (7%) por 15 minutos177. Os géis foram documentados 

no Image Scanner (Amersham Biosciences). 

 

Atividade da SOD em espectrofotômetro 

 A atividade da SOD foi determinada como descrito por Giannopolitis & 

Ries, (1977) 179. 



Em espectrofotômetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da SOD foi 

determinada pela adição de 50 µL do extrato enzimático bruto a 5 mL de meio de 

reação constituído de tampão fosfato de sódio 50 mmol.L-1, pH 7,8, contendo metionina 

13 mmol.L-1, NBT 75 µmol.L-1, EDTA 0,1 mmol.L-1 e riboflavina 2 µmol.L-1. A reação foi 

conduzida a 25 °C, numa câmara de reação, sob iluminação de lâmpada fluorescente 

de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel alumínio. Após 5 minutos 

de exposição à luz, a iluminação foi interrompida e o composto blue formazana, 

produzido pela fotorredução do NBT, foi medido a 560 nm. Um meio de reação 

exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual período, serviu de 

branco e foi subtraído da leitura da amostra que recebeu iluminação. Os resultados 

foram expressos em U SOD/mg de proteína. 

 

5.4.10.2 Atividade da catalase (CAT) em gel não desnaturante (PAGE) 

A atividade da CAT foi determinada em gel não desnaturante (PAGE) através 

dos extratos do tecido hepático para determinar o perfil isoenzimático desta enzima.  

Foi adicionado tampão de amostra (0,3M Tris, 28% glicerol 0,036% azul de 

bromofenol) ao extrato (50 ug de proteína do extrato hepático) na proporção 4:1. A 

eletroforese foi realizada a 4ºC em corrente constante de 20 mA por placa num gel a 

8% de concentração. Para cada gel foi aplicado um padrão de CAT de fígado bovino (2 

unidades). A revelação para atividade de CAT foi realizada após a lavagem do gel em 

água deionizada (3 x 15 minutos) e incubação do mesmo por 10 minutos em H2O2 

0,003%, a temperatura ambiente, com agitação suave e constante. Após este período, 

o gel foi rapidamente lavado em água deionizada e colocado por 10 minutos em uma 

solução de FeCl3 1% (P/V) e K2Fe(CN)6 1% (P/V) sempre com agitação suave. Em 

seguida, a solução foi retirada e o gel lavado com água deionizada. A fixação foi 

realizada com solução de ácido acético (7%)180. 

Os géis foram documentados no Image Scanner (Amersham Biosciences). 

 

Atividade da catalase (CAT) em espectrofotômetro 

A atividade da CAT foi determinada como descrito por Mickerse e Fletcher, 

(1995)181 com algumas modificações conforme Azevedo et al., (1998)182. 



Em espectrofotômetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da catalase foi 

determinada a 25°C em solução de reação formada por 10 mL de tampão fosfato de 

potássio 100 mM (pH 7,5) e 25 µL de peróxido de hidrogênio (solução de 0,25%) 

preparada imediatamente antes do uso. A reação foi iniciada pela adição de 25 µL do 

extrato protéico (hepático) à mistura de reação e a atividade enzimática foi determinada 

seguindo a decomposição de peróxido de hidrogênio (H2O2) por 1 minuto, através das 

alterações na absorbância a 240 nm em cubetas de quartzo. Os resultados foram 

expressos em µmol/minuto/mg de proteína. 

 

5.4.10.3 Atividade da glutationa redutase (GR) em gel não desnaturante 

(PAGE) 

A revelação para atividade de GR foi determinada como descrito por Gomes 

Junior et al., (2006)183. Foi feita a eletroforese em PAGE não desnaturante (9%) 

utilizando como padrão 0,25 unidades de GR Bovino. A eletroforese foi desenvolvida a 

corrente constante de 20 mA por placa, os géis foram lavados com água destilada e 

incubados a temperatura ambiente, em uma solução de 0,25 M de TRIS em pH 7,5; 0,5 

mM de MTT; 0,7 mM de DPIP; 3,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH. Após o aparecimento 

das bandas a reação foi interrompida mergulhando o gel em uma solução de ácido 

acético a 7%. 

Os géis foram documentados no Image Scanner (Amersham Biosciences). 

 

Atividade da glutationa redutase (GR) em espectrofotômetro 

A atividade da GR foi determinada como descrito por Gomes-Junior et al., 

(2006)183 com algumas modificações. 

Em espectrofotômetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da GR foi 

determinada a 30°C em uma mistura de reação consistindo de 1 mL tampão fosfato de 

potássio 100 mM  (pH 7,5), 500 µL de DTNB 1 mM, 100 µL de GSSG 1 mM e 100 µL de 

NADPH 0,1 mM. A reação foi iniciada pela adição de 50 µL do extrato protéico hepático 

à mistura de reação e monitorada por 1 minuto através da redução da glutationa 

oxidada a 412 nm. A glutationa reduzida, por sua vez, reduz o composto DTNB, 



queconstitui um cromóforo amarelo, dando a coloração característica do ensaio. Os 

valores de atividade da GR foram expressos em µmol/minuto/mg de proteína.  

 

5.4.10.4- Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)em espectrofotômetro 

A atividade da glutationa-S-transferase foi medida espectrofotometricamente em 

340 nm, de acordo com Habig, Keen et al., (1975) 184. As GSTs catalisam a reação de 

conjugação do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida 

(GSH), formando um tioéter que pode sermedido pelo aumento de absorbância através 

da leitura em cubetas de quartzo. 

A amostra foi adicionada em um meio contendo CDNB (0,1 M), GSH (0,1 M), e 

tampão fosfato (0,1 M e pH 7,0), sendo que na cubeta de referência o volume de 

amostra foi substituído por tampão fosfato 0,1 M com pH 7,0.  

 A leitura foi realizada em espectrofotômetro em triplicatas com comprimento de 

onda de 340nm, durante 3 minutos.Para o cálculo da atividade foi utilizado o coeficiente 

de extinção molar ( ) de 9,6 mM-1cm-1 e a atividade enzimática foi expressa em mol 

de CDNB conjugado/min/mg proteína (1 unidade GST = 1 µmol/min). 

 

5.5-Análise Estatística 

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrão. 

Os valores obtidos foram tabulados através do programa Excel e testados para 

diferença entre as médias pelo teste t para amostras não pareadas com pós-teste de 

ANOVA.  

Foi previamente estabelecido o nível de significância alfa=0,05, portanto admitiu-

se a margem de erro de 5% e a confiabilidade de 95% na tomada de decisão de 

rejeitar a hipótese nula. 

Para as análises dos dados foi empregado o software de análise estatística 

Sigma StatStat 3.5. 

 



6-  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Análises in vitro da atividade antioxidante da Polpa de Romã 

Liofilizada(PRL) 

 

6.1- Análise de compostos fenólicos totais daPRL 

Com o objetivo de estimar a presença de compostos com capacidade redutora, 

foi realizado o ensaio com o reagente de Folin Ciocalteau. Os resultados do ensaio são 

apresentados na Tabela 7.  

 

Tabela 7 - Resultados da análise de fenólicos totais daPRL. 

Fenólicos Totais 

  (Equivalentes Ácido Gálico - mg/g de PRL) 

Média DP  

Escala Comercial 6,815* 0,121 

Cultivo Doméstico 8,123 0,225 
Resultados expressos em média ± desvio-padrão, n = 6. 

* Amostras diferem entre si estatisticamente (P<0,05 ) (P = 0,003). 

 

De acordo com os resultados, a polpa de romã liofilizada (PRL) das frutas de 

cultivo doméstico apresentaram conteúdo significativamente maior de compostos 

redutores (8,123 + 0,225 mg de eq. Ácido Gálico/g de PRL) em relação à fruta 

produzida em escala comercial (6,815 + 0,121 mg de eq. Ácido Gálico/g de PRL). 

O estudo deJardini e Mancini Filho,(2007) 135 determinou 64,09% + 1,16 de 

umidade na polpa. Assim, o teor calculado em base seca da polpa liofilizada em pó 

apresenta maior concentração de calorias, fibras, carboidratos totais, lipídeos, proteínas 

e também de compostos antioxidantes, como os fenólicos. Istose deve a concentração 

dos nutrientes devido à retirada da água185. Considerando tal estudo, a polpa desta 

pesquisa apresenta-se 2,78 vezes mais concentrada que a polpa fresca. O mesmo 

estudo de Jardini e Mancini Filho,(2007) 135 obteve como resultados dos conteúdos de 

compostos fenólicos da polpa de romã comercialde 12,14 + 1,02 mg de eq. Ácido 



Gálico/g de polpa fresca, valor superior ao encontrado neste estudo.Já no estudo de 

Gil, Tomás-Barberán et al., (2000) 186,que comparava os fenólicos totais do suco 

industrializado e o obtido manualmente, os valores obtidos foram de 2,56 mg de eq. 

Ácido Gálico/L e2,11 mg de eq. Ácido Gálico/L de suco, respectivamente. O suco obtido 

manualmente utilizou,para 1 litro, 15,5 g de polpa, portanto apresentou 0,03 mg de eq. 

Ácido Gálico/g de polpa, já o industrial, originalmente apresentava 65% de polpa, mas 

foi reconstituído por adição de água até atingir 16,3% de sólidos solúveis, dessa forma 

por grama de polpa o valor achado é de 0,04 mg de eq. Ácido Gálico. Caso a polpa 

fosse liofilizada, concentrando os teores de fenólicos, o valor seria em torno de 

0,11Ácido Gálico/g de polpa liofilizada, e o suco obtido manualmente apresentaria um 

valor próximo de 0,08 mg de eq. Ácido Gálico, considerando 64,09% de umidade 135. O 

maior valor de fenólicos no suco de romã obtido em suco industrializado foi atribuído ao 

processo de extração, em que a casca e o albedo (partes adstringentes e ricas em 

taninos, compostos fenólicos altamente hidroxilados), não são removidos durante o 

processamento pela marca do suco em questão. 

Na revisão realizada por Balasundram, Sundram et al.,(2006) 187, que investigava 

os compostos fenólicos de frutas e suas bebidas, encontraram como resultados mais 

expressivos os sucos de: framboesa (5,27mg de eq. Ácido Gálico/L), maçã (2,96mg de 

eq. Ácido Gálico/L), blueberry (2,70mg de eq. Ácido Gálico/L) e goiaba branca (2,47 mg 

de eq. Ácido Gálico/L), dentre outras. A quantidade em gramas de fruta para a 

confecção do suco foi variante entre os tipos analisados. 

Devido à diversidade de estruturas dos ácidos fenólicos, cada composto pode 

contribuir de maneira peculiar na atividade antioxidante, que, por sua vez, é uma reação 

complexa, envolvendo etapas de iniciação, propagação e estabilização dos radicais 

formados 188.  

Afigura 25descreve os valores de fenólicos totais encontrados por Wolfe, Kang et 

al., (2008) 63 de certas frutas por eles avaliados. Entre essas frutas, o blueberry, 

blackberry e cranberry tiveram os maiores teores de fenólicos totais (4,29 + 0,1; 4,12 + 

0,06; e 2,87 + 0,05 mg eq Ácido Gálico/g de polpafresca respectivamente) e o romã 

apresentou 3,38 +0,14 mg eq Ácido Gálico/g de polpa, valor este superior ao nosso 
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achado para a polpa comercial e doméstica quando subtraído o teor de umidade. A 

polpa liofilizada do estudo de Wolfe teria aproximadamente 9,39 mg eq Ácido Gálico/g. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Valores fenólicos totais de frutas selecionadas. 

Os valores são expressos como média ± DP. n=3 (* P <0,05). 

Fonte: Adaptado de Wolfe, Kang et al., (2008)63. 

 

De forma a complementar os estudos envolvendo compostos fenólicos da romã 

foi abordado o trabalho de Gözlekçi, Saraço lu et al.,(2011) 189 que trata a distribuição 

dos compostos fenólicos totais do suco, casca, e extrato aquoso de semente de quatro 

cultivares de romã, sendo eles: "Lefan", "Katirbasi", "Cekirdeksiz-IV" e "Asinar". Os 



resultados mostraram que os níveis desses compostos variam de acordo com o tipo de 

cultivar e a parte extraída da fruta. Entre os cultivares, os maiores teores de fenólicos 

totais foi obtido a partir do extrato da casca, representando cerca de 67% do montante 

total de fenólicos da fruta. O teor de fenólicos totais variaram de 1775,4 (Asinar) a 

3547,8 mg eq. Ácido Gálico/L (Lefan) entre os cultivares. Além disso, o teor de fenólicos 

totais do suco de romã e o extrato da semente variou 784,4 (Cekirdeksiz-IV) a 1551,5 

mg eq. Ácido Gálico/L (Lefan) e 117,0 (Cekirdeksiz-IV) a 177,4 mg eq. Ácido Gálico/L 

(Asinar), respectivamente. "Lefan" apresentou a maior quantidade de fenólicos totais 

entre os quatro cultivares populares da Turquia testados. Para os cálculos da 

determinação do conteúdo de fenólicos o autor utilizou 200 g de cada parte avaliada da 

fruta para 1litro de suco, por conseguinte, o cultivar Asinar, que teve o menor teor de 

fenólicos totais, apresentaria por grama de fruta fresca 8,877 mg eq. Ácido Gálico e 

25,476 mg eq. Ácido Gálico/g de polpa liofilizada, e os valores do cultivar Lefan seriam 

de 17,739 mg eq. Ácido Gálico/g de polpa fesca, e 49,314 mg eq. Ácido Gálico/g de 

polpa liofilizada189. 

As diferenças observadas entre os estudos pode ser explicados por fatores 

como: grau de maturação, região de cultivo, diferença entre espécies da fruta, e a 

presença de algumas vitaminas (especialmente a vitamina C) e açúcares redutores que 

podem participar do valor total, quando é utilizado o reagente de Folin-Ciocalteau 152. É 

importante lembrar que a maioria dos compostos fenólicos são metabólitos secundários 

sintetizados pelos vegetais como respostas às diferentes condições de estresse ou 

ataque de patógenos, o que faz com seus teores não apresentem valores constantes, 

podendo apresentar algumas variações de acordo com as condições climáticas e 

ambientais que a planta é submetida190. 

 

6.2- Determinação da atividade antioxidante pelo método ABTS+ 

Na Tabela 8 estão apresentados os resultados obtidos pelo método ABTS+ das 

polpas de romã liofilizadas na variedade comercial e de cultivo doméstico. 

A maior atividade antioxidante dentre as polpas analisadas foi da fruta cultivada 

em pequena escala,cultivo doméstico, (43,151 + 0,652µmol Trolox/g de PRL), cujo valor 

foi significativamente maior, em comparação com a fruta que é cultivada com o princípio 



de venda em larga escala (31,786 + 0,326 µmol Trolox/g de PRL). A polpa liofilizada de 

cultivo doméstico apresentou valor 26% superior à polpa da fruta comercial. 

 

Tabela 8 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox nas polpas liofilizadas das 

amostras pelo método do ABTS+ 

Romã 

TEAC 

Média DP 

(µmol Trolox /g de PRL) 

Comercial 31,786* 0,326 

"Cultivo doméstico" 43,151 0,652 
Resultados expressos em média ± desvio-padrão, n = 6. 

* Amostras diferem entre si estatisticamente (P<0,05 ). 

 

Os autores Da Silva, Mansano et al.,(2012) 191observaramno extrato etanólico da 

polpa de romãuma atividade antioxidade de 37,98 mol Trolox/ml de extrato. Já Gil, 

Tomás-Barberán et al.,(2000) 186 determinaram no suco concentrado de romã cerca de 

20 moles de Eq. Trolox/ml de suco, valor este superior ao vinho tinto, que apresenta 

cerca de 7 moles de Eq. Trolox/g e ao chá verde que mostrou valores de 4,4 moles 

de Eq. Trolox/g de amostra. Estas duas últimas bebidas são consideradas referência de 

alta capacidade antioxidante. 

Comparando os dados obtidos com a pesquisa de Thaipong, Boonprakob et 

al.,(2006) 192emdiferentesfrutas pelo método ABTS+, verifica-se que a polpa de romã 

liofilizada de cultivo doméstico apresentou valor próximo ao encontrado pelos autores 

com blueberry (45,9 µM de Eq Trolox/g de fruta) e a goiaba (32,25 µM de Eq Trolox/ g 

de fruta), a segunda fruta com maior atividade antioxidante do estudo, valor próximo ao 

da polpa de romã comercial. Entretanto, o estudo avalia a polpain natura, em que é 

somado ao peso da fruta a água que a compõe. Caso os autores mensurassem a 

atividade antioxidante da polpa liofilizada os valores encontrados seriam certamente 

maiores a depender da umidade do blueberry e da goiaba. Segundo Moraes et al., 

(2007) 193 o blueberry, mais conhecido no Brasil como mirtilo, apresenta cerca de 83 + 

0,6 de umidade a variar entre os tipos de cultivares, assim,  o blueberry liofilizado 



apresentaria 270 µM de Eq Trolox/g, valor superior ao da PRL de ambos tipos de 

cultivos (doméstica e comercial). 

Um estudo que avalioua capacidade antioxidante por diferentes métodos dos 50 

alimentos mais consumidos nos Estados Unidos incluindo: 18 frutas, 13 tipos de 

legumes e 19 bebidas, os autores observaram pelo método ABTS+valores que variaram 

de 65,52 µM de Eq Trolox/ g de fruta fresca de blueberry a 0,82 µM de Eq Trolox/ g de 

sumo de limão 194. Esta variação entre diferentes frutas também foi observada 

porPellegrini et al., (2003) 195,que encontrou os maiores valores para blackberry (20,24 

µmol Trolox /g de polpa fresca), enquanto a blueberry mostrou valores intermediários de 

7,43 µmol Trolox /g da polpa fresca)e os menores valores foram observados na 

melancia (0,69 µmol Trolox /g da polpa fresca)(Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox das frutas pelo método do 

ABTS+. 

TEAC 
Valor Ranking 

(µmol Trolox/g da polpa fresca) 
Blackberry 20.24 1 

Ameixa 16.79 2 
Framboesa 14.05 3 
Morango 10.94 4 
Abacaxi 9.91 5 
Laranja 8.74 6 

Blueberry 7.43 7 
Tangerina 4.16 8 
Uva Tinta 3.85 9 
Toranja 3.05 10 
Cereja 2.69 11 

Uva Verde 2.48 12 
Figo 2.47 13 
Kiwi 2.28 14 
Pêra 2.19 15 

Pêssego 1.67 16 
Maçã Vermelha 1.59 17 

Damasco 1.44 18 
Maçã Verde 1.31 19 

Melão 1.2 20 



Nêspera 0.75 21 
Melancia 0.69 22 
Banana 0.64 23 
Os valores representam médias n=10 

Fonte: Adaptado de Pellegrini, Serafini et al.,(2003) 195. 

 

Os resultados obtidos para atividade antioxidante mostraram tendência 

semelhante aos teores de fenólicos entre os dois tipos de frutos utilizados neste estudo. 

Uma vez que os frutos de origem comercial apresentam tratos culturais que reduzem as 

condições de estresse e ataque de patógenos, é possível explicar os maiores valores 

observados neste teste para os frutos de cultivo doméstico. Analisando estes valores 

em conjunto com os maiores teores de fenólicos observados, explicados pelo aumento 

da defesa dos frutos às condições adversas que são submetidos, podemos sugerir que 

qual seja o fruto utilizado os benefícios antioxidantes estarão presentes. 

 

6.3- Determinação da atividade antioxidante pelo método ORAC 

(capacidade de absorção do radical oxigênio) 

Para avaliar o potencial antioxidante daPRL contra os radicais peroxila presentes 

no organismo, apolpa liofilizada foi analisado pelo método ORAC. 

 A PRLproveniente da fruta comercial do presente estudo apresentouvalores 

de60,77 + 3,656 µmol eq. Trolox/g de PRL, e a PRL da romã doméstica apresentou 

valores de 68,78 + 4,940 eq. Trolox/g de PRL (diluição de 1:100), dados estes já 

corrigidos pelo fator diluição e extração do extrato etanólico (Tabela 10). 

Em extrato metanólico da polpa da romã na diluição de 1:70 Wolfe, Kang et al., 

(2008)63encontrou o valor de 44,79 + 3,78 mol eq. Trolox/ml de extrato. Outros frutos 

também foram avaliados, os maiores resultados foram encontrados no blueberry 

selvagem (96,21 + 10,8 mol eq. Trolox/g), cranberry ou uva-do-monte (83,94 + 14,05), 

morango (83,48 + 8,88), blackberry doméstico (62,21 + 0,43), cereja (59,45 + 9,78), 

ameixa (56,61 + 4,4), framboesa (52,92 + 8,77), romã (44,79 + 3,78), blueberry 

comercial (48,26 + 6,49) e maçã 45,92 + 2,01)(Figura 26)63.  
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Tabela 10 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox nas polpas liofilizadas das 

amostras pelo método do ORAC. 

Romã 

Equivalente Trolox  
Média DP 

(µmol eq. Trolox/g de PRL) 

Comercial 60,77 3,656 

"Cultivo Doméstico" 68,78 4,940 
Resultados expressos em média ± desvio-padrão, n = 6. 

* Amostras diferem entre si estatisticamente (P<0,05). 

Os dados expressos de ORAC correspondem bem com os relatados pelo 

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos 63, 196 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Valores ORAC de frutas selecionadas. 

Os valores são expressos como média ± DP. n=3 (* P <0,05). 



Fonte: Adaptado de Wolfe, Kang et al.,(2008) 63. 

 

Punicalaginas são taninos elágicos que estão presentes de forma abundate na 

romã e contribuem grandemente para suas propriedades biológicas, desempenhando 

inúmeras funções benéficas ao organismo, e entre elas a atividade antioxidante 197. 

Aqil, Munagala et al., (2012) 198 isolou alguns compostosda romã, e avalioua atividade 

antioxidante pelométodo ORAC, obtendo resultados de1556 + 79 µmol de eq. Trolox/g 

para a punicalagina e 1333 ± 56 µmol de eq. Trolox/g para o seu metabótiloativo, o 

ácido elágico. Estes dados são consistentes com valores relatados anteriormente 199, 
200.  

Para avaliar o potencial antioxidante “in vivo” do extrato da romã, Mertens-Talcott 

et al.,(2006) 201estudarama atividade antioxidante pelo método de ORAC em humanos 

após o consumo de extrato de romã. Treze homens com idade entre 37,6 + 3,6 anos e 

IMC de 32,6 + 0,98 compunham a amostra. Para o estudo os indivíduos tiveram de 

abster-se de alimentos que contém polifenóis por 3 dias e dormir pelo menos 6 horas 

por dia; na noite anterior ao estudo era necessário o jejum de 8 horas. No quarto dia os 

indivíduos receberam duas cápsulas (uma tomada pela manhã e outra a noite) 

contendo 400 mg de extrato de romã cada, e vinte e quatro horas após o consumo da 

última cápsula foram avaliados a resposta antioxidante pelo método de ORAC no 

plasma dos indivíduos. A avaliação da atividade antioxidante do plasma mostrou um 

aumento de 2,5 vezes do valor ORAC, demonstrando seu papel protetor na circulação 

sanguínea. Estes resultados sugerem que o consumo da polpa da romã apresente 

efeitos benéficos que podem ajudar no combate de várias alterações patológicas onde 

os radicais livres representam um dos fatores desencadeadores. 

 

Análises in vivo da atividade antioxidante daPRL 

 

6.4- Caracterização da variável Massa 

Durante todo o período experimental e ao final do experimento (anteriormente ao 

teste de exaustão)os animais foram pesados para ratificar a homogeneidade da 

amostra e verificar se a suplementação teria algum efeito no ganho de peso dos 
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animais. Nenhuma diferença significativa foi observada entre os grupos, mostrando que 

a suplementação com ambas doses do extrato de polpa não teve efeito no peso dos 

animais (Tabela 10).  O mesmo foi observado por outros estudos, mostrando que a 

suplementação com a polpa de romã não leva a alterações nos mecanismos envolvidos 

no ganho de peso dos animais 162, 202-204. 

 

6.5-Suplementação x Performance 

Todos os animais do experimento foram submetidos a uma única sessão 

deexercícioexaustivo (natação). Os ratos nadaram até a exaustão, apresentando tempo 

de natação entre 16 (mínimo) e 252 (máximo) minutos, sendo que a medida de 

tendência central foi determinada em 73,33 + 64,62 minutos (Figura 27). 

Os dois grupos suplementados com aPRL apresentaram valores superiores ao 

grupo não suplementado.O tempo de natação aumentou em 86,55% no grupo DI e 

64,86% no grupo DII quando comparados ao grupo NAT. Estes dados foram 

estatisticamente significativos.  

Nota-se, portanto, que a suplementação foi eficaz no retardo da fadiga, ou seja, 

contribuiu para que os animais persistissem por mais tempo na execução da atividade, 

o que para atletas se tornaria um grande auxílio no desempenho, e na melhora da 

performance. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 27- Efeito da suplementação com PRL no tempo de natação até a exaustão.  

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05 ) em relação ao grupo NAT. 

 

Atualmente não há dados na literatura que descrevam qualquer associação do 

consumo de romã com o exercício físico. Em estudo conduzido por Nunes et al., (2011) 
205com ratos que foram suplementados com extrato de Panax ginseng não 

foiobservadodiferença significativa no tempo de exercício até a exaustão entre os 

grupos suplementados e não suplementados. A suplementação com maltodextrina 

também não foi eficaz no desempenho físico na pesquisa de Ruffo, (2004) 206,embora o 

grupo suplementado com solução placebo tenha apresentado valores inferiores aos 

comparados com os grupos suplementados com a solução 

carboidratada(maltodextrina), embora não estatisticamente significativos. Todavia, 

Rodbari e Amirinia, (2011)207 analisou a performance pelo tempo de nado em ratos 

suplementados com blueberry, e concluiu que houve melhora no condicionamento 

aeróbio dos animais, resultados que corroboram com este estudo. 

Os resultados obtidos neste estudo são muito promissores, e devem ser 

avaliados os efeitos da suplementação com PRL em outras condições de exercício para 

avaliar se os mesmo efeitos podem ser observados e correlacionados com a resposta 

antioxidante. 

 

6.6-Relação do Malondialdeído (MDA) com a suplementação da PRL 

A avaliação do marcador molecular de peroxidação lipídicamostrou que a 

suplementação com PRL diminuiu os valores de MDA no músculo gastrocnêmio (Figura 

28). 

Os níveis de MDA no gastrocnêmio dos grupos suplementadosforam 

significativamente menores do que os níveis do grupo exercitado não suplementado (P 

<0,05).Quando comparado os grupos exercitados com o grupo não treinado não houve 

diferenças estatísticas (P = 0,707), o mesmo foi observado entre as duas doses de 

suplementação (DI, P = 0,107 e DII, P = 0,144). Os resultados obtidos neste estudo 

demonstram que o tempo de natação dos animais não suplementados não gerou 

alterações significativas na peroxidação lipídica medidos através das concentrações de 
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MDA,entretanto, a suplementação com aPRLem ambas doses mostrou participar de 

forma significativa nos mecanismos de proteção contra a ação das ERO´s à membrana 

lipídica das células, preservando sua estrutura molecular no músculo esquelético.  

Na concentração plasmática, embora tenha havido diminuição dos níveis de 

MDA dos animais suplementados em comparação ao grupo NAT e aos animais 

sendentários, estes valores não apresentaram diferença significativa (Figura 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 - Concentrações no músculo gastrocnêmio de MDA nos grupos CTL, DI, DII e 

NAT.  

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05 ) em relação ao grupo NAT e CTL. 
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Figura 29 - Concentrações plasmáticas de MDA nos grupos DI, DII, NAT e CTL.  

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05 ) em relação ao grupo NAT e CTL. 

 

 As variáveis tempo de exercício físico e peroxidação lipídica não são diretamente 

proporcionais, todavia estão associadas positivamente em condições de exercício 

exaustiva sem prévio condicionamento físico51, 208.  

Avaliando os dados obtidos com a correçãodo tempo de natação do grupo em 

questão (MDA/ t natação), os resultados demonstraram diferençaestatisticamente 

significativa (Figura 30 e 31). Os níveis no músculo gastrocnêmio apresentaram 

redução de 96,72% para DI e de 86% para DII, enquanto que,na concentração 

plasmática de MDAdos grupos DI e DII ocorreu uma redução de 91,57% e 81,67% 

respectivamente quando comparada ao grupo NAT. A presença de maior teor de 

compostos fenólicospode explicar os menores valores observados de MDA para os 

animais suplementados com aPRL na dose II 209. 

Os compostos fenólicos mais considerados por inibirem o processo de 

peroxidação lipídica são: o ácido caféico, o ácido gálico e o ácido elágico 38. Esses 

compostos sequestram os radicais livres e inibem a peroxidação lipídica, agindona 
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Figura 30 - Concentrações de MDA no músculo gastrocnêmio nos grupos corrigidos 

pelo tempo (MDA/ t natação). 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 
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Figura 31 - Concentrações de MDA no plasma nos grupos corrigidos pelo tempo 

(MDA/ t natação). 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

 

Na linha destes achados, Mcanulty et al.,(2005) 211 estudaram o efeito do 

exercício exaustivo em ratos treinados e não treinados, cuja avaliação dos 

biomarcadores do estresse oxidativo (atividade antioxidante enzimática e MDA) foi 

realizada em homogenado de coração de ratos. Os autores observaram uma redução 

na atividade antioxidante dos animais não treinados, embora sem a presença de dano 

oxidativo no tecido cardíaco, sugerindo que o miocárdio possui reserva que podem agir 

na proteção deste tecido211. 

Neste trabalho foram observados resultados estatisticamente significantes da 

associação inversa entre o biomarcador MDA no músculo gastrocnêmio e plasma 

sanguíneo, o exercício exaustivo e a suplementação com PRL. Outros estudos 

evidenciaram a elevação do MDA pós-exercício físico exaustivo em ratos jovens e 

velhos 212; em ratos treinados e não treinados, com elevações significantes de MDA 

entre controle (não exercitados) e exercitados, porém sem diferenças no tecido 

muscular entre treinados e não treinados submetidos à exaustão213; em ratos expostos 

a exercícios (4 semanas, 1 vez ao dia) com sobrecarga 214; imediatamente após o 

exercício exaustivo etambém 3 horas após a exaustão215. 

Kostryckiet al., (2013) verificou que 4horas após uma única sessão de exercício 

físico com duração de 60 minutos, não houve aumento de MDA muscular 216. Da 

mesma forma, em outra pesquisa, o treinamento de natação por seis semanas com 

sessão de exercício uma vez ao dia e duração de 60 minutos, não foi capaz de produzir 

modificações no MDA muscular imediatamente após ou 24horas após a última sessão 

de treinamento 217. Deminice et al.,  (2009) não encontrou correlações entre a variação 

nos biomarcadores de peroxidação lipídica e performance218. 

 

6.7- Avaliação dos efeitos daPRL nos níveis de peróxido de hidrogênio 



Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigênio molecular sofre 

completa redução à água. Contudo uma pequena parte do O2 é convertida a produtos 

parcialmente reduzidos, como o radical ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e 

radical hidroxila. Essas espécies, radicalares ou não, são oxidantes potentes e podem 

causar danos teciduais219.Assim como o MDA, a concentração de peróxido de 

hidrogênio foi determinada como indicador da resposta celular às condições oxidativas 

presentes em situações normais ou de estresse oxidativo.  

Neste estudo o conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) presente no tecido 

muscular e plasma mostrou que os animaistratados com aPRL diferiram 

significativamente dos animais que não foram suplementados. 

A peroxidação lipídica e a concentração de peróxido de hidrogênio estão 

intimamente relacionadas, já que o peróxido de hidrogênio na célula pode ser 

convertido à radical hidroxila, altamente reativo e iniciador do processo de peroxidação 

lipídica220. Dessa forma, pôde-se observar semelhante tendência na quantificação de 

MDA e peróxido de hidrogênio, em que os grupos NAT e CTL (não suplementados) 

exibiram as maiores concentrações de peróxido de hidrogênio e, consequentemente, 

aumento na peroxidação lipídica no tecido muscular e no plasma. Já os animais 

tratados com o extrato apresentaram resultados inferiores a estes grupos na avaliação 

de H2O2 e MDA.Os níveis de peróxido de hidrogênio no gastrocnêmio apresentaram 

uma redução, significativa estatisticamente, de 66,04% para a DI e de 54,11% para DII 

em relação ao grupo NAT. E comparando os dados com o grupo que não realizou o 

teste de exaustão (CTL) houve ainda assim uma diminuição de 27,91% e 46,66% para 

DI e DII respectivamente, entretanto, tais valores de peróxido de hidrogênio 

apresentaram diferença estatística apenas entre os gruposCTL e DI(Figura 32).  

Quando analisados os resultados em relação ao plasma nota-se que a DII foi 

mais efetiva na redução dos níveis de peróxido de hidrogênio. Em relação ao grupo que 

realizou a natação (NAT) os valores de diminuição em percentual foram de 21,72 em DI 

e 78,93 para DII. Quando comparado com o grupo CTL houve uma diminuição de 

46,41% em DII e um aumento de 49,77% para DI, lembrando que o grupo CTL não 

realizou o exercício agudo da natação (Figura 33). Tais resultados não foram 

estatisticamente significantes entre os grupos analisados. 
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Figura 32 - Conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) em tecido muscular. 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

 

Assim como na avaliação do MDA no plasma, no parâmetro peróxido de 

hidrogênio, DII foi mais eficaz que DI. 

No plasma, os teores de peróxido de hidrogênio se mostraram mais elevados 

que os observados no tecido muscular, o que sugere que neste modelo experimental os 

maiores danos decorrentes da produção de ERO´s são observados no plasma. 

Matsuda e Shimomura, (2013) 221 obtiveram a maior produção de H2O2 no tecido 

adiposo de animais obesos e sugeriram que este tecido seria a principal fonte de 

aumento das ERO´s no plasma, uma vez que em outros tecidos, como fígado, músculo 

e aorta, os autores observaram valores inferiores. 
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Figura 33 - Conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) no plasma. 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

 

Em estudo conduzido por Caetanoet al., (2010) 222 os animais com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica tratados com fenil éster do ácido caféico (composto 

fenólico presente em própolis) durante 15 e 22 dias, mostraram que a suplementação 

não foi capaz de reduzir significativamente os níveis de peróxido de hidrogênio no 

tecido hepático e adiposo quando comparado aos animais controle com dieta comercial.  

O exercício intenso é descrito como capaz de causar isquemia fazendo com que 

o ATP seja convertido em ADP, AMP, inosina e hipoxantina. Sob tais condições a 

enzima xantina desidrogenase intracelular é convertida em xantina oxidase, que utiliza 

o O2 como aceptor de elétrons, gerando diretamente peróxido de hidrogênio51.Sob tais 

condições, o tempo de nado dos ratos pode ter causado diferentes aumentos de 

peróxido de hidrogênio, já que os animais suplementados nadaram significativamente 

durante mais tempo. Assim, abaixo segue os gráficos da concentração de peróxido com 

a correção pelo tempo de nado (Figura 34 e 35). 

Ao realizar a correção dos níveis de peróxido de hidrogênio pelo tempo de 

natação dos animais do grupo, os resultados obtidos mostraram valores 

significativamente inferiores para os animais que receberam suplementação nas duas 

dosesutilizadas de PRL, no músculo gastrocnêmio e no plasma.   
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Figura 34 - Concentrações de peróxido de hidrogênio no músculo gastrocnêmio nos grupos 

corrigidos pelo tempo (MDA/ t natação). 

Os valores são expressos como média ± DP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 35 - Concentrações de peróxido de hidrogênio no plasma nos grupos corrigidos 

pelo tempo (MDA/ t natação). 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

 

A distorção da associação entre a produção de metabólitos e duração do 

exercício seria corrigida pela inserção de um tempo fixo de exercício, porém, dessa 

forma não poderia ter sido avaliado o efeito da suplementação na resistência à fadiga, 

por isso optou-se pelo teste de exaustão com tempo indeterminado, que permitiu 

observar o efeito positivo daPRLnos parâmetros avaliados, não necessitando de um 

protocolo de tempo fixo que provasse seu efeito protetor antioxidante.Nakamura et al., 

(2005) 223concluiu que o esforço percebidoem um tempo fixo de testes exaustivos não 

poderiaser considerado um indicador de capacidade aeróbia, pois não prediza 

tolerância ao esforço individual, eo grau de ativação neuromuscular intra-individual, 

relacionado à fadiga. 

 

6.8- Efeito daPRL no sistema de defesa enzimático contra o estresse 

oxidativo 

 

6.8.1 Atividade da superóxido dismutase (SOD) em espectrofotômetro e 

PAGE 

Para avaliar a resposta antioxidante dos animais suplementados com a polpa de 

romã, foi analisada a ativação da enzima superóxido dismutase no fígado dos grupos 

experimentais. Os resultados apresentados na Figura 50 mostram que os animais 

tratados com a PRL nas duas doses tiveram uma ativação da SOD semelhante aos 

animais que não realizaram o teste de exaustão (CTL), mostrando que nesses animais 

a atividade da enzimafoi reduzida de forma significativa se comparado ao grupo que 

realizou o exercício físico e não recebeu a suplementação (grupo NAT). Quando 

avaliadoo efeito das duas doses de suplementação, a atividade da SOD não apresentou 

diferença significativa, mostrando que,nestas condições experimentais,ambas 



concentrações de fenólicos utilizadas foram capazes de sequestrar ou inativar os 

radicais superóxidos gerados durante o exercício.  

A atividade da SOD também foi determinada pelo método de gel de atividade ou 

PAGE, visando a comparação entre os tratamentos. Analisando os resultados obtidos 

(Figura 36) com amostras dos 4 grupos experimentais em função da intensidade das 

bandas,verifica-se que o grupo NAT apresentou uma maior ativação da SOD em 

relação aos gruposCTL, DI e DII, que não apresentaram diferenças evidentes. Tais 

resultados estão em concordância com os valores desta enzima obtidos pelo método 

espectrofotométrico (Figura 37), em que os resultados mostraram que as duas 

concentrações de extrato etanólico de polpa de romã foram capazes de agir com 

antioxidante externo, poupando os mecanismos de defesa enzimático.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 -Atividade específica da SOD em tecido hepático avaliado em PAGE. 

 

O mesmo comportamento foi observado em estudocom ratos diabéticos que 

foram tratados com extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),no qual os 

autores observaram uma redução significativa da atividade enzimática da SOD no 

tecido hepático e cerebral quando comparados ao grupo diabético que recebeu água  
159. A patologia diabetes melittus está associada ao aumento de radicais livres, 

demonstrando que a presença de compostos com atividade antioxidante cooperam ao 

tratamento da doença,participando na resposta antioxidante celular224. 
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Figura 37 - Atividade específica da SOD em tecido hepáticoem espectrofotômetro. 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

 

Ajaikumar, Asheef et al.,(2005) 142 investigaram a capacidade anti-infamatória da 

casca do fruto romã na forma de extrato etanólico administrado em duas doses (250 

mg/kg peso e 500 mg)com uma hora de antecedência à indução da úlcera gástrica e 

verificaramque no grupo dos ratos tratados, os níveis das enzimas antioxidantes, 

incluindo a SOD, reduziram de maneira significativa, e também a área da lesão nesses 

animais se mostrou menor 142.Em modelo animal de úlcera gástrica,Shu, Qixin et 

al.,(2009) 225 analisaram o efeito anti-ulceroso da suplementação com extrato etanólico 

de romã nas doses distintas de taninos: 50, 150 e 500 mg/kg peso/dia. Os resultados 

mostraram uma inibição significativa da formação deulceração gástrica, avaliada pelos 

danos à mucosa gástrica, mas também a inibição, estatisticamente significativa, da 

elevação da atividade específica da SOD na mucosa gástrica, demonstrando queos 

taninos desempenharam um efeito protetor anti-úlcera o que pode está associado ao 

poder inibidorna propagação da geração de radicais livres derivados do oxigênio. 

Em modelo de infarto induzido por isoproterenol, ratos Wistar tratados 

previamente com extrato da semente ou de sua fração butanólica de romã nas doses 

de 100 ou 300 mg/kg/dia por 21dias, apresentaram redução no ritmo cardíaco,nos 



níveis de creatina quinase no soro e da lactato desidrogenase e a diminuição da 

atividade das enzimas SOD e CAT no coração226.  

Com uma pesquisa semelhante,Dong, Tong et al.,(2012) 227observaram o efeito 

protetor dos polifenóis de romã sobre a função cardíaca em ratos com infarto 

isquemia/reperfusão (I/R). As dosesde polifenóis de romã ministradas foram de 150, 

300 e 600 mg / kg, e os ratos foram sujeitos a 45 minutos de oclusão da artéria 

coronária principal seguido de 180 minutos de reperfusão para induzir lesão I/R no 

miocárdio. Os resultados obtidos mostraram que os três grupos que receberam 

polifenóis da romã tiveram melhora significativana função cardíaca, diminuição do 

conteúdo plasmáticos de lactato desidrogenase, creatina quinase e malondialdeído, 

diminuiçãoda atividade da SOD e o tamanho da área do enfarte. Em síntese, os 

polifenóis da romã neste estudo puderam proteger a função cardíaca de ratos com I/R 

provavelmente em associação com suas ações na melhora da atividade sequestradora 

de radicais livres de oxigênio, diminuindo assim o dano causado pelos radicais e ERO´s 

no miocárdio. 

Apesar de muitos estudos mostrarem efeitos reduzindo atividade enzimática para 

o uso de extratos de plantas e frutos com atividade antioxidante, alguns autores como 

Arouca, (2012) 228, observou o aumento significativo da enzima antioxidante SOD no 

grupo suplementado com Eleutherococcus senticosus (ginseng Siberiano) no tecido 

muscular de ratos quando comparado com o grupo não suplementado. Resultado 

semelhante foi observado na administração de ácido ferúlico (10mg/kg) em ratos por 45 

dias229. 

Quando avaliado os resultados para a atividade da SOD entre os grupos não 

treinados (CTL) e exercitados (NAT),observa-se um aumento significativo no grupo 

ligado ao exercício físico, sendo a única diferença entre os grupos o fato de ter 

realizado o exercício ou não. É possível explicar a diferença observada pela maior 

demanda de geração de energia pela mitocôndria para realização da atividade física230. 

Amorim, (2007) 231 fazendo uso de protocolo semelhante ao do presente estudo, 

também verificou que a atividade SOD no músculo gastrocnêmio foi significativamente 

maior nos animais exercitados em relação ao grupo controle.  



Rossi, (2001) 232 avaliou a atividade da SOD nos músculos gastrocnêmio e sóleo 

e verificou valores significativamente maiores nos grupos exercitados. Há uma grande 

diferença entre a atividade da SOD dos animais não treinados e exercitados, tendo em 

vista que a maior atividade desta enzima nos grupos exercitados pode significar uma 

resposta adaptativa à exposição exacerbada aos radicais O2provenientes da atividade 

física realizada21. A atenuação de dano muscular pelo exercício físico está fortemente 

ligada à capacidade antioxidante aumentada do músculo e a sua habilidade em modular 

o estresse oxidativo proporcionado pelo exercício físico 233. Em nosso estudo, o que foi 

observado é que a suplementação com PRL foi capaz de agir como agente antioxidante 

exógeno, poupando a ativação da enzima SOD no ataque a geração aumentada de 

superóxidos causada no exercício exaustivo a que foi submetido os grupos. 

 

6.8.2- Atividade da catalase (CAT) em espectrofotômetro e PAGE 

Nas etapas da cascata de reações que ocorrem nos tecidos como mecanismo de 

defesa contra o excesso de radicais ou EROs gerados no metabolismo ou em 

condições adversas, a enzima catalase está no grupo de enzimas de segunda linha de 

defesa22.  

A análise da atividade da catalase no fígado dos animais nos quatro grupos 

mostrouvalores semelhantes entre os grupos não treinados e suplementados, e 

significativamente elevados para os animais que realizaram a natação e não foram 

suplementados (Figura 38 e 39), dados que apresentaram comportamento semelhante 

ao observado para a enzima SOD. O grupo NAT apresentou um aumento de 90,22% 

em relação a DI, de 93,18% em relação a DII e de 90,9% em relação ao CTL. A 

ativação da catalase não apresentou diferença significativa entre os grupos 

suplementados e sendetário. Em termos absolutos, a atividade da CAT no grupo NAT 

apresentou valores de 10,23 a 14,66 vezes maiores em comparação à sua atividade no 

grupo DI e DII respectivamente. Estes resultados foram observados nos dois métodos 

utilizados para avaliação da atividade da CAT, seja por espectrometria ou gel de 

atividade por PAGE.  
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Figura 38 - Atividade específica da CAT em tecido hepático avaliado em PAGE. 

 

O tecido hepático dos animais suplementados nas doses utilizadas mostrou uma 

melhor proteção antioxidante comparado aos grupos que não receberam aPRL, o que 

pode ser devido aos compostos antioxidantes presentes nos extratos, agindo de forma 

coadjuvante à enzima CAT e levando a uma redução significativa da atividade desta 

quando comparado ao grupo NAT. Mesmo com maiores tempos de exercício físico os 

grupos que receberam o tratamento mostraram-se mais protegidos de possíveis danos 

oxidativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 39 - Atividade específica da CAT em tecido hepático em espectrofotômetro. 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

 

Os resultados existentes na literatura sobre como a atividade da CAT é afetada 

pelo exercício físico são contraditórios. Alguns estudos mostram aumento da atividade 

da CAT após o exercício físico 234, 235. Outros estudos, não apresentam alteração na 

CAT após o exercício 236-238. Enquantoque alguns estudos mostram queda na atividade 

da CAT após a atividade física171, 239. O exercício físico interfere no equilíbrio do sistema 

defensivo antioxidante, de forma que quando a fração antioxidante é comprometida há 

um aumentoà suscetibilidade ao dano muscular240.  

A atividade física regular pode influenciar positivamente as defesas antioxidantes 

e promover melhoria da função cardíaca. Entretanto, o exercício realizado de modo 

exacerbado resulta em maior formação de radicais livres, podendo levar a um estado de 

estresse oxidativo,de forma adaptativa o organismo aumenta a atividades das enzimas 

antioxidantes visando minimizar os efeitos do estresse oxidativo 241. O aumento da 

atividade celular e do ataque oxidativo, ocasionado pelo exercício, é menos deletério 

quando compensado por uma elevação da atividade dos mecanismos celulares de 

defesa antioxidante 242.  

As respostas das enzimas antioxidantes parecem ser dependentes do ergômetro 

utilizado: natação 243, corrida em esteira 244, 245 ou corrida em roda de atividade 

espontânea 246, do protocolo de exercício contínuo 244 ou intermitente 247, assim como 

do tipo de fibra muscular 248 e da espécie estudada: rato 244, camundongos 249 ou outros 

mamíferos 246. 

A suplementação com compostos bioativos em modelos de exercício físico 

relacionado ao dano oxidativo foi visto por Dunlap et al., (2006) 250 que suplementou 

cães de trenó com blueberryorgânica selvagem durante 2 meses com 2% do peso 

corporal (cerca de 20 g). Os cães de trenó correram por 7 quilômetros. O estudo 

demonstrou que a dieta com blueberry aumentou a quantidade de antioxidantes 

disponíveis no plasma dos animaisquando comparado aos animais do grupo controle, 

aumentando a proteção das células contra os possíveis danos gerados pelasERO´s.  



Em outros modelos animais de aumento da geração de radicais livres e ERO´s, o 

uso de compostos isolados ou extrato de frutos e partes de alimentos mostraram efeitos 

favoráveis na resposta do organismo contra os efeitos deletérios51. Neste sentido, 

Yilmaz et al., (2004) 251 demonstraram que a suplementação com fenil éster do ácido 

caféico na dosagem de 10 M.mL- 1.kg-1 foi capaz de reduzir a atividade da enzima 

CAT do fígado de ratos diabéticos.Um estudo com extrato etanólico da casca da romã 

em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina obteve resultados semelhantes.Os 

animais tratados com extrato etanólico da casca da romã (10 e 20 mg/kg peso corporal 

de extrato etanólico da casca da romã por 4 semanas) por via intraperitoneal tiveram 

diminuição significativamente da atividade da CAT no fígado e rins de ratos diabéticos, 

mostrando claramente o efeito protetor como antioxidante 252.  

Chidambara et al., (2002) 253destacou o poder antioxidante do extrato etanólico 

da casca da romã em ratos com estresse oxidativo induzido por tetracloreto de carbono 

(CCl4).Os animais receberam pré-tratamento de 7 dias com 50 mg/kg peso/dia de 

extrato etanólico da casca da romã e posterior tratamento com CCl4, e observaram 

valores de CAT semelhantes ao grupo controle. Os dados histopatológicos do fígado, 

visando determinar o efeito hepatoprotetor do extrato casca romã, demonstrou que o 

grupo que recebeu o tratamento com o extrato teve menos efeitos danosos induzido 

pelo tetracloreto de carbono, sendo capazes de restaurar a arquitetura hepática normal 

ao contrário do grupo controle experimental. 

Sudheesh e Vijayalakshmi, 254 conduziu um estudo em que os ratos saudáveis 

eram gavados com uma dosagem de 10 mg/kg peso corporal/dia de extrato etanólico 

de romã durante 45 dias, demonstrando um potencial efeito antioxidante. As 

concentrações da enzima CAT apresentaram diminuição significativa, acompanhadas 

também de outras enzimas avaliadas como a SOD, GPX e GR. 

 

6.8.3- Atividade da glutationa redutase (GR) em espectrofotômetro e PAGE 

A glutationa redutase (GR) age de maneira indireta no combate das ERO´s, 

regenerando a GSH a partir da sua forma oxidada (GSSG)3. 
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Essa enzima foi estudada por espectrofotômetro e também por PAGE, calculada 

com base na quantificação das proteínas totais e comparado os resultados com o gel. 

Os resultados estão demonstrados nas figuras (Figura 40 e 41). 

Os tratamentos apresentaram diferenças significativas na atividade da GR 

quando comparados os gruposCTL e DII, e NAT e DII. A DII foi capaz de reduzir a 

atividade específica da GR em comparação aos grupos CTL, NAT e DI. Já a DI não 

apresentou diferença entre NAT e CTL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40 - Atividade específica da GR em tecido hepático em espectrofotômetro. 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT e CTL.  

 

Esses dados mostram que o tratamento com PRL na dose de 1,75 mmol de 

polifenóis/dia contribuiude maneira efetiva para melhorar a resposta ao radicais e 

ERO´s gerados no tecido hepático dos animais não treinados e que efetuaram o teste 

de exaustão.  

A GR, responsável por regenerar a GSSG ao seu estado reduzido (GSH) através 

da oxidação do NADPH, tem sua ação antioxidante de forma indireta ao agir como 



coadjuvante no processo de defesa81. Os grupos não tratados com a polpa de romã 

apresentaram as maiores atividades específicas, podendo estar associadas a ação de 

outras enzimas, como a glutationa peroxidase e glutationa oxidase, todas pertencentes 

à família da glutationa. Do mesmo modo, a atividade da GR está aumentada no grupo 

DI, esta dose possivelmente foi baixa para agir como antioxidantenesta etapa do 

mecanismo de defesa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41 - Atividade específica da GR em tecido hepático avaliado em PAGE. 

 

Souza, Ebaid et al., (2008) 255 avaliaram a atividade da GR em ratos submetidos 

à dieta rica em sacarose que foram tratados com N-acetilcisteina. Os animais foram 

divididos em 3 grupos com 6 animais cada e receberam 2 mg/grupo de N-acetilcisteina 

diluído na água de consumo durante 22 dias. Este composto é um organosulfurado 

presente no alho com propriedades antioxidantes, e não observou diferença significativa 

com o grupo não tratado. Por outro lado,Gaurava, Shyam et al.,(2001) 256 avaliaram o 

potencial antioxidante do suco de romã obtido por compressão da polpa em ratos 

expostos à altitude simulada de 6.096 m (condição de hipóxia). Os ratos expostos à 

hipóxia e tratados previamente com suco concentrado de romã (0,1 ml/rato/dia por 

15dias) tiveram uma redução de 49,4% da atividade específica da enzima GR no 

músculo e fígado,confirmando a hipótese da propriedade antioxidante da polpa da 

romã.  



Efeito semelhante foi observado em estudo com extrato da casca da romã com 

ratos com diabetes induzida por aloxana. Os animais que receberam o tratamento com 

200 mg/kg peso/dia, após 15 dias revelaramuma diminuição das enzimas SOD, CAT e 

GR no tecido hepático em comparação com o grupo diabético que não recebeu o 

extrato. Os autores associaram o potencial antioxidante do fruto ao teor de polifenóis 

totais contidos na casca da romã, fato que o mesmo trabalho evidenciou realizando 

análises no extrato da casca 257.  

 

6.8.4- Atividade da glutationa-S-transferase (GST) em espectrofotômetro 

A GST é uma enzima que catalisa a conjugação de glutationa com outras 

moléculas, assim, funcionando como um passo intermediário na desintoxicação de 

diversas substâncias tóxicas 258. 

Neste estudo, os animais que receberam a suplementação com PRL 

apresentaram valores de ativação da GST significativamente menores que os animais 

que não foram tratados com PRL.  

Analisando os dados dos animais suplementados foi observado, como na enzima 

GR, que a DII foi mais eficiente na redução da atividade da GST que DI. Quando 

comparados estes valores aos observados para os animais do grupo CTL e NAT, o 

tratamento com PRL na dosagem de 1,75 mmol de polifenóis/dia mostrou uma 

redução,significativa estatisticamente, de ativação na GST de 68,68% e 63,95% 

comparados respectivamente ao grupo NAT e CTL (Figura 42).  

Em estudo realizado por Reddy e Fernandes,(1999) 249foi observado que o 

treinamento físico, de modo intermitente e de alta intensidade, elevou a atividade da 

enzima GST no rim, fígado, coração e musculatura esquelética de camundongos. Além 

disso, nesse mesmo estudo, o treinamento físico elevou os níveis de glutationa 

peroxidase e glutationa total. Esses resultados indicam que o exercício realizado de 

maneira regular é benéfico no sentido de diminuir os níveis de peroxidação lipídica e 

elevar a atividade das enzimas atioxidantes, entretanto, quando o mesmo é realizado 

de modo casual e com alta intensidade pode ser prejudicial ao organismo. 
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Figura 42 - Atividade específica da GST em tecido hepático em espectrofotômetro. 

Os valores são expressos como média ± DP. 

* Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo NAT. 

** Amostra difere estatisticamente (P<0,05) em relação ao grupo CTL. 

 

Sotelo-Felix et al., (2002) 259 estudando o efeito do extrato de alecrim 

administrado por via oral em ratos na concentração de 200mg/kg peso corporal/dia, 

durante cinco dias, observaram um efeito hepatoprotetor contra o estresse agudo 

provocado por tetracloreto de carbono. O alecrim atuou como antioxidante, eliminando 

os radicais triclorometilperoxil formados pela metabolização hepática do agente químico 

agressor, e diminuiu significativamente a atividade do sistema de desintoxicação 

dependente da GST no tecido hepático. 

Em um estudo sobre a doença de Alzheimer que objetivou avaliar o efeito do 

extrato etanólico de sementes de romã sobre o desempenho cognitivo de camundongos 

com idade induzida por escopolaminapôde-se notar que a administração crônica 

durante 21 diasdo extrato etanólico de sementes de romã inverteu a idade induzida e os 

déficits de retenção de memória. O extrato foi capaz também de reduzir os níveis de 

peroxidação lipídica e da atividade da enzima glutationa-s-transferase nos tecidos 

cerebrais 260.  



Faria et al., (2007) 261 pesquisou sobre o efeito do suco de romã no estresse 

oxidativo em tecido hepático, para este propósito os camundongos consumiram o suco 

por 4 semanas prévias a análise. O suco era substituído pela água no período noturno e 

cada animal bebia em média 13,5 ml de suco/noite. Posteriormente os marcadores 

celulares oxidativos foram verificados e notou-se que os níveis de glutationa 

peroxidase, redutase e s-transferase tiveram sua atividade diminuída quando 

comparada ao grupo dos camundongos controle que receberam apenas água e ração. 

A redução da enzima GST também foi demonstrada por Moneim et al., (2011) 262 

que teve como objetivo investigar as propriedades antioxidantes da romã emtecidos 

hepáticos e renais de ratos. O grupo controle recebeu soro fisiológico (0,2 ml de 

solução salina /rato) por via oral através de um tubo epigástrico, o segundo grupo 

recebeu por administração oral também 3 ml/kg peso corporal e o terceiro grupo 

recebeu 200 mg de extrato metanólico da casca da romã/kg peso corporal por 21 dias. 

Os dados demonstraram que tanto o grupo que recebeu o extrato como o grupo que 

recebeu o suco reduziram a atividade das enzimas antioxidantes, incluindo a GST, no 

tecido renal. 

 

7. CONCLUSÃO 

A partir dos achados, podemos concluir que: 

• APRL, seja de cultivo doméstico ou comercial, apresenta teores de 

compostos fenólicos totais próximos ao de frutas consideradas como tendo alto 

poder antioxidante; 

• A atividade antioxidante pelos métodos ABTS e ORAC daPRL apresenta 

potencial antioxidante semelhante a frutos considerados como agentes que 

combatem radicais livres gerados em condições de estresse físico; 

• A suplementação com extrato etanólico de polpa de romã nas doses de 

0,875 mmol de polifenóis totais/dia e 1,75 mmol de polifenóis/dia mostrou, em 

ensaio in vivo, ser capaz de aumentar o tempo de natação em ratos Wistar sem 

treinamento; 

• Os compostos bioativos presentes naPRL participaram como agentes 

antioxidantes não enzimáticos no combate aos radicais livres gerados no 



exercício exaustivo, sendo a dose de 1,75 mmol de polifenóis/dia que apresenta 

o maior potencial in vitro e in vivo. 
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