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EDITORIAL

Oxidative Stress and the Biological and  
Chemical Processes in Health

THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS 

Oxidative stress is the result of reactive oxygen species (ROS) overproduction or/and a decline in antioxidant 
defense mechanisms. ROS are generated by highly reactive elements with unpaired electrons e.g. O2− (superoxide 
radical), OH (hydroxyl radical) and H2O2 (hydrogen peroxide). Overall excessive generation of ROS results in delete-
rious effects causing damage to DNA, proteins, and lipids, ultimately leading to cell death (JARRET et al., 2008; SAN-
TOS et al., 2011). Therefore, agents counteracting excess ROS and/or increasing the antioxidant defenses represent 
an appealing strategy for the treatment of different complications (DOS SANTOS et al., 2019). On the other hand, 
ROS have important functions in cellular signaling as participants and modifiers of signaling pathways, essential for 
the proper development and proliferation of cells. Indeed, ROS play an important role in the immunologic system 
and on the increment of the antioxidant response (DOS SANTOS et al., 2019). For instance, physical exercise, a 
therapeutic approach for several diseases, induce the production of ROS, leading to an increase in the antioxidant 
defense in rest condition (JI et al., 1988).

The current understanding of the complex role of ROS is necessary for developing multi-functional antioxi-
dants, which can maintain ROS in a non-pathological level. In this context, numerous research groups have focused 
on the characterization of the ROS source and their pathway triggered. Therefore, multi-aspects ROS in health and 
disease have been addressed in the current issue. This special issue includes 8 original research and review articles 
focusing on the role of ROS and antioxidant defense on the development of diabetes and its associated diseases. 
The guest editors are pleased to present a selective group of these cutting-edge original research and review arti-
cles as follows. 

In the review “Mitochondrial biochemistry and oxidative stress in bipolar disorder: New horizons” the author 
discusses recent articles on the effect of ROS on Bipolar Disorder (BD), a disease characterized by high suicide rates. 
Mitochondria is a specialized organelle that generates adenosine triphosphate but also is considered the primary 
source of ROS. Mitochondrial ROS plays a critical role in BD. Recent literature consistently reported changes in an-
tioxidant enzymes, lipid peroxidation, and nitric oxide levels induced by in BD.

In the original article “ginger hydroethanolic extract inhibits oxidation of low-density lipoprotein (LDL) in-vi-
tro” the authors used an isolated fraction of LDL of patient serum samples, the LDL fraction was isolated, previously 
treated with Ginger Rhizome Hydroethanolic Extract (EHEG). They concluded that ginger has protective activity 
against the formation of oxidized LDL, suggesting that its phytochemical compounds confer antioxidant activity, 
and may be effective in the prevention and/or treatment of cardiovascular diseases, especially those related to the 
process of atherosclerosis. 

In the original article “The effect of fish oil supplementation on sepse” the authors induced sepsis by punctu-
re and cecal ligation after several days of fish oil (FO) administration in rats. Follow they assessed lipid peroxidation, 
lung and renal histology were analyzed regarding its structure and presence of polymorphonuclear (PMN), lung 
edema index, renal function and survival rate. They concluded that FO supplementation, in the dose and period 
studied, did not improve renal, pulmonary and mortality rate in rats with sepsis.

In the article “Antioxidant effect of LLes paraguariensis and condiments of lipid oxidation of oreochromis ni-
loticus steak” aimed to evaluate the antioxidant potential of yerba mate extract, in association with rosemary, ore-
gano and thyme condiments, in tilapia fillets submitted to different preparation forms, in face of lipid oxidation of 
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fish. The extracts were evaluated for the percentage 
reduction of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical 
and for the content of total phenolic compounds. The 
lipid oxidation of the fish was analyzed by thiobarbitu-
ric acid reactive substances (TBARS) test. Based on the 
result, they suggest the effectiveness of the associa-
tion of condiments with yerba mate in the reduction 
of oxidative rancidity of the tilapia fillets submitted to 
the different thermal processes applied, as well as the 
in natura product.

In the review of literature “The consumption of 
fruits as a potential alternative to accelerate the re-
covery process after high intensity exercise” the au-
thors discussed the recent literature that used fruits 
to abbreviate the recovery process after high intensi-
ty exercise in different sports modalities by reducing 
ROS and muscle damage markers. According to the 
authors, nutrient supplementation can enhance reco-
very after high intensity exercise, particularly fruits of 
red-blue color such as cherries and blueberries seem 
to decrease oxidative stress, inflammation, and mus-
cle damage. 

In the original article “In-vitro effect of Camellia 
sinensis extract in human DNA leukocytes” the au-
thors aimed to evaluate the possible genotoxic acti-
vity of the green tea extract through the evaluation 
of DNA damage by the Comet Assay. They concluded 
that the use of green tea in the diet could have many 
benefits for the organism, mainly for its bioactive 
compounds. However, they suggest that studies are 
necessary to evaluate its toxicity to better evaluate 
the safety in its use.

In the article “Effects of type 2 diabetes melli-
tus induction and of moderate physical exercise on 
the hepatic metabolism and oxidative stress in Wis-
tar rats” the authors tested the hypothesis that the 
induction of Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) by the 
association of streptozotocin and high-fat diet causes 
hepatic alterations and that physical exercise can in-
fluence these alterations. They tested the hypothesis 
using males Wistar rats and induced T2DM by offering 
a high-fat group (HF) for 8 weeks and on the 14th recei-
ved a single dose of streptozotocin (25mg/kg). After 
T2DM induction, a group performed aerobic exercise. 
They found that the used protocol induced T2DM but 
not liver diseases or an increase in blood oxidative 
stress. Besides, physical exercise acted in synergy with 
high-fat diet and STZ inducing accumulation of triacyl-
glycerol and VLDL in hepatic tissue, an effect that cou-
ld either represents lipotoxicity or a protective mecha-
nism to conserve energy.

In the study “L-glutamine supplementation as-
sociated with moderate aerobic training improves 
biometric, glycemic profile and antioxidant defense” 
the authors aimed to verify whether the L-glutamine 
supplementation (in its free form) could provide addi-
tional improvement in biometric, glycemic and redox 
parameters in animals undergoing moderate aerobic 
training (MAT). They found that L-glutamine supple-
mentation increased the gastrocnemius mass and 
improved the glucose tolerance in animals submitted 
to MAT. It improved the antioxidant status in gastroc-
nemius, liver and pancreas, and declined it in adipose 
tissue in animals undergoing MAT. The drop of adipo-
se antioxidant defense was associated with adiposity, 
while pancreas antioxidant activity was inversely asso-
ciated with glucose intolerance.

The editors anticipate this special issue to be of 
interest to the scientific community. We hope resear-
chers benefit in this issue to make further progress in 
the understanding of the role of ROS in the develop-
ment of diseases or for the use of potential therapeu-
tical approaches. The editors would like to thank the 
authors for submitting their research for publication 
and the reviewers for their important input and criti-
ques to improve the manuscripts.

Julia Matzenbacher dos Santos

REFERENCES 
DOS SANTOS, Julia M.; TEWARI, Shikha; MENDES, Roberta 
H. The role of oxidative stress in the development of diabe-
tes mellitus and its complications. Journal of Diabetes Re-
search, v. 2.019, 2019. DOI: 10.1155/2019/4189813
DOS SANTOS, Julia Matzenbacher et al. The role of mito-
chondrial DNA damage at skeletal muscle oxidative stress 
on the development of type 2 diabetes. Molecular and Ce-
llular Biochemistry, v. 449, n. 1-2, p. 251-255, 2018. DOI: 
10.1007/s11010-018-3361-5.
JARRETT, S. G. et al. Mitochondrial DNA damage and its po-
tential role in retinal degeneration. Progress in Retinal and 
Eye Research, v. 27, n. 6, p. 596-607, 2008. DOI: 10.1016/j.
preteyeres.2008.09.001.
JI, L. L. et al. Antioxidant enzyme systems in rat liver and 
skeletal muscle. Influences of selenium deficiency, chro-
nic training, and acute exercise. Archives of Biochemis-
try and Biophysics, v. 263, n. 1, p. 150-160, 1988. DOI: 
10.1016/0003-9861(88)90623-6.
SANTOS J. M. et al. Diabetic retinopathy, superoxide dama-
ge and antioxidants. Curr Pharm Biotechnol., 12(3), p. 352-
61, 1º Mar. 2011. DOI: 10.2174/138920111794480507. 
PMID: 20939803; PMCID: PMC3214730.



Revista Contexto & Saúde
Editora Unijuí
Programa de Pós-Graduação em Atenção Integral à Saúde

Editora Unijuí   –   Revista Contexto & Saúde   –   vol. 20, n. 39 
Edição Especial   –   Estresse Oxidativo   –   2020   –   ISSN 2176-7114   

p. 6-18

http://dx.doi.org/10.21527/2176-7114.2020.39.6-18

Bioquímica Mitocondrial e Estresse  
Oxidativo no Transtorno Bipolar: 

Novos Horizontes
Luiz Arthur Rangel Cyrino1, Daniela Delwing-de-Lima2, Oliver Matheus Ullmann1,  

Thayna Patachini Maia1, Ana Carolina Sardo1 

RESUMO 
Este artigo é uma revisão do efeito do estresse oxidativo (EO) no Transtorno Bipolar (TB). Esta doença é caracterizada como sendo crônica, 
grave, com alta morbidade, mortalidade e altas taxas de suicídio. É uma doença progressiva, com episódios cada vez mais curtos e frequentes 
ao longo do tempo. Modificações ocorrem no encéfalo, como alterações na neuroplasticidade, neurotransmissão, falhas na apoptose, ativação 
no processo imunoinflamatório, com alterações na via de sinalização do cálcio e, mais recentemente, sobre o EO. Esses eventos envolvem 
uma reorganização patológica no encéfalo e, portanto, estão associados a alterações morfológicas, tais como redução do volume do córtex 
pré-frontal, do hipocampo e da amígdala aumentada. Essas alterações estruturais e bioquímicas são conhecidas como neuroprogressão, e 
apresentam diferenças entre o estágio inicial e o final do TB. Neurônios e células da glia têm uma das mais altas demandas de energia, quando 
estas alterações bioquímicas e anatômicas afetam essas células e, principalmente, organelas, como as mitocôndrias. A mitocôndria é uma 
organela especializada que gera trifosfato de adenosina (ATP) sendo considerada a principal fonte de espécies reativas produzidas principal-
mente pela cadeia de transporte de elétrons (CTE), levando, assim, ao EO. O papel do EO na fisiopatologia da TB tem sido investigado em 
vários estudos, relatando mudanças nos níveis das enzimas antioxidantes, na peroxidação lipídica e do óxido nítrico (NO). Os mecanismos fisio-
patológicos do TB contribuem para uma melhor compreensão da atividade da doença e podem revelar possíveis soluções para o diagnóstico 
e prognóstico.
Palavras-chave: Radicais livres. Metabolismo energético. Mitocôndrias. Transtorno bipolar. Estresse oxidative. Sistema nervoso central.

MITOCHONDRIAL BIOCHEMISTRY AND OXIDATIVE STRESS IN BIPOLAR DISORDER: NEW HORIZONS

ABSTRACT
This article is a review of the effect of oxidative stress on Bipolar Disorder (BD). This disease is characterized as being chronic, severe with high 
morbidity, mortality, and high suicide rates. It is a progressive disease with episodes becoming successively shorter and frequent over time. 
Multiple alterations occur in the brain such as changes in neuroplasticity, neurotransmission, failures in apoptosis, activation in the immune-in-
flammatory process, with changes in the calcium signaling pathway; and more recently, on oxidative stress. These events involve a pathological 
reorganization in the brain and therefore are associated with morphological changes such as, a reduction in the volume of the prefrontal cortex, 
hippocampus, and an enlarged amygdala. These structural and biochemical changes are known as neuroprogression, with a difference between 
the initial and final stages of BD. Neurons and glial cells have a high energy demand, where biochemical and anatomic changes affect these cells 
and mainly organelles such as mitochondria. Mitochondria is a specialized organelle that generates adenosine triphosphate. It is considered 
the primary source of reactive oxygen species, produced through the electron transport chain, leading to oxidative stress. The role of oxidative 
stress in the pathophysiology of BD has been investigated in several studies, and consistently reported changes in antioxidant enzymes, lipid pe-
roxidation, and nitric oxide levels. Pathophysiological mechanisms of BD contributes to an improved understanding of disease activity and may 
reveal possible solutions for diagnosis and prognosis.
Keywords: Free radicals. Energy metabolism. Mitochondria. Bipolar disorder. Oxidative stress. Central nervous system.
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INTRODUÇÃO

O Transtorno Bipolar (TB) é uma doença crôni-
ca e grave que afeta aproximadamente 1,1% da po-
pulação mundial e está associado a uma alta taxa de 
comorbidades clínicas. Sua fisiopatologia é complexa, 
multifatorial e não é totalmente compreendida, sendo 
influenciada, de forma consistente, por fatores gené-
ticos e ambientais (CLEMENTE et al., 2015). Caracte-
riza-se por múltiplas alterações no encéfalo, entre as 
quais a neuroplasticidade, a cronobiologia, falhas na 
apoptose, o desenvolvimento cerebral alterado, a neu-
rotransmissão e o processo imune-inflamatório, além 
da via de sinalização do cálcio, e, mais recentemente, 
o EO, com fortes alterações na bioenergética celular 
(SIGITOVA et al., 2017). A doença também inclui défi-
cits cognitivos, resistência ao tratamento e alterações 
biológicas periféricas e em estruturas cerebrais, como 
atrofia cortical e dilatação dos ventrículos. Tais altera-
ções tornam-se mais pronunciadas após múltiplos epi-
sódios de humor (mania ou depressão). Uma hipótese 
para explicar essas fortes mudanças do estado de hu-
mor a partir do dano cumulativo e patologias relacio-
nadas ao TB, é conhecida como carga alostática (VIETA 
et al., 2013). Essa teoria busca entender como as mu-
danças cumulativas associadas às doenças psiquiátri-
cas refletem-se na progressão da doença (KAPCZINSKI 
et al., 2008). Assim, a alostase é a capacidade de obter 
estabilidade por meio de alterações, o que permite ao 
organismo responder a várias situações mediante al-
terações fisiológicas. Se, no entanto, esses processos 
se tornarem extremos ou ineficientes, a responsivi-
dade do corpo diminui e os processos acumulam-se 
para que mais sistemas regulatórios sejam compro-
metidos (carga alostática), prejudicando a plasticida-
de neuronal e a neurotransmissão (MCEWEN, 2000). 
Esse conjunto de mudanças fisiológicas, que ocorre 
com o curso da doença, foi associado a outro concei-
to recentemente desenvolvido, chamado neuropro-
gressão (BERK et al., 2011). Dessa forma, este termo 
é utilizado para explicar a progressão dos distúrbios e 
a consequente aceleração dos mecanismos de doen-
ça (GRANDE et al., 2012; MCEWEN; GIANAROS, 2011). 
Neste contexto, com a progressão da doença, ocorre 
um aumento na frequência e gravidade dos episódios 
de mania e depressão ao longo dos anos, levando ao 
aumento no número de comorbidades médicas e psi-
quiátricas associadas, desequilíbrio entre fatores pró 
e anti-inflamatórios, redução das neurotrofinas e au-
mento do EO. Este processo intoxica o corpo, liberan-
do compostos e produzindo um remodelamento pa-
tológico do encéfalo e pior funcionamento cognitivo e 
emocional, com diminuição da produtividade na vida 

pessoal e profissional e de recuperação clínica (GAMA 
et al., 2013). Assim, o TB pode ser visto como uma 
doença inflamatória multissistêmica, sendo represen-
tado por alterações em biomarcadores séricos (SYLVIA 
et al., 2015) que poderiam funcionar como indicado-
res de toxicidade celular nestes pacientes (ROWLAND 
et al., 2018). A análise de um conjunto de biomarca-
dores (marcadores inflamatórios, EO e neurotrofinas) 
mostrou que pacientes com TB de início agudo têm 
uma taxa de toxicidade sistêmica significativamente 
maior do que controles saudáveis, mas menor do que 
pacientes com sepse (PFAFFENSELLER et al., 2013). 
Desse modo, compreender os mecanismos fisiopato-
lógicos sistêmicos que contribuem para a disfunção 
resultante de múltiplos episódios de humor do TB, e 
identificar as vias associadas aos mediadores alostá-
ticos envolvidos na neuroproteção, EO e inflamação, 
podem ser importantes para melhorar nossa com-
preensão da atividade da doença. Os diferentes bio-
marcadores podem estar associados à atividade da 
doença e à neuroprogressão, indicando se a doença 
está ativa ou em remissão. Vale ressaltar que mar-
cadores sistêmicos já foram implicados no TB como 
mediadores da alostase (JUSTER et al., 2013). Entre 
os mediadores da alostase e da neuroprogressão, 
destacam-se os glicocorticoides. Estes hormônios pro-
movem adaptação dinâmica do organismo principal-
mente por meio da regulação da disponibilidade de 
compostos energéticos, entre outros efeitos. Quando 
em excesso e de forma crônica, podem causar disfun-
ções em compartimentos celulares essenciais, tais 
como as mitocôndrias, produzindo um aumento do 
EO e de marcadores pró-inflamatórios, assim como a 
diminuição de fatores neurotróficos; processos esses 
já evidenciados em pacientes bipolares. Esta exposi-
ção excessiva aos glicocorticoides, observada no TB, 
acaba produzindo alterações neuroanatômicas, cog-
nitivas e funcionais, que são mais pronunciadas em 
pacientes crônicos com múltiplos episódios, mas são, 
geralmente, sutis naqueles em estágios iniciais (BERK 
et al., 2011). Apesar da psiquiatria necessitar de bio-
marcadores confiáveis e acessíveis, que facilitem o 
diagnóstico de forma precoce, estes ainda são insufi-
cientes e caem em aproximadamente três categorias 
promissoras: 1 – genética, 2 – descobertas de imagens 
e 3 – níveis de metabólitos de moléculas. Neste último 
grupo encontram-se dosagens periféricas de diversas 
substâncias oriundas de células neuronais e gliais, tais 
como: 1 – as neurotrofinas: Fator Neurotrófico Deriva-
do do Cérebro (BDNF); Fator Neurotrófico Derivado da 
Glia (GDNF) e Fator de Crescimento Neuronal (NGF); 
2 – as citocinas pró-inflamatórias: Interleucina-6 (IL-
6), Interleucina-1  (IL-1) e o Fator de Necrose Tumoral 
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Alfa (TNF– α), 3 – substâncias relacionadas ao EO: su-
peróxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 
peroxidase (GSH-Px), 3-nitrotirosina (3-NT), e as Subs-
tâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBA-RS), e o 
último grupo: 4 – marcadores de disfunção do Ciclo 
de Krebs (CK), tais como citrato sintase, succinato de-
sidrogenase e malato desidrogenase (GRANDE et al., 
2014; DE SOUSA et al., 2015; SCAINI et al., 2016).

Todas essas alterações bioquímicas estudadas 
impactam diretamente no encéfalo e, principalmente, 
nas células neuronais e em organelas como as mito-
côndrias. Os neurônios são células de alta demanda 
energética. Um único neurônio cortical em repouso 
consome aproximadamente 4,7 milhões de moléculas 
de ATP por segundo para processar várias funções bio-
lógicas. A taxa de utilização de ATP é três vezes maior 
na substância cinzenta do que na substância branca 
no cérebro humano (ZHU; LEE; CHEN, 2018). Isso tor-
na os neurônios responsáveis por 20% a 25% de todo 
o oxigênio e glicose consumidos pelo organismo 
(MANSUR; BRIETZKE, 2012). Em algumas porções dos 
neurônios ocorre uma demanda maior de forneci-
mento de energia, tais como os terminais pré-sinápti-
cos e pós-sinápticos que regulam a neurotransmissão, 
os cones ativos de crescimento ou ramos axonais que 
regulam a plasticidade sináptica de curto prazo e, fi-
nalmente, os nódulos de Ranvier (ZHANG et al., 2010). 
Para que estas mitocôndrias cheguem aos seus desti-
nos, é necessário que ocorra o transporte mitocon-
drial neuronal. Este é bidirecional e de longo alcance, 
e depende dos microtúbulos, ocorrendo com uma ve-
locidade média entre 0,32 e 0,91 μm/s (MACASKILL; 
KITTLER, 2010). A maior parte da biogênese das mito-
côndrias neuronais acontece principalmente no soma 
do neurônio, quando são, então, distribuídas ao longo 
do axônio. Os mecanismos que regulam o transporte 
direcional das mitocôndrias são baseados em recepto-
res na membrana. Eles capturam a informação do po-
tencial de membrana mitocondrial (PMM) por meio 
da concentração de íons ou substâncias, como H+, 
Ca2+, ATP, difostato de adenosina (ADP), piruvato e di-
nucleotídeo de nicotinamida e adenina (NADH). Após 
a sinalização, as vias de transdução são ativadas de di-
ferentes formas. Uma vez formadas e transportadas, 
as mitocôndrias podem ficar ancoradas em certas re-
giões ou apresentar mudança de direção. Assim, para 
manter a plasticidade neuronal e a confiabilidade da 
neurotransmissão, é necessário ter algumas das mito-
côndrias ancoradas no terminal pré-sináptico. Estas 
mitocôndrias fornecem uma quantidade estável e 
contínua de ATP. Cerca, no entanto, de 20% a 30% das 
mitocôndrias axonais são móveis (CHEN; SHENG, 

2013). Ao passarem por esses terminais de forma rá-
pida e temporária, estas fornecem ATP, alterando, as-
sim, a energia sináptica e influenciando as atividades 
das mesmas. Nessa direção, Sun et al. (2013) demons-
traram pela primeira vez que este é um dos principais 
mecanismos subjacentes à variação pré-sináptica, 
quando a falta de mitocôndrias no terminal axonal 
prejudica a neurotransmissão pela diminuição de ATP 
e, consequentemente, da força de liberação das vesí-
culas sinápticas, assim como a capacidade de blo-
quear e tamponar o cálcio ionizado da terminação 
axônica (IVANNIKOV; SUGIMORI; LLINÁS, 2013). Quan-
to à região pós-sináptica, pesquisas realizadas com 
métodos proteômicos, baseados em espectrometria 
de massa (FÖCKING et al., 2016), observaram proteí-
nas do citoesqueleto facilitando o movimento e a si-
nalização de alta densidade de receptores e comple-
xos ativados que são críticos para a neurotransmissão 
normal e plasticidade sináptica. Desta forma, sabemos 
que a plasticidade sináptica é altamente dependente 
da função mitocondrial e do metabolismo energético. 
Quando as mitocôndrias alteram sua motilidade ou 
distribuição, ou quando sua integridade é prejudicada 
sob certas condições de estresse fisiopatológico, estas 
podem ser implicadas na patogênese de vários distúr-
bios neuropsiquiátricos importantes, como no TB e na 
esquizofrenia (CHU, 2019). Outras células fortemente 
envolvidas no processo da neuroprogressão são as cé-
lulas microgliais. Elas fazem contato íntimo com as si-
napses, produzindo a degeneração sináptica, como 
nas doenças neurodegenerativas (HONG; DISSING-O-
LESEN; STEVENS, 2016). Estas células também estão 
relacionadas com a formação, proliferação e diferen-
ciação de circuitos neurais, e ainda com a poda de co-
nexões sinápticas em redes neurais. Quando esta co-
municação é interrompida, pode-se observar efeitos 
devastadores na memória, sociabilidade, ansiedade e 
outros domínios comportamentais (WU et al., 2014). 
Graças às recentes pesquisas desenvolvidas por Herz 
et al. (2017), sabemos hoje que células microgliais e 
macrófagos não parenquimais, que se apresentam 
nas meninges, espaços perivasculares e plexo coroide, 
representam duas populações mieloides ontogeneti-
camente distintas. As células da microglia aparecem 
precocemente durante o desenvolvimento embrioná-
rio derivado do saco vitelino (E) 8.5 (GOMEZ et al., 
2015), semeando o tecido cerebral antes do nasci-
mento e permanecendo com uma população estável 
até o envelhecimento. Todos os outros macrófagos do 
sistema nervoso central (SNC) provavelmente origi-
nam-se de monócitos derivados da medula óssea. O 
volume de reposição da microglia é rápido, permitin-
do a renovação várias vezes ao longo da vida, a partir 
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de processos associados à proliferação e apoptose 
(ASKEW et al., 2017). Apesar das origens distintas, mi-
croglia e macrófagos, que derivaram de monócitos, 
têm morfologias e funções fagocíticas semelhantes, 
contudo existe um subconjunto de funções exclusivas 
da microglia (GINHOUX; GUILLIAMS, 2016; PRINZ; 
PRILLER, 2017). Como são células imunes inatas do 
encéfalo, elas estão, de fato, procurando continua-
mente sinais que indiquem potenciais ameaças ao 
SNC, mesmo quando estas se encontram em seu esta-
do de repouso (inativado) (HELLWIG; HEINRICH; BI-
BER, 2013). A presença de sinais químicos de infec-
ções, traumas, substâncias endógenas e exógenas, ou 
a perda de sinais constitutivos anti-inflamatórios, po-
dem ativar múltiplas vias de respostas. Estudos mos-
traram que a microglia e os macrófagos podem ser 
ativados em dois fenótipos significativos: classicamen-
te ativados (M1) e alternativamente ativados (M2) 
(GEISSMANN et al., 2010). Esses diferentes fenótipos 
reativos, constituídos por transcrição e perfis não 
transcricionais, são caracterizados por liberação de ci-
tocinas, quimiocinas e fagocitose. No estágio inicial da 
doença, os sintomas podem ser seguidos pela polari-
zação microglial M1, induzida por hiperativação neu-
ronal (NAKAGAWA; CHIBA, 2014; GINHOUX et al., 
2016). O fenótipo M1 pode produzir citocinas pró-in-
flamatórias e metabólitos oxidativos, como o TNF-α, 
IL-6, IL-1β e NO, fatores que podem causar danos adi-
cionais e remover fibras nervosas danificadas pela fa-
gocitose. A polarização microglial M2 anti-inflamató-
ria, entretanto, é ativada em resposta a IL-4, IL-13 ou 
IL-10 (NGUYEN et al., 2011), que regula negativamen-
te a função microglial M1, restaurando o tecido da ho-
meostase, consequentemente atenuando os sinto-
mas, suprimindo a inflamação, reparando o tecido e 
promovendo a cicatrização de feridas (KAWABORI; YE-
NARI, 2014). Se a polarização M2 é insuficiente, as 
funções microgliais M1 são mantidas e induzem dis-
funções da rede neural continuamente. A gravidade 
dos sintomas pode aumentar gradualmente de acordo 
com a frequência da polarização M1 (NAKAGAWA; 
CHIBA, 2014). Essas células poderiam manter mudan-
ças sutis, como na atividade transcricional, o que afe-
taria sua sensibilidade a sinais anti-inflamatórios ou 
alteraria respostas a estímulos subsequentes, poden-
do até levar à morte de neurônios. É importante lem-
brar que a microglia ativada sempre esteve associada 
a efeitos neurotóxicos, e esse mecanismo está relacio-
nado com a neuroprogressão, em que a ativação mi-
croglial é desregulada e a inflamação induzida pela 
microglia é intensa, ocorrendo efeitos diretos sobre os 
neurônios. Estes mecanismos são observados em to-
das as patologias no encéfalo, contribuindo para a 

progressão das doenças mentais, quando dano teci-
dual ou estresse celular produzem sinais de ativação 
microglial (KETTENMANN et al., 2011). Indivíduos com 
TB nos distintos estágios da doença (precoce e tardia) 
e nas diferentes fases (depressiva, maníaca e eutími-
ca), apresentam alterações de alguns destes mediado-
res no sangue periférico. Assim, a neuroprogressão, a 
partir do remodelamento da estrutura cerebral, asso-
ciada a essas alterações químicas, tem importantes 
implicações clínicas, posto que estágios iniciais e tar-
dios da doença parecem apresentar diferentes carac-
terísticas biológicas e, assim, possivelmente requerem 
diferentes estratégias de tratamento (FERENSZTAJN; 
RYBAKOWSKI, 2012). Os mecanismos que levam à di-
minuição da resistência orgânica em situações de es-
tresse nos episódios agudos no TB, provavelmente en-
volvem vias de sinalização celular e organelas, por 
exemplo as mitocôndrias e retículo endoplasmático, 
que afetariam as células neuronais e gliais. Evidências 
sugerem um papel importante da disfunção mitocon-
drial no TB, produzindo um metabolismo energético 
alterado, mudanças nas enzimas da Cadeia Transpor-
tadora de Elétrons (CTE) da cadeia respiratória, níveis 
alterados do cálcio citoplasmático e alterações na ati-
vação de genes mitocôndrias. O influxo de cálcio do 
citosol controla a taxa de produção mitocondrial de 
ATP. O cálcio intramitocondrial ativa três desidrogena-
ses acopladas ao CK, que são o piruvato desidrogena-
se, isocitrato desidrogenase e α-cetoglutarato desi-
drogenase. Além disso, a captação de cálcio modula o 
perfil espacial e temporal da sinalização intracelular 
de cálcio, regulando a motilidade e a morfologia mito-
condrial, podendo levar à morte celular (HOPPE, 
2010). Alterações nas concentrações de lactato tam-
bém são significativamente mais altas em pacientes 
com TB do que os controles, o que indica o aumento 
do metabolismo mitocondrial e a utilização anaeróbi-
ca da glicose, consistente com o metabolismo mito-
condrial alterado no TB. Assim, pesquisas têm contri-
buído para a compreensão destes mecanismos, 
explicando parcialmente a toxicidade relacionada com 
episódios de humor cumulativos no TB, considerando 
que esta revisão busca, principalmente, explicar al-
guns destes mecanismos a partir do EO no TB e sua 
relação com as alterações bioquímicas subjacentes à 
mitocôndria.

METODOLOGIA

As informações coletadas para essa revisão fo-
ram pesquisadas nas seguintes bases de dados dis-
poníveis: ScienceDirect, PubMed/Medline, Embase e 
Google Scholar, Scopus e SciELO, levando-se em con-



Editora Unijuí   –   Revista Contexto & Saúde   

Luiz Arthur Rangel Cyrino – Daniela Delwing-de Lima – Oliver Matheus Ullmann  
Thayna Patachini Maia – Ana Carolina Sardo

10

sideração apenas artigos nos idiomas inglês e portu-
guês. Foram utilizados os seguintes termos para pes-
quisa: transtorno bipolar, estresse oxidativo, EROs, 
ERNs, radicais livres (RL), antioxidante, NO, peroxida-
ção lipídica, TBA-RS, proteína carbonil 3-nitrotirosina, 
catalase, glutationa, oxidação do DNA e neuropro-
gressão. As publicações foram selecionadas por títu-
lo e conteúdo no resumo inicialmente, e, depois, por 
conteúdo completo. Como critério de seleção foram 
usados os artigos a partir de 2000 até 2019, com exce-
ção de trabalhos clássicos, priorizando os artigos dos 
últimos cinco anos.

MITOCÔNDRIA

Mitocôndrias são organelas especializadas, 
encontradas somente em células eucariontes, sendo 
responsáveis por várias funções celulares, como mo-
dulação da atividade neuronal, morfogênese, neuro-
plasticidade e produção energética, sendo cruciais 
na morte celular. No geral, são compostas por dois 
complexos de membranas, separados por um espaço 
intermembrana, o qual possui inúmeras invaginações 
que formam as cristas mitocondriais, em que estão 
presentes as proteínas da CTE, cujo número e mor-
fologia refletem a demanda de energia (DING et al., 
2012). A síntese de proteínas mitocondriais envolve a 
expressão do DNA nuclear (nDNA) e do mtDNA, dan-
do origem ao complexo mitocondrial (WIEDEMANN; 
PFANNER, 2017). O nDNA codifica a vasta maioria 
de proteínas mitocondriais, sendo responsável por 
sintetizá-las no citosol e importar para a membrana 
interna e externa da mitocôndria por meio da trans-
locação de proteínas (KANG; FIELDEN; STOJANOVSKI, 
2018). O mtDNA é composto por uma cadeia pesada 
e uma cadeia leve, contendo 28 genes e 9 genes, res-
pectivamente (HÄLLBERG; LARSSON, 2014). Esses 37 
genes são responsáveis pela síntese RNAs, sendo 2 
genes responsáveis pelo RNA ribossômico, 22 genes 
responsáveis pelos RNAs transportadores e 13 pelos 
RNAs mensageiros que, após translação, geram poli-
peptídeos que estão envolvidos na fosforilação oxida-
tiva (Oxphos) (BJÖRKHOLM et al., 2015). As proteínas 
geradas pelo mtDNA estão presentes em quatro das 
cinco proteínas da CTE, posto que mudanças em sua 
estrutura podem afetar o metabolismo. Conforme 
demonstrado na Figura 1, as mitocôndrias metaboli-
zam carboidratos e ácidos graxos, produzindo energia 
por intermédio da geração de ATP. Essa geração ocor-
re na matriz mitocondrial, enquanto as etapas iniciais 
do metabolismo de carboidratos acontecem fora da 
organela e, para que isso ocorra, dois processos são 
necessários: CK e Oxphos. Inicialmente, a glicose é 

convertida em piruvato e, então, transportada para a 
matriz. Já os ácidos graxos, no entanto, são oxidados 
no interior da matriz mitocondrial. O ATP é produzi-
do mediante três etapas interconectadas. Na primei-
ra, o piruvato e os ácidos graxos são convertidos em 
moléculas conhecidas como acetil-CoA por meio de 
enzimas presentes na matriz. Na segunda etapa, essa 
substância torna-se a base para a cadeia de reações 
químicas conhecida como CK (PEI; WALLACE; 2018). 
Por fim, o ciclo é formado por uma série de reações 
químicas em que o dióxido de carbono e duas molé-
culas, ricas em elétrons, o NADH e o dinucleotídeo de 
flavina e adenina (FADH2), são produzidos. Na tercei-
ra etapa, o NADH e FADH2 são movidos para o inte-
rior da membrana mitocondrial. Na última etapa quí-
mica, ocorre a doação de elétrons para a CTE, o que 
leva à produção de ATP. Para a execução desse pro-
cesso, o complexo I e o II recebem elétrons do NADH 
e FADH2, respectivamente (ENRÍQUEZ, 2016). Ambos 
transferem esses para a Coenzima Q10, que é uma 
enzima essencial em virtude das suas propriedades 
antioxidantes. A Coenzima Q10 transfere os elétrons 
para o complexo III, quando são transportados para o 
complexo IV pelo Citocromo C (ALVAREZ-PAGGI et al., 
2017). No complexo IV, elétrons são transferidos para 
o oxigênio molecular formando água (MILENKOVIC 
et al., 2017; ENRÍQUEZ, 2016). Finalmente, o hidro-
gênio é transportado pelo complexo V, também cha-
mado de ATP sintase, de volta à matriz mitocondrial, 
para a formação de ATP por meio do ADP e do fosfato 
inorgânico. O ATP alimenta várias funções da célula 
e do organismo como um todo (VIDYASAGAR, 2015). 
Podemos ver que todas as estruturas da CTE depen-
dem de certos níveis de codificação nuclear e mito-
condrial, com exceção do Complexo II, que é codifi-
cado exclusivamente por mtDNA. O complexo II tem 
especial importância no metabolismo energético, 
posto que este complexo possui dois domínios cata-
líticos especializados: um deles transfere os elétrons 
recebidos do FADH2 para a Coenzima Q10, e o outro 
converte succinato em fumarato – gerando uma mo-
lécula de FADH2, participando tanto no CK quanto na 
CTE.

Com o passar do tempo, as funções mitocôn-
drias vão se tornando menos efetivas, o que inclui 
o desemparelhamento do complexo I e, com menor 
frequência, a diminuição da atividade do complexo 
III (SCAINI et al., 2016). A atividade alterada dos com-
plexos da CTE leva à produção aumentada de EROs e 
ERNs (VALVASSORI et al., 2018), ao comprometimen-
to do equilíbrio de cálcio intracelular e a mutações do 
DNA (MONICZEWSKI et al., 2015). Com isso, estas dis-
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funções mitocondriais têm sido implicadas na neuro-
progressão e no prejuízo cognitivo, que, conjuntamen-
te com estudos clínicos, têm demonstrado alterações 
nos parâmetros do EO presentes na fisiopatologia das 
doenças psiquiátricas (MOYLAN et al., 2013).

Outro ponto importante a ser lembrado é que 
as células produzem potenciais na membrana plasmá-
tica após estímulo, e, da mesma forma, quando não 
são excitadas, não há mudanças nas cargas iônicas 
que produzam a despolarização, mas mostram alguma 
queda de eletronegatividade. Isso é o suficiente para 
ativar a proliferação de genes da célula e iniciar o pro-
cesso de fissão mitocondrial (PEREIRA, 2015). Além 
disso, o fluxo de prótons, que produz um gradiente 
eletroquímico, é iniciado pela mudança do potencial 
de membrana mitocondrial (PMM). Estudos mostram 
que, com o baixo PMM, a mitocôndria pode aumentar 
a atividade da CTE entre complexos enzimáticos (AN-
GRIMANI et al., 2015). 

Mitocôndria e Estresse Oxidativo

A produção de RL é um processo fisiológico e 
constante, mas quando em desequilíbrio, seja aumen-
tando a produção de RL ou reduzindo a atividade de 
sistemas antioxidantes, pode ser prejudicial e levar ao 
EO (CEMILE; ÇIGDEM, 2016). Também pode danificar 
a membrana celular, gerando peroxidação lipídica e al-
terando o transporte transmembrana (OBEAGU, 
2018). Os RLs são moléculas instáveis e altamente rea-
tivas com outras moléculas, produzidas pelo metabo-
lismo aeróbico celular e possuem, pelo menos, um 
elétron desemparelhado na camada mais externa. Os 
RLs mais comumente relatados são: superóxido (O2•

-), 
hidroxila (OH•), óxido nítrico (NO•), dióxido de nitro-
gênio (NO2), peroxil (ROO-) e peroxil-lipídeo (LOO-) 
(LUSHCHAK, 2015). O O2•

- é formado a partir da pri-
meira redução de O2 com um elétron e produzido ba-
sicamente em mitocôndrias, microssomas e peroxis-
somas. Possui pouca reatividade em meio aquoso, e 

Figura 1 – Produção energética pelas mitocôndrias

* Em organismos aeróbicos, a glicose é oxidada em CO2 e H2O. O piruvato apresentado no citosol da célula é oxidado em acetil-CoA e pode, assim, entrar no 
CK, que é composto de um complexo de enzimas, localizado no citosol mitocondrial de células eucarióticas. Com isso há a produção de NADH e FADH2 que 
serão encaminhados para a CTE na membrana interna mitocondrial. O fluxo de elétrons ocorre por meio dos complexos proteicos, sendo acompanhado por 
um fluxo de prótons para o espaço intermembrana, que produz um gradiente químico e elétrico e que retorna pela ATP sintase, produzindo a força necessária 
para a síntese de ATP.
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suas reações podem desencadear a formação de OH-, 
OH• e O2•

- e, quando em meio ácido, de H2O2. O H2O2 
é altamente tóxico para as células em razão da sua 
longa meia-vida e sua capacidade de atravessar as 
membranas lipídicas, também reagindo com a mem-
brana eritrocitária e proteínas ligadas ao ferro, cau-
sando danos às moléculas por meio da geração de no-
vas EROs, como OH• (MONICZEWSKI et al., 2015). 
Conforme observado na Figura 2, as membranas plas-
máticas são as estruturas celulares mais susceptíveis 
aos efeitos deletérios dos RLs, uma vez que a peroxi-
dação lipídica altera sua estrutura, reduzindo a seleti-
vidade no transporte iônico e a sinalização transmem-
brana, prejudicando sua permeabilidade e, 
consequentemente, o transporte celular. Essas altera-
ções podem resultar em morte celular, uma vez que 
há a liberação de enzimas hidrolíticas dos lisossomos 
e formação de produtos da lipoperoxidação, como o 
malondialdeído (MDA), causado principalmente por 
radicais OH•, e que pode ser mensurado mediante 
análises de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúri-
co (TBA-RS). Os níveis de MDA são largamente utiliza-
dos como marcadores da peroxidação lipídica nos es-
tados de EO (FRANÇA et al., 2013). Também EROs e 
ERNs apresentam ação sobre o DNA, principalmente o 
radical OH•, que leva às alterações na expressão gêni-
ca, propiciando o desenvolvimento de numerosos 
processos patológicos crônicos, como câncer e doen-
ças neurodegenerativas. A CTE, na membrana mito-
condrial interna, sob condições normais, converte 
1-5% de O2 em EROs (GHEZZI; ZEVIANI, 2012). Além 
disso, a produção de O2•

- e outras EROs ocorrem, 
principalmente, em dois pontos na CTE: no complexo I 
(NADH) e no complexo III (ubiquinona – citocromo c 
redutase). O complexo I e o III podem ser danificados 
pelo radical OH•. Este radical é altamente reativo e 
pode causar danos irreparáveis ao mtDNA (KAUPPILA; 
STEWART, 2015). Concentrações aumentadas de radi-
cais superóxidos, que podem ocorrer em razão de da-
nos no mtDNA, contribuem para a geração do EO, di-
minuindo a síntese de proteínas importantes para o 
transporte de elétrons (CASTRO et al., 2012). A forma-
ção de RL pode ocorrer de maneira enzimática e não 
enzimática. São exemplos de reações enzimáticas que 
envolvem a produção de EROs: a cadeia respiratória 
mitocondrial, a síntese de prostaglandinas e o sistema 
do citocromo P450 (SALIM, 2014). Reações não enzi-
máticas incluem a produção de RL por meio da intera-
ção do oxigênio com compostos inorgânicos, como ra-
diação ionizante e Oxphos na mitocôndria. A forma 
oxidada de NAD+ na membrana mitocondrial interna é 
consequência da Oxphos, que é uma das principais 
fontes de produção de EROs (SHAFIQUE et al., 2017). 

Para reduzir os danos causados pela produção de RL, 
o organismo possui um sistema de defesa antioxidan-
te, que pode ser dividido em enzimático e não enzi-
mático. Antioxidantes não enzimáticos incluem endó-
genos como glutationa (GSH), que têm a função de 
remover RLs tóxicos, ou seja, convertê-los em produ-
tos intermediários não tóxicos, e os exógenos, em que 
a grande maioria deles são obtidos a partir de fontes 
alimentares, que podem incluir vitaminas C, E (α-toco-
ferol), carotenoides, compostos organosulfurados, mi-
nerais e cofatores que são importante na manutenção 
da saúde humana (AWAD; ALDOSARI; ABID, 2018). Os 
antioxidantes enzimáticos são produzidos endogena-
mente e abrangem um grupo diverso de enzimas que 
metaboliza RL, repara estruturas celulares ou conjuga 
diretamente xenobióticos e lipídios peroxidados. Os 
antioxidantes dessa fase incluem as enzimas superóxi-
do dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-trans-
ferase (GST), γ-glutamilcisteína sintetase (GCS), gluta-
tiona peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GR) 
(JEEVA et al., 2015). A SOD é a primeira enzima que 
atua como um componente primário contra as EROs. 
É responsável por catalisar e dismutar moléculas O2•

- 
em H2O2 e oxigênio molecular (O2) (DAYAL et al., 2017), 
exercendo uma ação protetora contra danos no DNA. 
Outras enzimas antioxidantes no sistema endógeno, 
essenciais para evitar a morte celular, são a CAT e a 
GSH-Px (KRISHNAMURTHY; WADHWANI, 2012). A CAT 
é abundante em quase todos os tecidos, localizados 
principalmente em peroxissomas, catalisando a redu-
ção de H2O2 em H2O e O2, reduzindo o dano oxidativo 
(TODOROVIĆ et al., 2016). O H2O2, em baixas concen-
trações, tende a regular processos fisiológicos como 
proliferação celular, metabolismo de carboidratos, ati-
vação plaquetária e função mitocondrial. Em altas 
concentrações, no entanto, causam danos às células. 
A GSH-Px é uma importante enzima intracelular que 
desempenha um papel crucial na inibição do processo 
de peroxidação lipídica e, portanto, protege as células 
do EO. Da mesma forma que a CAT, ela age catalisando 
a detoxificação de H2O2 em H2O e O2. Este processo 
consiste na redução de H2O2 por GSH na presença de 
GSH-Px, formando um composto chamado glutationa 
oxidada (GSSG), que possui uma ponte dissulfeto 
(UYS; MULHOLLAND; TOWNSEND, 2014). Conforme 
mostrado na Figura 2, a GSSG é reduzida pela enzima 
glutationa redutase, usando elétrons derivados da 
NADPH, que é formada na via das pentoses fosfato 
sob a ação da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase 
(CASSIA et al., 2018). O SNC é particularmente vulne-
rável a danos oxidativos porque o encéfalo usa gran-
des quantidades de oxigênio, produzindo um excesso 
de EROs, e tem capacidade antioxidante limitada. 
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Também no cérebro, os níveis de glutationa são bai-
xos, comparativamente com outros tecidos e/ou célu-
las, e estes valores diminuídos podem torná-lo mais 
sensível a substâncias tóxicas, evidenciando que a glu-
tationa é essencial para o funcionamento do SNC (TO-
DOROVIĆ et al., 2016). Evidências recentes demons-
tram que a sinalização por EROs tem um papel 
importante como segundo mensageiro em células 
imunes inatas e adaptativas. O sistema imune inato 
responde a padrões moleculares associados a patóge-
nos (PAMPs), ativando receptores de vigilância, como 
receptores Toll-like (TLRs), receptores semelhantes a 
NOD (NLRs) e receptores de helicase RIG-like (RLR). 

EROs são necessárias para a liberação de citocinas 
pró-inflamatórias (IL-1β, TNFα, interleucina 8 (IL-8), 
interferon beta (IFNβ) para uma resposta imunológica 
adequada, controle de patógenos ou reparo de dano 
tecidual, uma vez que baixos níveis de EROs mantêm 
um sistema imunológico saudável (MITTAL et al., 
2014). Uma diminuição significativa ou aumento nos 
níveis de EROs, no entanto, inibem ou hiperativam as 
respostas imunes inflamatórias adequadas, levando a 
patologias. A exposição crônica às EROs promove di-
versas alterações na CTE, ocasionando a perda da for-
mação de ATP, produzindo graves danos em proteínas, 
lipídios e DNA, e, com isso, produzindo diversas pato-

Figura 2 – Estresse oxidativo e sistemas antioxidantes  

* Sistema de fosforilação oxidativa (OXPHOS) e defesa antioxidante enzimática . Os elétrons derivados do metabolismo celular atingem o complexo I ou II 
por meio de NADH ou FADH2, respectivamente. Esses elétrons são, então, transferidos para a coenzima Q (ubiquinona), uma transportadora de elétrons do 
complexo I ou II, para III. Neste último, os elétrons são deslocados do citocromo b para o citocromo c e consequentemente transferidos para o Complexo IV 
(citocromo C oxidase), quando reduzem o O2. Esses elétrons são transportados por intermédio de complexos de proteínas mitocondriais e são acoplados para 
enviar prótons para o espaço intermembranar. O gradiente eletroquímico gerado é usado pelo Complexo V para a síntese de ATP. Os complexos I e II são res-
ponsáveis pela produção do ânion superóxido (O2•-), que é removido pela enzima antioxidante SOD e, em seguida, produz peróxido de hidrogênio (H2O2), que 
é removido pelas enzimas CAT e GSH-Px. O superóxido (O2•-) e H2O2 podem levar à produção de radicais hidroxila (OH•), causando lipoperoxidação e lesão 
celular.
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logias psiquiátricas dentre elas o TB (SCOLA et al., 
2016). Para finalizar, este processo foi demonstrado 
em um importante estudo realizado por Wollenhaupt-
-Aguiar et al. (2016), que observaram que alterações 
bioquímicas do soro de pacientes com TB, tanto nos 
estágios iniciais quanto nos tardios, induziram uma 
neurotoxicidade em cultura de células neuronais SH-
-SY5Y. Foi observada uma diminuição da viabilidade 
celular com forte redução da densidade de neuritos, 
principalmente nos estágios tardios da doença.

Estresse Oxidativo e Transtorno Bipolar

Como já descrito anteriormente, o SNC é par-
ticularmente vulnerável ao EO, isso em razão do ele-
vado consumo de oxigênio e, consequentemente, da 
geração de RL, e também por causa da capacidade an-
tioxidante relativamente baixa desta estrutura. Níveis 
oxidativos neuronais aumentados podem ter efeitos 
deletérios na transdução de sinal, plasticidade e re-
siliência celular (OLMEZ; OZYURT, 2012). Diferentes 
estudos sugerem que a disfunção mitocondrial de-
sempenha um papel importante na fisiopatologia do 
TB. Estes estudos mostraram que o aumento do EO 
serve para sinalizar a disfunção mitocondrial, produ-
zindo uma diminuição na atividade da CTE, podendo 
ser mensurado tanto no sangue periférico quanto 
em cérebros post mortem de pacientes com TB (DE 
SOUSA et al., 2014). Desta forma, o CK é crítico para 
a atividade mitocondrial, pois produz substratos que 
alimentam a Oxphos na CTE mitocondrial. Apesar, en-
tretanto, da importância, poucos estudos foram rea-
lizados para avaliar a atividade destas enzimas do CK 
em pacientes com TB. Um destes estudos foi realiza-
do com 18 pacientes com TB em depressão em fase 
inicial da doença e virgens de tratamento (DE SOUSA 
et al., 2015). Observou-se que não houve alteração na 
atividade enzimática no CK em comparação aos con-
troles, provavelmente em virtude dos mecanismos 
compensatórios que impediram, nas fases iniciais da 
doença, que elas ocorressem. Não há estudos, entre-
tanto, demonstrando alterações em fases mais tar-
dias da doença. Também é possível que as alterações 
nas enzimas no CK estejam presentes apenas em fa-
ses maníacas, mas não nas fases depressivas, como 
sugerido em estudo com modelo animal em mania, 
que apresentou diminuição da atividade das enzimas 
do CK (FEIER et al., 2013). Da mesma forma, ocorreu 
diminuição da enzima malato desidrogenase em cére-
bro post mortem de pacientes com maior tempo de 
evolução da doença (LEE et al., 2007). O papel do EO 
na fisiopatologia do TB tem sido investigado em vários 
estudos que relatam, consistentemente, mudanças 

nas enzimas antioxidantes, na peroxidação lipídica 
e nos níveis de NO•, importantes marcadores do EO 
(TUNÇEL et al., 2015). Os níveis séricos de TBA-RS, du-
rante as fases de mania ou depressão, foram relatados 
como sendo maiores quando comparados a controles 
saudáveis (SIWEK et al., 2016). A exposição aguda a 
EROs levaria ao mau funcionamento dos complexos 
centrais de elétrons Fe-S na CTE, nos complexos I, II 
e III, resultando na decomposição da produção de 
energia mitocondrial (FREDERICO et al., 2012). Além 
disso, mudanças nas enzimas antioxidantes, CAT, SOD, 
GSH-Px e peroxidação lipídica, identificada pelo au-
mento do TBA-RS e danos ao DNA, foram relatadas 
no TB. No TB ocorre uma diminuição dos níveis de 
GSH principalmente no córtex pré-frontal dos pacien-
tes (GAWRYLUK et al., 2011). Quanto às enzimas an-
tioxidantes, aumentos séricos foram observados em 
pacientes tanto em fase maníaca quanto depressiva 
em relação aos controles saudáveis na maior parte 
das pesquisas. Halliwell (2006) demonstrou aumento 
dos níveis de SOD, CAT e GSH-Px em pacientes com TB 
tanto em fase maníaca quanto depressiva. Salim et al. 
(2011) também relataram um aumento na atividade 
do SOD em pacientes medicados ou não com TB du-
rante um episódio maníaco. Outro estudo encontrou 
um aumento na atividade da SOD em pacientes duran-
te episódios agudos de depressão bipolar, mas não em 
pacientes eutímicos (SINGH; SINGH; CHAN, 2010). A 
atividade da catalase também diminuiu em pacientes 
eutímicos, mas aumentou em pacientes sem medica-
ção durante a mania (RAFFA et al., 2012). Curiosamen-
te, Vasconcelos-Moreno et al. (2017) encontraram a 
atividade da GSH-Px diminuída em pacientes com TB 
em comparação com pacientes saudáveis, e demons-
traram um aumento de danos no DNA em pacientes 
com depressão bipolar. Isso demonstra que a gravi-
dade dos sintomas depressivos e maníacos tem uma 
correlação positiva com os danos no DNA (ANDREAZ-
ZA et al., 2010). Em relação à oxidação da proteína mi-
tocondrial, foi demonstrado que os pacientes com TB 
apresentam níveis mais elevados do que os encontra-
dos nos controles (CHUNG et al., 2013). Também foi 
observado que existe uma correlação negativa entre 
a intensidade da depressão e a atividade do complexo 
II nos linfócitos de pacientes bipolares em depressão, 
assim como uma correlação positiva entre a depres-
são e os níveis de SOD, TBA-RS e proteínas carbonila-
das. Os parâmetros do EO mitocondrial e da atividade 
do complexo II desempenham papéis importantes no 
TB (VALVASSORI et al., 2018). Todos estes resultados 
sugerem que as alterações nas enzimas antioxidan-
tes podem mudar em virtude do tratamento e as fa-
ses da doença. As disfunções mitocondriais, a partir 
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da ativação das vias inflamatórias, estão presentes 
no TB. Níveis mais altos de citocinas inflamatórias e 
diminuição da atividade do complexo I da CTE foram 
encontrados no cérebro e células periféricas de pa-
cientes com TB, levando ao aumento da produção de 
EROs mitocondriais (KIM; CHEN; ANDREAZZA, 2015). 
O mesmo foi encontrado por Kim et al. (2016), mos-
trando que a ativação do sistema inflamatório, por 
meio de níveis aumentados de caspase-1, IL-1β, IL-6, 
TNF-α, IL-10 e IFN-γ, induz à produção de EROs, pro-
vocando alterações mitocondriais na CTE. Em recente 
meta-análise exploratória realizada por Rowland et al. 
(2018), que incluiu 53 estudos, compreendendo 2.467 
pacientes com TB e 2.360 controles saudáveis, sepa-
rados por estado afetivo (eutimia, mania, depressão) 
e avaliando 14 diferentes biomarcadores para TB, tais 
como neurotrofinas, marcadores inflamatórios e de 
EO, observaram que uma combinação de diferentes 
biomarcadores, como IL-6, BDNF, TNF-α e sTNFR1, 
apresentavam taxas alteradas de forma diferenciada 
durante cada estágio de humor. Este resultado pode 
diferenciar pacientes com TB de controles saudáveis 
e indicar uma fase específica de humor. Finalmente, o 
uso de medicações podem interferir no EO. O carbo-
nato de lítio e o ácido valpróico são drogas utilizadas 
no tratamento do TB, apresentando a estabilização do 
humor, proporcionando efeitos antioxidantes e prote-
tores para os sintomas do TB, produzindo aumento da 
função mitocondrial. O lítio aumentou diretamente a 
atividade do complexo I da CTE mitocondrial (SUN et 
al., 2006) e ambas as substâncias podem induzir a fos-
forilação do complexo III e V, aumentando a produção 
energética (CORENA-McLEOD et al., 2013).  Assim, o 
EO piora a função mitocondrial e a disfunção gera EO, 
um influenciando o outro. Contudo, os medicamentos 
atuam melhorando a função mitocondrial como um 
todo, o que poderia explicar a modulação do humor 
com o tratamento.

CONCLUSÃO

Compreender os mecanismos fisiopatológicos 
e sistêmicos do TB contribui significativamente para 
melhorar a compreensão da atividade da doença. A 
disfunção que decorre de múltiplos episódios de hu-
mor do TB demonstra evidências fortes que sugerem 
seu envolvimento com EO e, consequentemente, com 
os danos da função mitocondrial. A exposição aguda à 
EROs e ERNs leva a um mau funcionamento dos com-
plexos centrais de elétrons Fe-S na CTE, resultando na 
queda de produção de energia mitocondrial. Além dis-
so, mudanças nas enzimas antioxidantes CAT, SOD e 

GSH-Px, peroxidação lipídica identificada pelo aumen-
to do TBA-RS e danos ao mtDNA, foram relatados nos 
episódios de depressão e mania bipolar.

Essa revisão contribui para a compreensão des-
te transtorno complexo e multidimensional, e pode 
revelar alvos para o diagnóstico, prognóstico e trata-
mento da doença bipolar.
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RESUMO
Introdução: O uso de antioxidantes naturais para prevenir a ocorrência de aterosclerose e reduzir o risco de doenças cardiovasculares é uma 
tendência em ascensão. Objetivo: Considerando a oxidação da LDL como fator crucial no desenvolvimento da aterosclerose, e as propriedades 
antioxidantes, anti-inflamatórias e antiangiogênica do gengibre (Zingiber officinale), o objetivo do presente estudo é avaliar o conteúdo fito-
químico, mecanismos antioxidantes e o potencial do Extrato Hidroetanólico de Rizoma de Gengibre (EHEG) sobre a oxidação da lipoproteína 
de baixa densidade (LDL) de pacientes hipercolesterolêmicos, in vitro. Método: No EHEG foram avaliados teores de compostos fitoquímicos 
e mecanismos antioxidantes. A partir de amostras de soro dos pacientes (n=12), a fração LDL foi isolada, previamente tratada com EHEG (10 
- 100 µg/ml) e submetida à indução oxidativa com dicloridrato de 2,2’-Azobis (2-amidinopropano) (AAPH - 10 mM). Após, o nível de lipoperoxi-
dação foi medido por meio da determinação espectrofotométrica de substâncias relativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Resultados: O EHEG 
possui compostos fenólicos totais (357,68 ± 39,80 mg AG/g), flavonoides (30,37 ± 5,10 mg Q/g), taninos (51,99 ± 11,88 mg CA/g) e vitamina 
C (21,53 ± 1,43 mg Vit C/g), além de apresentar atividade removedora de radicais de NO (IC50 = 40,53 μg/mL) e de H2O2 (IC50 = 1,42 mg/mL). 
Quanto à inibição da oxidação de LDL, observou-se que o EHEG, a partir da concentração de 50 µg/ ml, foi efetivo em reduzir o dano oxidativo 
causado pelo AAPH. Conclusão: O gengibre possui atividade protetora contra a formação de LDL oxidada, sugerindo que seus compostos fito-
químicos conferem-lhe atividade antioxidante, podendo ser efetivo na prevenção e/ou tratamento de doenças cardiovasculares, especialmen-
te as relacionadas ao processo de aterosclerose.
Palavras-chave: Antioxidante. Aterosclerose. Hipercolesterolemia. Produtos naturais. Estresse oxidativo.

GINGER HYDROETHANOLIC EXTRACT INHIBITS OXIDATION OF LOW DENSITY LIPOPROTEIN (LDL), IN VITRO

ABSTRACT
Introduction: The use of natural antioxidants to prevent atherosclerosis and reduce the risk of cardiovascular disease is a growing trend. 
Purpose: Considering LDL oxidation as a crucial factor in the development of atherosclerosis, and the antioxidant, anti-inflammatory and an-
ti-angiogenic properties of ginger (Zingiber officinale), the aim of the present study is to evaluate the phytochemical content, antioxidant 
mechanisms and the potential of Ginger Rhizome Hydroethanolic Extract (EHEG), on low density lipoprotein (LDL) oxidation of hypercholester-
olemic patients, in vitro. Method: In EHEG were evaluated contents of phytochemical compounds and antioxidant mechanisms. From patient 
serum samples (n = 12), the LDL fraction was isolated, previously treated with EHEG (10 - 100 µg / ml) and subjected to oxidative induction with 
2,2′-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH - 10 mM). Afterwards, the lipoperoxidation level was measured through spectro-
photometric determination of thiobarbituric acid-related substances (TBARS). Results: EHEG has total phenolic compounds (357.68 ± 39.80 mg 
AG/g), flavonoids (30.37 ± 5.10 mg Q/g), tannins (51.99 ± 11.88 mg CA/g ) and vitamin C (21.53 ± 1.43 mg Vit C/g), besides presents NO (IC50 = 
40.53 μg / mL) and H2O2 (IC50 = 1.42 mg/mL) radical scavenging activity. Regarding inhibition of LDL oxidation, it was observed that the EHEG, 
from the concentration of 50 µg/ml was effective in reducing the oxidative damage caused by AAPH. Conclusion: Ginger has protective activity 
against the formation of oxidized LDL, suggesting that its phytochemical compounds confer antioxidant activity, and may be effective in the 
prevention and/or treatment of cardiovascular diseases, especially those related to the proce
Keywords: Antioxidant. Atherosclerosis. Hypercholesterolemia. Natural products. Oxidative stress.
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INTRODUÇÃO

As doenças cardiovasculares (DCVs) são a princi-
pal causa de morbidade e mortalidade em populações 
ocidentais (NETO et al., 2016), e, no Brasil, são a causa 
mais prevalente de morte dentre as doenças crônicas 
não transmissíveis (MALTA et al., 2019). As DCVs pro-
movem altos custos que implicam impactos socioeco-
nômicos importantes, divididos entre pacientes, fami-
liares e o Estado, em razão da elevada frequência de 
internações hospitalares, carência de profissionais e 
aposentadoria antecipada (NETO et al., 2016).

O aumento do colesterol plasmático total é um 
importante fator de risco para a evolução das DCVs 
(MCCORMACK; DENT; BLAGDEN, 2016), posto que os 
efeitos patológicos da hipercolesterolemia devem-se 
especialmente à elevação dos níveis das lipoproteí-
nas de baixa-densidade (LDL) na circulação (YAO et al., 
2017). Essas, por sua vez, podem acumular-se no es-
paço subendotelial, quando estarão expostas aos pro-
dutos oxidativos das células endoteliais, macrófagos e 
células musculares lisas, que provocam o processo de 
lipoperoxidação, gerando, assim, a forma oxidada da 
LDL (LDL-ox), crucial na patogênese da aterosclerose. 
A LDL-ox induz as células a produzirem potentes ati-
vadores celulares, promovendo a migração de células 
para o espaço subendotelial, que iniciam o processo 
de fagocitose das partículas de LDL-ox, formando as 
células espumosas. Posteriormente, há a ativação de 
uma cascata inflamatória e de coagulação, que dá ori-
gem à placa aterosclerótica. A placa tem um núcleo 
de material lipídico necrótico envolto por uma capa fi-
brosa suscetível a rupturas, as quais são responsáveis 
por ocasionar trombos, infarto do miocárdio, acidente 
vascular cerebral e até morte súbita (CARVAJAL, 2015; 
CHERNYAVSKIY et al., 2016).

A busca por estratégias eficazes usando antioxi-
dantes naturais para prevenir a oxidação da LDL e re-
duzir o risco de DCVs, é uma tendência em ascensão. 
Investigações científicas demonstram o possível papel 
dos antioxidantes naturais, encontrados abundante-
mente em plantas, o reforço do mecanismo antioxi-
dante endógeno e, ainda, o atraso ou supressão do 
estresse oxidativo envolvido no processo de aterogê-
nese (ASSIS et al., 2017; SRINIVASAN, 2014).

Nesse contexto, o gengibre (Zingiber officinale) 
é uma planta perene, endêmica da Índia e cultivada 
no Sul e Sudeste da Ásia, África, América Latina e Aus-
trália (KHODAIE; SADEGHPOOR, 2015), sendo ampla-
mente utilizada como tempero e alimento, bem como 
agente terapêutico na medicina tradicional de diver-

sas populações (AHMAD et al., 2015). No Brasil é en-
contrada em regiões quentes e úmidas, desde o Ama-
zonas até o Paraná (CORREA JUNIOR, 1994).

Preparações fitoquímicas dessa espécie vegetal 
vêm mostrando-se efetivas na ação antioxidante, an-
tiangiogênica (TABIBI et al., 2016), anti-inflamatória, 
anti-hiperglicêmica (SHIRISH et al., 2016), antitrombó-
tica, imunomoduladora (AHMAD et al., 2015), analgé-
sica e antibacteriana (KHODAIE; SADEGHPOOR, 2015), 
além de atuar em distúrbios gastrointestinais e renais 
(YANG et al., 2014).

Considerando, portanto, a LDL-ox um fator im-
portante no processo patogênico da aterosclerose 
e consequentes DCVs, é de grande valor científico o 
estudo de compostos que possam atenuar esse pro-
cesso e serem propostos como formas de tratamento 
e prevenção. Dessa forma, conhecendo a ampla uti-
lização do gengibre e suas atividades antioxidantes, 
anti-inflamatórias e antiangiogênica já descritas, o ob-
jetivo do presente estudo é avaliar o conteúdo fitoquí-
mico, mecanismos antioxidantes e o potencial do Ex-
trato Hidroetanólico de Rizoma de Gengibre (Zingiber 
officinale) (EHEG) sobre a oxidação da lipoproteína de 
baixa densidade (LDL) de pacientes hipercolesterolê-
micos, in vitro.

METODOLOGIA

Amostra

Foram selecionados 12 pacientes hipercoleste-
rolêmicos que não faziam uso de medicamentos de 
forma contínua durante a coleta sanguínea para a rea-
lização de seus exames de rotina no Laboratório Esco-
la de Análises Clínicas da Unicruz. Os dados gerais e de 
perfil lipídico dos pacientes encontram-se apresenta-
dos na Tabela 1. O presente estudo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da Unicruz sob parecer 
número 991.132.

Tabela 1 – Caracterização dos indivíduos  
incluídos no estudo

Variável Dados
Sexo (F/M) 9/3
Idade (anos) 55,5 ± 21,16
Colesterol total (mg/dL) 217,58 ± 18,93
Triglicerídeos (mg/dL) 110,00 ± 22,83
Colesterol HDL (mg/dL) 68,57 ± 21,47
Colesterol LDL (mg/dL) 114,85 ± 28,56

 Fonte: Os autores.



Extrato Hidroetanólico de Gengibre (Zingiber officinale) Inibe a Oxidação  
da Lipoproteína de Baixa Densidade (LDL), In Vitro

21ISSN 2176-7114  –   vol. 20, n. 39, Edição Especial – Estresse Oxidativo – 2020  

Material vegetal

O material vegetal (rizomas) foi obtido de fontes 
comerciais, devidamente identificado na Universidade 
de Cruz Alta (Unicruz) e utilizado imediatamente. As 
amostras de rizoma foram secas em estufa com circu-
lação de ar (± 40ºC), trituradas em moinho de facas 
e submetidas à maceração. Foi realizada a maceração 
hidroetanólica (EtOH:H2O 3:2, v/v) do material e o ma-
cerado foi submetido a agitações manuais diárias, por 
um período de sete dias (primeira maceração). Ao fim 
desse período, o material foi filtrado em algodão, se-
guindo-se de concentração em evaporador rotatório, 
à temperatura inferior a 40ºC, para eliminação do eta-
nol. O material vegetal foi novamente recoberto com 
nova quantidade do mesmo solvente (segunda mace-
ração) por mais sete dias. Este segundo líquido extrati-
vo também foi filtrado, concentrado e reunido ao pri-
meiro, obtendo-se, assim, o extrato hidroetanólico do 
rizoma de gengibre (EHEG) (SIMÕES et al., 2016). Esse 
foi seco até evaporação do líquido para obtenção do 
extrato na forma de pó.

Quantificação espectrofotométrica de compostos 
fitoquímicos

O conteúdo total de compostos fenólicos foi 
determinado com o reagente de Folin-Ciocalteu em 
meio alcalino, utilizando-se, para isto, a curva analítica 
com ácido gálico e a leitura em comprimento de onda 
de 725nm. As análises foram realizadas em triplicata. 
Os resultados foram expressos em miligramas de áci-
do gálico por grama de extrato em pó (mg AG/g) (SU-
BRAMANIAN; PADMANABAN; SARMA, 1965).

O teor de flavonoides totais foi medido com 
base no método de cloreto de alumínio colorimétrico. 
A análise foi realizada em triplicata, as absorbâncias 
determinadas em 510 nm e os resultados expressos 
em miligramas de quercetina por grama de extrato 
em pó (mg Q/g) (ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 
1999).

A quantificação de taninos condensados foi 
realizada a partir de uma modificação do método de 
Morrison et al. (1995). As análises foram realizadas 
em triplicata e as absorbâncias foram determinadas a 
500 nm. O teor de taninos foi expresso em miligramas 
de catequina por grama de extrato em pó (mg C/g), 
baseado na curva padrão de catequina.

O teor de vitamina C foi determinado utilizando 
o método descrito por Benderitter et al. (1998), com 
base na reação com 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), e 
calculado com base na curva padrão. As análises fo-

ram realizadas em triplicata, determinadas a 520nm e 
os resultados expressos como miligramas de vitamina 
C por grama de extrato em pó (mg de VIT C/g).

Determinação de compostos fenólicos por Clae

A análise foi realizada em triplicata por meio da 
cromatografia líquida de alta eficiência (Clae), com co-
luna de fase reversa (C18). O método cromatográfico 
foi, de acordo com Evaristo e Leitão (2001), com algu-
mas modificações. Foi utilizada fase móvel composta 
por ácido acético 1% (v/v) em água (A) e metanol (B), 
de acordo com um gradiente de eluição, volume de in-
jeção de 5 µL, temperatura da coluna de 40°C e vazão 
de 1,2 mL/min. O tempo da corrida foi de 45min e a 
detecção foi realizada em 280 nm. O extrato foi ava-
liado para a presença dos seguintes compostos fenó-
licos: rutina, quercetina, ácido clorogênico, (-)-epica-
tequina, ácido gálico, apigenina, ácido elágico e ácido 
rosmarínico. A identificação foi feita utilizando os cro-
matogramas obtidos em cada injeção, comparado-os 
com o espectro de absorção e tempo de retenção dos 
padrões.

Avaliação dos mecanismos antioxidantes

O efeito de remoção do EHEG sobre o radical 
óxido nítrico (NO) foi medido de acordo com o méto-
do de Sreejayan e Rao (1997). Para o ensaio, o nitro-
prussiato de sódio (10 mM) foi misturado com extrato 
em diferentes concentrações, incubado por 150min e 
depois misturado com 0,5 mL de reagente de Griess, 
seguido de medida de absorbância a 546nm. No con-
trole negativo, o extrato foi substituído por PBS (tam-
pão fosfato salina). A capacidade de remoção de NO 
foi calculada usando a seguinte equação: Scavenger 
de NO (%) = [1 - (Absorbância do extrato/Absorbân-
cia do controle)] × 100. A expressão dos resultados foi 
dada pela IC50 (em μg/mL), calculada com auxílio da 
equação da reta interpolada com os dados de concen-
tração (eixo das abcissas) e Scavenger de NO (%) (eixo 
das ordenadas). Os resultados obtidos foram compa-
rados com o padrão de ácido gálico.

A habilidade do EHEG de remover peróxido de 
hidrogênio (H2O2) foi determinada por meio do acom-
panhamento da taxa de decomposição do H2O2 em 
230 nm, quando incubado com diferentes concen-
trações do extrato, conforme Ruch, Cheng e Klaunig 
(1989). A capacidade de remoção foi calculada usando 
a seguinte equação: Scavenger de H2O2 (%) = [(Absor-
bância do controle – Absorbância do teste)/Absorbâ-
ncia do controle] x 100. A expressão dos resultados 
foi dada pela IC50 (em μg/mL), calculada com auxí-



Editora Unijuí   –   Revista Contexto & Saúde   

Stêfani de Moraes – Amanda Felipe Portella – Andressa Leal Zambra – Bruna Morgan da Silva – Natacha Cossettin Mori 
Isadora Aguirre Rosa – Viviane Cecília Kessler Nunes Deuschle – Josiane Woutheres Bortolotto – Gabriela Bonfanti Azzolin

22

lio da equação da reta interpolada com os dados de 
concentração (eixo das abscissas) e Scavenger de H2O2 
(%) (eixo das ordenadas). Os resultados obtidos foram 
comparados com o padrão de ácido gálico.

Ensaio de oxidação de LDL

As amostras de sangue foram coletadas sem 
anticoagulante e, após, centrifugadas por 10 minutos 
a 3.000 RPMs para a obtenção do soro. Para o isola-
mento da LDL, a cada 100 µL de soro foi adicionado 1 
ml de tampão citrato de sódio (0,064 M) e heparina 
(50.000 UI/L) em pH 5,04. Após centrifugação a 3.000 
RPM por 10 minutos, as lipoproteínas insolúveis fo-
ram precipitadas e posteriormente diluídas em 1mL 
de PBS, sendo o sobrenadante descartado (WIELAND; 
SEIDEL, 1983). O conteúdo de proteínas presente na 
amostra, então, foi medido pelo método de Lowry 
modificado (PETERSON, 1977). 

As lipoproteínas ajustadas a 100 μg/mL foram 
pré-incubadas com o EHEG nas concentrações de 10 
– 100 μg/mL, por 30min. Após os pré-tratamentos, a 
modificação oxidativa da LDL deu-se por incubação 
com 10 mM de dicloridrato de 2,2’-Azobis (2-amidi-
nopropano) (AAPH), por 2 horas a 37ºC. Para fins de 
comparação do efeito do EHEG com um composto fi-
toquímico de conhecida atividade antioxidante, utili-
zou-se ácido gálico (50 μg/mL) como controle positivo.

Ao final do período de incubação foi avaliado 
o nível de peroxidação lipídica pela medida de Subs-
tâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) es-
pectrofotometricamente, usando ácido Tiobarbitúrico 
0,67% (TBA) e ácido tricloroacético 20% (TCA). Os re-
sultados foram expressos em nmol de malondialdeído 
(MDA)/mL (OKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

Análise estatística

Os resultados obtidos foram expressos por mé-
dia ± erro padrão da média (EPM). As diferenças fo-
ram avaliadas utilizando Anova de uma via seguida do 
pós-teste Tukey de comparações múltiplas. Os valores 
com p ≤ 0,05 foram considerados significativamente 
diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O presente estudo demonstra a capacidade do 
extrato hidroetanólico do rizoma de gengibre (EHEG) 
de proteger partículas de LDL de pacientes hipercoles-
terolêmicos do processo de oxidação in vitro, sugerin-
do seu papel benéfico na prevenção e terapia da ate-
rosclerose.

Analisando a Figura 1, podemos observar que o 
composto dicloridrato de 2,2’-azobis (2-amidinopro-
pano) (AAPH) foi efetivo na concentração utilizada 
para a indução da lipoperoxidação, demonstrada por 
meio dos níveis elevados de malondialdeído (MDA), 
um dos produtos finais desse processo. O AAPH gera 
radicais peroxila que levam à oxidação de lipídeos a 
uma temperatura fisiológica (37ºC em pH neutro) e a 
uma velocidade constante e reprodutível (PELUSO et 
al., 2002). Diante disso, o AAPH tem sido extensiva-
mente utilizado como uma fonte previsível e contro-
lável de radicais livres, mimetizando o estresse oxida-
tivo fisiológico em estudos de oxidação de eritrócitos, 
plasma, sangue total, células, tecidos e, até mesmo, 
de forma sistêmica (HE et al., 2003), e em injúrias oxi-
dativas que ocorrem em lipídeos e proteínas de LDL 
durante o processo aterogênico (BARCELOS et al., 
2011).

Quanto ao efeito do EHEG, podemos observar 
que o mesmo se mostrou eficaz em reduzir a oxidação 
das LDLs a partir da concentração de 50 µg/ml (Figura 
1), tornando os níveis de MDA nesses grupos seme-
lhantes aos do grupo controle não induzido, e suge-
rindo uma completa proteção dessas partículas. Além 
disso, pode-se observar que o EHEG preveniu a oxida-
ção das LDLs de forma semelhante ao ácido gálico, um 
antioxidante bem-estabelecido e fundamentado na 
literatura (NAKSURIYA; OKONOGI, 2015), que foi utili-
zado no presente trabalho como controle positivo de 
ação antioxidante. Existem vários ensaios para a ava-
liação da oxidação de LDL. Dentre eles, o TBARS quan-
tifica espectrofotometricamente o nível de MDA, que 
é um dos produtos finais da reação em cadeia da lipo-
peroxidação (OKAWA; OHISHI; YAGI, 1979) e, portan-
to, demonstra o nível de oxidação da LDL ao final do 
período de incubação. Dessa forma, esse ensaio tem 
sido utilizado em outros estudos que avaliam a capaci-
dade de produtos naturais de inibir a oxidação de LDL 
(DOS SANTOS et al., 2018; CAI; CHEN; JIANG, 2018).

O papel do estresse oxidativo na formação de 
LDL-ox e seu envolvimento no processo de aterogê-
nese já é amplamente discutido na literatura (CARVA-
JAL, 2015; CHERNYAVSKIY et al., 2016). Assim, a busca 
de antioxidantes provenientes de fontes naturais que 
possam retardar ou inibir esse processo, é importante 
estratégia de promoção à saúde da população.

Nesse contexto, há um interesse renovado no 
gengibre por suas propriedades antioxidantes e car-
dioprotetoras que vêm sendo demonstradas. No estu-
do de Fuhrman et al. (2013) investigou-se o efeito in 
vivo do extrato de gengibre sobre o desenvolvimento 
de aterosclerose em camundongos com deficiência 
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de Apolipoproteína E, chegando ao resultado de que 
o consumo de diferentes concentrações de extrato de 
gengibre reduzia em até 60% a oxidação do colesterol 
LDL. Já outro estudo acerca das atividades antioxidan-
tes do rizoma do gengibre, demonstrou a capacidade 
de diferentes extratos de impedir a oxidação de LDL 
induzida por íon Cu2+ e atribuiu tal efeito à presença 
de compostos bioativos fenólicos encontrados no gen-
gibre, tais como o 6-gingerols, 8-gingerols, 10-ginge-
rols e 6-shogaol (GUNATHILAKE; RUPASINGHE, 2014). 
Esse, entretanto, é o primeiro estudo que demonstra 
tais resultados com um extrato hidroetanólico e em 
modelo de indução com AAPH, que mimetiza o pro-
cesso de oxidação fisiológica.

De fato, o gengibre é conhecido como um re-
curso natural de ampla distribuição e baixo custo, com 
altos teores de compostos fitoquímicos, que confe-
rem a ele pronunciado efeito antioxidante (AKINOLA; 
AHMAD; MAZIAH, 2014; GHASEMZADEH; JAAFAR; 
RAHMAT, 2010). No presente estudo foi possível quan-
tificar teores de compostos fenólicos totais, flavonoi-
des, taninos condensados e vitamina C (Tabela 1).

Dentre os compostos quantificados, destacam-se 
os flavonoides que possuem dois anéis aromáticos 
ligados por meio de três carbonos que formam um 
heterociclo oxigenado, e que apresentam proprieda-
des antioxidantes à medida que inativam os radicais 
livres, convertendo-os em radicais livres relativamen-
te inofensivos (VESKOUKIS; TSATSAKIS; KOURETAS, 
2012). São encontrados em diversos alimentos do 

reino vegetal, e demonstram possuir propriedades an-
tioxidantes, anti-inflamatórias e vasodilatadoras que 
contribuem significativamente para a saúde humana, 
reduzindo o risco de DCV (FERRERA et al., 2016). Es-
tudos in vitro mostraram a grande capacidade dos fla-
vonoides em inibir a oxidação da LDL, chegando a ser 
superior à de antioxidantes clássicos, como o alfa-to-
coferol, sugerindo efeito antiaterogênico dos flavonoi-
des (ABOURASHED, 2013; VINSON et al., 1995).

Já a Vitamina C (ácido ascórbico) é uma vita-
mina hidrossolúvel, sintetizada a partir da glicose por 
plantas e muitos animais, mas, em razão da ausência 
de maquinaria enzimática específica, não é sintetiza-
da pelo homem. Existem hipóteses bem-fundamentas 
que a vitamina C pode desempenhar um papel funda-
mental na prevenção de DCV, por suas capacidades 
antioxidantes e o papel desses antioxidantes na pre-
venção de alterações oxidativas da LDL (SALVAYRE; 
NEGRE-SALVAYRE; CAMARÉ, 2016). 

Na análise dos compostos fenólicos por Clae, foi 
possível verificar a ausência dos compostos testados: 
rutina, quercetina, ácido clorogênico, (-)-epicatequina, 
ácido gálico, apigenina, ácido elágico e ácido rosmarí-
nico (Figura 2), indicando que a atividade antioxidante 
evidenciada se deve aos outros compostos que foram 
quantificados pelo método espectrofotométrico deste 
estudo. Tal resultado está relacionado à particularida-
de de conteúdo fitoquímico da espécie, que já apre-
senta descrito na literatura os compostos 6-gingerols, 
8-gingerols, 10-gingerols e 6-shogaol como principais 
compostos fenólicos (GUNATHILAKE; RUPASINGHE, 
2014). 

Com o intuito de investigar os mecanismos da 
ação antioxidante do EHEG, o presente estudo ava-
liou sua a capacidade removedora ante as espécies 
reativas peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical óxido 
nítrico (NO) (Tabela 2). As espécies reativas de oxigê-
nio e nitrogênio, como o H2O2 e o óxido nítrico, confe-
rem regulação redox de funções celulares essenciais, 
envolvidas na diferenciação, proliferação, migração e 
apoptose, além de iniciar e catalisar respostas de es-
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Figura 1 – Efeito protetor do extrato hidroetanólico 
do gengibre (EHEG) na oxidação da lipoproteína de 

baixa densidade (LDL)

Efeito protetor do extrato hidroetanólico do gengibre (EHEG) na oxidação 
da lipoproteína de baixa densidade (LDL), verificado a partir dos níveis de 
malondialdeído (MDA). ***p < 0,001, **p < 0,01, diferentes do controle 
induzido; # # #p< 0,001, # #p< 0,001, diferentes do controle não induzido. Os 
dados foram verificados por análise de variância (Anova) seguida de teste 
de Tukey, e expressos como média ± erro padrão da média (n=12).

Fonte: Os autores.

Tabela 1 – Conteúdo de compostos fitoquímicos do 
Extrato Hidroetanólico de Gengibre (EHEG)

Compostos fenólicos totais (mg AG/g) 357,68 ± 39,80
Compostos flavonoides totais (mg Q/g) 30,37 ± 5,10
Taninos condensados (mg CA/g) 51,99 ± 11,88
Vitamina C (mg Vit C/g) 21,53 ± 1,43

Os resultados são expressos em média ± EPM de três determinações. AG = 
ácido gálico; Q = quercitina; CA = catequina, Vit C = vitamina C.

 Fonte: Os autores.
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tresse adaptativo, entretanto, quando em excesso, 
podem atacar biomoléculas, causando danos e alte-
rando sua funcionalidade, o que está relacionado com 
diversas patologias associadas ao estresse oxidativo, 
dentre elas a aterosclerose (DAIBER et al., 2017). 

O NO é um radical livre considerado tóxico ou 
protetor, dependendo da sua concentração, localiza-
ção e reação com as demais espécies reativas (TAIN; 
HSU, 2017). É descrito como um importante mediador 
do sistema imunológico na resposta inflamatória, e 
apresenta múltiplos efeitos biológicos, relacionados 
com a regulação da pressão arterial por meio do rela-
xamento do músculo liso e inibição da agregação pla-
quetária (CABALLANO-INFANTES et al., 2017). De ma-
neira contraditória, entretanto, pode estar envolvido 
na produção de radicais citotóxicos, uma vez que pode 
reagir com o radical superóxido e produzir o ânion pe-
roxinitrito e dióxido de nitrogênio, que iniciam a pe-
roxidação lipídica e potencializam a lesão inflamatória 
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Sabendo, portanto, que 
o EHEG aqui estudado demonstrou ação removedora 
de radicais NO, pode-se sugerir que esse mecanismo 
antioxidante esteja envolvido nas suas ações terapêu-
ticas já descritas na literatura e exploradas pela medi-
cina popular como ação anti-inflamatória, hepatopro-
tetora, antioxidante e de atenuação da peroxidação 
lipídica. Observa-se, no entanto, que a capacidade 
removedora desse radical é menor no extrato do que 
no ácido gálico isolado, utilizado como controle positi-
vo. Considerando que no extrato não foi identificada a 
presença de ácido gálico, sugere-se que os compostos 

presentes no extrato, apesar de exercerem essa ativi-
dade antioxidante, o fazem com menor potência do 
que o controle positivo utilizado.

Da mesma forma, o EHEG também demonstrou 
capacidade removedora de H2O2, espécie reativa de 
oxigênio que, apesar de essencial em vias de sinaliza-
ção que determinam a viabilidade celular e capacida-
de da célula de combater patógenos (SIES, 2017), em 
condições patológicas, como na hipercolesterolemia, 
seu nível aumentado leva à infiltração de células in-
flamatórias, oxidação lipídica e formação de células 
em espuma que contribuem significativamente para 
a inflamação vascular e o desenvolvimento da lesão 
aterosclerótica (BYON; HEATH; CHEN, 2016). Cabe 
ressaltar que o extrato apresentou capacidade tal 
removedora maior que o controle positivo utilizado, 
sugerindo que o material vegetal possui compostos 
fenólicos que podem exercer tal efeito antioxidante 
de forma aditiva ou sinérgica, apresentando-se como 
uma vantagem a compostos antioxidantes isolados.

CONCLUSÃO

O extrato hidroetanólico de gengibre possui 
propriedades antioxidantes, sendo capaz de proteger 
a LDL humana da oxidação e ser efetivo na prevenção 
e/ou terapia de doenças cardiovasculares decorrentes 
do processo de aterosclerose. Tal ação antioxidante 
pode ser mediada pela capacidade de remoção de 
radicais de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio, 
demonstradas nesse estudo, dentre outros mecanis-
mos. Ainda, é notável a presença de compostos fito-

Figura 2 – Determinação de compostos fenólicos por Cromatografia Líquida de Alta eficiência

Representação do cromatograma obtido do extrato hidroetanólico de gengibre.
 Fonte: Os autores.

Tabela 2 – Mecanismos antioxidantes avaliados no Extrato Hidroetanólico de Gengibre (EHEG) e controle positivo 
Ácido Gálico

EHEG Ácido gálico
Capacidade removedora de NO (μg/mL) IC50 = 40,53 IC50 = 2,04
Capacidade removedora H2O2 (μg/mL) IC50 = 1,42 IC50 = 210,61

EHEG = extrato hidroetanólico de gengibre; NO = radical óxido nítrico; H2O2 = peróxido de hidrogênio.

 Fonte: Os autores.
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químicos com mecanismos antioxidantes que podem 
ter efeitos benéficos complementares sobre a saúde 
cardiovascular. Dessa forma, exalta-se o potencial do 
gengibre para o desenvolvimento de produtos fitote-
rápicos que atuem de forma complementar e integra-
tiva, melhorando a saúde da população, especialmen-
te no âmbito das doenças cardiovasculares.
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Efeito da Suplementação com Óleo de Peixe  
no Modelo Experimental de Sepse

Renata Campos1, Andressa Antunes Bortoti2, Chelin Auswaldt Steclan2,  
Pollyana Weber da Maia Pawlowytsch2, Miriam Cristina José Valério2,  

Cinthia Helena Paluch2, Luiz Cláudio Fernandes3 

RESUMO
Objetivo: Investigar o efeito da suplementação com óleo de peixe (OP), rico em ácido graxo ômega-3, sobre as variáveis renal e pulmonar, a 
mortalidade e a lipoperoxidação em ratos com sepse. Método: A sepse foi induzida por punção e ligadura cecal (CLP). OP (1 g/kg/dia, via oral) 
foi administrado sete dias antes da CLP. Foram estudados os grupos CLP (CLP sem OP, n=10) e CLP+OP (suplementado com OP, n=10). Foram 
mensurados a peroxidação lipídica, a histologia pulmonar e renal, quanto à sua estrutura e presença de polimorfinucleares (PMN), índice de 
edema pulmonar, função renal e sobrevida em 72 horas. Resultados: A peroxidação lipídica não foi diferente para o grupo CLP+OP (p=0,06). A 
histologia, quanto à estrutura, evidenciou que o grupo CLP+OP teve menor lesão estrutural tanto no tecido pulmonar quanto no renal, entre-
tanto a contagem de PMN não foi diferente entre os grupos para ambos os sistemas. O índice de edema pulmonar, embora menor no grupo 
CLP+OP, não foi significativamente diferente do encontrado no grupo CLP (p=0,59). Não houve alterações quanto à melhora da sobrevivência 
causada pela suplementação com OP. A função renal, estudada pela concentração de ureia e pela creatinina, não foi diferente entre os grupos. 
Conclusão: A suplementação com OP, na dose e tempos empregados, não provocou efeitos positivos nas variáveis renais, pulmonares e taxa 
de mortalidade de ratos com sepse.
Palavras-chave: Sepse. Mortalidade. Ácidos graxos. Peroxidação de lipídios. Sistema imunitário. Edema pulmonar.

EFFECT OF FISH OIL SUPPLEMENTATION ON SEPSE

ABSTRACT
Objective: To investigate the effect of supplementation with fish oil (FO) rich in omega-3 fatty acids, on renal and pulmonary variables, mor-
tality and, lipid peroxidation in rats with sepsis. Methods: Sepsis was induced by puncture and cecal ligation (CLP). FO (1 g/kg/day, orally) was 
given for seven days before CLP. CLP groups (CLP without FO, n=10) and CLP+FO (supplemented with FO, n=10) were studied. The variables li-
pid peroxidation, lung and renal histology were analyzed regarding its structure and presence of polymorphonuclear (PMN), lung edema index, 
renal function and survival rate. Results: The lipid peroxidation was not different for CLP+FO group (p=0.06). Histology, regarding structure, the 
CLP+FO group had lower structural damage, both in the lung and kidney tissues, however, the PMN cells counting was not different between 
the groups, for both systems. The rate of lung edema, although lower in the CLP+FO group, was not significantly different from that found in 
the CLP group (p=0.59). FO supplementation did not cause any change in the survival rate (p>0.05). Renal function, studied by urea and crea-
tinine concentration was not different between the groups (p>0.05). Conclusion: FO supplementation, in the dose and period studied, did not 
improve renal, pulmonary and mortality rate in rats with sepsis.
Keywords: Sepsis. Mortality. Fatty acids. Lipid peroxidation. Immunitary system. Lung edema.
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INTRODUÇÃO

O ácido graxo poli-insaturado (Agpi) alfa linolênico 
ômega 3 (ω-3) é um ácido graxo essencial que não pode 
ser produzido pelo organismo humano (DUVALL; LEVY, 
2016). Os Agpis ω-3 são encontrados primariamente em 
óleos de peixe (OP) e em plantas de coloração verde es-
cura, e seus metabólitos são capazes de reduzir ou mini-
mizar a criticidade de algumas patologias, como as car-
diovasculares (MANZANARES; LANGLOIS; HARDY, 2016).

Os dois principais componentes do OP são os 
ácidos graxos eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ω-3) e do-
cosahexaenoico (DHA, 22:6 ω-3), que têm ação sobre 
a fluidez de membrana celular, regulam a função imu-
nitária, diminuem a excessiva reação inflamatória, re-
duzem a ocorrência da Síndrome da Resposta Inflama-
tória Sistêmica (Sirs) e a disfunção múltipla de órgãos 
(ZHAO; WANG, 2018).

Durante a sepse, as vias pró-inflamatórias au-
mentam suas atividades para eliminar patógenos e 
tecidos mortos, frequentemente causando lesão ao 
hospedeiro. Há, entretanto, uma relação positiva en-
tre o consumo de OP e a melhora nas condições an-
ti-inflamatórias (BAKER et al., 2016). A resolução do 
processo inflamatório inclui a inibição do infiltrado 
tecidual, regulação da produção e secreção das cito-
cinas e quimiocinas, redução da dor e a ação dos ma-
crófagos, o que pode ser fundamental no quadro da 
sepse (SERHAN; CHIANG, 2013).

A suplementação com OP altera a expressão e a 
produção das citocinas pró-inflamatórias e fornece mo-
dificações na modulação da resposta inflamatória, com 
mínimos efeitos colaterais (SERHAN, 2014). Em adição, 
pode afetar a função imunitária e estar associado com 
melhor resultado e redução nos custos de saúde em 
pacientes cirúrgicos e criticamente doentes. Há, ainda, 
contudo, controvérsias na indicação para pacientes em 
unidades de terapia intensiva (MOLFINO et al., 2017). 
O uso de OP, via parenteral, em pacientes internados 
no período pós-operatório, foi considerado seguro e 
efetivo na redução da permanência em UTI, minimizan-
do a taxa de mortalidade (PRADELLI et al., 2012).

A capacidade anti-inflamatória do OP inclui a 
inibição da migração de neutrófilos, o aumento da fa-
gocitose de neutrófilos em apoptose e a supressão de 
citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, particular-
mente durante a doença aguda (DUVALL; LEVY, 2016). 
Também diminui a aderência e migração de neutrófi-
los e aumenta a velocidade em vênulas pós-capilares. 
Ainda, o OP altera os monócitos no sítio de inflama-
ção, o que indica forte evidência do clearance apop-
tótico dos polimorfinucleares (PMN) em animais com 
sepse (KÖRNER et al., 2018).

Evidências demonstram que a redução do pro-
cesso inflamatório com o uso da combinação de OP e 
de ácido graxo de cadeia curta de ômega-6 foi efetiva 
para reduzir o tempo de ventilação e o tempo de hos-
pitalização, além de aumentar a sobrevivência global 
(SINGER et al., 2006). Ying-Hua et al. (2015) usaram 
lipopolissacarídeos para induzir o modelo de sepse e 
relataram drástico aumento nas concentrações de in-
terleucinas (IL) como a IL-1β, IL-6 e o fator-α de necro-
se tumoral (TNF-α), tanto no plasma quanto no intes-
tino. Ao administrarem OP, entretanto, encontraram 
diminuição significativa das concentrações de citoci-
nas, bem como da expressão de mRNA de IL-1β, IL-6 e 
TNF-α em uma pequena porção do intestino.

Em um processo inflamatório e infeccioso ocor-
re desequilíbrio entre a produção de espécies reativas 
de oxigênio (Eros) e a de antioxidantes. A diferença 
entre as espécies reativas de oxigênio nos comparti-
mentos teciduais e subcelulares contribui para a res-
posta ao estresse (GO et al., 2010). Vários fatores são 
responsáveis pelos Eros; na sepse cita-se o aumento 
das toxinas urêmicas associado à disfunção celular en-
dotelial (YANG et al., 2012).

Evidências mostram que o OP tem efeitos an-
tioxidantes por modular o sinal redox, aumentando a 
expressão e as atividades das enzimas antioxidantes, e 
atenuando o dano oxidativo (ERDOGAN et al., 2004). 
Desta forma, acredita-se que o OP pode ser conside-
rado modulador participante da regulação do início, 
da duração e da resolução da inflamação, e ser efetivo 
em respostas inflamatórias não controladas.

A sepse é uma síndrome com elevada morbida-
de/mortalidade em pacientes criticamente doentes, e 
apresenta alto custo de tratamento. O reconhecimen-
to de terapias adjuvantes, portanto, é fundamental 
para a mudança do cenário causado pela sepse. Desta 
forma, o uso de terapias alternativas tem sido busca-
do, e, por se tratar de processo inflamatório, o e prego 
de OP configura uma boa alternativa. Sendo assim, o 
presente estudo investigou o efeito da suplementação 
com OP durante sete dias anteriores à ligadura cecal, 
sobre as variáveis renal e pulmonar, mortalidade e a 
peroxidação lipídica em ratos com sepse induzida por 
punção de ligadura cecal (CLP).

MÉTODOS

Este estudo foi conduzido no laboratório de Fi-
siologia do Departamento de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná, mediante aprovação 
da Comissão de Ética no Uso de Animais (Ceua), sob 
parecer nº 1.094.
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Animais e protocolo de suplementação

Foram utilizados ratos machos Wistar (45 dias 
de idade com peso entre 200 a 250 g), suplementados 
ou não, com OP na dose de 1 g/kg, diariamente, ini-
ciando-se sete dias antes da punção e CLP, e manten-
do-se até o dia da CLP. O OP foi administrado via oral, 
com o auxílio de micropipeta em que, pela ponteira, 
o OP era gotejado na boca do animal até a completa 
deglutição.

Os grupos foram divididos em G1: CLP (subme-
tido à CLP, sem OP; n=10); G2: CLP+suplementação 
com OP (n=10). Para avaliação da taxa de sobrevida 
foram utilizados animais diferentes (n=5 para cada 
grupo), sendo usados somente para esta finalidade.

Punção e ligadura cecal

Os animais foram anestesiados via intraperito-
neal (i.p.) com cloridrato de cetamina e xilazina. Após 
tricotomia da região abdominal e laparotomia, o ceco 
foi exposto e ligado abaixo da válvula ileocecal, sendo 
puncionadas duas vezes (agulha 16) e levemente pres-
sionado a expelir pequena quantidade de material fe-
cal na cavidade abdominal (MIYAJI et al., 2003). Após 
o procedimento foi realizada a sutura por planos na 
incisão abdominal. Todos os procedimentos cirúrgicos 
foram realizados por um único pesquisador.

Após a realização da CLP foi administrado clore-
to de sódio 0,9% na dose de 25 ml/kg (i.p.) para ma-
nutenção de volemia. A reposição volêmica foi admi-
nistrada 6 e 12 horas após a CLP via subcutânea (sc), 
assim como o antibiótico Meropenem, na dose de 30 
mg/kg (sc) após 6 e 12 horas da realização da sepse. 
Também foi administrada Dipirona injetável (500 mg/
kg) para a dor (sc). As dosagens do antibiótico e a re-
posição volêmica e do analgésico foram padronizadas 
pelo médico veterinário que acompanhou todo o pro-
cesso.

Após 24 horas da CLP, todas as avaliações do 
sistema renal e respiratório foram realizadas.

Contagem de células polimorfonucleares  
no tecido pulmonar e renal

Morfometria convencional foi utilizada para 
determinar a densidade dos neutrófilos PMN. As lâ-
minas coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) foram 
avaliadas por microscopia óptica em uma resolução 
de 100X. Após a visualização, foi realizada a contagem 
dos PMNs, a partir das áreas delimitadas por retículo 
(VIEIRA et al., 2007). Foram analisados 16 campos por 
lâmina.

O examinador não teve prévio conhecimento 
dos grupos durante a análise das lâminas, garantindo 
uma análise não tendenciosa durante a contagem das 
células.

Relação peso úmido e peso seco do pulmão

Fragmentos do pulmão foram retirados da caixa 
torácica, lavados superficialmente com soro fisiológi-
cos e secos para retirada de quaisquer resíduos. O te-
cido pulmonar foi pesado (peso úmido), colocado em 
um recipiente de vidro e deixado na estufa a 60ºC por 
48h. Passado este período, o pulmão foi novamente 
pesado (peso seco) e obteve-se a relação peso úmido 
e peso seco (W/D) (CAMPOS et al., 2012).

Dosagem de ureia e creatinina

Amostra sanguínea foi coletada 24 horas por 
punção intracardíaca após a CLP, para a avaliação dos 
marcadores renais. As amostras foram coletadas e co-
locadas em tubos comerciais padrões, contendo EDTA, 
e a concentração de ureia e creatinina foram determi-
nadas por kits da Elitech, seguindo-se as instruções do 
fabricante.

Mensuração da lipoperoxidação

A solução FOX-2 foi preparada conforme o pro-
cedimento descrito por Nourooz-Zadeh (1999). Alí-
quotas de 90 µl de plasma foram adicionadas em qua-
tro tubos de ensaio, e 10 µl de Trifenilfosfina (TPP) em 
metanol 10 mM foram acrescidos em cada tubo. Em 
outros quatro tubos de ensaio foram adicionados às 
alíquotas de 90 µl de plasma e 10 µl de metanol. Es-
sas amostras foram incubadas por 30 minutos, após 
agitação no vórtex. Em seguida, 900 µl de FOX-2 foram 
acrescentados a cada tubo de ensaio, e as amostras 
foram novamente incubadas por mais 30 minutos. A 
solução FOX-2, em contato com peróxidos, altera sua 
coloração de amarelo para azul. Então, foram centri-
fugadas por dez minutos e submetidas à leitura no 
espectrofotômetro no comprimento de onda de 560 
nm. Para a curva de calibração, foram adicionadas em 
tubos de ensaio diferentes concentrações de peróxi-
do de hidrogênio (H2O2) e 900 µl de FOX-2. Em segui-
da foi feita a leitura no espectrofotômetro a 560 nm. 
As concentrações usadas de H2O2 foram: 4; 4,6; 5; e 6 
µmol/L.

O coeficiente de absortividade molar é de 
3.92x10-4 mol L-1 cm-1. Para melhor confiabilidade da 
curva analítica, o H2O2 utilizado foi padronizado por 
titulação redox em triplicata, usando KMnO4 padroni-
zado com ácido oxálico.
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Taxa de sobrevivência

Para a análise da taxa de sobrevida os animais 
(n=5 para cada grupo) foram mantidos em gaiolas com 
livre-acesso à comida e água, e acompanhados por 72 
horas após a CLP (durante este período não houve a 
suplementação de OP). A avaliação aconteceu às 7 ho-
ras, 13 horas e 19 horas de cada dia.

Nos animais CLP e CLP+OP foram administrados 
Meropenem (30 mg/kg) e soro fisiológico (25 ml/kg) a 
cada 12 horas, às 7 horas e às 19 horas de cada dia. O 
analgésico Dipirona injetável (500 mg/kg – via sc) foi 
administrado de seis em seis horas.

Após as 72 horas de acompanhamento, os ani-
mais remanescentes foram sedados e mortos com clo-
reto de potássio 10%.

Análise estatística

Os dados estão apresentados em média ± des-
vio padrão. As comparações entre médias foram 
realizadas pelo teste Mann-Whitney. A curva de so-
brevivência foi realizada pelo teste Kaplan-Meier. 
Aceitou-se como nível de significância p<0,05.

RESULTADOS

O primeiro dado apresentado é o de inflama-
ção tecidual, tanto no tecido pulmonar quanto no 
renal, estudado pela presença de neutrófilos PMN. 
No sistema pulmonar a quantificação de PMN foi de 
4,86±2,34 células/mm2 para o grupo CLP e 4,63±2,11 
células/mm2 para o grupo CLP+OP, p=0,54. Para o sis-
tema renal obteve-se 7,13±2,04 células/mm2 para o 
grupo CLP e 6,53±1,98 células/mm2 para o grupo CL-
P+OP, p=0,55 (Figuras 1a e 1b, respectivamente).

Figura 1 – Presença de células PMN nos pulmões (A)  
e rins (B) de animais do grupo CLP e CLP+OP.  

Os dados estão apresentados como células/mm2

1A – Polimorfinuclear no tecido pulmonar

Fonte:  Os Autores (2018).

1B – Polimorfinuclear no tecido renal

 

Fonte:  Os Autores (2018).

Na histologia pulmonar e renal observam-se 
algumas características importantes em ambos os 
grupos. A estrutura pulmonar do grupo CLP+OP apre-
sentou menor número de lesões quando comparada 
ao grupo CLP (Figuras 2A e 2B, respectivamente). O 
mesmo foi observado no tecido renal, quando a su-
plementação com OP também provocou menor lesão 
no grupo suplementado (Figuras 2C e 2D, respectiva-
mente).

Figura 2 – Histologia do tecido pulmonar e renal dos 
animais dos grupos CLP (B e D) e suplementados com 

OP (A e C, respectivamente)

 A (ômega): área pulmonar pérvia, com menor  
espessamento de tecido.
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B (CLP): Espessamento de tecido com infiltração  
tecidual pulmonar.

C (ômega): área renal (túbulos) preservada.

D (CLP): influxo celular e espessamento dos túbulos 
renais.

 

Fonte:  Os Autores (2018).

A relação peso úmido e peso seco (Figura 3) não 
mostrou diferença entre os grupos estudados, embora 
o grupo suplementado com OP tenha valores inferiores 
(4,74±0,71 H20/g) quando comparado ao CLP (5,11±0,78 
H20/g, p=0.59), mas não houve diferença estatística.

Figura 3 – Relação peso úmido e peso seco nos  
animais do grupo CLP e suplementados com OP

Fonte:  Os Autores (2018).

Em relação aos marcadores renais (Figura 4A), 
observou-se que não houve diferença nos níveis de 
ureia no grupo CLP (32,6±16,8 mg/dl) e no CLP+OP 
(41,00±26,87mg/dl, p=0,42 – Figura 4A). Já a con-
centração de creatinina (Figura 4B) foi similar en-
tre os grupos (CLP+OP 0,48±0,15 mg/dl e para o CLP 
0,59±0,15 mg/dl, p=0,29).

Figura 4 – Concentração plasmática de ureia (4A)  
e de creatinina (4B) dos animais do grupo CLP e dos 

suplementados com OP
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Fonte:  Os Autores (2018). 
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Em relação à peroxidação lipídica plasmática 
(Figura 5) não houve diferença entre os grupos CL-
P+OP (0,15±0.02 µmol/L) e CLP (0.11±0.02 µmol/L).

Figura 5 – Peroxidação lipídica plasmática obtida dos 
animais do grupo CLP e CLP suplementados com OP

 

Fonte:  Os Autores (2018).

Todos os animais sobreviveram nas primeiras 
24 horas após a CLP. A sobrevida destes (Figura 6) não 
foi modificada pela suplementação com OP.

Figura 6 – Sobrevivência avaliada no 1º, 2º e 3º dias. 
Para cada grupo foram avaliados 5 animais

 Fonte:  Os Autores (2018).

DISCUSSÃO

O Agpi ω-3 tem sido descrito como atuante no 
processo inflamatório por afetar o metabolismo dos 
eicosanoides de diversas maneiras. O consumo de 
DHA e EPA resulta em aumento de suas concentrações 
nas membranas celulares, substituindo o ácido araqui-
dônico (AA) nos fosfolípides de membrana, reduzindo, 
dessa forma, a produção de eicosanoides pró-infla-
matórios derivados do AA, exercendo importante pa-
pel de resolução e reparo no processo de inflamação 
(MARANGONI et al., 1993).

A Sepse é uma síndrome que causa alta morta-
lidade em pacientes. Ela causa lesão pulmonar aguda 
caracterizada por hipoxemia e infiltrados pulmonares, 
além da disfunção endotelial capilar e alveolar, re-
sultando na ativação da cascata inflamatória, elevan-

do a concentração plasmática de fator-α de necrose 
tumoral (TNF-α), interleucinas 1β e IL-6, juntamente 
com a presença de macrófagos, mocócitos e neutró-
filos (MARTIN; STAPLETON, 2010). Apesar de todas as 
evidências encontradas na literatura sobre a ação dos 
Agpis ω-3 na minimização dos efeitos inflamatórios, o 
presente estudo verificou que a suplementação com 
OP não foi capaz de minimizar a quantidade de infil-
tração de PMN, tanto no tecido pulmonar quanto no 
renal. Interessantemente, contudo, na histologia en-
controu-se menor lesão estrutural no grupo que foi 
suplementado com OP. Strandberg et al. (2009) des-
creveram que o sistema imunitário de camundongos 
foi negativamente afetado pela dieta rica em Agpi. A 
resposta imunológica pela ativação de neutrófilos é a 
primeira linha de defesa contra doenças bacterianas 
infecciosas. Moléculas derivadas de Agpi ω-3, conhe-
cidas como resolvinas, têm melhorado a capacidade 
do neutrófilo para fagocitar Escherichia Coli (SPITE et 
al., 2009). Não é, portanto, somente a quantidade de 
neutrófilo disponível, mas é necessário que a capaci-
dade de fagocitose também esteja preservada. A bai-
xa atividade do sistema imunitário, associada à proli-
feração bacteriana, leva ao óbito na sepse (SVAHN et 
al., 2016).

A lesão pulmonar também está associada à 
sepse. A suplementação com OP em ratos, cinco dias 
após a CLP, diminuiu o escore de lesão pulmonar, me-
lhorou a histopatologia, modulou a imunidade e redu-
ziu o processo inflamatório (LI et al., 2015). Campos et 
al. (2012) descreveram que a CLP em roedores foi ca-
paz de aumentar o índice de edema e a relação peso 
úmido/seco. Um estudo com roedores descreveu 
que o OP, embora tenha efeitos antioxidantes, pio-
rou a disfunção vascular induzida pelo choque séptico 
(BOISRAMÉ et al., 2016). O presente estudo corrobo-
ra esses dados, posto que não foi possível determinar 
melhora na relação peso úmido e peso seco como um 
fator de aprimoramento da permeabilidade vascular.

Outra possível explicação entre os achados des-
te estudo e os demais da literatura parece ser o tem-
po de tratamento com OP no modelo CLP. Um estudo 
com 28 dias de tratamento melhorou a sobrevivência 
em camundongos com sepse induzida por Staphylo-
cocus (SVAHN et al., 2016). Aqui, foi administrado OP 
oralmente por sete dias antes do início da CLP, ou seja, 
de forma preventiva, entretanto este tempo não pro-
vocou modificação significativa na taxa de mortalida-
de quando comparada à do grupo CLP ao final de três 
dias.
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A administração de OP tem sido estudada em 
modelos de ablação renal, nos quais os resultados são 
promissores e suportam a hipótese de que OP, rico em 
Agpi ω-3, tem ação protetora em ratos submetidos à 
ablação renal, e previne a evolução da glomeruloes-
clerose e a piora da função renal, levando à preserva-
ção da filtração glomerular (CLARK et al., 1991). Estu-
do em camundongos submetidos à CLP verificou que 
a administração de OP não causou aumento da ureia 
nitrogenada, que é marcador da função renal. Em adi-
ção, relatam que o escore de lesão renal avaliado pela 
histologia foi menor no grupo suplementado com OP 
(JUEY-MING et al., 2016). Miyaji et al. (2003) demons-
traram que a CLP causa um aumento tempo-depen-
dente dos marcadores renais. No presente estudo, as 
medidas plasmáticas foram realizadas 24 horas após a 
CLP, o que pode ter contribuído para o não aumento 
das escorias nitrogenadas.

Apesar de todos os esforços para minimizar os 
efeitos da sepse, a taxa de mortalidade ainda perma-
nece alta, com valores aproximadamente entre 40% a 
70% (ALAVI et al., 2017). Existem evidências de que os 
Agpis ω-3 podem diminuir a mortalidade associada à 
sepse. Isto, contudo, ainda é objeto de controvérsia. 
Em recente artigo de revisão (HUAI et al., 2018), foi 
efetuada uma análise de correlação entre administra-
ção de Agpi ω-3 e a mortalidade causada pela sepse. 
Os autores, após análise criteriosa de estudos rando-
mizados e controlados, descreveram que a mortalida-
de não foi diferente para os grupos em que foi admi-
nistrado Agpi ω-3. Diversos fatores foram levantados 
para esta afirmação, posto que a concentração de 
Agpi ω-3, a duração do tratamento e os métodos de 
suporte nutricional foram diferentes entre os vários 
estudos.

Um dos fatores que podem influenciar na criti-
cidade da doença é a liberação de radicais livres de-
correntes do processo inflamatório e infeccioso ins-
talado em razão da sepse. O Agpi ω-3, por modular 
a ativação dos genes envolvidos no processo inflama-
tório nas células imunitárias, pode reduzir a produção 
de citocinas pró-inflamatórias, bem como de espécies 
reativas de oxigênio (BOISRAMÉ et al., 2016). Esses 
mesmos autores realizaram estudo em um modelo 
de CLP, no qual observaram que a administração de 
Agpi ω-3 promoveu diminuição da produção do ânion 
superóxido das artérias dos ratos sépticos e elevação 
da produção de prostaglandinas. No presente estudo 
a suplementação com OP não foi capaz de minimizar a 
peroxidação lipídica.

Tem sido especulado que o efeito protetor do 
Agpi ω-3 é efetivo somente em estado de leve imu-
nossupressão, justamente ao contrário do que aconte-
ce na sepse (HUAI et al., 2018), justificando a ausência 
de melhora na função renal, pulmonar, imunológica e 
de lipoperoxidação verificada por este trabalho.

Acredita-se que os achados deste estudo não 
vão ao encontro de outros dados da literatura devi-
do ao tempo de administração de OP, que foi menor 
(ou seja, apenas sete dias), o que talvez não tenha 
provocado modificação suficiente na razão ω-6:ω-3 
na membrana das células. Outro fator pode ter sido a 
dose utilizada, que foi de 1 g/kg, a qual tem sido de-
monstrada ser eficiente para algumas doenças, como 
a cardiovascular (DELGADO-LISTA et al., 2012), mas 
não o foi para o modelo aqui utilizado de sepse, em 
particular, aguda. Vale destacar, contudo, que, apesar 
de não se ter encontrado diferenças significativas en-
tre o controle e o suplementado, em termos histoló-
gicos ficou claramente demonstrado que OP, neste in-
tervalo de tempo e nesta dose, causou efeito positivo 
sobre o tecido pulmonar.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

O estudo mostra que o OP administrado previa-
mente à CLP, na dose e tempo empregados, não foi 
eficaz em minimizar os efeitos da sepse, nos animais 
estudados, quanto à taxa de mortalidade, à peroxida-
ção lipídica e aos marcadores de funções renal e pul-
monar.
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Efeito Antioxidante da Ilex paraguariensis  
e Condimentos na Oxidação Lipídica  

de Filés de Oreochromis niloticus
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RESUMO
Objetivo: os compostos antioxidantes presentes naturalmente nas plantas têm sido alvo de pesquisas em substituição aos sintéticos como adi-
tivos alimentícios. Este estudo teve por objetivo avaliar o potencial antioxidante de extrato de erva-mate, em associação com os condimentos 
alecrim, orégano e tomilho, em filés de tilápia submetidos a diferentes formas de preparo, ante a oxidação lipídica do pescado. Método: os 
extratos foram avaliados quanto ao percentual de redução do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil e quanto aos teores de compostos fenólicos 
totais. A oxidação lipídica do pescado foi analisada pelo teste das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, do inglês, thiobarbituric 
acid reactive substances). Resultados: os resultados mostraram que o orégano foi o condimento que apresentou o maior teor de compostos 
fenólicos totais, e a erva-mate a maior atividade antioxidante. Com relação à análise de TBARS, na adição do mix de erva-mate com os três 
condimentos aos filés de tilápia in natura e submetidos aos diferentes processamentos térmicos (frito ou assado), foi verificado que apresen-
taram os menores valores relativos às amostras controle (sem a adição do mix), atingindo uma diminuição de, aproximadamente, dez vezes 
no pescado preparado assado. Quanto ao reaquecimento, foi constatado que este fator dobra a quantidade de TBARS presentes. Conclusões: 
assim, conforme os resultados, é possível sugerir a eficácia da associação dos condimentos com a erva-mate na redução da rancidez oxidativa 
dos filés de tilápia submetidos aos diferentes processamentos térmicos aplicados, bem como do produto in natura.
Palavras-chave: Ilex paraguariensis. Especiarias. Perciformes.

ANTIOXIDANT EFFECT OF ILEX PARAGUARIENSIS AND CONDIMENTS ON LIPID OXIDATION OF OREOCHROMIS NILOTICUS STEAK

ABSTRACT
Objective: the antioxidant compounds naturally present in plants have been the subject of research replacing synthetic ones as food additives. 
The objective of this study was to evaluate the antioxidant potential of yerba mate extract, in association with rosemary, oregano and thyme 
condiments, in tilapia fillets submitted to different preparation forms, in face of lipid oxidation of fish. Method: the extracts were evaluated for 
the percentage reduction of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical and for the content of total phenolic compounds. The lipid oxidation of 
the fish was analyzed by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) test. Results: the results showed that the oregano was the condiment 
that presented the highest content of total phenolic compounds and the yerba mate, the highest antioxidant activity. Regarding the analysis of 
TBARS, the addition of the yerba mate mix with the three condiments to the fillets of in natura tilapia and submitted to the different thermal 
processes (fried or roasted), were verified that presented the smaller values relative to the control samples (without the addition of the mix), 
reaching a reduction of approximately ten times in prepared roasted fish. As for reheating, it was found that this factor doubles the amount 
of TBARS present. Conclusions: thus, according to the results, it is possible to suggest the effectiveness of the association of condiments with 
yerba mate in the reduction of oxidative rancidity of the tilapia fillets submitted to the different thermal processes applied, as well as the in 
natura product.
Keywords: Ilex paraguariensis. Spices. Perciformes.
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INTRODUÇÃO

A tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus  
Linnaeus) é um pescado de grande importância mun-
dial no setor de aquicultura. É considerada uma das 
espécies mais indicadas para a criação intensiva, por 
possuir rápido crescimento, maturação sexual tardia, 
hábito alimentar onívoro e ser de grande rusticidade. 
Mercadologicamente, além de ser um peixe de baixo 
valor comercial e de filetagem descomplicada, sua 
comercialização é facilitada em virtude de sua carne 
branca, textura firme, sabor delicado e ausência de 
espinhas intramusculares, o que gera uma conside-
rável aceitabilidade pelo público consumidor (WANG; 
LU, 2016). No Brasil, esta é a espécie mais cultivada 
na aquicultura interior, com uma produção anual su-
perior a 283 mil toneladas (IBGE, 2017).

O alto teor lipídico da carne da tilápia, contu-
do, é um fator desfavorável e deve ser considerado, 
pois leva à rápida deterioração sensorial e nutricional 
se não for manuseada, transportada e armazenada de 
maneira correta. A rancidez oxidativa é consequência 
da metabolização dos lipídios pelos microrganismos 
que se proliferam no produto (EVANGELISTA-BARRETO 
et al., 2017). 

Conforme Kanner (2007), o nosso trato gas-
trointestinal é exposto a compostos químicos oxida-
dos pela sua ingestão por meio da dieta. O consumo 
de gorduras oxidadas por animais e humanos acarreta 
em aumento na excreção urinária de malondialdeído 
(MDA) e de compostos carbonilados, marcadores de 
danos oxidativos (lipídico e proteico, respectivamen-
te). Além destes exemplificados, nosso metabolismo 
normal, por intermédio de rotas bioquímicas, desen-
cadeia a formação de quantidades pequenas destes 
compostos nocivos (MURUSSI et al., 2014; KANNER, 
2007).

Dados mostram que os polifenóis ingeridos 
com alimentos contendo moléculas lipídicas suscep-
tíveis à oxidação, impedem sua conversão metabóli-
ca em produtos perniciosos (VISIOLI, 2014). Ainda, o 
MDA e outros produtos da oxidação têm despertado 
a atenção da comunidade científica por sugerir sua 
relação com o desenvolvimento de diversos tipos de 
neoplasias. Conforme estudo realizado por Kangari et 
al. (2018), o MDA é indicado como um dos mais abun-
dantes e importantes aldeídos da peroxidação lipídica, 
podendo reagir com proteínas, DNA e outras biomo-
léculas e, assim, alterar sua estrutura e função, evo-
luindo para um tumor. Mediante avaliação dos níveis 
de produtos oxidados nos tecidos e no plasma, foi ve-
rificado que estes são significativamente maiores em 

pacientes com câncer e em indivíduos tabagistas com-
parativamente com pacientes saudáveis, levando à 
dedução de que o estresse oxidativo, induzido por um 
desequilíbrio nas defesas antioxidantes e/ou a produ-
ção exacerbada de tais moléculas/radicais, podem ser 
um fator predisponente para tal patologia (HORN et 
al., 2015; KANGARI et al., 2018).

A erva-mate (EM (Ilex paraguariensis St. Hil.)), 
originária da América do Sul, é usada no chimarrão, 
bebida tradicionalmente presente no cotidiano dos 
gaúchos, na região dos pampas, incluindo o Rio Gran-
de do Sul. Por seu alto consumo, e aliado aos possíveis 
benefícios advindos deste, diversos estudos analisam 
o potencial antioxidante do seu extrato e a possível 
aplicação em alimentos (BATTISTON et al., 2016; COL-
PO et al., 2016).

A EM contém compostos químicos que apresen-
tam propriedades antioxidantes. Entre os exemplares 
estão os compostos aromáticos bioativos, cuja aplica-
ção pode controlar a oxidação lipídica durante as fases 
de processamento e armazenamento dos produtos, 
beneficiando a indústria de alimentos (BATTISTON et 
al., 2016; COLPO et al., 2016).

No mesmo sentido, plantas condimentares, 
como salsa, manjericão, alho, cebola, coentro e oré-
gano, possuem propriedades antioxidantes atribuídas, 
entre outros fatores, à presença de compostos fenó-
licos e flavonoides e, além disso, sua ingestão é ade-
quada à população hipertensa, pela substituição das 
especiarias e por dispensar ou diminuir o emprego 
de sal na dieta, o que teve boa aceitação pelos sujei-
tos pesquisados (MENDES; RODRIGUES-DAS-DORES; 
CAMPIDELI, 2015). Plantas alimentícias, como almei-
rão (Cichorium intybus) e radite (ou radicchio, radiche, 
Hypochaeris chillensis) também têm um conteúdo 
considerável de compostos fenólicos e boa capacida-
de antioxidante, como já investigado por este grupo 
de pesquisa (BEZERRA et al., 2017).

Os vegetais (incluindo especiarias, condimen-
tos, ervas e alimentos) que contêm quantidades sig-
nificativas de substâncias fenólicas e, consequen-
temente, dispõem do atributo antioxidante, são 
promissores como alimentos funcionais e por isso os 
aditivos sintéticos são preteridos. O mecanismo pelo 
qual a propriedade é atribuída conta com a capacida-
de de quelar espécies reativas e radicais livres endó-
genos ou exógenos, o que possibilita sua neutraliza-
ção, conferindo um adicional ao sistema de defesa e 
impedimento de suas consequências danosas à saúde 
de quem os ingere (BLUM-SILVA et al., 2015; COLPO et 
al., 2016; ZAWADZKI et al., 2017; WEBER, 2018).
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Deste modo, o objetivo do presente estudo foi 
avaliar o potencial antioxidante in vitro de extratos 
de EM em associação com condimentos reconhecida-
mente eficazes como antioxidantes e que melhoram o 
aroma e o sabor em filés de tilápia submetidos a dife-
rentes modos de preparo.

MÉTODO

Trata-se de um estudo experimental, executado 
na Universidade Federal de Santa Maria, Campus de 
Palmeira das Missões, RS. A elaboração dos extratos 
foi realizada no Laboratório de Apoio à Nutrição, e o 
processamento dos filés de pescado no Laboratório 
de Técnica Dietética. As análises químicas, feitas em 
triplicata, foram conduzidas no Laboratório de Broma-
tologia.

A amostra de EM (I. paraguariensis) foi doada 
por uma indústria ervateira do município de Venân-
cio Aires, situado no Estado do Rio Grande do Sul. A 
amostra era 100% nativa e isenta de açúcar e glúten.

Os condimentos e especiarias (alecrim, orégano 
e tomilho), pulverizados e obtidos por meio de uma 
loja virtual, compuseram a mistura a ser avaliada.

As amostras de filé de tilápia (O.niloticus) foram 
cedidas por produtores da região de Palmeira das Mis-
sões/RS. As mesmas totalizaram aproximadamente 1 
kg e foram transportadas congeladas (-18ºC) em em-
balagens plásticas transparentes e acondicionadas em 
caixa de polietileno, armazenadas sob congelamento, 
até o momento das análises.

O procedimento de preparação dos extratos 
foi conduzido de acordo com Bezerra (2012). Para 
os extratos de EM foi realizada uma pré-análise para 
verificar a melhor extração dos compostos, utilizan-
do a mistura de etanol e água destilada (20:80, v/v) 
com diferentes concentrações de EM, sendo selecio-
nada a amostra com 30% (EM) para este trabalho. As 
extrações foram conduzidas em banho-maria por 30 
minutos na temperatura de 40ºC. Após, os macerados 
foram retirados do banho-maria, filtrados em algodão 
hidrófilo, acondicionados em tubos de 50 mL de ca-
pacidade e estocados sob refrigeração e ao abrigo da 
luz até o momento das análises. O procedimento de 
obtenção da associação dos três condimentos foi rea-
lizado a partir da mesma técnica de extração, porém 
foi utilizada a concentração de 10% (planta/solvente), 
a qual revelou a melhor extração de compostos.

A quantificação dos compostos fenólicos totais 
dos extratos de condimentos e EM foi determinada 
por espectrofotometria por meio da reação de oxir-
redução com o reagente de Folin-Ciocalteu usando 

uma curva de calibração com ácido gálico, e os valores 
são expressos em mg de equivalentes de ácido gálico 
(EAG) por g de extrato, conforme metodologia descri-
ta por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventós (1999).

O percentual de atividade antioxidante (% AA) 
dos extratos de EM e de condimentos foi avaliado pela 
diminuição na quantidade do radical 2,2-difenil-1-pi-
cril-hidrazil (DPPH), conforme Brand-Williams, Cuve-
lier e Berset (1995). A capacidade de reduzir o DPPH 
é expressa em % AA, sendo calculada em relação ao 
controle, segundo a expressão % AA DPPH = AC – (AA 
- AB) x 100/AC, em que AC é a absorbância do DPPH, 
AA é a absorbância da amostra e AB é a absorbância 
do branco de reação.

Depois da definição da concentração do extrato 
de EM e da associação dos condimentos, foram apli-
cados, em cada filé de tilápia descongelado, 10 mL 
de extrato de EM e 20 mL da mistura de condimentos 
(alecrim, orégano e tomilho).

Após, estas foram revestidas em papel alumí-
nio, alocadas em sacos plásticos transparentes, con-
geladas por sete dias, e, posteriormente, aplicados os 
diferentes processamentos térmicos para a execução 
da análise de substâncias reativas ao ácido tiobarbitú-
rico (do inglês thiobarbituric acid reactive substances: 
TBARS).

Em relação aos tratamentos térmicos das amos-
tras de pescado (50 g), após o descongelamento fo-
ram fritas (Ft) com 3 mL de óleo de soja em uma frigi-
deira antiaderente ou assadas em forno elétrico (Ad).

Após serem submetidas aos diferentes modos 
de preparo, as amostras foram revestidas em papel 
alumínio, acondicionadas em sacos plásticos transpa-
rentes e congeladas por sete dias. O reaquecimento 
(Rq) ocorreu em forno micro-ondas por 20-30 segun-
dos em potência máxima.

As análises foram realizadas com o filé de pes-
cado in natura (IN), submetidos aos diferentes modos 
de preparo, designados como frito (Ft), assado (Ad) e 
reaquecido (Rq) e, ainda, com ou sem a adição do mix 
contendo a EM e os três condimentos.

A quantificação de produtos da peroxidação li-
pídica (TBARS) nas diferentes formas de preparo do 
filé de tilápia foi executada pela metodologia descrita 
por Buege e Aust (1978). As amostras foram prepara-
das a partir de 250 mg de tecido muscular de pescado 
com KCl 150 mM em homogeneizador, após fervura 
e centrifugação, formando um extrato (homogenei-
zado). Os valores foram expressos em nmol por g de 
amostra.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados revelaram que, entre os condi-
mentos analisados, o orégano foi o que apresentou o 
maior teor de compostos fenólicos totais, enquanto a 
associação de condimentos 10% com extrato de EM 
30% apresentou o menor teor. Quanto ao percentual 
de inibição do radical DPPH (%AA), o extrato de EM 
a 30%, quando empregado isoladamente, mostrou o 
maior percentual de atividade antioxidante, e o ale-
crim, a menor atividade antioxidante ante o radical 
livre analisado (Tabela 1).

Tabela 1 – Compostos fenólicos totais e percentual de 
atividade antioxidante das amostras de condimentos, 

erva-mate (EM) e associação (mix) entre estes

Amostra Fenólicos totais 
(mg EAG/g)

Atividade
antioxidante (%)

Condimentos
Orégano 158,9 42,8
Tomilho 144,0 42,2
Alecrim 138,0 39,5
EM 30% 151,8 59,4

Mix condimentos 
10% + EM 30% 

133,2 42,9

EAG: equivalentes de ácido gálico.

Fonte: Dados da pesquisa/elaborada pelos autores.

Estudos recentes têm demonstrado o interesse 
por produtos naturais, preponderantemente de ori-
gem vegetal, com o objetivo de melhorar a conserva-
ção dos alimentos. Entre eles ameixa (JIANG; XIONG, 
2016), pimenta, canela, gengibre, anis, romã, mirtilo, 
maçã (JIANG; XIONG, 2016), chá verde (NIKMARAM et 
al., 2018), orégano, uva (JIANG; XIONG, 2016; NIKMA-
RAM et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019), lichia, caqui 
(RIBEIRO et al., 2019), entre outros. A quantidade ex-
pressiva de compostos polifenólicos presentes nestes 
produtos é sugerida como a razão da atividade antio-
xidante, proporcionando efeitos benéficos à saúde 
de quem os consome tanto como alimento quanto 
como aditivo alimentício para restringir a oxidação 
(KANNER, 2007; BLUM-SILVA et al., 2015; SOUZA et 
al., 2015; JIANG; XIONG, 2016; BEZERRA et al., 2017; 
NIKMARAM et al., 2018).

Assim como registrado no atual estudo, o alto 
conteúdo de moléculas fenólicas na EM está bem do-
cumentado (BLUM-SILVA et al., 2015; COLPO et al., 
2016; FERRARIO et al., 2018).

O processo de oxidação dos constituintes dos 
alimentos contribui desfavoravelmente para a sua 
preservação e diminui seu tempo de validade. O intui-
to da inclusão de aditivos ou de algum processamen-

to é prolongar o período no qual o alimento está apto 
para o consumo seguro, postergando sua deteriora-
ção (LAHMAR et al., 2018; POGORZELSKA et al., 2018). 

Na Figura 1 estão apresentados os valores de 
TBARS das amostras de filé de tilápia in natura (IN) e 
submetidos aos diferentes tipos de processamentos 
(frito (Ft), assado (Ad) e reaquecido (Rq)) e com ou 
sem a inclusão do mix de condimentos e EM.

Figura 1 – TBARS nas amostras de filés de tilápia em 
diferentes formas de processamento térmico (Frito: Ft, 
Assado: Ad, Reaquecido: Rq e IN: in natura) com e sem 

a adição do mix de condimentos e erva-mate (EM)

 Fonte: Dados da pesquisa/elaborada pelos autores.

Os filés fritos e submetidos ao reaquecimento 
em micro-ondas (FtRq) exibiram um valor de TBARS 
aproximadamente três vezes maior do que aquele re-
velado pela amostra frita e reaquecida adicionada do 
mix. A forma de preparo assada e reaquecida (AdRq) 
apresentou o dobro da quantidade de TBARS do que 
aquela em que a amostra foi acondicionada com o mix.

Na condição frita, a adição do mix resultou em 
valores de TBARS em torno de 25% daquele apresen-
tado pelo controle (Ft). A quantificação das TBARS do 
filé de tilápia assado sem mix (Ad) revelou que a adi-
ção da preparação de EM e condimentos diminui cer-
ca de dez vezes o seu valor.

 O filé in natura conservado com o mix apre-
sentou uma redução de TBARS que atingiu cerca de 
20% quando comparada àquela encontrada na prepa-
ração sem o mix (IN).

 A condição de preparo do pescado, desde que 
associada ao mix, não altera consideravelmente o ní-
vel de TBARS (Ad = 2,67 nmol/g e Ft = 3,03 nmol/g; 
AdRq = 7,07 nmol/g e FtRq = 5,45 nmol/g). O reaque-
cimento da preparação incluída do mix, entretanto, 
dobra a quantidade de TBARS presentes (Ad = 2,67 
nmol/g e AdRq = 7,07 nmol/g; Ft = 3,03 nmol/g e FtRq 
= 5,45 nmol/g).



Efeito Antioxidante da Ilex paraguariensis e Condimentos na Oxidação Lipídica de Filés de Oreochromis niloticus

39ISSN 2176-7114  –   vol. 20, n. 39, Edição Especial – Estresse Oxidativo – 2020  

 O nível elevado de lipídios presentes em pro-
dutos cárneos e afins é o principal determinante que 
impacta na sua degradação oxidativa (JIANG; XIONG, 
2016; SMAOUI et al., 2016; LAHMAR et al., 2018; 
POGORZELSKA et al., 2018), fenômeno denominado 
rancificação, acarretando alteração de coloração, de 
sabor, de aroma e, consequentemente, prejudicando 
a aceitabilidade e encurtando o tempo hábil para o 
consumo (SMAOUI et al. 2016; POGORZELSKA et al., 
2018). A proliferação de microrganismos imprime ve-
locidade às vias metabólicas, gerando produtos enzi-
máticos finais que prejudicam a qualidade do produto 
(SMAOUI et al., 2016; LAHMAR et al., 2018).

 A utilização de compostos naturais como adi-
tivos alimentares tem sido requerida em detrimento 
de produtos químicos sintéticos (como BHT (butil-hi-
droxitolueno), BHA (butil-hidroxianisol) e TBHQ (t-bu-
til-hidroxiquinona)), com o intuito de diminuir ou anu-
lar os efeitos deletérios sobre a saúde consequentes 
do seu consumo (JIANG; XIONG, 2016; NIKMARAM et 
al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Os efeitos adversos 
destes agentes são o motivo pelo qual são determina-
dos limites máximos para a sua ingestão, garantindo 
segurança ou consequências mínimas à saúde (RIBEI-
RO et al., 2019).

Os resultados do ensaio das TBARS mostraram 
a eficácia do mix de EM e condimentos na redução da 
rancidez oxidativa dos filés de tilápia submetidos aos 
diferentes processamentos térmicos aplicados, bem 
como do produto in natura (IN), uma vez que, sempre 
que foi usado, houve diminuição da oxidação lipídica.

A adição de I. paraguariensis tem se mostrado 
efetiva em melhorar a qualidade de produtos alimen-
tícios tanto de origem vegetal quanto animal. Em suco 
misto de cenoura e laranja (FERRARIO et al., 2018), 
em ervilhas (YONNY et al., 2018) e em carne bovina 
(ZAWADZKI et al., 2017) foi demonstrada a melhora da 
estabilidade oxidativa. Quanto ao pescado, entretan-
to, os trabalhos são escassos e não consideram a EM 
como conservante para esta fonte alimentar proteica 
(HASSOUN; ÇOBAN, 2017; OZOGUL et al., 2017).

Fatores oxidantes, como xenobióticos, fárma-
cos e alimentos oxidados, levam à geração de radicais 
livres e demais espécies reativas, estimulam proces-
sos inflamatórios e induzem à formação de toxinas 
(KANNER, 2007; MURUSSI et al., 2014; JIANG; XIONG, 
2016), o que, indubitavelmente, acarreta, a longo pra-
zo, o desenvolvimento de patologias/doenças e pro-
voca impactos negativos à saúde dos seres humanos. 
O estresse oxidativo em proteínas e lipídios induz ao 
comprometimento funcional e fisiológico de molé-
culas enzimáticas, receptores, transportadores e de 

membranas e de organelas celulares (RIBEIRO et al., 
2019). A exposição e/ou o consumo de compostos 
químicos antioxidantes mitigaria e/ou contribuiria 
para que tais consequências deletérias fossem mini-
mizadas porque agem como scavengers de espécies 
reativas (BLUM-SILVA et al., 2015; COLPO et al., 2016; 
JIANG; XIONG, 2016). Neste contexto, já se tem con-
firmada suas eficácias como agentes antiproliferativos 
(WEBER, 2018), anti-inflamatório (SOUZA et al., 2015) 
e antimicrobiano (NIKMARAM et al., 2018).   

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A demonstração da eficiência do mix na re-
dução da oxidação lipídica dos filés de tilápia, tanto 
sob as diferentes formas de preparo para o consumo 
quanto in natura, denota alternativas para a conserva-
ção do produto. Ademais, a revelação de que a asso-
ciação entre a EM e o alecrim, o orégano e o tomilho 
diminuem a rancificação lipídica, mesmo após o rea-
quecimento do alimento previamente preparado para 
o consumo, prevê a possibilidade da utilização do mix 
como uma estratégia promissora na tecnologia de ali-
mentos.
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Alternative to Accelerate the Recovery Process  

After High Intensity Exercise
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ABSTRACT
A prevalent desire in the sports world is the acceleration of post-exercise recovery; therefore, many studies have examined the use of dietary 
supplements before, during, and after exercise to determine the positive effects on athletes as a catalyst for recovery. Overall, studies have 
found that adaptations to regular exercise promotes advantageous reactions in the body to boost the immune system, prevent dyslipidemia 
and muscle loss, and increase bone density. However, exercise at an increased intensity or duration usually performed under competitive se-
ttings can deplete glycogen stores, increase lactic acid, form an excess amount of reactive oxygen species (ROS), increase tissue damage, and 
decrease immunologic function. This review incorporated studies that tested the use of fruits as a strategy to attenuate the period by which 
the body buffers the increase in acidity and inflammation, scavenge ROS and to regenerate muscle damage after high intensity exercise. The-
refore, the effect of fruit intake rich in vitamins and those containing polyphenolic ring-based flavonoids and carbohydrates was discussed. Nu-
trient supplementation can enhance recovery after high intensity exercise, particularly fruits of red-blue color such as cherries and blueberries 
seem to decrease oxidative stress, inflammation, and muscle damage. In summary, each fruit has specific targets to offset body regeneration, 
avoid over training, and improve overall performance.
Keywords: Body regeneration. Muscle damage. Cherry. Blueberry.

O CONSUMO DE FRUTAS COMO POTENCIAL ALTERNATIVA PARA ACELERAR  
O PROCESSO DE RECUPERAÇÃO APÓS EXERCÍCIO DE ALTA INTENSIDADE 

RESUMO
A aceleração da recuperação pós-exercício é importante no mundo dos esportes; portanto, muitos estudos examinaram o uso de suplementos 
dietéticos antes, durante e após o exercício para determinar os efeitos como um catalisador para a recuperação. No geral, estudos demonstra-
ram que as adaptações aos exercícios regulares promovem reações vantajosas no corpo para estimular o sistema imunológico, prevenir disli-
pidemia e perda de músculo e aumentar a densidade óssea. No entanto, o exercício em uma intensidade ou duração aumentada realizado em 
ambientes competitivos pode esgotar os estoques de glicogênio, aumentar o lactato, formar uma quantidade excessiva de espécies reativas 
de oxigênio (ROS), aumentar o dano ao tecido e diminuir a função imunológica. Esta revisão incorporou estudos que testaram o uso de frutas 
como estratégia para atenuar o período em que o corpo recupera do aumento da acidez e inflamação, diminui ROS e regenera os músculos 
após exercícios de alta intensidade. Foi discutido, portanto, que o efeito da ingestão de frutas contendo flavonóides polifenólicos baseados em 
anéis e ricos em vitaminas e carboidratos, bem como bebidas e alimentos ricos em carboidratos e proteínas. A suplementação de nutrientes 
pode melhorar a recuperação após exercícios de alta intensidade, especialmente frutas de cor vermelho-azulada, como cerejas e mirtilos, pa-
recem diminuir o ROS, a inflamação e o dano muscular. Em resumo, cada fruta tem metas específicas para compensar a regeneração do corpo, 
evitar o excesso de treinamento e melhorar o desempenho geral.
Palavras chave: Regeneração corporal. Dano muscular. Cereja. Mirtilo.
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INTRODUCTION

Proper nutrition is important for various rea-
sons regarding human health, including maintaining 
a healthy body weight, decreasing risk of chronic di-
seases, and increasing exercise performance. Sports 
nutrition has shown the importance of dietary beha-
vior on athletic performance to improve strength, 
power, and endurance (BECK et al., 2015; RATTRAY et 
al., 2015). Exercise induces different responses on the 
body depending on the intensity, duration, type and 
frequency. 

Overall, studies have found that adaptations to 
regular exercise promotes advantageous reactions in 
the body to boost the immune system, prevent dys-
lipidemia and muscle loss and increase bone densi-
ty (MARCOS; NOVA; MONTERO, 2003; KARP et al., 
2006). However, exercise at an increased intensity or 
duration usually performed under competitive settin-
gs can promote damage to the body (MARCOS; NOVA; 
MONTERO, 2003). 

Many dietary supplements such as fruits, vege-
tables and beverages contain antioxidants, carbohy-
drates, and proteins that can facilitate a quicker reco-
very for the body, which can decrease recovery time 
necessary to avoid over training, dehydration, and 
oxidative damage. Therefore, the aim of this review 
was to analyze studies that tested the use of fruits as 
post-exercise recovery strategies. For complete com-
prehensive discussion on this topic it is necessary to 
briefly discuss the isolated effect of high intensity and 
prolonged exercise on the body system.

EFFECT OF HIGH INTENSITY EXERCISE ON 
GLUCOSE METABOLISM, OXIDATIVE 
STRESS, MUSCULAR DAMAGE AND 
IMMUNOLOGICAL SYSTEM 

During exercise the human body endures se-
veral changes to compensate alterations on body 
homeostasis. Moreover, there are increases in capi-
llarization in the active muscles, change in blood dis-
tribution, and increases in body temperature. Hormo-
nes, for instance, adrenaline and noradrenaline, are 
secreted and energy demands are increased (MORO 
et al., 2019; WADE et al., 2020; BOGDANICH; KIGER; 
SANTOS, 2019). Several pathways are overstimulated 
generating accumulation of waste products. 

Since skeletal muscles produce the force for all 
voluntary movements, the demand of energy is in-
creased during exercise. Glucose is the first organic 
compound metabolized to produce ATP during high in-

tensity aerobic exercise. In the contracted muscle, the 
concentration of skeletal muscle glucose transporter, 
GLUT4, translocate to the cell membrane to increase 
glucose uptake (SANTOS et al., 2008). To control blood 
glucose levels during exercise, the liver breaks down 
the glycogen releasing glucose to the blood stream. 
In the sarcoplasm, glucose is broken down, and in 
high intensity exercises, lactate is a byproduct of the 
anaerobic glycolysis process. The fatigue is characte-
rized by glycogen depletion and an increase in lactate 
concentration or acidosis, and typically occurs during 
exercise performed above the blood lactate threshold 
(KARP et al., 2006). 

After the first minute/s of exercise (1.5 to 3 mi-
nutes) the main source of energy progressively redi-
rects to aerobic; mitochondrial citric cycle and elec-
tron transport chain (ETC) play a central role on this 
process. In the process of energy production, complex 
I and III of ETC produce reactive oxygen species (ROS) 
and during exercise, with the increase in energy de-
mand and oxygen uptake ROS generation increase ex-
ponentially (YAVARI et al., 2015). ROS might activate 
the pathway for mitochondrial biogenesis, but also 
change the structure of macromolecules, such as the 
DNA, fatty acids, amino acids, and proteins (YAVARI et 
al., 2015). 

This energy generated with the breakdown of 
organic components allows the actin cytoskeleton to 
contract and be transmitted across the plasma mem-
brane to the basement membrane and adjacent myo-
fibers. Stress due to this force transmission and ROS 
generated might injure the sarcolemma. During high 
intensity exercise, if a myofiber is damaged beyond 
repair, it is regenerated in the following weeks throu-
gh a series of steps (HORN et al., 2017). Damage in 
the sarcolemma allows intramuscular proteins, such 
as myoglobin, creatine kinase (CK), and lactate dehy-
drogenase (LDH), to leak into the blood (LAMB et al., 
2019; AMMAR et al., 2016).

Regular exercise promotes an improvement on 
the immunologic system; however, acutely prolonged, 
high intensity exercise could induce depression of im-
munologic function. Oxidative stress, change in body 
temperature, and damage in skeletal muscle membra-
ne have been associated with leukocytosis after heavy 
exercise (DAVISON et al., 2012). In addition, studies 
have reported that physical activity can induce an 
acute inflammation phase response characterized by 
an increase in multiple circulating cytokines and che-
mokines, such as Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-
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6), Tumor Necrosis Factor α (TNFα), Epidermal Growth 
Factor (EGF), and Monocyte Chemoattractant-1 (MCP-
1) (ACCATTATO et al., 2017).

In summary, at the end of high intensity exer-
cise the human body faces dehydration, depletion of 
glycogen reserve, an increase in acidity, ROS, muscle 
damage and pro-inflammatory cytokines. Fortunately, 
the human body contains a sophisticated compensa-
tory mechanism to buffer the increase in acidity, sca-
venge ROS through inflammatory enzymes, and to 
regenerate muscle damage. After exercise, ROS act as 
signals in exercise activating signaling pathways that 
cause useful adaptations in cells. Chronically, this pro-
cess might result in upregulation of antioxidant enzy-
mes, increase in mitochondrial density, and skeletal 
muscle growth (DOS SANTOS et al., 2015; GOMEZ-CA-
BRERA; DOMENECH; VIÑA, 2008). Yet, the complete 
recovery could take several hours to days. Different 
strategies have been used to abbreviate the recovery 
period, such as fruits consumption as dietary supple-
ments. The overall aim of this review is to analyze the 
use of fruits to improve post-exercise recovery and de-
termining which type will be the most beneficial ba-
sed on the published literature. 

Fruits as Dietary Supplements  
for Exercise Recovery

Fruits are present in the majority of diets as a 
potent source of essential vitamins, minerals, and fi-
ber. Fruits provide a wide range of health-boosting 
antioxidants and anti-inflammatory agents including 
flavonoids (SEERAM, 2008). In addition, fruits are a 
source of carbohydrate that can fulfill the promotion 
of cellular and systemic damage and the deficit of gly-
cogen faced post high intensity exercise (MCLEAY et 
al., 2012). The fruits may be composed of potassium, 
vitamin B6, C, E, pro-vitamins A phenolics, carote-
noids, lutein, folic acid, magnesium, catecholamines, 
and antioxidants; all important in reduction of oxidati-
ve stress, inflammation, and recovery post high inten-
sity exercise (NIEMAN et al., 2018a; LAPUENTE et al., 
2019). Thus, fruits may assist in decreasing the effects 
of exercise on the body due to their anti-inflammatory 
and antioxidant capabilities.

Studies have shown red and blue colored frui-
ts, such as cherries, blueberries, pomegranates, and 
grapes, contain anthocyanins, which are polyphenolic 
ring-based flavonoids that decrease the risk of cardio-
vascular disease, might hinder the growth of many 
types of cancers, and activate the immunological sys-
tem (MCANULTY et al., 2011). These fruits contain 
high levels of bioactive compounds and polyphenols 

antioxidants, carotenoids, flavanoids, phenolic acids, 
hydroxycinnamates, ellagic acid, quercetin, ellagi-
tannins, and proanthocyanins (AMMAR et al., 2018). 
Bell et al. (2015) found such components are capable 
of decreasing cell damage caused by oxidative stress 
and have high levels of anti-inflammatory capacities 
(BELL et al., 2015; HOWATSON et al., 2010; KELLEY et 
al., 2006; SEERAM et al., 2001).

Cherries

Tart and sweet cherries provide to dietary fi-
ber intake and carry high amounts of antioxidants 
(WANG; CAO; PRIOR, 1997; BELL et al., 2015). A study 
by Howatson et al. (2010) was performed to investiga-
te the effect of tart cherry juice blend ingested befo-
re and after running a Marathon on muscle damage, 
inflammation, and oxidative stress. In the study, total 
antioxidant capacity increased and lipid peroxidation 
decreased in the group that consumed the cherry jui-
ce in comparison to the placebo group (HOWATSON et 
al., 2010). 

Moreover, it was shown that Montmorency 
cherry concentrate consumption twice per day for 8 
consecutive days can be an efficacious functional food 
for accelerating recovery and reducing exercise-in-
duced inflammation such as IL-6 and high-sensitivity 
C-reactive protein following strenuous cycling exerci-
se (BELL et al., 2015). The same study did not find an 
effect on levels of CK in blood (BELL et al., 2015). In 
agreement, a study performed in 36 resistance trai-
ned men found no effect of tart cherry juice intake in 
blood levels of CK after resistance (LAMB et al., 2019). 

Analyzing different markers of muscle catabo-
lism and soreness (blood creatinine and total protein), 
Levers et al. (2015) suggest that short-term consump-
tion (10 days pre and 48 h after exercise) of Mont-
morency powdered tart cherries in a capsule is an 
effective supplement to recovery after a single bout 
of resistance exercise in resistance trained individuals 
(LEVERS et al., 2015). Therefore, cherry intake seemed 
to account for the improvement of the recovery after 
high intensity exercise; however; it’s effect on muscle 
damage marker remain contradictory. 

Blueberries

Blueberries have benefits in attenuating ROS 
and inflammatory cytokines, which was shown to inhi-
bit neural degeneration (MCANULTY et al., 2011; YOU-
DIM et al., 2002). This makes blueberry an attractive 
fruit to mitigate damages induced after heavy exerci-
se. McAnulty et al. (2011) tested on twenty-five trai-
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ned subjects prior to and after 2.5 h of running. This 
study found reduction of plasma 8-isoprostanes (a 
classical ROS marker) and elevated plasma IL-10 post-
-exercise. Natural killer cell counts are usually reduced 
after long durations of exercise, but in McAnulty et al. 
(2011) study, the blueberry group had high pre-exer-
cise natural killer cell levels, which assisted in main-
taining levels after exercise close to the control group 
prior to physical activity (MCANULTY et al., 2011). Si-
milar effect of blueberry supplementation on immu-
nological system was found after 3 days of intensified 
running training (AHMED et al., 2014) when blueber-
ry-green tea-polyphenol soy protein complex for 17 
days, with a 3-day running period inserted at day 14 
(AHMED et al., 2014).

In addition, the intake of blueberry was studied 
after eccentric exercise and was found to have a fas-
ter rate of decrease in oxidative stress when this fruit 
was consumed 5 and 10 hours prior to 300 strenuous 
eccentric contractions of the quadriceps and then 
immediately, 12 and 36 hours (MCLEAY et al., 2012). 
Increase in antioxidant capacity as well as decrease 
in IL-6 and CK was found when blueberry have been 
consumed (MCLEAY et al., 2012). Moreover, despite of 
no effect in performance, 4 days of blueberry supple-
mentation decreased blood lactate after 8 km running 
(BRANDENBURG et al., 2019). In contrast, supplemen-
tation polyphenol soy protein complex containing 
blueberry over a 17 days period did not alter blood 
biomarkers for inflammation and oxidative stress af-
ter from 3 days of heavy running exertion (NIEMAN et 
al., 2013). As a result, the ingestion of blueberries see-
med to increase recovery rate and muscle repair, and 
stimulate the reduction of oxidative stress, inflamma-
tion, and prevent diseases after exercise.

Pomegranate

Utilization of pomegranate as a supplement has 
been shown to prevent oxidative stress by increasing 
antioxidant status and decreasing oxidative stress 
with the inclusion of lipid peroxidation and low-densi-
ty lipoprotein oxidation (AMMAR et al., 2018). Pome-
grante also improved exercise performance of aerobic 
(TREXLER; SMITH-RYAN; MELVIN, 2014) and strength 
exercise (ROELOFS et al., 2017). Pomegranate juice in-
gestion seemed to reduce oxidative stress response to 
intense physical activity through the enhancement of 
antioxidant responses and accelerate recovery; pome-
granate supplementation has implications for perfor-
mance recovery post-exercise bouts (AMMAR et al., 
2018).

Healthy subjects performed once exhaustive 
exercise running on treadmill after one cup of po-
megranate juice for two weeks. Antioxidant enzymes 
activity of superoxide dismutase and glutathione pe-
roxidase was increased in the group who consumed 
pomegranate juice when compared to the control 
placebo group (MAZANI; FARD; BAGHI, 2014). Moreo-
ver, Ammar et al. (2016) tested the consumption of 
1.5L of pomegranate juice or placebo on the 48 hours 
following the performance of two Olympic-Weightlif-
ting-sessions. Pomegranate intake improved the reco-
very kinetic CK and LDH showing its effect on muscle 
damage (AMMAR et al., 2016).

On the other hand, a study observed no change 
in inflammatory markers such as IL-6, and CK or myo-
globin for 9-days of pomegranate extract consumption 
2, 24, 48, 72, and 96 h after two sets of 20 maximal 
eccentric elbow flexion exercises with one arm when 
compared to placebo (TROMBOLD; BARNES; CRIT-
CHLEY, 2010). Indeed, pomegranate intake was not ef-
fective to attenuate exercise-induced muscle damage 
from eccentric exercise of the elbow flexors of their 
non-dominant arm (LAMB et al., 2019). Therefore, the 
effect of pomegranate consumption on exercise reco-
very still contradict.

Grapes and apple

Oligomeric proanthocyanidins (OPCs) are 
polyphenols that are polymers of flavanols (MANACH 
et al., 2004), and the main nutrient sources are gra-
pes, cocoa, and apples (SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 
2000). It is supported that constant consumption of 
grape juice decreased oxidative stress damage caused 
by carbon tetrachloride in the brain, liver, and plasma 
(DANI et al., 2008a, 2008b). In Dalla Corte et al. (2013) 
study, organic purple grape juice intake was verified 
to be sufficient in protecting vital organs from oxidati-
ve stress induced by prolonged exercise in laboratory 
animals (DALLA CORTE et al., 2013). Beside healthy 
humans ingested 300 mg/day of polyphenol-rich gra-
pe seed extract or placebo from the time of eccentric 
exercise to 72 h after exercise (KIM; SO, 2019). CK le-
vel was significantly decreased 96 h after exercise in 
the polyphenol-rich grape seed extract group compa-
red with the placebo group (KIM; SO, 2019). Together 
these result suggested that grapes might inhibit mus-
cle ROS increase in skeletal muscle damage.

Apples are important in protecting body ce-
lls from damage that can be caused from oxidative 
stress. Another attribute of apples is their abundan-
ce of antioxidants used in the inhibition of poor cell 
proliferation, decrease in lipid oxidation, and lowering 
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cholesterol (LAPUENTE et al., 2019). Therefore, apples 
and grapes are useful supplements in the promotion 
of a decrease in oxidative stress and inflammation. 
Few research have been performed analyzing the ef-
fect of apple and grape intake and together suggest 
that both promote effect of recovery blood pressure 
or time to exhaustion (DELEY et al., 2017; NETO et 
al., 2017), outcomes linked to health rather than per-
formance. During the two testing sessions, healthy 
subjects completed an endurance test at a high per-
centage of their maximal aerobic power and time to 
exhaustion was measured. The preceding evening and 
1 h before testing, subjects consumed either 500 mg 
of polyphenols (grapes and apples) or placebo and the 
intake of polyphenols improve performance and maxi-
mal perceived exertion (DELEY et al., 2017). Therefore, 
the effect of grapes and apple combined on recovery 
by an analysis using ROS and muscle damage waits for 
further verification.  

Tomato

Tomatoes are comprised of numerous phy-
tochemicals and bioactive components, which en-
compass a wide variety of vitamins, minerals, and 
antioxidants (LAPUENTE et al., 2019). Consumption 
of tomatoes have been found to reduce levels of in-
flammatory response, oxidative stress markers, and 
lipid peroxidation (LAPUENTE et al., 2019). The effect 
of tomato on the recovery process after high intensity 
exercise has still not been well explored. In one of the 
few studies in this topic, supplementation of toma-
toes with lycopene, phytoene, and phytofluene over a 
4-week period attenuated muscle damage biomarker 
myoglobin, but not CK post-exercise from 2 hours 
running bout, inflammation or oxidative stress (NIE-
MAN et al., 2018b). Therefore, the effect of tomatoes 
after exercise waits for further clarifications.

Bananas

Bananas are high in many of the aforementio-
ned components making them an eminent post-exer-
cise supplement. Nieman et al. (2018a) found that 
banana consumption was related to increased post-
-exercise plasma glucose and fructose, and a reduction 
in leukocyte counts. The study displayed acute con-
sumption of bananas during prolonged, high intensi-
ty exercise reduced inflammation by increasing blood 
glucose and tissue glucose uptake; the higher plasma 
sugar levels are efficient in maintaining mitochondrial 
oxidative metabolism (NIEMAN et al., 2018a). The 
same laboratory found that banana consumption pro-
vided benefits to the immunological system and antio-

xidant defense after athletes cycled 75 Km (NIEMAN 
et al., 2018a). In contrast, banana intake did not affect 
blood lactate production after high intensity interval 
exercise (ASTORINO et al., 2019). Due to the sugar and 
phytochemicals in bananas, the ingestion during exer-
cise can be used to improve metabolic recovery and 
lower post-exercise inflammation at the cellular level.

CONCLUSION

In summary, fruits contain nutrients with car-
bohydrates, proteins, and antioxidants to endure the 
most abundant recovery after exhaustive exercise (Fi-
gure 1). Most of studies have shown that cherries and 
blueberry can control oxidative stress and inflamma-
tion; however, its effect on damage in the skeletal 
muscle membrane remain contradicted. Regarding 
pomegranate, studies agreed on its effect towards the 
increase in oxidative stress after exercise. The effect of 
grapes, apple, banana, tomato as an asset to abbre-
viate recovery after high intensity exercise awaits fu-
ture clarifications. Further studies should be carried 
out associating the fruit effect with parameter rela-
ted to glucose metabolism. Another limitation on this 
field is the heterogeneity of the fruit intake, studies 
have been using fruit extract, fruit juice, or encapsu-
late fruit components. Indeed, researchers should test 
the single effect of various fruits using similar exer-
cise protocols and population. Based on the studies 
reviewed each fruit appeared to have specific targets 
to attenuate body regeneration, avoid over training, 
and improve overall performance (Table 1). Together 
the majority of data demonstrated beneficial effect of 
fruit on the recovery process after high intensity exer-
cise.
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Table 1 – Effect of fruits and its target on the recovery process after high intensity exercise

Fruits Effect Reference

Apples
↓ Oxidative Stress 

↓ Exercise-Induced Inflammation
↑ Total Antioxidant Capacity

Deley et al. (2017)
Neto et al. (2017)

Bananas ↓ Exercise-Induced Inflammation Nieman et al. (2018a)

Blueberries

↓ Oxidative Stress 
↓ Exercise-Induced Inflammation
↑ Total Antioxidant Capacity

↑ Recovery Rate
 Muscle Membrane Damage (contradict)

McLeay et al. (2012)
McAnulty et al. (2011)
Youdim et al. (2002)

Cherries

↓ Lipid Peroxidation
↓ Exercise-Induced Inflammation
↑ Total Antioxidant Capacity

Muscle Membrane Damage (contradict)

Bell et al. (2015)
Lamb et al. (2019)

Howatson et al. (2010)
Wang; Cao; Prior (1997)

Grapes
↓ Oxidative Stress Dalla Corte et al. (2013)

Kim & So (2019)

Pomegranate

↓ Oxidative Stress 
↓ Exercise-Induced Inflammation
↑ Total Antioxidant Capacity

Muscle Membrane Damage (contradict)

Ammar et al. (2018)
Trexler; Smith-Ryan; Melvin (2014)

Roelofs et al. (2017)

Tomatoes
↓ Lipid Peroxidation

↓ Exercise-Induced Inflammation
↑ Total Antioxidant Capacity

Lapuente et al. (2019)
Nieman et al. (2018b)

Font: The authors.

Figure 1 – Schematic representation of the effect of fruits on ROS (reactive oxygen species),  
inflammation, muscle membrane damage and antioxidant capacity after high intensity exercise.  

These fruits-effects improve the recovery after exercise

Font: The authors.
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Efeito In Vitro do Extrato de Camellia Sinensis  
Sobre o DNA de Leucócitos Humanos

Daniele Scherer Drews1, Ivana Beatrice Manica da Cruz2,  
Greice Franciele Feyh dos Santos Montagner3

RESUMO
Bebidas à base de Camellia sinensis tem sido utilizadas por muitos séculos na medicina tradicional, sendo a infusão preparada com as suas fo-
lhas. Um dos produtos à base de C. sinensis amplamente consumido é o chá verde, e seus benefícios vêm sendo associados a sua composição 
química. Por este motivo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possível atividade genotóxica do extrato de chá verde por meio da avaliação de 
danos no DNA pelo Teste Cometa. Desta forma, foi conduzido um ensaio in vitro a partir de leucócitos isolados de sangue periférico de indiví-
duos saudáveis. Os leucócitos isolados foram tratados com diferentes concentrações de extrato de C. sinensis, posteriormente sendo avaliado 
o dano no DNA pelo Teste Cometa. Os resultados encontrados neste trabalho indicaram que nas concentrações 3μg/mL, 10μg/mL, 30μg/mL, 
100μg/mL e 300μg/mL, o extrato de C. sinensis comportou-se igual ao controle, não apresentando diferença significativa no índice de danos 
do DNA, o que indica que nas concentrações utilizadas o extrato não apresentou efeito genotóxico. O uso do chá verde na dieta pode ter mui-
tos benefícios para o organismo, principalmente pelos seus compostos bioativos e, por este motivo, fazem-se necessários estudos para avaliar 
sua toxicidade para melhor avaliar a segurança em seu uso.
Palavras-chave: Teste cometa. Chá verde. Genotoxicidade. Dano no DNA.

IN VITRO EFFECT OF CAMELLIA SINENSIS EXTRACT IN HUMAN DNA LEUKOCYTES

ABSTRACT
Beverages based on Camellia sinensis have been used for many centuries in traditional medicine, with the infusion being prepared with its 
leaves. One of the widely consumed products of C. sinensis is green tea, its benefits being associated with its chemical composition. For this 
reason, the objective of this work was to evaluate the possible genotoxic activity of the green tea extract through the evaluation of DNA dama-
ge by the Comet Assay. In this way, an in vitro assay was performed from leukocytes isolated from peripheral blood of healthy subjects. The 
isolated leukocytes were treated with different concentrations of C. sinensis extract, after which the DNA damage was evaluated by the Comet 
Assay. The results obtained show that DNA damage index to differente concentratios to C. sinensis extract was similar to the control, with no 
significant difference, which show that at the concentrations used the extract had no present genotoxic effect. The use of green tea in the diet 
can have many benefits for the organism, mainly for its bioactive compounds, therefore, studies are necessary to evaluate its toxicity, to better 
evaluate the safety in its use.
Keywords: Comet assay. Green tea. Genotoxicity. DNA damage.
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INTRODUÇÃO

Plantas medicinais têm sido amplamente uti-
lizadas pela população, justamente pelo fato de seus 
consumidores acreditarem que seu uso, por serem 
naturais, é inerentemente seguro. Este aumento do 
uso estaria embasado no apelo de que não haveria 
contraindicações, por se tratar de produtos naturais 
(AKRAM et al., 2014). Desta forma, a análise química 
detalhada de plantas medicinais é necessária para que 
sejam destinadas ao uso terapêutico de forma segura, 
pois existem vários fatores que podem levar a variações 
no conteúdo de metabolitos secundários (GOBBO-NE-
TO; LOPES, 2007) e suas interações com o organismo.

Os compostos bioativos, ingeridos tanto pelo 
uso de plantas medicinais quanto pelos compostos 
presentes na dieta, desempenham um papel crucial 
em processos fisiológicos e no status de saúde dos in-
divíduos. Tal ingestão pode ter um impacto tanto posi-
tivo quanto negativo sobre a interação destas molécu-
las com o metabolismo. Neste contexto, muitas plantas 
têm sido estudadas para avaliar seus efeitos sobre o 
organismo humano. Dentro disso, podemos destacar 
as espécies de família Theaceae, em especial a Ca-
mellia. sinensis, popularmente conhecida como chá 
verde (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010; SIMÕES 
et al., 2004; MANFREDINI; MARTINS; BENFATO, 2004).

 Camellia sinensis é um arbusto de pequeno 
porte, de origem da Ásia continental e da Indoné-
sia, pertencente à família Theaceae (Figura 1). É um 
arbusto perenifólio grande ou arvoreta de 3-4 m de 
altura, de copa piramidal e densa. Apresenta folhas 
simples, elípticas, coriáceas, quase glabras, de 4-7 cm 
de comprimento; as flores são de cor branca, solitá-
rias ou em grupo de duas ou três nas axilas foliares. 
Os frutos são cápsulas deiscentes e oblongas com 1-3 
sementes. É cultivada principalmente na China, Índia, 
Sri Lanka, Japão, Quênia e Indonésia (SIMÕES et al., 
2004; LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 1 – Arbusto de Camellia sinensis

Fonte: http://www.photomazza.com/?Camellia-sinensis&lang=en. 
Acesso em: 15 jan. 2019.

As folhas e botões de C. sinensis têm sido utili-
zados popularmente, principalmente na forma de chá. 
Os principais tipos de chás obtidos a partir desta plan-
ta são o chá verde, o chá oolong, o chá preto e o chá 
branco. As folhas jovens e brotos foliares são apresen-
tados comercialmente como chá verde, este é produ-
zido por dessecação das folhas sem fermentação, o 
chá oolong sofre fermentação parcial apenas e o chá 
preto é produzido por dessecação após fermentação 
(LORENZI; MATOS, 2008).

As propriedades farmacológicas da C. sinensis 
estão relacionadas à presença de compostos bioa-
tivos. As folhas não fermentadas contêm proteínas 
(15% a 20%), glicídeos (5%), ácido ascórbico, vitami-
nas do complexo B e bases púricas, especialmente a 
cafeína (2% a 4%), polifenóis (30%): monosídeos de 
flavonóis e flavonas, catecóis e epicatecóis livres e 
esterificados pelo ácido gálico e produtos de conden-
sação, taninos (10 a 24%) (PRADO et al., 2005; SILVA; 
SILVA; MICHELIN, 2013; PINTO et al., 2015; PEREIRA et 
al., 2009).

Pesquisas revelam seu efeito benéfico em algu-
mas patologias e, por tratar-se de uma bebida ampla-
mente disponível e de baixo custo, seu uso torna-se 
viável como um importante coadjuvante em diversas 
patologias (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010; CA-
VALCANTI et al., 2007; SUZUKI-SUGIHARA et al., 2016; 
PRASAD; KATIYAR, 2015). A dose diária recomendada 
de chá verde ainda é estudada, pois não há consenso 
da quantidade e frequência do uso do chá. Na litera-
tura, entretanto, há indícios de que para alcançar be-
nefícios à saúde a ingestão diária seja de 5 a 7 xícaras 
de chá/dia (WEISBURGER, 1999; SENGER; SCHWANKE; 
GOTTLIEB, 2010).

Dentre os compostos bioativos presentes no 
chá verde, as catequinas são as que estão em maior 
quantidade e possuem várias atividades biológicas, 
como antioxidante, antiangiogênica, antiprolifera-
ção do câncer e tem sido relevantes para a preven-
ção do câncer. (CAVALCANTI et al., 2007; COOPER; 
MORRÉ; MORRÉ, 2005; THIELECKE; BOSCHMANN, 
2009).

Apesar do potencial uso farmacológico da C. si-
nensis, estudos sobre as suas propriedades funcionais 
e toxicológicas ainda estão sendo realizados. Por este 
motivo, o objetivo deste estudo é avaliar os possíveis 
danos no DNA de leucócitos de indivíduos saudáveis 
expostos ao extrato de C. sinensis, contribuindo, as-
sim, para um uso mais seguro da C. sinensis.
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METODOLOGIA

Delineamento

O estudo foi realizado em uma única etapa, 
quando o sangue foi coletado de diferentes indivíduos 
por punção venosa e, logo após a coleta, os leucócitos 
foram separados. A separação de leucócitos foi reali-
zada por centrifugação, e os leucócitos obtidos foram 
divididos em microtubos com igual suspenção celular 
(106cels/mL) e mantidos em Hank’s até o tratamento. 
A suspensão celular foi tratada com extrato de C. si-
nensis em concentrações finais de 3μg/mL, 10μg/mL, 
30μg/mL, 100μg/mL e 300μg/mL por 1h a 37Cº. Em 
seguida foram avaliados os danos no DNA pelo teste 
cometa.

Preparo do extrato de Camellia sinensis

O extrato utilizado neste estudo foi previamen-
te preparado deixando as folhas de C. sinensis em con-
tato com água destilada (1g de folhas/100mL de água) 
a 80°C por 15 minutos. Após, o extrato obtido foi ro-
taevaporado e liofilizado e armazenado a ±4ºC até o 
momento de uso. Para utilização nos testes in vitro o 
extrato foi diluído em água.

Coleta, preparo da amostra e tratamento

O sangue foi coletado de três indivíduos sau-
dáveis por punção venosa, utilizando heparina sódica 
como anticoagulante. Os leucócitos foram obtidos por 
centrifugação e, posteriormente, lavados com solução 
lisante de hemácias. Para os testes in vitro, o pellet ob-
tido foi ressuspendido em Hank’s e a densidade celu-
lar determinada com o auxílio de câmara de Neubauer 
com corante Trypan blue 0,4%.

A suspensão celular obtida foi dividida igual-
mente para os tratamentos, de modo que todos apre-
sentaram 106 células/mL e mantida em Hank’s. O ex-
trato foi diluído em água na concentração de 1,5mg/
mL e adicionado aos tratamentos de forma a obter 
concentrações finais de 3μg/mL, 10μg/mL, 30μg/mL, 
100μg/mL e 300μg/mL em um volume de 250μL; para 
o controle foi adicionado solução de Hank’s apenas. 
Após preparo, os tratamentos foram mantidos a 37ºC 
por 1h e, em seguida, realizado o teste cometa. Todas 
as análises foram realizadas em duplicata.

Avaliação do dano no DNA pelo Ensaio do Cometa

Para a avaliação de danos no DNA foi utilizado o 
teste Cometa, que segue o protocolo de detecção de 
danos em células eucarióticas em condições alcalinas, 

elaborado por Singh et al. (1988).  Após a realização 
dos tratamentos, a suspensão celular foi misturada 
com agarose de baixo ponto de fusão, e em lâminas 
de microscopia pré-cobertas com agarose de alto pon-
to de fusão. As lâminas foram mantidas em solução de 
lise por pelo menos 1 hora, após foram submetidas ao 
tratamento alcalino (20 minutos) e, em seguida, sub-
metidas à eletroforese (25V, 300 mA por 20 minutos). 
Logo após foi realizada a neutralização, fixação e co-
loração das lâminas com solução à base de nitrato de 
prata.

As lâminas foram analisadas com o auxílio do 
microscópio óptico (50 células/lâmina), em que cada 
célula foi analisada individualmente e o dano classifi-
cado visualmente de zero a quatro, e a extensão da 
migração do DNA foi relacionada com o dano ocorri-
do (TICE et al., 2000 ); posteriormente, foi calculado 
o índice de danos multiplicando o número de células 
pela classe do dano, obtendo-se, assim, um índice de 
danos de zero-200.

Análise estatística 

Os dados foram plotados em planilha eletrôni-
ca Excel e, posteriormente, transferidos e analisados 
pelo programa estatístico SPSS versão 12.0. As variá-
veis quantitativas foram analisadas pelos testes Stu-
dent t para a comparação dos tratamentos com extra-
to nas diferentes concentrações, com o controle e a 
análise de variância One-way para comparação entre 
os grupos. Foram consideradas significativas as com-
parações com P<0,05.

Aspectos éticos

O estudo está registrado sob o número 
56972216.5.0000.5350, e foi aprovado pelo Comi-
tê de Ética em Pesquisa (Unijuí) sob parecer número 
1.692.526.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A C. sinensis é uma planta conhecida em todo 
o mundo e também muito utilizada na medicina tra-
dicional, sendo a forma mais ingerida a do chá verde. 
Com a descoberta de diversos compostos bioativos 
presentes na planta, o uso se tornou ainda maior. Nes-
te estudo foi avaliado o efeito do extrato de C. sinensis 
no dano ao DNA de leucócitos utilizando o teste co-
meta. Foi observado que nas concentrações de 3μg/
mL, 10μg/mL, 30μg/mL, 100μg/mL e 300μg/mL o 
extrato de C. sinensis comportou-se igual ao controle 
(Figura 2), não apresentando diferença significativa no 
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índice de danos do DNA, o que pode indicar que nas 
concentrações utilizadas o extrato não apresenta efei-
to genotóxico.

Figura 2 – Avaliação do efeito genotóxico in vitro  
do extrato de Camellia sinensis (em leucócitos  

humanos (n=3), teste student t (comparação com  
o controle) e análise de variância One Way  

(comparação entre os grupos)

Fonte: Dados dos autores.

Na literatura já é bem descrito que o chá verde é 
rico em flavonoides, que apresenta em sua composição 
diversos compostos como cafeína, catequina, epicatequi-
na e epigalocatequina galato, e também é descrito que 
este apresenta atividade antioxidante (NISHIYAMA et 
al., 2010). Diante disso, neste estudo optou-se por utili-
zar o extrato aquoso obtido por infusão, mimetizando as 
condições de uso comum, e, por este motivo, também 
optou-se por utilizar o extrato bruto e não os componen-
tes isolados. Ainda com base na literatura, foi optado por 
utilizar o extrato em diferentes concentrações, observan-
do, assim, se em altas concentrações este poderia apre-
sentar efeito genotóxico (CABRERA, 2006).

O Ensaio do Cometa consiste em um método 
sensível para detectar danos no DNA, os quais acon-
tecem por meio da quebra da cadeia de DNA. Este en-
saio tem sido utilizado amplamente em diversos mo-
delos experimentais, incluídos testes in vitro, ou em 
estudos de monitoramento em humanos para avaliar 
danos decorrentes de exposição à pró-oxidantes, ge-
ralmente associados ao estresse oxidativo (COLLINS, 
2014; VENTURA et al., 2013).

A instalação do estresse oxidativo se dá por 
meio de um desequilíbrio entre os fatores pró-oxidan-
tes e antioxidantes, sendo os fatores pró-oxidantes re-
lacionados principalmente às exposições ambientais e 
hábitos de vida. Já o sistema de defesa antioxidante 
tem por objetivo manter o processo oxidativo dentro 
dos limites fisiológicos e passiveis de regulação, impe-
dindo ou reduzindo danos causados pela ação dele-
téria de espécies reativas geradas pelo metabolismo 

(BARBOSA et al., 2010). Diante disso, a dieta, é sem 
dúvida, um fator de grande importância na modula-
ção do estresse oxidativo, dada a importância de an-
tioxidantes presentes em sua composição.

A ingestão regular de chá verde associa um me-
nor dano ao DNA e uma maior resistência do mesmo 
a efeitos antioxidantes, sendo relatados estes efeitos 
em estudos in vitro. No estudo de Ho et al. (2014), lin-
fócitos periféricos de voluntários saudáveis foram in-
cubados em soluções de chá recém-preparadas por 30 
minutos a 37ºC. Os efeitos genoprotetores do chá ver-
de foram avaliados por meio do ensaio do cometa e 
observou-se que baixas doses de chá verde poderiam 
estar relacionadas à proteção antioxidante direta, de-
corrente dos polifenóis presentes em sua composição. 
Estudos in vitro com leucócitos humanos ainda não fo-
ram realizados para observar o efeito genotóxico do 
extrato de C. sinensis, sendo este o único estudo com 
um modelo parecido ao utilizado, o qual mostra que 
o chá verde tem proteção antioxidante na célula e o 
mesmo se dá pelos seus compostos bioativos.

No estudo realizado por Magcwebeba et al. 
(2016) foram avaliadas as propriedades quimiopre-
ventivas do chá verde, utilizando-se um modelo in 
vivo na pele do rato. O objetivo foi determinar o efeito 
antiproliferativo e a atividade pró-apoptótica em dife-
rentes células da pele, empregando o chá verde como 
referência. A atividade metabólica na célula foi inter-
rompida pela despolarização da membrana mitocon-
drial, e observou-se que a atividade antiproliferativa 
do extrato de chá verde foi mediada, principalmente, 
pelos flavonoides. Nas concentrações mais baixas a 
proliferação celular foi inibida, à medida que, a uma 
concentração mais elevada, foi observado aumento 
na apoptose, dirigindo-se, principalmente, à remoção 
de células pré-cancerosas.

Durgo et al. (2011) avaliou os potenciais efeitos 
citotóxicos e pró-oxidativos do extrato de chá verde 
em seus dois principais constituintes flavonoides: as 
epigalocatequina galato (EGCG) e galato de epicate-
quina (ECG) na linha celular de carcinoma de laringe 
humana (HEp2) e sua linhagem celular resistente CK2 
(citoqueratina). O objetivo foi verificar se o extrato e 
seus dois flavonoides poderiam aumentar a sensibi-
lidade da linhagem celular CK2 resistente à cisplati-
na em comparação com a linhagem celular parental. 
Extrato de chá verde e catequinas no extrato de chá 
verde causam efeitos antioxidantes e pró-oxidantes, 
dependendo do tipo de célula, tempo de exposição 
e concentração. De forma geral, foi observado que os 
compostos biologicamente ativos, presentes no extra-
to de chá verde, podem ter um efeito significativo so-
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bre células resistentes, sugerindo, então, que o consu-
mo de chá verde pode ajudar na prevenção de câncer 
em razão de seu efeito inibitório sobre o crescimento 
das células da laringe.

Diversos estudos abordam os efeitos benéficos 
do chá verde, no entanto são escassos os que avaliam 
seus efeitos tóxicos, decorrentes do uso de altas doses 
do chá. Desta forma, estudos como este, que avaliam 
a genotoxicidade, são importantes para a segurança e 
o uso do chá verde em diversas terapias. Os resulta-
dos apresentados neste estudo indicam que o extrato, 
nas condições e concentrações estudadas, não apre-
sentou efeito genotóxico.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Conhecer o efeito dos componentes químicos 
presentes nas plantas torna-se cada vez mais impor-
tante, e o uso das mesmas na dieta tem crescido. O 
uso de chás e extratos de plantas tem sido foco de es-
tudos e, a partir dos efeitos que estes produzem, po-
de-se ter benefícios, com uma dose a ser tomada dia-
riamente em concentrações certas. Diversos estudos 
in vitro vêm sendo feitos para provar este efeito não 
somente no organismo humano, mas, também, no 
DNA, avaliando sua toxicidade para melhor estabele-
cer a segurança para seu uso. Neste sentido, o presen-
te trabalho demonstrou que o extrato de C. sinensis 
não apresentou efeito genotóxico in vitro em leucóci-
tos humanos observado pelo Teste Cometa.
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ABSTRACT
Aims: The aim of the study was to verify if the induction of Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) by the association of streptozotocin and high fat 
diet causes hepatic alterations and if physical exercise can influence these alterations. Methods: 46males Wistar rats were divided into two 
groups: A high fat group (HF) that received a diet containing 60% of fat for 8 weeks and on the 14th received a single dose of streptozotocin 
(25mg/kg); a control group (C) that received a standard diet and a single dose of citrate buffer. Animals were them divided into two subgroups: 
one sedentary (S) and the other submitted to physical exercise (PE), totalizing four groups: C-S; C-PE; HF-S; HF-PE. Body weight and capillary 
glucose were measured weekly. After euthanasia hepatic concentrations of triacylglycerol (TAG), very low-density lipoprotein (VLDL); alanine 
transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), arginase; plasma concentration of glucose, urea, and 8-isoprostane (an oxidative stress 
marker) were measured. Results: Capillary glucose was higher in HF-S and HF-PE compared to C-S and C-PE groups. There were no differences 
in ALT, AST, arginase, oxidative stress concentration among the groups. Urea concentration was lower in HF-S and HF-PE than in C-PE. Liver TAG 
and VLDL were higher in the HF-PE group when compared to the C-S. Conclusions: The used protocol induced T2DM but not liver diseases or 
increase in blood oxidative stress. Besides, PE acted in synergy with high fat diet and STZ inducing accumulation of TAG and VLDL in hepatic 
tissue, an effect that could either represents lipotoxicity or a protective mechanism to conserve energy.
Descriptors: Amino acid metabolism. High fat diet. Insulin resistance. Triacylglycerol.

EFEITOS DA INDUÇÃO DO DIABETES MELLITUS TIPO 2 E DO EXERCÍCIO FÍSICO MODERADO  
NO METABOLISMO HEPÁTICO E NO ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS WISTAR

RESUMO
Objetivos: O objetivo deste estudo foi verificar se a indução de Diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM) com baixa dose de estreptozotocina e dieta 
hiperlipídica causa alterações hepáticas e estresse oxidativo e o efeito do exercício físico nessas alterações. Métodos: 46 ratos Wistar machos 
foram divididos em dois grupos. Um recebeu uma dieta contendo 60% de gordura por 8 semanas e no 14º dia receberam uma dose única de 
estreptozotocina (25mg/kg). O grupo (C) recebeu uma dieta padrão e uma dose única de tampão citrato. Os animais foram divididos em dois 
subgrupos: um sedentário (S) e outro exercitado (PE), totalizando quatro grupos: C-S; C-PE; HF-S; HF-PE. A massa corporal e a glicemia capilar 
foram mensuradas semanalmente. Após a eutanásia, sangue e fígado foram coletados. Concentrações plasmáticas e hepáticas de triacilgli-
cerol, lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL); alanina-transaminase (ALT), aspartato-transaminase (AST) e arginase; ureia, lactato e 
8-isoprostano (marcador de estresse oxidativo) foram dosadas. Resultados: A glicemia capilar foi maior nos grupos HF-S e HF-PE do que em C-S 
e C-PE. Não houve diferenças em ALT, AST, arginase e no estresse oxidativo entre os grupos. Ureia foi menor em HF-S e HF-PE do que em C-PE. 
TAG e VLDL hepáticos foram maiores no grupo HF-PE do que no C-S. Conclusões: O protocolo usado induziu T2DM, mas não doenças hepáticas 
ou estresse oxidativo. Além disso, o PE agiu em sinergia com a dieta HF induzindo acumulação hepática de TAG e VLDL, um efeito que pode 
representar lipotoxicidade ou um efeito protetivo para conservação de energia.
Palavras-chave: Dieta rica em gordura. Metabolismo de aminoácidos. Resistência à insulina. Triacilglicerol.
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INTRODUCTION

Diabetes is a growing epidemic expected to 
reach half of billion worldwide subjects (WHO, 2018). 
Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) accounts for 90-95% 
of the de diabetes cases, is a multifactorial disease 
linked with combined obesity, hyperlipidemia, phys-
ical inactivity that leads to the development of insu-
lin resistance (SANTOS et al., 2014). Long periods of 
hyperglycemia, a common condition of diabetic pa-
tients, induces a great number of diabetes complica-
tions such as nephropathy, retinopathy, liver diseases 
and neuropathy (LIU et al., 2017). In 2015, an estimat-
ed 1.6 million deaths were directly caused by diabetes 
and its complications (WHO, 2018).

Liver complications induced by diabetes is a 
leading cause of death among diabetes population. 
In fact, the entire spectrum of liver disease is seen in 
patients with T2DM (LIU et al., 2017). This includes 
abnormal liver enzymes, nonalcoholic fatty liver dis-
ease (NAFLD), cirrhosis, hepatocellular carcinoma, 
and acute liver failure (LIU et al., 2017). The initial and 
most important indicators in assessing liver injury are 
levels of plasma and liver alanine transaminase (ALT), 
aspartate transaminase (AST), alkaline phosphatase 
(ALP) and γ-glutamyl transpeptidase (GGT) (DE CHI-
ARA, et al., 2018; SHAHWAN et al., 2019; YOUNOSSI 
et al., 2019). Also, insulin resistance contributes to a 
metabolic deregulation, altering carbohydrate metab-
olism in liver causing an imbalance between protein 
synthesis and catabolism, the latter being favored in 
T2DM due to precursors supply to the gluconeogenic 
pathway (SADIE; SREEKUMARAN, 2010). Thus, in the 
development of T2DM, hepatic metabolism of carbo-
hydrate and lipid become dysfunctional, which might 
favor the catabolism of protein.

The role of oxidative stress has been an import-
ant element for the understanding of the complex 
mechanism by which diabetes and its complications 
are developed (SANTOS et al., 2011). Using a meth-
odology to induce T2DM in rodents (a single low in-
jection of streptozotocin combined with high fat diet), 
our previous study demonstrated that 8-isoprostane 
(a marker for oxidative stress) is increase in skeletal 
muscle accounting to mitochondrial dysfunction and 
insulin resistance (SANTOS et al., 2018). The increase 
of oxidative stress was suggested to also be involved 
on the underlying mechanism of diabetes that con-
tributes to liver damage (MOHAMED et al., 2016). 
However, most of the studies carried out with the pur-

pose of verifying the effect of diabetes in liver diseas-
es used a protocol to induce Type 1 diabetes mellitus 
not T2DM.

A great body of the literature well demonstrat-
ed that aerobic physical exercises ameliorate the con-
ditions of T2DM patients by improving glucose uptake 
in skeletal muscle and adiposity decreasing hyper-
glycemia and hyperlipidemia (BENITE-RIBEIRO et al., 
2010; SANTOS et al., 2014) However, the effect of 
regular exercise on liver diseases induced by T2DM is 
not well identified.  Thus, the first aim of this study 
was to verify the effect of a T2DM- induced protocol 
on liver diseases development and its link with oxida-
tive stress. The second aim was to verify the effect of 
exercise on the potential impact of T2DM on liver dis-
eases.

METHODS

Ethical aspects

The experimental protocol was approved by 
the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) 
of Federal University of Goiás according to guidelines 
and regulations from the National Council for Animal 
Experimentation Control in Brazil (CONCEA) and re-
gistered under number 34, the year 2014. The experi-
mental procedures followed the recommendations of 
Grundi (2015).

Animals and diet

Animals of the species Rattus norvegicus were 
kept in pairs in polypropylene cages (500 x 600 x 220 
cm). Cages were sheltered in climate chambers (Insi-
ght LTDA, Ribeirão Preto, State of São Paulo, Brazil); 
inverted light/dark cycle and temperature at 22 ± 1ºC. 
Food and water were offered ad libitum.

Male Wistar rats (n = 46) with eight weeks old 
and an average weight of 236g were separated into 
four groups, depending on the diet type and phy-
sical training. The control group (C, n = 23) received 
standard diet for rats (3868 cal/kg, 24.82% kcal pro-
tein, 63.08% kcal carbohydrate and 12.10% kcal fat 
- ®PragSoluções, Jaú, State of São Paulo, Brazil) and 
the T2DM group received high fat diet (5205 cal/Kg, 
19.98% kcal protein, 20.37% kcal carbohydrate and 
59.65% fat) (HF, n = 23) during all experimental proce-
dures. On day 14  , after 12 hours of fasting, rats of HF 
group received a single intraperitoneal injection with 
low dosage of streptozotocin (STZ 25mg / kg body 
weight) (STZ> 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
diluted in citrate buffer, pH 4.5 Control group (C), af-
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ter 12 hours of fasting, received an injection of citrate 
buffer pH 4.5 (Fig 1) This methodology of T2DM induc-
tion was validated by Mansor et al. (2013) and succes-
sfully tested by our group Santos et al. (2018).

Experimental groups and exercise training

Animals were them assigned into two sub-
groups: one sedentary (S) and the other submitted 
to physical exercise (PE), totalizing four groups: C-S; 
C-PE; HF-S; HF-PE. Animals in exercised groups were 
submitted to a swimming protocol for six weeks, five 
sessions per week, with an increase in swimming time 
each week until reaching 55 minutes of swimming 
(Fig 1). Swimming exercise protocol was adapted from 
Zacarias et al. (2017). The animals were not familiar 
with swimming, because of this the protocol started 
with 30 min of swimming and reached 55 min.  Body 
weight was measured with a Shimadzu balance and 
capillary glucose was obtained with One Touch®Ultra 
(São Paulo, State of São Paulo, Brazil), both measured 
weekly. 

Tissues collection

At the end of the eighth week and after 48 hou-
rs of the last PE session, animals were anesthetized 
with inhaled isoflurane and euthanized. Blood was 
collected and centrifuged at 1814g during 10 minutes 
at 25°C. Livers were removed and immediately frozen 
in liquid nitrogen. Subsequently, livers were homoge-
nized at 4°C, [0.02M] / 0.01M phosphate in 1/1 (v/ 
v) glycerol, pH 7.4 in TRIS buffer, and centrifuged at 
20.000g for 10 minutes at 4°C.

Biochemical analyzes

The activity of hepatic enzymes such as ala-
nine transaminase - ALT (E.C 2.6.1.2) and aspartate 
aminotransferase - AST (E.C 2.6.1.1) was determined 
by Labtest® colorimetric kits (Lagoa Santa, State of 
Minas Gerais, Brazil). The activity of hepatic arginase 
(E.C. 3.5.3.1) was determined according to Mellerup 
(1967). Plasma and hepatic concentrations of triacyl-
glycerol (TAG), were determined by Labtest® colori-
metric kits (Lagoa Santa, State of Minas Gerais, Brazil). 
Very low-density lipoprotein (VLDL) concentration was 
determined by the formula: TAG / 5. Urea and lacta-
te plasma metabolites were determined by Labtest® 
colorimetric Kits. Oxidative stress was assessed by the 
concentration of 8-isoprostane in plasma as previous 
done by us Santos et al. (2018) using ELISA kit (De-
troit, R & D, Inc).

Statistical analyzes

Data are expressed as mean ± standard devia-
tion. The outliers were calculated by Grubb’s test. The 
variables presented normal distribution (Shapiro-Wilk 
test) and were tested by One Way Anova, followed by 
Tukey. The level of significance stated was p <0.05. 

RESULTS

During data exploration, 4 outliers were found, 
one in each experimental group, which were exclu-
ded. Thus, the number of animals in each group was: 
C-S, n = 10; C-PE, 11; HF-S, n = 10; HF- PE, n-11. As 
shown in our previous study (Santos et al., 2018), the 
used protocol for T2DM induction in rats was efficient 
in causing increase in capillary glucose level in animals 
belonging to the HF-S and HF-PE groups (P=0.002) as 
shown in Table 1. There was not a significant increase 
in body weight, lactate, plasma TAG and VLDL (Table 1 
and Fig 2A and B, respectively) and 8-isoprostane (Fig 
3) of HF-S and HF-PE group animals when compared to 
the C-S and C-PE control groups. Plasma urea concen-
tration decreased (P= 0.002) in HF-S and HF-PE when 
compared to C-PE (Table 1). Besides, hepatic TAG and 
VLDL were higher in HF-PE compared to C-S (P=0.016) 
(Fig 2 C and D, respectively). No statistical difference 
was observed in ALT, AST and arginase liver enzyme 
activity (Table 1 and Fig 2 E and F, respectively). 

DISCUSSION

In this study two hypotheses were tested. The 
fist hypothesis was that a T2DM - induced proto-
col using a single dose of STZ together with 8-weeks 
of high fat food intake could promotes liver diseases 
via increase in oxidative stress. The second hypothe-
sis was that physical exercise could revert the po-
tential impact of T2DM on liver diseases. To test the 
first hypothesis, we used a validated T2DM induction 
protocol (SANTOS et al., 2018) to verify its effect on 
plasma oxidative stress and hepatic lipid and protein 
metabolism. Despite of the increase in capillary blood 
glucose in the diabetes-induced animals (HF), the pro-
tocol failed to induce liver diseases or increases blood 
oxidative stress. However, the T2DM induced protocol 
seem to affect protein metabolism by altering urea 
concentration. Also contradicting our hypothesis, the 
metabolic changes induced by exercise added to the 
effect of STZ and high fat diet and increased TAG and 
VLDL in hepatic cells.
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Liver metabolism can be impaired by insulin 
resistance that could either precedes T2DM establish-
ment or to be induced in consequence of this disea-
se (SHAHWAN et al., 2019). In a cross-sectional study 
involving 453 T2DM patients, it was observed that 
80.8 % presented abnormal hepatic profile parame-
ter (altered ALT and AST), and changes in lipid profi-
les were associated with abnormal hepatic function 
(SHAHWAN et al., 2019). Moreover, results of a me-
tanalyses of 80 studies from 20 different countries in-
cluding 49,419 individuals with T2DM suggested that 
the overall prevalence of NAFLD is 55.5% and non-al-
coholic steatohepatitis (NASH) is 37.3% among T2DM 
population (YOUNOSSI et al., 2019). 

The concentration of plasma ALT and AST enzy-
mes are bioindicators of liver damage (SHAHWAN et 
al., 2019). In fact, studies have reported an increase in 
hepatic ALT and AST activity when T2DM rats develo-
ped NAFLD (SHAHWAN et al., 2019; YOUNOSSI et al., 
2019). In an experimental study that analyzed the ef-
fect of 12 weeks high fat diet (65% of fat) intake in ro-
dents, ALT and lipotoxicity was increased (DE CHIARA 
et al. 2018). In contrast, our T2DM protocol failed to 
induce changes in hepatic ALT, AST, TAG or VLDL. The 
reason for the discrepancy could be due the duration 
of the protocol and the use of STZ to induce T2DM.

Urea is the principal nitrogenous waste product 
of protein metabolism and is generated from protein 
breakdown (WATFORD 2003; DE CHIARA et al. 2018). 
In this study, we observed a decrease in plasma urea 
levels in the two groups fed with the high-fat diet (HF-
S and HF-PE) compared to C-PE. One potential expla-
nation for this phenomenon could be that the high-fat 
diet promoted an increase in fat storage and therefore 
a saving effect of muscle proteins breakdown. Thus, 
the results could indicate that the high-fat diet altered 
the hepatic metabolism (urea cycle) and probably in-
duced by increase in lipid metabolism.

Over several decades epidemiologic studies 
as well as experimental studies using in-vivo and in-
-vitro approaches indicated almost unanimously that 
regular aerobic exercise is a therapeutically approach 
to control and inhibit T2DM development (BENITE-RI-
BEIRO et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2015; SANTOS 
et al., 2011). Therefore, the second aim of the study 
was to investigate the effect of the aerobic exercise on 
levels of oxidative stress and marker of liver diseases 
in T2DM. Excessive fat intake could lead to insulin re-
sistance in skeletal muscle and that could be mediated 
by oxidative as shown by us and others (SANTOS et 
al., 2018; TANGVARASITTICHAI, 2015). Regular exer-
cise increases the antioxidant capacity and decreases 

oxidative stress in plasma and other tissues (SIMIONI 
et al., 2018). Here we observed that the same metho-
dology that induced T2DM and increased oxidative 
stress in skeletal muscle (SANTOS et al., 2018) failed to 
affect levels of oxidative stress in plasma even when 
exercise was performed. In addition, our exercise pro-
tocol did not alter oxidative stress in plasma either in 
the control animals or the group induced for T2DM 
development.

In present study moderate aerobic exercise 
did not ameliorate the accumulation of VLDL and 
TAG, which is associated with liver diseases. In fact, 
exercise induced a synergistic effect with high fat diet 
and STZ increasing TAG and VLDL in liver. The mecha-
nism behind this phenomenon might be explained 
by the increase in gluconeogenesis stimulation, due 
to metabolic adaptations caused by excess of lipid 
and by changes in skeletal muscle energy require-
ment induced by moderate PE. Gluconeogenesis cou-
ld have been stimulated by the increase in glycerol 
concentration on high fat diet, increase in adrenali-
ne induced by exercise and decreased in insulin con-
centration caused by STZ (BECK-NIELSEN; HOTHER-
-NIELSEN; STAEHR, 2002; BARTHEL; SCHMOLL, 2003). 
Altogether, those mechanism seem to exacerbate 
insulin resistance in hepatic tissues favoring the in-
crease in lipotoxicity observed by the increase in he-
patic TAG and VLDL. On the other hand, the increase 
of TAG and VLDL observed in the HF-PE group could 
represent a protective mechanism triggered by regu-
lar aerobic exercise to conserve fat as energy source 
since glucose uptake is impaired. However, the exact 
mechanism behind this outcome waits for further in-
vestigation. 

CONCLUSION

In summary, the protocol that induced T2DM, 
high fat diet and a single injection of STZ, did not indu-
ce liver diseases or increase in blood oxidative stress. 
Besides, PE acted in synergy with high fat diet and STZ 
inducing accumulation of TAG and VLDL in hepatic 
tissue, an effect that could either represents lipoto-
xicity or a protective mechanism to conserve sources 
of energy. A distinct T2DM- induced protocol, with a 
longer duration and/or pharmacological approaches 
might be more suitable to study liver diseases induced 
by T2DM.
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Table 1 – Effect of T2DM induction protocol and physical exercise on morphological and plasma metabolic chan-
ges. Data are expressed as mean ± standard deviation. C-S = control-sedentary group (n=10); C-PE = control-physi-
cal exercise group (n=11); HF-S = high fat diet-sedentary group (n=10); HF-PE high fat diet-physical exercise group 

(n=11)

Variables C-S C-PE HF-S HF-PE P

Body weight (g) 359.6±61.9 354.9±46.3 405.6±76.1 383.8±48.7 >0.05

Capillary glucose (mmol/L) 6.7±0.5 7.0±0.6 11.4±4.8* 13.1±7.6* 0.002

Lactate (mg/dL) 15.9±6.0 14.0±3.7 18.0±4.8 14.9±4.1 >0.05

Urea (mg/dL) 39.4±10.2 44.9±8.5# 32.9±3.7 34.5±3.9 0.002

Arginase(µg/mg.prot) 0.43±0.21 0.38±0.08 0.36±0.16 0.45±0.19 >0.05

Font: The authors. 

Figure 1 – Design and timeline of experimental procedures, STZ= streptozotocin, C= Control, S= sedentary,  
PE= Physical exercise training, HF= High fat diet

Font: The authors.
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Figure 2 – Effect of T2DM induction protocol and physical exercise on: A- plasma TAG (triacylglycerol) and B- VLDL 
(very low-density lipoprotein); C- liver TAG and D- VLDL; E- ALT (alanine transaminase) and F- AST (aspartate ami-
notransferase). Data are expressed as mean ± standard deviation. C-S = control-sedentary group (n=10); C-PE = 
control-physical exercise group (n=11); HF-S = high fat diet-sedentary group (n=10); HF-PE high fat diet-physical 

exercise group (n=11).  *p= 0.0016 HF-PE vs C-S

Font: The authors.

Figure 3 – Effect of T2DM induction protocol and physical exercise on plasma 8-isoprostane level. Data are expres-
sed as mean ± standard deviation. C-S = control-sedentary group (n=10); C-PE = control-physical exercise group 

(n=11); HF-S = high fat diet-sedentary group (n=10); HF-PE high fat diet-physical exercise group (n=11)

Font: The authors.
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ABSTRACT
Introduction: L-glutamine is a non-essential amino acid, whose pool appears to be depleted during catabolic conditions, such as intense or 
high duration exercise, and to avoid the exercise- related benefits. Therefore, its supplementation could provide an additional source of L-glu-
tamine and prevent these effects. However, the oral intake of its free form has been discouraged, despites of some evidences reporting 
positive effects. Objective: to verify whether the L-glutamine supplementation (in its free form) could provide an additional improvement 
in biometric, glycemic and redox parameters, in animals undergoing moderate aerobic training (MAT). Methods: 28 Swiss male mice were 
divided into four groups: Cont (n=7), Ex (n=7), Glut (n=8), and Ex+Glut (n=6). Glut and Ex+Glut received gastric gavage of L-glutamine (1g/kg), 
while Cont and Ex groups received 100 µL of PBS one hour before exercising, five days/week, six weeks. Ex and Ex+Glut underwent moderate 
swimming, while Cont and Glut remained sedentary, for the same period. Mice started swimming with 2% of body weight attached to the tail 
during 20 min, and ended the experiment with 4% during 60 min. Results: L-glutamine supplementation increased the gastrocnemius mass 
and improved the glucose tolerance in animals submitted to MAT. It improved the antioxidant status in gastrocnemius, liver and pancreas, and 
declined it in adipose tissue in animals undergoing MAT. The drop of adipose antioxidant defense was associated with adiposity, while pancreas 
antioxidant activity was inversely associated with the glucose intolerance. Conclusion: L-glutamine (free form) improves biometric and glucose 
parameters, and enhances antioxidant activities.
Keywords: Glucose intolerance. Oxidative stress. HSP70. Skeletal muscle. Adiposity.

SUPLEMENTAÇÃO DE L-GLUTAMINA ASSOCIADA AO TREINAMENTO AERÓBICO MODERADO  
MELHORA PERFIL BIOMÉTRICO E GLICÊMICO E A DEFESA ANTIOXIDANTE

RESUMO
Introdução: L-glutamina é um aminoácido não essencial, cujo ‘pool’ intracelular parece ser depletado durante condições catabólicas, como 
exercício intenso ou de longa duração, e assim inibir os benefícios relacionados ao exercício. Portanto, a sua suplementação pode fornecer 
uma fonte adicional de L-glutamina e prevenir esses efeitos. No entanto, a ingestão oral da sua forma livre tem sido desencorajada, apesar de 
algumas evidências reportando efeitos positivos. Objetivo: verificar se a suplementação de L-glutamina (na sua forma livre) pode proporcionar 
uma melhora adicional em parâmetros biométricos, glicêmicos e redox, em animais submetidos ao treinamento aeróbico moderado (MAT). 
Métodos: 28 camundongos Swiss machos foram divididos em quatro grupos: Cont (n=7), Ex (n=7), Glut (n=8), e Ex+Glut (n=6). Glut e Ex+Glut 
receberam gavagem gástrica de L-glutamina (1g/kg), enquanto os grupos  Cont e Ex receberam 100 uL de PBS uma hora antes do exercício, 
cinco dias/semana, seis semanas. Ex e Ex+Glut foram submetidos a natação moderada, enquanto Cont e Glut permaneceram sedentários, 
durante o mesmo período. Os camundongos iniciaram a natação com 2% do peso corporal acoplado a cauda durante 20 min, e terminaram 
o experimento com 4% durante 60 min. Resultados: A suplementação de L-glutamina aumentou a massa do gastrocnêmio e melhorou a tole-
rância a glicose nos animais submetidos ao MAT. Ela melhorou o estado antioxidante no gastrocnêmio, fígado e pâncreas, e reduziu no tecido 
adiposo branco em animais passando por MAT. A redução da defesa antioxidante do tecido adiposo esteve associada a adiposidade, enquanto 
a atividade antioxidante pancreática foi inversamente associada a intolerância a glicose. Conclusão: L-glutamina (forma livre) melhora parâme-
tros biométricos e glicêmicos, e aumenta as atividades antioxidantes.
Palavras-chave: Intolerância a glicose. Estresse oxidativo. HSP70. Músculo esquelético. Adiposidade.
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INTRODUCTION

The dietary supplementation L-glutamine has 
been discussed worldwide regardless its efficacy in 
preventing muscle fatigue (COQUEIRO; ROGERO; TI-
RAPEGUI, 2019), in catabolic conditions such as hind 
limb immobilization (PETRY et al., 2019), sepsis (SUL-
ZBACHER et al., 2018) and aerobic physical training 
(PETRY et al., 2014). L-glutamine is one of the most 
abundant amino acids in the circulation, and can act 
in the glycemic control by increasing the insulin pro-
duction and secretion (CARLESSI et al., 2019; COQUE-
IRO; ROGERO; TIRAPEGUI, 2019). Besides, the most 
important role of glutamine is the indirect antioxidant 
activity through enhancing glutathione availability and 
the 70 kDa-heat shock protein (HSP70) expression 
(PETRY et al., 2019). The HSP70 is a high evolutionarily 
conserved chaperone, expressed under stressful con-
ditions, with a fundamental antioxidant, anti-inflam-
matory role (MIRAGEM; HOMEM DE BITTENCOURT, 
2017), and sensible to exercise (HECK et al., 2017), 
diabetes (BITTENCOURT et al., 2020) and glutamine 
levels (PETRY et al., 2014, 2015, 2019).

The main endogenous source of L-glutamine 
is the skeletal muscle under activity, besides also be-
ing produced by adipose tissue and liver (COQUEIRO; 
ROGERO; TIRAPEGUI, 2019). By challenging our body 
through an increase of oxidative metabolism and the 
production of reactive oxygen species (ROS), the exer-
cise can deplete the L-glutamine pool (CRUZAT et al., 
2018) and overload the antioxidant defense depending 
on its intensity and duration. This depletion is followed 
by an increased release of oxidative stress biomarkers, 
which can affect other metabolic tissues, and compro-
mise the exercise-related benefits. Moderate physical 
aerobic training is a non-pharmacological strategy to 
treat or prevent metabolic conditions, which can, at 
long-term lead to type II diabetes mellitus (DM2) (PED-
ERSEN, 2017; WEDELL-NEERGAARD et al., 2018a). 

The moderate training-related benefits are re-
lated to the amelioration of body composition, with a 
significant reduction of the adiposity and a stabiliza-
tion or increase of lean mass, both related to the im-
provement of glycemic homeostasis (WEDELL-NEER-
GAARD et al., 2018a). By enhancing the muscle 
content, exercise helps in contra balancing the inflam-
matory and oxidative phenotype displayed by adipo-
cytes, in a ‘yin-yang’ relationship (PEDERSEN, 2013, 
2017). Therefore, and can be considered a “real po-
ly-pill” (FIUZA-LUCES et al., 2013), since also enhances 
the antioxidant defense, which depends on the L-glu-
tamine availability. 

L-glutamine deprivation induces metabolic adap-
tations, such as reduction of glucose uptake, insulin 
production and release, as well as a drop in the mi-
tochondrial respiration, both associated with a β-cells 
dysfunction (CARLESSI et al., 2019). Therefore, the 
L-glutamine supplementation could provide an exoge-
nous source of this amino acid, and improve the gly-
cemic, glutathione and inflammatory profile. However, 
although some studies report benefits (MEDRAS et al., 
2018; ABBOUD et al., 2019; ALMEIDA et al., 2020), re-
cently the oral intake of L-glutamine in its free form 
has been discouraged, due to its utilization for the en-
terocytes supply (CRUZAT et al., 2018). Nevertheless, 
if it works in stimulating other antioxidant enzymes 
than the glutamine-glutathione-HSP70 axis (PETRY et 
al., 2014, 2015, 2019), and if it has a synergistic effect 
with moderate aerobic training these parameters re-
mains unclear.

Here, we propose to associate the L-glutamine 
supplementation in the moderate aerobic training, to 
verify if the supplementation could provide an addi-
tional improvement in biometric, glycemic parame-
ters, by protecting metabolic tissues from oxidative 
damage and enhancing the muscle HSP70 expression 
in animals undergoing moderate aerobic training.

MATERIAL AND METHODS

Animals

We utilized 28 Swiss male mice, with 90 days 
old (35 + 3 grams), obtained from the Animal Facili-
ty of the Regional University of Northwestern of Rio 
Grande do Sul State (Unijuí). During the experimental 
period, the animals were maintained in semi-metabo-
lic boxes (5-6 animals/box), with controlled ambient 
temperature (22 ± 2ºC) and a light-dark cycle of 12 
hours. All animals received water and standard diet 
(Nuvilab CR-1) ad libitum. 

This study followed all ethical rules established 
by Arouca’s Act (Federal Law 11794/2008) and the 
Guide for Care and Use of Experimental Animals, pub-
lished by the National Institutes of Health (NIH publi-
cation no. 85–23, revised in 1996) and was approved 
by the Animal Ethics Committee of Unijuí (Ceua-Uni-
juí, protocol nº 017/2013).

Experimental design

Animals were divided into four experimental 
groups: Control group (Cont, n = 7), Exercise (Ex, n = 
7), Glutamine (Glut, n = 8), and Exercise + Glutami-
ne (Ex + Glut, n = 6). Glut and Ex + Glut received gas-
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tric gavage of L-glutamine (1g/kg), while Cont and Ex 
groups received the same volume of PBS, adjusted by 
the body weight, one hour before exercising. Ex and 
Ex + Glut were submitted to moderate swimming, 
while Cont and Glut remained physical inactive (se-
dentary), in the shallow water, five days/week, for six 
weeks (Figure 1A). 

Swimming protocol

Prior to experiment, all animals were allowed 
to accustom to the water environment to avoid any 
stress response related to the new situation and envi-
ronment. Thus, for three consecutive days, all animals 
received gastric gavage of 100 µL PBS pH 7.4 one hour 
before were submitted to the water environment. The 
animals were kept for 10 min in individual swimming 
pool chambers (10 cm × 10 cm× 30 cm) filled with wa-
ter at 31 ± 1°C (20 cm depth), for three consecutive 
days, without any overload, to avoid stress behavior 
during exercise training sessions. Afterwards, animals 
remained three days without manipulation and were 
further assigned into each experimental groups (Se-
dentary: Cont and Glut or Trained: Ex and Ex+Glut i.g.). 

During the swimming protocol, as in the accli-
matization, all animals were maintained in individual 
swimming pool chambers (10 cm × 10 cm× 30 cm) fil-
led with water at 31 ± 1°C. The sedentary (Cont and 
Glut) groups remained at rest in shallow water (2 cm 
depth), while the trained (Ex and Ex+Glut) groups 
swam in 20 cm depth, as previously described (MAI 
et al., 2017; KOSTRYCKI et al., 2019) (Figure 1B). The 
individual pool chambers with 20 cm of water pre-
vents jumping and diving behavior and allows energy 
expenditure higher than three metabolic equivalents 
(METs) (KREGEL et al., 2006; KOSTRYCKI et al., 2019).

In the first week, Ex and Ex + Glut swan with 
2% of body weight (b. w.) of workload attached to the 
tail during 20 min. In the second week, the workload 
increased to 4% b. w., but the duration remained un-
changed. From the third to the sixth week, the ani-
mals continued swimming with 4% b. w. workload, 
but the time increased 10 min per week, ending the 
experiment with 60 min of swimming with 4% b. w. 
workload (Figure 1C). Mice were weekly weighted and 
the workload adjusted according to it, respecting the 
training protocol.

All experiments were carried out between 7:00 
and midday, and the room temperature was kept at 
24°C. They were monitored by an experienced re-
searcher to prevent drowning, in agreement with The 
American Physiological Society’s Resource Book for 

the Design of Animal Exercise Protocols (KREGEL et 
al., 2006). Fatigue was considered when animal stayed 
eight seconds with the snout underwater, as previous-
ly described (MAI et al., 2017; KOSTRYCKI et al., 2019). 
A previous study of our lab already demonstrated that 
mice trained with 4% of workload reached a lactate 
concentration of 4.54 ± 0.21 mmol/L in the 5th week 
(SCHOLER et al., 2016; MAI et al., 2017). It is hypothe-
sized that 4.0–4.6% workloads in swimming would 
reach a moderate intensity range of 60–75% of VO2max 
(KREGEL et al., 2006; MAI et al., 2017).

Diet and L-Glutamine supplementation

All experimental animals received a standard 
diet (Nuvilab CR-1, commercially obtained from Nu-
vital Nutrientes SA), which contains crude protein, 
mineral material, fibrous matter and minerals. The 
standard diet presents a total metabolizable energy of 
16.6 MJ/kg, being 11.4 % as fats, 62.8 % as carbohy-
drates, and 25.8 % as proteins (GOETTEMS-FIORIN et 
al., 2016). A more detailed description of the diet is 
present in the Supplementary Table S1.

L-Glutamine (m. w. 146 g/mol, Ajinomoto, 
Brazil) was administered in the dose of 1 g/kg b. w. 
For this, we prepared a solution in the concentration 
of 1 g/10 mL in phosphate-buffered saline (PBS) pH 
7.4. Each animal received the volume corresponding 
to its body weight, by gastric gavage administration, 
one hour before exercising. We weekly monitored the 
animal’s body weight and adjusted the L-glutamine 
volume. Therefore, every week, animals received a dif-
ferent volume of the L-glutamine solution, respecting 
the original dose.

The time of one hour before exercising was con-
sidered due to the fact that approximately 30 minu-
tes are required until the increase of glutamine blood 
concentration after oral intake, which returns to ba-
seline about two hours later (CASTELL; POORTMANS; 
NEWSHOLME, 1996). Besides, the dose of 1 g/kg b. w 
combined to L-alanine in its free form or in the dipepti-
de form (L-alanyl-L-glutamine) was recently reported to 
prevent oxidative damage and muscle loss in models of 
hindlimb immobilization-induced disuse muscle atro-
phy (PETRY et al., 2019) and in aerobic exercise (PETRY 
et al., 2014), and the immune dysfunction in sepsis in 
its free and isolated form (SULZBACHER et al., 2018).

Biometric Profile

Body weight was monitored weekly with a se-
mi-analytical scale. We also verified the naso-anal len-
gth (cm) to perform Lee Index at the 3rd and 6th weeks. 
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Lee Index was calculated by dividing the cube root 
of the animal’s body weight (g) by naso-anal distan-
ce (cm) (LEE, 1929). At the end of the experiment, we 
evaluated adiposity [% of epididymal white adipose 
tissue (Ewat)/body weight] and % of liver, pancreas, 
gastrocnemius and soleus muscle relative to body 
weight.

Glycaemia and Glucose Tolerance Test (GTT)

Blood glucose levels were monitored at the ba-
seline, at 3rd and 6th weeks, in the morning after the 
last exercise session. Blood glucose was measured by 

Glucometer Optium Xceed (Abbott Diabetes Care, Ala-
meda, USA) (5 µL of blood) after 12 hours of fasting. 
The glycaemia results were expressed in mg/dL.

Food was withdrawn in the night before expe-
riments (12 hours before). Glycaemia was measured 
as described above immediately before and at 30 
and 120 min after glucose (1 g/kg in saline solution, 
i.p.) administration. The glycemic response during 
GTT was evaluated by the area under the curve 
(AUC) and incremental area under the curve (IAUC) 
method. AUC and IAUC results were expressed in 
min.mg/dL.

Figure 1 – Experimental design

A) Animals underwent three days of acclimatization to the water environment. They received 100 µL of PBS by gastric gavage and one hour later were kept 
for 10 min in individual swimming pool chambers filled with water, for three consecutive days, without any overload, to avoid stress behavior during exercise 
training sessions. Animals remained three days without any manipulation and were further assigned into four experimental groups: Glut and Ex + Glut recei-
ved glutamine (1g/kg), diluted in PBS pH 7.4 by gastric gavage, while Cont and Ex groups received 100 µL of PBS one hour before exercising. Ex and Ex + Glut 
were submitted to moderate swimming, while Cont and Glut remained physical inactive (sedentary), in the shallow water, five days/week, for six weeks. Body 
weight was verified weekly, fasting glycaemia and glucose tolerance at the baseline, third and sixth weeks. At the end of the sixth week, after the last glucose 
tolerance test (GTT) and 48 hours without intervention, animals were euthanized with guillotine. B) During experimental design, the sedentary animals (Cont 
and Glut groups) were kept in shallow water (2 cm depth; 31 ± 1°C) during each training session, while the active animals (Ex and Ex + Glut) were kept in a 
water (20 cm depth; 31 ± 1°C, 20 min). C) Schematic protocol of moderate swimming. The animals started the protocol with 2% b. w. workload attached to 
the tail during 20 min. In the second week, the workload increased for 4% b. w., but the duration remained stable. From the third to the sixth weeks, the time 
enhanced 10 min per week with the 4% b. w. workload, ending the experiment swimming with 4% b.w. attached to the tail during 60 min.

Font:  The authors.
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Tissue preparation

At the end of the six weeks of treatment, 48 
hours after the last session to avoid its acute effects, 
animals were euthanized by guillotine for rodents. Me-
tabolic tissues were collected and weighted (grams): 
liver, gastrocnemius and soleus muscle, pancreas and 
epididymal white adipose tissue (EWAT). We choose 
gastrocnemius and soleus muscle due to the diffe-
rent metabolism; gastrocnemius mainly composed by 
fast twitch fiber and glycolytic, and soleus a predomi-
nantly slow twitch, oxidative-fiber-type muscle (PETRY 
et al., 2019). The EWAT, as a visceral depot, presents 
a higher metabolic rate and is closely associated with 
insulin resistance and cardiometabolic risks (OIKONO-
MOU; ANTONIADES, 2018; COSTA BEBER et al., 2020). 
Mainly the EWAT redox status can provide important 
information about the systemic redox profile and glu-
cose intolerance (COSTA BEBER et al., 2020).

Tissues were frozen by liquid nitrogen and 
maintained at -20ºC until the biochemical analysis. 
Then, still frozen tissues were homogenized in potas-
sium phosphate buffer (KPi, pH 7.4), containing pro-
teases inhibitor PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluori-
de, Sigma® P7626, FW = 174.19 g/mol; 1.74 mg/mL 
= 100 mM) to oxidative stress parameters. Gastrocne-
mius muscle was also homogenized in sodium dodecyl 
sulfate (SDS, 0.1% (w/v)) buffer to determine HSP70 
expression by Western blotting. We used buffer in a 
proportion of 9 mL/g of tissue, except for adipose tis-
sue, that we used 5 mL/g. Blotting and oxidative stress 
preparations were further centrifuged into Centribio 
centrifuge for 10 minutes at 4000 rpm. The superna-
tants were collected.

Evaluation of Oxidative Stress

Determination of Lipid Peroxidation

The lipid peroxidation was analyzed using 
the thiobarbituric acid reactive substances method 
(TBARS) (BUEGE; AUST, 1978). Homogenates were 
precipitated with 10% trichloroacetic acid (TCA) in the 
proportion  of 3:1 (540 µL TCA and 180 µL homogena-
te) centrifuged and incubated with thiobarbituric acid 
(TBA) in the proportion of 1:1 (300 µL TBA and 300 
µL supernatant) for 15 minutes at 100° C. After, the 
absorbance was measured in a spectrophotometer at 
535 nm. The malondialdehyde (MDA) standard was 
prepared from 1.1.3.3-Tetramethoxypropane (points 
from 0.0005 – 0.016 mg/mL). Results were expressed 
in mmol MDA/mL, normalized for by protein concen-
tration, measured by the Bradford method, at 595 nm, 

using albumin curve as standard (BRADFORD, 1976). 
Further, they were normalized by the control and re-
presented as Arbitrary Units.

Determination of superoxide dismutase (SOD) 
and catalase (CAT) activity

The total SOD activity was performed by inhi-
bition of the auto-oxidation of pyrogallol (Marklund 
e Marklund, 1974). Briefly, in a cuvette, 970 μL of 50 
mM Tris/ 1mM EDTA buffer (pH 8.2), 4 μL of CAT (CAT; 
30 μM), 10 μL of homogenate were added, the equi-
pment was cleared and 16 μL of pyrogallol (24 mM 
in HCl 10 mM) were added. The SOD activity was de-
termined at 36º C in a spectrophotometer (420 nm), 
every 20 seconds, during 120 seconds. The results 
were expressed in USOD/mg prot.

The CAT activity was performed by the decom-
position of hydrogen peroxide (Aebi, 1984). In a quartz 
cuvette, 955 μL of phosphate buffer (50 mM, pH 7.4) 
and 10 μL of homogenate were added, the equipment 
was cleared and 35 μL of hydrogen peroxide (0.01 M) 
were mixed. The CAT activity was determined at 36° C 
in a spectrophotometer (240 nm), every 15 seconds, 
during 120 seconds. The results were expressed in 
pmol/mg prot. 

SOD and CAT activities were normalized by pro-
tein concentration. Further, they were normalized by 
the control and represented as Arbitrary Units.

HSP70 muscle expression (iHSP70)

The iHSP70 expression was evaluated in gas-
trocnemius tissue by western blotting analyses. Equi-
valent amounts of protein from each sample (~ 40 
µg) were prepared in sample buffer [Tris 50 mM, SDS 
10%, glycerol 10%, 2-mercaptoethanol 10% and 2 mg/
ml bromphenol blue]. The samples were boiled for 10 
min and electrophoresed in a 10% polyacrylamide gel 
(5h in 15 mA/gel). After, the proteins were transfer-
red to a nitrocellulose membrane (GE HealthCare) by 
electrotransfer (1h in 100 V) and subsequently, trans-
ferred bands were visualized with 0.3% (w/v) Red Pon-
ceau S (Sigma-Aldrich).

Membranes were washed with washing buffer 
[TEN-Tween 20 solution (0.1% w/v): TEN is 50 mM 
Tris, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, pH 7.4]; and then blo-
cked in 5% (w/ v) nonfat dry milk in washing buffer. 
Membranes were incubated for 12 hours with mo-
noclonal anti-HSP70 antibody (Sigma-Aldrich H5147, 
1:1000). After three consecutive washings with 
washing buffer, peroxidase-labeled rabbit anti-mouse 
IgG (Sigma-Aldrich A9044, Lot # 018M4899V, 1:15000) 
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Figure 2 – Effect of association of L-glutamine supplementation in animals submitted  
to moderate aerobic training on body weight, adiposity and gastrocnemius mass

A) Body weight during the 12 weeks. Two-way ANOVA with repeated measures, followed by the Tukey test. Time P = 0.024, Interventions P = 0.248, Interaction 
between factors P = 0.591, * Ex vs Cont. B) Final body weight. One-way ANOVA, followed by Tukey test (P = 0.001, F3, 22 = 7.143). C) Epididymis white adipose 
tissue (EWAT). One-way ANOVA, followed by Tukey test (P = 0.0003, F3, 22 = 9.518). D) Gastrocnemius mass. One-way ANOVA, followed by Tukey test (P = 0.045, 
F3, 23 = 3.117). Data presented as mean ± SD (n = 6-8 p/ group). a–c Means within a row with different superscripts are different at P  0.05. Different letters 
represent different means while equal letters represent equal means.

Font:  The authors.

was utilized as secondary antibody. Membrane were 
incubated for one hour, and after this, were washed 
tree times on washing buffer. As a gel loading control, 
we used Coomassie Blue (0.1% Coomassie blue, 40% 
methanol, 10% acetic acid) to detect the 43 kDa β-ac-
tin region. Blot visualization was performed using ECL-
-Prime Western Blotting Reagent (GE Healthcare®). 
Quantification of bands was performed using Image J® 
software. The data were presented in arbitrary units 
of iHSP70, relative do control.

Statistical analyses 

First, we verified the Gaussian distribution of 
the data, by performing the D’Agoustino-Pearson and 
Shapiro-Wilk normality tests. Further, assuming the 
normality, we used two-way ANOVA followed by Tukey 
to test the effect of time and of the interventions on 
body weight and GTT. Area under the curve (AUC) and 
incremental area under the curve (IAUC) were calcula-
ted to GTT curve. One-way Anova, followed by Tukey 
for comparison between groups. We also performed 

Pearson’s correlation between some variables. All 
data were expressed in mean ± SD. We considered a 
significance level of 95% and a P  0.05.

RESULTS

L-glutamine does not affect the moderate 
training-induced reduction of adiposity and enhances 
the gastrocnemius mass in trained animals

Six weeks of moderate aerobic training did not 
affect the weight during the experiment (P = 0.248) 
(Figure 2A), except in the 6th week, when the Ex pre-
sented lower body weight than Cont and Glut groups 
(P = 0.001, F3, 22 = 7.143) (Figure 2B). Neither moderate 
training nor the L-glutamine changed the weight gain 
during the experiment (P = 0.215, F3, 24 = 1.601) (Figu-
re S1A), Lee Index in the 3rd (P = 0.689, F3, 26 = 0,493) 
(Figure S1B), and 6th weeks (P = 0.718, F3, 24 = 0.451) 
(Figure S1C). 

Ex and Ex+Glut presented lower EWAT mass 
compared to Cont group, while Glut presented higher 
adiposity than Cont group (P = 0.0003, F3, 22 = 9.518) 
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(Figure 2C). Ex+Glut presented a slight higher gastroc-
nemius mass than Cont group (P = 0.045, F3, 23 = 3.117) 
(Figure 2D). Therefore, the moderate aerobic training 
reduces the adiposity independent of supplementa-
tion; however, L-glutamine helps in maintaining the 
lean mass, which explains the lack of effect in the total 
body weight. Neither the moderate training nor the 
L-glutamine supplementation affected the mass of the 
other metabolic tissues, such as soleus muscle, pan-
creas and liver (Table 1). The biometrical effects were 
independent of changes in the food (P = 0.744, F3, 44 = 
0.413) (Figure S1D) and water intake (P = 0.3614, F3, 43 
= 1.095) (Figure S1E).

Both moderate aerobic training and L-glutamine 
supplementation enhances the glucose tolerance 

Neither moderate training nor the L-glutami-
ne supplementation changed the fasting glycaemia 
during the experiment (Table 2). However, to verify if 
the L-glutamine could improve the glucose tolerance 
in trained animals, we performed GTT at the 3rd and 6th 
weeks of experiment. At the 3rd week, the GTT was not 
affected by the interventions (P = 0.199, F3, 24 = 1.674) 
(Figure 3A), neither was the GTT-AUC (P = 0.100, F3, 24 
= 2.321) (Figure S2A). However, Ex+Glut presented a 
lower IAUC than Ex and Glut groups (P = 0.006, F3, 22 = 
5.290) (Figure 3B). At the 6th week, the GTT was also 
not affected by the interventions (P = 0.205, F3, 24 = 
1.643) (Figure 2D), neither the GTT-AUC (P = 0.168, F3, 

24 = 1.833) (Figure S2B). However, the IAUC was lower 
in all groups compared to Cont group (P = 0.005, F3, 

21 = 5.534) (Figure 3D). Taking together, these resul-
ts shows that the association between L-glutamine 
supplementation and moderate aerobic exercise im-
proves the glucose tolerance, without affecting the 
glucose overload-induced glycemic peak. Besides, the 
association anticipates the IAUC improvement compa-
red to the effects each intervention isolated.

L-glutamine supplementation induces the antio-
xidant defense in metabolic tissues of animals 
submitted to moderate aerobic training

Ex+Glut group presented higher lipoperoxida-
tion in the gastrocnemius muscle than Cont and Ex 
groups (P = 0.022, F3, 23 = 3.854) (Figure 4A). The as-
sociation of L-glutamine supplementation and mode-
rate aerobic training slightly increased the SOD acti-
vity in Ex+Glut animals compared to Cont (P = 0.044, 
F3, 24 = 3.125) (Figure 4B). L-glutamine also increased 
the CAT activity in Ex+Glut compared to Ex group (P 
= 0.027, F3, 22 = 3.678) (Figure 4C). Neither moderate 
aerobic training nor the L-glutamine supplementation 
affected the lipoperoxidation in the pancreas tissue (P 
= 0.062, F3, 22 = 2.826) (Figure 4D). L-glutamine supple-
mentation also increased the SOD activity in trained 
animals, as verified by the higher SOD activity presen-
ted by the Ex+Glut compared to Ex group (P = 0.031, 
F3, 21 = 3.581) (Figure 4E). L-glutamine, moderate ae-

Table 1 – Metabolic tissue’s weight of animals submitted to moderate aerobic training and L-glutamine supple-
mentation

Tissue mass (%) Cont Ex Glut Ex + Glut P value

Soleus muscle 0.044 ± 0.006 0.052 ± 0.010 0.045 ± 0.004 0.042 ± 0.004 0.100 (F3, 24 = 2.326)

Pancreas 0.521 ± 0.042 0.565 ± 0.040 0.555 ± 0.050 0.555 ± 0.052 0.379 (F3, 23 = 1.075)

Liver 4.118 ± 0.341 3.960 ± 0.537 3.825 ± 0.213 4.020 ± 0.530 0.591 (F3, 24 = 0.648)
Data expressed as mean ± SD. One-way ANOVA, followed by Tukey (n = 6-8 p/ group).

Font:  The authors.

Table 2 – Fasting glycaemia of animals submitted to animals submitted to moderate aerobic training  
and L-glutamine supplementation

Glycaemia Cont Ex Glut Ex + Glut P value

Baseline 135.00±17.76 121.70±12.68 115.10±47.38 114.80±29.64 0.590 (F3, 24 = 0.650)

3rd week 117.30±28.92 96.71±27.22 124.40±28.79 110.30±40.70 0.393 (F3, 24 = 1.040)

6th week 123.00±21.27 111.40±27.46 114.10±14.75 108.50±23.67 0.655 (F3, 24 = 0.545)
Data expressed as mean ± SD. One-way ANOVA, followed by Tukey (n = 5-6 p/group). 

 Font:  The authors.
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Figure 3 – Effect of association of L-glutamine  
supplementation in animals submitted to moderate aerobic training in the GTT response and AUC

A) GTT response at 3rd week, Two-way ANOVA, followed by Tukey (P = 0.199, F3, 24 = 1.674). B) IAUC at 3rd week, One-way ANOVA, followed by Tukey (P = 0.006, 
F3, 22 = 5.290). C) GTT response at 6th week, Two-way ANOVA, followed by Tukey (P = 0.205, F3, 24 = 1.643) D) IAUC at 6th week, One-way ANOVA, followed by 
Tukey (P = 0.005, F3, 21 = 5.534). Data expressed in mean ± SD (n = 6-8 p/group). a–c Means within a row with different superscripts are different at P  0.05. 
Different letters represent different means while equal letters represent equal means.

  Font:  The authors.

robic training and both associated increased the CAT 
activity compared to Cont group (P = 0.0007, F3, 21 = 
8.514) (Figure 4F). 

Neither the lipoperoxidation (P = 0.697, F3, 24 = 
0.483) (Figure 4G) and SOD activity (P = 0.086, F3, 20 = 
2.526) (Figure 4H) were affected by the interventions 
in the liver tissue. However, Ex group presented lower 
hepatic CAT activity than Cont, while Glut group pre-
sented higher CAT activity than Ex group (P = 0.016, F3, 

22 = 4.266) (Figure 4I). Together, these results suggest 
that the moderate aerobic training reduced the CAT 
activity in the liver, while the L-glutamine supplemen-
tation attenuated this decrease in the Ex+Glut group. 
In the epididymis white adipose tissue (EWAT), nei-

ther the lipoperoxidation (P = 0.106, F3, 17 = 2.376) (Fi-
gure 4L), nor the SOD activity (P = 0.622, F3, 20 = 0.600) 
(Figure 4K) were affected by the interventions. Howe-
ver, the association of L-glutamine supplementation 
and moderate aerobic training had a slight significant 
effect in reducing the CAT activity in this tissue com-
pared to Cont group (P = 0.049, F3, 20 = 3.101) (Figure 
4L). Therefore, these results suggest that L-glutamine 
supplementation enhances the antioxidant defense in 
metabolic tissues, except the adipose tissue.

Furthermore, we also found interesting correla-
tions between some variables. Adiposity was weakly 
and positively associated with the GTT-AUC at the 6th 
week (r = 0.433, P = 0.021) (Figure 5A). Ex+Glut group 
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Figure 4 – Effect of association of L-glutamine supplementation in animals submitted to moderate aerobic training 
on the oxidative parameters in metabolic tissues, gastrocnemius (A-C), pancreas (D-F), liver (G-I) and EWAT (J-L)

A) Lipoperoxidation (P = 0.022, F3, 23 = 3.854). B) SOD activity (P = 0.044, F3, 24 = 3.125). C) CAT activity (P = 0.027, F3, 22 = 3.678). D) Lipoperoxidation (P = 0.062, 
F3, 22 = 2.826). E) SOD activity (P = 0.031, F3, 21 = 3.581). F) CAT activity (P = 0.0007, F3, 21 = 8.514). G) Lipoperoxidation (P = 0.697, F3, 24 = 0.483). H) SOD activity 
(P = 0.086, F3, 20 = 2.526). I) CAT activity (P = 0.016, F3, 22 = 4.266). J) Lipoperoxidation (P = 0.106, F3, 17 = 2.376). K) SOD activity (P = 0.622, F3, 20 = 0.600). L) CAT 
activity (P = 0.049, F3, 20 = 3.101). Data expressed in mean ± SD, relative to Cont group. One-way ANOVA, followed by Tukey (n = 5-8 p/group). a–c Means within 
a row with different superscripts are different at P  0.05. Different letters represent different means while equal letters represent equal means.

 Font:  The authors.
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also presented a positive association between adiposi-
ty and adipose tissue CAT activity (r = 0.881, P = 0.048) 
(Figure 5B). Besides, pancreas antioxidant status (CAT 
activity) was inversely related with the GTT-AUC at the 
6th week (r = -0.544, P = 0.003) (Figure 5C).

Neither the physical moderate training nor the 
L-glutamine supplementation affected the HSP70 ex-
pression in the gastrocnemius muscle (P  0.999, F3, 16 = 
5,278e-013) (Figure 6).

Figure 6 – Effect of association of L-glutamine  
supplementation in animals submitted to moderate 
aerobic training on gastrocnemius HSP70 expression

Data expressed in mean ± SD, relative to Cont group. One-way ANOVA, 
followed by Tukey (P  0.999, F 3, 16 = 5.278e-013) (n = 5-8 p/group).

Font:  The authors. 

DISCUSSION

In our study, the L-glutamine supplementation 
helped in maintaining the gastrocnemius mass, and 
improved the glucose tolerance of animals submitted 

to moderate aerobic training. These effects might be 
due to the indirect effect of L-glutamine supplementa-
tion in the enhancement of the antioxidant activity in 
metabolic tissues, in a HSP70-independent way. 

L-glutamine is one of the most abundant amino 
acids in the circulation, with a fundamental role in the 
amino acids and glycemic metabolism. Therefore, the 
exogenous source of L-glutamine by oral supplemen-
tation associated with L-alanine in its free forms, or in 
alanyl-glutamine dipeptide form can help in the mus-
cle upkeep during catabolic conditions (PETRY et al., 
2014, 2019). In our study, we showed that the L-glu-
tamine (without additional alanine) supplementation 
combined to moderate aerobic training increased the 
gastrocnemius mass, which explains why this experi-
mental group did not present a decrease in the body 
weight, induced by the exercise in non-supplemented 
animals. These biometric effects were independent of 
food and water intake. Besides, this training protocol 
reduced the adiposity, independent on L-glutamine 
supplementation, which contradicts the recent report-
ed possibility of glutamine being lipogenic (COQUEIRO 
et al. et al., 2019).

Independent of body mass index, low-fitness is 
associated with central obesity, low-grade inflamma-
tion, metabolic diseases and cardiovascular outcomes 
(WEDELL-NEERGAARD et al., 2018a). Therefore, mod-
erate training can act as a non-pharmacological strat-
egy to prevent and treat metabolic conditions in phys-
ically inactive subjects (PEDERSEN, 2017). L-glutamine 
is a non-essential amino acid, which helps in stimu-
lating insulin secretion and glucose uptake (MEDRAS 
et al., 2018). Therefore, by helping in glucose uptake 
and muscle performance (COQUEIRO; ROGERO; TI-
RAPEGUI, 2019), by reducing about 25% of the am-
monium content (PETRY et al., 2015), we investigated 
whether the L-glutamine supplementation could also 

Figure 5 – Correlations

A) Adiposity and GTT-AUC at the 6th week (r = 0.433, P = 0.021, all animals together). B) Adiposity and adipose tissue’s CAT activity (r = 0.350, P = 0.092, all 
animals together; r = 0.881, P = 0.048 for Ex+Glut). C) GTT-AUC at the 6th week and pancreas’ CAT activity (r = -0.544, P = 0.003). Pearson’s correlation.

Font:  The authors.
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exert a synergistic effect in the exercise-induced glu-
cose sensibility. We found that three- and six- weeks 
of L-glutamine supplementation associated with the 
moderate aerobic training helped in improve the glu-
cose intolerance, which was related with the decrease 
of adiposity. This effected preceded the effect of the 
interventions isolated, which was only perceptible 
after the 6-weeks following. The protective effect of 
L-glutamine in the glucose tolerance may be due to 
the enhancement of the insulin production and secre-
tion (MEDRAS et al., 2018), which helps in augmenting 
the glucose uptake (CARLESSI et al., 2019). Therefore, 
these positive effects of L-glutamine may be consid-
ered with caution before extrapolating it for obese 
subjects, since it could be related with a hyperinsu-
linemia (MEDRAS et al., 2018). Since metabolic disor-
ders or its improvement generally follow oxidative and 
inflammatory signaling, with HSP70 playing a funda-
mental role, we investigated whether the L-glutamine 
could prevent oxidative damage. 

In our study, L-glutamine associated to mod-
erate aerobic training increased the lipoperoxidation 
in the gastrocnemius muscle tissue compared to that 
observed in the non-supplemented trained animals. 
Nevertheless, it also increased the muscle SOD and 
CAT antioxidant activities, the last one compared to 
non-supplemented trained animals. CAT acts on the 
SOD-generated H2O2, while HSP70 inhibits one of the 
O2

- and H2O2 producers, the NADPH oxidase (NOX) 
(CHEN et al., 2012). Therefore, the increase of SOD 
and CAT activity may provide enough antioxidant 
defense to upkeep its mass during moderate train-
ing, explaining why the HSP70 remained unchanged. 
Moreover, L-glutamine upregulated the SOD and CAT 
antioxidant activities in pancreas tissue of animals un-
dergoing physical training, which is in agreement with 
its protective role in diabetic rats’ pancreatic islets 
(MEDRAS et al., 2018; CARLESSI et al., 2019). An in-
creased antioxidant activity in the pancreas may neu-
tralize the ROS production, and suppress the ROS-de-
rived neutralization of insulin (MUNHOZ et al., 2016). 
Thus, the increased pancreas antioxidant activity may 
explain the L-glutamine-related enhancement in the 
glucose tolerance, and this is also supported by the in-
verse correlation between pancreas CAT activity and 
the GTT-AUC at the final week.

We also found that, in the adipose tissue 
(EWAT), the association of L-glutamine and moderate 
aerobic training reduced the CAT activity. Adipose tis-
sue’s antioxidant defense is indirectly related to sys-
temic antioxidant status, marks a metabolic impair-
ment (NEWSHOLME; DE BITTENCOURT, 2014; COSTA 

BEBER et al., 2020) and is positively related with the 
adiposity. Thus, the reduction of its antioxidant de-
fense, together with a reduction of central obesity 
triggered by the association of exercise and gluta-
mine may represent a better prognostic. The reduced 
antioxidant defense present by the adipose tissue, 
contrarily to the increased defense presented by the 
other metabolic tissues may be associated with the 
adipose insulin resistance triggered by L-glutamine 
supplementation, while muscle and liver present an 
L-glutamine-induced amelioration in these aspects 
(ABBOUD et al., 2019). In this sense, L-glutamine 
could contribute to reducing the adiposity, by injuring 
the adipocytes, through insulin resistance and oxida-
tive stress.

As the central metabolic tissue, liver exerts an 
essential role supporting glycemic, lipid and protein 
metabolism, especially under intense exercise. How-
ever, if the effects of the L-glutamine supplementa-
tion are similar in liver and muscle remained unclear 
until this moment. A previous study showed that 
L-glutamine associated to L-alanine in its free form or 
in the dipeptide form could enhance liver glutamine 
and GSH content, without affecting the HSP70 ex-
pression (PETRY et al., 2015). In our study, we tested 
if the L-glutamine in its free form could improve the 
hepatic oxidative status in trained animals. We found 
that moderate training reduced the CAT activity, while 
L-glutamine supplementation increased it. Thus, this 
result show an important target of investigation con-
cerning to the hepatic effects of moderate exercise. 
Nevertheless, this effect was neutralized when the 
L-glutamine was combined to training. 

L-glutamine has an essential role in maintain-
ing the antioxidant system. However, high-duration or 
intense exercises deplete the L-glutamine pools and 
lead to an oxidative condition, here perceptible in the 
CAT down regulation in the hepatic tissue. Thus, the 
supplementation could provide an exogenous source 
of L-glutamine. L-glutamine (1g/kg) combined to L-al-
anine supplementation increased plasma L-glutamine 
by approximately 60% (PETRY et al., 2014, 2015), 
muscle GSH content by 100% (PETRY et al., 2014), 
and liver GSH content by 90% compared to non-sup-
plemented trained animals (PETRY et al., 2015). How-
ever, the oral administration of L-glutamine in its free 
form has been criticized concerning to its efficacy 
(CRUZAT et al., 2018), since only half of L-glutamine 
load supplied by the gastrointestinal route escapes 
the splanchnic bed (MATTHEWS, 1990; DECHELOTTE 
et al., 1991). Despites the loss of L-glutamine to en-
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terocytes provision, our results shows that the oral 
administration is still an efficient way when combined 
to physical training.

Here, we used a six-weeks moderate aero-
bic training protocol, which was already validated in 
previous studies (HECK et al., 2017; MAI et al., 2017; 
KOSTRYCKI et al., 2019). Since rodents feed with stan-
dard diets and remained sedentary tends to develop 
weight gain and obesity because of the free access 
to food (MARTIN et al., 2010; SEO et al., 2014), and 
present an innate swimming ability, the swimming 
represents a replicable protocol, very similar to the 
human condition. Besides, eight-weeks training leads 
to physiological adaptations, such as an improved 
physical performance, reduction of adiposity and car-
diac hypertrophy, whilst enhances the skeletal mus-
cle mass (ARAUJO et al., 2015). In addition, it also 
improves glycemic and lipid parameters in high fat 
diet-fed animals (JANG et al., 2014; ARAUJO et al., 
2015). Some of these effects are also evident in stan-
dard diet-fed animals, following a twelve-weeks swim-
ming protocol (MAI et al., 2017). Taking together, these 
data enhances the replicability of swimming protocol 
and highlights the possibility of extending it for longer 
periods, with a guarantee of physical adaptation. 

However, our study has some limitations. Swim-
ming requires a high tissue demand and response, 
which can be different between animals and humans, 
because of the size and movement patterns (SEO et 
al., 2014). Besides, in this study, we only used male 
mice, and female could respond differently to the 
training protocol and L-glutamine supplementation, 
since estrogen per se has a powerful antioxidant ac-
tivity. Finally, our data concerning to glucose tolerance 
may be carefully considered before extrapolating 
these results to an insulin resistant model, since we 
used standard diet-fed animals.

Taking together, our results show that L-gluta-
mine oral supplementation, even when not associated 
with L-alanine, improves the biometrical, glycemic and 
antioxidant status in male mice undergoing moderate 
aerobic training. These findings are in agreement with 
a recent report of the benefits of combined exercise 
training and L-glutamine supplementation in oral re-
dox and inflammatory parameters (ALMEIDA et al., 
2020). It is known that L-glutamine supplementation 
can improve the muscle and liver health by enhanc-
ing the glutamine-glutathione-HSF1-HSP70 regulation 
and protection (PETRY et al., 2014, 2015, 2019). Fur-
thermore, our study show that L-glutamine exerted 
the improvement in biometric and glycemic metab-
olism in animals undergoing aerobic training, by an 

indirect antioxidant activity, enhancing muscle, pan-
creas and liver antioxidant defenses, but not in EWAT, 
even without changes to the HSP70 content yet.

CONCLUSION

In conclusion, the L-glutamine supplementa-
tion in its free form, helps in increasing the gastroc-
nemius mass and improving the glucose tolerance 
in animals submitted to moderate aerobic training. 
These benefits are related to the improvement of the 
antioxidant status verified in the metabolic tissues, 
gastrocnemius muscle, liver and pancreas in animals 
undergoing moderate aerobic training. Moreover, our 
study shows that the L-glutamine-related antioxidant 
effect extrapolates the already known glutamine-glu-
tathione-HSP70 axis, and enhances other antioxidant 
enzymes, such as SOD and CAT activities. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL
Table S1 – A detailed description of the standard diet (Nuvilab CR-1, commercially obtained from Nuvital Nutrientes SA)

Component Content

Crude protein 220 g/kg

Ethereal extract 40 g/kg

Mineral material 90 g/kg

Crude fiber 70 g/kg

Vitamins

Vit A 13000 U/kg

Vit D3 2000 U/kg

Vit E 34 U/kg

Vit K3 3 mg/kg

Vit B1 5 mg/kg

Vit B2 6 mg/kg

Vit B6 7 mg/kg

Vit B12 22mcg/kg

Niacin 60 mg/kg

Calcium pantothenate 20 mg/kg

Folic acid 1 mg/kg

Biotin 0.05 mg/kg

Choline 1900 mg/kg

Sodium minerals 2700 mg/kg

Manganese 60 mg/kg

Zinc 60 mg/kg

Copper 10 mg/kg

Iodine 2 mg/kg

Selenium 0.05 mg/kg

Cobalt 5 mg/kg

Fluorine 80 mg/kg

Iron 50 mg/kg

Amino acids

Lysine 12 g/kg

Methionine 4000 mg/kg

Addictions

BHT 100 mg/kg

U – International Unit

 Font:  The authors. 
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Figure S1 – Effect of association of L-glutamine supplementation in animals submitted to moderate aerobic 
training on weight gain, Lee Index, food and water intake

A) Weight gain (P = 0.215, F3, 24 = 1.601). B) Lee Index at the 3rd week (P = 0.689, F3, 26 = 0.493). C) Lee Index at the 6th week (P = 0.718, F3, 24 = 0.451). D) Food 
intake (P = 0.744, F3, 44 = 0.413). E) Water intake (P = 0.3614, F3, 43 = 1.095). Data presented as mean ± SD. One-way ANOVA, followed by Tukey (n = 6-8 p/ group).

 Font:  The authors. 

Figure S2 – Effect of association of L-glutamine supplementation in animals  
submitted to moderate aerobic training on GTT-AUC 

A) AUC-GTT 3rd week (P = 0.100, F3, 24 = 2.321). B) AUC-GTT 6th week (P = 0.168, F3, 24 = 1.833). Data presented as mean ± SD. One-way ANOVA, followed by 
Tukey (n = 6-8 p/ group).

 Font:  The authors. 
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