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RESUMO 

 

Os compostos fenólicos presentes em alimentos e em subprodutos do 

processamento de alimentos têm recebido uma atenção significativa na 

literatura, devido às suas propriedades antioxidantes intrínsecas. No sul 

do Brasil, cascas de noz-pecã [Carya illinoinensis (WANGENH) C. 

Koch] têm sido tradicionalmente utilizadas para a preparação de chá, 

que apresenta propriedades benéficas para a saúde humana, incluindo a 

redução dos níveis de colesterol e glicose, a prevenção de distúrbios 

gastrointestinais e redução de peso, entre outros efeitos. Neste estudo, 

foram obtidos extratos aquoso e hidroalcoólico de cascas de noz-pecã e 

caracterizados por teor de fenólicos totais (Folin-Ciocalteu), taninos 

condensados, capacidade antioxidante (ABTS e DPPH) e potencial de 

inibição da peroxidação lipídica (TBARS). O efeito da administração 

dos extratos sobre a absorção de triglicerídeos, colesterol total 

plasmático, diminuição de atividade de lipídica, atividades 

hipoglicêmica e anti-obesidade foram determinados em camundongos 

BALB/c. Além disso, foi avaliado o efeito dos extratos sobre o sistema 

de defesa antioxidante endógena dos camundongos. Os extratos aquoso 

e hidroalcoólico mostraram níveis elevados de compostos fenólicos 

(465,0 e 688,1 mg GAE/g), taninos condensados (2351,6 e 2795,8 mg 

CE/g), atividade antioxidante de 80 e 85 % (DPPH) e 88 % e até 96 % 

(ABTS), respectivamente. Os extratos reduziram a lipoperoxidação in 

vivo em homogenatos de fígado (taxa de inibição de até 59 %), sendo 

eficazes na inibição da absorção do colesterol total (49,9 % e 32,2 % 

para os extratos aquoso e hidroalcoólico, respectivamente) e de 

triglicerídeos (46 % e 51 % dos extratos aquoso e hidroalcoólico, 

respectivamente). Os níveis de glicose no sangue foram modificados nos 

animais tratados com os extratos (em torno de 60 % de redução), o que 

também impediu o ganho de peso induzido pela dieta hipercalórica (9,25 

% e 11,25 % em comparação com o grupo de controle negativo e 

Lovastatina, respectivamente). Os extratos apresentaram atividade 

antioxidante sobre as condições de estresse oxidativo e foram capazes 

de modular o sistema de defesa antioxidante endógeno. 

 

Palavras chaves: Compostos fenólicos, casca de noz-pecã, atividade 

antioxidante, dislipidemias, glicemia, obesidade. 
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ABSTRACT 

 

Phenolic compounds present in foods and in by-products from food 

processing have received significant attention in literature due to their 

intrinsic antioxidant properties. In southern Brazil, pecan nut [Carya 

illinoinensis (WANGENH) C. Koch] shells have traditionally been used 

for the preparation of tea drinks, which exhibits beneficial properties to 

human health, including the lowering of the cholesterol and glucose 

levels, the prevention of stomach and intestinal disorders and weight 

reduction, among others effects. In this study we determined the 

aqueous and hydroalcoholic extracts of pecan nut shells and 

characterized them by total phenolic content (Folin-Ciocalteu), 

condensed tannins, antioxidant capacity (ABTS and DPPH) and 

potential for inhibition of lipid peroxidation (TBARS). The effect of 

administration of the extracts on the absorption of triglycerides, total 

serum cholesterol, lipid lowering activity, hypoglycemic and anti-

obesity activities was determined in BALB/c mice. In addition, the 

effect of the extracts on the endogenous antioxidant defense system of 

the mices was evaluated. The aqueous and hydroalcoholic extracts 

showed high levels of phenolic compounds (465.0 and 688.1 mg 

GAE/g), condensed tannins (2351.6 and 2795.8 mg CE/g), antioxidant 

activity of 80 % and 85 % (DPPH) and, 88 and to 96 % (ABTS), 

respectively. The extracts reduced in vivo TBARS in mice liver 

(inhibition ratios of up to 59 %) and also were effective in the inhibition 

of the absorption of total cholesterol (49.9 % and 32.2 % for aqueous 

and hydroalcoholic extracts, respectively) and triglycerides (46 % and 

51 % for aqueous and hydroalcoholic extracts, respectively). The a 

blood glucose level was modified in the animals treated with the extracts 

(about 60 % of reduction), which also prevented weight gain induced by 

the high calorie diet (9,25 % e 11,25 % compared to the negative control 

group and Lovastatina, respectively). The extracts showed antioxidant 

activity on the conditions of oxidative stress and were able to modulate 

the endogenous antioxidant defense system.  

 

Keywords: Phenolic compounds, pecan nut shell, antioxidant activity, 

dyslipidemia, glycemia, obesity.   
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1. Introdução 

A sociedade moderna e tecnológica tem modificado seus 

padrões comportamentais com reflexos imediatos nos hábitos de vida e, 

por consequência, nos padrões nutricionais e terapêuticos do homem 

ocidental. Com isso distúrbios metabólicos como a obesidade e suas 

comorbidades estão se tornando problemas de saúde pública.  

Por outro lado, a busca e o aumento do consumo de alimentos 

naturais de elevada qualidade nutricional estimula a produção e as 

pesquisas relacionadas a alimentos e plantas medicinais que possuam 

compostos com efeitos benéficos à saúde. Essas investigações envolvem 

pesquisas multidisciplinares que buscam elucidar os mecanismos de 

ação, além de caracterizar substâncias capazes de atuarem contra 

inúmeras doenças, o que possibilita a descoberta de compostos bioativos 

e até o desenvolvimento de novos fármacos (BALUNAS; KINGHORN, 

2005; TRIGGLE, 2007; LAM, 2007). 

Entre os compostos bioativos muito estudados em função da 

atividade antioxidante comprovada estão os compostos fenólicos. O 

consumo destas substâncias, presentes na maioria das frutas e vegetais, 

tem sido associado à potencialização de efeitos promotores da saúde 

humana através da prevenção e tratamento de várias doenças como a 

inibição da oxidação do LDL colesterol e consequente redução do 

colesterol total plasmático. Além disso, ação anti-inflamatória, 

antiplaquetária e efeitos antialergênicos têm sido reportados na literatura 

(VILLARREAL-LOZOYA et al., 2007; CREWS et al., 2005; KOO; 

SUHAILA, 2001).  

A noz pecã [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch] apresenta 

teores elevados de compostos fenólicos e de taninos condensados, 

principalmente nas cascas, que são um resíduo do processamento 

(WORLEY, 1994). No sul do Brasil as cascas são comercializadas em 

pedaços ou trituradas para o preparo de chá, onde são atribuídos ao seu 

consumo diversos benefícios à saúde como proteção contra o câncer, 

hipercolesterolemia, diabetes, artrites e obesidade, entre outros.  

Efeitos antioxidantes de extratos de casca de noz pecã já foram 

observados tanto em sistemas in vitro (PRADO et al., 2014; RIBEIRO, 

2014) e in vivo (ABDALLAH et al., 2011; MÜLLER et al., 2013). 
Desta forma, é possível que o extrato da casca de noz pecã também 

possa ser uma fonte alternativa para ingestão de antioxidantes naturais, 

conferindo maior proteção antioxidante aos sistemas biológicos. 

Sabe-se que o sistema de defesa antioxidante biológico é 

constituído de um arranjo de diversos componentes lipossolúveis 
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(vitamina E, carotenoides), hidrossolúveis (ácido ascórbico, glutationa) 

e enzimáticos (superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, 

glutationa s-transferase, glutationa redutase) que podem ter origem no 

próprio organismo ou adquiridas através da dieta (SILVA et al., 2010). 

Em condições normais suas propriedades são suficientes para suprir os 

radicais livres gerados, sob a forma de espécies reativas de oxigênio 

(ERO).  

No entanto, há situações em que o equilíbrio entre a produção 

de ERO e as defesas antioxidantes pode ser destruído devido uma 

produção excessiva dessas espécies, ou porque existe um déficit nas 

defesas antioxidante da célula. Este desequilíbrio denomina-se de 

estresse oxidativo. Nessas situações, as ERO em excesso podem oxidar 

e danificar lipídeos, proteínas e DNA, levando à modificação e inibição 

da função normal desses componentes. Este estresse está associado 

como causa de muitas doenças incluindo dislipidemias, diabetes, 

obesidade, entre outras. 

Sabe-se que a obesidade é um problema de saúde pública e uma 

doença multifatorial complexa caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

tecido adiposo em relação à massa magra tecidual. O excesso de tecido 

adiposo, por sua vez está associado à resistência à insulina, 

hiperglicemia, hipertensão arterial sistêmica e dislipidemias. Quadros de 

obesidade, resistência à insulina e dislipidemia apresentam diminuição 

dos mecanismos de defesa antioxidante e a instalação do estresse 

oxidativo em função da elevação das ERO que causam a oxidação de 

componentes da membrana celular. 

Portanto, o consumo de extratos da casca de noz pecã, pode 

constituir um mecanismo preventivo ou terapêutico para esses processos 

patológicos que envolvem oxidação como mecanismo de 

desenvolvimento ou consequência da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

2. Objetivo 

 

2.1 Objetivo geral  
 Avaliar o potencial antioxidante, hipolipidemiante, 

hipoglicemiante e antiobesidade de extratos da casca de noz pecã 

[Carya Illinoinensis (Wangenh) C. Koch] em camundongos Balb/C 

isogênicos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

•  

Obter extratos aquoso e hidroalcóolico da casca de Carya Illinoinensis 

através do método de infusão assistida por ultrassom. 

• Quantificar nos extratos obtidos os compostos fenólicos totais e 

taninos condensados por espectrofotometria no UV. 

• Determinar atividade antioxidante pelos ensaios ABTS e DPPH 

e potencial de inibição de peroxidação lipídica in vitro pelo ensaio 

TBARS dos extratos obtidos. 

• Avaliar os efeitos agudos de inibição da absorção de 

triglicerídeos e colesterol total plasmáticos dos extratos suplementados 

em camundongos Balb/c isogênicos. 

• Determinar a atividade hipolipidemiante, hipoglicemiante e 

antiobesidade dos extratos suplementados em camundongos Balb/c 

isogênicos alimentados com dieta hipercalórica. 

• Determinar o efeito dos extratos sobre o sistema de defesa 

antioxidante endógeno de camundongos Balb/c isogênicos alimentados 

com dietas normal e hipercalórica. 
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26 

 

  



27 

 

Iniciação:  

1.  R-H + iniciador → R
•
 (Radical carbonila) 

Propagação:  

2.  R
• 
+ O2 → RO2

•
 (Radical peroxila)  

3.  RO2
•
 + R-H  → R

•
 + ROOH (Lipohidroperóxido)  

4.  2ROOH →   RO2
•
 + RO

• 
 + H2O  

Terminação:  

5. RO2
•
 + RO 2

•
 → ROOR + O2  

6. RO2
•
 + R

•
 → ROOR  

7. R
•
 + R

•
 → RR (Dímeros ou polímeros)  

 

Reações catalisadas por metais 

(1) LOOH + Mn
+1

→ LO• + HO
-
 + Mn

+1
  

(2) LOOH + Mn
+1

 → LOO• + H
+
+ Mn

+
   

 

1. Revisão Bibliográfica 

 

1.1 Oxidação lipídica em alimentos 
 

A fração lipídica dos alimentos está relacionada a diversas 

propriedades sensoriais, como aroma, coloração, textura, suculência, 

estabilidade das proteínas, vida de prateleira e conteúdo calórico 

(ALLEN; FOEGEDING, 1981). 

Durante o processamento e o armazenamento de alimentos que 

contém lipídeos em sua constituição, o principal mecanismo de 

deterioração é a oxidação lipídica (TABEE et al., 2008). A oxidação dos 

constituintes lipídicos implica em alterações na qualidade dos alimentos 

que podem ser percebidas pelas mudanças nas características sensoriais, 

no valor nutricional e pela produção de compostos potencialmente 

tóxicos.  

Os processos de oxidação lipídica envolvem a reação de ácidos 

graxos insaturados com agentes sensibilizadores, podem ocorrer por 

oxidação enzimática, fotoxidação e/ou autoxidação (MARIUTTI; 

BRAGAGNOLO, 2009). Portanto, a estabilidade de determinado 

alimento fonte de lipídios depende da proporção de ácidos graxos 

saturados e insaturados (TIRITAN; BEUX, 2006).  

Considera-se então, a oxidação como um fenômeno químico 

complexo, envolvendo reações radicalares capazes de auto propagação, 

e que dependem do tipo de ação catalítica (temperatura, íons metálicos, 

radicais livres e pH). No decurso da reação, ela é classicamente dividida 

em três fases: iniciação, propagação e terminação, (Figura 1) (BORGES 

et al., 1999). 
 

Figura 1: Reações de oxidação lipídica 
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A fase que corresponde às reações de iniciação da oxidação de 

lipídeos pode ser promovida por dois grupos de fatores, (1) pelo impacto 

ou absorção de energia ou (2) por reações redox (SLATER et al., 1987).  

Portanto, o início do processo de oxidação lipídica decorre da interação 

de um iniciador reagindo com o ácido graxo insaturado. Acontece a 

retirada de um átomo de hidrogênio do carbono metilênico adjacente à 

ligação dupla cis do ácido graxo insaturado, resultando na formação de 

radicais alílicos (SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985; KANNER, 1994). 

A reação continua na etapa de propagação que leva à formação de 

diversos peróxidos, que podem ser mensurados, servindo como índice 

da oxidação lipídica (GRAY, 1978; WANG et al., 1995; HALLIWELL; 

CHIRICO, 1993). 

Íons de metais de transição, como Fe
n+

 e Cu
n+

, podem participar do 

processo catalisando a formação de radicais lipídicos alcoxila, peroxila e 

hidroxila a partir dos hidroperóxidos (GARDNER, 1989; 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). 

As reações oxidativas continuam a ocorrer até a fase de terminação. 

Com o esgotamento dos substratos, as reações vão cessando e inicia-se a 

formação dos produtos finais estáveis ou não reativos (KUBOW, 1992; 

SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985). 

Para que a oxidação ocorra nem todas as formas do oxigênio 

são promotoras da oxidação lipídica. Deste modo, a reação de adição de 

um elétron ao oxigênio molecular (O2) leva à formação do ânion 

superóxido (O2
•−

) (considerado instável por possuir número ímpar de 

elétrons na última camada). O ânion superóxido é considerado uma 

espécie relativamente pouco reativa, e ainda que tenha baixa afinidade 

por biomoléculas, ele dá origem a radicais de elevado potencial pró-

oxidante (DUTHIE, 1993; HALLIWELL, 1994; KANNER, 1994; 

FERRARI, 1998). 

Para controlar a oxidação lipídica, diversos antioxidantes, tanto 

sintéticos quanto naturais (extratos naturais ricos em tocoferóis, outros 

extratos de vegetais e especiarias ricos em carotenoides) têm sido 

empregados em alimentos (PEARSON et al., 1977; LADIKOS; 

LOUGOVOIS, 1990; DONNELLY; ROBINSON, 1995; GRAY et al., 
1996). 

 

1.2 Oxidação e Estresse Oxidativo in vivo 

 

Os lipídeos no organismo fazem parte da fração fosfolipídica, que 

constituem as membranas celulares e organelas e da fração triglicerídea, 

que é constituída dos lipídeos neutros, presentes em adipócitos ou no 
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interior de células musculares representando uma fonte de reserva 

energética (ALLEN; FOEGEDING, 1981). 

Durante o metabolismo normal, ocorre oxidação de componentes. 

Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre 

redução tetravalente, com adição de quatro elétrons, resultando na 

formação de água (H2O). Durante esse processo são formados 

intermediários reativos, como os radicais superóxido (O2
-.
), 

hidroperoxila (HO2.), hidroxila (OH)
•
, e peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Normalmente, a redução completa do O2 ocorre na mitocôndria, e a 

reatividade das espécies reativas de oxigênio (ERO) é neutralizada com 

a entrada dos quatro elétrons (COHEN, 1989). 

A oxidação de componentes como tióis, cofatores enzimáticos, 

proteínas, nucleotídeos e lipídios, principalmente ácidos graxos 

poliinsaturados (AGPI) são, portanto, mediadas por espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN), conhecidas 

genericamente como radicais livres (RL) que alteram a permeabilidade, 

fluidez e integridade das membranas (MAHATTANATAWEE et al., 

2006; STAHL et al., 2001).  

Uma vez produzidas, as ERO são majoritariamente removidas pelas 

defesas antioxidantes da célula, sendo a manutenção do equilíbrio entre 

a produção de radicais livres e as defesas antioxidantes uma condição 

essencial para o funcionamento normal do organismo (VALKO et al., 

2007).  

As defesas antioxidantes produzidas pelo organismo podem ser 

enzimáticas ou não enzimáticas. Exemplo destas defesas são a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase 

(GPx), a glutationa redutase (GR), entre outras. Entre as defesas 

antioxidantes não enzimáticas destacam-se compostos como a glutationa 

(GSH) o α-tocoferol (vit. E), o ácido ascórbico (vit. C), o ácido lipóico, 

os carotenoides, os flavonóides, entre outros (VALKO et al., 2007). 

O desequilíbrio entre o sistema de defesas antioxidantes e a 

geração das ERO é denominado de estresse oxidativo e apresenta efeitos 

prejudiciais, tais como a peroxidação dos lipídios de membrana e 

agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às enzimas, 

carboidratos e DNA (BONNES; GUÉRIN, 1992; BARREIROS; 

DAVID, 2006). 

Tal processo conduz à oxidação de biomoléculas com 

consequente perda de suas funções biológicas e/ou desequilíbrio 

homeostático, cuja manifestação é o dano oxidativo potencial contra 

células e tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). 
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Esses danos celulares encontram-se aumentados, por exemplo, nos 

indivíduos obesos, e predispõem às comorbidades, como hipertensão 

arterial sistêmica, dislipidemia, eventos tromboembólicos, diabetes 

mellitus, além de neoplasias (GILLER; SINGLER, 1995; ROMERO al., 

1998; CARNEIRO et al., 2003; FERREIRA et al., 2007; ALVES et al., 

2011; ZHANG et al., 2011).  

 

1.3 Doenças relacionadas ao processo oxidativo 

 

1.3.1 Dislipidemias 

 

As dislipidemias são consideradas alterações metabólicas 

decorrentes de distúrbios no metabolismo lipídico, que ocasionam 

alterações nos valores plasmáticos das lipoproteínas, tanto no 

metabolismo do colesterol quanto dos triglicerídeos (SBC, 2007). 

De acordo com a etiologia, as dislipidemias podem ser 

classificadas em primárias e secundárias, sendo as primárias resultantes 

de causas genéticas, dentre as quais se destacam a hipercolesterolemia 

familiar, a hiperlipidemia familiar combinada (manifesta-se pelo 

aumento das concentrações plasmáticas de colesterol total (CT) e 

triglicerídea (TG), nem sempre simultaneamente e hipercolesterolemia 

poligênica (forma mais comum, com envolvimento de genes distintos, 

os quais promovem aumento das concentrações de lipoproteína de baixa 

densidade - LDL). As dislipidemias secundárias são aquelas 

relacionadas às doenças como diabetes melittus tipo 2, hipotireoidismo, 

insuficiência renal crônica, hepatopatias colestáticas crônicas, 

obesidade, ou aos efeitos de medicamentos ou ainda devido a hábitos de 

vida inadequados (tabagismo, etilismo, sedentarismo, alimentação 

desbalanceada) (SBC, 2007).  

A dieta é um dos fatores preponderantes ao desenvolvimento de 

dislipidemias, o que é demonstrado por vários estudos, onde a alta 

ingestão de ácidos graxos saturados e de colesterol, assim como de 

ácidos graxos isômeros trans, está associada às dislipidemias e doenças 

cardiovasvulares (DCV) (CASTRO et al., 2004; CERVATO; VIEIRA, 

2003; DEBOER et al., 2003; NICKLAS et al., 2002; TWISK et al., 

1996). Segundo Rimm et al. (1998), a redução da ingestão de vitaminas 

e minerais, associada à dieta rica em alimentos industrializados e 

gorduras, também pode aumentar o risco de aparecimento de DCV. 

Sendo o contrário verdadeiro, a adequação de uma dieta 

moderada em gordura (em torno de 25 % do total de recomendação 

energética diária) está associada a concentrações plasmáticas diminuídas 
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de colesterol e menor incidência de DCV (SCHAEFER, 2002). Porém, 

mais importante do que a quantidade total de gordura ingerida é a 

qualidade deste nutriente, a simples substituição de gordura saturada por 

insaturada reduz a concentração plasmática de CT e LDL (DEWAILLY, 

et al., 2001; DJOUSSÉ et al., 2001; SCHAEFER, 2002). Além desses 

nutrientes, o tratamento ou prevenção das dislipidemias pode envolver o 

uso de outros componentes alimentares, como fitoesteróis, ácido 

linolênico, compostos fenólicos, e outros (BROWN et al., 1999; DAVY 

et al., 2002; SBC, 2007). 

 

1.3.2 Obesidade 
 

A obesidade é uma doença que se caracteriza pelo acúmulo 

excessivo de gordura corporal. É um grave problema de saúde pública 

nos países desenvolvidos, e um crescente problema nos países em 

desenvolvimento (REXRODE et al., 1997; MARTORELL et al., 1998; 

WHO, 2000). O determinante imediato para o desenvolvimento da 

obesidade é a alta ingestão energética associada ao sedentarismo 

(REXRODE et al., 1997). 

Ela está associada a um quadro de inflamação crônica de baixo 

grau, que predispõe à resistência à insulina e ao desenvolvimento do 

diabetes mellitus tipo 2, o que implica aumento do risco para DCV, 

sendo que a gravidade desta doença pode ser medida por complicações 

com associação a diversas doenças e agravos à saúde (KENNEDY et al., 

2009). 

Estudos verificaram que a obesidade está diretamente relacionada a 

alterações nas funções endócrinas e metabólicas do tecido adiposo, 

sendo que em indivíduos obesos, esse tecido aumenta a capacidade de 

síntese de moléculas com ação pró-inflamatórias (BULLO et al., 2007; 

SHAH; MEHTA; REILLY, 2008). 

O tratamento da obesidade é benéfico na medida em que a perda de 

peso reduz o risco de mortalidade e morbidade. Ainda que a perda de 

peso moderada, 5 a 10 % do peso inicial, já leva a efeitos benéficos para 

a saúde (GOLDESTEIN, 1992; VAN GAAL, 1997). 

Dentre os tratamentos mais comuns para a redução da obesidade e 

suas comorbidades, verifica-se que a modulação da dieta com 

introdução de alimentos considerados funcionais está crescendo a cada 

dia (GOLDESTEIN, 1992; VAN GAAL, 1997). 
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1.3.3 Diabetes 

 

Diabetes é uma desordem metabólica caracterizada pelo aumento 

de glicemia (hiperglicemia), decorrente da falta de insulina ou 

incapacidade desta exercer adequadamente seus efeitos nos tecidos-

alvos, e, cronicamente está associada à disfunção e falência de vários 

órgãos, especialmente dos olhos, rins, coração e vasos sanguíneos 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006). Globalmente, a sua 

prevalência tende a aumentar, devido ao envelhecimento e a mudanças 

socioeconômicas (KING et al., 1998). 

Para conviver com a doença há necessidade de um controle 

rigoroso da glicemia, uma vez que ainda não existe cura. O tratamento 

convencional, antes do advento da insulina exógena e hipoglicemiantes 

orais, ocorria a base de plantas medicinais para o controle do diabetes, 

pois são importantes fontes de substâncias potencialmente terapêuticas 

(GRAY; FLATT, 1999). 

Estudos esclarecem que existem vias e enzimas específicas que 

podem ser moduladas, como a via poliol e a enzima aldose redutase, 

podendo reduzir os danos causados pelo diabetes descompensado (LEE, 

2002). No contexto da expansão mundial da diabetes, uma intensa 

procura de novos compostos com potencial anti-diabético é necessário. 

Flavonoides como compostos fenólicos não só inibem a via do poliol, 

mas também estão envolvidos na prevenção da superprodução de 

superóxido e nos processos de quelação de íons metálicos (FUENTE; 

MANZANARO, 2003).  

 

1.4 Determinação de defesas antioxidantes 
 

Os processos oxidativos podem ser evitados por meio da 

modificação das condições ambientais ou pela utilização de mecanismos 

antioxidantes com propriedades de impedir ou diminuir o 

desencadeamento das reações oxidativas e, assim, reduzir a indução de 

danos (SIES, 1993; SEIFRIED, 2007).  

Os principais meios de defesa antioxidantes no organismo 

podem ser divididos em dois grupos (1) enzimáticos, tais como, 

superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPx) e, glutationa redutase (GR); e (2) não enzimáticos, 

micromoléculas, que podem ter origem no próprio organismo ou são 

adquiridas através da dieta, tais como, β-caroteno, selênio, α-tocoferol, 

compostos fenólicos, vitamina C e glutationa (YU, 1994; COULTER; 

FEHILY; STRAIN,1999). 
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O sistema antioxidante enzimático constitui a primeira linha de 

defesa endógena ao ataque de ERO. As enzimas antioxidantes impedem 

a formação de ERO ou evitam sua interação com alvos celulares, 

bloqueando, portanto, a etapa de iniciação da cadeia radicalar (ROVER; 

HÖEHR; VELLASCO, 2001). 

A enzima SOD catalisa a destruição do radical ânion 

superóxido O2
•−

, convertendo-o em oxigênio e peróxido de hidrogênio. 

Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém Cu
2+

 e 

Zn
2+

 como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade 

não é afetada pelo estresse oxidativo. Secundáriamente, ocorre o Mn
2+

 

como centro redox na mitocôndria e sua atividade aumenta com o 

estresse oxidativo (BABIOR; BRAZ, 1997). 

A enzima catalase que atua na dismutação do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em oxigênio e água (BABIOR; BRAZ, 1997).   

E a GSH em conjunto com duas enzimas GPx e GR. Esse sistema 

também catalisa a dismutação do peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua forma 

oxidada e sua forma reduzida. A GSH reduz o H2O2 a H2O em presença 

de GPx, formando uma ligação dissulfeto e, em seguida, a GSH é 

regenerada pela GR (BABIOR; BRAZ, 1997).  

A glutationa peroxidase (GPx), que controla os níveis de peróxido 

de hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos oriundos do ataque de espécies 

radicalares, possui uma característica importante, apresentando um 

resíduo de cisteína contendo selênio covalentemente ligado ao restante 

da enzima (ROVER JR et al., 2000). A deficiência de selênio no 

organismo apresenta uma diminuição na atividade desta enzima em sua 

forma reduzida, e tem sido associada com alterações no metabolismo 

celular. Neste sentido, o controle dos níveis de glutationa (GSH), 

substrato da enzima GPx, torna-se importante (ROVER JR et al., 2000). 

A glutationa (GSH) é um tripeptídeo composto de aminoácidos não 

essenciais (glutamina, cisteína e glicina), sendo marcador da saúde 

celular e indicativa de lesão oxidante quando seus níveis apresentam-se 

baixos. Ela pode estar no organismo nas formas reduzida ou oxidada, 

atuando direta ou indiretamente em muitos processos biológicos 

importantes, incluindo a síntese de proteínas, metabolismo e proteção 

celular (JORDÃO JR et al., 1998). 

 A atividade antioxidante de compostos ingeridos através da 

dieta podem favorecer as defesas antioxidantes endógenas ou agir em 

sinergismo com as mesmas. Os antioxidantes não enzimáticos 

provenientes da dieta podem, portanto, prevenir danos oxidativos por 

interação direta e indireta com as ERO, mantendo o equilíbrio dinâmico 
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entre a produção de oxidantes e a concentração de compostos 

antioxidantes minimizando os danos oxidativos no organismo 

(CHIDAMBARA; MURTHY; JAYAPRAKASHA; SINGH, 2002, 

SINGH et al., 2008, ALVES et al., 2010).  

 

1.5 Antioxidantes  
 

O retardo de reações de oxidação por determinados compostos 

foi inicialmente registrado por Berthollet, em 1797, e depois esclarecido 

por Davy, em 1817 (BAILEY, 1996). O atual conhecimento das 

propriedades de inúmeros produtos químicos para prevenir ou retardar a 

oxidação teve início com estudos clássicos de Moureu e Dufraise. 

Durante a I Guerra Mundial e pouco depois, estes pesquisadores 

testaram a atividade antioxidante de mais de 500 compostos. Esta 

pesquisa básica, combinada com a vasta importância da oxidação em 

praticamente todas as operações de manufatura, desencadeou uma busca 

por aditivos químicos a fim de controlar a oxidação, que ainda hoje está 

em curso (BAILEY, 1996). 

Define-se os antioxidantes como compostos que, quando 

presentes em baixas concentrações comparados a do substrato oxidável 

(ácidos graxos poliinsaturados, proteínas, carboidratos ou DNA), podem 

retardar a reação de oxidação atuando nas etapas das reações em cadeia 

do processo oxidativo (ZHENG; WANG, 2001; FENNEMA, 1993). 

Segundo a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilância 

Sanitária), antioxidante é a substância que retarda o aparecimento de 

alterações oxidativas no alimento (SOUSA et al., 2007). Já para a FDA 

(Food and Drug Administration), antioxidantes são substâncias 

utilizadas para preservar alimentos através do retardamento da 

deterioração, rancidez e descoloração, decorrentes da autoxidação. Essas 

substâncias retardam a velocidade da oxidação, através de um ou mais 

mecanismos, tais como inibição de radicais livres, complexação de 

metais e redução de oxidantes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). 

Para que uma substância possa ser um antioxidante, ela precisa 

possuir uma estrutura química que lhe permita não apenas ligar radicais 

livres, mas também estabilizá-los para que os mesmos não possam 

propagar o processo oxidativo. Do ponto de vista químico, as estruturas 

fenólicas e polifenólicas são as mais adequadas para atuarem como 

antioxidantes, já que podem estabilizar um radical livre de oxigênio ou 

um ácido graxo doando um hidrogênio e estabilizando internamente o 

radical livre originado, formando um produto estável (VALENZUELA; 

NIETO, 2001).  
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Além dos sistemas antioxidantes nos alimentos sabe-se que para 

alcançar uma proteção eficiente, os tecidos dispõem de um sistema 

antioxidante integrado, que consiste em um arranjo de diversos 

componentes lipossolúveis (vitamina E, carotenoides), hidrossolúveis 

(ácido ascórbico, glutationa) e enzimáticos (glutationa peroxidase, 

superóxido dismutase, catalase) (SILVA et al., 2010).  

Em resumo, os antioxidantes são capazes de estabilizar ou 

desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biológicos nas 

células. Os radicais formados a partir de antioxidantes não são reativos 

para propagar a reação em cadeia, sendo neutralizados por reação com 

outro radical, formando produtos estáveis ou podem ser captados por 

outro antioxidante (ANDRADE et al., 2007). 

No Brasil, o uso destes antioxidantes é controlado pelo 

Ministério da Saúde. Atualmente é permitido o uso dos antioxidantes: 

ácido ascórbico; ácido cítrico; ácido fosfórico; ácido 

nerdihidroguaiarético; butil-hidroxi-anisol (BHA); butil-hidroxi-tolueno 

(BHT); citrato de monoisopropila; lecitina; galato de propila (PG) ou de 

duodecila ou de octila; resina de guáiaco; tocoferóis; etileno-diamino-

tetracetato de cálcio e de sódio (EDTA); citrato de monoglicerídio; e 

terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (BAILEY, 2006). A legislação 

brasileira limita a aplicação de BHA e TBHQ em concentrações 

máximas de 200 mg/kg e de 100 mg/g para BHT (BRASIL, 2004).  

As substâncias antioxidantes podem apresentar diferentes 

propriedades protetoras e agir em diversas etapas do processo oxidativo, 

funcionando por diferentes mecanismos de ação, sendo, classificadas em 

duas categorias principais: antioxidantes primários e antioxidantes 

secundários. 

Os antioxidantes primários são compostos fenólicos que 

promovem a remoção ou inativação dos radicais livres formados durante 

a iniciação ou propagação da reação de oxidação, através da doação de 

átomos de hidrogênio a estas moléculas, interrompendo a reação em 

cadeia. Os átomos de hidrogênio doados pelos antioxidantes são 

abstraídos pelos radicais livres (R• e ROO•) mais facilmente de que os 

hidrogênios alílicos das moléculas insaturadas. Estes radicais (A
•
), 

estabilizados por ressonância, não têm a capacidade de iniciar ou 

propagar as reações oxidativas e constituem-se espécies inativas para 

reação em cadeia (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005).  

Frankel (1980) apresentou o mecanismo de ação representado 

pela Figura 2: 
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Figura 2. Mecanismo de ação dos antioxidantes primários 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os principais antioxidantes primários e mais conhecidos deste 

grupo são os polifenóis BHA, BHT, TBHQ e PG, que são sintéticos, e 

os tocoferóis, que são naturais (NAMIKI, 1990). Estes últimos também 

podem ser classificados como antioxidantes biológicos (NAMIKI, 1990; 

BAILEY, 1996). 

Os antioxidantes secundários atuam como sinergistas dos 

antioxidantes primários por atuarem como quelantes e/ou sequestrantes 

de metais, como removedores de oxigênio através de reações químicas 

estáveis que tornam as moléculas de oxigênio indisponíveis para 

atuarem como propagadores da autoxidação (WANASUNDARA; 

SHAHIDI, 2005). 

Além disso, esses antioxidantes podem atuar como agentes 

redutores, retardando o processo oxidativo, e ainda eles têm a 

capacidade de prover hidrogênios para os antioxidantes primários; 

decompor hidroperóxidos para espécies não radicalares; desativar o 

oxigênio singlete e absorver a radiação ultravioleta 

(WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005). 

Como exemplos dos quelantes de metais, destacam-se os 

ácidos: cítrico; málico; succínico; tartárico; EDTA; e os fosfatos. Já os 

considerados exemplos de agentes redutores e removedores de oxigênio 

têm-se os ácidos ascórbicos e eritórbicos; o eritorbato de sódio; o 

palmitato de ascorbila e os sulfitos (WANASUNDARA; SHAHIDI, 

2005; MADHAVI; SALUNKHE, 1995; RAMALHO; JORGE, 2006). 

Conforme Pereira (2010), os antioxidantes podem ser agrupados 

segundo os seus mecanismos de ação (Tabela 1). 

 

 

 

ROO
•
 + AH → ROOH + A

•
 

R
•
 + AH → RH + A

•
 

 

Onde: ROO
•
 e R

•
 = radicais livres;  

AH = antioxidante com um átomo de hidrogênio ativo e  

A
• 
= radical inerte. 
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Tabela 1. Mecanismos de ação dos antioxidantes. 

Tipo de 

Antioxidantes 

Mecanismos de Ação Compostos 

Antioxidantes Inativam os radicais 

livres lipídicos 

Compostos fenólicos 

Estabilizadores de 

Hidroperóxidos 

Previnem a 

decomposição de 

hidroperóxidos em 

radicais livres 

Compostos fenólicos 

Sinergistas Promovem a atividade 

dos antioxidantes 

Ácido cítrico, ácido 

ascórbico 

Inativadores 

metálicos  

 

Ligam metais pesados 

tornando-os inativos 

Ácido fosfórico, 

compostos de 

Maillard, ácido 

cítrico  

Desativadores de 

oxigênio singlete 

Transformam o 

oxigênio singlete em 

oxigênio triplete 

Carotenoides 

Substâncias que 

reduzem 

hidroperóxido 

Reduzem 

hidroperóxidos por 

vias não radicais 

Proteínas e 

aminoácidos 

   

Adaptado de Pereira (2010). 

 

Quanto às fontes, os antioxidantes estão naturalmente presentes 

nos alimentos, podem ser adicionados ou formados durante o 

processamento. Quando adicionados em alimentos devem ser razoáveis 

no preço, compatíveis com o alimento, estáveis nas condições de 

processamento e armazenamento, efetivos em baixas concentrações, 

seguros, permitidos pela legislação e não devem alterar características 

como sabor, odor, cor e textura. A ação dos antioxidantes nos alimentos 

depende, entre outros fatores, da concentração, polaridade e presença de 

outros antioxidantes (RAFECAS et al., 1998; WANASUNDARA; 

SHAHIDI, 2005; CHOE; MIN, 2009). 

As moléculas típicas de antioxidantes são derivadas das formas 

isoméricas dos polifenóis e flavonas, isoflavonas, flavonóis, catequinas, 

cumarinas, ácidos fenólicos (derivados dos ácidos benzóico e cinâmico), 

derivados de polimerização (taninos e ligninas) e outras substâncias 

encontradas nos vegetais (PRADO, 2009).  

Em relação à origem, os antioxidantes são classificados como 

sintéticos e naturais. Geralmente os antioxidantes sintéticos são 
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compostos derivados de estruturas fenólicas, um anel aromático 

substituído por grupamentos hidroxila (OH), com mais de um grupo OH 

ou metoxila. Estes antioxidantes estabilizam ácidos graxos em alimentos 

por meio da reação com radicais livres, onde ocorre a quelação de íons 

metálicos e interrupção da oxidação lipídica (WANASUNDARA; 

SHAHIDI, 2005). 

Os antioxidantes sintéticos mais empregados são o BHA, BHT, 

TBHQ e o ácido cítrico, este como sinergista (SHAHIDI; ZHONG, 

2005). A estrutura fenólica destes compostos (Figura 3) permite a 

doação de um próton a um radical livre, regenerando a molécula do 

acilglicerol interrompendo o mecanismo de oxidação por radicais livres. 

Assim, os derivados fenólicos transformam-se em radicais livres. 

Entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem promover ou 

propagar reações de oxidação (BUCK, 1981). 

 
Figura 3. Estrutura fenólica dos antioxidantes sintéticos 

 

 
 

Porém, pesquisas têm sido dirigidas no sentido de encontrar 

produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirão 

substituir os sintéticos ou fazer associações entre eles (SOARES, 2002). 

Os antioxidantes naturais mais usados são o ácido ascórbico e 

seus derivados, carotenoides, tocoferóis, tocotrienóis e compostos 

fenólicos de extratos de diversas fontes vegetais (WANASUNDARA; 

SHAHIDI, 2005). A legislação brasileira permite a adição de 300 mg/kg 
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de tocoferóis em óleos e gorduras, como aditivos intencionais, com 

função de antioxidante (ABIA, 1999). 

Os tocoferóis e os tocotrienóis, chamados de vitamina E, são 

adicionados como antioxidantes para estabilizar óleos e gorduras. Essa 

vitamina possui estruturas químicas derivadas do anel cromanol, 

alterados por um grupamento hidroxila e por um, dois ou três grupos 

metílicos no anel fenólico e diferem no fato de os tocoferóis possuírem 

longa cadeia lateral terpênica com ligações saturadas e os tocotrienóis 

possuírem ligações insaturadas (POKORNÝ; PARKÁNYIOVÁ, 2005). 

Existem quatro tipos segundo a localização dos grupos metila no anel: α, 

β, γ, δ (Figura 4). 

 
Figura 4. Molécula de tocoferóis 

 
 

Já os compostos fenólicos compõem a grande classe dos 

fitoquímicos alimentares. Sua fórmula química contém pelo menos um 

anel aromático, ao qual está unida uma (ou mais) hidroxila(s). Existe 

grande variedade de compostos fenólicos, classificados em dois grandes 

grupos, flavonoides e não flavonoides (KARAKAYA, 2004).  

Estes compostos são considerados como os antioxidantes mais 

ativos nos vegetais, sendo encontrados com grande frequência 

(BIANCHI, 1999). No entanto, os estudos sobre os efeitos benéficos à 

saúde humana só foram intensificados a partir da década de 90 

(CERQUEIRA, 2007). 

Por suas propriedades redutoras e estruturas químicas, estas 
substâncias têm capacidade de sequestrar radicais livres, com ação no 

processo oxidativo, sendo os intermediários formados relativamente 

estáveis em função da ressonância do anel aromático nas suas estruturas 

(YAMAGUCHI, 1998). A maioria dos compostos fenólicos são 
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encontrados na natureza conjugados com açúcares na forma de ésteres 

ou de heterosídeos (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007). 

Os antioxidantes biológicos, compostos por enzimas, como, por 

exemplo, as glucose oxidases, superóxido dismutases, catalases, 

peroxidases e metaloproteínas também fazem parte dos mecanismos 

endógenos de defesa de vegetais e são responsáveis pela remoção de 

oxigênio ou compostos muito reativos (WANASUNDARA; SHAHIDI, 

2005). 

  

1.5.1 Compostos fenólicos de fontes vegetais 

 

Diversas são as pesquisas com objetivo de separação, 

identificação, quantificação e utilização dos compostos fenólicos. 

Observa-se, no entanto problemas metodológicos, pois, para além de 

englobarem uma gama de substâncias (fenóis simples, ácidos fenólicos, 

cumarinas, flavonoides, taninos e ligninas), estes compostos são, na 

maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e suscetíveis à 

ação de enzimas (SOARES, 2002).  

São substâncias que existem principalmente nas plantas, mas 

que podem também ser provenientes do catabolismo dos aminoácidos. 

As principais fontes desses compostos na dieta humana são os alimentos 

vegetais (cereais, frutas e legumes) e os seus derivados (sucos, vinho, 

cerveja e chá). A importância dada a estes compostos deve-se ao fato de 

muitos possuírem propriedades benéficas para a saúde humana 

(MARQUES et al., 2004; GONÇALVES, 2007). 

Os fenólicos possuem pelo menos um anel aromático no qual, 

um hidrogênio ou mais é substituído por um grupamento hidroxila 

(PODSEDEK, 2007). São divididos em fenóis simples, ácidos fenólicos, 

cumarinas, flavonóides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, 

lignanas e ligninas (ANGELO; JORGE, 2007; BOUDET, 2007). 

Os ácidos fenólicos caracterizam-se pela presença de um anel 

benzênico, um grupamento carboxílico e um ou mais grupamentos de 

hidroxila e/ou metoxila na molécula (FERGUSON, HARRIS e EUR, 

1998). São divididos em três grupos; o primeiro é composto pelos 

ácidos benzoicos, que possuem sete átomos de carbono (C6 – C1), suas 

fórmulas gerais e denominações estão representadas na Figura 5. O 

segundo grupo é formado pelos ácidos cinâmicos, que possuem nove 

átomos de carbono (C6 – C3), sendo sete os mais comumente 

encontrados no reino vegetal (Figura 5). As cumarinas são derivadas do 

ácido cinâmico por ciclização da cadeia lateral do ácido o-cumárico 

(Figura 7) (SOARES, 2002).  
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Figura 5. Estrutura química dos ácidos benzoicos (SOARES, 2002). 

 
 
Figura 6. Estrutura química dos principais ácidos cinâmicos (SOARES, 2002). 

 
 
Figura 7. Estrutura química das cumarinas (SOARES, 2002). 

 
 
A combinação mais importante destes ácidos ocorre com o 

ácido caféico, que associado a um álcool-ácido cíclico, denominado 

ácido quínico, origina o ácido clorogênico (TAPIERO et al., 2002; 

GARAMBONE; ROSA, 2007). O ácido 5-o-cafeoilquínico é o mais 

comum dos ácidos clorogênicos e o mais conhecido dos fenóis 
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dietéticos biologicamente ativos (CLIFFORD, 2000; JOHNSTON; 

CLIFFORD; MORGAN, 2003).  

De acordo com Melo e Guerra (2002); Burns et al., (2001) os 

compostos fenólicos podem também ser divididos em flavonoides e não 

flavonoides (ácidos).  

Os flavonoides podem ser chamados também de polifenóis e em 

geral estão presentes em plantas na forma de glicosídeos, participando 

de importantes funções no crescimento, desenvolvimento e na defesa de 

vegetais contra ao ataque de patógenos. É uma das substâncias 

responsáveis pela atribuição do perfil sensorial de frutas, atribuindo-lhes 

o corpo característico. Mais de 6.000 diferentes estruturas já foram 

identificadas e este número continua a aumentar (AHERNE; O’BRIEN, 

2002; BOBBIO; BOBBIO, 1989; CORDENUNSI et al., 2002; 

FENNEMA, 1993; SLUIS et al., 2001). Os principais representantes dos 

flavonóides são a micertina, quercetina, campferol e fisetina (LEE et al., 

2003; SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005; CERQUEIRA; 

MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). 

A estrutura química dos flavonóides é descrita como C6-C3-C6 

com dois anéis fenólicos (A e B) e um anel heterocíclico pirânico (C) 

que os une. A Figura 8 ilustra a estrutura geral do núcleo flavânico da 

qual se constituem os flavonoides. 

 
Figura 8. Estrutura química do núcleo flavânico. Adaptado por Gonçalves 

(2007). 

 

 
 

Outra classe de compostos fenólicos refere-se aos taninos. Os 

taninos são compostos com altas massas molares, que além das reações 

normais das moléculas fenólicas, apresentam a capacidade de reagir 

com alcaloides, gelatina e outras proteínas formando precipitados. Estes 

compostos que precipitam proteínas podem ser divididos em taninos 

hidrolisáveis e taninos condensados (procianidinas) (GONÇALVES, 

2007).  
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Os taninos hidrolisáveis são compostos que têm como base um 

ácido fenólico, o ácido gálico (taninos gálicos) e o ácido elágico 

(taninos elágicos) (Figura 9) ligados a uma molécula de açúcar. Na 

maior parte dos casos, estes se encontram na natureza sobre a forma de 

ésteres múltiplos com açúcares, formando estruturas complexas. 

 
Figura 9. Estrutura química do ácido elágico e do ácido gálico. Adaptado de 

Del Rio et al., (2010). 

 
 

Os taninos condensados, também designados como 

procianidinas (Figura 10), são polímeros constituídos por duas ou mais 

unidades de flavonóides. Existem na natureza hidroxilados nas posições 

5 e 7 do anel A, variando na estereoquímica do carbono 3 do anel C e no 

grau de hidroxilação do anel B. 

 
Figura 10. Estrutura química das procianidinas. Adaptado de Del Rio et al., 

(2010 

 
 

Em função da diversidade dos compostos fenólicos, sabe-se que 

o potencial antioxidante de um composto fenólico depende da sua 

estrutura, incluindo não apenas a sua polaridade, como também a 
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natureza e a posição dos grupos constituintes na sua estrutura 

(SOARES, 2002). 

De acordo com Halliwell et al. (1995), os compostos fenólicos 

podem atuar como antioxidantes por várias vias, a partir da eliminação 

de radicais livres, pela absorção de radicais de oxigênio e como 

quelantes de íons metálicos (SU et al., 2007).  

Devido às suas propriedades redutoras e estrutura química os 

ácidos fenólicos desempenham importante papel na neutralização de 

radicais livres e quelação de metais de transição, agindo tanto na etapa 

de iniciação como na propagação do processo oxidativo (FARAH; 

DONANGELO, 2006; SOUSA et al., 2007). 

Os polifenóis têm recebido atenção de pesquisadores por seus 

numerosos efeitos biológicos, como sequestrador de espécies radicalares 

de oxigênio (SHAN; CAI; SUN; 2005; ANGELO; JORGE, 2007; 

D’ARCHIVIO et al., 2007), modulação da atividade de algumas 

enzimas específicas, inibição da proliferação celular, bem como seu 

potencial como agente antibactericida, antialergênico e antiinflamatório 

(BRAVO, 1998; MANACH et al, 2004; LAJOLO; HORST; 2009). 

Em estudos epidemiológicos, determinados flavonoides 

apresentam-se associados à proteção contra doenças do envelhecimento, 

devido à sua ação antioxidante (BIRCH et al., 2001; BRENNA; 

PAGLIARINI, 2001; KOO; SUHAILA, 2001; SLUIS et al., 2001; 

VINSON et al., 2001; SELLAPAN; ZHENG; WANG, 2001; WANG; 

ZHENG, 2001; AKOH; KREWER, 2002; YILDRIM; MAVI; KARA, 

2002). 

Sob a perspectiva nutricional, os flavonoides são agentes 

antioxidantes capazes de inibir a oxidação de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL), reduzir significativamente a tendência às doenças 

trombóticas e estão associados à prevenção de doenças cardiovasculares, 

diabetes e câncer (YANG; WANG, 1993; RAUHA et al., 2000; 

SALONEN, 2002; JOHNSTON; CLIFFORD; MORGAN, 2003). 

Além disso, estes apresentam diversos efeitos bioquímicos e 

farmacológicos, dentre estes se destacam as ações antioxidante, anti-

inflamatória e antiplaquetária, além de antialérgicos, podendo inibir 

receptores celulares ou enzimas destacando-se a prostaglandina 

sintetase, a lipoxigenase e a ciclooxigenase, todas relacionadas 

diretamente com a tumorogênese (ANGELO; JORGE, 2007; TAPIERO 

et al., 2002). 

Quando em alimentos, os flavonoides agem de forma a poupar 

o consumo de vitamina C, evitando a formação de radicais livres (KOO; 

SUHAILA, 2001). Ainda, os fenólicos são possíveis substituintes dos 
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antioxidantes sintéticos, amplamente utilizados na conservação de 

alimentos lipídicos por chegarem a aumentar a vida útil desses produtos 

entre 15 % e 20 % (DURAN; PADILLA, 1993). 

Em relação às fontes naturais de compostos fenólicos, as nozes 

se destacam por apresentar cerca de 78 % de ácido gálico na sua 

composição, podendo ser encontrados também os ácidos elágico, p-

hidroxibenzóico, protocatequínico, vanílico, e quantidades traços dos 

ácidos  siríngico  e p-cumárico (SENTER; HORVAT; FORBUS, 1980; 

VILLARREAL-LOZOYA; LOMBARDINI; CISNEROS-ZEVALLOS, 

2007).  

 

1.6 Noz pecã 

 

1.6.1 Características, produção e beneficiamento 
 

A noz pecã (Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch) pertence 

à família Junglandaceae (VENKATACHALAM, 2004) e é proveniente 

da nogueira pecã, árvore de grande porte e que apresenta longevidade 

superior a 200 anos (INC, 2008).  

O fruto da nogueira pecã é considerado uma drupa, pois os 

frutos crescem agrupados em cachos que contém normalmente de três a 

oito unidades, com epicarpo que se separa do fruto na maturação. As 

nozes apresentam casca de coloração marrom escura com manchas 

negras, de espessura bastante variada (POLETTO et al., 2012). 

A noz pecã é oriunda da América do Norte, mais 

especificamente do centro sul dos Estados Unidos e norte do México. A 

produção comercial ocorre na Austrália, no sul da África, em Israel, na 

Argentina, no Chile e no sul do Brasil (JOLY, 1993; HANACOCK, 

1997).  

O cultivo da nogueira pecã no Brasil foi iniciado pelos 

imigrantes norte-americanos, que se estabeleceram em Santa Bárbara do 

Oeste e Americana no Estado de São Paulo. Sua produção mais 

significativa na América Latina está no município de Cachoeira do Sul, 

no Rio Grande do Sul, na região sul do Brasil (RIO GRANDE DO SUL, 

2008). 

Existem cerca de 1000 variedades de noz pecã nomeadas no 

mundo (SANTERRE, 1994). No Brasil as principais cultivares de 

nogueira pecã são oriundas dos Estados Unidos e as consideradas mais 

significativas são Mahan, Frotscher, Schley, Barton, Shawnee, Cape 

Fear, Chickasaw, Choktaw, Desirable, Imperial, Importada, Burkett, 

Chpecear, Shoshone (POLETTO et al., 2012). 
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 A maturação ocorre nos meses de março a maio, podendo variar 

em função das condições genéticas das plantas (LUZ et al., 2001; 

POLETTO et al., 2012). Estando os frutos maduros ocorre à abertura do 

epicarpo e a queda dos frutos, dessa forma, acontece a colheita e os 

frutos são conduzidos a indústria beneficiadora.  

De acordo com Oro (2007), e Prado (2008), o beneficiamento 

ocorre conforme ilustrado na Figura 11: 

 
Figura 11. Fluoxograma do beneficiamento da Noz Pecã:  

 
 

A noz pecã é consumida crua, tostada, salgada ou caramelizada 
com açúcar ou mel e, em função do seu sabor e aroma agradável e sua 

crocância, é utilizada em produtos de padaria, confeitaria, na decoração 

de cookies, bolos, doces, tortas e sorvetes (SWINK, 1996). 

A amêndoa é caracterizada por ser rica em lipídeos (entre 65 e 

75 %), além disso, contém proteínas (9,9 %), carboidratos e fibras totais 
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(7,8 %), água (3,7 %) e cinzas ou minerais (1,4 %), fornecendo cerca de 

726,6 kcal/100g (ORO et al., 2008). Na composição lipídica os ácidos 

graxos predominantes são o oleico e o linoleico (62,3 e 27,5 % 

respectivamente) e em concentrações menores os ácidos graxos 

palmítico (5,65 %), esteárico (2,84 %) e gadoleico (0,24 %) (ORO et al., 

2008). 

Do processamento da amêndoa também é possível se obter o 

óleo, considerado gourmet (SHAHIDI; MIRALIAKBARI, 2005; 

VENKATACHALAM, 2004). 

 

1.6.2 Casca de noz pecã 
 

Ainda que, a amêndoa da noz pecã seja amplamente consumida 

em sua forma in natura o processamento da noz pecã resulta na 

obtenção de casca, de 40 a 50 % do volume total da produção 

(WORLEY, 1994).  

No sul do Brasil a casca de noz pecã é comercializada para o 

preparo de chá indicado para prevenção e tratamento de diversas 

doenças como diabetes, hipercolesterolemia, artrites, doenças 

coronarianas, câncer, entre outras (DIVINUT, 2014). Pesquisas 

científicas já avaliaram o efeito hepatoprotetor e também contra a 

toxicidade provocada pelo fumo, com provável relação à atividade 

antioxidante (MÜLLER et al., 2013; RECKZIEGEL et al., 2011). 

Observa-se, no entanto, que ainda não foram comprovados 

cientificamente outros efeitos associados ao consumo do chá, como ação 

antiobesidade e hipocolesterolêmica, evidenciando-se assim uma lacuna 

a ser investigada. 

Quanto a composição nutricional a casca da noz pecã apresenta 

um valor calórico de 331 kcal/100g e cerca de 48,6 % de fibras; 29,6 % 

de carboidratos; 16,8 % de umidade; 2,2 % de proteínas e 1,1 % de 

lipídios totais (PRADO et al., 2009a). 

Em relação aos compostos bioativos presentes na casca da noz 

pecã destacam-se os compostos fenólicos, como os taninos e ácidos 

fenólicos responsáveis por características de cor e o sabor adstringente 

do chá produzido a partir da casca. Esses compostos estão em uma 

concentração total em média de 450 mg/g (equivalentes de ácido 

clorogênico) e são responsáveis por alta atividade antioxidante, que 

chega a média de 600 mg/g de equivalentes em Trolox em infusões 

aquosas. Além disso, contém cerca de 630 mg/g de equivalentes de 

catequina e taninos condensados (VILLARREAL-LOZOYA; 

LOMBARDINI; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007; PRADO et al., 2014). 
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Ressalta-se que alguns taninos presentes na casca da noz pecã 

podem ser lixiviados para o interior das nozes durante o pré-

condicionamento antes de serem quebradas no processo de 

descascamento (HEATON; WORTHINGTON, 1975).   

Existem poucos dados na literatura referente à composição 

fenólica da casca da noz pecã. De acordo com De La Rosa et al., (2011) 

foram detectados os ácidos gálico e elágico em experimento utilizando-

se cromatografia de alta eficiência (CLAE) acoplada a espectrômetro de 

massas. Já Prado et al. (2014) identificaram  três ácidos fenólicos 

(gálico, clorogênico e p-hidroxibenzoico) e dois compostos flavonoides 

(subclasse flavan-3-ol: epigalocatequina e epicatequina galato). 

Tendo em vista a presença significativa dos compostos 

fenólicos na casca da noz pecã e seu potencial antioxidante buscam-se 

métodos para aumentar o rendimento de extração, favorecendo desta 

forma sua capacidade antioxidante e fitoterápica. 

 

1.7 Extração de antioxidantes naturais com ultrassom 

 

Extrair significa remover, de modo mais seletivo e mais 

completo possível, as substâncias ou fração ativa de interesse contidas 

no vegetal, através de um líquido ou mistura de líquidos 

tecnologicamente apropriados e seguros toxicologicamente (SIMÕES et 

al., 2004). Na escolha do método de extração, é necessário avaliar a 

eficiência, a estabilidade dos extratos, a disponibilidade dos meios e o 

custo do processo escolhido, levando em conta a finalidade do extrato 

que se deseja preparar (MIYAKE, 2013). 

A extração é a primeira alteração de grande importância para 

produção do extrato (MIYAKE, 2013). Para aumentar a solubilidade dos 

componentes e da taxa de transferência de massa, uma das técnicas 

convencionais de extração utilizada é a infusão, que ocorre por 

aquecimento, ebulição ou sob refluxo (XIA et al., 2006). 

A aplicação da infusão se dá, normalmente, às partes vegetais 

moles, que devem ser contundidas, cortadas ou pulverizadas, com 

objetivo de que possam ser mais facilmente penetradas e extraídas 

(SIMÕES et al., 2004). 

Uma desvantagem da extração por infusão consiste no fato dos 

extratos possuírem compostos voláteis, polifenóis, os quais são instáveis 

termicamente e, dependendo do tempo e da temperatura, podem sofrer 

degradação durante o processo de infusão acarretando em alterações de 

sabor, aroma e qualidade da cor do extrato (XIA et al., 2006). 
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A extração assistida por ultrassom enquadra-se nos métodos não 

tradicionais de extração e isolamento de componentes bioativos de 

matérias primas vegetais. Entre as vantagens atribuídas a esta técnica 

estão: a redução do tempo de extração; melhora na eficiência de 

extração; aumento do rendimento; utilização de temperaturas baixas 

evitando danos térmicos. Esta técnica é considerada simples, rápida, de 

elevada reprodutibilidade e baixo custo, apresentando ainda a 

possibilidade do uso de amostras de quantidades e tamanhos variados 

(SALISOVÁ et al., 1997; VALACHOVIC et al., 2001; PANIWNYK et 

al., 2001; MELECCHI et al., 2006). 

O mecanismo de ação do ultrassom consiste na transformação 

de energia elétrica em energia mecânica através de dispositivos 

transdutores ultrassônicos, que provocam uma vibração mecânica em 

alta frequência que se propagam por meio de materiais como o aço 

inoxidável, o vidro, entre outros (KORN et al., 2005). 

Esta energia mecânica é chamada de cavitação ultrassônica, ou 

seja, ciclo de formação, crescimento e colapso de bolhas micrométricas 

durante a sonicação. Com os colapsos das bolhas de cavitação ocorre 

liberação de energia para o meio gerando aumento de temperatura e de 

pressão. Este processo favorece a extração de espécies químicas 

provenientes de materiais sólidos, bem como a dissolução dos mesmos 

(KORN et al., 2005). 

A eficiência de extração e diminuição do tempo de extração é 

atribuída ao rompimento celular juntamente com penetração do solvente 

para o interior das células através do jato ultrassônico e liberação dos 

componentes dentro da célula (JIANYONG et al., 2001; MELECCHI et 

al., 2006; JACQUES et al., 2007). Em alguns casos a moagem da 

matéria prima antes da extração é recomendada com o objetivo de 

aumentar o contato da mesma com o solvente extrator (VINATORU, 

2001). 

Este tipo de técnica vem sendo utilizada para extração de 

componentes com potenciais atividades biológicas como, por exemplo, 

flavonoides, polifenóis, hidrocarbonetos saturados, ésteres de ácidos 

graxos, esteróides, triterpenóides e saponinas (JIANYONG et al., 2001; 

PANIWNYK et al., 2001; ALBU et al., 2004; SCHINOR et al., 2004; 

MELECCHI et al., 2006) e, para o  isolamento de componentes voláteis 

de produtos naturais em temperatura ambiente com solventes orgânicos 

(ALISSANDRAKIS et al., 2003). 

Para uma extração adequada é de extrema importância o 

estabelecimento de valores apropriados dos parâmetros relacionados às 

propriedades biológicas do material a ser extraído como o tempo de 



50 

 

extração, volume de solvente e a polaridade do solvente (SALISOVÁ et 

al., 1997). 

 

1.8 Métodos para determinação da atividade antioxidante de 

matérias-primas vegetais 

 

Existem na literatura inúmeros métodos para determinação da 

atividade antioxidante de alimentos ou de outras substâncias, o que 

todos eles têm em comum é a presença de um agente oxidante, de um 

substrato adequado e de uma medida do ponto final (LIMA, 2008). 

Atualmente preconiza-se a utilização de duas ou mais técnicas, pois 

nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade 

antioxidante será o reflexo da ―capacidade antioxidante total‖ de uma 

amostra (PRIOR; CAO, 1999).  

A capacidade antioxidante pode ser expressa por meio de vários 

parâmetros, incluindo a remoção de um radical peroxil (ORAC - oxygen 
radical absorbance capacity, TRAP - total reactive antioxidant 

potential), a capacidade de redução de metal (FRAP - ferric reducing 

antioxidant power, CUPRAC - cupric ion reducing antioxidant 
capacity), a capacidade de remoção de radical orgânico (ABTS - 2,20-

azino-bis (ácido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfônico), DPPH - 

peroxidação do 2,2-difenil-1-picrylhydrazil) e a quantificação de 

produtos formados durante a peroxidação de lipídeos (TBARS, a 

oxidação do LDL, co-oxidação do β-caroteno) (SANCHEZ-MORENO 

et al., 1998).  

A captação de radicais é o principal mecanismo de ação dos 

antioxidantes nos alimentos (PEREIRA, 2010). O uso de espécies 

radicalares com máximo de absorção na zona do visível, tais como o 

radical gerado a partir do ácido 2,2’- azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-

sulfônico (ABTS) (Figura 12), ou o radical 2,2’- difenil-1-picrilhidrazilo 

(DPPH) são as bases das duas metodologias in vitro usadas 

frequentemente em ensaios preliminares, anteriores à separação e 

caracterização dos compostos bioativos (SOUTINHO, 2012).  

 

1.8.1 Captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- ácido 

sulfônico) (ABTS
●+

) 

 
A descoloração do radical monocátion (ABTS

●+
) é chamada de 

método ABTS, também denominado por alguns autores como método 

da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
®

, que correspondente 
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à sigla em inglês TEAC (Trolox
®

 Equivalent Antioxidant Capacity) (RE 

et al., 1999; KUUSKOSKI et al., 2005; RUFINO et al., 2007b).  

 
Figura 12. Radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfônico. 

 

 
 

Sendo que, Trolox
®
 é o nome comercial da Hoffman-La Roche 

para o ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Figura 

13), um análogo hidrossolúvel da vitamina E, uma substância química 

de referência largamente utilizada como padrão para investigação da 

capacidade antioxidante em diferentes metodologias e em aplicações 

bioquímicas a fim de reduzir o estresse oxidativo (MANSUR, 2011). 

 
Figura 13. Fórmula estrutural do Trolox (6-hidroxil-2,5,7,8 tetrametil-croman-2 

ácido carboxílico) [Fonte: Cachichi, 2002]. 

 
 

No método ABTS para determinação da capacidade 

antioxidante, o radical ABTS
●+

 é produzido a partir de um precursor, o 

ácido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfônico, sendo este um 

composto cromóforo quimicamente estável, com alta solubilidade em 

água e um máximo de absorbância a 414nm, e de medidas secundárias 

de absorbância a 645, 734 e 815nm
 
(MILLER, 1993). 

O método ABTS está baseado na habilidade dos antioxidantes 

em capturar o cátion ABTS
●+

. Esta captura causa um decréscimo na 

absorbância, que é lida a partir da mistura do radical com o antioxidante 
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em diferentes tempos, sendo representadas graficamente
 

(PÉREZ-

JIMÉNEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).  

Apesar da facilidade e simplicidade com que esta metodologia é 

executada, o controle rigoroso das condições reacionais é fundamental 

para a obtenção de resultados fiáveis (MAGALHÃES et al., 2005). 

 

1.8.2 Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-

hidrazila (DPPH) 
 

A descoloração do radical livre estável DPPH
•
 (2,2- diphenyl-1-

picrylhydrazyl), foi originalmente desenvolvido por Blois (1958), 

amplamente utilizado para medir a capacidade de captura deste radical 

por substâncias antioxidantes presentes em vegetais e de interesse 

tecnológico, alimentar, farmacológico e toxicológico (MAMBRO; 

FONSECA, 2005; RUFINO et al., 2007a).  

Sendo assim, entre os métodos existentes baseados no sequestro 

de radicais livres, o DPPH• é frequentemente escolhido na investigação 

da capacidade antioxidante de diferentes amostras, por ser um método 

espectrofotocolorimétrico, rápido, de baixo custo e capaz de determinar 

o poder redutor das substâncias analisadas (DUARTE-ALMEIDA et al., 

2006; MENEZES; VICENTINO, 2007; RUFINO et al., 2010).  

O radical DPPH livre e estável tem capacidade de reagir com 

doadores de hidrogênio. Na presença de substâncias antioxidantes o 

mesmo recebe H
+
 sendo então reduzido. A capacidade da amostra de 

reduzir o DPPH, ou seja, evitar sua oxidação é evidenciado pela 

percentagem de DPPH restante no sistema. Deste modo, a percentagem 

de DPPH restante é proporcional à concentração de antioxidante 

(SANCHEZ-MORENO, 2002; BONDET et al., 1997). 

O radical livre estável DPPH• possui coloração violeta e 

absorve luz a 518 nm. Quando o radical é reduzido pelo antioxidante da 

amostra, a solução violeta sofre descoloração para o amarelo claro 

(Figura 14). Assim quanto mais clara torna-se a solução, mais forte o 

potencial antioxidante da amostra analisada. A maioria dos trabalhos 

publicados expressa o resultado das substâncias antioxidantes analisadas 

como a concentração necessária para se obter 50 % do efeito 

antioxidante máximo estimado (CE 50 ) (MENSOR, 1999). 
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Figura 14. Exemplo de mudança de cor do radical DPPH após reagir com 

antioxidante. Adaptado de Pereira (2010). 

 

 
 

Na maioria dos casos, o método DPPH é utilizado para medir a 

captação de radicais após 30 minutos depois de iniciada a reação, esse é 

um radical estável e com baixa taxa de deterioração e reatividade com a 

maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes redutores fortes 

são capazes de reagir com estes radicais estáveis num modo 

estequiométrico. A baixa absorbância obtida indica que ocorreu 

atividade sequestradora de radicas livres (BORGES et al., 2011).   

Quando comparados os métodos, percebe-se que o radical 

catiônico ABTS é mais reativo que o radical DPPH, logo, a reação 

ocorre completamente após 1 minuto. Estes dois métodos colorimétricos 

são relativamente simples e não necessitam de temperaturas altas para a 

sua execução (Borges et al., 2011). 

 

1.8.3. Potencial de inibição da peroxidação lipídica in vitro 

(TBARS) 

 

Nas técnicas de determinação da oxidação lipídica, os 

substratos lipídicos são diversos como o ácido linoleico, os ésteres 

metílicos dos ácidos graxos, a LDL (lipoproteína de baixa densidade) e 

ainda os lipossomos. Essa oxidação pode ser iniciada pela adição de 

íons metálicos (Cu+, Fe2+), de AAPH [2,2-azobis (aminopropano) 

dihidroclorido], de peróxido de hidrogênio, ou ainda pela aplicação de 

calor (ANTOLOVICH et al., 2002). 

Os marcadores usados para monitorar a peroxidação lipídica 

pertencem à classe das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, essa 

peroxidação lipídica origina produtos secundários como alcanos, 

aldeídos e isoprostanos que podem ser utilizados para avaliar o status 

oxidativo de materiais biológicos. Entre os biomarcadores mais 

avaliados para a peroxidação lipídica estão o malondialdeído (MDA) e o 
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F2-isoprostano (DOTAN et al., 2004), os quais podem ser determinados 

pelo método TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico), 

no qual se faz reagir o MDA com duas moléculas do ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (Figura 15), em meio ácido, e em alta temperatura, 

para formar um pigmento rosado, que pode ser medido 

fluorometricamente ou espectrofotometricamente de 532 ou 535 nm 

(SÁNCHEZ-MORENO, 2002; VASCONCELOS et al., 2007). 

 
Figura 15: Representação da reação do ácido tiobarbitúrico (TBA) com o 

malonaldeído (MDA) Fonte: Willianson, Henley e Floyd (2003). 
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EXTRATOS DA CASCA DE NOZ PECÃ [CARYA 

ILLINOINENSIS (WANGENH) C. KOCH] APRESENTAM 

EFEITOS HIPOLIPIDEMIANTE, HIPOGLICEMIANTE E 

ANTIOBESIDADE EM CAMUNDONGOS BALB-C 

ISOGÊNICOS 
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Extratos da casca de noz pecã [Carya illinoinensis (Wangenh) C. 

Koch] apresentam efeitos hipolipidemiante, hipoglicemiante e 

antiobesidade em camundongos Balb-C isogênicos 
 

Resumo 

 
Extratos da casca de Carya illinoinensis são popularmente consumidos 

como chá para prevenir patologias diversas em função de sua 

composição fitoquímica que apresenta quantidades significativas de 

compostos fenólicos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito 

hipolipidemiante, hipoglicemiante e antiobesidade dos extratos aquoso e 

hidroalcóolico da casca de Carya illinoinensis in vivo. Camundongos 

Balb/c foram tratados com 10 mg/Kg de extratos da casca de Carya 

illinoinensis e induzidos à hipertrigliceridemia através da ingestão de 

azeite de oliva e à hipercolesterolemia através da aplicação de Triton 

WR-1339 (ensaios agudos). Os mesmos efeitos, na redução da glicemia 

e obesidade através do tratamento com dieta hipercalórica por 30 dias 

também foram testados.  Os resultados demonstraram que os extratos da 

casca de Carya illinoinensis foram capazes de reduzir as concentrações 

plasmáticas de triglicerídeos, colesterol total e glicose em até 60 %, 48 

% e 60 % respectivamente, e ainda preveniram o ganho de peso dos 

animais com dieta hipercalórica. Nos ensaios agudo e crônico de 

determinação das concentrações plasmáticas de colesterol total, a maior 

redução foi obtida no tratamento com extrato aquoso da casca de Carya 
illinoinensis. Já no ensaio agudo de inibição dos triglicerídeos o extrato 

hidroalcóolico mostrou-se mais efetivo. Os resultados indicam que os 

extratos aquoso e hidroalcóolico da casca de Carya illinoinensis 

apresentam atividades hipolipidemiante, hiperglicêmico e efeito anti-

obesidade. 

 

Palavras-chave: hipolipidemiantes, extrato aquoso, Carya illinoinensis 

 

1. Introdução 

 
 A obesidade é reconhecida como um crescente problema de 

saúde publica e sua origem é multifatorial, incluindo fatores sociais, 

comportamentais, psicológicos, metabólicos e genéticos. É uma 

condição na qual há aumento do tecido adiposo que resulta no acumulo 

excessivo de gordura corporal. Esta expansão do tecido adiposo esta 

relacionada com um aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) que também são aumentadas em função da produção e 
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secreção de adipocinas inflamatórias. Todo esse processo pode acarretar 

em diversas comorbidades como hiperlipidemias e diabetes (ZHANG et 

al., 2015; HOLTERMAN et al., 2012; SIKARIS 2004).  

 Associa-se diabetes à obesidade em função do acumulo de 

gordura central, especialmente intra-abdominal, que produz alterações 

na utilização de glicose levando a resistência à insulina através da 

inibição de sinais de insulina e desregulação de 

adipocitocinas/adipocinas. A hiperlipidemia, que é caracterizada pelo 

aumento dos níveis sanguíneos de colesterol e/ou triglicerídeos, é 

considerada a principal causa de doenças coronarianas (MATSUDAA; 

SHIMOMURA, 2013).  

O acumulo de colesterol/triglicerídeos em eritrócitos, 

leucócitos, plaquetas e células endoteliais também podem elevar a 

concentração de EROs, resultando na oxidação de componentes 

celulares como tióis, cofatores enzimáticos, proteínas, nucleotídeos e 

lipídios, principalmente de ácidos graxos polinsaturados (AGPI) e 

redução do sistema de defesas antioxidante (GILLER; SIGLER, 1995; 

ROMERO et al., 1998). A reação de EROs com AGPI presentes nas 

membranas celulares e nas lipoproteínas inicia o processo conhecido 

como peroxidação lipídica, que é um indicador do estresse oxidativo 

celular (LIMA; ABDALLA, 2001). Portanto, esta condição favorece a 

ruptura do equilíbrio redox, contribuindo para o estabelecimento do 

estresse oxidativo (AFONSO et al., 2013; MIRI et al., 2012; NIELSEN 

et al., 1997; ANDERSON; CASTELLI; LEVY, 1987).  

O papel do estresse oxidativo na iniciação e progressão da 

obesidade, hiperlipidemia e resistência à insulina conduz à hipótese de 

que os antioxidantes podem ser utilizados como agentes terapêuticos, 

diminuindo o estado oxidativo associado com o ganho de peso corporal 

e suas comorbidades.  

Assim, a suplementação com oral de antioxidantes pode 

revelar-se uma ferramenta não invasiva para prevenir ou reduzir o 

estresse oxidativo. Uma alternativa de suplementação é o uso de extratos 

aquoso e hidroalcóolico da casca de noz pecã ([Carya illinoinensis 

(Wangenh) C. Koch]), os quais são ricos em compostos fenólicos e 

apresentam potente capacidade antioxidante. Em trabalhos anteriores 

foram identificados os ácidos gálico, elágico, clorogênico e p-

hidroxibenzóico, além dos flavonóides epigalocatequina e epicatequina 

galato (PRADO et al., 2014; MÜLLER et al., 2013; PORTO et al., 

2013). 

Popularmente ao consumo do chá da casca de Carya illinoinensis 

têm sido atribuídas diversas propriedades benéficas à saúde, tais como 
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redução do colesterol e dos níveis de glicose, prevenção de distúrbios 

estomacais e intestinais, redução de peso, entre outros (WORLEY, 

1994).  O uso de extratos da casca de Carya illinoinensis já foi 

associado à proteção hepática contra danos causados pelo alcóol, 

prevenção de desordens extrapiramidaise danos oxidativos provocados 

pelo fumo. Efeitos esses associados à presença dos compostos fenólicos 

na matriz vegetal (MÜLLER et al., 2013; TREVIZOL et al., 2011; 

RECKZIEGEL et al., 2011).  

Portanto, considerando a lacuna existente na investigação dos 

efeitos do uso agudo e crônico de extratos da casca de Carya 

illinoinensis, neste trabalho foi estudado o efeito de extratos aquoso e 

hidroalcóolico de Carya illinoinensis na manutenção dos níveis 

plasmáticos de colesterol, triglicerídeos, glicose e ganho de peso de 

camundogos Balb/c isogênicos submetidos à dieta normal e 

hipercalórica. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Obtenção do pó e dos extratos da casca de Carya illinoinensis 

 

As cascas foram trituradas, secas e moídas de acordo com o 

método proposto por Prado et al. (2009ª). Em seguida, foram submetidas 

ao processo de torrefação a 100 ºC em estufa com circulação de ar e 

armazenadas com atmosfera de nitrogênio a -24 ºC (RODRIGUES et al., 

2008).  

Os extratos de casca de noz pecã foram obtidos adicionando o 

pó da casca em etanol absoluto e/ou água destilada a 98/100 ºC (10 g/L) 

e deixados em infusão em ultrassom (modelo EGS-5HD, marca Enge 

Solutions), em diferentes condições de extração de tempo e temperatura 

(30 e 60 minutos e 60 e 80 ºC) e concentração de solventes água/etanol 

absoluto (100 %, 80 % e 60 %). Depois as infusões foram filtradas a 

vácuo, em papel filtro, (Whatman 541,125 mm) e concentradas em rota 

evaporador. Os extratos foram secos por atomização em spray dryer 

utilizando mini spray dryer (modelo B-290 Buchi, Perdizes, São Paulo, 

Brasil). 

 

2.2 Determinação de compostos fenólicos totais dos extratos de 

casca de Carya illinoinensis 

 

A determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais foi 

realizada utilizando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu proposto 
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por Beal (2006), Budini, Tonelli e Girotti (1980), com algumas 

modificações. Alíquotas de 100 μL das amostras na concentração de 

0,83 g/L foram oxidadas com 500 μL do reagente de Folin-Ciocalteu em 

balões volumétricos (10 mL). A reação foi neutralizada com 1,5 mL de 

carbonato de sódio saturado (75 g/L) e os volumes completados com 

água deionizada. 

Após a incubação das amostras por 2 horas a temperatura 

ambiente e protegidas da luz, a absorbância da solução azul resultante 

foi medida a 764 nm em espectrofotômetro (modelo Spectrophotometer 

SP 2000 UV, marca Bel Photonics®). A quantificação foi obtida com 

base em uma curva padrão de ácido gálico e os resultados expressos em 

mg GAE/g (mg equivalente de ácido gálico/g de amostra) em massa 

seca. 

A partir dos resultados obtidos e análise estatística, foram 

selecionados como extratos padrões aqueles que obtiveram as maiores 

concentrações de compostos fenólicos. Obtendo um Extrato 

Hidroalcóolico (EH) e um Extrato Aquoso (EA) para as demais análises. 

 

2.3 Determinação de taninos condensados dos extratos padrões da 

casca de noz-pecã 

 

Para a determinação do teor de taninos condensados procedeu-

se de acordo com Price, Vanscoyoc e Butter (1978) com adaptação de 

Villarreal-Lozoya, Lombardini e Cisneros-Zevallos (2007).  Foi 

utilizada uma concentração de 1 g/L dos extratos hidroalcóolico e 

aquoso e diluído em etanol absoluto, coletadas alíquotas de 1 mL das 

diluições dos extratos e colocadas em 2 tubos de ensaio separados (1 

para a amostra e outro para o branco). Após foram adicionados 5 mL do 

reagente Vanilina (0,5 g de reagente e 200 mL de HCl 4 %/metanol) nas 

amostras, e HCl 4 %/metanol no branco. Os tubos de ensaio foram 

mantidos ao abrigo da luz por um período de 20 minutos e as medidas 

das absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro (modelo 

Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel Photonics®) a 500 nm. Os 

resultados foram expressos em mg CE/g (mg equivalente de catequina/g 

de amostra). 
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2.4 Determinação de atividade antioxidante in vitro  

 

2.4.1 Método do sequestro do radical ABTS 
 

O método ABTS [2,2’-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico)] foi realizado de acordo com Ré et al. (1999) com algumas 

modificações. Foram preparadas as soluções do radical ABTS (7 mM – 

3,836 g/L do reativo ABTS dissolvido em água deionizada), e solução 

de persulfato potássico (2,45 mmol.L
-1

 – 1,32 g/L dissolvido em água 

deionizada ). Em seguida 10 mL de solução do radical ABTS e 10 mL 

da solução de persulfato de potássio foram homogeneizados e mantidos 

em frasco âmbar pelo mínimo de 16 horas, protegido da luz. Para o 

ensaio da amostra, foi pipetada uma alíquota de 200 μL do radical 

formado e diluído em 10 mL de etanol 96° P.A. Medidas de absorbância 

foram realizadas em cubetas de 10 mm e em espectrofotômetro (modelo 

Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel Photonics®) a 754 nm para 

certificação da densidade óptica do radical em torno de 0,700 ± 0,05. 

Uma alíquota de 980 μL do radical ajustado foi pipetada e transferida 

para uma cubeta de 10 mm (1 mL) procedendo a medida da absorbância 

(A754=Ai). Imediatamente em seguida foi adicionado 20 μL da amostra 

e homogeneizado por alguns segundos. Aguardou-se o tempo de reação 

de 6 minutos e procedeu-se novamente a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro a 754 nm (A754 = Af). O cálculo da porcentagem de 

inibição do radical foi realizado pela equação 1:  

% de inibição do radical = (1 – Af/Ai) x 100    

(Equação 1) 

Onde, ―Ai‖ é a absorbância inicial e ―Af‖ é a absorbância final. 

Trolox foi utilizado como padrão (15 μM=0,13209 g / 500 mL) e os 

resultados foram expressos em μmol TEAC.g
-1

 (capacidade antioxidante 

equivalente em Trolox). 

 

2.4.2 Método do sequestro do radical DPPH 
 

O método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizado de 

acordo com Mensor (2001) seguido de modificações conforme Prado et 

al. (2009). Após o preparo do radical (0,1 mmol.L
-1

 – 1 g/L do reativo 

DPPH dissolvido em etanol absoluto), foi pipetada uma alíquota de 2,9 

mL do mesmo e colocado para reagir em tubos de ensaio adicionados de 

0,1 mL do extrato. Os tubos de ensaio foram mantidos ao abrigo da luz 

por 30 minutos e em seguida as medidas de absorbância foram 

realizadas em espectrofotômetro (modelo Spectrophotometer SP 2000 
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UV, marca Bel Photonics®) a 515 nm. O trolox foi utilizado como 

padrão (150 mg/L). O cálculo da porcentagem de inibição do radical foi 

realizado pela equação 2:  

 

% de inibição do radical = (1 – Af/Ao) x 100 (Equação 2) 

 

Onde, ―A0‖ e a absorbância inicial e ―Af‖ e a absorbância final. 

Os cálculos foram realizados para cada concentração de amostras 

analisadas de forma que ao obter os resultados se pode realizar uma 

curva dose-resposta. Os foram resultados expressos em mg TEAC.g
-1

 

(capacidade antioxidante equivalente em Trolox). 

 

2.4.3 Determinação do potencial de inibição da peroxidação lipídica 

- TBARS 
 

A inibição da peroxidação lipídica foi determinada por 

quantificação do produto de decomposição do peroxido lipídico 

malonaldeído (MDA) baseado na reação do ácido tiobarbitúrico 

utilizando gema de ovo como substrato oxidável (ZHANG; YU, 1997). 

Resumidamente, 0,8 mL de homogenato de ovo e 0,5 mL de solução da 

amostra a diferentes concentrações foram misturadas, em seguida, 0,4 

mL de FeSO4 25 mmol/L foi adicionado para iniciar a peroxidação 

lipídica. Após incubação a 37ºC durante 60 min. 1,0 mL de ácido 

tricloroacético a 20% e 1,0 mL de ácido tiobarbitúrico a 0,8% foram 

adicionados a fim de parar a reação, a mistura resultante foi agitada e 

aquecida a 100ºC durante 15 min. e, em seguida, centrifugada a 6000 

rpm durante 10 min. Em seguida, foi pipetado do sobrenadante alíquotas 

de 200 μL em microplaca de 96 poços e realizado leitura a 532 nm em 

leitora multifuncional de microplacas (TECAN). A inibição da 

peroxidação lipídica foi calculada pela equação 3:  

 

Efeito de inibição (%) = (1- Aamostra / Acontrole) *100 

(Equação 3) 

 

Onde Acontrole é a absorbância do controle sem as amostras 

testadas, e Aamostra é a absorbância de amostras testadas.  

O valor EC50 (mg/ml) representa a concentração efetiva em 

que a peroxidação lipídica é inibida por 50%. BHT e ácido ascórbico 

foram usados para comparação. 
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2.3 Ensaios in vivo 

 

2.3.1 Reagentes 
 

Orlistat (Xenical
®
). 

Lovastatina (Lovasterol
®
). 

O Triton WR-1339. 

Kits para análise de métodos enzimáticos: Colesterol Total 

(labtest), triglicerídeos (triglicérides liquiform). 

 

2.3.2 Dieta 
 

Os animais receberam as seguintes dietas: 

1. Dieta Normal (DN): constituída de ração comercial (Bio Base 

Alimentação Animal) e água. 

2. Dieta Hipercalórica (DH): dieta tipo cafeteria (LOUZADA, 2013), 

composta por alimentos frescos e industrializados, bebida com alto teor 

de açúcar, ração comercial e água.  

As porções de cada alimento eram estabelecidas diariamente 

conforme o padrão de consumo, pelo do controle diário da ingestão. 

Quando no dia posterior à oferta não houvesse sobra de algum dos itens, 

este era aumentado no próximo dia. Dessa maneira, sempre foi ofertado 

uma quantidade superior ao consumido. 

 

2.3.3 Animais 

 

Camundongos Balb/C isogênicos, (fêmeas) pesando de 19 ± 2g, 

foram alojados sob condições ambientais controladas (12 horas ciclo 

claro-escuro, 20 ± 2 ºC e 60 % de umidade do ar). Os animais tiveram 

livre acesso à alimentação e água e foram submetidos ao período de 

adaptação às condições do experimento durante sete dias antes do início 

dos tratamentos.  

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com 

requerimentos legais apropriados para a espécie e sob aprovação pelo 

comitê de ética com uso de animais (CEUA/UFSC) com protocolo 

PP00784. 
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2.3.4 Ensaios Agudos 

 

2.3.4.1 Redução das concentrações plasmáticas de triglicerídeos 
 

O ensaio da inibição da absorção aguda de lipídeos pancreáticos 

para determinação de triglicerídeos sanguíneos foi realizado conforme 

Ferreira (2010), com algumas modificações. Os animais foram mantidos 

em jejum de 12 horas com livre acesso apenas à água e divididos em 5 

grupos (n: 6):  

1. Controle (C): animais tratados com ração padrão e água.  

2. Controle Negativo (CN): animais tratados com azeite de oliva (0,05 

mL Via Oral (VO)).  

3. Controle Positivo (CP): animais tratados com Orlistat (6 mg/kg de 

peso VO) e 30 minutos após receberam azeite de oliva (0,05 mL VO).  

4. EA: animais tratados com extrato aquoso da casca de noz-pecã (10,0 

mg/kg VO) e 30 minutos depois receberam azeite de oliva (0,05 mL 

VO).  

5. EH: animais tratados com extrato hidroalcóolico da casca de noz-pecã 

(10,0 mg/kg VO) e 30 minutos depois receberam azeite de oliva (0,05 

mL VO).  

Após 3, 6 e 9 horas da administração do azeite de oliva o 

sangue foi coletado para determinação dos níveis de triglicerídeos (TG) 

através de métodos enzimáticos. 

 

2.3.4.2 Redução das concentrações plasmáticas de colesterol total 

 

O ensaio foi realizado segundo Rocha (2009). Camundongos 

foram mantidos em jejum por 12 horas antes dos tratamentos e durante 

todo o período experimental (36 horas). Água foi fornecida ad libitum. 

Os animais foram divididos em 6 grupos (n: 6):  

1. Controle Negativo (CN): azeite de oliva (10 mL/Kg VO) 30 minutos 

antes da salina (2,5 mL/Kg Intraperitoneal (IP)).  

2. Controle Positivo (CP): azeite de oliva (10 mL/Kg VO) 30 minutos 

antes do Triton WR-1339 (400 mg/Kg , 2,5 mL/Kg IP).  

3. EA + salina: extrato aquoso da casca de noz-pecã (10 mg/Kg; 10 

mL/Kg VO) 30 minutos antes da salina (2,5 mL/Kg IP).  

4. EH + salina: extrato hidroalcóolico da casca de noz-pecã (10 mg/Kg; 

10mL/Kg VO) 30 minutos antes da salina (2,5 mL/Kg IP).  

5. EA + Triton WR-1339: extrato aquoso da casca de noz-pecã (10 

mg/Kg; 10 mL/Kg VO) 30 minutos antes do Triton WR-1339 (400 

mg/Kg; 2,5 mL/Kg IP);  
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6. EH + Triton WR-1339: recebeu extrato hidroalcóolico da casca de 

noz-pecã (10 mg/Kg; 10 mL/Kg VO), 30 minutos antes do Triton WR-

1339 (400 mg/Kg; 2,5 mL/Kg IP). 

Vinte e quatro horas após a administração de Triton WR-1339 e 

de salina, o sangue foi coletado para a determinação do Colesterol Total 

(CT) por métodos enzimáticos. 

 

2.3.5 Ensaios Crônicos 

 

2.3.5.1 Atividades hipolipidemiante e hipoglicêmica 

 

O ensaio crônico, de submissão dos animais a obesidade, a 

hiperlipidemia e a hiperglicemia, foi realizado de acordo com Ferreira 

(2010) com algumas modificações. Camundongos foram divididos em 

10 grupos (n: 6): 

1. Dieta Normal (DN). 

2. DN + EA da casca de noz-pecã.  

3. DN + EH da casca de noz-pecã. 

4. DN + Orlistat.  

5. DN + Lovastatina.  

6. Dieta Hipercalórica (DH),  

7. DH + EA da casca de noz-pecã. 

8. DH + EH da casca de noz-pecã. 

9. DH + Orlistat.  

10. DH + Lovastatina.  

Os extratos da casca de noz-pecã, a lovastatina e o orlistat (10,0 

mg/kg VO) foram administrados por 30 dias. Os animais dos grupos 1 e 

6 (CN) receberam água via oral para serem submetidos ao mesmo nível 

de estresse dos animais tratados. Após esse período, o sangue foi 

coletado para determinação do perfil lipídico e perfil glicêmico através 

de métodos enzimáticos. 

 

2.3.5.2 Atividade antiobesidade 
 

Para determinação da atividade antiobesidade foram utilizadas 

as medidas antropométricas dos animais. O peso em gramas (g) e o 
comprimento naso-anal (CNA) em centímetros (cm) foram aferidos 

semanalmente para posterior determinação do índice de Lee, 

representado pela fórmula: 

Índice de Lee= (razão da raiz cúbica da massa corporal (g) / CNA (cm) 

* 1000) (ARAÚJO et al., 2009).  
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Diferentemente do índice de massa corporal, o Índice de Lee 

não tem um nível classificatório, sendo assim, quem tem maior valor 

revela maior propensão de apresentar maiores índices de adiposidade. 

 

2.4 Análise estatística 

 

Todos os parâmetros bioquímicos mencionados foram 

mensurados em duplicata e triplicata. Os resultados foram expressos em 

média ± desvio padrão e analisados por ANOVA e complementado pelo 

teste de comparação múltipla de TUKEY-KRAMER ou de 

BONFERRONI em nível de significância de 95 % (p<0,05). 

 

3. Resultados 

 

3.1 Caracterização dos extratos da casca de Carya illinoinensis 

 

Os extratos de Carya illinoinensis apresentaram teor elevado de 

compostos fenólicos e a mistura de etanol e água favoreceu a extração 

dos mesmos (Tabela 1.2).   

Como a atividade antioxidante esta diretamente relacionada à 

presença dos compostos fenólicos, este resultado foi confirmado com a 

atividade antioxidante significativamente maior para o extrato 

hidroalcóolico nos sistemas ABTS e DPPH. 

A inibição da peroxidação lipídica foi dependente das 

concentrações testadas e atingiu para concentração de 1 mg/mL, 52,4 % 

e 59,3 % de inibição para os extratos aquoso e hidroalcóolico, 

respectivamente. A diferença, no entanto, não foi estatisticamente 

significativa entre os extratos testados.  
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Tabela 1.2: Caracterização dos extratos da casca de Carya illinoinensis 

M-média; DP-desvio padrão; GAE-equivalente de ácido gálico/grama de 

amostra; CE-equivalente catequina/grama de amostra; TEAC-equivalente 

trolox/grama de amostra; AA-atividade antioxidante; IC50%-concentração 

inibitória de 50 %. *P<0,05 entre as amostras avaliadas pelo teste Bonferroni. 

 

3.2. Ensaios in vivo  

 

3.2.1 Redução das concentrações plasmáticas de triglicerídeos 

  

Os extratos da casca de Carya illinoinensis e o fármaco Orlistat 

(controle positivo) reduziram as concentrações plasmáticas de 

triglicerídeos em todos os intervalos de tempo testados quando 

comparados ao controle negativo (azeite de oliva) (Figura 1.2). A 

capacidade de inibição dos extratos da casca de Carya illinoinensis 

mostrou-se significativamente maior do que a inibição provocada pelo 

controle positivo após 6 e 9 horas do tratamento, sendo a maior redução 

das concentrações plasmáticas de triglicerídeos observada no grupo 

tratado com extrato hidroalcóolico da casca de Carya illinoinensis.  

  Extrato 

Aquoso         

Extrato 

Hidroalcóolico 

Fenólicos 

Totais 

M ± DP (mg  

GAE/g) 

465,0 ± 

5,77 

688,09 ± 4,71* 

Taninos 

Condensados 

M ± DP (mg 

CE/g) 

2351,6 ± 

4,95 

2795,8 ± 1,0* 

Atividade 

Antioxidante 

DPPH 

M ± DP (µM 

TEAC/g) 

1.085,9 ± 

4,30 

1.151,4 ± 3,73* 

% AA 

[125µg/mL] 

80,7 ± 0,19 84,9 ± 0,18* 

IC50 % [µg/mL] 36,5 ± 0,01 30,4 ±0,02* 

Atividade 

Antioxidante 

ABTS 

M ± DP (μM 

TEAC/g) 

1.158,5 ± 

2,04 

1.275,37 ± 0,41* 

% AA 

[125µg/mL] 

88,6 ± 0,08 96,7 ± 0,36* 

IC50 % [µg/mL] 9,61 ± 0,04 6,35 ± 0,03* 

% Inibição da 

Peroxidação 

Lipídica 

TBARS 

Concentração 

extrato  

[1,0 mg/mL] 

52,40 ± 

0,07  

59,30 ± 0,05  
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Figura 1.2: Efeito dos extratos da casca de Carya illinoinensis (10mg/kg) sobre 

os níveis plasmáticos de triglicerídeos após 3, 6 e 9 horas de tratamento. C-

controle; CN-controle negativo-azeite de oliva; CP-controle positivo-Orlistat; 

EA-extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis. * P<0,05 C, CP, EA e EH 

vs CN; ** P<0,05 EA vs EH pelo este Bonferroni. 
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3.2.2 Redução das concentrações plasmáticas de colesterol total  

  
Os extratos da casca de Carya illinoinensis apresentaram um efeito 

maior na redução do colesterol total nos grupos induzidos à 

hipercolesterolemia por Triton WR-1339 quando comparados com o 

grupo sem tratamento (controle positivo – azeite de oliva + Triton WR-

1339) (Figura 2.2). O efeito foi significativamente maior para o grupo 

tratado com extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis.  
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Figura 2.2: Efeito dos extratos da casca de Carya illinoinensis (10mg/kg) sobre 

os níveis plasmáticos de colesterol total. CN-controle negativo (azeite de oliva); 

CP-controle positivo (azeite de oliva + Triton WR- 1339); EAS-extrato aquoso 

da casca de Carya illinoinensis + salina; EAT-extrato aquoso da casca de Carya 

illinoinensis + Triton WR- 1339; EHS- extrato hidroalcóolico da casca de 

Carya illinoinensis + salina; EHT-extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis + Triton WR- 1339.  

*, **, ***, P<0,05 EAT, EHT vs CP avaliados pelo teste Bonferroni. 
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3.2.3 Redução das concentrações plasmáticas de triglicerídeos  

  

Após 30 dias recebendo as dietas normal e hipercalórica, foi 

possível observar que os tratamentos com extratos da casca de Carya 

illinoinensis e com o fármaco Orlistat diminuíram as concentrações 

plasmáticas de triglicerídeos. Nos grupos com dieta normal (Figura 3.2 

A), as concentrações plasmáticas de triglicerídeos foram 46 % e 51 % 

menores nos grupos tratados com extrato aquoso e hidroalcóolico da 

casca de Carya illinoinensis, respectivamente, quando comparadas ao 

grupo com dieta normal sem suplementação (controle negativo). Nos 

grupos tratados com extrato aquoso e hidroalcóolico da casca de Carya 
illinoinensis e que receberam dieta hipercalórica (Figura 3.2 B) a 

redução dos níveis plasmáticos de triglicerídeos foi de 56 % e 60 %, 

respectivamente, em relação ao grupo com dieta hipercalórica sem 

suplementação (controle negativo).  
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Figura 3.2: Efeito dos extratos da casca de Carya illinoinensis (10mg/kg) sobre 

os níveis plasmáticos de triglicerídeos após 30 dias de tratamento. 3 A: DN-

dieta normal; DN/EA- dieta normal + extrato aquoso da casca de Carya 

illinoinensis; DN/EH – dieta normal + extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis; DN/O- dieta normal + Orlistat; 3 B: DH-dieta hipercalórica; 

DH/EA- dieta hipercalórica + extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis; 

DH/EH- dieta hipercalórica + extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis; DH/O- dieta hipercalórica + Orlistat.  

*P<0,05 entre os tratamentos suplementados comparados com a dieta normal e 

# P>0,05 entre os tratamentos suplementados comparados com a dieta 

hipercalórica pelo teste Bonferroni. 
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3.2.4 Redução das concentrações plasmáticas de colesterol total  

  

Foi possível observar nos resultados que os tratamentos com 

extratos da casca de Carya illinoinensis e com o fármaco Lovastatina 
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(controle positivo) reduziram as concentrações de colesterol total 

plasmáticos, tanto na dieta normal quanto na dieta hipercalórica quando 

comparado aos controles negativos. No entanto, nos grupos que 

receberam dieta hipercalórica a inibição da absorção de colesterol total 

plasmático foi mais expressiva, chegando a inibir 49,9 % e 32,2 % com 

os extratos aquoso e hidroalcóolico da casca de Carya illinoinenses, 
respectivamente e 46,9 % com o controle positivo Lovastatina (Figura 

4.2). 
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Figura 4.2: Efeito dos extratos da casca de Carya illinoinensis (10mg/kg) sobre 

os níveis plasmáticos de colesterol total após 30 dias de tratamento. 4.2 A: DN- 

dieta normal; DN/EA- dieta normal + extrato aquoso da casca de Carya 

illinoinensis; DN/EH- dieta normal + extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis; DN/L- dieta normal + Lovastatina; 4.2 B: DH- dieta hipercalórica; 

DH/EA- dieta hipercalórica + extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis; 

DH/EH- dieta hipercalórica + extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis; DH/L- dieta hipercalórica + Lovastatina.  

*P<0,05 entre os tratamentos suplementados comparados com a dieta normal e 

# e ## P>0,05 entre os tratamentos suplementados comparados com a dieta 

hipercalórica pelo teste Bonferroni 
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3.2.5 Redução das concentrações plasmáticas de glicose 

  

Os níveis de glicose foram significativamente menores nos grupos 

tratados com extratos da casca de Carya illinoinensis e com o fármaco 

Orlistat (controle positivo) em relação aos grupos dieta normal e dieta 
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hipercalórica. Observou-se que o efeito hipoglicêmico dos extratos da 

casca de Carya illinoinensis foi significativamente maior quando 

comparado ao controle positivo tanto nos grupos que receberam dieta 

normal quanto nos grupos com dieta hipercalórica (Figura 5.2). 

 
Figura 5.2: Efeito dos extratos da casca de Carya illinoinensis (10 mg/kg) 

sobre os níveis plasmáticos de glicose após 30 dias de tratamento. 5.2 A: DN- 

dieta normal; DN/EA- dieta normal + extrato aquoso da casca de Carya 

illinoinensis; DN/EH- dieta normal + extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis; DN/O- dieta normal + Orlistat; DN/L- dieta normal + Lovastatina; 

5.2 B: DH- dieta hipercalórica; DH/EA- dieta hipercalórica + extrato aquoso da 

casca de Carya illinoinensis; DH/EH- dieta hipercalórica + extrato 

hidroalcóolico da casca de Carya illinoinensis; DH/O- dieta hipercalórica + 

Orlistat; DH/L- dieta hipercalórica + Lovastatina. 

*, **, *** P<0,05 entre os tratamentos suplementados comparados com a dieta 

normal e #, ## P>0,05 entre os tratamentos suplementados comparados com a 

dieta hipercalórica pelo teste Bonferroni. 
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3.2.6 Determinação do Efeito Antiobesidade  

 

Os animais apresentaram, no início do experimento, peso médio 

de 17 g e 18,7 g e ao final de 18,4 g e 20 g nos grupos que receberam 

dieta normal e hipercalórica respectivamente. Nos grupos com dieta 

normal o ganho de peso foi em média de 1,4 g e mostrou-se 

significativo para todos os tratamentos (Figura 6.2 A).  Em 

contrapartida, nos grupos que receberam dieta hipercalórica o ganho de 

peso foi significativo somente para os animais dos grupos controle 

negativo e Lovastatina (2,25 g e 1,85 g respectivamente) (Figura 6.2 B), 

demonstrando que os extratos da casca de Carya illinoinensis 

preveniram o ganho de peso induzido pela dieta hipercalórica. 

 
Figura 6.2: Efeito antiobesidade dos extratos da casca de Carya illinoinensis 

(10mg/kg) após 30 dias de tratamento. 6.2 A: DN- dieta normal; DN/EA- dieta 

normal + extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis; DN/EH- dieta normal 

+ extrato hidroalcóolico da casca de Carya illinoinensis; DN/O- dieta normal + 

Orlistat; DN/L- dieta normal + Lovastatina; 6.2 B: DH- dieta hipercalórica; 

DH/EA- dieta hipercalórica + extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis; 

DH/EH- dieta hipercalórica + extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis; DH/O- dieta hipercalórica + Orlistat; DH/L- dieta hipercalórica + 

Lovastatina. 

* P<0,05 entre o 1° e 30° dia de tratamento para todos os grupos da figura 6A; # 

P<0,05 entre o 1° e 30° dia de tratamento para os grupos DH e Lovastatina
®
 

pelo teste Bonferroni. 
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4. Discussão 

  

O uso da casca de Carya illinoinenses para o preparo de 

infusões é comum principalmente entre a população do sul do Brasil que 

utiliza o chá para alivio da obstipação e até prevenção de doenças 

cardíacas e câncer (ORTIZ-QUEZADA et al., 2011; GARDEA; 

MARTÍNEZ-TÉLLEZ, 2011). Estas propriedades são atribuídas à 

presença de compostos fenólicos e taninos condensados na casca da noz. 

A concentração de compostos fenólicos totais determinada no presente 

estudo foi superior a estudos realizados por Prado et al. (2014), Prado et 

al. (2013) e Villareal-Lozoya et al. (2007). As diferenças encontradas 

podem ser explicadas pelos métodos de extração e solventes utilizados.  

 É bem postulado que os compostos fenólicos apresentam 

atividade antioxidante em função da capacidade de óxido-redução, as 

quais podem desempenhar um importante papel na absorção e 

neutralização de radicais livres, quelando o oxigênio triplete e singlete 

ou decompondo peróxidos, além de modular as vias de sinalização 

celular e expressão de genes (SOOBRATTEE et al., 2005). Assim, 

sugere-se o envolvimento dos compostos fenólicos da dieta nos 

processos bioquímicos e fisiológicos contra distúrbios mediados por 

estresse oxidativo e sua ação na prevenção de várias doenças 

degenerativas, tais como dislipidemias, resistência à insulina e 

obesidade. 

 Os triglicerídeos desempenham papel-chave na regulação e 

interações de lipoproteínas no metabolismo normal. O tratamento com 

os extratos da casca de Carya illinoinensis, ricos em compostos 

fenólicos, foi capaz de inibir a absorção de triglicerídeos no ensaio 

agudo e no crônico. No ensaio agudo, a redução da concentração de 

triglicerídeos plasmáticos variou de 13 % a 24 % com extrato aquoso e 

de 16 % a 49 % com extrato hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis. Já no experimento crônico, pode-se perceber uma inibição 

em cerca de 56 % e de 60 % nos tratamentos com extrato aquoso e 

hidroalcóolico da casca de Carya illinoinensis respectivamente, entre os 

grupos que receberam dieta hipercalórica por 30 dias.  

 Os resultados hipotrigliceridêmicos observados no presente 

trabalho foram semelhantes aos reportados por Hsu et al. (2011), que 

utilizando extratos de Camellia sinensis, cuja composição fitoquimica é 

semelhante ao extrato de Carya illinoinensis, obtiveram uma redução de 

40 % nas concentrações plasmáticas de triglicerídeos. Os resultados 

obtidos indicam que os extratos da casca de Carya illinoinensis podem 

ser capazes de restaurar o metabolismo catabólico dos triglicerídeos. Os 



88 

 

mecanismos de ação associados a este efeito podem ser um aumento da 

estimulação das atividades lipolíticas da lipoproteína lipase (LPL) e da 

lipase hepática (LH) (HARNAFIA et al., 2013).   

 As concentrações plasmáticas de colesterol total também 

sofreram influência pela suplementação com extratos da casca de Carya 

illinoinensis. Os animais que receberam tratamento com extratos 

reduziram significativamente os níveis plasmáticos de colesterol total 

em ambos os ensaios realizados. No ensaio crônico, com dieta 

hipercalórica, o extrato aquoso da casca de Carya illinoinensis 

apresentou efeito semelhante ao fármaco padrão utilizado no controle da 

hipercolesterolemia.  

Associam-se os efeitos mais uma vez à grande quantidade de 

compostos fenólicos totais encontrados nos extratos. Os mecanismos 

para a redução do colesterol total podem ser uma diminuição na 

solubilidade micelar do colesterol no trato digestivo, um aumento do 

fluxo biliar, colesterol biliar e concentração de ácido biliar e um 

subsequente aumento da excreção fecal de esteroides, como descrito 

anteriormente em outros trabalhos (AFONSO et al., 2013; 

RAEDERSTORFF et al., 2003). Os resultados apresentados para os 

níveis de colesterol total plasmático também podem ser relacionados às 

baixas concentrações de triglicerídeos encontrados nos grupos tratados 

com os extratos de Carya illinoinensis, uma vez que desempenham um 

papel-chave na regulação de interações entre lipoproteínas para manter o 

metabolismo lipídico normal (HARNAFI et al., 2009).  

Sabe-se que estados insulinorresistentes, também são 

caracterizados por distúrbios no metabolismo de ácidos graxos livres e 

são acompanhados por acúmulo de triglicerídeos. Consequentemente, o 

acumulo de ácidos graxos próximo da matriz mitocondrial, onde os 

processos oxidativos ocorrem, os tornam particularmente propensos a 

peroxidação lipídica, resultando em proteínas mitocondriais danificadas 

e capacidade oxidativa reduzida. Além disso, o aumento da gordura 

visceral produz citocinas inflamatórias, que podem induzir o aumento 

do estresse oxidativo e reduzir o estimulo de insulina (ROBERTS; 

SINDHU, 2009). 

Os resultados que demonstram que a concentração de glicose 

reduziu em cerca de 60 % nos grupos tratados com os extratos da casca 

de Carya illinoinensis, indicam a íntima relação entre os resultados 

positivos encontrados nas análises de lipídeos e a ação dos extratos 

como antioxidantes. Estudos com resultados semelhantes aos 

encontrados, ainda atribuem a redução dos níveis de glicose plasmática, 

pelo uso de antioxidantes, à proteção da função das células β, à 
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modulação do transporte de glicose, a eliminação de glicose ou ainda a 

uma melhor secreção de insulina (SHIVANNA et al., 2013; KANETO 

et al., 1999).  

Por fim, os resultados que demonstraram que o ganho de peso 

foi maior nos animais que receberam dieta hipercalórica e 

significativamente menor em relação aos grupos tratados com os 

extratos da casca de Carya illinoinensis, suportam a hipótese de que os 

extratos apresentam efeito antiobesidade. Estes resultados podem ser 

atribuídos à presença de flavonoides do tipo catequinas nos extratos.  

Komes et al. (2010), reportaram que  estas substâncias foram 

capazes de reduzir a ingestão de alimentos, o peso corporal, os níveis de 

testosterona, estradiol, leptina, insulina, fator de crescimento semelhante 

à insulina, glicose, colesterol e de triglicerídeos no sangue. O efeito 

antiobesidade das catequinas possivelmente está associado a sua 

capacidade de inibir a proliferação e diferenciação dos adipócitos, 

reduzir a absorção de gordura, inibir no tecido adiposo a enzima COMT 

(catecol-O-metil-transferase), resultando em um aumento do efeito da 

norepinefrina, potencializando a oxidação de gorduras pela ativação da 

termogênese (THIELECKE; BOSCHMANN, 2009).  

 

5. Conclusão 
  

Os extratos aquoso e hidroalcóolico da casca de Carya 

illinoinensis foram capazes de reduzir as concentrações plasmáticas de 

triglicerídeos, colesterol e glicose bem como o ganho de peso de 

animais induzidos por dieta hipercalórica. Estes resultados foram 

associados à elevada concentração de compostos fenólicos nos extratos 

que foi relacionada à atividade antioxidante dos mesmos. Portanto, 

sugere-se que as atribuições populares do uso do chá da casca de Carya 
illinoinensis na prevenção do desenvolvimento de hiperlipidemia, 

hiperglicemia e obesidade são válidas. Desta forma, o extrato da casca 

de Carya illinoinensis pode configurar-se como alternativa na atenção 

dessas patologias.   
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O PAPEL DE EXTRATOS DE CASCA DE NOZ-PECÃ 

[CARYA ILLINOINENSIS (WANGENH) C. KOCH] SOBRE O 

ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR DIETA 

HIPERCALÓRICA EM CAMUNDONGOS BALB-C 

ISOGÊNICOS 
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Resumo 

 

O estresse oxidativo apresenta efeitos prejudiciais tanto em membranas 

quanto em tecidos, por diferentes substratos, sendo mediado pelo 

sistema de defesa antioxidante do organismo, podendo requerer 

antioxidantes exógenos provenientes da dieta. Dentre os antioxidantes 

da dieta os compostos fenólicos exercem excelente atividade 

antioxidante devido sua estrutura considerada ideal para o sequestro de 

radicais. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi demonstrar a 

capacidade antioxidante de extratos de casca de noz-pecã em animais 

submetidos a estresse oxidativo crônico via dieta hipercalórica. Assim, 

os animais foram submetidos diferentes dietas (normal e hipercalórica) e 

receberam como tratamento extratos da casca de noz-pecã. Os extratos 

demonstraram capacidade antioxidante sobre as condições de estresse e 

foram capazes de modular o sistema de defesa antioxidante endógeno. 

 
Palavras chaves: Espécies reativas, compostos fenólicos, defesas 

antioxidantes. 

 

1. Introdução 

 

Os radicais livres são produzidos no organismo naturalmente ou 

por alguma disfunção biológica e a maioria é encontrada na forma de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) ou do nitrogênio (ERN). No 

organismo estes radicais estão envolvidos na produção de energia, 

fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e 

síntese de substâncias biológicas importantes (HUSAIN; CILLARD; 

CILLARD, 1987; PIETTA, 2000; VISIOLI; KEANEY; HALLIWELL, 

2000). 

Uma vez produzidas, as ERO são majoritariamente removidas 

pelas defesas antioxidantes da célula, sendo a manutenção do equilíbrio 

entre a produção de radicais livres e as defesas antioxidantes uma 

condição essencial para o funcionamento normal do organismo 

(VALKO et al., 2007). O desequilíbrio nesse sistema é chamado estresse 

oxidativo e apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos 

lipídios de membranas e agressão às proteínas dos tecidos e das 

membranas, às enzimas, carboidratos e DNA.  

Para mediar esse desequilíbrio ocorro os sistemas de defesas 

antioxidantes produzidos pelo corpo ou provenientes da dieta. Entre os 

sistemas enzimáticos estão a superóxido dismutase (SOD), a catalase 

(CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase (GR), entre 
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outras. Entre os compostos antioxidantes não enzimáticos estão a 

glutationa (GSH) e, entre os antioxidantes provenientes da dieta estão os 

tocoferóis (vitamina E), o ácido ascórbico (vitamina C), o ácido lipóico, 

os carotenoides (β-caroteno), compostos azotados (derivados da 

clorofila) e compostos fenólicos (ácidos fenólicos, flavonoides e 

taninos), entre outros (HALL, 1997; VALKO et al., 2007). 

Nesse sentido, há relatos de altos teores de compostos fenólicos 

e atividades antioxidantes provenientes da infusão de casca de noz-pecã 

em solventes, como o etanol ou acetona (PRADO et al., 2009, ROSA et 

al., 2011). 

As cascas de noz-pecã são ricas em compostos fenólicos e são 

utilizadas no sul do Brasil para o preparo de chá e o uso popular atribui 

vários efeitos benéficos ao seu uso como o controle da 

hipercolesterolemia, diabetes e doenças crônicas de caráter inflamatório 

(VILLARREAL-LOZOYA; LOMBARDINI; CISNEROS-ZEVALLOS, 

2007). Recentemente, foi sugerido que as cascas de nozes podem ser 

utilizadas para tratar doenças no fígado provocadas pelo abuso do álcool 

(MÜLLER et al., 2013). Além disso, de acordo com Abdallah et al. 

(2011) os ácidos elágico e gálico isolados de  cascas noz-pecã 

mostraram atividades hipoglicêmica e antioxidante significativas em 

ratos que tiveram diabetes induzida por streptozotocina. 

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar 

o potencial antioxidante frente aos marcadores de estresse oxidativo 

crônico e as defesas antioxidantes em camundongos induzidos por dieta 

de hipercalórica. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Obtenção do pó e dos extratos da casca de Carya illinoinensis 
  

Para obtenção dos extratos, as cascas de Carya illinoinensis foram 

previamente trituradas e tostadas a 100 °C por 1 hora (PRADO et al, 

2009; RODRIGUES et al., 2008). O pó obtido foi dissolvido (10 g/L) 

em água destilada a 98 °C para obtenção do extrato aquoso e em uma 

mistura de água destilada:etanol absoluto (20:80 v .v.) para obter o 

extrato hidroalcóolico. A mistura foi colocada no equipamento 

ultrassom (Enge Solutions® - EGS-5HD) por 60 minutos com 

temperatura ajustada em 60 °C. Em seguida os extratos foram filtrados a 

vácuo e secos em spray dryer (Buchi® B-290). 
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2.2 Determinação de compostos fenólicos totais dos extratos da 

casca de Carya illinoinensis 

 

Foi utilizado o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu 

proposto por Budini, Tonelli e Girotti (1980), com algumas 

modificações. Alíquotas de 100 μL das amostras na concentração de 

0,83 g/L foram oxidadas com 500 μL do reagente de Folin-Ciocalteu em 

balões volumétricos (10 mL). A reação foi neutralizada com 1,5 mL de 

carbonato de sódio saturado (75 g/L) e os volumes completados com 

água deionizada. As amostras foram incubadas por 2 horas ao abrigo da 

luz e a absorbância foi medida a 764 nm (Bel Photonics®-

Spectrophotometer SP 2000 UV). A quantificação foi realizada com 

base em uma curva padrão de ácido gálico e os resultados expressos em 

mg GAE/g (mg equivalente de ácido gálico/g de amostra) em massa 

seca. 

A partir dos resultados obtidos e análise estatística, foram 

selecionados como extratos padrões aqueles que obtiveram as maiores 

concentrações de compostos fenólicos. Obtendo um Extrato 

Hidroalcóolico (EH) e um Extrato Aquoso (EA) para as demais análises. 

 

2.3 Ensaio in vivo 

 

2.3.1 Animais 
 

Camundongos Balb/C isogênicos, (fêmeas) pesando 19 ± 2 g, 

foram mantidos em ambiente controlado (12 horas ciclo claro-escuro, 20 

± 2 ºC e 60 % de umidade do ar). Os animais tiveram livre acesso a 

alimentação e água e foram submetidos a um  período de adaptação às 

condições do experimento durante sete dias antes do início dos 

tratamentos. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com 

requerimentos legais para a espécie (Princípios orientadores para o 

cuidado e uso de animais em laboratório, publicação NHI #85,23, 

revisado em 1985) e sob aprovação pelo comitê de ética com uso de 

animais (CEUA/UFSC - protocolo PP00784).  

 

2.3.2 Dietas: 

 

1. Dieta normal (DN): constituída de ração comercial (Bio Base 

Alimentação Animal
®
) e água. 
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2. Dieta hipercalórica (DH): dieta tipo cafeteria (Rothwell; Stock, 1979), 

composta por alimentos frescos e industrializados, bebida com alto teor 

de açúcar, ração comercial e água.  

 As dietas eram oferecidas sempre de forma ad libitum. 

 

2.3.3 Submissão dos animais ao estresse oxidativo crônico 
 

O ensaio crônico, de submissão dos animais ao estresse 

oxidativo pela dieta hipercalórica, foi realizado de acordo com Ferreira 

(2010) com algumas modificações. Camundongos foram divididos em 6 

grupos (n: 6): 

1. Dieta Normal (DN).  

2. DN + EA da casca de noz-pecã.  

3. DN + EH da casca de noz-pecã.  

4. Dieta Hipercalórica (DH). 

5. DH + EA da casca de noz-pecã.  

6. DH + EH da casca de noz-pecã  

Os extratos da casca de noz-pecã (10,0 mg/kg VO) foram 

administrados por 30 dias. Os animais dos grupos controle para as dietas 

normal e hipercalórica (grupos 1 e 4) receberam água por gavagem 

(VO) para serem submetidos ao mesmo nível de estresse dos animais 

tratados. Após esse período, amostras de tecido (fígado) foram coletadas 

para determinação do estresse oxidativo por análise dos marcadores de 

defesas antioxidantes. 

 

2.3.4 Preparo dos homogenatos de fígado 

Após remoção do fígado (coletado 24h após o último 

tratamento) foi realizada a lavagem com solução salina (0,9 % de 

cloreto de sódio - NaCl), 3 vezes para remover excesso de sangue, e a 

secagem com papel filtro. Após essa etapa o tecido foi rapidamente 

cortado, pesado e colocado em tampão, na proporção de 1:20 (1 mg de 

tecido/19 μL de tampão).  

As amostras foram preparadas da seguinte forma: para as 

análises de peroxidação lipídica e enzimáticas (CAT, SOD, GST, GPx e 

GR) o tecido foi homogeneizado com um homogeneizador para tecidos 

(1:20 p/v) em tampão (pH 7,4) contendo fosfato de sódio (100 mmoL.L
-

1
), NaCl (150 mmoL.L

-1
) e Triton X-100 (0.1 %); e para a análise da 

GSH foi utilizado ácido tricloroacético (TCA 12 %, 1:20 p/v). Após a 

homogeneização foram centrifugados (5.000 rpm/5 min) e o 

sobrenadante foi separado para as análises. O total de proteína foi 
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determinado usando a metodologia de Lowry et al. (1951) para 

normatizar os valores de acordo com o conteúdo proteico. Os 

comprimentos de onda de cada ensaio foram determinados no leitor de 

placas (TECAN Infinity M200, Áustria). 

2.3.5 Análise dos marcadores de estresse e defesas antioxidantes 

2.3.5.1 Avaliação da lipoperoxidação 

 A avaliação da peroxidação lipídica endógena foi realizada em 

triplicata conforme o método Bird e Draper (1984). As amostras (0,1 

mL) foram precipitadas com 1 mL de TCA 12 % e misturadas com 0,9 

mL de tampão (60 mmoL.L
-1 

de Tris–HCl e 0,1 mmoL.L
-1

),  de ácido 

dietilenotriaminopenta acético -DPTA, pH 7,4) e 0,1 mL de ácido 

tiobarbitúrico (TBA 0,73 %) e foram  incubadas a 100 ºC por  60 

minutos. Após a incubação foram mantidas em banho de gelo por 10 

minutos e centrifugadas (5.000 rpm/5 min). O sobrenadante das 

amostras foi avaliado espectrofotometricamente usando o comprimento 

de onda de 535 nm. Os valores foram expressos em nmol MDA.mg 

proteína
-1

.  

2.3.5.2 Determinação do conteúdo de glutationa reduzida (GSH) 

O conteúdo de glutationa reduzida (GSH) foi analisado pela 

determinação dos tiols não proteicos, em triplicata. O experimento foi 

realizado usando 10 μL do sobrenadante das amostras precipitadas em 

TCA 12 %, usando 190 μL de tampão fosfato de sódio (0,2 moL.L-1, 

pH 8,0) e 20 μL de ácido 5,5′-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB; 2,5 

mmoL.L
-1

). Para o branco a amostra foi substituída por TCA 1 % em 

água destilada (3:2, v/v). O ânion tiolato (TNB), de cor amarela, foi 

determinado espectrofotometricamente a 412 nm (BEUTLER et al., 

1963) e o valores foram expressos em µmol.mg proteína
-1

. 

2.3.5.3 Avaliação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi 

determinada de acordo com o método proposto por Misra e Fridovich 

(1972) e modificado por Boveris et al. (1983), Foi realizada a curva 

padrão de amostra em tampão glicina (50 mmoL.L
-1

, pH 10,2), com o 

volume final de 200 μL. As leituras foram realizadas a 480 nm no 

branco (amostra + tampão) e após a adição de 5 µL de uma solução 

constituída por adrenalina (60 mmoL.L
-1

, água e HCl (PA) em todas as 

amostras. O monitoramento das absorbâncias foi feito em um intervalo 

de 15 em 15 segundos durante 10 minutos.  A unidade de SOD foi 
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definida como o conteúdo de enzima capaz de inibir a velocidade de 

oxidação da adrenalina em 50 % e os resultados foram expressos como 

unidade de superóxido dismutase por miligrama g de proteína 

(USOD/mg proteína
-1

). 

2.3.5.4 Avaliação da atividade da enzima catalase (CAT) 

A atividade da enzima catalase (CAT) foi avaliada pela 

velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2; 10 m 

moL.L
-1

) dissolvido em tampão fosfato (50 mmoL.L
-1

, pH 7,0) a 240 nm 

(AEBI, 1984). Brevemente, 5 μL de amostra foi colocada em 200 μL de 

tampão fosfato contendo H2O2. Essa atividade foi medida pela variação 

da densidade ótica em cada 30 segundos durante 3 min. Os resultados 

foram expressos como mmol. min.mg proteína
-1

.  

2.3.5.5 Avaliação da atividade da Glutationa peroxidase (GPx)  

 

A determinação da atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi 

baseada na redução do terc-butilhidroperóxido (t-BuOOH) pela 

oxidação de GSH e formação de GSSG que é catalisada por essa enzima 

(FLOHÉ; GUNZLER, 1984).  Utilizando 25 mL de tampão fosfato (0,1 

moL.L
-1

, pH 7,0); 8,6 mg de NADPH; 10 mL de ácido 

dietilenotriaminopentacético (DPTA, 5 mmoL.L
-1

, pH 7,0); 15 mL de 

água destilada; 24 mg de GSH e 3,8 μL de GR 5U, sob refrigeração, no 

momento do ensaio. Posteriormente, em temperatura ambiente, foram 

adicionados 5 μL de amostra e 200 μL do meio de reação e antes da 

leitura foi adicionado 10 μL de t-BuOOH, essa reação foi monitorada 

em ciclos de 18s durante 3 min. Os valores foram expressos em μmol. 

Min.mg proteína
-1

.  

 

2.3.5.6 Avaliação da atividade da Glutationa redutase (GR)  

 

A atividade da GR foi determinada pelo método de Calberg e 

Mannervick (1985), em meio contendo 25 mL de tampão fosfato (0,1 

moL.L
-1

, pH 7,0); 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa oxidada 

(GSSG) e DPTA (5 mmoL.L
-1

, pH 7,0), sob refrigeração. Em seguida, 

em temperatura ambiente, foi adicionado 5 μL de amostra e 200 μL do 

meio de reação e deu início à reação que foi monitorada em ciclos de 18 

s durante 3 min, gerando uma curva decrescente. Os valores da atividade 

desta enzima foram expressos em μmol. min.mg proteína
-1

.  
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2.3.5.7 Avaliação da atividade da Glutationa S-transferase (GST)  

 

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente 

de acordo com Habig et al. (1974). A amostra (5 μL) foi misturada com 

250 μL de tampão fosfato (0,1 moL.L
-1

, pH 7,0) e antes da leitura foi 

adicionados 5 μL de uma solução contendo 1 mL de tampão fosfato e 1-

cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB, 0,1 moL.L
-1

), e 5 μL de uma solução 

1 mL de água destilada e GSH (0,1 mmoL.L
-1

), nessa ordem. Esta 

reação foi monitorada durante 3 minutos e os valores foram expressos 

em μmol.min.mg proteína
-1

.  

 

2.4 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos em média ± E.P.M. (erro padrão 

da média) e analisados pelo teste ANOVA e complementado pelo teste 

de comparação múltipla Bonferroni. Foram considerados 

estatisticamente significativos os valores com p < 0,05 (nível de 

significância de 95 %). 

 

3. Resultados 

 

3.1 Determinação de compostos fenólicos totais  

 

Foram selecionadas as amostras com base nas maiores médias 

e menores gastos de solvente e energia, sendo que ambas as amostras 

foram submetidas às condições de extração (60 ºC/60 min). 

Os extratos aquoso e hidroalcoólico apresentaram teor de 

fenólicos totais de 465,0 mg GAE/g e  688,1 mg GAE/g, 

respectivamente.  

 

3.2 Análises dos marcadores de estresse e defesas antioxidantes 

 

3.2.1 Avaliação da lipoperoxidação 

 

De acordo com os resultados obtidos foi observada uma 

inibição da peroxidação lipídica nos animais tratados com os extratos da 

casca de Carya illinoinensis tanto para aqueles que receberam a dieta 

normal quanto para os que receberam a dieta hipercalórica. Para os 

animais que receberam a dieta normal associada ao extrato 

hidroalcóolico a inibição foi significativamente maior do que para os 

animais que receberam o extrato aquoso (Figura 1.3).  
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Figura 1.3: Inibição da peroxidação lipídica nos animais tratados com os 

extratos de casca de Carya illinoinensis.  Dados expressos como média ± 

E.P.M. Siginificante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao controle 

negativo da dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle negativo da 

dieta hipercalórica. MDA: Malonaldeído; nmol.mg proteína
-1

: concentração em 

nano molar por miligrama de proteína; DN: Controle negativo da dieta normal; 

DN/EA: dieta normal + Extrato Aquoso; DN/EH: dieta normal + Extrato 

Hidroalcóolico; DH: Controle negativo da dieta hipercalórica; DH/EA: dieta 

hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: dieta hipercalórica + Extrato 

Hidroalcóolico. 

 

3.2.2 Determinação do conteúdo de glutationa reduzida (GSH) 
 

Os resultados da avaliação dos níveis de glutationa reduzida 

(tiol não-proteico), são  apresentados na Figura 2.3. Tais resultados 

mostram que em condições de estresse oxidativo, que foram observados 

na dieta hipercalórica, os animais tratados com os extratos são capazes 

de elevar significativamente essa defesa antioxidante. 
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Figura 2.3: Determinação do conteúdo de glutationa reduzida nos animais 

tratados com os extratos de cascas de Carya illinoinensis. Dados expressos 

como média ± E.P.M. Significante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao 

controle negativo da dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle 

negativo da dieta hipercalórica. GSH: Glutationa reduzida µmol.mg prot
-1

: 

concentração em micro molar de GSH por miligrama de proteína; DN: Controle 

negativo da dieta normal; DN/EA: dieta normal + Extrato Aquoso; DN/EH: 

dieta normal + Extrato Hidroalcóolico; DH: Controle negativo da dieta 

hipercalórica; DH/EA: dieta hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: dieta 

hipercalórica + Extrato Hidroalcóolico. 
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3.2.3 Avaliação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 

Os resultados obtidos para a atividade da SOD indicaram uma 

redução da atividade da enzima em ambas às dietas, indicando a 

presença de menos espécies reativas de oxigênio, já que essa enzima 

tem função de catalisar a desmutação do superóxido em oxigênio e 

peroxido de hidrogênio. Para ambas as dietas (normal e hipercalórica) o 

extrato hidroalcóolico demonstrou maior redução da atividade da 
enzima SOD (Figura 3.3).  
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Figura 3.3: Perfil da atividade da enzima SOD nos animais tratados com os 

extratos da casca de Carya illinoinensis. Dados expressos como média ± E.P.M. 

Siginificante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao controle negativo da 

dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle negativo da dieta 

hipercalórica. SOD: Superóxido dismutase USOD.mg prot
-1

: concentração em 

unidade de SOD por miligrama de proteína; DN: Controle negativo da dieta 

normal; DN/EA: dieta normal + Extrato Aquoso; DN/EH: dieta normal + 

Extrato Hidroalcóolico; DH: Controle negativo da dieta hipercalórica; DH/EA: 

dieta hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: dieta hipercalórica + Extrato 

Hidroalcóolico. 
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3.2.4 Avaliação da atividade da catalase (CAT) 

Os resultados para a atividade da CAT mostraram que os 

animais tratados com os extratos apresentaram redução na atividade para 

esta enzima, como pode ser observado na Figura 4.3. Os níveis 

atenuados da atividade da enzima catalase, responsável por decompor o 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio, indicam um ambiente 

intracelular com menos espécies reativas de oxigênio, provavelmente 

em função da atividade antioxidante dos compostos fenólicos presentes 

no mesmos. Na dieta hipercalórica, ambos os extratos reduziram 

significativamente a atividade dessa enzima, enquanto que na dieta 

normal, somente o extrato hidroalcóolico apresentou diferença 

significativa em relação ao controle. 
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Figura 4.3: Perfil da atividade da enzima CAT nos animais tratados com os 

extratos da casca de Carya illinoinensis.Dados expressos como média ± E.P.M. 

Significante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao controle negativo da 

dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle negativo da dieta 

hipercalórica. CAT: Catalase; mmol.min
-1

.mg prot
-1

: concentração em mili 

molar de CAT por minuto por miligrama de proteína; DN: Controle negativo da 

dieta normal; DN/EA: dieta normal + Extrato Aquoso; DN/EH: dieta normal + 

Extrato Hidroalcóolico; DH: Controle negativo da dieta hipercalórica; DH/EA: 

dieta hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: dieta hipercalórica + Extrato 

Hidroalcóolico. 
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3.2.5 Avaliação da atividade da Glutationa peroxidase (GPx) 

 

Os resultados ilustrados na Figura 5.3 indicam que os animais 

tratados com os extratos apresentaram redução significativa da atividade 

da enzima GPx em relação ao controle, em ambas as dietas. Tal enzima 

é responsável pela detoxificação de peróxidos orgânicos e inorgânicos e 

tem como cofator a GSH. 

Os resultados observados para as dietas normal e hipercalórica 

revelam que os extratos reduziram significativamente a atividade da 

GPx, demonstrando assimo efeito antioxidante dos compostos fenólicos 
sobre a enzima.  
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Figura 5.3: Perfil da atividade da enzima GPx nos animais tratados com os 

extratos da casca de Carya illinoinensis. Dados expressos como média ± E.P.M. 

Siginificante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao controle negativo da 

dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle negativo da dieta 

hipercalórica. GPx: Glutationa peroxidase µmol.min
-1

.mg prot
-1

: concentração 

em micromol de GPx por minuto por miligrama de proteína; DN: Controle 

negativo da dieta normal; DN/EA: dieta normal + Extrato Aquoso; DN/EH: 

dieta normal + Extrato Hidroalcóolico; DH: Controle negativo da dieta 

hipercalórica; DH/EA: dieta hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: dieta 

hipercalórica + Extrato Hidroalcóolico. 
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3.2.6 Avaliação da atividade da Glutationa redutase (GR)  

 

A Figura 6.3 ilustra o perfil da GR nos animais controle e 

tratados com os extratos da casca de Carya illinoinensis nas dietas 

normal e hipercalórica.  

Na dieta normal, os animais tratados com os extratos 

demonstraram um perfil de redução da atividade da GR, que foi 

significativo em relação ao controle apenas no extrato hidroalcóolico. 
Porém, na dieta hipercalórica, houve elevação do estresse oxidativo nos 

animais, e foi observado que os animais tratados com os extratos foram 

capazes de elevar os níveis da atividade dessa enzima, que tem como 

papel reduzir a forma oxidada da glutationa (GSSG) para a sua forma 

sufidril (GSH - glutationa reduzida) que apresenta atividade 
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antioxidante. Novamente, o extrato hidroalcóolico evidenciou-se mais 

eficiente, pois na dieta hipercalórica foi capaz de promover um aumento 

na atividade da enzima GR, sendo este aumento significativo.  

 
Figura 6.3: Perfil da atividade da enzima GR nos animais tratados com os 

extratos da casca de Carya illinoinensis.Dados expressos como média ± E.P.M. 

Significante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao controle negativo da 

dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle negativo da dieta 

hipercalórica. GR: Glutationa redutase µmol.min
-1

.mg prot
-1

: concentração em 

micro molar de GR por minuto por miligrama de proteína; DN: Controle 

negativo da dieta normal; DN/EA: dieta normal + Extrato Aquoso; DN/EH: 

dieta normal + Extrato Hidroalcóolico; DH: Controle negativo da dieta 

hipercalórica; DH/EA: dieta hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: dieta 

hipercalórica + Extrato Hidroalcóolico. 
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3.2.7 Avaliação da atividade da Glutationa S-transferase (GST)  
 

Na Figura 7.3 pode ser observado o perfil enzimático da GST 

dos animais controle e tratados com os extratos da casca de Carya 
illinoinensis, nas dietas normal e hipercalórica. Uma função dessa 

enzima é detoxificar compostos endógenos (como lipídeos peroxidados 

e xenobióticos) pela sua conjugação a GSH. 

Os níveis elevados de GST nos animais tratados com os extratos 

de casca de Carya illinoinensis revelam a eficiência da atividade 

antioxidante desses extratos. Na dieta normal o extrato aquoso 
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apresentou um aumento da atividade enzimática significativa.  Uma 

atividade maior para o extrato hidroalcoólico, quando comparado ao 

extrato aquoso foi observado para a dieta hipercalórica.  

 
Figura 7.3: Perfil da atividade da enzima GST nos animais tratados com os 

extratos da casca de Carya illinoinensis. Dados expressos como média ± E.P.M. 

Significante em * p < 0,05 e ** p < 0,001 em relação ao controle negativo da 

dieta normal; e em 
###

 p < 0,001 em relação ao controle negativo da dieta 

hipercalórica. GST: Glutationa S-transferase, µmol.min
-1

.mg prot
-1

: 

concentração em micro molar de GST por minuto por miligrama de proteína; 

DN: Controle negativo da dieta normal; DN/EA: dieta normal + Extrato 

Aquoso; DN/EH: dieta normal + Extrato Hidroalcóolico; DH: Controle negativo 

da dieta hipercalórica; DH/EA: dieta hipercalórica + Extrato Aquoso; DH/EH: 

dieta hipercalórica + Extrato Hidroalcóolico. 
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4. Discussão 

 

O aumento da peroxidação lipídica tem sido correlacionado 

com o desenvolvimento de dislipidemias e consequente obesidade 

(NIGRIS et al., 2003; YOKOYAMA, 2004). Sendo assim, a partir da 

decomposição dos hidroperóxidos lipídicos ocorre à formação de 

malonaldeído (MDA) e sua concentração tem sido utilizada para estimar 

a intensidade da peroxidação lipídica em sistemas biológicos. O 

consumo de alimentos ricos em antioxidantes com atividade endógena 
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pode inibir a peroxidação lipídica, evitando ou amenizando os danos 

causados no organismo (BONNES; GUÉRIN, 1992; BARREIROS; 

DAVID, 2006). 

 Os antioxidantes endógenos interrompem a cadeia de 

peroxidação lipídica reagindo com os radicais peroxila ou alcoxila 

gerando um hidroperóxido e um radical livre a partir do antioxidante 

(FANG et al., 2002; FREDSTROM, 2002; VALKO et al., 2007). Desta 

forma o consumo desses compostos tem sido associado a uma menor 

incidência de doenças relacionadas ao estresse oxidativo (DROGE, 

2002). 

 A redução do estresse oxidativo induzido pelos extratos de 

casca de Carya illinoinensis nos animais que receberam a dieta 

hipercalórica indica que estes extratos apresentam atividade antioxidante 

endógena. Os resultados foram significativamente maiores quanto 

comparados com a dieta normal indicando que dietas que apresentam 

alto teor de gordura interferem na susceptibilidade do organismo a 

danos provenientes do estresse oxidativo (FRANCO, 2007). 

A inibição da peroxidação lipídica indica que os compostos 

fenólicos contidos nos extratos foram capazes de atuar como 

antioxidantes endógenos, inibindo a geração de radicais livres. Este tipo 

de ação pode prevenir patologias ligadas ao estresse oxidativo 

(GERMAN; DILLARD, 2000). 

Esses efeitos antioxidantes benéficos são de extrema 

importância Jordão Jr et al. (1998) descrevem que quando existe maior 

ocorrência de eventos oxidativos o sistema tende a ser pró-oxidativo, o 

que pode afetar os níveis de antioxidantes, tendo, como resultado final, 

o dano oxidativo em lipídeos, proteínas, carboidratos e ácidos nucleicos. 

Assim, a suplementação com os extratos testados pode contribuir para a 

diminuição da peroxidação lipídica, diminuindo a instalação e 

progressão de lesões celulares e teciduais. 

Desse modo, a glutationa (GSH) é um parâmetro utilizado para 

avaliar o sistema de defesa antioxidante dos animais e a manutenção dos 

seus níveis pode fornecer importantes informações bioquímicas do 

balanço oxidante-antioxidante no organismo (LEAF et al., 1997). Nesta 

investigação observou-se que ambos os extratos testados foram 

eficientes em elevar os níveis da GSH como defesa antioxidante, sendo 

que o extrato hidroalcóolico foi mais eficiente para elevar os níveis de 

da GSH nos animais estudados. 

Sugere-se que os compostos fenólicos dos extratos exercem a 

função de elevar os níveis da GSH favorecendo a resposta antioxidante. 

Pesquisa que indica que os polifenóis podem exercer efeitos biológicos 
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tais como, a inibição ou redução de diferentes enzimas, entre as quais a 

cicloxigenase, a lipoxigenase, interagindo com os receptores celulares 

(ANGELO; JORGE, 2007; TAPIERO et al., 2002). 

Pryor (1982) relatou que a concentração tissular de GSH pode 

ser regulada pela dieta e pelo estado nutricional. Além disso, a GSH é 

reconhecida como substrato para GST e GPx enzimas que catalisam as 

reações de detoxificação de compostos xenobióticos e da antioxidação 

de ERO e radicais livres (HALLIWEL; GUTTERDGE, 1989, 

VANNUCCHI et. al., 1997). 

Considerando as defesas antioxidantes enzimáticas avaliou-se a 

atividade da enzima SOD, (Figura 3.3), e a da enzima CAT (Figura 4.3). 

A diminuição nos níveis das enzimas SOD e CAT (Figuras 3.3 e 4.3) 

nos animais suplementados com os extratos testados em ambas as dietas, 

sugere a presença mecanismos adaptativos de defesas antioxidantes. Isso 

pode ser consequência da presença de antioxidantes da dieta, resultando 

em concentrações elevadas de antioxidantes exógenos no sistema 

circulatório e reduzindo a necessidade de ação das enzimas 

antioxidantes endógenas (BREINHOLT; LAURIDSEN; DRAGSTED, 

1999; ALÍA et al., 2003). 

Estes resultados estão de acordo com a investigação feita por 

Bramorski (2011), que observou que animais que receberam dietas 

suplementadas com o suco de G. brasiliensis (camarinha), rico em 

compostos fenólicos, apresentaram redução significativa das enzimas 

SOD e CAT, sugerindo atividade antioxidante exógena proveniente dos 

compostos fenólicos ingeridos pela suplementação. 

A enzima glutationa peroxidase (GPx) realiza a detoxicação do 

peróxido de hidrogênio. Havendo baixas concentrações deste metabolito 

não há necessidade de níveis elevados da atividade desta enzima, isto foi 

observado em ambas as dietas nos animais tratados com os extratos. 

Também foi demonstrado que o extrato hidroalcóolico exerceu redução 

significativa da GPx na dieta normal, já na dieta hipercalórica o níveis 

de atividade da GPx foram significativamente menores nos animais que 

receberam o  extrato aquoso sugerindo assim efeito antioxidante dos 

fenólicos. Pesquisa recente mostrou efeitos antioxidantes dos compostos 

fenólicos sobre a atividade da GPx em tecidos como fígado, coração e 

rins de animais submetidos a dieta hipercolesterolêmica (CHENNI et al., 

2007). 

Outra enzima que age conjuntamente com a GPx é a enzima 

glutationa redutase (GR). Esta enzima não age diretamente na remoção 

de espécies radicalares, porém é responsável pela regeneração da 

glutationa à sua forma reduzida (GSH) na presença de nicotinamida 
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adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), com o objetivo de impedir a 

paralisação do ciclo metabólico da glutationa (MEISTER; 

ANDERSON, 1983). Após exposição da GSH ao agente oxidante, 

ocorre sua oxidação a GSSG. A recuperação da GSH é feita pela enzima 

GR, uma etapa essencial para manter íntegro o sistema de proteção 

celular (HEBBEL, 1986, GILBERT; Mc LEAN, 1990). 

Neste estudo a atividade da GR nos animais que receberam uma 

dieta normal e os extratos testados, foi reduzida em função da baixa 

concentração de GSH, não havendo grande requerimento desta enzima. 

Já na dieta hipercalórica houve elevação dos níveis da GR, 

principalmente nos animais tratados com o extrato hidroalcóolico, de 

acordo com a necessidade de reciclagem da GSH. 

O papel da enzima glutationa S-transferase (GST) é detoxificar 

aldeídos reativos gerados na peroxidação lipídica (CARLETTI et al. 
2008; HUBER; ALMEIDA, 2008). Esta isoenzima demonstrou sua 

atividade elevada em ambas as dietas nos tratamentos com os extratos. 

Estes resultados indicam um papel modulatório dos compostos fenólicos 

contra o estresse oxidativo endógeno, em adição ao efeito protetor 

destas enzimas antioxidantes. 

 

5. Conclusões 
 

Os resultados sugerem que os extratos de casca de noz-pecã, 

ricos em compostos fenólicos, protegem contra o estresse oxidativo 

induzido por dieta hipercalórica. Isto foi evidenciado pelo aumento da 

atividade antioxidante, que possibilitou a redução da concentração de 

ERO e/ou ânion superóxido no tecido hepático dos animais e 

consequente redução na quantidade de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico. Essa série de acontecimentos resulta na modulação das 

atividades do sistema de defesa antioxidante, tanto requerendo a ação de 

defesa quanto reduzindo a atividade de determinadas enzimas. 

Análises futuras envolvendo a biodisponibilidade de compostos 

fenólicos e seu papel na modulação das vias de sinalização de doenças 

relacionadas com o estresse oxidativo pode ajudar a esclarecer o papel 

destes compostos. 
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