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RESUMO   

A pesquisa de produtos naturais é uma fonte importante de informações para o 
desenvolvimento de novos fármacos que tenham ação em diferentes processos oxidativos 
teciduais. Estudou-se o perfil bioquímico para o mecanismo de ação antioxidante dos 
flavonóides kaempferol, afzelina, lespedina, pteroginoside, quercetina e isoquercetrina 
isolados de Pterogyne nitens. Buscou-se avaliar desde os níveis mais simples de atividade até 
os níveis mais complexos de interação para as atividades observadas. Nenhuma das amostras 
foi eficiente como scavenger de H2O2, o que se mostrou interessante na comprovação dos 
resultados de inibição de peroxidases observados. Mostrou-se que a variação nas estruturas 
dos flavonóides pode levar a diferentes padrões de atividade de acordo com o sistema 
avaliado, revelando assim especificidade sobre a interação estudada. A quercetina mostrou-se, 
em geral, o agente mais eficiente, com alteração entre as posições dos demais flavonóides. 
Observou-se ainda, que os flavonóides apresentam potencial lesivo contra eritrócitos e 
neutrófilos quando em presença de radicais livres e outras espécies reativas. Na pesquisa da 
ação de flavonóides e outros produtos naturais em processos oxidativos modelo deve-se 
buscar possíveis efeitos protetores e agressores aos sistemas biológicos traçando-se um perfil 
bioquímico de ação que elucide os mecanismos pelos quais tais substâncias agem.       

Palavras–chave: mieloperoxidase, pteroginoside, estresse oxidativo, antioxidantes, P. nitens                     



   
ABSTRACT   

The research on natural products Field is na inportant source of informations to the 
development of new medicines wich act over tecidual oxidative processes. It was studied the 
biochemical profile of the antioxidant action from kaempferol, afzelin, lespedin, 
pterogynoside, quercetin and isoquercetrin isolated from Pterogyne nitens. It was intended to 
evaluate diferent interaction levels to the studied systems. None of the samples were able to 
act against hydrogen peroxide, what strengthens the observations on peroxidase inhibition. It 
was showed that chemical structural variations can lead to different activities patterns 
according to the studied system, revealing that exist specificity by the evaluated interaction. 
The flavonoid quercetin usually were the most efficient agent and the others agents had 
alternated position on different systems. It was observed too that the studied flavonoids were 
potentially lesive to the erytrocytes and neutrophils when they were put together free radicals 
and others reactive species. In the flavonoids and others natural products researches on model 
oxidative processes it must be made sought possible protective and lesive effects to biological 
systems by drawing the biochemical action profile of these sbstances.        

Key words: myeloperoxidase, pterogynoside, oxidative stress, antioxidants, P. nitens         
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1 INTRODUÇÃO          



   
1.1      Espécies Reativas do Oxigênio 

Nas últimas décadas, inúmeras pesquisas foram realizadas para esclarecer o papel dos 

radicais livres em processos fisiológicos, como o envelhecimento, e patológicos, tais como 

fibrose cística, doença respiratória aguda, asma, enfisema, câncer, aterosclerose, inflamação, 

injúria por reperfusão, artrite reumatóide, e danos pelo tabagismo (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; VENGLARIK et al., 2003; TORRES et al., 2004).  

Os organismos aeróbicos derivam o ATP (trifosfato de adenosina) da redução 

completa do O2 por quatro elétrons, através do transporte mitocondrial de elétrons. 

Aproximadamente 98% de todo o oxigênio consumido pelas células entram nas mitocôndrias, 

onde são reduzidos pela citocromo c oxidase (RODRIGUES et al., 2003). Entretanto, o 

oxigênio pode receber menos de quatro elétrons e formar espécies reativas de oxigênio 

(ERO), ou radicais livres e desta forma, há produção de radicais livres pelos organismos como 

parte dos processos fisiológicos (RODRIGUES et al., 2003).  

O envelhecimento é um evento que pode estar relacionado com as ERO 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A teoria dos radicais do oxigênio, desenvolvida por 

Harman em 1956, propõe que o envelhecimento poderia ser secundário ao estresse oxidativo, 

o qual levaria a reação de oxidação lipídica, protéica, e com o DNA, que desencadeariam 

alterações lentas e progressivas dos tecidos e do código genético (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). Doenças freqüentes na velhice e relacionadas com o estresse 

oxidativo, são a Doença de Parkinson, o Acidente Vascular Cerebral, a Doença de Alzheimer, 

a esclerose múltipla e catarata (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Em determinadas condições, pode ocorrer elevação na produção de ERO, 

levando ao estresse oxidativo, durante o qual as espécies reativas podem produzir danos, tais 

como a lipoperoxidação das membranas celulares. Tem sido observada lesão biológica 

associada a sistemas geradores de superóxido, seja enzimático, fagocítico ou químico 



   
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Uma importante fonte de espécies reativas do 

oxigênio no organismo humano são os neutrófilos polimorfonucleares neutrófilos. 

A ativação de neutrófilos por estímulos endógenos (frações do complemento, 

citocinas, etc.), ou por microrganismos, é seguida da ativação de uma enzima transmembrana 

que promove aumento do consumo do oxigênio para a produção de ânion superóxido, o 

precursor para uma série de espécies reativas do oxigênio (MATHY-HARTERT et al., 1997). 

Fagócitos, como neutrófilos, eosinófilos e macrófagos, quando estimulados, elevam 

sensivelmente sua taxa de consumo de oxigênio no oxidative burst. 

A geração de espécies químicas com alto potencial de reatividade (espécies 

reativas do oxigênio – ERO; Figura 1) como resultado do oxidative burst em neutrófilos, é 

essencial para a defesa contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al., 1984).  

Como podemos observar na figura 1, duas enzimas-chave estão envolvidas na 

explosão oxidativa dos fagócitos, produzindo derivados do oxigênio: i) NADPH oxidase, um 

complexo enzimático de membrana, que catalisa a redução monovalente do oxigênio 

molecular a ânion superóxido; ii) a mieloperoxidase (MPO), que utiliza o peróxido de 

hidrogênio para oxidar o íon cloreto a HOCl (CAPELLÈIRE-BLANDIN, 1998). 

Os leucócitos fagócitos são células especializadas que contém grandes 

quantidades de componentes da NADPH oxidase e produzem ânion superóxido em 

abundância. Outros tipos celulares, tais como fibroblastos, células endoteliais e células do 

músculo liso, também são capazes de produzirem ânion superóxido, mas elas o fazem em 

baixas quantidades (FRIDOVICH, 2001).      



                      

Figura 1. Possibilidades de geração de ERO no oxidative burst de neutrófilos (KHALIL, 2002; MACMICKING 
et al., 1997)  

Durante o oxidative burst há aumento do consumo de oxigênio e da produção de 

diferentes ERO, tais como:  
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- e é formado após a primeira redução monoeletrônica 

do oxigênio; ocorre em quase todas as células aeróbicas e é produzido durante a ativação de 

neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990;                 
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1986). Tem sido observada lesão biológica associada a sistemas geradores de superóxido, seja 

enzimático, fagocítico ou químico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).   

Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

A maior parte do oxigênio consumido é convertida em peróxido de hidrogênio 

por dismutação do radical ânion superóxido, seja espontânea ou pela ação da superóxido 

dismutase (SOD).                                                                        

2 O2

 

- + 2 H+                              H2O2 + O2 

Apesar de não ser um radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados na 

última camada, o H2O2 é um metabólito extremamente deletério, porque participa da reação 

que produz o radical hidroxil (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além disso, o H2O2 é 

altamente tóxico para as células, pois tem vida longa e é capaz de atravessar camadas 

lipídicas, podendo reagir com membranas biológicas ou com proteínas ligadas ao íon Fe++ ( 

FERREIRA;  MATSUBARA, 1997).  

Ácido hipocloroso (HOCl) 

O HOCl é formado pela oxidação de íons cloreto, catalisada pela 

mieloperoxidase em presença de peróxido de hidrogênio (LAPENNA; CUCCURULLO, 

1996).        

       Cl-  + H2O2                               ClO- + H+ + H2O   (pH  > pKa ) 

    Cl-  + H2O2                              HOCl + H2O  (pH <  pKa)    

O HOCl pode ser considerado como o mais abundante oxidante gerado por 

leucócitos do sangue (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). O ácido hipocloroso é um 

oxidante extremamente forte e além de atacar biomoléculas de importância fisiológica, tais 

como tióis, tioéteres, aminas, aminoácidos, nucleotídeos e ascorbato (WEISS, 1989; 

SOD

 

MPO

 

MPO

 



   
HALLIWELL; GUTTERIDGE,1989; EATON,1993), é capaz de gerar outras ERO, tais 

como, oxigênio singlete e radical hidroxil via sua reação com peróxido de hidrogênio e ânion 

superóxido, respectivamente (WEISS, 1989; LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).  

O HOCl apresenta ações: i) protetora ao nosso organismo, à medida que 

participa do processo de destruição de microrganismos, mas, ao mesmo tempo, ii) agressora 

aos tecidos, pois nem células de mamíferos nem de bactérias podem detoxicar o HOCl por via 

catalítica, visto que estão ausentes defesas enzimáticas contra oxidantes clorados 

(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).   

A mieloperoxidase é uma proteína catiônica em pH fisiológico e, portanto, capaz 

de se ligar a estruturas biológicas aniônicas, tais como fosfolipídeos de membranas celulares, 

além de catalisar a geração de HOCl e assim favorecer injúria celular (WEISS, 1989). A 

mieloperoxidase foi encontrada em lesões de aterosclerose humana (DAUGHERTY et al., 

1994), sugerindo função de oxidantes clorados nos processos aterogênicos (LAPENNA; 

CUCCURULLO, 1996).  Neste contexto, o HOCl pode modificar lipoproteínas de baixa 

densidade para uma forma aterogênica, aparentemente como resultado da oxidação de 

resíduos de lisina da apoproteína B-100 (HAZELL; STOCKER, 1993; HAZEL et al., 1994). 

O desenvolvimento de substâncias farmacologicamente capazes de antagonizar o 

HOCl, como sugerem alguns autores para drogas antinflamatórias (WASIL et al., 1987), 

rifampicina e tetraciclina (WASIL et al., 1988) e captopril (ARUOMA et al., 1991), podem 

ajudar no combate à injúria tecidual (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). O seqüestro 

farmacológico do HOCl será terapeuticamente significativo se, na concentração da droga in 

vivo, a reação com o ácido hipocloroso for rápida o bastante para proteger as moléculas-alvo 

biologicamente importantes do ataque pelo HOCl (HALLIWELL,1995; LAPENNA; 

CUCCURULLO, 1996).  



   
Cloraminas 

O HOCl forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua 

reação com aminas primárias ou secundárias, prontamente disponíveis em sistemas biológicos 

(THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989).  

ClO- +  R-NH2                      R-NHCl  + HO - 

(taurina)                       (cloramina)  

HOCl +  R-NH2           R-NHCl  +  H2O 
(taurina)                    (cloramina)  

Tais cloraminas são oxidantes de vida longa e sua reatividade depende de sua 

lipossolubilidade. A monocloramina (NH2Cl), formada pela reação entre HOCl e amônia, é 

muito lipossolúvel e mais reativa do que o próprio HOCl (BABIOR, 2000).  O -aminoácido 

taurina, de maior abundância em neutrófilos (ZGLICZYNSKI, 1971) e principal alvo nestas 

células, reage com o HOCl formando taurina cloramina (TauCl). 

As cloraminas, particularmente a monocloramina, estão relacionadas à injúria 

gástrica observada na presença de Helicobacter pilori, que produz elevadas quantidades de 

amônia e ativa os neutrófilos que produzem ácido hipocloroso (LAPENNA; CUCCURULLO, 

1996). 

Oxigênio singlete (1O2) 

O estado excitado singlete do oxigênio não é um radical, visto não ter os elétrons 

desemparelhados, mas reage com uma grande variedade de compostos biológicos, como 

lipídeos de membrana. Pode ser produzido através da reação do H2O2 com HOCl ou pela 

dismutação espontânea do O2

 

- (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990):  

1/2H2O2 + 2HOCl                      1O2 + Cl- + H+ + H2O 

2 O2

 

- + 2 H +                         H2O2 + 1O2 



    
Radical hidroxil (HO ) 

É um dos mais reativos radicais conhecidos. Pode ser gerado a partir da reação 

do HOCl e O2

 
- ou pelas reações de Fenton e Harber-Weiss. 

HOCl + O2

 
-                            HO  + Cl - + O2  

Reação de Fenton (FERREIRA; MATSUBARA, 1997) 

O2 + Fe 2+                               O2

 

-  +  Fe 3+ 

2 O2

 

-   + 2 H+                        O2 + H2O2 

Fe 2+ +  H2O2                          Fe 3+  +   HO  + HO -  

Reação de Harber-Weiss (FERREIRA; MATSUBARA, 1997) 

O2

 

- + Fe 3+                               O2 + Fe 2+ 

H2O2 + Fe2+                            HO  + HO - + Fe3+ 

O2

 

- +  H2O2                          HO  + HO -  +   O2  

A combinação extremamente rápida do OH 

 

com metais ou outros radicais no 

próprio sítio onde foi produzido confirma sua alta reatividade (FERREIRA; MATSUBARA, 

1997). Assim, se o radical hidroxil for produzido próximo ao DNA e a este DNA estiver 

fixado um metal, poderão ocorrer modificações de bases nitrogenadas, levando à inativação 

ou mutação do DNA (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além disso, o radical hidroxil 

pode inativar várias proteínas ao oxidar seus grupos sulfidrílicos formando pontes dissulfeto 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997) e iniciar a oxidação dos ácidos graxos polinsaturados 

(lipoperoxidação) das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986).     



   
Óxido Nítrico (NO ) e Peróxinitrito (OONO - ) 

Em meio biológico as diferentes espécies formam-se rapidamente a partir do 

momento que a óxido nítrico sintase (NOS) torna-se cataliticamente ativa (MACMICKING et 

al., 1997). A NOS é a enzima responsável pela produção endógena de óxido nítrico através da 

oxidação de uma molécula de L-arginina em óxido nítrico e L-citrulina (esquema 1; 

MACMICKING et al., 1997). Existem duas formas de NO sintase: i) a constitutiva, com 

baixa atividade, está presente no endotélio vascular e sistema nervoso central e produz baixas 

quantidades de óxido nítrico como molécula sinalizadora; ii) a indutiva, que possui alta 

atividade e é produzida por fagócitos quando estes são estimulados (BABIOR, 2000). 

O óxido nítrico, um radical gasoso lipossolúvel e hidrossolúvel, é uma espécie 

reativa do nitrogênio que, em meio aquoso, reage com o oxigênio para formar outras espécies 

reativas (MACMICKING et al., 1997). 

O peróxinitrito (OONO - ), produto formado pela reação do O2 

 

- com o óxido 

nítrico (NO ) é um potente oxidante, com propriedades similares ao radical hidroxil, e reage 

com íon H+ formando ONOOH que após se decompõe em HO 

 

e radical dióxido de 

nitrogênio (NO2 ). As etapas descritas encontram-se representadas a seguir:   

NO + O2 

 

-   ONOO  - 

ONOO  -  +  H+                     ONOOH 

ONOOH  HO + NO2 

  

Radical hidroperoxil (HO2

 

- ) 

Representa a forma protonada do radical superóxido; existem evidências de que 

este seja mais reativo do que o superóxido, por sua maior facilidade em iniciar a destruição de 

membranas biológicas (HALLIWELL;  GUTTERIDGE, 1990).  



   
1.2        Peroxidases  

As peroxidases são enzimas que oxidam uma variedade de xenobióticos através do 

peróxido de hidrogênio (SAUNDERS, 1973). A enzima nativa contém um grupamento heme, 

geralmente ferriprotoporfirina IX, com quatro nitrogênios pirrólicos ligados ao Fe(III). A 

quinta posição de coordenação na porção proximal do heme está ocupada por um resíduo de 

histidina. A sexta posição de coordenação permanece livre na enzima nativa na porção distal 

do heme (O’BRIEN, 2000). 

Peroxidases são encontradas tanto em animais como em vegetais, sugerindo que 

tais enzimas devam ser uma parte essencial de todos os seres vivos (BRUNETTI; FARIA-

OLIVEIRA, 1995). As peroxidases de plantas, como a horseradish peroxidase, consistem de 

cadeias polipeptídicas contendo cerca de 300 resíduos de aminoácidos e o heme ligado não 

covalentemente. As peroxidases de mamíferos são muito maiores (576-738 aminoácidos) e 

apresentam o grupamento heme ligado covalentemente (O’BRIEN, 2000). 

A peroxidase de raiz forte (HRP) é, provavelmente, a peroxidase mais estudada e 

pode ser facilmente extraída da planta “rábano silvestre - raiz forte”, da qual provém seu 

nome. Essa enzima tem uma massa molecular de 42,1 KDa, é uma hemeproteína cujo grupo 

prostético, a protoporfirina IX, está ligada não-covalentemente à parte protéica da molécula 

(O’BRIEN, 2000).  

O mecanismo pelo qual a HRP age na oxidação de uma variedade de substratos 

se dá através de uma interação inicial da enzima nativa (pico máximo de absorbância em 

403nm) com peróxido de hidrogênio promovendo alteração conformacional na enzima de tal 

forma a expor o sítio ativo originando o composto I (HRP I), o qual imediatamente interage 

com o substrato gerando a enzima na forma de composto II – HRP II (pico máximo de 

absorbância em 420 nm) – capaz de converter o substrato em produto e retornar à forma 

nativa (KHALIL, 2002). 



   
A oxidação de xenobióticos (XOH) por peroxidases pode ser representada pelo 

ciclo de reações a seguir:  

Peroxidase + H2O2                   Composto I + HOH 

Composto I + XOH                     Composto II + XO

 

Composto II  + XOH                    Peroxidase + XO  + HOH  

A família de peroxidases humanas inclui a mieloperoxidase (MPO), peroxidase 

eosinofílica (EPO), lactoperoxidase (LPO), peroxidase salivar (SPO), peroxidase da tireóide 

(TPO) e a prostaglandina endoperóxido sintase (PGHS). A histidina distal das peroxidases de 

mamíferos age como um catalisador do tipo ácido/básico auxiliando a desprotonação do 

hidroperóxido e a protonação da água após a clivagem da ligação “oxigênio-oxigênio” 

(O’BRIEN, 2000). 

A TPO é responsável por catalisar a iodinação dos resíduos de tirosina da 

tireoglobulina e também por catalisar a formação da tiroxina.  

MPO, EPO e LPO são encontradas, respectivamente, em grânulos de neutrófilos 

(lisossomos), grânulos de eosinófilos e nas células secretórias das glândulas exócrinas. A 

MPO e a EPO são secretadas para o fagolisossoma e para o plasma, enquanto a LPO é 

secretada para o leite, saliva e lágrima. Elas são capazes de oxidar respectivamente cloreto, 

brometo ou tiocianato (O’BRIEN, 2000). 

A mieloperoxidase é um constituinte dos grânulos azurófilos de neutrófilos e, 

correspondendo a cerca de 5% da massa seca total (ZUURBIER et al., 1992), é secretada no 

meio extracelular e fagolisossomal. Está envolvida no sistema enzimático microbicida dos 

fagócitos (ANDREWS; KRINSKY, 1986; ARNHOLD, 2004), sendo que, na presença de 



   
peróxido de hidrogênio, catalisa a oxidação de íons Cl- com a formação de HOCl 

(HARRISON; SCHULTZ, 1976; PODREZ et al., 2000).  

A MPO tem sua síntese durante os estágios mielocíticos e promielocítico da 

maturação de granulócitos (ANDREWS; KRINSKY, 1986). As fontes reconhecidas de 

mieloperoxidase são os neutrófilos e monócitos, sendo que em macrófagos teciduais ela é 

usualmente considerada ausente (ROS et al., 1978). Entretanto, a MPO parece atuar em 

macrófagos, onde se observa a ocorrência do oxidative burst (LEFKOWITZ et al., 1992). 

Alguns trabalhos sugerem que os macrófagos apresentem conteúdo de MPO adquirida de 

neutrófilos por dois mecanismos possíveis: i) engolfamento de neutrófilos pelos macrófagos, 

ou ii) engolfamento da MPO liberada pelos neutrófilos no sítio inflamatório (RODRIGUES et 

al., 2002). Alguns autores descrevem a capacidade de certos macrógagos em expressar 

mieloperoxidase quando estimulados por certas citocinas, como o fator estimulador de 

colônias granulocíticas-monocíticas (GM-CSF), em alguns processos patológicos, como a 

aterogênese (SUGIYAMA et al., 2001; RODRIGUES et al., 2002).  

A estrutura da MPO compreende uma hemeproteína glicosilada de cerca de 144 

KDa, catiônica em pH fisiológico, com ponto isoelétrico (pI) maior do que 11 (ANDREWS; 

KRYNSKI, 1986). A MPO é constituída por duas cadeias idênticas unidas por ponte 

dissulfeto. Cada subunidade apresenta uma cadeia leve e uma cadeia pesada. Ambas as 

subunidades apresentam um grupamento heme, sendo que estes operam independentemente 

na oxidação de íons cloreto. Esta enzima apresenta uma peculiaridade frente às demais 

peroxidases no que diz respeito ao seu grupamento heme. Este apresenta uma distorção como 

resultado da ligação covalente da protoporfirina IX ao resíduo de metionina da posição 243 

(Met243) e duas ligações do tipo éster com Glu408 e Asp260. Em pH ácido a ligação à 

histidina distal (His95) é liberada e o heme torna-se menos distorcido, o que facilita a ligação 

de íons cloreto. Uma mutação na Met243 diminui a afinidade por íons cloreto (YUE et al., 

1997; KOOTER et al., 1999). 



   
O mecanismo de ação da MPO (Figura 2) envolve a reação de sua forma férrica 

com o H2O2, para formar um intermediário redox, o composto I (MPO I), o qual oxida os íons 

Cl-, Br- e I- e outros substratos. A MPO também pode oxidar vários substratos orgânicos 

(principalmente fenóis, a tirosina é um dos mais importantes desses compostos no 

fagolisossoma, havendo formação do radical tirosil) através de transferências sucessivas de 

um elétron envolvendo os intermediários MPO I e MPO II (composto II; HAMPTON et al., 

1998). A MPO-FeIII reage rapidamente e de maneira reversível com o H2O2 formando a MPO 

I, que oxida haletos através de uma transferência sucessiva de 2 elétrons, em um único passo, 

formando seus respectivos ácidos. A MPO nativa pode ser reduzida por diferentes espécies 

gerando um intermediário inativo, a MPO-FeII. O composto III é formado pela ligação do 

ânion superóxido à MPO nativa ou pela ligação do oxigênio à MPO-FeII.          

Figura 2.  Mecanismo de ação da mieloperoxidase. A- ciclo peroxidásico clássico. B- reação do grupamento 
heme com o oxigênio. C-Ligação do óxido nítrico/modulação da atividade (ABU-SOUD; HAZEN, 2000).   
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reage com o ferro central de hemeproteínas. Ele é capaz de se ligar às 

formas férrica (Fe-III) e ferrosa (Fe-II) da MPO para gerar complexos hexacoordenados 

estáveis (Figura 3). Em baixas concentrações o óxido nítrico liga-se à forma ferrosa 

exacerbando a atividade catalítica da MPO. Em elevadas concentrações o óxido nítrico forma 

o complexo com a forma férrica da MPO inativando-a (Figura 2; ABU-SOUD; HAZEN, 

2000). 
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Usando o H2O2 como doador de hidrogênio, a mieloperoxidase catalisa a 

oxidação de doadores não específicos de elétrons, tais como o guaiacol (MERRILL, 1980),        

O-dianisidina (BRADLEY et al., 1982) e a tetrametilbenzidina (SCHIERWAGEN et al., 

1990), cujas estruturas moleculares são apresentadas na figura 3.    

                               guaiacol                                                     tetrametilbenzidina    

         
                                                                                  O-dianisidina  

                                    Figura 3. Estrutura molecular de alguns substratos da MPO.  

A mieloperoxidase é inibida (Figura 4), dentre outros, pela azida (DAVIES; 

EDWARDS, 1989), diclofenaco (ZUURBIER et al., 1990), metimazol (PINCEMAIL et al., 

1988), quercetina, (PINCEMAIL et al., 1988), rutina (PINCEMAIL et al., 1988), sulfato de 

rutina (PINCEMAIL et al., 1988) e ácido salicilidroxâmico (DAVIES; EDWARDS, 1989). 

Em alguns trabalhos caracterizaram-se os inibidores da MPO segundo o tipo de inibição 

observada, tal como Pincemail e colaboradores (1988) que caracterizaram a quercetina como 

sendo um inibidor da MPO do tipo competitivo.        

                    

                                               Figura 4. Estrutura molecular de alguns inibidores da MPO  
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1.3 Sistemas antioxidantes 

A formação de espécies reativas é equilibrada naturalmente pela existência de 

compostos conhecidos como antioxidantes (PERCIVAL, 1988). 

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substância que, quando em 

pequenas quantidades, é capaz de retardar ou inibir processos oxidativos, tais como a 

lipoperoxidação (ATOUI et al, 2005; CHUN et al, 2005).  

Em sistemas aeróbios, é essencial o equilíbrio entre agentes óxido-redutores 

(como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. As ERO, como exposto anteriormente, são 

geradas endogenamente como conseqüência direta do metabolismo do O2, mas também em 

situações não-fisiológicas, como a exposição da célula a xenobióticos, o que provoca a 

redução incompleta de O2 (ROSS; MOLDEUS, 1991). Para proteger-se, a célula possui um 

sistema de defesa que pode atuar em duas linhas: i) uma delas atua como detoxificadora do 

agente antes que ele cause lesão, e é constituída pela glutationa reduzida (GSH), superóxido-

dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; ii) a outra linha de 

defesa tem a função de reparar a lesão ocorrida, sendo constituída pelo ácido ascórbico, pela 

glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com exceção da vitamina E ( -tocoferol), que 

é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes está no 

meio intracelular (ROSS; MOLDEUS, 1991; HEBBEL, 1986). 

Quando a disponibilidade de antioxidantes encontra-se limitada, o dano por 

espécies reativas pode resultar no estresse oxidativo (SWANSON, 1998). A pesquisa de 

produtos naturais proporciona a descoberta de novos fármacos que possam agir sobre as 

diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo possibilitando alternativas de 

combate a doenças em que haja uma produção exacerbada de espécies reativas do oxigênio.     



   
1.4 Pterogyne nitens 

Pterogyne nitens Tulasne é uma espécie florestal que se encontra na lista das espécies 

nativas recomendadas para programas de recomposição de florestas em áreas de preservação 

permanente do estado de São Paulo e, no entanto, é ainda pouco estudada. Esta espécie 

pertence à família Fabaceae, subfamília Caesalpinoidae, encontrando-se distribuída desde o 

nordeste do Brasil até Santa Catarina e ainda no Paraguai, Bolívia e Argentina. A árvore 

atinge cerca de 15 metros de altura, apresenta ampla e descontínua dispersão tanto na mata 

primária quanto em formações secundárias (REGASINI et al., 2008 A; TONIN et al., 2005). 

A Pterogyne nitens é uma planta conhecida popularmente no Brasil como “tipá”, 

“yviraró”, “cocal”, “amendoinzeiro”, “amendoim-bravo”, “amendoim do campo”, dentre 

outros, de acordo com a região do país. Este é o único membro do gênero Pterogyne 

(REGASINI et al., 2008 A).  

No estado de São Paulo é popularmente conhecida como “amendoim-bravo”, 

sendo amplamente empregada em tinturaria e também na construção civil devido às 

características da sua madeira moderadamente densa e resistente. Esta planta é conhecida pela 

beleza e odor de suas flores, bem como pela intensidade de suas folhagens e frutificação, 

possuindo grande valor ornamental (REGASINI et al., 2008 A). Além disso, é recomendada 

para reposição de mata ciliar para locais com inundações periódicas de rápida duração e 

reflorestamento em sítios arenosos e degradados. Esta espécie encontra-se sob risco de 

extinção, fazendo parte da lista de espécies recomendadas para a conservação genética no 

estado de São Paulo (NASSIF; PEREZ, 1997). 

A P. nitens não apresentava valor etnofarmacológico evidenciado pela literatura 

até o relato de Bolzani et al. (1995) quanto à obtenção de cinco alcalóides guanidínicos, 

presentes em suas folhas, que apresentaram ação antitumoral frente a linhagem CHO-Aux 

(chinese hamster ovary). A literatura apresenta poucos dados das aplicações medicinais e da 

constituição química de P. nitens. Estudos etnofarmacológicos de 2007 em comunidades 



   
guaranis do nordeste da Argentina revelam o uso das cascas do caule no tratamento de 

infestações parasitárias, principalmente no combate ao Ascaris lumbricóides (REGASINI et 

al., 2008 A). 

Recentemente, em estudos realizados em parceria com o grupo NuBBE (Núcleo 

de Bioensaios, Biossíntese e Ecofisiologia de Produtos Naturais), Instituto de Química – 

UNESP – Araraquara, avaliou-se extratos brutos e frações dos caules e folhas de P. nitens: i) 

quanto ao potencial seqüestrador de radicais livres (O2
-, DPPH e ABTS +) e outras espécies 

reativas não radicalares (NO, H2O2 e HOCl) e ii) inibição de peroxidases (Horseradish 

peroxidase - HRP - e mieloperoxidase), obtendo-se resultados promissores (VELLOSA, 

2005).            

Figura 5. Estrutura molecular dos metabólitos secundários de P. nitens isolados pelo grupo NuBBE (anéis A, B e 
C da estrutura comum de flavonóides destacados na estrutura do kaempferol; as setas indicam a rota biossintética 
na P. nitens).  

O extrato bruto das folhas de P. nitens foi estudado pelo grupo NuBBE por meio 

de técnicas cromatográficas (cromatografia de permeação em gel e cromatografia líquida de 

alta eficiência) e espectroscópicas (Ressonância Magnética Nuclear), culminando no 



   
isolamento e caracterização dos flavonóides kaempferol, afzelina, lespedina ou 

kaempferitrina, pteroginoside, quercetina e isoquercetrina (Figura 5). Sendo o pteroginoside 

inédito frente aos diferentes compostos já isolados de plantas e, portanto, até então, não 

descrito em literatura (REGASINI et al, 2008 B).  

1.5      Flavonóides como agentes terapêuticos 

Os flavonóides são constituintes essenciais de células de vegetais superiores, nos quais 

apresentam diferentes funções tais como atividades regulatórias no metabolismo celular 

através de diferentes mecanismos como a ação conjunta com hormônios reguladores do 

crescimento ou ação sobre o transporte de elétrons na fosforilação oxidativa (JIANG et al., 

1999;  MORTENSON; THORNELEY, 1979). 

Os antioxidantes presentes em extratos de plantas vêm atraindo cada vez mais a 

atenção dos consumidores sendo que o uso de plantas com propriedades farmacológicas 

também chama a atenção dos pesquisadores. As plantas medicinais desempenham um papel 

muito importante em saúde pública, principalmente em países em desenvolvimento (MOSSI 

et al, 2004). Os nutricionistas estimam que a ingestão diária normal de flavonóides pelo ser 

humano seja em torno de 1 a 2 gramas (DE VRIES et al., 1997). 

Haenen et al. (1997) verificaram que os flavonóides inibem a ação do 

peróxinitrito. Segundo esses autores, estas atividades antioxidantes seriam responsáveis pelos 

efeitos benéficos sobre o dano cardíaco coronariano. A inibição da lipoperoxidação depende 

da presença de antioxidantes e das atividades de enzimas como a superóxido dismutase 

(SOD). A rutina, por exemplo, tem sido considerada um anti - lipoperoxidante, pois pode 

neutralizar radicais superóxido (METODIEWA et al., 1997). 

A atividade antioxidante de compostos orgânicos é dependente de algumas 

características estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presença de grupamentos 

fenólicos. Desta forma, flavonóides, fenilpropanóides e outros compostos aromáticos são os 



   
principais alvos da busca por antioxidantes (ATOUI et al., 2005). Os flavonóides são 

compostos fenólicos cujos valores de pK variam devido à grande variedade de estruturas 

possíveis. Poucos trabalhos relatam quais seriam estes valores apenas para um pequeno grupo 

de flavonóides, mas substâncias semelhantes a flavonóides tem sido relatadas como 

apresentando valores de pK entre 8 e 10,5 (HAVSTEEN, 2002), o que faz com que tais 

moléculas estejam na forma protonada em pH neutro. 

Flavonóides constituem uma família de compostos com variações na sua 

estrutura a partir de uma estrutura química comum, o difenilpropano, sendo que a grande 

maioria dos flavonóides encontrados na natureza encontra-se na forma de glicosídeos (ligados 

a monossacarídios), o que aumenta sua solubilidade em água (MEOTI, 2006). As formas 

agliconas (sem sacarídio ligado) apresentam baixa estabilidade, os flavonóides que não 

apresentam grupos hidroxil não possuem atividade antioxidante e flavonóides que possuem a 

carbonila na posição 4 conjugada à dupla ligação 2-3 apresentam elevada atividade 

antioxidante (CAI et al., 2006).  

No ser humano, os flavonóides presentes nos tecidos, devem-se à dieta na qual 

os vegetais fazem-se presentes. Os flavonóides podem ser absorvidos no intestino: i) via 

micelas biliares (ocorre com a porção aglicona), ii) por difusão passiva das agliconas através 

dos enterócitos ou iii) por transporte dos glicosídeos via transportadores de glicose nos 

enterócitos e posterior hidrólise por -glicosidases liberando as agliconas (MEOTI, 2006). 

Após absorção, as agliconas sofrem conjugação com ácido glucurônico nos enterócitos ou nos 

hepatócitos, ou ainda, circulam no sangue ligados à albumina (MUROTA; TERAO, 2003; 

PODHAJCER et al., 1980). Os flavonóides conjugados atravessam as membranas celulares 

através de proteínas carreadoras sendo capazes de atingirem diferentes tecidos. Os 

flavonóides são pouco solúveis em água e a conjugação eleva sua solubilidade permitindo 

transporte pela corrente sangüínea (MEOTI, 2006). 



   
Geralmente os flavonóides sofrem hidroxilação nas posições 3, 5, 7, 3’, 4’ e 5’. 

Algumas destas hidroxilas encontram-se frequentemente metiladas, acetiladas ou sulfatadas. 

Quando os glicosídeos são formados, a ligação glicosídica se dá nas posições 3 e 7 e os 

carboidratos ligados comumente encontrados são raminose, glicose, glicoraminose, galactose 

e arabinose. 

Os flavonóides também são capazes de quelar metais pesados como mecanismo 

de ação contra as ERO, uma vez que muitas delas originam-se em reações catalisadas por 

metais (KOSTYUK et al., 2004). Os íons de metais pesados são ligantes ávidos, propriedade 

de grande utilidade nos sistemas biológicos tais como nas hemeproteínas (PARELLADA et 

al., 1998). Uma das propriedades dos flavonóides mais úteis para sua aplicação terapêutica é 

sua habilidade scavenger de radicais livres. Tal atividade está relacionada ao seu potencial 

REDOX e à energia de ativação necessária para a ocorrência da transferência de elétrons 

(HAVSTEEN, 2002). Neste contexto, os flavonóides apresentam grande potencial de 

aplicação terapêutica uma vez que as ERO e diferentes radicais livres participam comumente 

em diferentes condições patológicas. 

Os flavonóides são compostos fenólicos e, portanto, podem facilmente sofrer 

oxidação levando à formação irreversível de quinonas (MEOTI, 2006). O produto final das 

quinonas é a formação de polímeros das mesmas (HAVSTEEN, 2002). É comum se atribuir 

aos flavonóides um elevado potencial antioxidante e baixo potencial pró-oxidante. Entretanto, 

sabe-se que a quercetina, um dos flavonóides mais estudados, apresenta potencial pró-

oxidante por sua capacidade geradora de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio conforme 

ilustrado na figura 6 (AWAD et al., 2000).     



                              

                         Figura 6.  Rota pró-oxidante da quercetina na interação com ERO (AWAD et al., 2000) 



   
A caracterização das diferentes propriedades bioquímicas dos flavonóides é um 

desafio devido à sua grande variedade estrutural, estereoquímica e reativa. Os flavonóides 

podem participar em quase todo tipo de reação conhecida em química orgânica (óxido 

redução, reações acido-base, interações hidrofóbicas, tautomerização, isomerização, etc.) e 

seus substituintes podem agir por indução eletrônica, ressonância, complexação com metais 

pesados, dentre outras (HAVSTEEN, 2002). Os flavonóides podem adquirir quase que 

qualquer polaridade dependendo da existência de grupos glicosídicos, isoprenóides ou éters 

alifáticos em suas estruturas.  

A pesquisa de produtos naturais proporciona a descoberta de novos fármacos e o 

estudo de plantas que apresentem substâncias que possam agir sobre as diferentes espécies 

oxidantes geradas em nosso organismo torna-se de grande importância. Dietas com elevado 

conteúdo de vegetais, frutas e grãos podem reduzir o risco de inúmeras doenças, tais como 

doenças cardiovasculares, câncer, reações inflamatórias e Mal de Alzheimer (ATOUI et al, 

2005; CHUN et al, 2005). Tais efeitos, associados à presença de substâncias antioxidantes, 

mostram a importância do estudo destes agentes na busca por opções terapêuticas para 

diferentes patologias.  

No estudo da avaliação do potencial antioxidante das amostras deve-se 

considerar que: i) um composto deve ser testado em concentrações disponíveis in vivo e ii) ao 

avaliar os antioxidantes, deve-se utilizar pelo menos uma espécie relevante biologicamente. 

Deve-se perguntar como age o antioxidante, se ele age diretamente sobre a ERO ou ele inibe a 

sua geração e ainda, se ele age indiretamente regulando defesas antioxidantes endógenas. 

Considerando-se i) a participação da enzima MPO, de radicais livres e outros agentes 

oxidantes em processos patológicos, ii) o crescente uso de substâncias naturais na terapêutica, 

e iii) os resultados promissores alcançados em estudos com extratos e frações de P. nitens no 

mestrado em Analises Clínicas FCFAr/UNESP (VELLOSA, 2005) elaborou-se este trabalho 

de Tese de doutorado.   



                     

2 OBJETIVOS                  



   
Algumas hipóteses e/ou questões são levantadas acerca do perfil bioquímico de ação dos 

flavonóides kaempferol, afzelina, lespedina, pteroginosídeo, quercetina e isoquercetrina: 

1) sendo os flavonóides classicamente considerados antioxidantes, seriam eles capazes de 

agir de forma eficiente sobre quaisquer agentes oxidantes e radicais livres? 

2) qual dos flavonóides em foco seria mais eficiente para cada situação estudada? Há 

certa especificidade de ação? 

3) as formas agliconas são antioxidantes mais eficientes? 

4) o número de hidroxilas livres nos anéis A e B é importante para a ação antioxidante? 

5) os flavonóides são capazes de interferir em reações oxidativas catalizadas por 

peroxidases? 

6) os flavonóides em questão são inibidores de peroxidases? 

7) os flavonóides são susbtratos de peroxidases? 

8)  os flavonóides interagem com a enzima no sítio ativo? há interação com outros sítios 

da enzima? 

9) as alterações estruturais nos flavonóides alteram o mecansimo de inibição de 

peroxidases? 

10) a ação eficiente sobre as ERO permite ação protetora eficiente sobre biomoléculas ou 

estruturas biológicas? 

11) a ação antioxidante dos flavonóides reduz a agressão que os neutrófilos sofrem pelas 

ERO que eles mesmos geram? 

São objetivos deste trabalho, avaliar o efeito do kaempferol, afzelina, lespedina, 

pteroginosídeo, quercetina e isoquercetrina em diferentes processos bioquímicos oxidativos 

(modelos “químicos”, “enzimáticos” e “celulares”), identificando um perfil bioquímico (ERO 

x enzimas x células) de atividade destes compostos sobre as ERO (radicais livres ou não), 

caracterizando assim os mecanismos de ação e estabelecendo uma relação entre a estrutura 

química destes compostos com as atividades observadas.  



                            

3 MATERIAIS E MÉTODOS            



   
3.6 Equipamentos e Reagentes 

3.6.1 Equipamentos 

Foram utilizadas balanças analíticas, centrífugas, estufas, banho-maria e 

microscópio óptico, além de material de coleta de sangue como seringas e agulhas. 

Para os ensaios espectrofotométricos foram utilizadas celas de quartzo (volume 

de 1mL, 2mL ou 3mL) com 1 cm de caminho ótico (c.o.). As leituras foram realizadas no 

Espectrofotômetro HP 8453, Diiode Array, com cela termostatizada, acoplado a um 

computador tipo PC Pentium III da HP.  

3.6.2 Reagentes 

Foram utilizados os seguintes reagentes com elevado grau de pureza: ácido 

sulfúrico, fosfato trissódico, molibdato de amônio, persulfato de potássio, 2,2'-Azino-bis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), borohidreto de sódio, ácido 5-5’-ditio-2-

nitrobenzóico (DTNB), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-Azobis(2-

methylpropionamidine) dihydrochloride  (AAPH), peróxido de hidrogênio, hipoclorito de 

sódio, taurina, tetrametilbenzidina, nitroprussiato de sódio, metassulfato de fenazina, 

nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida, nitrobluetetrazolium, ácido acético, azul de 

trypan, acetato de phobol miristato (PMA), peroxidase de raiz forte (HRP tipo VI), hemina, 

mieloperoxidase de neutrófilos humanos. 

As amostras (kaempferol, afzelina, lespedina, pteroginoside, quercetina e 

isoquercetrina) foram fornecidas pelos professores Dr. Luis Octávio Regasini e Dra. 

Vanderlan da Silva Bolzani do Departamento de Química Orgânica do Instituto de Química 

de Araraquara – UNESP.    



   
3.7 Análise do potencial redutor dos compostos estudados 

3.7.1 Redução do fosfomolibdênio 

Este método foi desenvolvido por Prieto et al. (1999) com a finalidade de 

se quantificar diversos antioxidantes. O método se baseia na redução do molibdênio de sua 

forma Mo(VI) para Mo(V) pelo analito com conseqüente formação de um cromóforo verde 

[complexo fosfato/Mo(V)] em meio ácido e foi realizado segundo Prieto et al. (1999).  

3.8 Perfil de ação sobre radicais livres e espécies reativas do oxigênio não 

radicalares 

3.8.1 Ação scavenger das amostras sobre o radical ABTS

 

Este ensaio foi padronizado por Pellegrini et al. (1999), sendo 

originalmente realizado em etanol absoluto. Nos ensaios avaliou-se a atividade seqüestradora 

de radicais pelas amostras por meio do decréscimo da absorbância em 734 nm, segundo 

Vellosa et al. (2007). A estrutura do ABTS + é ilustrada na figura 7.     

                                       ABTS +                                                DPPH

 

                              Figura 7. Estrutura molecular do ABTS + e DPPH .  

3.8.2 Ação scavenger das amostras sobre radical DPPH  

A avaliação da ação seqüestradora de radicais livres das amostras também 

foi feita através do decréscimo da absorbância da solução de DPPH (60 µM) em 531nm, 

segundo Soares et al. (1997). A estrutura do radical é ilustrada na figura 7.  



   
3.8.3 Atividade scavenger das amostras sobre peróxido de hidrogênio  

A ação seqüestradora de H2O2 ( 230nm = 80 M-1cm-1; BRESTEL, 1985) foi 

avaliada através da oxidação do ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (TNB) em ácido 5-5’-ditio-2-

nitrobenzóico (DTNB) com aumento da absorbância em 412nm, segundo Vellosa (2005). O 

TNB foi preparado segundo Ching et al (1994) e sua concentração foi determinada através de 

seu coeficiente de extinção molar em 412nm (13600 M-1cm-1; CHING et al, 1994).  

3.8.4 Atividade scavenger das amostras sobre o ácido hipocloroso 

As reações foram realizadas segundo Costa et al. (2004), com adaptações 

para o sistema “químico”, em tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4. Procede-se incubação 

de 10 minutos das amostras com HOCl (30 µM) e mais 5 minutos após adição de TMB (2,8 

mM). A leitura das absorbâncias é feita em 652nm. A concentração solução de HOCl é 

determinada espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de extinção molar em 

295nm (350 M-1cm-1; ZGLICZYNSKI et al., 1971).   

3.8.5 Atividade scavenger sobre taurina cloramina 

As reações são realizadas segundo Costa et al. (2004), com adaptações 

para o sistema “químico” no qual a taurina cloramina (TauCl - 30µM) é obtida através da 

reação do HOCl  (30 µM) com taurina (Tau - 5mM) por 5 minutos em tampão fosfato de 

sódio 50mM, pH 7,4. Os analitos são adicionados à mistura seguindo-se incubação de 10 min 

e adição de TMB (2,8 mM). Para formação do cromóforo segue-se incubação por 5 minutos. 

A leitura das absorbâncias é feita em 652nm. 

3.8.6 Atividade scavenger sobre o anion superóxido  

Neste ensaio, adaptado de Kakkar et al. (1984) e realizado segundo 

Vellosa et al. (2007), o ânion superóxido reage com o NBT para formar o cromóforo 

(formazana) cuja intensidade de cor, medida em 560 nm, é diretamente proporcional à 

concentração do radical (KAKKAR et al, 1984).  



   
3.8.7 Atividade scavenger sobre Óxido Nítrico 

O efeito scavenger das amostras em estudo sobre o óxido nítrico foi 

medido de acordo com Yen et al (2001), em tampão fosfato 50mM, pH7,0 e nitroprussiato 

de sódio 25mM. O NO presente em solução é revelado pela reação com o Reagente de 

Griess formando um cromóforo com pico de absorbância em 570nm. Para o cálculo da 

concentração utilizou-se o coeficiente de extinção molar determinado pela curva analítica, 

que foi obtida experimentalmente (item 4.1 e Figura 15).   

3.9 Ação sobre sistemas oxidativos catalisados por peroxidases 

3.9.1 Ação na oxidação do guaiacol por peroxidase modelo (clássica) 

A concentração da HRP em solução foi determinada através de seu 

coeficiente de extinção molar em 403nm (1,02 x 105 M-1 cm-1; OHLSON & PAUL, 1976).  A 

cinética de oxidação do guaiacol (2 mM) pela HRP (7 nM), H2O2 (0,1 mM),  foi feita em 

tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4, 370C. A reação foi seguida à 470nm por 1 minuto 

(KHALIL, 2002). Determinou-se a velocidade de reação quando o tempo tende a zero 

(velocidade inicial - v0) na ausência e na presença das amostras. 

3.9.2 Ação na oxidação do guaiacol por mieloperoxidase humana 

A cinética de oxidação do guaiacol (70 mM) pela MPO (8 nM), H2O2 (0,3 

mM), foi feita em tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4, 370C. A reação foi seguida à 

470nm por 1minuto (KHALIL, 2002). Determinou-se v0 na ausência e na presença das 

amostras. Foi estudado também o tipo de inibição que estaria sendo provocada pelos 

flavonóides sobre a cinética de oxidação do guaiacol catalisada pela pela MPO (5 nM) em 

tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4, 370C. Para tanto, realizaram-se as reações com 

concentrações variadas do substrato guaiacol, fixando-se a concentração de peróxido de 

hidrogênio (0,3 mM), na ausência dos inibidores e na presença de duas concentrações 

distintas de cada um dos flavonóides. A partir das tangentes das cinéticas ( A x t) 



   
obtiveram-se os valores de velocidade da reação, os quais foram utilizados para a 

construção dos gráficos duplo-recíprocos de Lineweaver-Burk (1/v0 x 1/[S]). (KHALIL, 

2002).  

3.9.3 Ação na oxidação do guaiacol pelo grupo prostético de peroxidases 

(hemina) 

A Hemina foi preparada de acordo com Bastos et al. (2003) e sua 

concentração em solução foi determinada através de seu coeficiente de extinção molar (58400 

M-1 cm-1) em 385 nm.  A cinética de oxidação do guaiacol (8 mM) pela Hemina (3,3 µM), 

H2O2 (0,1 mM), foi feita em tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4, 370C. A reação foi 

seguida à 470 nm por 1 minuto. Determinou-se v0 na ausência e na presença das amostras. 

3.9.4 Ação na geração de HOCl/TauCl por mieloperoxidase 

A interferência das amostras na reação de geração de ácido 

hipocloroso/TauCl pela MPO (KHALIL, 2002; COSTA et al., 2004), sendo realizada em 

tampão fosfato de sódio 50mM/NaCl 150mM, pH 7,4 (370C) contendo Tau 5 mM, MPO 1 

nM, H2O2 0,1 mM. Apos 10 minutos de reação adicionou-se catalase 0,02 mg/mL e, a seguir,  

TMB 2,8 mM, incubação de 5 minutos. Leituras em 652 nm. 

3.9.5 Atuação como substrato: Ciclo catalítico clássico da peroxidase HRP. 

O estudo dos flavonóides como possíveis substratos de peroxidases foi 

realizado através da análise da alteração do espectro de absorção da HRP 1,8µM com leituras 

em 403 nm e 420 nm (Khalil, 2002) na presença de H2O2 15 µM e amostras 2,5 µg/mL. Os 

ensaios foram realizados em tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4 (370C).  

3.10 Citotoxicidade e ação sobre estresse oxidativo em células animais  

3.10.1 Toxicidade sobre eritrócitos  

Os eritrócitos foram obtidos após coleta de sangue total de pessoas hígidas 

e separadas do soro após centrifugação em 1500 rpm por 15 minutos. A ação hemolítica dos 



   
compostos naturais foi estudada pela liberação de hemoglobina das células (VISSERS et al., 

1998), medida através da leitura da absorbância (

 
= 414 nm) do sobrenadante da suspensão 

(eritrócitos 5%; tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 370C) após 2 horas e 

meia e 4 horas de incubação. 

3.10.2 Dano provocado pelo radical AAPH em eritrócitos 

A ação dos compostos naturais sobre a hemólise promovida pelo radical 

2'-azo-bis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) 25 mM (YANG et al., 2006) em 

suspensão de eritrócitos 5%  (tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 370C) foi 

avaliada pela liberação de hemoglobina pelas células após 2 horas e meia de incubação 

através das leituras das  absorbâncias em 414 nm. 

3.10.3 Ação sobre dano provocado pelo ácido hipocloroso em eritrócitos 

A ação dos compostos naturais sobre a lise promovida pelo HOCl 100 µM 

em suspensão de eritrócitos 5%  (tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 

370C) foi avaliada pela liberação de hemoglobina pelas células após 4 horas de incubação 

através das leituras das  absorbâncias em 414 nm. 

3.10.4 Toxicidade sobre neutrófilos 

3.10.4.1 Marcador molecular: lactato desidrogenase 

Os neutrófilos foram obtidos segundo Khalil (2002). A citotoxicidade 

dos compostos naturais sobre neutrófilos foi avaliada através da determinação da enzima 

lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante da suspensão de neutrófilos, 1 x 106 células/mL, 

na ausência e na presença de 2,5 x10-7mol/L PMA (acetato de forbol miristato - ativador do 

oxidative burst), após 2 horas de incubação (tampão PBS-D, pH 7,4; 370 C).  Para este ensaio 

utilizou-se o Kit Labtest LDH –colorimétrico. 

3.10.4.2 Corante supra-vital: azul de Trypan 

A citotoxicidade dos compostos naturais sobre neutrófilos também 

foi avaliada através do teste com corante supra-vital Azul de Trypan (KHALIL, 2002; MIAN 



   
et al., 2008) através de microscopia óptica com contagem em câmara hematimétrica (Câmara 

de Neubauer). Após 2 horas de incubação das amostras com a suspensão de neutrófilos          

1 x 106 células/mL, na presença e na ausência de estímulo PMA em tampão PBS-D, pH 7,4 

(370 C) realizou-se a contagem de células coradas (mortas) e não coradas (vivas) realizando-se 

cálculo de porcentagem de um total de 200 células contadas. 

3.10.5 Ação sobre o oxidative burst de neutrófilos na produção de 

HOCl/TauCl 

A ação dos compostos naturais sobre a geração de ERO por neutrófilos foi 

avaliada através da produção de TauCl por neutrófilos ativados (2,8 x 106 células/mL) com 

PMA  2,5 x 10-7mol/L em tampão PBS-D, pH 7,4, 370C,  contendo 5mM de Tau  (COSTA et 

al., 2004). Após 30 minutos de incubação foi adicionado TMB (2,8 mM) e seguiu-se a leitura 

das absorbâncias em 652 nm após 5 minutos.   

3.6 Análise Estatística 

Foram definidos alguns valores de concentração dos flavonóides que promovessem 

uma dada inibição (ICi) a partir dos gráficos dose-resposta construídos. Buscou-se estabelecer 

os valores de concentração que promovessem 50% de inibição. Entretanto, em alguns casos, 

não foi possível se alcançar tal inibição e, portanto, utilizou-se valores de concentração que 

promoveram inibições inferiores a 50%, como por exemplo, IC13 ou IC41. 

Os resultados, de triplicatas, estão expressos em média 

 

desvio padrão (DP). 

Análises realizadas através de ANOVA onde se estabelece o nível de significância como        

p  0,05.     



                        

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

“Prestem atenção aos benditos lugares que 
denominam-se com a palavra laboratório,  

e tantos significados. 
São os templos de futuro, 

do bem estar e do desenvolvimento. 
É onde a humanidade se fará maior, mais forte e melhor. 

Onde se aprende a ler as obras da natureza,  
obras de avanço verdadeiro e de ampla harmonia...”  

(Pasteur)      



   
4.1         Interações diretas com as espécies reativas 

Uma das propriedades que determina a capacidade antioxidante dos compostos 

fenólicos é o seu potencial redutor, sendo que este, entretanto, não é o único fator para tal 

atividade. Desta forma, buscou-se avaliar o potencial de redução dos seis flavonóides 

estudados. O potencial redutor das amostras foi avaliado a partir da capacidade dos 

flavonóides em reduzirem o molibdênio de sua forma Mo(VI) para Mo(V). Podem-se 

observar, através da figura 8, dois conjuntos de substâncias quanto a esse potencial redutor: 

isoquercetrina, kaempferol e lespedina com potenciais de redução semelhantes entre si, mas 

inferiores aos da afzelina, pteroginoside e quercetina. Os flavonóides podem ser relacionados 

em ordem crescente do potencial redutor como segue: isoquercetrina = kaempferol = 

lespedina < afzelina = pteroginoside = quercetina.    

Figura 8. Redução do fosfomolibdênio – avaliação relativa do potencial redutor; 500 µL de 
Solução Reagente (H2SO4 0,6M; Na3PO4 28mM; Molibdato de amônio 4mM); 50 
µL de amostra; 90 minutos de incubação em banho 900C (resfriado em temperatura 
ambiente);  = 695nm.    
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Pelos dados obtidos, destacam-se: i) que a adição de carboidrato à hidroxila OH-

3 no anel C do kaempferol aumenta o potencial redutor da molécula desde que permaneçam 

livres as duas hidroxilas do anel A; ii) que a adição de uma hidroxila no anel B do kaempferol 

originando a quercetina eleva o potencial redutor do flavonóide e, iii) que a alteração de 

posição de uma hidroxila do anel B da quercetina em conjunto com a adição da raminose à 

hidroxila da posição 3 no anel C (OH-3) reduzem a capacidade redutora da molécula. Desta 

forma, a hidroxila livre do anel C, provavelmente em conjunto com a insaturação presente no 

mesmo anel, é sítio importante para o potencial redutor dos flavonóides. Tal resultado mostra 

potencial dos flavonóides em questão em interferirem em processos de óxido-redução. 

Além do potencial redutor, tem-se como fator importante para a atividade 

antioxidante dos flavonóides a habilidade scavenger de ERO, o que depende da conformação 

espacial e configuração que os mesmos apresentam, além de seu estado de ionização, o que 

interfere em sua capacidade de atingir o núcleo radical dos radicais livres ou de interagir com 

os sítios oxidativos de outras ERO não radicalares. 

A capacidade dos compostos isolados da P. nitens em interagirem com radicais 

livres neutralizando-os, ou de interagirem com agentes oxidantes reduzindo-os, foram 

avaliadas através da ação scavenger sobre os radicais ABTS

 

e DPPH

 

e sobre as ERO 

TauCl, HOCl, O2 , H2O2 e NO.  

Nos estudos da ação de produtos naturais e outros xenobióticos sobre radicais 

livres é muito comum utilizar-se de radicais modelos não pertencentes aos organismos vivos 

para se avaliar o potencial de interação com tais moléculas. Dentre estes radicais encontram-

se o ABTS

 

e o DPPH, sendo que, nos resultados obtidos, o radical ABTS

 

se mostrou um 

radical mais facilmente capturável pelos flavonóides do que o DPPH (Figuras 9 e 10). 

A quercetina (IC50 = 0,0009 mM) foi o composto mais eficiente seguida da 

lespedina (IC50 = 0,0014 mM), kaempferol (IC50 = 0,0019 mM) e isoquercetrina (IC50 = 

0,0021 mM) com valores muito próximos, pteroginoside (IC50 = 0,0029 mM) e afzelina (IC50 



   
= 0,0042 mM). A habilidade dos flavonóides em capturar o radical ABTS

 
(Figura 9) parece 

estar relacionada à disponibilidade da OH-3 e à quantidade total de hidroxilas livres na 

molécula como um todo. Os flavonóides podem assim, ser enumerados segundo a seguinte 

ordem decrescente para o potencial de ação sobre o ABTS +: quercetina > lespedina > 

kaempferol  > isoquercetrina > pteroginoside > afzelina.                          

Figura 9. Ação scavenger de radical ABTS + 55 µM; Tampão fosfato de sódio 10mM, pH7,4; 
incubação de 30 minutos (ausência de luz);  = 734 nm.     

Observou-se que as amostras afzelina e pteroginoside (IC13 = 0,231 mM) foram 

pouco eficientes como scavengers de radical DPPH (Figura 10). As demais amostras 

mostraram grande eficiência contra este radical sendo a quercetina (IC50 = 0,011 mM) a 

molécula que apresentou melhor resultado, seguida da lespedina (IC50 = 0,013 mM), 

isoquercetrina (IC50 = 0,016 mM) e kaempferol (IC50 = 0,030 mM). Os flavonóides podem 
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assim, ser enumerados segundo a seguinte ordem decrescente para o potencial de ação sobre o 

DPPH: quercetina > lespedina > isoquercetrina > kaempferol > afzelina = pteroginoside.                        

Figura 10. Ação scavenger de radical DPPH 60 µM em etanol absoluto; incubação de 15 
minutos (ausência de luz);  = 531 nm.   

Além dos radicais modelos é necessário fazer uso de modelos de estudo que 

envolvam espécies reativas que ocorram de fato em sistemas biológicos. Foram avaliadas, 

portanto, as ERO H2O2, HOCl, TauCl, O2
- e NO . 
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patológicos (processos inflamatórios exacerbados), sendo ainda uma das principais espécies 

envolvidas na alteração do tecido epitelial observada ao longo dos anos no processo de 

envelhecimento. Portanto, o ânion superóxido é um alvo farmacológico importante no que se 
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refere à prevenção e tratamento de patologias associadas ao estresse oxidativo. Observa-se na 

figura 11 grande eficiência da quercetina (IC50 = 0,025 mM) como agente scavenger deste 

radical livre. A isoquercetrina (IC50 = 0,111 mM) e o kaempferol (IC50 = 0,243 mM) também 

se mostraram eficientes contra o ânion superóxido, seguidas da afzelina (IC30 = 0,231 mM), 

pteroginoside (IC32 = 0,349 mM) e lespedina (IC22 = 0,349 mM). Desta forma, as hidroxilas 

livres no anel B seguidas da hidroxila livre no anel C e por fim da hidroxila livre no anel A, 

seriam os sítios de ação destes flavonóides na captura de O2 . Estes são dados extremamente 

importantes, mas é importante lembrar que a quercetina por exemplo interage com o ânion 

superóxido formando quinona, a qual reage com o oxigênio molecular gerando novamente 

anion superóxido, sendo este um processo que deve ocorrer também com os demais 

flavonóides.                     

Figura 11. Ação scavenger de O2

 

-. Meio reacional: Tampão pirofosfato de sódio25mM, pH 8,3; 
NBT 45 µM, PMS 9,3 µM, NADH 78 µM. Incubação de 2 minutos do sistema 
gerador de superóxido com as amostras na ausência de luz; adição de Ácido acético 
5% e 10 minutos de incubação (ausência de luz);  = 560nm.    

Em sistemas biológicos, o ânion superóxido rapidamente gera peróxido de 

hidrogênio, um oxidante não radicalar, deletério ao organismo e necessário em oxidações 
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catalisadas por peroxidases. Através da figura 12, observou-se que nenhum dos flavonóides é 

capaz de agir sobre o peróxido de hidrogênio, sendo este um dado interessante no momento 

em que se avalia a ação das amostras sobre peroxidases.                                           

Figura 12. Ação scavenger de H2O2 (90 µM); Tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 
Incubação de 2 horas e 30 min do H2O2 com as amostras, adição de TNB 80 µM e 
incubação de 5 minutos;  = 412nm.   
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O peróxido de hidrogênio é necessário à mieloperoxidase para a oxidação de 

haletos a seus ácidos hipohalosos, sendo, portanto um componente essencial na produção de 

ácido hipocloroso. O HOCl é um oxidante extretamente deletério ao organismo e responsável 

pela alteração de diferentes biomoléculas das estruturas celulares levando a alterações 

importantes constatadas no organismo em diferentes patologias. As amostras estudadas se 

mostraram efetivos seqüestradores de ácido hipocloroso, como pode ser observado pela figura 

13, sendo a quercetina (IC50 = 0,0008 mM) e o pteroginoside (IC50 = 0,0008 mM) os mais 

eficientes. A afzelina (IC50 = 0,0011 mM), seguida pela lespedina (IC50 = 0,0015 mM), 

isoquercetrina (IC50 = 0,0018 mM) e kaempferol (IC50 = 0,002 mM) também apresentaram 

boa atividade contra o HOCl.                       

Figura 13. Ação scavenger de HOCl (30 µM). Meio reacional: tampão fosfato de sódio 50mM, 
pH 7,4, TMB 2,8mM. Incubação de 10 min do HOCl e revelação com TMB; 

 

= 
652nm.   

Dentre as alterações que o ácido hipocloroso provoca está a oxidação de grupos 

amino livres de aminoácidos levando à formação de cloraminas, outro grupo de oxidantes não 

radicalares. As cloraminas são componentes importantes, por exemplo, na lesão observada 
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para a formação de ulcera gástrica quando a bactéria Helicobacter pilori se faz presente. Tal 

bactéria promove um processo inflamatório na mucosa gástrica onde neutrófilos produzem, 

através do oxidative burst, o HOCl. A bactéria ainda produz amônia que, ao reagir com o 

HOCl, gera monocloramina, a qual é bastante lesiva. As cloraminas são desta forma, alvos 

farmacológicos importantes a serem avaliadas na presença dos flavonóides. Para tanto, 

estudou-se a ação scavenger de taurina cloramina pelos flavonóides.  

Observou-se grande diferença do potencial scavenger de TauCl entre os 

flavonóides glicosidicos e os agliconas (Figura 14), sendo superior a ação destes últimos em 

relação aos primeiros. Observe-se ainda que a quercetina (IC50 = 0,044 mM) demonstrou ação 

superior à do kaempferol (IC50 = 0,092 mM), que apresenta uma hidroxila a menos em sua 

estrutura molecular (anel B). A afzelina (IC37 = 0,370 mM), dentre os flavonóides 

glicosídicos, mostrou-se a mais eficiente, seguida do pteroginoside e a isoquercetrina (IC24 = 

0,401 mM). O pior potencial scavenger de taurina-cloramina foi desempenhado pela 

lespedina (IC11 = 0,415 mM), cuja estrutura molecular apresenta bloqueio das hidroxilas OH-

3 e OH-7 (anéis A e C) pelas ligações a raminoses.                    

Figura 14. Ação scavenger de taurina-cloramina. Meio reacional: TauCl - 30µM; HOCl  30 µM 
+ Tau 5mM ; Tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4. Incubação de 10 min da TauCl 
com as amostras, adição de TMB 2,8mM e incubação de 5minutos;  = 652nm. 
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Outra ERO importante no estresse oxidativo é o óxido nítrico, um radical 

derivado do nitrogênio e capaz de gerar um agente bastante agressor, o peróxinitrito. Assim, o 

NO  também é um alvo farmacológico importante para a ação dos flavonóides. 

Para o estudo da ação sobre o óxido nítrico determinou-se, a partir da figura 15, 

o nível de NO  liberado na hidrólise do nitroprussiato de sódio como sendo 40 µM.                     

Figura 15. Curva analitica do Nitrito de sódio, ensaio com Reagente de Griess. Meio reacional: 
Nitroprussiato de sódio 25 mM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH7,4; 334µL de 
solução de nitrito de sódio + 200µL de Reagente de Griess. Incubação de 5 minutos 
(ausência de luz).     

Como pode ser observado na figura 16, a quercetina (IC41 = 0,265 mM) mostrou-

se o mais eficiente scavenger de óxido nítrico. A isoquercetrina apresentou potencial contra o 

NO semelhante ao do kaempferol (ambos com IC21 = 0,172 mM), seguida da lespedida e 

pteroginoside os quais se assemelham como seqüestradores de óxido nítrico                      

(IC16 = 0,185 mM). A afzelina mostrou ser o flavonóide menos eficiente contra o NO dentre 

os compostos avaliados (IC07 = 0,185 mM). Estes dados revelam que agliconas com duas 
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hidroxilas no anel B são agentes importantes com atividade scavenger de NO. Observa-se 

também que dentre os flavonóides glicosídicos, a ausência de hidroxilas livres no núcleo 

difenilpropano reduz a atividade.                      

Figura 16. Ação scavenger de NO (40 µM). Meio reacional:Tampão fosfato de sódio 50mM, pH 
7,4; Nitroprussiato de sódio 25 mM. Incubação de 1 hora e 30 minutos (amostra + NO 
liberado em solução; ausência de luz); 334µL de solução da reação + 200µL de 
Reagente de Griess e Incubação de 5 minutos (ausência de luz);  = 570nm.     

4.2  Interações com mieloperoxidase  

Além da ação direta sobre as ERO, os antioxidantes podem ter como mecanismo de 

ação a inibição da geração destas espécies pela interação com enzimas. Dentre as enzimas 

importantes do oxidative burst encontra-se a mieloperoxidase, que oxida diferentes substratos 

na presença de peróxido de hidrogênio. Assim, o estudo da inibição desta enzima é fator 

importante na caracterização do perfil de ação dos flavonóides deste estudo. 

Realizou-se ensaio cinético com a MPO na presença de peróxido de hidrogênio 

utilizando-se guaiacol como substrato a ser oxidado. Pelos resultados obtidos sabe-se que as 

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0

0,1

0,4

0,6

0,8

1,0

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0

0,1

0,4

0,6

0,8

1,0

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0

0,1

0,4

0,6

0,8

1,0

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0

0,1

0,4

0,6

0,8

1,0

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0

0,1

0,4

0,6

0,8

1,0

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
0,0

0,1

0,4

0,6

0,8

1,0

 afzelina
 pteroginoside

 kaempferol
 lespedina

 isoquercetrina

(mM)

A
57

0n
m

 quercetina



   
amostras não interagem com H2O2 (Figura 12), sendo este um dado importante no estudo de 

inibição das peroxidases, pois significa que qualquer inibição que fosse observada não seria 

devida à captura de peróxido de hidrogênio pelas amostras.  

Através dos resultados apresentados na figura 17 observou-se que as amostras 

são bons agentes inibidores da enzima mieloperoxidase. A quercetina (IC50 = 0,012 mM) 

mostra-se como o mais potente inibidor de MPO dentre os compostos testados, seguida do   

kaempferol (IC50 = 0,035 mM). O inibidor menos efetivo da MPO revelou-se como sendo a 

afzelina (IC50 = 0,150 mM). Com potencial inibitório intermediário encontram-se, em ordem 

decrescente, a isoquercetrina (IC50 = 0,081 mM), seguida do pteroginoside e lespedina que 

apresentaram ações semelhantes (IC50 = 0,100 mM). Observa-se através destes dados que a 

hidroxila OH-3 (anel C) é sítio importante para a interação com a MPO e sua conseqüente 

inibição.                      

Figura 17. Inibição da oxidação do guaiacol 70 mM pela MPO 8 nM; tampão fosfato de sódio 
50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 0,3 mM; 1 minuto de reação;  = 470 nm.   
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A MPO pode levar à formação de cloraminas à medida que gera o ácido 

hipocloroso que irá reagir com os grupos amino livre de aminoácidos. Um sistema 

interessante a ser abordado seria então a geração indireta de taurina cloramina pela 

mieloperoxidase na presença de peróxido de hidrogênio e íons cloreto em um meio contendo 

o aminoácido taurina. No estudo da geração enzimática (MPO/H2O2/Cl-) de HOCl com 

conseqüente formação de TauCl observou-se que a quercetina (IC50 = 0,002 mM)  foi o 

inibidor mais eficiente, seguida, em ordem decrescente, pelo kaempferol (IC50 = 0,002 mM), 

pteroginosídeo (IC50 = 0,005 mM), afzelina (IC50 = 0,007 mM)  e lespedina (IC50 = 0,013 

mM), sendo a isoquercetrina (IC39 = 0,086 mM)  o pior agente inibidor do sistema em questão 

(Figura 18).                     

Figura 18. Inibição da geração de ácido hipocloroso/TauCl pela MPO: 370C; tampão fosfato de 
sódio 50mM/NaCl 150mM, pH 7,4; Tau 5 mM, MPO 1 nM, H2O2 0,1 mM; 10 minutos 
de reação; catalase 0,02 mg/mL; TMB – 2,8 mM; incubação de 5 minutos;   

 

= 652 
nm.   

A inibição observada pode ser fruto da interação direta dos flavonóides com as 

espécies reativas geradas nesse sistema (HOCl produzido enzimaticamente pela MPO e TauCl 

gerada através de reação do HOCl com taurina em solução) à medida que todas as amostras 
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foram  efetivas contra tais ERO. Todas as amostras se apresentaram, nas condições de ensaio, 

como eficientes scavengers da espécie oxidante biológica HOCl (Figura 13). Os flavonóides 

mostraram também ação scavenger sobre TauCl, sendo kaemferol e quercetina os mais 

eficientes (Figura 14). Nesse caso, com o sistema enzimático MPO/H2O2/Cl-, tem-se inibição 

da reação pela inibição da MPO e/ou supressão do produto HOCl, na presença das amostras. 

Pode-se então, atribuir os efeitos observados na figura 18 ao conjunto dos mecanismos de 

ação dos flavonóides de P. nitens:  i) ação direta sobre HOCl e TauCl e ii) inibição da MPO. 

Foi estudado também o tipo de inibição que estaria sendo provocada pelos 

flavonóides sobre a cinética de oxidação do guaiacol catalisada pela mieloperoxidase. Os 

duplo-recíprocos (Figuras 19 a 24) fornecem os parâmetros cinéticos kM (constante de 

Michaelis-Menten) e vMax (velocidade máxima) que são utilizados na avaliação do tipo de 

inibição observada e são obtidos a partir da intersecção da reta com os eixos x e y. Tais 

parâmetros na ausência dos flavonóides estão contidos na tabela I, a qual ainda apresenta a 

equação geral das retas obtidas nos duplos-recíprocos e os respectivos valores dos 

coeficientes angulares (a) e lineares (b).      

Tabela I. Parâmetros cinéticos da cinética de oxidação do guaiacol na ausência de inibidores.  

a b kM vMax

sem inibidor 3209,8 35,9 89 0,028
equação: y = ax+ b x = -1/k m y = 1/vmax

     

O resultado da inibição da cinética de oxidação do guaiacol catalisada pela MPO 

forneceu os valores aparentes dos parâmetros cinéticos estudados - kM ap e  vMax ap - que são 

listados na tabela II, a qual apresenta ainda o tipo de inibição observado e a estrutura 

molecular de cada flavonóide estudado. 



   
Os flavonóides agliconas, kaempferol e quercetina, apresentaram-se como 

típicos inibidores mistos, pois se observou elevação nos valores aparentes de kM e redução nos 

valores aparentes de vMax frente aos valores obtidos na ausência dos inibidores (Tabela II).  

A quercetina havia sido caracterizada como inibidor competitivo por Pincemail e 

colaboradores em 1988 através do sistema no qual a o-dianisidina era utilizada como substrato 

para a MPO. Entretanto, neste trabalho atual, em que se utilizou mieloperoxidase purificada 

de neutrófilo humanos, caracterizou-se a quercetina como inibidor misto, quando o guaiacol 

foi utilizado como substrato. 

Em relação aos dados apresentados na tabela II para os flavonóides glicosídicos 

observa-se redução nos valores aparentes de kM de vMax frente aos valores obtidos na ausência 

dos inibidores o que caracterizaria tais compostos como inibidores incompetitivos. Tal 

classificação não pode ser utilizada, entretanto, pois o gráfico duplo-recíproco característico 

para este tipo de inibição apresenta retas paralelas para as reações na ausência e presença de 

inibidor, diferentemente do que pode ser observado nas figuras 19, 20, 22 e 23. Na inibição 

incompetitiva, a ligação do inibidor aumenta a afinidade de ligação do substrato pelo sitio 

ativo da enzima (o que torna menor o valor de kM), gera um complexo ternário inibidor-

enzima-susbtrato improdutivo e reduz a velocidade máxima possível de ser alcançada, o que 

caracteriza o tipo de inibição. Os valores obtidos na tabela II poderiam ser justificados, além 

da interação com a própria enzima, por uma possível interação dos flavonóides com o produto 

oxidado do guaiacol, o que daria a falsa impressão de que o sistema teria diminuída a sua 

capacidade de gerar o referido produto, levando à falsa interpretação da ocorrência de inibição 

incompetitiva através dos valores de kM e vMax.     



   
Tabela II. Inibição da MPO: parâmetros cinéticos na presença dos inibidores, obtidos a partir dos gráficos 12 a 17.  

a b kM ap vMax ap EFEITO DO INIBIDOR

 
TIPO DE INIBIÇÃO

 
ESTRUTURA 
MOLECULAR 

afzelina 0,5 µg/mL 2165,7 78,3 28 0,013 

afzelina 2,5 µg/mL  
1746,6 105,4 17 0,009 

kmap < km   

vmaxap < vmax  

?       

pteroginoside 2,5 µg/mL 2356,8 79,5 30 0,013 

pteroginoside 4,0 µg/mL 1907,2 111,2 17 0,009 

kmap < km   

vmaxap < vmax  

           

?       

kaempferol 2,5 µg/mL 3581,6 39,7 90 0,025 

kaempferol 4,0 µg/mL  
4065,1 41,9 97 0,024 

kmap > km   

vmaxap < vmax   

MISTA       

lespedina 2,5 µg/mL 2523,7 65,6 38 0,015 

lespedina 4,0 µg/mL 2041,7 98,7 21 0,010 

kmap < km   

vmaxap < vmax  

?       

isoquercetrina 2,5 µg/mL 2600,1 123 21 0,008 

isoquercetrina 4,0 µg/mL  
1973,8 197,8 10 0,005 

kmap < km   

vmaxap < vmax 

?    

quercetina 2,5 µg/mL 5839,6 51,3 114 0,020 
quercetina 4,0 µg/mL  

10664,9 62,1 172 0,016 

kmap > km   

vmaxap < vmax 

MISTA       
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Figura 19. Gráfico Duplo-Recíproco da Inibição da MPO pela afzelina: MPO 5 nM; H2O2 

0,3 mM; guaiacol em concentrações variáveis; afzelina 0,5 µg/mL e 2,5 µg/mL; 
tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; 1 minuto de reação;    = 470 nm.     
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Figura 20. Gráfico Duplo-Recíproco da Inibição da MPO pelo pteroginoside: MPO 5 nM; 
H2O2 0,3 mM; guaiacol em concentrações variáveis; pteroginoside 2,5 µg/mL e 
4,0 µg/mL; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; 1 minuto de reação;   

 

= 470 nm.   
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Figura 21. Gráfico Duplo-Recíproco da Inibição da MPO pelo kaempferol: MPO 5 nM; 
H2O2 0,3 mM; guaiacol em concentrações variáveis; kaempferol 2,5 µg/mL e 4,0 
µg/mL; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; 1 minuto de reação;   

 

= 
470 nm.   
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  lespedina 2,5 g/mL
y = 2523,7x + 65,6 

  lespedina 4,0 g/mL
y = 2041,7x + 98,7

   

Figura 22. Gráfico Duplo-Recíproco da Inibição da MPO pela lespedina: MPO 5 nM; 
H2O2 0,3 mM; guaiacol em concentrações variáveis; lespedina 2,5 µg/mL e 4,0 
µg/mL; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; 1 minuto de reação;   

 

= 
470 nm.  
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Figura 23. Gráfico Duplo-Recíproco da Inibição da MPO pela isoquercetrina: MPO 5 nM; 
H2O2 0,3 mM; guaiacol em concentrações variáveis; isoquercetrina 2,5 µg/mL e 
4,0 µg/mL; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; 1 minuto de reação;   

 = 470 nm.    
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Figura 24. Gráfico Duplo-Recíproco da Inibição da MPO pela quercetina: MPO 5 nM; 
H2O2 0,3 mM; guaiacol em concentrações variáveis; quercetina 2,5 µg/mL e 4,0 
µg/mL; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; 1 minuto de reação;   

 

= 
470 nm.   



   
A fim de se compreender melhor a ação dos flavonóides sobre a 

mieloperoxidase, estudou-se a ação dos flavonóides sobre a HRP, uma peroxidase 

clássica em estudos de oxidação de xenobióticos por peroxidases, sendo que, em 

reações catalisadas por peroxidases em geral, a HRP é frequentemente utilizada como 

modelo (KHALIL, 2002).  Desta forma, como meio de avaliar se há especificidade 

absoluta na inibição das amostras pela MPO, realizou-se estudo de inibição da HRP 

através do ensaio de oxidação do guaiacol na presença de peróxido de hidrogênio.                        

Figura 25. Inibição da oxidação do guaiacol 2 mM pela HRP 7 nM; tampão fosfato de 
sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 0,1 mM; 2 minutos de reação;  = 470 nm.    

Como pode ser observado na figura 25, os flavonóides estudados também 

apresentam a capacidade de inibir a HRP, uma peroxidase de origem vegetal, cujo 

grupo prostético (ferriprotoporfirina IX) não se apresenta ligado covalentemente às 

cadeias laterais dos aminoácidos que formam o sítio ativo da enzima. Os dados mostram 

ação semelhante para a afzelina e lespedina (IC21 = 0,090 mM), seguidas do 
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ligeiramente mais eficiente kaempferol (IC37 = 0,105 mM), sendo estes os compostos 

menos eficientes como inibidores neste sistema. Apresentando maior eficiência estão a 

quercetina (IC50 = 0,010 mM e IC90 = 0,033 mM) e a isoquercetrina (IC50 = 0,010 mM e 

IC73 = 0,033 mM), sendo a quercetina o melhor inibidor. O pteroginoside (IC43 = 0,083 

mM) apresenta-se com potencial inibitório intermediário aos dois grupos de compostos 

mencionados. A partir destes dados pode-se inferir que há participação importante do 

anel B na interação com o sítio ativo da HRP, a qual se torna aumentada com a presença 

de duas hidroxilas neste anel.  

A HRP é uma enzima muito útil devido a sua fácil obtenção e custo 

reduzido relativo a peroxidases animais, sendo importante para a avaliação de diferentes 

substâncias como substratos de peroxidases. A HRP, na presença de peróxido de 

hidrogênio e de um substrato, tem inicialmente queda da absorbância em 403 nm e 

elevação em 420 nm (formação do composto II) e com a formação do produto, ao final 

do ciclo, observa-se elevação da absorbância em 403 nm e queda em 420 nm indicando 

o retorno da HRP à sua forma nativa.  

Os flavonóides foram então avaliados como possíveis substratos de 

peroxidases utilizando-se das propriedades espectrofotométricas relatadas para esta 

enzima. As figuras 26 a 31 mostram a ocorrência de alteração conformacional da HRP, 

avaliada através de espectrofotometria, na presença dos compostos estudados, o que, 

portanto, os caracteriza como substratos de peroxidase (proporcionaram a ocorrência do 

ciclo catalítico clássico da HRP), a despeito dos tempos relativamente elevados para o 

retorno da enzima à sua forma nativa quando comparados a ótimos substratos como o 

luminol e guaiacol por exemplo (KHALIL, 2002).    



        

Figura 26. Ciclo catalítico clássico da HRP: estudo da afzelina como substrato de 
peroxidases; HRP 1,8µM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 15 
µM; afzelina 2,5 µg/mL; minutos de reação. Gráfico 19A: 

 

= 403 nm ( ) e 
420 nm ( ).   

    

Figura 27. Ciclo catalítico clássico da HRP: estudo do pteroginoside como substrato de 
peroxidases; HRP 1,8µM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 15 
µM; pteroginoside 2,5 µg/mL; minutos de reação. Gráfico 20A:  = 403 nm ( ) 
e 420 nm ( ).    
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Figura 28. Ciclo catalítico clássico da HRP: estudo do kaempferol como substrato de 
peroxidases; HRP 1,8µM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 15 
µM; kaempferol 2,5 µg/mL; minutos de reação. Gráfico 21A: 

 

= 403 nm ( ) e 
420 nm ( ).      

    

Figura 29. Ciclo catalítico clássico da HRP: estudo da lespedina como substrato de 
peroxidases; HRP 1,8µM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 15 
µM; lespedina 2,5 µg/mL; minutos de reação. Gráfico 22A: 

 

= 403 nm ( ) e 
420 nm ( ).    
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Figura 30. Ciclo catalítico clássico da HRP: estudo da isoquercetrina como substrato de 
peroxidases; HRP 1,8µM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 15 
µM; isoquercetrina 2,5 µg/mL; minutos de reação. Gráfico 23A: 

 

= 403 nm 
( ) e 420 nm ( ).     

    

Figura 31. Ciclo catalítico clássico da HRP: estudo da quercetina como substrato de 
peroxidases; HRP 1,8µM; tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 370C; H2O2 15 
µM; quercetina 2,5 µg/mL; minutos de reação. Gráfico 24A: 

 

= 403 nm ( ) e 
420 nm ( ).   
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Através da figura 32 observou-se que as amostras são capazes de inibir a 

oxidação do guaiacol por peroxidases pela interação com o grupo Heme das mesmas. 

Nestes ensaios (Figura 32) observou-se maior inibição proporcionada pela quercetina 

(IC50 = 0,008 mM), seguida, em ordem decrescente de inibição, da isoquercetrina (IC50 

= 0,013 mM), lespedina (IC50 = 0,032 mM), kaempferol (IC50 = 0,048 mM) e afzelina 

(IC50 = 0,109 mM). Quanto ao pteroginoside (IC50 = 0,023 mM e IC73 = 0,112 mM), 

observa-se ação semelhante à da isoquercetrina em baixas concentrações e 

proporcionalmente aos demais compostos, eficiência drasticamente diminuída em 

concentrações maiores.  

Assim como observado no ensaio de oxidação do guaiacol pela HRP, 

observa-se novamente, com estes resultados, a importância das duas hidroxilas livres no 

anel B dos flavonóides para a interação dos mesmos com o sítio ativo de peroxidases, 

do qual o grupo Heme faz parte.                     

Figura 32. Inibição da oxidação do guaiacol 8 mM pela Hemina 3,3 µM, H2O2 3,3 mM; 
tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4; 370C; H2O2 0,1 mM; 2 minutos de 
reação;  = 470 nm.   
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Os flavonóides estudados são inibidores da mieloperoxidase com 

potencial como substratos de peroxidases e que interagem de diferentes maneiras com a 

HRP e MPO, seja nos respectivos sítios catalíticos formados pelo grupo prostético ou 

em outras partes das estruturas protéicas. Como parte dos estudos de inibição de 

peroxidases pelos metabólitos isolados da P. nitens, optou-se pela realização da cinética 

de oxidação do guaiacol pelo grupo prostético de peroxidases, a ferriprotoporfirina IX, 

em sua forma livre (Hemina), a fim de se avaliar a interação dos compostos com as 

peroxidases em seus sítios ativos via uma possível interação com o grupamento Heme.  

È interessante ressaltar que nenhum dos efeitos inibitórios dos flavonóides 

sobre a MPO, HRP e Hemina podem ser atribuídos a uma possível interação dos 

produtos naturais com o peróxido de hidrogênio, o que reduziria a disponibilidade desta 

ERO ao sistema enzimático e levaria à inibição do mesmo.    

4.3 Interações com células 

No estudo bioquímico da interferência de xenobióticos em processos oxidativos 

julgou-se necessária a avaliação da ação dos mesmos em células animais. Para tanto, 

optou-se por estudar a ação sobre eritrócitos de seres humanos, dada a susceptibilidade 

dos mesmos a radicais livres e outras ERO e aos efeitos que o dano oxidativo sobre tais 

células podem acarretar ao organismo humano, sendo estas células responsáveis pelo 

transporte de oxigênio entre os tecidos.  

Em um primeiro momento, buscou-se avaliar se as amostras por si só 

apresentariam algum potencial citotóxico sobre os eritrócitos. Elas foram avaliadas em 

diferentes concentrações na presença dos eritrócitos em diferentes tempos de incubação 

(Figuras 33 e 34).  



                     

Figura 33. Ação hemolítica dos compostos naturais: suspensão de eritrócitos 5%; 2 horas e 
meia de incubação; 370C; tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 

 

= 414 nm.                            

Figura 34. Ação hemolítica dos compostos naturais: suspensão de eritrócitos 5%; 4 horas 
de incubação; 370C; tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 

 

= 
414 nm.  

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,00

0,06

0,12

0,18

0,24

0,30

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,00

0,06

0,12

0,18

0,24

0,30

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,00

0,06

0,12

0,18

0,24

0,30

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,00

0,06

0,12

0,18

0,24

0,30

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,00

0,06

0,12

0,18

0,24

0,30

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
0,00

0,06

0,12

0,18

0,24

0,30

A
41

4n
m

(mM)

 afzelina
 pteroginoside

 kaempferol
 lespedina

 isoquercetrina
 quercetina

0,00 0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 0,36
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0,00 0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 0,36
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0,00 0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 0,36
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0,00 0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 0,36
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0,00 0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 0,36
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0,00 0,06 0,12 0,18 0,24 0,30 0,36
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

 

afzelina

A
41

4n
m

(mM)

 

pteroginosídeo

 

kaempferol

 

lespedina

 

isoquercetrina

 

quercetina



   
Através das figuras 33 e 34, observou-se que as amostras são bons agentes 

hemolíticos e, portanto capazes de prejudicar o sistema de transporte de oxigênio via 

eritrócitos. A hemólise observada é intensificada à medida que se elevam as 

concentrações das amostras e o tempo de incubação, sendo que as amostras glicosídicas 

apresentam potencial hemolítico superior aos das agliconas (kaempferol e quercetina) 

Isto pode indicar a importância (mas não essencialidade) dos carboidratos ligados como 

sítios de interação com marcadores de superfície dos eritrócitos facilitando o desarranjo 

da estrutura da membrana plasmática destas células e levando à instabilidade do meio 

intracelular pela abertura de poros e alteração osmótica, culminando na lise constatada. 

A citotoxicidade apresentada sobre eritrócitos, associada ao potencial 

inibitório de peroxidases e ERO, desperta interesse à medida que o potencial benéfico 

dos flavonóides apresenta, portanto, restrição quanto à aplicação dos mesmos na 

terapêutica.  

Dados os resultados até aqui apresentados indagou-se quais seriam os 

efeitos sobre os eritrócitos quando os flavonóides estivessem presentes junto aos 

radicais livres e outras ERO. Desta forma, estudou-se a hemólise na presença dos 

flavonóides e radical livre AAPH e dos flavonóides em presença do ácido hipocloroso. 

Numerosas pesquisas têm utilizado os eritrócitos como modelo para o 

estudo do dano oxidativo de membranas biológicas. Em muitos destes estudos, são 

utilizados radicais livres de fase aquosa, tais como o 2,2’-azo-bis (2-amidinopropane) 

dihydrochloride (AAPH), capazes de atacar membranas eritrocitárias causando 

lipoperoxidação e promovendo hemólise (ZHU et al., 2002).   

A figura 35 mostra que na ausência dos flavonóides o radical AAPH 

apresenta grande ação hemolítica sendo que a ocorrência de hemólise é reduzida com a 

adição dos flavonóides de forma dose-dependente. Isto pode ser explicado por uma 



   
possível afinidade entre os flavonóides e o radical de intensidade tal que torne 

praticamente inexistente a interação dos flavonóides com as células e reduza a interação 

destas com o radical. Com isso, há formação de produto(s) menos hemolítico(s).  

Na hemólise promovida pelo radical AAPH, o pteroginoside (IC50 = 

0,0022 mM) apresentou o melhor potencial protetor com valores próximos aos da 

quercetina (IC50 = 0,0035 mM) e afzelina (IC50 = 0,0035 mM), seguidos do kaempferol 

(IC50 = 0,0053 mM) e lespedina (IC50 = 0,0063 mM). A isoquercetrina (IC50 = 0,0230 

mM) apesar de também ter sido efetiva na inibição da hemólise apresentou o menor 

potencial de ação.                        

Figura 35. Ação dos compostos naturais sobre a hemólise promovida pelo radical AAPH 
25 mM: suspensão de eritrócitos 5%; 2 horas e meia de incubação; 370C; tampão 
fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4;  = 414 nm.  

As células vermelhas do sangue também têm sido amplamente utilizadas 

no estudo do dano celular promovido por neutrófilos ativados, sendo que a hemólise 

não é um processo causado primariamente por cloraminas, mas sim, um dano 
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dependente do ácido hipocloroso, sendo este o principal agente responsável por 

promover a lise dos eritrócitos (VISSERS et al., 1998).   

Na presença do ácido hipocloroso, as amostras tiveram exacerbados seu 

potencial hemolítico, bem como promoveram mais danos do que o próprio ácido 

hipocloroso sozinho. Observou-se nas figuras 34 e 36 que o kaempferol na ausência de 

HOCl foi o flavonóide menos lesivo aos eritrócitos, mas na presença de HOCl passou a 

ser um dos mais hemolíticos.                    

Figura 36. Ação dos compostos naturais sobre a hemólise promovida pelo HOCl 100 
µM: suspensão de eritrócitos 5%; 4 horas de incubação; 370C; tampão fosfato de 
sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4;  = 414 nm.  

A exacerbação da hemólise apresentada na figura 36 para todas as 

amostras pode ser devida ao sinergismo entre as ações dos flavonóides e do oxidante ou 

ainda devido à formação de produtos mais lesivos às células que se formaram com a 

reação de cada um dos flavonóides com o ácido hipocloroso. Nas menores 

concentrações de flavonóides parece haver uma proteção, mas, provavelmente, com o 

aumento da concentração de cada flavonóide há também aumento na concentração do 
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seu produto formado que a partir de um dado nível passa a ter sua ação hemolítica 

revelada pelo sistema. 

È importante destacar que os agentes antioxidantes ora estudados poderão, 

portanto, apresentar efeito benéfico ou prejudicial ao dano oxidativo frente às diferentes 

espécies reativas presentes, dependendo da afinidade pelas mesmas e também da 

inocuidade do produto formado pela reação do flavonóide com o radical livre e outras 

ERO. 

Além dos eritrócitos, células alvo de ERRO, mas que não produzem tais 

espécies, optou-se por estudar a ação dos flavonóides também sobre neutrófilos, sendo 

estes, importantes sistemas geradores de ERO através do oxidative burst e componentes 

importantes de lesão tecidual em processos inflamatórios exacerbados. Este estudo foi 

avaliado através da produção de TauCl por neutrófilos estimulados com PMA (Figura 

37). A inibição deste sistema foi alcançada de forma mais eficiente pela quercetina (IC50 

= 0,007 mM). O pteroginosídeo, o kaempferol e a lespedina apresentaram mesmo 

potencial de ação (IC50 = 0,017 mM). Os compostos que provocaram menor inibição 

foram a isoquercetrina (IC50 = 0,031 mM) e a afzelina (IC50 = 0,045 mM). 

Os resultados obtidos na figura 37 são explicados por uma série de 

mecanismos que ocorreriam em conjunto nos neurófilos ativados, a saber: i) ação direta 

sobre as ERO geradas no oxidative burst, incluindo o ânion superóxido (inicialmente 

gerado pela NADPH oxidase da membrana das células e que gera o peróxido utilizado 

pela mieloperoxidase), o HOCl (gerado pela MPO do fagolisossoma), cloraminas 

(geradas com a reação do HOCl com resíduos de aminoácidos), óxido nítrico 

(produzido no citoplasma) e radicais gerados  pelas reações destas ERO com outros 

grupos de moléculas presentes nos neutrófilos; ii) inibição da geração do ácido 

hipocloroso e oxidação de biomoléculas através da inibição da enzima mieloperoxidase; 



   
iii) citotoxicidade sobre os neutrófilos desestruturando a cascata geradora de ERO (seria 

esta uma possibilidade?). Não se pode deixar de levar em consideração a interação dos 

flavonóides com ânion superóxido gerando peróxido de hidrogênio e quinonas que ao 

reagirem com o oxigênio molecular regeneram o ânion superóxido.                  

Figura 37. Ação dos compostos naturais sobre a geração de ERO por neutrófilos: 
suspensão de neutrófilos 2,8.106 células/mL; Tau 5mM, PMA  2,5.10-7mol/L, 
TMB 2,8 mM; 30 minutos de incubação; 370C; tampão PBS-D, pH 7,4;    = 652 
nm.   

Uma possível toxicidade aos neutrófilos passou então a ser de interesse a 

fim de validar a hipótese explicativa para a inibição observada na figura 37. Dada a 

praticidade, sensibilidade e reprodutibilidade do método, optou-se pela determinação da 

atividade da enzima lactato desidrogenase (LD) no sobrenadante da suspensão de 

neutrófilos, como molécula marcadora de dano celular.  

A suspensão de neutrófilos utilizada nos ensaios foi, então, congelada por 

12 horas e descongelada no momento do uso a fim de que houvesse lise de todos os 

neutrófilos e a enzima LD fosse obtida no sobrenadante após centrifugação por 10 

minutos em 2500 rpm. A LD foi então dosada nesse sobrenadante na ausência e na 
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presença dos flavonóides em diferentes concentrações. Observou-se que para todas as 

amostras, o nível de LD diminuía com o aumento da concentração dos flavonóides de 

tal forma a atingir níveis inferiores aos basais observados na ausência de componentes 

citotóxicos. A explicação de tal fato se dá pela inibição da enzima lactato desidrogenase 

pelos flavonóides. Tal situação impossibilita a utilização da LD como marcador de 

citotoxicidade.                     

Figura 38. Inibição da enzima lactato desidrogenase no extrato bruto de neutrófilos de 
ratos pelos compostos naturais: sobrenadante da suspensão de neutrófilos 1.106 

células/mL após congelamento/descongelamento; 2horas de incubação; 370C; 
tampão PBS-D, pH 7,4;  = 500 nm.     

A fim de se esclarecer um possível efeito citotóxico dos compostos 

naturais em questão como uma das possíveis razões para a inibição do oxidative burst 

optou-se por um segundo método, a coloração dos neutrófilos com corante supra-vital 

azul de Trypan, o qual cora as células que sofreram dano a ponto de desestruturar a 

membrana citoplasmática e permitir a entrada do corante no citoplasma da célula (o 

corante não penetra a célula integra). Os ensaios foram realizados na ausência e na 

presença dos flavonóides, bem como na ausência e presença da ativação dos neutrófilos 
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através do estímulo solúvel PMA que desencadeia o oxidative burst nessas células 

(Figura 39).  
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Figura 39. Citotoxicidade dos compostos naturais sobre neutrófilos – teste com corante supra-vital 
Azul de Trypan: suspensão de neutrófilos 1.106 células/mL; PMA 2,5.10-7mol/L, 2 
horas de incubação; 370 C; tampão PBS-D, pH 7,4; microscopia óptica em câmara 
hematimétrica. 
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Os resultados mostrados na figura 39 mostram que as amostras de forma 

dose-dependente são citotóxicas aos neutrófilos, segundo a seguinte ordem decrescente 

de citotoxicidade: lespedina > pteroginosídeo > isoquercetrina > kaempferol >  

quercetina > afzelina  (tabela III).  Fica clara também, pela figura 39, a exacerbação do 

dano provocado pelas amostras aos quando o oxidative burst é iniciado com a adição de 

PMA.  

Qualquer um dos flavonóides promoveu em uma mesma concentração 

danos superiores quando da ocorrência do oxidative burst. Isto se deve, provavelmente, 

à formação de produtos mais tóxicos seja a partir da reação dos flavonóides com as 

ERO geradas pelos neutrófilos ativados, ou ainda, pela transformação enzimática dos 

compostos via MPO. Anion superóxido, peróxido de hidrogênio e quinonas (que se 

complexariam, formando agregados insolúveis) são possíveis produtos a se formarem. 

Outra hipótese provável seria a ocorrência de sinergismo entre a toxicidade de cada um 

dos flavonóides com o efeito da ativação dos neutrófilos.          

Tabela III. Morte de neutrófilos inativos e ativados provocada pelos 
flavonóides.       

porcentagem de neutrófilos 
mortos  
(%) 

 

mg/mL mM inativos ativados 

         

afzelina 0,125 0,29 13 100 
pteroginoside 0,063 0,11 57 94 
kaempferol 0,063 0,22 70 100 
lespedina 0,025 0,04 28 95 
isoquercetrina

 

0,063 0,14 28 99 
quercetina 0,063 0,21 52 100 

  



   
Avaliando-se os dados apresentados nos diferentes sistemas estudados, os 

produtos gerados da interferência dos flavonóides no oxidative burst poderiam ser 

obtidos a partir da reação destes flavonóides com quaisquer ERO, à medida que todas as 

amostras mostraram ser capazes de interagir com diferentes radicais livres e espécies 

reativas não-radicalares. 

Observou-se a importância de se estudar um perfil de ação bioquímica, pois, 

a despeito do que é habitual de se encontrar em trabalhos semelhantes, definiu-se efeitos 

das atividades dos flavonóides traçadas em seu mecanismo da ação, buscando a 

compreensão da interferência dos mesmos em processos oxidativos simples a processos 

oxidativos mais complexos como os observados nos sistemas celulares (Figura 40).              

Figura 40. Perfil de ação sobre processos oxidativos na compreensão do mecanismo de ação dos 
flavonóides.  

Tal estudo visa contribuir com o que já se conhece acerca da complicada 

bioquímica dos flavonóides buscando-se a possibilidade de aplicação terapêutica dos 

mesmos e avaliando-se a possibilidade de ocorrência de diferentes efeitos adversos e 
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tóxicos, ou ainda, indicar potenciais de interferência em procedimentos que envolvam 

reações de óxido redução em testes diagnósticos de pacientes em tratamento com tais 

moléculas. 

Neste trabalho observou-se que atividade antioxidante depende do número e 

configuração dos grupos hidroxil nos fenóis, assim como da existência de outros 

grupamentos, tais como em flavonóides glicosídicos. Diferentes padrões de substituintes 

nos anéis A e B, bem como a existência de ligação dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel C 

e também a existência de uma carbonila na posição 4 deste mesmo anel interfere na 

atividade dos flavonóides. A adição de açúcar à aglicona diminui a atividade dos 

flavonóides, mas uma molécula adicional de açúcar ao glicosídio pode alterar de diferentes 

maneiras a atividade de acordo com o radical ou sistema em questão, mostrando haver 

especificidade na ação dos flavonóides glicosídicos e agliconas sobre os sistemas 

oxidativos.  

As formas glicosídicas e agliconas podem exibir especificidade de ação, a 

qual deve estar relacionada à:  

1) potencial de redução da molécula em questão, 

2) ocorrência de ressonância dos elétrons nas estruturas, 

3) conformação que o flavonóide adquire aumentando ou diminuindo o 

acesso do mesmo ao núcleo radical da ERO,  

4) energia de ativação necessária para os sistema atingir a conformação 

adequada para formação de produto,  

5) alteração da solubilidade do flavonóide aumentando ou reduzindo sua 

concentração no meio reacional,  

6) facilidade dos flavonóides em quelar metais pesados essenciais nos sítios 

ativos de diferentes enzimas,  



   
7) acessibilidade dos flavonóides ao sítio ativo de enzimas que catalizam as 

reações de óxido-redução, 

8) afinidade dos flavonóides por biomoléculas das membranas das células, de 

acordo com sua polaridade e carga adquirida no meio estudado, definindo interações com 

açúcares, lipídios e proteínas da superfície das membranas e tendo maior ou menor acesso 

às rotas bioquímicas geradoras das ERO ou ainda acesso às próprias ERO.   

4.4 Resumo dos resultados   

Através do conjunto de resultados pode-se avaliar o grau de complexicidade da 

utilização destes flavonóides como agentes terapêuticos, pois à medida que são capazes 

de inibir processos oxidativos, também apresentam potencial de torná-los mais lesivos 

aos sistemas biológicos. Os resultados obtidos são resumidos a seguir:  

a. Redução do fosfomolibdênio 

- isoquercetrina = kaempferol = lespedina < afzelina = pteroginoside = quercetina  

b. Ação scavenger das amostras sobre o radical ABTS

 

- quercetina > lespedina > kaempferol  > isoquercetrina > pteroginoside > afzelina  

c. Ação scavenger das amostras sobre radical DPPH  

- quercetina > lespedina > isoquercetrina > kaempferol > afzelina = pteroginoside  

d. Atividade scavenger das amostras sobre peróxido de hidrogênio  

- Nenhuma das amostras promoveu inibição em quaisquer das doses testadas   



   
e. Atividade scavenger das amostras sobre o ácido hipocloroso 

- quercetina = pteroginoside > afzelina > lespedina > isoquercetrina > kaempferol  

f. Atividade scavenger sobre taurina cloramina 

- quercetina > kaempferol > afzelina > pteroginoside =  isoquercetrina > lespedina  

g. Atividade scavenger sobre o anion superóxido  

- quercetina > isoquercetrina > kaempferol > afzelina > pteroginoside > lespedina  

h. Atividade scavenger sobre Óxido Nítrico 

- quercetina > isoquercetrina = kaempferol > lespedina = pteroginoside > afzelina  

i. Ação na oxidação do guaiacol por peroxidase modelo (clássica) 

-quercetina > isoquercetrina > pteroginoside >  kaempferol > afzelina = lespedina 

- todas mostraram ser substratos da HRP  

j. Ação na oxidação do guaiacol por mieloperoxidase humana 

- quercetina >  kaempferol > isoquercetrina > pteroginoside = lespedina > afzelina 

- qercetina e  kaempferol: inibidores mistos  

k. Ação na oxidação do guaiacol pelo grupo prostético de peroxidases 

(hemina) 

- quercetina > isoquercetrina > lespedina > kaempferol > pteroginoside > afzelina   



   
l. Ação na geração de HOCl/TauCl por mieloperoxidase 

- quercetina ~  kaempferol > pteroginoside > afzelina > lespedina > isoquercetrina  

m. Toxicidade sobre eritrócitos  

- pteroginoside = isoquercetrina > lespedina > afzelina > kaempferol > quercetina  

n. Dano provocado pelo radical AAPH em eritrócitos 

- houve proteção 

- pteroginoside > quercetina = afzelina >  kaempferol > lespedina > isoquercetrina  

o. Ação sobre dano provocado pelo ácido hipocloroso em eritrócitos  

- Houve exacerbação do dano 

- pteroginoside > quercetina = afzelina >  kaempferol > lespedina > isoquercetrina  

p. Ação sobre o oxidative burst de neutrófilos na produção de HOCl/TauCl 

- interferiu no “oxidative burst” 

- quercetina > pteroginoside = kaempferol = lespedina > isoquercetrina > afzelina   

q. Toxicidade sobre neutrófilos 

- os flavonóides testados são inibidores da lactato desidrogenase 

- as amostras de forma dose-dependente são citotóxicas aos neutrófilo: lespedina > 

pteroginosídeo > isoquercetrina > kaempferol >  quercetina > afzelina  

- formação de produtos mais tóxicos a partir da reação dos flavonóides com as ERO 

geradas pelos neutrófilos ativados  



                       

CONCLUSÃO 
“Existem homens que lutam um dia e são bons. 

Existem homens que lutam um ano e são melhores. 
Outros que lutam vários anos e são muito bons. 

Mas existem aqueles que lutam a vida inteira. Estes são imprescindíveis.” 
(Bertold Brecht)      



    
Neste trabalho pode-se observar que todas as amostras testadas apresentaram ação sobre 

os sistemas in vitro e ex-vivo estudados. Dentre as ações, observadas através dos efeitos 

de cada composto nos ensaios realizados, destacam-se as ações antioxidantes diretas e 

indiretas sobre as ERO.  

Observou-se que as amostras estudadas foram capazes de interferir no 

oxidative burst, fato observado pela redução dos níveis de TauCl presente em solução 

proporcionalmente à elevação das concentrações dos flavonóides. Através dos demais 

sistemas estudados, pode-se propor múltiplos mecanismos de ação de tais compostos a 

fim de justificar os efeitos observados: i) ação direta sobre o O2

 

, ii) ação direta sobre 

o HOCl, iii) ação direta sobre a TauCl, iv) inibição da geração do HOCl pela MPO 

(mecanismos variados: interação com grupamento Heme, interação com cadeias laterais 

de aminoácidos que compõem o sítio ativo e/ou interação com cadeias laterais de 

aminoácidos da estrutura enzimática em sítios diferentes do sítio catalítico), v) 

toxicidade direta sobre os neutrófilos, ou ainda, vi) toxicidade sobre neutrófilos 

provocada pelos produtos da interação dos flavonóides com O2

 

, HOCl, TauCl, NO e 

outros radicais e oxidantes gerados durante o oxidatve burst (HO , OONO , 

lipoperóxidos, etc) 

Destacam-se ainda, o potencial citotóxico sobre eritrócitos e neutrófilos, o 

qual torna-se claramente exacerbado na presença das espécies reativas. Merece 

destaque, portanto, o fato de que moléculas antioxidantes, frequentemente descritas 

como benéficas e plausíveis de serem aplicadas na terapêutica, não estão alheias a 

possíveis efeitos prejudiciais que possam promover ao ser humano e, portanto, como 

qualquer fármaco rotineiramente utilizado, deverão apresentar os chamados efeitos 

colaterais e efeitos adversos. Não obstante, tal fato não impossibilita a utilização de tais 



   
compostos no tratamento de patologias variadas nas quais os radicais livres possam ser 

os responsáveis por causar ou exacerbar os danos aos tecidos. Para tanto, tornam-se 

necessários estudos aprofundados quanto a DL50 de cada composto e estudos de outros 

parâmetros toxicológicos, bem como variados efeitos farmacológicos, que determinem 

com segurança a aplicabilidade dos mesmos na terapêutica.  

Este trabalho proporcionou ainda um estudo estrutura-atividade no qual se 

avaliou como a alteração na estrutura química básica de um flavonóide alteraria a ação 

do mesmo nos diferentes sistemas estudados, permitindo identificar quais sítios 

químicos nos flavonóides seriam importantes para cada uma das ações. 

É clara a necessidade da continuidade da pesquisa, através de novos 

projetos, a fim de se estudar as possibilidades de interações de acordo com a 

variabilidade de estruturas conformacionais encontradas para os flavonóides, ou ainda 

se estudar os produtos formados nas reações e as ações destes nos sistemas. Além disso, 

é necessária a realização de estudos da ação in vivo destas avaliando-se os efeitos das 

mesmas em condições fisiológicas não alteradas e diferentes condições de dano 

oxidativo impostas aos animais (tais como Diabetes mellitus, hepatotoxicidade induzida 

por etanol ou tetracloreto de carbono, danos renais induzidos por drogas, etc.)., bem 

como a administração de diferentes doses e por períodos variáveis de duração.  Desta 

forma, completar-se-ia o perfil de ação dos compostos e ainda avaliar-se-ia seu 

potencial terapêutico para aplicação em seres humanos e ainda os possíveis efeitos 

tóxicos das mesmas através de diferentes parâmetros toxicológicos.       
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Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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