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RESUMO 

 

 

O acidente vascular cerebral isquêmico (AVCi) causa danos celulares 

por provocar intensa excitotoxicidade e estresse oxidativo após privação de 

oxigênio e glicose para uma região do encéfalo. Neste trabalho, investigamos o 

potencial neuroprotetor da planta amazônica Brosimum acutifolium que é rica 

em flavanas como a 4',7-diidroxi-8-(3,3-dimetilalil)flavana (brosimina b, aqui 

abreviada como Bb) que apresenta elevado potencial antioxidante.  Utilizamos 

cultura de células retinianas de embrião de galinha submetidas a hipóxia 

experimental, por privação de oxigênio e glicose, para avaliarmos o potencial 

antioxidante da Bb através da análise do sequestro do radical 2,2-difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH). Além disso, avaliamos a viabilidade celular (VC) e o perfil 

oxidativo e antioxidativo após 3, 6 e 24 horas de hipóxia, pela produção de 

oxigênio reativo (O2
-) e atividade antioxidante endógena pela enzima catalase, 

respectivamente. Nossos resultados demonstram que nosso modelo 

experimental de hipóxia in vitro provoca redução tempo-dependente da VC, 

acompanhada por intenso estrese oxidativo, devido à excessiva produção de 

oxigênio reativo (O2
-). O tratamento com Bb (10μM) protegeu significativamente 

a viabilidade celular durante 3 e 6 h de hipóxia experimental em células 

retiniana cultivadas in vitro, além de favorecer o aumento da atividade da 

enzima catalase em todos os tempos testados. Desta forma, concluímos que a 

Bb possui ação antioxidante e neuroprotetor por  contribuir na defesa contra o 

estresse oxidativo induzido em condições de hipóxia, tornando-se como uma 

droga com potencial uso em tratamentos em casos de AVCi in vivo. 

 

  
Palavra Chaves: Brosimina b, Brosimum acutifolium, neuroproteção, isquemia, 

hipóxia, estresse oxidativo. 

  
 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Ischemic stroke causes neuronal death due to excitotocity and oxidative 

stress. In this work, we investigate the neuroprotective effect of an amazon 

plant Brosimum acutifolium which is rich in flavanas with antioxidant potential, 

such as 4',7-dihydroxy-8-(3,3-dimethylallyl) flavana (brosimin b) (Bb), in a 

experimental model hypoxia in vitro. Neuroprotective effect of Bb was evaluated 

using cell cultures obtained from chick embryo retinas submitted to hypoxy by 

deprivation of oxygen and glucose. The antioxidant power of Bb was evaluated 

by kidnapping of 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) molecules. The 

neuroprotective activity was evaluated through the effects under cell viability, 

oxidative and antioxidative profile after 3, 6 and 24 hours after hypoxia trough 

oxygen reactive elements (O2
-) analysis and endogenous antioxidant activity 

power of the catalase enzyme, respectively. We demonstrate that in vitro 

hypoxia causes time-dependent decreasing of cell viability due to the excessive 

production of O2
-. On the other hands, the Bb treatment (10 µM) significantly 

preserved the cellular viability after 3 and 6 hours of in vitro hypoxia. This effect 

contributed to decrease the oxidative stress generated by productions of O2
- 

during the 3 initial hours of hypoxia and also induced the increasing in the 

power activity of catalase enzyme in all the tested times. Thus, we show that Bb 

treatment has an antioxidant and neuroprotector effects due to contribute with 

antioxidant response during the neural hypoxia-induced oxidative stresse in 

vitro. These results suggest the use of Bb as a potential drug for Ischemic 

stroke treatment in vivo. 

 

Key word: Brosimin b, Brosimum acutifolium, neuroprotection, ischemia, 

hypoxia, oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O acidente vascular cerebral isquêmico (AVCi) é um problema de saúde 

pública relevante devido provocar grande número de óbitos altos custos de 

tratamento aos pacientes sobreviventes. Estima-se que no Brasil ocorram 

anualmente mais de 68 mil novos casos de AVC (DONNAN et al, 2008). 

O AVCi se caracteriza por uma interrupção transitória do fluxo sanguíneo para 

uma determinada região no Sistema Nervoso Central (SNC). Essa interrupção causa 

uma redução drástica no fornecimento de oxigênio para o tecido nervoso, 

provocando morte celular imediata, por hipóxia, na área diretamente afetada (PARK 

et al, 2011).  

O fluxo sanguíneo e o transporte de oxigênio também são reduzidos nas 

áreas próximas ao centro isquêmico (HEISS 2012) e é chamada de região de 

penumbra e permanece viável devido a existência de arteriais colaterais que suprem 

quantidades sub-ótimas de oxigênio. A área hipóxica pode ser amplificada caso 

nenhuma providência seja tomada, nos momentos posteriores ao AVCi, para se 

proteger a área de penumbra (YANG et al, 2014). 

A recuperação funcional de membros do paciente acometido por AVCi 

depende, em grande parte, da extensão de tecido nervoso presente na região de 

penumbra que pode escapar da morte celular, fazendo com que um dos focos 

terapêuticos mais importantes nas horas seguintes ao AVCi seja resgatar as células 

dessa região ameaçada (BAGETTA et al, 2010;MOUSAVI et al, 2010). 

Além do dano direto provocado pela isquemia, a principal ameaça à 

integridade da região de penumbra é a excitotoxicidade decorrente do aumento na 

concentração extracelular de glutamato, uma consequência dos efeitos da hipóxia 

nos astrócitos que desempenham o papel de reciclar o glutamato liberado para o 

meio extracelular pelos neurônios excitatórios (LAKHAN et al, 2009;PANDYA et al, 

2011;LORRIO,  GOMEZ-RANGEL, et al, 2013;KHANNA et al, 2014) e a produção 

excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs) (DIRNAGL et al, 1999).   

Por esse motivo, é importante criar terapias com o objetivo de suplementar a 

capacidade antioxidante intrínseca do organismo e evitar a morte neuronal na zona 
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de penumbra. Vários compostos derivados de produtos naturais da Amazônia têm 

sido utilizados com sucesso devido a suas propriedades antioxidante (BAGETTA et 

al, 2010;MOUSAVI et al, 2010). 

No presente trabalho, avaliamos as propriedades antioxidantes do composto 

4’7-diidroxi-8-(3,3-dimetilalil)flavana, também denominada de brosimina b (TORRES 

et al, 2000),  e sua capacidade em evitar a morte celular em culturas hipóxicas de 

células retinianas de embrião de galinha. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1  METABOLISMO ENERGÉTICO DO TECIDO NERVOSO 

 

O tecido nervoso possui intensa atividade metabólica e, consequentemente, 

possui alto consumo de oxigênio e  glicose (GRUETTER 2003;YAN et al, 2013). Os 

maiores responsáveis por esse alto nível de consumo são principalmente os 

neurônios e células da glia (BOLAÑOS et al, 2010). Em termos de metabolismo 

energético do sistema nervoso, as células-chave são os astrócitos que são os 

principais fornecedores de substratos energéticos para os neurônios por produzirem 

lactato através da glicólise e glicogenólise (BOUZIER-SORE & PELLERIN 

2013;MULLER et al, 2014). 

A produção de energia no tecido nervoso depende de 3 mecanismos 

principais: 1) glicólise, 2) ciclo de Krebs e 3) fosforilação oxidativa (DIRNAGL et al, 

1999;GRUETTER 2003). Durante a glicólise, a glicose é metabolizada em uma série 

de etapas enzimáticas formando duas moléculas de piruvato, numa reação 

independente de oxigênio. A energia é armazenada em  adenosina trifosfato (ATP) e 

na forma reduzida de dinucleótido nicotinamida e adenina (NADH) (BOLANOS et al, 

2008;HE et al, 2013). Em condições normais, o piruvato é oxidado formando gás 

carbônico (CO2) e o grupo acetil-coenzima A, que também é oxidada a CO2 no ciclo 

de krebs, conservando a energia de oxido-redução (redox) em NADH (ITOH et al, 

2003;HE et al, 2013). 

O NADH sofre oxidação para a formação de um padrão de gradiente 

eletroquímico através da cadeia respiratória da mitocôndria, transferindo elétrons da 

NADH para O2 enquanto a enzima ATPAse promove a fosforilação do  ADP em ATP 

(HERTZ 2008;BOLAÑOS et al, 2010). Esse transporte de elétrons mitocondrial é 

importante para excitabilidade e sobrevivência de neurônios, assim como as reações 

de fosforilação de proteínas que contribuem para sinalização sináptica e mudanças 

ligadas à estrutura e função neuronal (MATTSON et al, 2008;HERRERO-MENDEZ 

et al, 2009) (Figura 1). 
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Figura 1: Metabolização da glicose. A glicose é acumulada em neurônios e em astrócitos, é 

fosforilada em glicose-6-fosfato (G6P), através da conversão de NAD
+
 em  NADH, processo 

importante na produção do antioxidante glutationa a partir da atividade da enzima glutationa oxidase 

(GSSG). A G6P é posteriormente convertida em piruvato (glicólise). O piruvato é oxidado através do 

ciclo de Krebs (TCA) na mitocôndria que, juntamente com a fosforilação oxidativa, produz ATP. Nos 

astrócitos, o piruvato é usado no clico TCA para formar lactato que é transportado para os neurônios 

através dos transportadores de monocarboxilatos (MCT1/MCT4 e MCT2) para suprir as necessidades 

neuronais. (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al, 2013). 

A privação de nutrientes e energia prejudica a homeostase do sistema 

nervoso, que é capaz de suportar essa deficiência por pouco tempo, devido à 

necessidade de produção  contínua de energia para manter a atividade neuronal 

(KHANNA et al, 2014). Assim, a privação prolongada de oxigênio, como aquela 

decorrente de AVCi, leva à produção de ATP por anaerobiose, impedindo a 

metabolização do piruvato na mitocôndria. A redução de piruvato em lactato pode 

prevenir o estresse oxidativo através da redução do fluxo de elétrons através da 

fosforilação oxidativa  que só ocorre na presença de quantidades limitadas de 

oxigênio (RANKIN et al, 2009). 

 Além disto, a privação de oxigênio  e glicose (POG) leva à formação de duas 

regiões de lesão distintas do tecido nervoso: 1) o núcleo isquêmico e 2) a área de 
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penumbra isquêmica. (YANG et al, 2014). O núcleo isquêmico consiste em uma 

intensa área de necrose associada com danos celulares irreversíveis. Na área de 

penumbra isquêmica, os neurônios são mantidos de maneira precária pela 

circulação não comprometida pelo evento isquêmico (PANDYA et al, 2011;BRETÓN 

& RODRÍGUEZ 2012). 

Na área de penumbra isquêmica ocorrem vários eventos celulares/estruturais 

e moleculares como: alterações na barreira hematoencefálica, estresse oxidativo, 

dano mitocondrial, degradação de DNA (cromatina), inflamação do tecido nervoso e 

despolarização do potencial de membrana como consequência do aumento dos 

níveis extracelulares de glutamato (KIM  et al, 2012). Estes eventos podem 

ocasionar morte celular de maneira secundária, podendo agravar os danos 

neurológicos primários, (RAWAL et al, 2004) (BOLANOS et al, 2008;CANDELARIO-

JALIL 2009;ZHU et al, 2012;KHANNA et al, 2014). 

 

Figura 2: Evolução temporal do AVCi e formação da área de lesão. As áreas de cor preta 

representam o núcleo isquêmico e as áreas de cor cinza representam a área de penumbra isquêmica. 

O gráfico representa os danos fisiopatológicos gerados na área de penumbra durante a evolução 

temporal da lesão. Adaptado de (DIRNAGL et al, 1999). 

O aumento da concentração extracelular de glutamato decorrente do 

extravasamento do neurotransmissor em grandes quantidades das células mortas 
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na área do centro isquêmico e está também associado com o comprometimento da 

função recaptadora astrocitária que podem  causar lesão neuronal por 

excitotoxicidade (figura 3) (PUYAL et al, 2013). A alta concentração extracelular de 

glutamato faz com que os receptores AMPA e NMDA sejam estimulados de maneira 

prolongada, contribuindo para aumentar a entrada maciça de íons cálcio nos 

neurônios. O cálcio é um sinalizador intracelular importante que ativa enzimas 

responsáveis por processos catabólicos e produção de ERO, contribuindo para a 

morte celular (MOSKOWITZ et al, 2010;LAY et al, 2014). 

Portanto, é importante controlar esses eventos que contribuem para os danos 

celulares na área de penumbra e evitar o espalhamento da perda tecidual. Neste 

contexto, uma das estratégias é bloquear ou impedir a formação de espécies 

reativas de oxigênio utilizando compostos com propriedades antioxidantes, incluindo 

extratos naturais (BARBOSA MDO et al, 2012;JITTIWAT & WATTANATHORN 

2012;LEE et al, 2012;FOROUZANFAR et al, 2013;HALDER et al, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: A liberação excessiva de glutamato (Glu) após AVCi. Desenho esquemático mostrando 

excitotoxicidade induzida por glutamato em condições de hipóxia, levando ao aumento dos níveis 

intracelulares de Ca
+2

 e, consequentemente, levando a morte celular.  
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2.2 AVCi EM MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO DE CÉLULAS DA RETINA 

 

A retina das aves deriva da camada interna do olho primordial do embrião 

que, por sua vez, originaram-se das das células do epitélio germinativo do embrião, 

enquanto a camada externa do olho primordial, em contato com agregação 

mesenquimal, dá origem à esclera e à coróide que, posteriormente, formará o 

epitélio pigmentar da retina. (MEY & THANOS 2000). Este tecido apresenta a 

mesma origem embrionária do SNC e sua complexidade neuroquímica é semelhante 

às outras regiões deste sistema (MEY & THANOS 2000;STENKAMP & CAMERON 

2002). 

O tecido retiniano possui 6 tipos de neurônios: bastonetes, cones, células 

bipolar, células amácrinas, células horizontais e células ganglionares. Esses tipos 

celulares encontram-se organizados em camadas celulares. Há também presença 

de células gliais (por exemplo, astrócitos e micróglia) e células endoteliais 

(BRINGMANN et al, 2009;BASSETT & WALLACE 2012) (Figura 4). 

 O desenvolvimento completo da retina da galinha leva cerca de três 

semanas, até a eclosão dos ovos. Neste período, há formação de vários tipos 

celulares que irão compor a retina. Na primeira semana de desenvolvimento há 

formação das células gliais de Müller que estão presentes em toda extensão da 

retina. Em seguida, ocorre a formação das células bipolares, amácrinas e 

ganglionares (FISCHER 2005). 
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Figura 4: Organização celular da retina de vertebrados. Distribuição em camadas: 

camada de células ganglionares (GCL), camada plexiforme interna (IPL). A camada nuclear 

interna (INL) com células bipolares (B), horizontais (H), amácrinas (A) e células de Muller 

(M). Camada plexiforme externa (OPL), camada nuclear externa (ONL) onde encontramos 

cones (C) e bastonetes (R). E camada de fotorreceptores (PRS).  (BV) vasos sanguíneos, 

(Goff) células ganglionares tipo off; (Gon) células ganglionares tipo on; (As) astrócitos 

(BRINGMANN et al, 2009). 

Algumas doenças que afetam outras regiões do SNC também podem afetar a  

retina, devido à origem embrionária comum dessas estruturas (BENAVENTE et al, 

2001;MEAD et al, 2002;ONG et al, 2013). Em modelos experimentais de isquemia 

induzida pela oclusão da artéria cerebral média em ratos adultos, foi demonstrado 

que também ocorrem déficits  retinianos e que estes dependem da severidade da 

lesão. Também foi demonstrado que o grau das lesões isquêmicas pode ser inferido 

pelos efeitos no eletroretinograma (ERG) (ALLEN et al, 2014). Em outro trabalho 

envolvendo retina e isquemia, LI e colaboradores (2009) demostraram que durante o 

bloqueio da artéria carótida interna em camundongos C57BL/6N ocorre estresse 

oxidativo intenso que causa morte celular no tecido retiniano e esses danos podem 

ser atenuados com a utilização de substâncias antioxidantes como, por exemplo, a 

leutína.  
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2.3.  ESTRESSE OXIDATIVO E RADICAIS LIVRES 

 

A oxidação é um processo que ocorre naturalmente nos organismos 

multicelulares, mesmo em processos fisiológicos normais como a respiração celular 

(SALVADOR & HENRIQUES 2003). Na respiração celular, cerca de 2 a 5% de 

oxigênio reagem com vários compostos e produzem moléculas altamente instáveis 

conhecidas por radicais livres (RL) (ANTUNES-NETO et al, 2005;NIFOROU et al, 

2014). Os RL são principalmente produzidos na mitocôndria, através da fosforilação 

oxidativa (BALABAN et al, 2005). 

Estes radicais possuem efeitos benéficos e importantes nas reações 

bioquímicas do organismo como, por exemplo, as espécies reativas de oxigênio que 

podem contribuir com mecanismos de transdução de sinal, transcrição genética e a 

regulação da atividade da guanilato ciclase solúveis. Além disso, as espécies 

reativas de nitrogênio como o óxido nítrico (NO), podem regular o relaxamento das 

células dos músculos lisos vasculares e também podem induzir a sua proliferação 

(DEORA et al, 2000). 

O problema começa, quando a quantidade de RL está muito elevada no 

organismo, excedendo suas defesas, numa condição conhecida por estresse 

oxidativo (DROGE 2002;VARA & PULA 2014). O estresse oxidativo pode ocasionar 

vários danos celulares como o aumento da peroxidação lipídica e degradação de 

moléculas-chave como enzimas, carboidratos e DNA. (DO NASCIMENTO et al, 

2008). 

Entre os RLs destacam-se as espécies reativas de oxigênio (EROs) que se 

distribuem em dois grupos: os radicalares como hidroxila (HO.), superóxido (O2 
.-), 

peroxila (ROO.) e alcoxila ( RO.); os não-radicalares que incluem o oxigênio, 

peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso (FERREIRA et al, 1997;BARREIROS et 

al, 2006); as espécies reativas de nitrogênio, como o óxido nítrico (NO.), óxido 

nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitritos (NO2
-), nitratos (NO3

-) e peroxinitrito 

(ONOO-) (SALVADOR & HENRIQUES 2003) ver Figura 5.  
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Figura 5: Principais Fontes de Radicais Livres: O radical superóxido é produzido 

principalmente por: (1) via metabólica do ácido araquidônico, (2) cadeia respiratória 

mitocondrial, (3) oxidação da xantina e hipoxantina pela xantina oxidase e (4) de NADPH-

oxidase. Ao reagir com o óxido nítrico, RL forma peroxinitrito ou pode ser degradado pela 

superóxido dismutase produzindo peróxido de hidrogênio. O Peróxido pode então (1) ser 

catabolizado pela catalase ou peroxidase da reação da glutationa, (2) reagir com Fe2 + para 

formar radical hidroxila através a reação de Fenton ou (3) ser degradada pela 

mieloperoxidase, outra fonte de radicais hidroxila. COX (ciclooxigenase); G6PD (glicose-6-

fosfato-desidrogenase), a GSH (glutationa reduzida), GR (glutationa-redutase), GPX 

(glutationa peroxidase) a GSSG (glutationa oxidada), LOX (lipoxigenase); MPO 

(mieloperoxidase), adaptado de (MARGAILL et al, 2005). 

 

A produção de EROs pode ser estimulada por hipóxia tecidual, como 

verificado no hipocampo de ratos submetidos à privação de oxigênio e glicose 

(POG) in vitro, induzindo estresse oxidativo e morte celular (SIQUEIRA et al, 2004). 

A geração de EROs se inicia através da formação de superóxido que, 

posteriormente, é reduzido formando peróxido de hidrogênio, radical hidroxila e água 

(GANDHI & ABRAMOV 2012). Esses reagentes intermediários interagem com outras 

moléculas formando EROs secundárias como as provenientes da peroxidação 

lipídica, ácido sulfônico e disulfeto (SINGAL et al, 2011). 

A produção de espécies reativas está associada com o processo natural de 

envelhecimento e com inúmeras doenças do SNC e doenças neurodegenerativas 
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como Alzheimer, Parkinson e o AVC (MATTSON et al, 2008;MANGIALASCHE et al, 

2009;WANG & MICHAELIS 2010). Tendo em vista a importância clínica do combate 

aos radicais livres, analisamos no presente trabalho o potencial de agentes 

antioxidantes extraídos de produtos naturais da Amazônia para combater os efeitos 

das ERO em cultura hipóxica de células de retina de embrião de galinha. 

 

 

2.4. SISTEMA DE DEFESAS ANTIOXIDANTES 

 

Os antioxidantes são compostos que protegem os sistemas biológicos contra 

os efeitos potencialmente danosos do estresse oxidativo. Antioxidante é qualquer 

substância que, em baixas concentrações, atrasa ou inibe significativamente a 

oxidação dos sistemas biológicos (BARREIROS et al, 2006). 

Essas defesas antioxidantes compreendem variedade de substâncias que 

podem atuar em diferentes níveis de proteção de células e tecidos, impedindo a 

formação ou permitindo o sequestro dos radicais livres (SIES & STAHL 1995). 

Atuando desta forma, os antioxidantes podem evitar, por exemplo, a degradação do 

DNA, diminuir a peroxidação lipídica, prevenir contra a incidência de alguns tipos de 

câncer, além de doenças cardíacas isquêmicas e catarata (SUN et al, 2008). 

Esses compostos podem ser classificados como: 1) antioxidantes enzimáticos 

e 2) antioxidantes não enzimáticos. Em geral, a proteção endógena do organismo é 

feita por antioxidantes enzimáticos que compreendem num conjunto de enzimas 

complementares como a superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase 

(SIES & STAHL 1995). Estas enzimas atuam, respectivamente, contra o radical 

superóxido e contra o peroxido de hidrogênio (SIES 1993). 

Estas enzimas tentam equilibrar o estado redox da célula. Assim, quando 

ocorre um desbalanço provocado pelo aumento da produção de oxigênio reativo 

(O2
_) na mitocôndria através da fosforilação oxidativa, essas enzimas são ativadas. 

Primeiramente, ocorre ativação de superóxido dismutase mitocondrial com ligação 

de manganês (Mn-SOD) e, em seguida, ocorre a ativação de superóxido dismutase  

citosólica com ligação de cobre e zinco (Cu / Zn-SOD) para a conversão de O2
_  em 

H2O2. Esta espécie reativa formada pode ser eliminada pelas células através das 
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reações  catalisadas por enzimas como catalase (CAT) e glutationa peroxidase, que 

convertem H2O2 em água (figura 5) (MATTSON et al, 2008). O H2O2 também é uma 

fonte importante para a produção de outros radicais como o radical hidroxila (OH.), 

que em quantidade excessiva na célula pode ocasionar peroxidação lipídica 

(MARGAILL et al, 2005) Portanto, é importante fortalecer as defesas antioxidantes 

endógenas a fim de restabelecer o equilíbrio redox da célula com antioxidantes não 

enzimáticos.  

Alguns produtos naturais possuem compostos antioxidantes não enzimáticos 

como o α-tocoferol, β-caroteno, vitamina C, flavonoides entre outros (MISHRA & 

TIWARI 2011). Estes compostos são sequestradores de EROs, bloqueando a etapa 

de inicialização da cadeia radicalar, ou impedindo a sua formação (RAMALHO & 

JORGE 2006). Isso acontece quando o hidrogênio de um antioxidante é abstraído 

por um radical livre, formando espécies inativas que não possuem a capacidade de 

iniciar ou propagar as reações oxidativas (DUARTE-ALMEIDA et al, 2006). As ações 

antioxidantes de substâncias extraídas de plantas da Amazônia são candidatas 

promissoras para o combate ao estresse oxidativo induzido por AVCi e, 

consequentemente, podem promover Neuroproteção das células localizadas na área 

de penumbra isquêmica. 
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2.4.1. ANTIOXIDANTES NATURAIS E NEUROPROTEÇÃO 

 

Os antioxidantes naturais, ou compostos essenciais presentes nos 

micronutrientes de plantas como os polifenóis, RRR-α-tocoferol e carotenóides 

atuam respectivamente contra o aumento da peroxidação lipídica sobre o oxigênio 

reativo, radical peroxil ou alcoxil e outros compostos produzidos por fotoexcitação 

(SIES & KRINSKY 1995;KRINSKY et al, 2003). 

Os polifenóis destacam-se entre os antioxidantes naturais e podem ser 

classificados em flavanóides e não-flavanóides (FERRAZZANO et al, 2011). Os 

flavanóides são metabólicos secúdarios presentes nas plantas, possuindo a fórmula 

C6-C3-C6 constituída por dois aneis aromáticos em sua estrutura química (Figura 6) 

e desempenham várias funções benéficas ao organimos (FRAGA et al, 2010). 

Estes compostos apresentam deficiência natural de elétrons e são doadores 

de hidrogênios, sendo portanto muito reativos e com uma grande capacidade 

antioxidante que pode ser regulada por diferenças pequenas na sua estrutura 

química (HAVSTEEN 2002). Dentre essas diferenças, constam as variações dos 

tipos e grupos químicos em seus anéis aromáticos,  da posição  dos grupos 

hidroxilas e de sua capacidade de receber  elétrons desemparelhados de moléculas 

e/ou radicais (RODRIGUES et al, 2006;SCHAUSS et al, 2006;SUN et al, 2008;AMIC 

et al, 2014). E essas variações podem influenciar sua adsorção pelas células ou sua 

penetração na membrana plásmatica (OLLILA et al, 2002). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estrura química dos flavonoides. FRAGA et al, 2010 
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Os flavanóides podem desempenhar papel importante na prevenção de 

doenças cerebrovasculares, na modulação de processos inflamatórios, na inibição 

da agregação plaquetária, na prevenção e progressão do câncer (CHIN et al, 2008). 

Além disso, contribuem para a melhora da aprendizagem e memória espacial, como 

foi observado em ratos jovens quando submetidos a uma dieta suplementada com 

8,7 mg ou 17,4 mg de flavonoides por dia durante 3 semanas (RENDEIRO et al, 

2014). Também ajudam a prevenir a neurodegeneração associada à doenças de 

Parkinson, doença de Alzheimer e contribuir com a melhora do fluxo sanguíneo 

prevenindo os danos provocados por AVCi (FLORIAN et al, 2006;SPENCER et al, 

2009;GUTIERREZ-MERINO et al, 2011).  

Extratos contendo grande quantidade de polifenóis, como os presentes no 

extrato de uva, podem diminuir a neurotoxicidade gerada por excesso de glutamato 

em meio de culturas de células do hipocampo de camundongos (NARITA et al, 

2011). Esta proteção está associada à afinidade dos polifenóis com os alvos 

moleculares que atuam contra a excitotoxicidade gerada pelo glutamato (JANG et al, 

2013;LEE et al, 2013). 

O Extrato etanólico da espécie vegetal Gynostemma pentaphyllium, erva 

muito encontrada nos países Asiáticos, apresentam flavonoides em sua composição 

química (TSAI et al, 2010), que podem atuar como antioxidante, induzindo o 

aumento da expressão das enzimas glutationa  redutase e superóxido dismutase. 

Estas enzimas combatem os danos induzidos por hipóxia em modelo experimental 

de privação de oxigênio e glicose (POG) em culturas primárias de astrócitos e em 

fatias hipocampais de ratos da linhagem Wistar (SCHILD et al, 2012). 

Compostos isolados de plantas podem potencializar os efeitos 

neuroprotetores contra danos isquêmicos. ArunaDevi e colaboradores (2010) 

mostraram que o composto 5,7,3’,4’,5’-penta-dihidroflavanol-3-O-(2’’-O-galloyl)-β-D-

glucopiranosido (AP1), um polifenol proveniente do extrato de Anogeissus pêndulos, 

pode reduzir o volume da área de infarto, diminuir o edema da área de lesão no 

tecido nervoso e reduzir a peroxidação lipídica em modelo experimental de isquemia 

focal transiente do córtex cerebral de ratos adultos. Este composto também 

apresentou ação antioxidante em testes in vitro de cultura de células de 

neuroblastoma Neuro2A.  
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A utilização ampla e o potencial antioxidante dos flavonoides extraídos de 

plantas, especialmente a subclasse flavana, motivou nosso grupo de trabalho a 

avaliar as propriedades protetoras do composto 4',7-diidroxi-8-3,3-dimetilalil)flavana 

(brosimsina b) proveniente da Brosimum acutifolium subsp acutifolium em modelo 

experimental in vitro de hipóxia em culturas de células retinianas.  
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2.5.  A FLAVANA EXTRAÍDA DA ESPÉCIE Brosimum acutifolium 

 
2.5.1. Caracterização da planta Brosimum acutifolium (Huber) Ducke 

 

Brosimum acutifolium (Huber) Ducke é uma espécie pertencente ao gênero 

Brosimum, família Moraceae, ordem Rosales (figura 7). É uma planta com 

distribuição ampla no mundo (ROMANIUC-NETO et al, 2014). No Brasil, é 

distribuída amplamente em todo território nacional, sendo a Brosimum acutifolium 

subsp acutifolium (Huber) Ducke encontrada principalmente no Maranhão, Mato 

Grosso, Acre, Amazonas e Pará. É conhecida popularmente como mururé da terra-

firme ou mercúrio vegetal.  É uma planta arbórea que possui cerca de 40 metros de 

altura, encontrada em hábitat de terra-firme não inundáveis (TORRES et al, 

2000;ROMANIUC-NETO et al, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Brosimum acutifolium. Fotografia mostrando um ramo com folhas da 

espécie vegetal. (COUTO,2013). 

 

Na região amazônica, esta planta é usada popularmente como anti-

inflamatório e antirreumático (TEIXEIRA et al, 2000 apud PASSOS, et al., 1995). O 

mururé possui composição fitoquímica rica em flavanas como a flavana (4'-hidroxi-

7,8-(2,2-dimethilpiran) e a brosimina b  (4',7-diihidroxi-8-(3,3-dimetilalil)flavana) 

(TORRES et al, 1997;COUTO 2013). Também já foram isoladas outras flavanas 

obtidas da casca do caule da planta como a 4,7-dihidroxi-8-prenilflavana (TORRES 

et al, 2000) e acutifolin A,B,C,D,E e F (TAKASHIMA & OHSAKI 2001;HU et al, 2008). 

Esta espécie vegetal também possui compostos pertencentes a outras classes como 
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chalconas (SHIROTA et al, 1998), terpenos, cumarina e lignanas (MORETTI et al, 

2006). 

A presença de grande quantidade de flavonoides nesta espécie de planta tem 

gerado vários questionamentos sobre os efeitos destes compostos em sistemas 

biológicos, principalmente por que a subclasse das flavanas podem contribuir na 

proteção aos danos oriundos de estresse oxidativo assim como os danos 

consequentes à inflamação. Em modelo experimental de cultura de macrófagos de 

camundongos tratados com S1, esta molécula apresentou importante ação anti-

inflamatória quando as células foram estimuladas por lipopolisacarídeo (LPS) e 

interferon gamma (IFB-y), inibindo a produção de óxido nítrico e a diminuição de 

citocinas pró-inflamatórias (MORAES 2013). 

 O composto Brosimina b extraído da planta Brosimum acutifolium (Huber) 

Ducke também apresentou atividade antioxidante contra a produção excessiva de 

oxigênio reativo induzido por processos inflamatórios em modelo experimental in 

vitro (COUTO 2013) e em concentrações elevadas apresentou atividade 

anticancerígena in vitro (MAUES 2013). Por sua ação antioxidante, o composto 

Brosimina b tornou-se um promissor candidato à combater o estresse oxidativo 

provocado por AVCi. 

Entretanto, são necessários mais estudos para qualificar e quantificar a 

atividade antioxidante dos compostos da planta Brosimum acutifolium, 

principalmente relacionados a flavana 4',7-diidroxi-8-3,3-dimetilalil)flavana (Figura  

8), bem como os possíveis efeitos antioxidantes e neuroprotetores da Bromsimina b 

em modelos experimentais de lesão no sistema nervoso central. 

 

 

 

 

 

Figura 8: Estrutura Molecular química da brosimina b. Extraída da  subespécie vegetal 

Brosimum acutifolium (Huber) Ducke. Fonte Torres et al, 2000. 
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3. OBJETIVOS  

  

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar o efeito protetor do composto brosimina b, isolada de Brosimum acutifolium 

subsp acutifolium(Huber) Ducke, em cultura de células retinianas de embrião de 

galinha em modelo experimental de hipóxia induzida por privação de oxigênio e 

glicose. 

 

 3.2. Objetivos Específicos 

 

1) Avaliar a capacidade antioxidante do composto brosimina b em sistema livre 

de células; 

 

2) Avaliar a viabilidade celular de culturas de células da retina de embrião de 

galinha submetidas à hipóxia induzida por privação de oxigênio e glicose 

durante 3, 6 e 24 horas; 

 

3)  Avaliar  a viabilidade celular de culturas retinianas de embrião de galinha  

após 24 hora de tratamento com diferentes concentrações de brosimina b; 

 

4) Analisar a viabilidade das células da retina de embrião de galinha em culturas 

submetidas à hipóxia induzida por privação de oxigênio e glicose durante 3, 6 

e 24 horas e tratadas com o composto brosimina b;  

 

5)  Avaliar o efeito antioxidante do composto brosimina b sobre a produção do 

radical livre ânion superóxido em culturas de células da retina embrionária de 

galinha submetidas à hipóxia durante 3, 6 e 24 horas;  
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6)  Avaliar o efeito do tratamento com brosimina b sobre a resposta da atividade 

da enzima catalase em culturas de células da retina embrionária de galinha, 

submetidas à hipóxia durante 3, 6 e 24 horas. 

 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.1.  OBTENÇÃO DO FLAVONÓIDE 

 

O composto 4',7-diidroxi-8-(3,3-dimetilalil)flavana (brosimina b, figura 8) foi 

isolado por Couto (2013) e gentilmente cedido pelo Laboratório Central de Extração 

da Universidade Federal do Pará, sob a coordenação da Professora Drª. Mara 

Arruda. 

Resumidamente, o material botânico da espécie Brosimum acutifolium subs. 

acutifolium foi coletado no município de Moju, Estado do Pará, identificado e 

registrado no herbário IAN da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA) da Amazônia Oriental (exsicata de número 187036). 

O composto foi isolado do extrato hidroalcoólico extraído das cascas do caule 

da espécie vegetal B. acutifolium subsp. Acutifolium, pelo método de cromatografia 

líquida de alta eficácia (CLAE), segundo metodologia descrita por Couto (2013). 
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5.2. AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO COMPOSTO 

BROSIMINA B PELO SEQUESTRO DO RADICAL DPPH 

 

Para avaliar a capacidade antioxidante do composto brosimina b,  foi utilizada a 

técnica do sequestro do radical DPPH. (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH é um 

radical livre de coloração púrpura que pode ser obtido diretamente por dissolução do 

reagente em meio orgânico. A atividade antioxidante é avaliada pela redução do 

radical DPPH formando difinenil-picril-hidrazina, um composto de coloração 

amarelada numa reação que é estabilizada após 30 minutos do seu início  (BRAND-

WILLIAMS et al, 1995;SOUSA et al, 2007). A redução pode ser acompanhada, 

portanto, pela diminuição nos valores de absorbância da solução que pode ser 

quantificada em espectrofotômetro em um comprimento de onda de 515 nm 

(BRAND-WILLIAMS et al, 1995).  

O ensaio depende da preparação de uma curva-padrão de absorbância de 

DPPH, utilizando-se concentrações crescentes de brosimina b (1, 5, 10, 20, 40, 60, 

80, 100 e 120 µM), diluída em 99,5% dimetilsulfóxido (DMSO) e 99,8% metanol. 

Como padrão/controle para atividade antioxidante utilizou-se ácido ascórbico nas 

mesmas concentrações. Para o branco da reação, utilizamos metanol e para 

controles positivos brosimina b/metanol, DPPH/metanol e ácido ascórbico/metanol 

na concentração de 120 µM. 

A cada concentração de brosimina b ou ácido ascórbico acrescentou-se 180 µL 

de DPPH (120 µM) e após 30 min de reação as amostras foram analisadas em leitor 

de microplaca a 515 nm. Os valores de absorbância foram convertidos em 

porcentagem de DPPH remanescente ([DPPH]rem), %IC50, % sequestradora de 

DPPH e % de atividade antioxidante (AA), determinados de acordo com Sousa et al, 

(2007). 
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5.3.  CULTURAS PRIMÁRIAS MISTAS DE CÉLULAS DA RETINA EMBRIONÁRIA 

DE GALINHA 

 

Os protocolos experimentais do presente trabalho foram submetidos à 

aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Animais de Experimentação 

(CEPAE/UFPA; autorização nº 19314). O uso e os cuidados na manipulação dos 

animais seguiram as normas estabelecidas pela Society for Neuroscience 

(Handbook for Use of Animals in Neuroscience Research. Washington, D.C.: SfN, 

1991. http://www.sfn.org). 

Para a cultura primária de células da retina de embrião de galinha utilizamos 

ovos fertilizados de Gallus gallus domesticus (galinha),  White Leghorn, cedidos pela 

empresa MAKARÚ LTDA, localizada na cidade de Ananindeua-PA. Estes ovos 

foram datados de acordo com os critérios de Hamburger e Hamilton (1951). Os ovos 

foram incubados a 37°C e utilizados no sétimo dia de estágio embrionário (E7) e e 

as culturas foram preparadas como descrito previamente por do Nascimento e 

colaboradores (1998) (DO NASCIMENTO et al, 1998). 

Em condições assépticas, os ovos foram banhados em etanol 70% e os 

embriões foram cuidadosamente retirados e levados para a câmara de fluxo laminar 

(linha 600/Pachene). Os globos oculares foram colocados em placa de petri 

contendo meio livre de cálcio e magnésio (CMF do acrônimo inglês Calcium Medium 

Free) a 4°C para serem enucleados e as retinas dissecadas. 

As retinas foram transferidas para tubo de ensaio contendo tripsina 0,05%, 

diluída em Tampão Fosfato Salino (PBS do acrônimo inglês Phosfate Buffered 

Saline), para dissociação química durante 5 minutos em banho-maria à 37° C. Após 

a dissociação química, o tecido foi submetido à dissociação mecânica com 

sucessivas aspirações com o pipetador.  

As células foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium), 

suplementado com 10% de soro  bovino fetal (FBS) em placas de cultura de células 

de 24 poços, mantidas em estufa e com atmosfera constituída de 95% de ar e 5% de 

CO2 a 37°C. As células cultivadas foram utilizadas após sete dias de cultivo (C7), 

período no qual apresentam uma monocamada contendo neurônios e células da 

glia. 

 

http://www.sfn.org/
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5.4. MODELO DE HIPÓXIA IN VITRO 

 

Induzimos hipóxia experimental in vitro adaptando o protocolo de Park et al 

(2011) por  privação de oxigênio e glicose (POG). Para isso, as placas de culturas 

de células foram submetidas à meio de cultura DMEM sem FBS contendo baixa 

concentração de glicose (5.5 mM) (meio privado) e com privação de oxigênio 

(anoxia) por 3, 6 ou 24 horas. Para garantir a privação de oxigênio, as placas de 

cultura de células foram vedadas com fita adesiva (3M), impedindo assim a entrada 

oxigênio proveniente da estufa de CO2. Para as culturas de células controle (não 

submetidas a POG), utilizamos DMEM com glicose a 25 mM com 10% de FBS e as 

estas culturas não foram vedadas com a fita adesiva. Para avaliar o efeito da 

brosimina b durante a hipóxia, as culturas foram tratadas com 10μM  do composto  

no momento do início da indução de hipóxia e cultivadas durante 3, 6 ou 24 h. 

 

5.5.  ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR PELO MÉTODO DO MTT 

 

A análise colorimétrica com Thiazolil Blue Tretazolium (MTT) baseia-se na 

capacidade que as células viáveis apresentam em reduzir a forma oxidada do MTT à 

formazam, um composto de coloração azulada que pode ser quantificado por 

espectrofotometria (MOSMANN 1983). 

Culturas controle (não hipóxicas)  foram incubadas com ou sem brosimina b (1, 

5, 10, 25, 50 ou 100 µM), diluída em DMSO (0,006%), por 24 h, enquanto que 

culturas hipóxicas foram incubadas com ou sem brosimina b (10 µM) por 3, 6 ou 24 

h e a viabilidade celular de acordo com Mosmann (1983). 

Após tratamentos, o meio de incubação foi descartado, as células lavadas com 

PBS e incubadas com 200 µl de MTT (0.5mg/ml) por 3 h. Posteriormente, as células 

foram homogeneizadas com DMSO para solubilizar os cristais de formazan (produto 

final da redução do MTT) e a análise colorimétrica foi realizada em leitor microplacas 

(Elx800/Biotek) à 570 nm, sendo o branco da reação 150 µl de DMSO.  
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5.6. DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO INTRACELULAR DE ÂNION 

SUPERÓXIDO  

 

Para determinar a produção intracelular de ânion superóxido, utilizamos o 

método de quantificação do Nitro Blue Tetrazolium  (NBT) adaptado de Choi et al. 

(2006). O NBT é um composto químico que apresenta coloração amarela que reage 

com oxigênio reativo (O2-) no meio intracelular. Durante esta reação, ocorre a 

redução do NBT em cristais de formazam que apresentam coloração púrpura. Estes 

cristais de formazam podem ser solubilizados na presença de hidróxido de potássio 

e DMSO para posterior quantificação em leitor de microplaca à leitura de luz com 

comprimento de ondas de 620 nm.  

Após os diferentes períodos de hipóxia (3, 6 ou 24 h) e tratamento com 

brosimina b (10 µM), as placas com culturas de células foram cuidadosamente 

lavadas com PBS e incubadas com meio POG (culturas hipóxicas) ou meio normal 

(culturas controle), contendo NBT (1 mg/ml) por 2h em estufa de CO2. Em seguida, o 

meio de incubação foi removido e as células foram novamente lavadas com PBS e 

lavadas com metanol. A membrana celular foi solubilizada com hidróxido de potássio 

a 2 M e os cristais de formazam foram solubilizados em DMSO a 99,5% e 

quantificados por espectrofotometria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/840w
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5.7. ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA ENZIMA CATALASE 

 

Após os diferentes períodos de hipóxia (3, 6 ou 24 h) e tratamento com 

brosimina b (10 µM), as culturas de células foram lavadas duas vezes com PBS à 4 

oC e o conteúdo intracelular obtido após ruptura das células por vibração sônica (10 

segundos) em PBS. As amostras foram centrifugadas (mpw-350/MPW) a 14.000 G 

por 10 mim a 4 oC e o sobrenadante retirado para análise da atividade da enzima e 

quantificação de proteína total. 

 Para quantificar a atividade da enzima catalase, utilizou-se o método indireto, 

medindo-se a atividade peroxidase dessa enzima. A catalase reage com peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em meio alcoólico, produzindo aldeído e água. O aldeído gerado 

reage com o cromógeno 4-amino-3hidrazino-5-mercapto 1,2,3-triazol (purpald), 

formando um heterobiocíclico com aldeído em uma reação de oxidação. Esta reação 

gera uma coloração rosa proporcional à quantidade de aldeído formado pela 

atividade da catalase, o que pode ser determinado em espectrofotômetro a 540nm. 

Utilizamos como curva padrão diferentes concentrações de formaldeído (5 – 75 M). 

Esquema da Atividade Peroxidativa da catalase: 

Atividade Catalítica: 2H2O2  O2 + 2 H2O   

Atividade peroxidase: H2O2 + CH3OH  CH2O + 2H2O 
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5.8. DOSAGEM DE PROTEÍNA PELO MÉTODO DE BRADFORD 

 

Os resultados obtidos pelo ensaio enzimático da catalase foram normalizados 

pelo conteúdo total de proteína presentes nas amostras e então expressos em 

micrograma por miligrama de proteína (µg/mg de proteína). 

Os níveis totais de proteína foram quantificados pelo método de Bradford 

(1976) que se baseia  na ligação do corante brilhante azul de comassie G-250 nas 

proteínas da amostra. Este corante livre, em condições ácidas, apresenta coloração 

avermelhada e quando se liga às proteínas presentes nas amostras torna-se estável 

e apresenta coloração azul. Esta mudança de coloração pode ser analisada por 

espectrofotometria a comprimento de onde de 595 nm. 

O cromógeno azul brilhante de comassie G-250 (0,1 mg/mL), foi preparado em 

5 % de etanol e 8,5 % de ácido fosfórico. Esta solução reagiu com 5 µl das amostras 

durante 2 min e então a absorvância foi determinada em leitor de microplaca. 

Utilizamos como curva padrão de absorbância concentrações conhecidas de 

albumina de soro bovino (BSA a 200, 250, 375, 500 e 750 µg/mL). 

 

5.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados descritivos foram expressos como média ± desvio padrão (n ≥ 

3). Para análise estatística intragrupos e intergrupos experimentais utilizamos 

análise de variância (ANOVA), seguida do pós-teste Tukey. A significância 

estatística foi estabelecida em 0.05. 
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6. RESULTADO 

  

6.1. MEDIÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE BROSIMINA B EM SISTEMA 

LIVRE DE CÉLULAS  

 

Os resultados da avaliação da atividade antioxidante (AA) de soluções com 

diferentes concentrações (1, 5, 10, 25, 50, 100 e 120 µM) de ácido ascórbico 

(padrão) e de brosimina b, foram determinados  pelo ensaio de DPPH.  Nossos 

resultados demonstram que o composto brosimina b possui capacidade elevada de 

sequestro do radical DPPH, caracterizando uma AA também elevada (figura 9). Esta 

atividade é muito semelhante a do padrão ácido ascórbico. Desta forma, a 

quantidade antioxidante necessária para decrescer a concentração inicial de DPPH 

em 50% é denominada concentração inibitória (CI50), assim quanto maior o 

sequestro deste radical pelo antioxidante menor será a  CI50 e maior a %AA. 

O CI50 foi calculado através da correlação entre a porcentagem de DPPH 

remanescente (%DPPH) e as concentrações de brosimina b e ácido ascórbico 

(figura 10). Obtendo-se IC 50% de 55,16 µM para a brosimina b e 36,91 µM para o 

ácido ascórbico. O resultado deste ensaio indica que as concentrações de 1, 5, 10, 

25, 50 e 100 µM podem ser utilizadas em nosso modelo experimental para avaliar a 

citotoxicidade e a concentração de 10 µM para avaliar a atividade neuroprotetora 

contra POG. 
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Figura 9: Atividade antioxidante do composto brosimina b: Porcentagem de atividade 

antioxidante da brosimina b pelo sequestro do radical DPPH. A linha preta representa a 

curva de atividade antioxidante do ácido ascórbico e linha vermelha representa a curva de 

atividade antioxidante do composto brosimina b. As concentrações utilizadas foram 0, 1, 5, 

10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 µM. A leitura em foi realizada após 30 min do início da reação. 

*p< 0,05 vs controle (ANOVA, teste Tukey).  
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Figura 10: Comportamento cinético da flavana brosimina b frente ao DPPH. A linha 

preta representa a curva cinética do ácido ascórbico e a linha vermelha representa a curva 

cinética da flavana brosimina b. *p< 0,05 vs controle (ANOVA, teste Tukey).  
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6.2  INDUÇÃO DE HIPÓXIA IN VITRO POR PRIVAÇÃO DE OXIGÊNIO E GLICOSE 

 

Nossos resultados mostram que as culturas mistas de células da retina de 

embrião de galinhas submetidas ao protocolo experimental in vitro de POG, , 

sofreram redução da viabilidade celular, e que esta redução é dependente do tempo 

de exposição à hipóxia. Nos tempos de 3, 6 e 24 h, observamos redução da 

viabilidade celular, respectivamente, quando comparamos com culturas de células 

controles (figura 11). Nossos resultados demonstram que o protocolo experimental 

de hipóxia por POG diminuiu a viabilidade celular nos diferentes intervalos de tempo. 

Portanto, assumimos que as condições experimentais in vitro mimetizam a privação 

de oxigênio e glicose que acontece durante um evento isquêmico in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Viabilidade Celular: Redução da viabilidade celular em culturas de células 

retinianas de embrião de galinha (E7/C7) submetidas à hipóxia pela privação de oxigênio e 

glicose com 3, 6 ou 24 h de exposição ao meio de cultura privado. As barras lilás 

representam as culturas de células controles nos respectivos intervalos de tempo. As barras 

verdes representam as culturas de células submetidas ao protocolo experimental in vitro de 

hipóxia.  * p< 0,05 vs controle e 3h de hipóxia (ANOVA, pós-teste Tukey). 
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6.3 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR APÓS TRATAMENTO COM 

BROSIMINA B 

Avaliamos a viabilidade celular das culturas de células submetidas a 

diferentes concentrações de 1, 5, 10, 20, 25, 50 e 100 µM de brosimina b (Bb) 

dissolvidos no meio de cultura DMEM com alta glicose sem suplementação de FBS . 

Estas concentrações foram baseadas nos resultados obtidos a partir dos nossos 

resultados experimentais de IC 50% do composto.  Nossos resultados mostram que 

o tratamento com a concentração de 10µM de brosimina b em cultura de células 

retinianas promove aumento significativo na viabilidade celular quando comparado 

as concentrações de 25, 50 e 100 µM desta flavana, estas concentrações tornam-se 

citotóxicas, reduzindo a viabilidade celular em aproximadamente 90% (figura 12). 
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Figura 12: Viabilidade celular ao tratamento com concentrações crescentes de 

brosimina b: O efeito do tratamento com concentrações crescentes da flavana brosimina b 

(1, 5 e 10, 25, 50 e 100 µM) em culturas mistas de células retinianas de embrião de galinha 

(E7) durante 24h em meio DMEM. Note que a partir da concentração 25 µM de tratamento, 

a viabilidade celular se aproxima de zero. *p< 0,05 vs controle, F: 4,390 (ANOVA, pós-teste 

tukey). 
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6.4 EFEITO PROTETOR DA BROSIMINA B EM CULTURAS RETIANAS 

SUBMETIDAS A HIPÓXIA  

 

A partir dos nossos resultados experimentais da viabilidade celular à 

diferentes concentrações de brosimina b, utilizamos a concentração de 10 µM para 

tratar as cultura de células que estavam sendo submetidas a hipóxia in vitro por 

PGO durante 3,6 e 24h. Também utilizamos culturas-controle com DMEM, glicose 

(25 mM), 10% de FBS e/ou veículo do composto brosimina b  (DMSO 0.006%), que 

foram avaliadas nos mesmos tempos acima. Verificamos que houve redução de 

aproximadamente 30%, 40% e 50% da viabilidade celular, respectivamente, em 

relação as culturas-controle e veículo. O tratamento com 10 µM de brosimina b 

promoveu proteção contra a morte celular provocada por 3h de hipóxia, 

aproximando a viabilidade a níveis basais  (ver Figura 14). Após 6h de hipóxia, o 

tratamento com Bb promoveu aumento da viabilidade celular de aproximadamente 

20%, em relação  as células submetidas somente a 6h de POG. Após 24h de 

hipóxia, as células não foram protegidas contra a morte celular, mesmo quando 

tratadas com o composto Bb (Figura 14).  
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Figura 14: A viabilidade celular, em condições de hipóxia in vitro, foi aumentada pelo 

tratamento com brosimina b: Efeito protetor da brosimina b (Bb) contra danos promovidos 

por POG após (A) 3h, (B) 6h e (C) 24h. As barras representam os grupos experimentais: 

controle (barra lilás), veículo (barra roxa ), POG (verde claro), POG+ Bb 10 m (Bb) (barra 

verde escuro). N=4, *p< 0,01, F: 12,31 vs controle e hipóxia 3h. (ANOVA, pós-teste tukey). 
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6.5 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE OXIGÊNIO REATIVO EM MODELO 

IN VITRO DE HIPÓXIA APÓS TRATAMENTO COM BROSIMINA B. 

 

Para avaliarmos a quantidade de oxigênio reativo  pelo método do NBT, após 

tratamento com 10 µM  de Bb em culturas retinianas submetidas a indução de 

hipóxia   por POG, e em culturas controles. Nossos resultados demonstram que as 

culturas de células controle/veículo e Bb apresentam níveis baixos de oxigênio 

reativo  que, por sua vez, se elevaram significativamente após 3, 6 e 24h de hipóxia. 

Nossos resultados mostram que as culturas submetidas a 3h de POG e tratadas 

com 10 µM de brosimina b apresentaram redução do oxigênio reativo, mas essa 

redução não atingiu os níveis encontrados sob condições controle de cultura de 

células. Esta redução não foi observada após 6 e 24h de hipóxia (Figura 17).  
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Figura 17: Produção de Oxigênio Reativo: Efeito do tratamento com brosimina b após 3, 6 

ou 24 h de hipóxia experimental in vitro (A, B e C, respectivamente). As barras em diferentes 

tons de roxo representam as culturas de células controles, veículo e tratamento com 

brosimina b 10μM, respectivamente. As barras em diferentes tons de verde representam as 

culturas submetidas a 3h de POG  e POG mais tratamento com brosimina b 10μM, 

respectivamente. N=4, *p< 0,01 vs controle e hipóxia 3h. F: 103,0 (ANOVA, pós-teste tukey). 
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6.6. ANÁLISE DA ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE EM MODELO 

EXPERIMENTAL IN VITRO DE HIPÓXIA. 

 

 Avaliamos a atividade antioxidante da enzima catalase través da análise de 

sua ação peroxidativa, medindo a quantidade de formaldeído gerado quando as 

culturas de células  foram submetidas a 3, 6 e 24h de hipóxia in vitro por privação de 

oxigênio e glicose (POG). Nossos resultados demonstram que após 3h de hipóxia, a 

atividade enzima catalase encontra-se significativamente reduzida. Entretanto, 

quando tratada com o composto brosimina b 10µM, ocorre aumento da atividade 

desta enzima que, por sua vez, permanece elevada após 6 e 24 h durante POG 

tratadas com brosimina b (Figura 20). 
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Figura 20: Atividade da enzima catalase após hipóxia in vitro. Efeito do 

tratamento com brosimina b na atividade da enzima catalase após 3h de hipóxia. A 

barra lilás  representa o controle, as barras em tons de verde representam, respectivamente, 

as culturas submetidas a 3h de POG e POG mais tratamento com 10μM de brosimina b, 

respectivamente. N=4, *p< 0,01 vs controle e hipóxia 3h, F: 26,6. (ANOVA, pós-teste tukey). 
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7. DISCUSSÃO 

 

Após lesão isquêmica, a sobrevivência dos neurônios e das células da glia 

são ameaçada pela queda súbita na produção de energia (ATP), provocada pela 

privação de oxigênio e glicose, e por eventual reperfusão sanguínea promovida por 

vasos sanguíneos colaterais após o ponto de obstrução (HERTZ 2008). Dentre as 

várias alternativas que estão sendo estudadas para a proteção das células norvosas 

após isquemia tecidual, a utilização de produtos naturais parece ser uma das 

alternativas mais promissoras (LEE et al, 2012). 

No presente trabalho, avaliamos o efeito protetor da flavana brosimina b (Bb), 

obtida a partir do extrato hidroalcóolico da casca da planta Brosimum acutifolium 

subsp acutifolium, em culturas de células retinianas de embrião de galinha 

submetidas às condições experimentais in vitro de hipóxicas induzida pela privação 

de oxigênio e glicose (POG).  

Primeiramente, a atividade antioxidante da flavana Bb  foi avaliada pelo 

método do DPPH (DUARTE-ALMEIDA et al, 2006) em sistema livre de células, 

utilizando como padrão comparativo o ácido ascórbico. Observamos que o composto 

apresenta perfil antioxidante semelhante ao do ácido ascórbico, uma antioxidante 

consagrado e largamente utilizado. Mostrando que ele realmente apresenta 

atividade antioxidante.   

Misbah et al (2013), demonstram que o extrato bruto de Ficus deltoidea, uma 

planta pertencente à família Moraceae, muito usada para regular a quantidade de 

açúcar no sangue, possui compostos fenólicos capazes de sequestrar o radical 

DPPH, além de controlar os níveis glicêmicos em ratos diabéticos. Couto (2013), 

também demostrou que as flavana Bb, e outros compostos presentes na Brosimum 

acutifolium subsp acutifolium, possuem atividade antioxidante elevada nas 

concentrações de 2, 5, 10 e 15 μM. 

 Esses resultados demonstram que flavonoides, como o composto brosimina 

b, são doadores de hidrogênio e podem atuar como agentes antioxidantes e também 

apresentam efeito sobre a viabilidade celular em cultura de células (GARCIA et al, 

2013;LAY et al, 2014;ZHANG et al, 2014). A família Moraceae é bem conhecida 

pelas suas propriedades antioxidantes, podem contribuir no combate de lesões 
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traumáticas e/ou bioquímicas no sistema nervoso central, como aqueles 

provenientes de lesão isquêmica, além de potencializar os efeitos do sistema de 

defesa antioxidante do organismo (FLORIAN et al, 2006;LEE et al, 2012;KHAN et al, 

2013). 

Um dos principais efeitos da hipóxia em cultura de células é a redução da 

viabilidade celular. No presente estudo, investigamos o efeito da POG na viabilidade 

celular de culturas mista de células retinianas de embrião de galinha. Nossos 

resultados demonstram que há redução da viabilidade celular após 3, 6 e 24 h de 

POG. Além disso, observamos que em 6 e 24h de POG, a viabilidade celular se 

estabiliza, desta forma, nossa hipótese é que em culturas mistas retinianas 

apresenta possível resposta proliferativa de células gliais que podem atuar como 

promotores de eventos neuroprotetores, combatendo assim a redução da viabilidade 

após 3 e 6h de POG, como demonstrado em nossos resultados.  

Durante os primeiros 30 minutos de hipóxia, ocorre o esgotamento das 

reservas de oxigênio-glicose da célula, o que induz apoptose neuronal que pode 

progredir rapidamente se houver o prolongamento da duração do tempo da isquemia 

(WISE-FABEROWSKI et al, 2001;LIU et al, 2013).   

Shelat (2013) demostrou que durante a POG ocorre redução significativa da 

sobrevivência neuronal no decorrer do tempo de exposição, com queda acentuada 

da viabilidade celular a partir de 12 h. Este dano pode ser amenizado com a 

utilização do polímero F-68, que promoveu proteção dose-dependente contra a 

redução da viabilidade em culturas de neurônios do hipocampo.  

A flavana Bb que utilizamos no presente trabalho apresenta características 

promissoras no combate a hipóxia no tecido nervoso. Em nosso modelo 

experimental, esta flavana não apresentou citotoxicidade na concentração de 10µM 

e foi capaz de aumentar significativamente a viabilidade celular (normoxia) em 

relação às culturas de células controle e veículo, sugerindo um possível efeito na 

proliferação celular. Entretanto, ainda são necessários ensaios citoquímicos para 

comprovar nossa hipótese. Em concentrações acima de 25 µM (25, 50 e 100µM), a 

Bb apresentou citotoxicidade com queda na viabilidade celular das células da retina 

de embrião de galinhas cultivadas in vitro.  
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Uma das possibilidades de explicação de nossa hipótese é devido doas 

resultados de NONES e colaboradores (2012), que demostraram que os flavonoides, 

como a hesperidina podem induzir proliferação celular com aumento de 

aproximadamente 41% da viabilidade celular em culturas primárias mistas tratadas 

por 24h com esse composto. Além disso, a hesperidina atua na proliferação de 

células da glia que, por sua vez, contribuem com a sobrevida neuronal. Estes 

resultados, juntamente com os do presente trabalho, sugerem que os flavonoides 

podem ser usados como uma estratégia terapêutica viável no combate à doenças 

neurodegenerativas. 

Em nosso trabalho, 10µM de Bb além de aumentar a viabilidade celular, 

protegeu as células submetidas a 3 e 6h de POG.  Forouzanfar et al (2013), 

demostraram que o pré-tratamento com extratos de romã aumentou a viabilidade 

celular em culturas de células PC12 após 6 e 12h de privação de glicose e BSA, 

aumentando as defesas antioxidantes.  

A redução da viabilidade celular após exposição prolongada à POG (hipóxia) 

é acompanhada pelo aumento da concentração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), provocando intenso estresse oxidativo no meio e, consequentemente,  

morte neuronal por prejudicar estruturas celulares imprescindíveis para a 

manutenção da células, por exemplo mitocôndrias e cromatina, ou provocar 

alterações na sinalização celular (SAITO et al, 2005). Estes danos estão presente na 

região de penumbra isquêmica formada durante o AVCi e podem permanecer por 

dias ou semanas (HE et al, 2013). No presente trabalho replicamos, em nosso 

modelo experimental, o  estresse oxidativo com aumento significativo de EROs  

como o oxigênio reativo após 3, 6 e 24h de hipóxia. 

 As EROs também ativam cascatas de sinalização causadoras de morte 

celular por apoptose (CHELLUBOINA et al, 2014). Assim, é importante controlar a 

produção de EROs na região de penumbra para preservação desse tecido. Uma das 

alternativas é a utilização de compostos naturais, que têm demonstrado cada vez 

mais sua viabilidade como agentes antioxidantes em vários sistemas corporais 

(MIURA et al, 2009;LORRIO,  ROMERO, et al, 2013). 
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É relatado na literatura que compostos como os flavonoides podem combater 

o intenso estresse oxidativo em culturas de células em condições isquêmicas,, 

restabelecendo as defesas antioxidantes (WANG & MICHAELIS 2010;XU et al, 

2012;FOROUZANFAR et al, 2013). Em nosso trabalho, a flavana Bb contribui no 

combate ao estresse oxidativo gerado após 3 horas de POG. Entretanto, essa 

flavana não foi eficiente em proteger contra a produção de oxigênio reativo pós 6 ou 

24 h de POG. Desta forma, nossos resultados sugerem que após 6 horas de 

isquemia este composto deve estar atuando em outra via de sinalização celular, que 

não esteja ligada,  necessariamente, ao estresse oxidativo. Ainda são necessários 

mais estudos referentes ao mecanismo de atuação deste composto.  

As EROs são mediadores importantes em uma série de doenças 

neurodegenerativas, como por exemplo a doença de Alzheimer, desafiando as 

defesas antioxidantes naturais do organismo, como  as enzimas glutationa 

peroxidase, catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). (VAKILI et al, 2014). Em 

nosso estudo a concentração de 10µM de Bb mostrou-se eficaz em promover o 

aumento da atividade da enzima catalase após 3, 6 e 24h de POG.  ZITTA (2010) 

mostraram utilizando culturas de células HT-1080 (linhagem celular de fibrosarcoma) 

que durante tratamento com catalase, nas concentrações 12 e 120 U/ml  durante 

24h de hipóxia, a CAT reduziu os níveis de peróxido de hidrogênio combatendo o 

estresse oxidativo. 

Outros compostos extraídos de plantas, como o ginsenósido Rd (GSRd) 

proveniente da planta Panax ginseng, também apresentam a propriedade de atenuar 

o estresse oxidativo e aumenta a atividade das enzimas antioxidantes, como a 

catalase, em culturas primárias de neurônios do hipocampo após 2h de POG, 

seguida por reoxigenação de 24h (YE et al, 2009). É importante compreender que 

ainda dispomos de poucas estratégias terapêuticas, logo o sucesso do tratamento 

de AVCi agudo continua sendo um dos grandes desafios da medicina clínica. No 

combate ao aumento dos níveis de EROs no tecido nervoso causado pela isquemia, 

uma das manobras mais importantes é reforçar as defesas antioxidantes intrínsecas 

do organismo. Os flavonoides podem contribuir para aumentar a eficiência dos 

antioxidantes endógenos, como a catalase (GUO et al, 2011). 
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Ademais, a ação antioxidante dessa flavana ainda é pouco conhecida, 

fazendo-se necessários mais estudos para a elucidação dos mecanismos biológicos 

e rotas de atuação bioquímicas intrínsecas que geram efeito cito protetor no tecido 

nervoso, principalmente para estratégias de tratamento e combate aos efeitos 

deletérios provocados por AVCi. Neste contexto, os compostos extraídos de 

produtos naturais, em especial o composto brosimina b, tornam-se atraentes para se 

desenvolver estratégia que sejam eficazes em promover Neuroproteção das células 

nervosas em sofrimento na zona de penumbra provocada por AVCi. 

 

 

8. CONCLUSÕES  

 

Nossos resultados indicam que o composto 4',7-diidroxi-8-(3,3-

dimetilalil)flavana (Brosimina b) protege, sob condições experimentais in vitro, as 

células retinianas de embriões de galinhas submetidas a condições hipóxicas 

(POG), provavelmente pelas suas propriedades antioxidantes intrínsecas e pela 

atuação na melhoria das defesas antioxidantes celulares endógenas. Esses achados 

são incentivos para a realização de estudos adicionais, em estratégias 

experimentais in vivo, com o objetivo de investigar a possibilidade de utilizar 

a Brosimina b para resgatar as células nervosas em sofrimento na zona de 

penumbra após AVCi.  
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