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Resumo 

A formação de radicais livres e o stresse oxidativo estão envolvidos numa série de fenómenos 

fisiológicos e patológicos do nosso organismo, tais como o envelhecimento, o cancro, a 

aterosclerose, a diabetes, a anemia hemolítica e a doença de Alzheimer. O eritrócito constitui 

um modelo celular adequado para o estudo dos efeitos de radicais livres, em virtude da sua 

simplicidade estrutural, acessibilidade e da vulnerabilidade dos seus constituintes à oxidação. 

Neste trabalho foram utilizadas suspensões de eritrócitos humanos para avaliar o efeito 

protector dos extractos metanólicos da folha e fruto (casca, polpa e semente) de marmeleiro 

(Cydonia oblonga Miller) na danificação oxidativa induzida pelo 2,2´-azo-bis(2-

amidinopropano) (AAPH). O AAPH é um sistema gerador de radicais livres (do tipo 

peroxilo) no meio extracelular que atacam a membrana eritrocitária causando várias 

alterações oxidativas, as quais foram avaliadas neste estudo pela indução da hemólise. 

Os resultados obtidos mostram que os extractos metanólicos da folha, casca e polpa de C. 

oblonga protegem os eritrócitos da lesão oxidativa de uma forma dependente da concentração 

de extracto e do tempo de incubação, enquanto que as sementes de marmeleiro apresentam 

actividade hemolítica. 

O perfil fenólico da folha e fruto de C. oblonga foi igualmente determinado neste trabalho por 

HPLC/UV. O composto fenólico maioritário foi o ácido 5-O-cafeoilquínico para a folha, 

polpa e casca, enquanto que para as sementes foi a 2-estelarina. Em termos quantitativos, 

podem ser ordenados pela seguinte ordem decrescente de teor fenólico total: folha > casca > 

polpa > semente. 

Os resultados indicam que a folha, polpa e casca de C. oblonga apresentam um considerável 

potencial anti-radicalar, o que sugere a sua eventual aplicação como adjuvantes na terapêutica 

de diversas situações patológicas em que os radicais livres estão implicados, bem como na 

respectiva prevenção. 
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1.1 Enquadramento e objectivos 

Os radicais livres participam na patogénese de múltiplas situações patológicas das quais se 

salientam doenças cardiovasculares como a aterosclerose, doenças neurodegenerativas 

(doença de Alzheimer e doença de Parkinson), doenças auto-imunes (lúpus eritematoso 

sistémico, artrite reumatóide), vários tipos de cancro, bem como no envelhecimento. A 

produção endógena excessiva de espécies reactivas de oxigénio, a exposição a fontes 

exógenas de radicais livres ou a diminuição das defesas antioxidantes podem levar a 

sobrecarga/lesão oxidativa (Cerutti et al., 1994; Bianchi e Antunes, 1999). Quando o balanço 

normal entre as espécies pró-oxidantes e antioxidantes é deslocado com favorecimento dos 

primeiros, a célula entra numa situação de stresse oxidativo. A suplementação com 

antioxidantes parece prevenir o aparecimento de algumas doenças cardiovasculares e de 

certos tipos de cancro. 

Vários estudos demonstraram que as plantas possuem diversos antioxidantes naturais, tais 

como carotenóides, vitaminas e compostos fenólicos, que possuem um considerável potencial 

anti-radicalar, podendo intervir na prevenção de doenças nas quais os radicais livres estão 

envolvidos. De entre os diferentes tipos de compostos naturais, o grupo dos compostos 

fenólicos é talvez dos mais estudados, com actividade antioxidante comprovada em diversos 

sistemas. Os ácidos fenólicos e os flavonóides são reconhecidos como poderosos 

antioxidantes. De facto, muitos flavonóides amplamente distribuídos na natureza, como os 

encontrados no chá verde ou no vinho tinto, são várias vezes mais potentes que a vitamina C 

ou E. Estes compostos actuam prevenindo os danos provocados pelos radicais livres e, desta 

forma, têm uma vasta gama de efeitos protectores tais como anti-inflamatórios, prevenção da 

oxidação de lipoproteínas de baixa densidade, e acção antihipertensiva, antitrombótica e 

carcinostática.  

O marmeleiro (Cydonia oblonga Miller) é uma espécie originária da região do Cáucaso, que 

se difundiu até à Europa Central e Países Mediterrâneos (Oliveira et al., 2007a). O seu fruto, o 

marmelo, é consumido em grande quantidade no nosso país, sendo utilizado tradicionalmente 

na produção de doces, compotas, geleias e em fitoterapia. O marmelo é conhecido como 

sendo adstringente, emoliente e antidiarreico (Oliveira et al., 2007a). As folhas de C. oblonga 
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Miller, quando submetidas a decocção, são utilizadas pela medicina popular devido à sua 

actividade sedativa, calmante, antipirética, antidiarreica, antitússica, entre outras. Na última 

década a composição química da folha e fruto de C. oblonga tem sido largamente estudada, 

tendo-se verificado que se trata de uma excelente fonte de compostos fenólicos e de ácidos 

orgânicos (Silva, 2005; Silva et al., 2004, 2008; Oliveira et al., 2007b, 2008). Tendo em 

consideração a sua composição química é de prever que esta espécie vegetal tenha um 

considerável potencial anti-radicalar, podendo intervir na prevenção de doenças nas quais os 

radicais livres estão envolvidos. De facto, estudos preliminares demonstraram a actividade 

sequestrante para o radical 1,1’-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH•) de extractos obtidos de 

frutos (Silva, 2005; Silva et al., 2004, 2008). Assim, o objectivo do presente trabalho de 

monografia é o de avaliar a actividade antioxidante da espécie C. oblonga em sistemas 

biológicos. Para o efeito, o eritrócito humano foi escolhido como modelo in vitro para 

avaliação da actividade antioxidante, visto que a membrana dos eritrócitos é rica em ácidos 

gordos poliinsaturados que são muito susceptíveis à peroxidação lipídica mediada por radicais 

livres. O eritrócito constitui assim um bom modelo experimental para o estudo in vitro dos 

mecanismos de lesão por radicais livres nas membranas biológicas, bem como do efeito 

protector de alguns compostos. Os azocompostos têm sido usados para estudar o mecanismo 

de stresse oxidativo em eritrócitos. O 2,2´-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) produz 

radicais livres do tipo peroxilo por decomposição térmica unimolecular em uma taxa 

constante. Estes radicais gerados no meio extracelular atacam a membrana eritrocitária 

causando várias alterações oxidativas, tais como formação de peróxidos lipídicos, redução da 

deformabilidade, mudanças na morfologia, ligação cruzada e fragmentação de proteínas, 

hemólise e alterações no metabolismo intracelular. Neste estudo, os danos oxidativos serão 

avaliados pela percentagem de hemólise. 

Pretende-se assim estudar o papel protector dos extractos metanólicos obtidos de folhas e 

frutos de C. oblonga relativamente aos danos oxidativos induzidos pelo AAPH em eritrócitos 

humanos. Dada a reconhecida actividade antioxidante das folhas de chá verde (Camellia 

sinensis), outro objectivo deste trabalho é o de comparar a actividade dos extractos de folha 

de marmeleiro com a do chá verde. 
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1.2 Plano geral 

A presente monografia encontra-se estruturada em sete capítulos. 

No presente Capítulo procedeu-se ao enquadramento da monografia e apresentaram-se os 

objectivos do trabalho. 

Nos Capítulos 2 e 3, “Espécies oxidantes” e “Sistemas de defesa antioxidantes”, faz-se uma 

revisão da literatura no que concerne aos fundamentos teóricos e à importância do balanço 

entre as espécies pró-oxidantes e sistemas antioxidantes na saúde humana. 

No Capítulo 4, “O eritrócito como modelo in vitro para avaliação da actividade antioxidante”, 

é apresentado o modelo experimental escolhido para a realização do estudo do efeito 

antioxidante da espécie C. oblonga. 

 

A “parte experimental” é apresentada no Capítulo 5 na forma de duas publicações científicas. 

De salientar que os resultados apresentados na publicação de Costa et al. (2009) referentes à 

determinação do perfil fenólico e avaliação do poder antioxidante dos extractos metanólicos 

da folha de C. oblonga através do estudo do efeito protector na danificação oxidativa em 

eritrócitos humanos foram obtidos no âmbito do trabalho de investigação realizado na 

presente monografia. 

No Capítulo 6, “Considerações finais e conclusões”, faz-se a sinopse deste trabalho. 

Por último, no Capítulo 7 é apresentada uma listagem de todas as referências bibliográficas 

citadas ao longo do texto. 
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2.1 Radicais livres e espécies oxidantes 

O termo “radical livre” é frequentemente usado para designar qualquer átomo ou molécula 

com existência independente, contendo um ou mais electrões desemparelhados (Tabela 1). É 

esta configuração que torna os radicais livres moléculas altamente instáveis, quimicamente 

muito reactivas e com um tempo de semi-vida curto (Ternay e Sorokin, 1997; Halliwell e 

Gutteridge, 1990). 

Radicais livres 

 O2
•-  Radical superóxido 

 HO2
•  Radical hidroperoxilo 

 HO•  Radical hidroxilo 

 RO•  Radical alcoxilo 

 ROO•  Radical peroxilo 

 NO•  Radical monóxido de azoto 

 NO2
•  Radical dióxido de azoto 

Tabela 1 – Exemplos de espécies radicalares 

Os radicais livres são gerados continuamente durante os processos metabólicos, tendo como 

principal fonte os organelos citoplasmáticos que metabolizam o oxigénio e o azoto. No 

entanto, a produção excessiva de radicais livres pode levar a diversas formas de dano celular.  

O alvo celular dos radicais livres (proteínas, lípidos, DNA) está relacionado com o local de 

formação. O radical hidroxilo (HO•) mostra uma pequena capacidade de difusão e é o mais 

reactivo na indução de danos oxidativos nos componentes celulares. Assim, o HO• ataca 

moléculas próximas ao local onde é formado, essencialmente lípidos. Este radical é capaz de 

abstrair um hidrogénio das duplas ligações dos ácidos gordos presentes nas membranas 

celulares, iniciando-se assim o processo de peroxidação lipídica. No caso do radical peroxilo, 

este tem um tempo de semi-vida mais longo, o que significa que poderá sair do local onde é 

produzido e exercer o seu efeito tóxico noutros alvos celulares (Myers, 1997). 
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2.1.1 Espécies Reactivas de Oxigénio (ROS) 

O conceito de “espécies reactivas de oxigénio” é mais amplo e abrange não apenas os radicais 

livres de oxigénio mas também espécies químicas não radicalares com potencial oxidante. As 

espécies reactivas de oxigénio que apresentam maior relevância em sistemas biológicos são 

apresentadas na Tabela 2 (Halliwell e Gutteridge, 1999). 

Radicais livres 

 O2
•-  Radical superóxido 

 HO2
•  Radical hidroperoxilo 

 HO•  Radical hidroxilo 

 RO•  Radical alcoxilo 

 ROO•  Radical peroxilo 

Espécies não radicalares 
 1º2  Oxigénio singuleto 

 H2O2  Peróxido de hidrogénio 

 HClO  Ácido hipocloroso 

 O3  Ozono 

Tabela 2 – Espécies reactivas de oxigénio 

Estas espécies são geradas em vários processos no nosso organismo, nomeadamente na cadeia 

respiratória mitocondrial, via xantina oxidase, via NADPH oxidase em células fagocíticas, via 

síntese de prostaglandinas no retículo endoplasmático liso e no sistema enzimático citocromo 

P450 (Myers, 1997; Acworth et al., 1997). 

O radical superóxido (O2
•-) é formado pela adição de um electrão à molécula de oxigénio no 

estado fundamental (Figura 1). Com apenas mais um electrão adicionado a este radical, surge 

o anião peróxido (O2
2-), que aquando a adição de outro electrão forma o radical hidroxilo 

(HO•). Por fim, se o oxigénio molecular consumido na cadeia respiratória mitocondrial for 

reduzido pela adição simultânea de quatro electrões forma-se a água (Acworth et al., 1997). 
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O2 O2
.- H2O2

e- 2H+ + e- HO. H2O
Radical 

superóxido
Radical 
hidroxilo

Peróxido de 
hidrogénio

e- H+ + e-

 

Figura 1 – Formação de espécies reactivas de oxigénio por redução do oxigénio molecular 

O peróxido de hidrogénio apesar de não ser considerado um radical livre, pois apresenta a sua 

orbital externa emparelhada, é capaz de inactivar enzimas, principalmente por oxidação de 

grupos tióis essenciais. No entanto, a sua toxicidade deve-se em grande parte à conversão no 

radical hidroxilo na presença de metais de transição (M), como o ferro e cobre, presentes na 

célula através da reacção de Fenton (Reacção 1) e pela interacção com o radical superóxido na 

reacção de Haber-Weiss (Reacção 2) (Acworth et al, 1997). 

Mn+ + H2O2  →    M(n+1)+ + HO• + OH-  (Reacção 1) 

O2
•- + H2O2    Fe     HO• + OH- + O2  (Reacção 2) 

Apesar do radical superóxido não ser um radical muito reactivo, é considerado tóxico uma vez 

que está envolvido na formação de outras ROS bastante reactivas, nomeadamente o radical 

hidroxilo através da reacção de Haber-Weiss (Reacção 2) e o anião peroxinitrito (ONOO-) por 

reacção com o monóxido de azoto (Reacção 3). 

O2
•- + NO•    →     ONOO-       (Reacção 3) 

O radical hidroxilo é extremamente reactivo, podendo levar a um efeito de extrema 

toxicidade, via, por exemplo, peroxidação dos lípidos das membranas celulares e quebra e 

modificação das bases de DNA levando a alterações na expressão genética (Richter, 1997). 
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2.1.2 Espécies Reactivas de Azoto (RNS) 

Dentro das espécies reactivas de azoto incluem-se o monóxido de azoto (NO•), óxido nitroso 

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

-) e peroxinitritos (ONOO-) 

(Halliwell e Gutteridge, 1999). O radical NO• pode ser gerado a partir da L-arginina por acção 

da enzima sintetase do monóxido de azoto (NOS) (Acworth et al., 1997). O monóxido de 

azoto não ataca directamente o DNA, mas pode reagir com o anião superóxido formando o 

peroxinitrito. É o peroxinitrito que pode sofrer reacções secundárias, formando compostos 

capazes de nitrar aminoácidos aromáticos, como por exemplo a tirosina gerando a 

nitrotirosina, e as bases do DNA, em particular a guanina, no qual o produto principal é a 8-

nitroguanina (Eiserich et al., 1996; Barreiros et al., 2006). 

2.2 Lesão oxidativa induzida por radicais livres 

2.2.1 Stresse oxidativo 

A formação de radicais livres in vivo ocorre através da acção catalítica de enzimas, durante os 

processos de transferência de electrões que ocorrem no metabolismo celular, e pela exposição 

a factores exógenos, tais como as radiações gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e tabaco. 

Contudo, a concentração destes radicais pode aumentar devido a um aumento de produção 

intracelular ou pela deficiência dos mecanismos antioxidantes (Cerutti et al., 1994; Bianchi e 

Antunes, 1999). Quando o balanço normal entre as espécies pró-oxidantes e antioxidantes é 

deslocado com favorecimento dos primeiros, a célula entra numa situação de stresse 

oxidativo. A ocorrência de stresse oxidativo moderado é frequentemente acompanhado do 

aumento das defesas antioxidantes enzimáticas, mas a produção de uma grande quantidade de 

radicais livres pode causar danos irreversíveis e morte celular. 

Os radicais livres podem reagir com diversas macromoléculas celulares, tais como ácidos 

nucleicos, lípidos ou proteínas, o que resulta na formação de diversos produtos de oxidação 

(Figura 2). Deste modo, o stresse oxidativo pode estar envolvido em processos de 
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mutagénese, carcinogénese, processos inflamatórios, envelhecimento, aterosclerose, entre 

outros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Produtos da danificação oxidativa induzida por radicais livres (adaptado de Zwart 

et al., 1999) 

2.2.2 Peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica é a consequência mais estudada do stresse oxidativo. Os radicais livres 

são os responsáveis pelo início deste processo (Figura 3). Quando um radical livre (como por 

exemplo o HO•) contacta com estruturas como as membranas celulares, constituídas por 

lípidos insaturados, há abstracção de um hidrogénio das duplas ligações dos ácidos gordos, 
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iniciando-se assim o processo de peroxidação lipídica. O radical lipídico formado (L•) é 

convertido sucessivamente a radical peroxilo (LOO•) pela entrada de O2, a hidroperóxido 

(LOOH) e radical alcoxilo (LO•) pela reacção de Fenton. A consequente fragmentação dá 

origem a hidrocarbonetos como o etanol e a aldeídos como o 4-hidroxinonenal e o 

malonildialdeído. Este processo propaga-se cíclica e continuamente, dado que estão 

constantemente a formar-se radicais lipídicos (L•). O termo do processo ocorre quando há 

uma condensação de radicais ou a intervenção de sistemas de defesa antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos. 

Como consequências da peroxidação lipídica pode ocorrer alteração da fluidez, 

permeabilidade e integridade das membranas e “cross-linking” das proteínas das membranas 

celulares. 
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LOO•/L• + Vit E → Vit E• + LOOH/LH 

LOOH + GSH → LOH + GSSG +H2O 

LOO• + LOO• → LO + LOH + O2 

LOO• + R• → LOOR 

Figura 3 – Representação esquemática das etapas e dos radicais livres envolvidos no processo 

de peroxidação lipídica 
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2.2.3 Danificação do DNA 

Os danos oxidativos causados por ROS e RNS envolvem a alteração de bases (oxidação e 

desaminação), perda de bases, fragmentação e ligações cruzadas no DNA, desempenhando 

um papel importante nos processos de mutagénese e de carcinogénese (Poulsen et al., 1998; 

Richter, 1997). 

Dada as diferenças existentes na reactividade das ROS/RNS, o padrão da lesão no DNA 

depende da natureza da espécie em questão (Richter, 1997). Assim, o O2
•- e o H2O2 não 

reagem directamente com o DNA, mas são espécies importantes na geração do radical 

hidroxilo catalizada por metais. O radical HO• reage com as 4 bases do DNA, com formação 

de vários produtos característicos, entre os quais a 8-hidroxiguanina (8-OHG) (Figura 4). Esta 

base modificada também pode ser formada pela reacção do 1O2 com o DNA. O NO• e 

espécies análogas causam essencialmente desaminações no DNA, mas o ONOO- causa um 

padrão de dano similar ao induzido pelo radical HO• (Richter, 1997). 

O radical hidroxilo pode igualmente reagir com a desoxirribose (Figura 4). O ataque ocorre 

por abstracção de um dos átomos de hidrogénio do carbono 1, 2 ou 4 do resíduo de açúcar, o 

que leva quase sempre à ruptura da cadeia de DNA tendo como principais produtos a 5’-8-

ciclo-2’-desoxiadenosina (8-OHdA) e a 5’-8-ciclo-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) (Richter, 

1997). 



Estudo do efeito protector da espécie Cydonia oblonga Miller na danificação oxidativa em eritrócitos humanos  

 14 

 

Figura 4 – Principais produtos da oxidação do DNA por ROS e RNS. B, base do DNA; dR, 

desoxirribose (adaptado de Barreiros et al., 2006). 

2.2.4 Oxidação de proteínas 

É já bem conhecido que a exposição de proteínas a ROS leva a alteração das cadeias laterais 

de resíduos de aminoácidos, conversão das proteínas em formas de elevado peso molecular 
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(ligações cruzadas entre proteínas) e fragmentação da cadeia peptídica (Stadtman e Berlett, 

1997), alterando a função dessas proteínas (Levine et al., 1990). 

O HO• pode reagir na cadeia lateral, onde ataca preferencialmente a cisteína, histidina, 

triptofano, metionina e fenilalanina, e, em menores proporções, arginina e asparagina. Os 

ataques aos aminoácidos que compõem as proteínas podem gerar danos como clivagens de 

ligações com ou sem geração de fragmentos e ligações cruzadas, o que pode ter como 

consequência a perda de actividade enzimática, dificuldades no transporte activo através das 

membranas celulares e morte celular. O ataque ocorre por adição do radical ou por abstracção 

de hidrogénio. Todos os aminoácidos podem sofrer abstracção do hidrogénio do carbono Cα 

ligado ao grupo carboxílico e ao grupo amina. Essa abstracção, com excepção da glicina, leva 

à perda de CO2 e formação de um carbono radicalar, o qual reage com o O2 dando origem a 

um radical peroxilo. Este radical é posteriormente responsável pela clivagem da cadeia 

polipeptídica (Stadtman e Berlett, 1997). 
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 III.  Sistemas de defesa antioxidantes 
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A produção contínua de radicais livres durante os processos metabólicos levou ao 

desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os níveis 

intracelulares e impedir a indução de danos (Sies, 1993). Segundo Halliwell e Gutteridge 

(1995), um antioxidante pode ser definido como “qualquer substância que, quando presente 

em baixas concentrações, comparadas às de um substracto oxidável, retarda ou previne 

significativamente a oxidação desse substrato”. Estes agentes que protegem as células dos 

efeitos dos oxidantes podem ser classificados como antioxidantes enzimáticos ou não 

enzimáticos (Bianchi e Antunes, 1999). Estes mecanismos incluem antioxidantes endógenos 

(glutationa, vitamina A, C e E, ácido úrico) e enzimas antioxidantes, como a catalase, 

superóxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa S-transferase 

(Tabela 3). 

Agentes não enzimáticos Agentes enzimáticos 

Vitamina E 

Vitamina C 

Glutationa 

β-caroteno 

Ácido úrico 

Proteínas específicas para metais 

Flavonóides 

Ácidos fenólicos 

Superóxido dismutase 

Catalase 

Glutationa peroxidase 

Glutationa redutase 

Glutationa-S-transferase 

Tiorredoxina 

 

Tabela 3 – Principais agentes de defesa antioxidante 

Os agentes antioxidantes protegem os organismos de quatro formas possíveis (Sies, 1993; 

Bianchi e Antunes, 1999): 

(i) impedindo a formação dos radicais livres; 

(ii) interceptando os radicais livres formados pelo metabolismo celular ou por fontes 

exógenas; 



Estudo do efeito protector da espécie Cydonia oblonga Miller na danificação oxidativa em eritrócitos humanos  

 18 

(iii) reparando as lesões causadas pelos radicais; 

(iv) e ainda por vezes proporcionando uma adaptação do organismo em resposta à 

geração desses radicais, com o aumento da síntese de enzimas antioxidantes. 

3.1 Antioxidantes enzimáticos 

3.1.1 Superóxido dismutase 

A superóxido dismutase (SOD) encontra-se presente em todos os tecidos, sendo a sua 

actividade particularmente elevada no fígado e rim (Somani et al., 1997). Esta enzima protege 

as células aeróbias da acção do radical superóxido, catalisando a conversão deste em peróxido 

de hidrogénio (Reacção 4). 

2O2
•- + 2H+     SOD    H2O2 + O2 (Reacção 4) 

Pode conter diferentes grupos prostéticos metálicos, sendo os mais comuns o cobre e o zinco 

presentes na enzima citoplasmática e o manganês presente na enzima mitocondrial (Somani et 

al., 1997). 

3.1.2 Catalase 

A catalase é uma enzima citoplasmática, presente nos peroxissomas, que cataliza a 

decomposição do peróxido de hidrogénio a água. Encontra-se no fígado em níveis 

relativamente elevados (Somani et al., 1997). 

A catalase exerce uma dupla função: (i) decomposição de H2O2, originando O2 (actividade 

catalítica) (Reacção 5) e (ii) oxidação de dadores de H, como é o caso do metanol, ácido 

fórmico e fenóis, com o consumo de peróxido (actividade peroxídica) (Reacção 6). 

2H2O2      Catalase         2H2O + O2   (Reacção 5) 
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ROOH + AH2     Catalase        H2O + ROH + A (Reacção 6) 

Tem a mesma acção que a glutationa peroxidase ao metabolizar o peróxido de hidrogénio, 

mas é mais activa que esta quando as concentrações de H2O2 são da ordem dos milimolar 

(Somani et al., 1997). 

3.1.3 Glutationa peroxidase 

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima dependente do selénio, que tem como função 

metabolizar o peróxido de hidrogénio (Reacção 7) e os hidroperóxidos orgânicos (ROOH) 

(Reacção 8). Nesta acção, a GPX utiliza a glutationa (GSH) como cofactor (Somani et al., 

1997). 

  2GSH + H2O2      GPx      GSSG + 2H2O  (Reacção 7) 

2GSH + ROOH     GPx      ROH + H2O + GSSG (Reacção 8) 

Esta enzima encontra-se em grandes quantidades quer no citoplasma quer na mitocôndria. É 

importante realçar que a nível mitocondrial não existe catalase e, por isso, a glutationa 

peroxidase exerce aí um papel fundamental na metabolização do peróxido de hidrogénio 

(Halliwell e Gutteridge, 1999). No citoplasma a GSHPx é mais activa que a catalase para 

concentrações de peróxido de hidrogénio da ordem dos micromolar (Kaul e tal, 1993). 

3.1.4 Glutationa redutase 

A glutationa redutase (GR) é uma enzima citosólica essencial na manutenção do quociente 

GSH/GSSG, regenerando a glutationa na forma reduzida a partir da sua forma oxidada, 

utilizando o NADPH como cofactor (Reacção 9) (Halliwell e Gutteridge, 1999). 
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GSSG + NADPH + H+      GR        2GSH + NADP+ (Reacção 9) 

3.1.5 Glutationa-S-transferase 

A glutationa-S-transferase (GST) é uma família de isoenzimas que catalisa a conjugação da 

GSH com compostos electrofílicos (Reacção 10) (Salinas e Wong, 1999). 

RX + GSH      GST       RSG + HX   (Reacção 10) 

O fígado é particularmente rico nesta enzima, que é maioritariamente citosólica, embora 

também se encontre ligada a membranas (Halliwell e Gutteridge, 1999). A GST possui 

múltiplas funções no metabolismo endógeno de xenobióticos, além de poder funcionar como 

transportadora de proteínas celulares, tais como o grupo heme, a bilirrubina, entre outros 

(Halliwell e Gutteridge, 1999). 

3.1.6 Tiorredoxina 

No sistema tiorredoxina incluem-se as reacções catalisadas pelas enzimas oxirredutases: 

tiorredoxinas e tiorredoxina redutase (Figura 5) (Nordberg e Arner, 2001). As tiorredoxinas 

(TR-(SH)2) doam equivalentes redutores para proteínas, GSSG, H2O2, ficando desta forma 

oxidadas (TR-SS) e são em seguida reduzidas pela tiorredoxina redutase (TRR). Esta enzima 

utiliza NADPH para reduzir pontes de dissulfureto da tiorredoxina. Vários outros substractos 

podem ser reduzidos pela TRR, tais como o ácido desidroascórbico, hidroperóxidos lipídicos, 

GSSG, H2O2, peroxirredoxinas e outras proteínas oxidadas. 

As glutarredoxinas (GRO-(SH)2) são tiorredoxinas que contêm um dissulfureto redox activo e 

um local de ligação para GSH e juntamente com NADPH, glutationa redutase e glutationa 

formam o principal sistema oxirredutase de dissulfuretos proteicos (Nordberg e Arner, 2001). 
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Figura 5 – Mecanismo de actuação do sistema tiorredoxina (adaptado de Klaassen, 2001) 

Por fim, é importante salientar que as enzimas antioxidantes apresentam cooperação sinérgica 

para manter os níveis de ROS dentro de limites fisiológicos, tal como esquematizado na 

Figura 6. A catalase e a SOD actuam principalmente em regiões hidrofílicas, enquanto o 

sistema GPx protege regiões hidrofóbicas, com especificidade para peróxidos lipídicos 

(Michiels et al., 1994). O sistema tiorredoxina protege amplamente os componentes celulares 

e auxilia as demais enzimas na manutenção do estado redox celular (Nordberg e Arner, 2001). 
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Figura 6 – Interligação das funções dos agentes antioxidantes enzimáticos 

3.2 Antioxidantes não enzimáticos endógenos 

Além das enzimas já referidas acima, a célula contém também substâncias antioxidantes que 

lhe conferem protecção contra as espécies reactivas de oxigénio e de azoto. 

3.2.1 Glutationa 

A glutationa (γ-glutamilcisteinilglicina) é um antioxidante hidrossolúvel, reconhecido como o 

tiol não proteico mais importante nos sistemas vivos (Sies, 1999). É sintetizada no organismo 

e trata-se de um tripéptido linear, constituído por três aminoácidos: glicina, ácido glutâmico e 

cisteína, sendo o grupo tiol (-SH) deste último o local activo responsável pelas propriedades 

bioquímicas da molécula (Figura 7) (Sies, 1999).  
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Figura 7 – Estrutura da glutationa 

Trata-se de um tripéptido pouco comum devido à ligação entre o NH2 do resíduo de cisteína e 

o carboxilo gama do ácido glutâmico, que o torna resistente à degradação pelas peptidases, 

excepto pela γ-glutamiltranspeptidase, situada especialmente em algumas membranas 

celulares, nomeadamente nos rins, pâncreas, intestinos e fígado. 

Existe, na maioria das células, em concentrações compreendidas entre 1 e 8 mM, sendo o 

fígado o órgão mais rico neste tripeptídeo (Halliwell e Gutteridge, 1999). Ao nível 

mitocondrial parece ter a sua própria “pool”, de importância crucial na protecção da 

mitocôndria da acção das ROS. Ao nível extracelular a concentração de GSH é da ordem de 

5-50 µM (Griffith, 1999). 

Pode encontrar-se na forma reduzida (GSH) ou dimerizada (GSSG, forma oxidada da GSH). 

Em situações normais a GSSG representa apenas uma pequena fracção da glutationa total 

(menos de 10%) (Halliwell e Gutteridge, 1999). No entanto, em situações de stresse 

oxidativo, o quociente GSH/GSSG pode estar diminuído, uma vez que a GSH é consumida 

com formação de GSSG. A GSH pode, no entanto, também formar dissulfuretos do tipo 

GSSR com o tiol da cisteína presente em proteínas (Sies, 1999). 
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A GSH é sintetizada em dois passos, catalisados pela γ-glutamil-cisteína-sintetase e pela 

glutationa-sintetase (Sies, 1999). Este processo ocorre essencialmente no fígado, sendo a GSH 

exportada, através da circulação sanguínea, para todos os tecidos. 

A glutationa está omnipresente na célula onde tem um papel crucial na (i) metabolização do 

H2O2 e outros hidroperóxidos (ROOH) como cofactor da GPx; (ii) na metabolização de 

xenobióticos como cofactor da GST; (iii) no co-transporte de xenobióticos para o exterior da 

célula e (iv) e na desactivação de radicais (Halliwell e Gutteridge, 1999). 

A glutationa pode reagir com as espécies reactivas de oxigénio de duas formas (Sciuto, 1997): 

-actuar como redutor, originando GSSG e H2O, mediante reacção catalisada pela enzima 

glutationa peroxidase (Reacções 7 e 8); 

-ou reagir directamente com os radicais, com transferência do electrão livre para a GSH, 

levando à formação do radical livre glutationilo (GS•) (Reacção 11). 

GSH + R• → GS• + RH    (Reacção 11) 

O R• pode ser um HO•, RO•, ROO•, radicais com centro de carbono ou o oxigénio singuleto 

(1O2). 

Posteriormente, o radical GS• pode dimerizar e formar GSSG (Reacção 12). 

  GS• + GS• → GSSG     (Reacção 12) 

Por fim, a glutationa oxidada pode ser regenerada a GSH pela enzima glutationa redutase 

(Reacção 9). 
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O ciclo redox da glutationa (Figura 8) constitui o meio de defesa antioxidante mais importante 

usado pelas células. 

 

 

 

Figura 8 – Ciclo redox da glutationa 

Adicionalmente, a glutationa funciona como sequestrador nucleofílico de vários compostos e 

dos seus metabolitos, através de mecanismos químicos e enzimáticos (mediado pela 

glutationa-S-transferase), ligando-se covalentemente a centros electrofílicos (Reacção 13) 

(Sciuto, 1997). 

RX + GSH → RSG + HX    (Reacção 13) 

A glutationa é importante para a redução de dissulfuretos proteicos e sulfuretos mistos de 

GSH e proteína, contribuindo assim para a manutenção do potencial redox celular e do 

equilíbrio sulfidrilo-dissulfureto proteico (Reacção 14). 

Proteína-SSG + GSH ↔ Proteína-SH + GSSG (Reacção 14) 

As funções de protecção da glutationa não podem ser atribuídas unicamente à presença do 

resíduo de cisteína. A GSH está também envolvida na regeneração da vitamina C e do α-

tocoferol e na inibição da peroxidação lipídica. 
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A GSH serve também de reservatório não tóxico e não rapidamente oxidável de cisteína e 

participa na biossíntese de vários compostos endógenos, nomeadamente prostaglandinas, 

leucotrienos e estrogénios catecólicos. 

Durante a síntese de DNA, a GSH é necessária para a redução de glutaredoxina, que por sua 

vez fornece electrões à ribonucleotídeo redutase. 

Em suma, a GSH tem um papel muito importante na defesa celular e a sua depleção pode 

resultar na exacerbação da toxicidade induzida por ROS e RNS. 

3.2.2 Vitamina C 

A vitamina C, também conhecida como ácido ascórbico (Figura 9), é um antioxidante com 

características hidrofílicas, presente no citoplasma celular e no soro em concentrações da 

ordem das micromoles. 

A vitamina C é obtida através da dieta, uma vez que o organismo humano não a consegue 

sintetizar. É, geralmente, consumida em grandes doses pelos seres humanos, sendo adicionada 

a muitos produtos alimentares para inibir a formação de metabolitos nitrosos carcinogénicos. 

Estudos epidemiológicos atribuem a esta vitamina um possível papel protector no 

desenvolvimento de tumores nos seres humanos (Bianchi e Antunes, 1999). 

Possui características que lhe são conferidas pelo grupo enodiol: 

 

 

 

Figura 9 – Estrutura do ácido ascórbico 
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As suas características permitem-lhe actuar como agente redutor e assim reagir directamente 

com as ROS, originando o ácido dehidroascórbico (DHA) (Reacção 15) (Somani et al., 1997). 

O DHA pode ser posteriormente reduzido a ácido ascórbico por agentes redutores como a 

glutationa (Reacção 16). 

  Vit C + R•  →  Vit C• + R    (Reacção 15) 

  2Vit C• + 2H+ → Vit C + DHA   (Reacção 16) 

A vitamina C pode também actuar indirectamente através da regeneração da vitamina E a 

partir do radical tocoferilo (Reacção 17) (Ternay e Sorokin, 1997; Liebler e Reed, 1997). 

  Tocoferol-O• + Vit C → Vit C• + Tocoferol-OH (Reacção 17) 

O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E é frequentemente mencionado, mostrando que a 

acção destas duas vitaminas é efectiva na inibição da peroxidação dos lípidos da membrana e 

na protecção do DNA (Bianchi e Antunes, 1999). 

De notar, no entanto, que em experiências in vitro a vitamina C demonstrou actuar como pró-

oxidante (Liebler e Reed, 1997). Por exemplo, na presença de ferro, a vitamina C quando em 

baixa concentração induz fortemente a peroxidação lipídica dada a sua capacidade para 

reduzir metais de transição, como por exemplo o Fe3+ a Fe2+ (Reacções 18 e 19). 

  Fe3+ + Vit C  → Fe2+ + Vit C• + 2H+   (Reacção 18) 

Vit C• + Fe3+ → Fe2+ + DHA    (Reacção 19) 

onde o Fe2+ poderá catalisar a reacção de Fenton, levando à formação do radical hidroxilo 

(Reacção 1). 
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3.2.3 Vitamina E 

Quimicamente, a vitamina E é uma mistura de quatro tocoferois e quatro tocotrienóis 

lipossolúveis (Figura 10), sendo o α-tocoferol o mais activo (Halliwell e Gutteridge, 1999; 

Liebler e Reed, 1997). 

 

Figura 10 – Estrutura dos tocoferóis (adaptado de Seabra et al., 2006) 

O α-tocoferol é uma molécula lipossolúvel presente nas membranas celulares e lipoproteínas 

plasmáticas, com capacidade para quebrar a cadeia de radicais livres do processo de 

peroxidação lipídica. Esta molécula apresenta um grupo hidroxilo fenólico na sua estrutura, 

cujo átomo de hidrogénio é facilmente abstraído por radicais peroxilo (LOO•) e alcoxilo (L•) 

formados durante a peroxidação dos lipídos das membranas (Reacção 20). 

α-tocoferol-OH + LOO•/L• →  α-tocoferol-O• + LOOH/LH    (Reacção 20) 
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Desta forma, a vitamina E evita a reacção destes radicais com as cadeias de ácidos gordos 

poliinsaturados, prevenindo a peroxidação lipídica. O radical α-tocoferilo (α-tocoferol-O•) 

formado é pouco reactivo e pode originar dímeros ou ser regenerado a α-tocoferol pela 

vitamina C, glutationa ou ubiquinol (Liebler e Reed, 1997). 

Paradoxalmente, tratando-se de reacções de equilíbrio, a vitamina E em concentrações 

elevadas pode actuar como pró-oxidante, originando peroxidação lipídica. 

3.2.4 β-caroteno e outros carotenóides 

Os carotenóides que incluem o α, β, γ e δ-caroteno são antioxidantes lipossolúveis abundantes 

em plantas verdes, cenouras e outros vegetais. O β-caroteno é o mais importante precursor da 

vitamina A (Ternay e Sorokin, 1997). 

 

Figura 11 – Estrutura do β-caroteno (adaptado de Seabra et al., 2006). 

Estes compostos reagem directamente com as ROS e os radicais lipídicos peroxilo e alcoxilo 

formados durante a peroxidação lipídica e apresentam algum sinergismo com a vitamina E. 

3.2.5 Ácido Úrico 

O ácido úrico (Figura 12) é o produto do metabolismo das purinas: 

Guanina → Xantina → Ácido úrico 

Adenina → Hipoxantina → Xantina → Ácido úrico 
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Figura 12 – Estrutura do ácido úrico 

Nas concentrações em que se encontra no plasma (124-450µM), o ácido úrico reage com os 

radicais hidroxilo e peroxilo e reage também com o ácido hipocloroso. Este composto liga-se 

ao ferro e ao cobre, presentes na célula, em formas que não promovem as reacções 

radicalares. 

3.2.6 Proteínas específicas de ligação aos metais 

Nos sistemas biológicos existem diversas proteínas que captam e armazenam metais na forma 

ionizada, tais como o ferro e o cobre. Ao faze-lo, estas proteínas evitam a participação destes 

metais na formação de ROS pela reacção de Fenton e Haber-Weiss. Para o ferro essas 

proteínas são a ferritina, a transferrina e a lactoferrina e para o cobre é a ceruloplasmina. 

3.2.7 Compostos fenólicos 

Os mecanismos endógenos de defesa, referenciados até aqui, podem ser auxiliados 

favoravelmente com a introdução de antioxidantes por meio da dieta (Brenna & Pagliarini 

2001; Yildirim et al., 2002). Os alimentos, principalmente as frutas, verduras e legumes, 

contêm agentes antioxidantes, tais como as vitaminas, clorofilinas, os flavonóides, ácidos 

fenólicos, carotenóides, curcumina e outros que são capazes de restringir a propagação das 

reacções em cadeia e as lesões induzidas pelos radicais livres (Stavric 1994; Fotsis et al. 1997; 

Pool-Zobel et al.,1997). 

Os compostos fenólicos formam um dos maiores e mais diversos grupos de metabolitos 

secundários das plantas. A acção antioxidante destes compostos assenta essencialmente no 

elevado potencial que apresentam para sequestrar radicais livres, tais como, os radicais 
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superóxido, hidroxilo e peroxilo (Halliwell, 2000; Yanishlieva-Maslareva 2001). Os 

compostos fenólicos não reagem rapidamente com o peróxido de hidrogénio mas são capazes 

de sequestrar o oxigénio singuleto e ácido hipocloroso (Payá et al., 1992). 

Uma outra propriedade dos compostos fenólicos é a possibilidade de quelatarem iões 

metálicos (Rice-Evans et al.,1995; Decker, 1997; Brown et al.,1998; Croft, 1998). No entanto, 

esta capacidade poderá conferir-lhes poder pró-oxidante na medida em que podem reduzir os 

iões metálicos aumentando desta forma a formação de radicais livres via reacção de Fenton. 

Adicionalmente, os compostos fenólicos podem ainda interagir sinergicamente com outros 

antioxidantes como o ácido ascórbico e o α-tocoferol (Croft, 1998; Liao e Yin, 2000). 

Os compostos fenólicos podem ser divididos em dois grupos: os flavonóides e os não 

flavonóides, estando ambos presentes em frutas e vegetais. 

 Flavonóides 

Os flavonóides são pigmentos naturais de baixo peso molecular, com uma estrutura base C6-

C3-C6 (Figura 13) (Aherne e O’brein, 2002 ; Proença da Cunha, 2005). 

 

 

 

Figura 13 – Estrutura base e sistema de numeração geral dos flavonóides 

Dependendo da substituição e do nível de oxidação do anel C, os flavonóides podem ser 

divididos em 14 classes, sendo os que se incluem na dieta divididos essencialmente em 6 

(Figura 14): 
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• Flavonas - possuem um grupo carbonilo na posição 4 e uma ligação dupla entre as 

posições 2,3. Exemplos: apigenina, luteoleína. 

• Flavonóis - possuem um grupo carbonilo na posição 4, um grupo hidroxilo na posição 

3 e uma ligação dupla entre as posições 2,3. Exemplos: quercetina, kaempferol e 

quercitagetina. 

• Flavanonas - possuem um grupo carbonilo na posição 4. Exemplos: miricetina, 

hesperidina, naringina, naringenina. 

• Flavanóis - possuem um grupo hidroxilo na posição 3. Exemplos: catequina, 

epicatequina. 

• Antocianidinas - possuem um grupo hidroxilo na posição 3 e duas ligações duplas, 

uma entre o átomo de oxigénio e o carbono 2 e outra entre os carbonos 3 e 4. 

Exemplos: cianidina, petunidina, malvidina. 

• Isoflavonas - possuem um grupo carbonilo na posição 4 e o anel B encontra-se ligado 

à restante molécula através do carbono 3. Podem ainda possuir uma ligação dupla 

entre os carbonos 2 e 3. Exemplos: genisteína, coumestrol. 
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Figura 14 – Estruturas das principais classes de flavonóides presentes na dieta humana 

(adaptado de Seabra et al., 2006) 

Geralmente, os flavonóides encontram-se na natureza sob a forma de glicósidos, o que 

promove uma melhor absorção gastro-intestinal e uma maior biodisponibilidade destes 

compostos. No entanto, os glicósidos apresentam menor actividade anti-radicalar que a 

aglícona correspondente (Rice-Evans et al., 1996, Hopia and Heinonen 1999, Fukumoto and 

Mazza 2000), o que pode ser justificado, pelo menos em parte, pela sua maior hidrofilia, o 

que dificulta o acesso do antioxidante à fase lipídica (Heim et al., 2002). 

A actividade antioxidante dos flavonóides depende da sua estrutura química, estando 

associada às seguintes características estruturais: (i) padrão de substituição orto-di-hidroxi no 

anel B (grupo catecol), (ii) ligação dupla entre os carbonos 2 e 3 e grupo carbonilo em 4, no 

anel C, e (iii) grupos hidroxilo em 3, no anel C, e em 5 e 7, no anel A (Valentão, 2002, Silva, 

2005; Silva et al., 2004) (Figura 15). 
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Figura 15 – Relação estrutura-actividade antioxidante dos flavonóides (adaptado de Valentão, 

2002). 

As propriedades antioxidantes dos flavonóides prendem-se sobretudo com a sua capacidade 

de sequestrar os radicais livres (Decker, 1997). Estes actuam como antioxidantes na 

inactivação dos radicais livres nos compartimentos celulares lipofílicos e hidrofílicos, dada a 

capacidade destes compostos de doar átomos de hidrogénio e, desta forma, inibir as reacções 

em cadeia provocadas pelos radicais livres (Hartman et al., 1990; Arora et al., 1998). Como 

mostra a Figura 16, a oxidação do flavonóide por um radical livre (R•) origina um radical 

flavonóide relativamente estável devido à estabilização do electrão desemparelhado.  

Flavonóide (OH) + R• → Flavonóide (O•) + RH 

Figura 16 – Sequestração de radicais livres por flavonóides 

Este radical flavonóide pode reagir com um segundo radical (R•) tal como demonstrado na 

Figura 17 para a quercetina (Rice-Evans et al., 1996, Pietta, 2000, Seabra et al., 2006). 
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Figura 17 – Mecanismo de acção antioxidante da quercetina (adaptado de Dai et al., 2006). 

Sabe-se já há alguns anos que existem flavonóides com uma actividade muito mais potente 

que a vitamina C ou E, como os encontrados no chá verde ou no vinho tinto. Estes compostos 

têm uma vasta gama de efeitos protectores tais como anti-inflamatórios, prevenção da 

oxidação de lipoproteínas de baixa densidade, e acção antihipertensiva, antitrombótica e 

carcinostática (Middleton et al., 2000). 

As catequinas, principais constituintes do chá verde, possuem uma das mais elevadas 

actividades antioxidantes determinadas, pelo que têm sido sugeridos efeitos protectores tais 

como anti-inflamatórios, prevenção da oxidação de lipoproteínas de baixa densidade e acção 

antihipertensiva, antitrombótica e carcinostática (Nijveldt et al., 2001). Os extractos obtidos 

das folhas de chá verde têm uma actividade antioxidante potente que resulta sobretudo da 

presença dos seguintes flavanóis: epigalhocatequina galhato (EGCG), epigalhocatequina 

(EGC), epicatequina galhato (ECG), epicatequina (EC), galhocatequina galhato (GCG), 

galhocatequina (GC) e catequina (C) (Borse et al., 2007). Estas catequinas são sequestradores 

eficazes de radicais livres, sendo mais potentes as que possuem uma molécula de galhato em 

C3 (Rice-Evans e Miller, 1996) e uma estrutura trihidroxi no anel B (Nanjo et al., 1996). 
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Vários estudos epidemiológicos e pré-clínicos sugerem fortemente que a ingestão de chá 

verde diminui o risco de cancro e doença cardiovascular (Dreosti et al., 1997; Tijburg et al., 

1997). Outros efeitos benéficos para a saúde também já foram reportados tais como anti-

inflamatórios e anti-trombóticos. 

 Não flavonóides 

Os compostos fenólicos não flavonóides incluem os ácidos fenólicos, as cumarinas, os 

taninos, os estilbenos e os lignanos. Dentro deste grupo, os ácidos fenólicos são os mais 

abundantes na natureza, estando presentes em frutos e vegetais. Estes compostos estão 

divididos em dois grupos: os derivados do ácido hidroxicinâmico e os derivados do ácido 

hidroxibenzóico (Figura 18) (Degáspari et al., 2004). 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Estrutura dos principais ácidos fenólicos (adaptado de Seabra et al., 2006) 

A posição e o número de grupos hidroxilo presentes nestes compostos são determinantes para 

a sua actividade anti-radicalar (Figura 18). O hidroxilo do ácido ferúlico existente na posição 

orto com o grupo metoxilo, dador de electrões, constitui um factor que aumenta a estabilidade 

do radical fenoxilo e bem como a eficiência antioxidante deste ácido fenólico (Cuvelier et al, 

1992). A presença de um segundo hidroxilo na posição orto ou para, também aumenta a 
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actividade anti-radicalar. O efeito sequestrante do radical hidroxilo parece estar directamente 

relacionado aos grupos hidroxilo localizados na posição para no anel aromático. 

Os ácidos hidroxicinâmicos, como os ácidos sináptico, ferúlico e p-cumárico, são 

antioxidantes mais eficazes do que os ácidos hidroxibenzóicos, tais como ácido procatéquico, 

siríngico e vanílico. Isso deve-se à dupla ligação presente na molécula dos derivados do ácido 

cinâmico (-HC=CHCOOH) (Silva, 2005; Silva et al., 2004; Valentão, 2002), que participa da 

estabilização do radical por ressonância de deslocamento do electrão desemparelhado, 

enquanto que os derivados do ácido benzóico não apresentam essa característica (Natella et 

al., 1999). 
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IV. O eritrócito como modelo in vitro para 

avaliação da actividade antioxidante 
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4.1 O eritrócito humano  

O eritrócito humano maduro é uma célula simples, que vive aproximadamente 120 dias na 

circulação periférica. A sua principal função é transportar oxigénio para os tecidos através da 

hemoglobina (Dacie e Lewis, 1995). 

Durante o processo de diferenciação do eritrócito, a partir de células progenitoras da medula 

óssea, ocorre a perda, por exocitose, do núcleo e organelos citoplasmáticos, como o retículo 

endoplasmático, mitocôndrias e ribossomas. Dessa forma, o eritrócito maduro é incapaz de 

sintetizar proteínas, e não possui metabolismo aeróbio (Krukoski, 2006). A forma normal do 

eritrócito é de disco bicôncavo, com diâmetro de cerca de 8 µm, com características de 

deformabilidade e superfície ideais para o transporte e trocas de gases com os tecidos. 

A membrana tem um papel fundamental na manutenção da forma do eritrócito, sendo 

constituída por 42% de lípidos, 52% de proteínas e 7% de carbohidratos. Entre os lípidos, o 

colesterol e os fosfolípidos estão organizados em bicamada, em quantidades quase 

equimolares. A interação das proteínas do citoesqueleto (periféricas) com a bicamada lipídica 

e com as proteínas integrais da membrana são responsáveis pela flexibilidade e 

deformabilidade do eritrócito. 

O eritrócito é um excelente modelo experimental, dada a facilidade de obtenção e preservação 

desta célula, bem como o interesse pelos processos fisiopatológicos que nele ocorrem. 

Distúrbios causados por alterações genéticas ou exposição a agentes externos químicos e 

físicos podem levar a uma diminuição na vida média do eritrócito, muitas vezes relacionada a 

processos oxidativos (Ferrali et al., 1992). 

4.1.1 Sistema antioxidante do eritrócito 

O eritrócito transporta grande quantidade de oxigénio de forma relativamente segura para a 

sua integridade, graças a um complexo sistema de defesa antioxidante, que previne a 

acumulação de radicais livres e de outras espécies altamente reactivas. Estes mecanismos 
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incluem os antioxidantes enzimáticos e os antioxidantes não enzimáticos endógenos já 

referidos (Biswas et al., 2005). Entre estes, a glutationa tem um papel crucial na manutenção 

do estado redox no eritrócito. Como referido anteriormente, a GSH tem como função manter 

os componentes intracelulares no estado reduzido, especialmente proteínas e iões Fe2+ de 

grupos heme. A GSH também actua como um nucleófilo, ligando-se covalentemente a centros 

electrofílicos, e como cofactor da glutationa peroxidase, exercendo aí um papel fundamental 

na metabolização de peróxidos. Deficiência ou comprometimento nas enzimas deste 

metabolismo, nomeadamente a glucose-6-fosfato desidrogenase, aumentam claramente a 

susceptibilidade do eritrócito ao stresse oxidativo. Outras enzimas importantes são a 

superóxido dismutase (SOD), que forma peróxido de hidrogénio a partir do radical 

superóxido, e a catalase, que remove o peróxido de hidrogénio formado. A hemoglobina auto-

oxidada pode ser convertida à desoxihemoglobina pela metahemoglobina redutase, uma 

enzima NADH dependente (Krukoski, 2006). Os eritrócitos possuem ainda mecanismos 

capazes de transferir equivalentes redutores através da sua membrana para o meio 

extracelular. A actividade da oxirredutase transmembranar está relacionada à manutenção do 

estado redox de proteínas, neutralização de agentes oxidantes externos e reciclagem da 

vitamina E na membrana (May, 1999). 

Compostos não enzimáticos de baixo peso molecular que actuam na remoção preventiva de 

ROS e RNS também são muito importantes para a manutenção do equilíbrio redox na célula. 

Pode-se citar compostos como os tocoferóis (vitamina E), compostos fenólicos, como os 

flavonóides e ácidos fenólicos, o ácido ascórbico e quelantes de ferro. A vitamina E revela-se 

mais eficaz na protecção da membrana das células e consequentemente na prevenção de 

hemólise oxidativa (May et al., 1998), especialmente na presença de co-antioxidantes que a 

regeneram continuamente, nomeadamente a vitamina C (Chan et al., 1999). 

Compostos polifenólicos, como os flavonóides, também têm actividade antioxidante 

comprovada, sendo capazes de entrar no eritrócito e inactivar radicais hidroxilo e peroxilo. Os 

flavonóides também são capazes de quelatar metais, podendo inibir o dano oxidativo 

resultante da reacção de Fenton (Ferrali et al., 1997). 
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Desta forma, o eritrócito constitui um bom modelo experimental para o estudo in vitro quer 

dos mecanismos de lesão por radicais livres em membranas biológicas, quer para a 

investigação do efeito protector de alguns compostos. 

4.2 Danificação oxidativa eritrocitária 

O eritrócito constitui um sistema celular adequado para o estudo dos efeitos de ROS e RNS, 

em virtude da sua simplicidade estrutural, acessibilidade e vulnerabilidade dos seus 

constituintes à oxidação. As principais estruturas eritrocitárias afectadas por estas espécies são 

os constituintes membranares e a hemoglobina. A membrana dos eritrócitos é rica em ácidos 

gordos insaturados sendo, por isso, muito susceptíveis à peroxidação lipídica. As proteínas do 

eritrócito também podem ser modificadas no processo oxidativo, sobretudo se possuírem 

grupos sulfidrilo (-SH), ocorrendo uma acumulação intracelular de proteínas desnaturadas. 

A acção dos radicais livres em membranas eritrocitárias pode levar a uma série de alterações 

como formação de peróxidos lipídicos, redução da deformabilidade, alteração na morfologia 

celular, fenómenos de cross-linking proteico, hemólise e alterações no metabolismo 

intracelular (Shiva et al., 2007; Begum e Terao, 2002; Sato et al., 1995; Sandhu et al., 1992). 

Estas alterações têm como principal consequência a diminuição do tempo médio de vida do 

eritrócito. 

4.3 Substâncias oxidantes usadas como modelos experimentais  

Diversas substâncias têm sido usadas como modelos de agentes oxidantes para estudar o 

mecanismo de injúria oxidativa em eritrócitos, tais como o peróxido de hidrogénio (Lii e 

Hung, 1997), terc-butilhidroperóxido (Rice-Evans et al., 1985; Zou et al., 2001), primaquina 

(Grinberg e Samuni, 1994) e hidrazinas (Biswas et al., 2005). Entre os agentes oxidantes 

usados, o 2,2´-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) tem sido largamente empregue como 

gerador de radicais livres em estudos biológicos (Dai et al., 2006; Ma et al., 2000; Cai et al., 

2002; Shiva et al., 2007). O AAPH é um composto azo hidrossolúvel gerador de radicais 

livres do tipo peroxilo por decomposição térmica (a 37º C) unimolecular em taxa constante 
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(Figura 19) (Sato et al., 1995; Lenfant et al., 2000). A geração de radicais pelo AAPH é tempo 

e dose dependente (Sandhu et al., 1992; Sato et al., 1995; Lenfant et al., 2000; Zou et al., 

2001). Estes radicais gerados no meio extracelular atacam a membrana do eritrócito causando 

várias alterações oxidativas, tais como formação de peróxidos lipídicos, redução da 

deformabilidade, mudanças na morfologia, ligação cruzada e fragmentação de proteínas, 

hemólise e alterações no metabolismo intracelular. Essas alterações têm como principal 

consequência a diminuição do tempo de semi-vida do eritrócito. 

 

Figura 19 – Reacção de oxidação do AAPH (adaptado de Dunlap et al., 2003) 

A hemólise induzida pelo AAPH proporciona assim um bom modelo para o estudo de lesões 

oxidativas na membrana induzidas por radicais livres e pode ser caracterizada principalmente 

por dois eventos: (i) a peroxidação lipídica, resultante do ataque dos radicais gerados pelo 

AAPH aos lípidos insaturados da membrana do eritrócito e (ii) a redistribuição de proteína de 

banda 3 oxidada na membrana, devido à sua alteração conformacional. Esta redistribuição 

leva a formação de poros hemolíticos e a forma característica de disco bicôncavo dos 

eritrócitos é alterada principalmente para formato esferocítico (Sato et al., 1995). 
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Os compostos fenólicos são fitoquímicos com propriedades antioxidantes amplamente 

distribuídos no Reino Vegetal. O seu consumo tem sido associado ao efeito protector 

cardiovascular e anticancerígeno de certas dietas. O perfil fenólico da folha e fruto de C. 

oblonga foi determinado neste trabalho por HPLC/UV. 

O extracto metanólico da folha de C. oblonga revelou conter uma quantidade significativa de 

compostos polifenólicos. Este extracto apresentava um perfil químico composto por seis 

compostos fenólicos: os ácidos 3-O- e 5-O-cafeoilquínicos, o ácido 3,5-O-dicafeoilquínico, a 

quercetina-3-O-rutinósido (rutina), o campferol-3-O-glucósido e o campferol-3-O-rutinósido. 

Os ácidos cafeoilquínicos foram os compostos fenólicos encontrados em maior quantidade e o 

mais abundante foi o ácido 5-O-cafeoilquínico, seguido do ácido 3-O-cafeoilquínico (45 e 

22%, respectivamente). Em estudos realizados previamente o ácido 4-O-cafeoilquínico, a 

quercetina-3-O-galactósido e o campferol-3-O-glucósido foram também encontrados nas 

folhas de marmeleiro (Oliveira et al., 2007a), mas em menor quantidade. 

Os extractos metanólicos da polpa, casca e semente de C. oblonga também exibiram 

quantidades significativas de compostos polifenólicos. O extracto de polpa apresentou um 

perfil químico constituído por quatro compostos fenólicos: ácidos 3-O- e 5-O- 

cafeoilquínicos, ácido 3,5-O-dicafeoilquínico e quercetina-3-O-rutinósido (rutina). Os ácidos 

cafeoilquínicos apresentaram-se como os constituintes em maior percentagem (90%), sendo o 

composto maioritário o ácido 5-O-cafeoilquínico (57%). 

Os extractos metanólicos da casca apresentaram um perfil fenólico constituído por onze 

compostos, os mesmos encontrados na polpa acrescidos da 3-O-galactosilquercetina, o 3-O-

glicosilcampferol, o 3-O-rutinosilcampferol e três compostos parcialmente identificados (um 

glicósido do campferol acilado com o ácido p-cumárico e dois glicósidos da quercetina 

aciladas com ácido p-cumárico). Os ácidos 3-O- e 5-O-cafeoilquínicos e a quercetina-3-O-

rutinósido foram os constituintes fenólicos maioritários (20, 29 e 24%, respectivamente) deste 

extracto metanólico. 

Os extractos metanólicos da semente foram caracterizados pela presença de nove compostos 

fenólicos: ácidos 3-O- e 5-O-cafeoilquínicos, 2-lucenina, 2-vicenina, 2-estelarina, 
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isoshaftósido, 6-C-pentosil-8-C-glucosil crisoeriol e 6-C-glucosil-8-C-pentosil crisoeriol. O 

constituinte fenólico maioritário dos extractos de semente foram as flavonas C-glicosiladas 

(85%) e o mais abundante a 2-estelarina (18%). Em estudos já realizados, os ácidos 4-O-

cafeoilquínico e 3,5-O-dicafeoilquínico também foram detectados, embora em quantidades 

diminutas (Silva et al., 2004, 2005). 

Tendo em consideração o conteúdo fenólico das várias partes do fruto do marmeleiro, poder-

se-ia ordenar pela seguinte ordem decrescente de teor fenólico total: casca > polpa > semente 

(6,3, 2,5 e 0,4 g/Kg de extracto metanólico, respectivamente). 

 

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a espécie C. oblonga representa uma 

excelente fonte de compostos fenólicos, sendo de prever que a mesma tenha um considerável 

potencial anti-radicalar, podendo intervir na prevenção de doenças nas quais os radicais livres 

estão envolvidos. O eritrócito foi utilizado neste trabalho como modelo celular para o estudo 

in vitro dos efeitos dos radicais livres nas membranas biológicas, visto a membrana do 

eritrócito ser rica em ácidos gordos poliinsaturados, os quais são muito susceptíveis à 

peroxidação lipídica mediada por radicais livres. 

Os azocompostos têm sido usados para estudar o mecanismo de stresse oxidativo em 

eritrócitos. O AAPH foi utilizado neste estudo como gerador de radicais peroxilo (ROO•), os 

quais atacam a membrana eritrocitária causando várias alterações oxidativas em lipídos e 

proteínas presentes (Sato et al., 1995; Lenfant et al., 2000). Os eritrócitos humanos foram 

incubados com os extractos metanólicos da folha, casca, polpa e semente de C. oblonga na 

presença e ausência de AAPH 50 mM. O grupo controlo (suspensão eritrocitária em tampão 

fosfato sem adição de AAPH) incubada a 37ºC manteve-se estável, com uma hemólise 

reduzida, ao longo das quatro horas de incubação. Quando se adicionou o AAPH à suspensão 

eritrocitária, a indução de hemólise passou a ser proporcional ao tempo de ensaio decorrido. O 

início da hemólise induzida pelo AAPH foi retardado, indicando que as defesas antioxidantes 

do eritrócito, nomeadamente a glutationa, vitamina E, ácido L-ascórbico e enzimas como a 

catalase e a superóxido dismutase, são capazes de sequestrar os radicais livres, conferindo 

protecção contra estas espécies (Zou et al., 2001). 
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os extractos metanólicos de folha de 

marmeleiro, bem como os extractos de polpa e casca de marmeleiro protegem 

significativamente a membrana dos eritrócitos das lesões oxidativas induzidas pelo AAPH, de 

um modo dependente da concentração e do tempo de incubação. Dada a reconhecida 

actividade antioxidante das folhas de chá verde (Camellia sinensis), a actividade anti-

hemolítica da folha de marmeleiro foi comparada com a do chá verde, tendo-se verificado um 

efeito similar (IC50 de 30,7 e 24,3 µg/mL, respectivamente, P > 0.05). O valor de IC50 

calculado para o extracto de polpa após três horas de incubação foi de 652 µg/mL, muito 

semelhante ao obtido para o extracto de casca (695 µg/mL). Porém, não foi o observado para 

os extractos de sementes, em que mesmo a concentração mais baixa estudada (250 µg/mL) 

induziu uma hemólise considerável quando comparada ao grupo controlo. Quando se 

experimentaram concentrações mais baixas (12,5-50 µg/mL) verificou-se que a hemólise 

descia para valores semelhantes aos encontrados no controlo, mas estas concentrações já não 

conferiam protecção contra a hemólise induzida pelo AAPH. A actividade hemolítica das 

sementes de marmeleiro pode ser explicada pela presença de saponinas, uma vez que estes 

compostos também são extraídos pelo metanol e apresentam reconhecidas actividades 

hemolíticas (Vincken et al., 2007). 

As catequinas do chá verde são reconhecidas sequestradoras de radicais livres (Nanjo et al., 

1996), protegendo desta forma os eritrócitos da indução oxidativa do AAPH. De igual forma, 

os compostos fenólicos antioxidantes da espécie C. oblonga presentes na suspensão 

eritrocitária poderão ter sequestrado os radicais peroxilo na fase aquosa, interrompendo desta 

forma a propagação em cadeia dos radicais peroxilo e evitando o ataque destes às membranas 

dos eritrócitos, ricas em ácidos gordos poliinsaturados, e com isto inibindo a peroxidação 

lipídica e consequente hemólise. Esta actividade antioxidante das folhas e fruto de marmeleiro 

pode não se dever apenas aos compostos fenólicos, mas ao resultado de diferentes 

fitoquímicos presentes que poderão ter efeito aditivo ou sinérgico. 

Em conclusão, os nossos resultados mostram que os extractos metanólicos da folha, casca e 

polpa de C. oblonga protegem os eritrócitos da lesão oxidativa induzida por radicais livres, o 

que sugere a sua eventual aplicação como adjuvantes na terapêutica de diversas situações 

patológicas em que os radicais livres estão implicados, bem como na respectiva prevenção. 
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