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RESUMO 

Os astrócitos participam ativamente da regulação redox no cérebro. O 

desequilíbrio entre a superprodução de espécies reativas e mecanismos 

antioxidantes, pode resultar na astrogliose reativa. A astrogliose associada ao 

estresse oxidativo, pode promover mudanças na morfologia e na função celular, 

redução da atividade enzimática e aumento de citocinas e mediadores 

inflamatórios. Nesse contexto, os flavonoides, que possuem propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias, são candidatos promissores para o estudo de 

terapias adjuvantes em doenças que tem como fisiopatologia o estresse 

oxidativo. Este trabalho avaliou, in vitro, a citotoxicidade e atividade antioxidante 

de flavonoides e derivados de síntese (naringenina, (S) – naringenina, 7,4’-O-

diprenilnaringenina, (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina, 7-O-prenilnaringenina, 

naringina, hesperidina, crisina, apigenina e rhoifolina), associados ao controle da 

resposta inflamatória glial. A atividade antioxidante celular dos flavonoides e 

derivados de síntese (1, 10 e 50μM) foi determinada pela reação de eliminação 

do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Hesperidina e o derivado 

diprenilado (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina, apresentaram maiores potenciais 

antioxidantes e naringenina e seus demais derivados prenilados apresentaram 

atividade antioxidante moderada após este teste livre de células em reação de 

15min. Foram utilizadas culturas primárias de glia enriquecidas de astrócitos 

derivadas de ratos Wistar neonatos (P0-P2) expostas ao lipopolissacarídeo 

(LPS, 1 µg/mL por 24 h) e tratadas com as moléculas (5 ou 10 µM por 24 h). 

Observou-se efeito antioxidante através do aumento dos níveis de GSH, 

promovidos pela naringenina e seus derivados, através do teste de depleção da 

glutationa com o monoclorobimano após tratamentos (5 µM por 24 h). Nos níveis 

enzimáticos de SOD, LPS e crisina aumentaram SOD e demais moléculas não 

interferiram nos níveis enzimáticos. Através do teste de citotoxicidade (MTT) foi 

demonstrado que o derivado prenilado 7-O-prenilnaringenina (1, 10 e 50 e 

100μM por 24 h) foi o mais citotóxico para as células proliferativas de GL15 

(humana) e C6 (murino), no entanto sem apresentar toxicidade e mudanças 

morfológicas para as células da cultura primária de glia enriquecida de astrócitos. 

Na coloração de Rosenfeld, apigenina e crisina (10 µM por 24 h), induziram 

mudanças morfológicas como retração do citoplasma e núcleo das células da 

cultura primária de glia enriquecida de astrócitos e demais moléculas atenuaram 

mudanças morfológicas promovidas pelo LPS (1 µg/mL) quando em tratamento 

concomitante. Além disso, os flavonoides e derivados de síntese (10 µM, 24 h) 

promoveram redução dos níveis de óxido nítrico (NO) e não induziram produção 

de NO em tratamento isolado. Juntos, esses achados indicam que flavonoides e 

derivados de síntese têm capacidade antioxidante e antineuroinflamatória 

significativas, in vitro, podendo ser aliados como candidatos a tratamentos 

adjuvantes em doenças neurodegenerativas.  

Palavras-chave: Radicais Livres. Neuroinflamação. Flavonoides. Doenças 
neurodegenerativas. Antioxidantes. 



 

 

ABSTRACT 

Astrocytes actively participate in redox regulation in the brain. The imbalance 
between overproduction of reactive species and antioxidant mechanisms can 
result in reactive astrogliosis. Astrogliosis associated with oxidative stress can 
promote changes in cell morphology and function, reduced enzymatic activity and 
increased cytokines and inflammatory mediators. In this context, flavonoids, 
which have antioxidant and anti-inflammatory properties, are promising 
candidates for the study of adjuvant therapies in diseases whose pathophysiology 
is oxidative stress. This work evaluated, in vitro, the cytotoxicity and antioxidant 
activity of flavonoids and synthetic derivatives (naringenin, (S) – naringenin, 7,4'-
O-diprenylnaringenin, (S)-7,4'-O-diprenylnaringenin, 7 -O-prenylnaringenin, 
naringin, hesperidin, chrysin, apigenin and rhoifolin), associated with the control 
of the glial inflammatory response. The cellular antioxidant activity of flavonoids 
and synthesis derivatives (1, 10 and 50μM) was determined by the free radical 
scavenging reaction 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH). Hesperidin and the 
diprenylated derivative (S)-7,4'-O-diprenylnaringenin showed higher potential 
antioxidants and naringenin and its other prenylated derivatives showed 
moderate antioxidant activity after this cell-free test in a 15min reaction. Primary 
cultures of astrocyte-enriched glia derived from neonatal Wistar rats (P0-P2) 
exposed to lipopolysaccharide (LPS, 1 µg/mL for 24 h) and treated with the 
molecules (5 or 10 µM for 24 h) were used. An antioxidant effect was observed 
through the increase in GSH levels, promoted by naringenin and its derivatives, 
through the glutathione depletion test with monochlorobimane after treatments (5 
µM for 24 h). The enzymatic levels of SOD, LPS and chrysin increased SOD and 
other molecules did not interfere with enzymatic levels. Through the cytotoxicity 
test (MTT) it was demonstrated that the prenylated derivative 7-O-
prenylnaringenin (1, 10 and 50 and 100μM for 24 h) was the most cytotoxic for 
the proliferative cells of GL15 (human) and C6 (murine), however, without 
presenting toxicity and morphological changes for primary culture cells of 
astrocyte-enriched glia. In Rosenfeld staining, apigenin and chrysin (10 µM for 24 
h) induced morphological changes such as retraction of the cytoplasm and 
nucleus of cells from primary culture of astrocyte-enriched glia and other 
molecules attenuated morphological changes promoted by LPS (1 µg/mL) when 
on concomitant treatment. In addition, flavonoids and synthetic derivatives (10 
µM, 24 h) promoted a reduction in nitric oxide (NO) levels and did not induce NO 
production in isolated treatment. Together, these findings indicate that flavonoids 
and synthesis derivatives have significant antioxidant and antineuroinflammatory 
capacity, in vitro, and may be allied as candidates for adjuvant treatments in 
neurodegenerative diseases. 

Keywords: Free Radicals. Neuroinflammation. Flavonoids. Neurodegenerative 
diseases. Antioxidants. 
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INTRODUÇÃO 

 
As espécies reativas, uma vez que são subprodutos do metabolismo celular, 

estão envolvidas em processos imunológicos, de sinalização sináptica e 

memória (ADAM-VIZI, 2005; MORGAN & LIU, 2011, HARDINGHAM, 

DACHTLER & FOX, 2013). O desequilíbrio entre a produção de espécies 

reativas e mecanismos antioxidantes como enzimas e moléculas de baixo peso 

molecular como a GSH (MCCORD & FRIDOVIC, 1969; KIM et al., 2015; 

FORMAN, ZHANG & RINNA, 2009) leva a diversas alterações como o estresse 

oxidativo no encéfalo (HSIEH & YANG, 2013). 

Dentre as células da glia, os astrócitos são as principais células 

homeostáticas no cérebro e estão relacionadas às respostas inflamatórias e a 

imunidade inata do sistema nervoso central (FARINA, ALOISI & MEINL, 2007). 

A astrogliose reativa é uma resposta clássica dos astrócitos a lesões cerebrais, 

doenças e insultos, como um mecanismo resolutivo da lesão. Porém de forma 

persistente, está associada a distúrbios como as doenças neurodegenerativas 

que tem como uma das fisiopatologias o estresse oxidativo e a neuroinflamação 

(SOFRONIEW et al., 2009; SINGH et al., 2019).  Esta condição de astrogliose 

pode induzir o aumento de mediadores inflamatórios através da secreção de 

citocinas e quimiocinas levando a formação de cicatriz glial que delimita o local 

da lesão, reduzindo os desequilíbrios na homeostase tecidual, restringindo a 

inflamação (MURPHY, 2000; REIS et al., 2017; NELSON, CONNOLLY & 

MCARTHUR, 2003). 

Neste contexto, os astrócitos possuem atividade ambivalente exibindo 

fenótipo protetor ou prejudicial durante a neuroinflamação. Estudos in vitro 

demonstraram que fatores como o NFkB, que amplifica a produção sustentada 

de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, através do aumento da expressão 

de enzimas pró-inflamatórias, induziu a produção de agentes neurotóxicos por 

diferentes tipos de células, como microglia e astrócitos, levando indiretamente à 

apoptose neuronal (CHEN et al., 2005; FISCHER & MAIER, 2015; SINGH et al., 

2020). Em contrapartida, a inativação do NFkB, em astrócitos, melhorou a 

degeneração axonal no giro dentado, reduzindo a infiltração de leucócitos via 

STAT2 e neuroinflamação (KHOROOSHI, BABCOCK & OWENS, 2008).  
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Atualmente, as doenças neurodegenerativas não têm cura. Os medicamentos 

atuam de forma mais eficaz em estágios iniciais da doença, podendo atenuar a 

progressão do distúrbio e o declínio cognitivo, melhorando a qualidade de vida 

dos pacientes, entretanto, estas drogas utilizadas promovem altas toxicidades e 

efeitos colaterais.  

Substâncias naturais como os polifenóis dietéticos, os flavonoides, são 

compostos presentes em plantas (RICE-EVANS et al., 1995) e apresentam 

diversas propriedades farmacológicas como atividade antitumoral (DA SILVA et 

al., 2019; NASCIMENTO et al., 2021), imunomoduladora (DOURADO et al., 

2020) e morfogênica (SILVA et al., 2008). Muitos flavonoides dentre estes a 

flavanona naringenina (CHTOUROU et al., 2016) e flavona apigenina (AHMEDY 

et al., 2022) têm sido alvo de estudos devido aos seus potenciais benefícios para 

a saúde humana principalmente na prevenção de distúrbios neuroinflamatórios 

e do declínio cognitivo associado a condições patológicas, como as doenças de 

Alzheimer e Parkinson, neutralizando ou retardando a progressão dessas 

doenças (CARUSO et al., 2022; GODOS et al., 2020). Flavonoides também são 

neuroprotetores (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2019; FERREIRA et al., 2021) 

através de alguns mecanismos como a capacidade de diminuir os níveis de 

mediadores pró-oxidantes e pró-inflamatórios como o malondialdeído (MDA) 

além de resgatar níveis de antioxidantes cerebrais como a glutationa reduzida 

(GSH) (DI PIETRO et al., 2020).  

Os flavonoides também podem se combinar com outras moléculas na 

formação de compostos prenilados (SANTOS & SILVA, 2020). Os flavonoides 

prenilados são uma subclasse de flavonoides, que combinam um esqueleto 

flavonoide com uma cadeia lateral prenil. Apesar dos flavonoides serem 

abundantes na natureza, os flavonoides prenilados tem disponibilidade limitada 

e por isso a síntese orgânica é uma excelente forma de obtenção destas 

moléculas.  O grupo prenil confere o aumento da lipofilicidade dos flavonoides, 

levando a uma maior permeabilidade e biodisponibilidade in vivo resultando em 

melhor interação com células alvo (YU et al., 2022; XU et al., 2012; TAO et al., 

2017). Poucos estudos descrevem as atividades antioxidantes dos flavonoides 

prenilados, principalmente os obtidos por síntese orgânica, demonstrando uma 

escassez de informações, tornando necessário o aprofundamento desta 

temática.  
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Neste contexto, estes achados impulsionam a busca por novos 

compostos naturais e derivados prenilados com propriedades terapêuticas, no 

âmbito de gerar resultados que beneficiem compreender o envolvimento das 

células da glia no contexto neuroinflamatório, constituindo uma estratégia futura 

para atenuar a progressão das doenças com cunho neuroinflamatório. Assim, o 

presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito antioxidante 

e anti-inflamatório de flavonoides e derivados de síntese prenilados frente a 

estímulo inflamatório em células astrocitárias. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 ESPÉCIES REATIVAS E MECANISMOS ANTIOXIDANTES CELULARES 

Espécies reativas (ER’s) é um termo que caracteriza moléculas, átomos ou íons 

que apresentam alta instabilidade, reatividade e consequentemente atividade 

oxidante (LOBO et al., 2010). Essas espécies, principalmente de nitrogênio 

(ERN) e oxigênio (ERO’s) são subprodutos do metabolismo celular e estão 

envolvidas na transdução de sinal de processos imunológicos e inflamatórios 

(MORGAN & LIU, 2011), na sinalização de cálcio (GÖRLACH et al., 2015; 

PARPURA et al., 1994) e em mudanças funcionais e estruturais necessárias 

para a plasticidade sináptica e memória (MASSAAD & KLANN, 2011; 

HARDINGHAM, DACHTLER & FOX, 2013). 

A formação dessas moléculas acontece de forma contínua e fisiológica dentro 

da célula como consequência de reações enzimáticas (cadeia respiratória, 

fagocitose, sistema citocromo P450, dentre outros) e não enzimáticas (reações 

do oxigênio com compostos orgânicos) (LOBO et al., 2010). Neste processo, o 

aumento da permeabilidade da membrana interna mitocondrial, produção de 

espécies reativas nos peroxissomos e no retículo endoplasmático, pode 

desencadear sua liberação para o citosol, gerando lesões e oxidação de 

macromoléculas como o DNA, lipídios e proteínas (HE et al., 2017; KIM et al., 

2015).  

O radical superóxido (O2•-) é uma das primeiras espécies reativas a serem 

formadas. Gerado majoritariamente na fosforilação oxidativa (MASSAAD & 

KLANN, 2011), através de um intermediário radicalar semiquinona que pode ser 

oxidado (equação 1) (RIBEIRO et al., 2005), forma peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(equação 2) a partir da reação de dismutação do ânion superóxido (equação 2) 

(LOSADA-BARREIRO & BRAVO-DIAZ, 2017). A interação de proteínas como a 

transferrina e o peróxido de hidrogênio, na Reação de Fenton (equação 3) é tida 

como a principal via de geração do radical hidroxila (OH•) que é altamente 

reativo, através da decomposição do H2O2 catalisada por biometais redox-ativos 

como o ferro na sua forma livre (BARDESTANI et al., 2021; CAROCCI et al., 

2018; NANDI et al., 2019). Já o óxido nítrico (NO), molécula sinalizadora, é 

formado principalmente através da enzima óxido nítrico sintase (NOS) através 

da conversão do aminoácido L-arginina (Arg) em L-Citrulina (equação 4). A sua 
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forma livre (NO•) é prejudicial para as biomoléculas (BOURGOGNON et al., 

2021; POON et al., 2004; SINGH et al., 2019; TEWARI et al., 2021), uma vez 

que forma peroxinitrito (ONOO-), envolvido na neuroinflamação (JUSTO & 

SUEMOTO, 2022) 

Equação (1): O2 + e- → O2•- 

Equação (2): 2O2
- + 2H → O2 + H2O2 

Equação (3): H2O2 + Fe2+ → + OH- + Fe3+ e O2˙- + H2O2 → ˙OH + OH- + O2 

Equação (4): Arginina + 2O2 + NADPH → Citrulina + 2H2O + NADP+ + NO• 

Essas espécies reativas de oxigênio como o radical superóxido (O2•-), peróxido 

de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH•) e óxido nítrico (NO) podem ser 

atenuados a partir de mecanismos de defesa enzimáticos ou através de 

pequenas moléculas antioxidantes. Estes mecanismos se baseiam em reações 

de clivagem e remoção dos radicais livres, convertendo-os em produtos menos 

tóxicos, como peróxido de hidrogênio e água através de catalisadores como: 

manganês, ferro, cobre e zinco.  O sistema de defesa antioxidante enzimático, 

envolve a: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx’s) (NIMSE & PAL, 2015). 

Descoberta em 1969 por McCord e Fridovich e considerada a primeira linha de 

defesa contra espécies reativas, as superóxidos dismutases convertem 

efetivamente O2•- em O2 e H2O2 por oxidação e redução, respectivamente 

(MCCORD & FRIDOVIC, 1969). Possuem 3 isoformas: SOD1, forma dimérica 

citosólica de cobre-zinco, SOD2 superóxido dismutase de manganês tetramérico 

mitocondrial e a SOD3, forma tetramérica que é secretada na matriz extracelular 

(MONDOLA et al., 2016; LEE, CHA & LEE., 2020).  

Um outro grupo de enzimas, as glutationas peroxidases (GPxs) são uma família 

de oxidorredutases que promovem a redução do H2O2. Está localizada tanto no 

citosol quanto nas mitocôndrias e até então 8 isotipos são conhecidos (GPx1 – 

GPx8), sendo glutationa peroxidases dependentes de selênio (GPX1-4 e 6) e 

três congêneres que não possuem selênio, (GPX 5, 7 e 8) e que possuem 

cisteína ao invés de selenocisteína na sua estrutura (BRIGELIUS-FLOHÉ & 

MAIORINO, 2013).  

A catalase, proteína tetramérica contendo um grupo heme, está localizada nos 

peroxissomos, no citoplasma e nas mitocôndrias. É uma enzima responsável 
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pela conversão de H2O2  em água e em oxigênio, usando ferro ou manganês 

como cofator (KIM et al., 2015).  

Os mecanismos não enzimáticos também interrompem a sucessão de eventos 

oxidantes. São moléculas de baixo peso molecular como a γ-L-glutamil - L - 

cisteinil- glicina (GSH), composta por três aminoácidos - cisteína, glicina e ácido 

glutâmico e considerada o antioxidante mais importante sintetizado nas células. 

Outros antioxidantes provenientes da dieta, como a vitamina E (α-tocoferol), 

vitamina C (ácido ascórbico) (FORMAN, ZHANG & RINNA, 2009), β-caroteno e 

compostos polifenólicos como os flavonoides (LEE & ULATOWSKI, 

2019; NIMSE & PAL, 2015; PARK & ELLIS, 2020) atuam como agentes 

redutores dos radicais livres (MEŠČIĆ MACAN, GAZIVODA KRALJEVIĆ & 

RAIĆ-MALIĆ, 2019). A desregulação desses diversos mecanismos implica na 

patogênese de doenças humanas, incluindo os distúrbios neurodegenerativos 

relacionados ao aumento do estresse oxidativo como acontece nas doenças de 

Alzheimer e Parkinson (DU et al., 2022; HSIEH & YANG, 2013; HAMBRIGHT et 

al., 2017; SMEYNE & SMEYNE, 2013). 

 

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 

O cérebro é um órgão com alta taxa metabólica caracterizada pela intensa 

produção de espécies reativas (LUSHCHAK et al., 2021). Embora as espécies 

reativas sejam associadas ao declínio funcional do cérebro correlacionado ao 

envelhecimento, em baixas concentrações, participam de funções 

homeostáticas como parte das vias de transdução de sinais envolvidos nos 

processos imunes, crescimento, diferenciação, progressão e morte celular 

(ZHANG et al., 2016; MASSAAD & KLANN, 2011).  

Algumas células apresentam discreta produção de espécies reativas quando 

estimuladas por interleucinas (IL-1, IL-6, dentre outras), fator de necrose tumoral 

(TNF), fatores de crescimento como o NGF e PDGF, fator de crescimento 

nervoso e derivado de plaquetas, respectivamente. Isso elucidou que ERO’s 

participam da iniciação e/ou manutenção adequada de vias de transdução de 

sinal, em diferentes níveis da cascata de sinalização, atuando como segundos 

mensageiros, através das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK’s), 

mediando funções importantes como morte celular programada (MULDER, 
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2000; VALKO et al., 2007; ) e ativação de fatores de transcrição como o NFkB 

via TNF e IL-1 (BAUD & KARIN, 2001). 

O tecido nervoso é um tecido suscetível à oxidação devido a alta produção de 

ERO’s, altos níveis de ácidos poliinsaturados susceptíveis à peroxidação, 

defesas antioxidantes relativamente baixas e regeneração limitada (LEE, CHA & 

LEE, 2020; SINGH et al., 2019). As células gliais, como astrócitos e microglia, 

demandam um maior consumo de oxigênio e glicose para o funcionamento 

fisiológico do cérebro, o que resulta na geração de um pool contínuo de ATP, 

tornando o cérebro também suscetível ao consumo constante de oxigênio, 

gerando ainda mais radicais livres (UTTARA et al., 2009).  

Este acúmulo de moléculas instáveis no encéfalo pode levar ao estresse 

oxidativo, regulador chave na fisiopatologia do desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas, que consistem na perda patológica de neurônios e/ou 

mielina (VERKHRATSKY et al., 2015) como acontece nas doenças de 

Parkinson, Alzheimer, Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA), Huntington e na 

esclerose múltipla (SINGH et al., 2019).  Estes distúrbios na sua maioria, 

resultam em sintomas irreversíveis como declínio cognitivo que se traduzem em 

danos físicos e mentais, gerando custos significativos no âmbito da saúde e 

social (WEN et al., 2020). No entanto, é difícil determinar quando, no processo 

da doença, esses danos ocorrem e quão influentes são na progressão dessas 

doenças (DRUMMOND et al., 2017). 

Os astrócitos, classe de células neurais que possuem origem neuroectodérmica 

(VERKHRATSKY & NEDERGAARD, 2018), é a maior população de células da 

glia do SNC, constituindo até 40% do número total de células do encéfalo 

humano. São células altamente heterogêneas em forma e função, realizam 

atividades homeostáticas, neuroprotetoras e metabólicas, estabilizam e regulam 

a barreira hematoencefálica (BHE), os níveis de fluidos extracelulares, 

tamponam altas concentrações de íons, além de absorver e recaptar o excesso 

de neurotransmissores, como o glutamato (HERCULANO‑HOUZEL, 2014; 

VASILE, DOSSI & ROUACH 2017; OBERHEIM, GOLDMAN & NEDERGAARD, 

2012; RANSOM & RANSOM, 2012; BENARROCH, 2005). Estas células 

expressam receptores de PAMP (padrões moleculares associados a patógenos) 

e DAMP (padrões moleculares associados a danos ou perigos), participam da 
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resposta imune inata, secretam fatores que ativam as células cerebrais vizinhas, 

amplificando a resposta imune inata e promovendo mudanças na 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE). Tudo isso resulta no 

recrutamento de células imunes da circulação sanguínea para o parênquima do 

SNC, que atuam na resposta imune adaptativa (SOFRONIEW, 2020; FARINA, 

ALOISI & MEINL, 2007).  

Os astrócitos também desempenham papel significativo na manutenção das 

defesas antioxidantes, podendo exercer função crítica neurotóxica, regulando 

positivamente marcadores inflamatórios como ERO/ERN, IL1β, IL-6, TNF-α ou 

atuando como neuroprotetor, regulando, por exemplo, alguns mediadores como 

Arginase 1 e NRF2 (fator nuclear derivado de eritroide 2), importante na indução 

de genes desintoxicantes (LIDDELOW & BARRES, 2017; LEE et al., 2019; NEAL 

et al., 2018; HOSTENBACH et al., 2014), principalmente enzimas antioxidantes 

como SOD e GPx (KIM et al., 2015).  

Um dos mecanismos de defesa clássico dos astrócitos às lesões cerebrais, 

doenças, insultos como o estresse oxidativo e a neuroinflamação, é a astrogliose 

reativa. Na forma sutil, apresenta grande potencial resolutivo do mecanismo 

gerador da lesão, limitando o local do dano, regulando a neuroinflamação e 

promovendo a recuperação neuronal pós-lesão (SOFRONIEW & VINTERS, 

2010) em que as células retornam para o estado homeostático. Em níveis 

extremos de dano e inflamação, os astrócitos podem formar a cicatriz glial 

gerando mudanças estruturais duradouras (SOFRONIEW, 2009; VOSKUHL et 

al., 2009), tornando-se hipertróficos, apresentando alta imunorreatividade de 

proteinas como vimentina e nestina (CHEN et al., 2020) e também da proteina 

fibrilar ácida glial (GFAP), uma proteina de filamento intermediário do 

citoesqueleto (CARTER et al., 2019; HOL & PEKNY, 2015) onde mudanças na 

sua expressão, podem apontar plasticidade adaptativa homeostática, além de 

resposta a estímulos neuroinflamatórios. 

Diversos estudos apontam a importância da superóxido dismutase no processo 

de regulação das doenças neurodegenerativas. A SOD1, está localizada 

principalmente em astrócitos em todo o SNC, mas a enzima também é detectável 

nos neurônios (LINDENAU et al., 2000). De forma geral, mutações em SOD1 

foram identificadas como a principal causa da forma familiar autossômica 
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dominante da ELA (ROSEN et al., 1993; BERDYŃSKI et al., 2022) e também 

estão correlacionadas às doenças de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP), onde 

apresentam-se em níveis elevados, na forma de agregados não fibrilares, que 

estão associados a placas senis amiloides e lesões marcantes de degeneração, 

compartilhando mecanismos patogênicos comuns da DA e DP (CHOI et al., 

2005). Outras isoformas como a SOD2, está localizada exclusivamente dentro 

das mitocôndrias e é observada em maior quantidade nos neurônios do que em 

células gliais, ao menos que estas células estejam em processo de gliose, 

observados em células microgliais e oligodendrócitos. Todas as isoformas da 

superóxido dismutase regulam os processos antioxidantes em doenças 

neurodegenerativas (TRIST et al., 2021; MAIER & CHAN, 2002; KRAMER, et al., 

2002). 

O complexo sistema antioxidante do Sistema Nervoso Central (SNC) depende 

principalmente da glutationa, e a maior concentração de GSH é encontrada nas 

células gliais do córtex (ISKUSNYKH, ZAKHAROVA & PATHAK, 2022). A 

glutationa atua eliminando espécies reativas, através de reação direta não 

enzimática ou doando elétrons para glutationa peroxidase (GPx) (LUSHCHAK, 

2012). Em modelos de co-cultura neurônio/glia, a remoção do astrócito impediu 

a síntese neuronal de glutationa, facilitando a toxicidade do microambiente por 

espécies reativas. Neste modelo de cultura, in vitro, um astrócito é capaz de 

proteger até 20 neurônios (DRINGEN, PFEIFFER & HAMPRECHT, 1999; 

DESAGHER, GLOWINSKI & PREMONT, 1996). Alguns estudos demonstraram 

a correlação entre glutationa reduzida (GSH) e SOD, onde a glutationa reduzida 

pode operar como fonte alternativa de ativação de SOD, uma vez que GSH 

também está implicada nos mecanismos de entrega de cobre (Cu) para SOD1, 

num estudo de ELA. Isto foi demonstrado em modelo de camundongos  CCS −/− , 

(chaperona de cobre para SOD) onde acreditava-se, desde a sua descoberta, 

em 1997, que era o único meio de ativação da SOD 1 (CARROLL et al., 2004; 

CULOTTA et al., 1997; WONG et al., 2000).  

Já o óxido nítrico (NO), é um neurotransmissor não convencional, com ausência 

de armazenamento de vesículas, sendo produzido sob demanda neuronal.  

Neurônios, células gliais e células endoteliais podem expressar NOS sendo 

potenciais fontes de NO no encéfalo (TAJES et al., 2013). As três isoformas 
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tradicionais da enzima óxido nítrico sintase são NOS neuronal (nNOS), NOS 

endotelial (eNOS) e NOS induzível (iNOS). Além da isoforma NOS mitocondrial 

(mtNOS), sendo considerada nas células cerebrais, uma isoforma da nNOS 

expressa na membrana interna mitocondrial (LACZA, PANKOTAI & BUSIJA, 

2009; TATOYAN & GIULIVI, 1998; HIBBS JR, 1988). 

Na astrogliose reativa, a indução da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 

produz grandes quantidades de óxido nítrico (NO) que combina-se com o ânion 

superóxido, na formação de peroxinitrito (OONO-) contribuindo para a 

neuroinflamação e danos nos tecidos cerebrais. Esta isoforma é encontrada 

principalmente nas células da glia, como microglia e astrócitos e é ativada em 

resposta ao reconhecimento de microorganismos com consequente liberação de 

citocinas pró-inflamatórias (MONCADA & BOLAÑOS, 2006; REIS et al., 2017). 

As terapias modernas fornecem apenas o tratamento dos sintomas em vez de 

regular os mecanismos patológicos. A multiplicidade de fatores que levam ao 

fenótipo da doença aliados a resposta heterogênea dos pacientes e o obstáculo 

crítico de medicamentos que não conseguem atravessar a barreira 

hematoencefálica (BHE), representam os grandes desafios para o 

desenvolvimento de terapias eficazes para as doenças neurodegenerativas 

(ABORODE et al., 2022). Deste modo, é importante explorar os antioxidantes 

alternativos e multifuncionais como agentes potenciais para o tratamento de 

distúrbios neurológicos. 

  

2.2.1 Flavonoides: promissores adjuvantes terapêuticos 

As plantas medicinais desenvolvem, até os tempos atuais, importante 

papel no tratamento ou cura de doenças. Detentoras de uma grande variedade 

de compostos fitoquímicos, são consideradas matéria prima para 

desenvolvimento e produção de medicamentos. Apesar do crescente uso de 

medicamentos alopáticos, as plantas medicinais ainda são fortemente utilizadas 

para a manutenção da saúde humana (PATEL e PATEL, 2017).  

     O Brasil destaca-se por ser o maior produtor mundial de laranja e o maior 

exportador do suco da fruta (US Department of Agriculture, 2022), contribuindo 

fortemente para o agronegócio brasileiro. Um grande grupo de compostos 

fenólicos presentes em plantas, conhecidos como flavonoides, podem ser 
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obtidos pela síntese orgânica através da Química Verde. A Química Verde tem 

como objetivo principal reduzir o uso de produtos químicos e reagentes tóxicos 

gerando o mínimo de resíduos por meio da utilização de equipamentos com alta 

eficiência energética causando menos impacto ambiental, alcançando assim a 

sustentabilidade (SAJID & PLOTKA-WASYLKA, 2022).  

Um dos 12 princípios da Química Verde é a utilização de fontes de matérias-

primas renováveis com o uso de biomassa, como a extração de produtos de alto 

interesse da indústria farmacêutica. Victor e colaboradores (2021), obtiveram 

pela primeira vez, flavonoides isolados dos resíduos de cascas de cítricos como 

a laranja comum [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e toranja (Citrus      paradisi (L.) na 

obtenção da hesperidina (3’,5,7-tri-hidróxi-4’-metóxi-flavanona-7-O-rutinosídeo) 

e naringina (4’,5,7-tri-hidróxi-flavanona-7-O-rhamnoglucosídeo), 

respectivamente, gerando um grande potencial na utilização da biomassa das 

frutas em questão para a produção de compostos fenólicos puros e de alto valor 

agregado em aplicações de suas propriedades antioxidantes (BARRETO, et al., 

2023). 

 

Fonte: Kumar & Pandey (2013) 

 

De acordo com Kumar e Pandey (2013), a estrutura básica dos 

flavonoides é de 15 carbonos, sendo dois anéis benzenos (anéis A e C) ligados 

por um anel pirano heterocíclico (anel B) (Fig.1). Esta estrutura, seguida de 

modificações como hidroxilação, por exemplo, garantem diversas propriedades 

biológicas aos compostos fenólicos e a diversidade do grupo, como as flavonas 

e flavanonas (Fig.2) (PETERSON & DWYER, 1998; PATEL; SINGH & PATEL, 

2018). 

Figura 1 - Estrutura química dos flavonoides 



24 

 

 

 

Fonte: Patel; Singh e Patel, 2018 (Adaptado) 

A principal características dos flavonoides é a alta capacidade 

antioxidante (RICE-EVANS et al., 1995) e apesar desses compostos serem 

degradados em ácidos fenólicos após a metabolização, ainda assim, de acordo 

com Pietta (2000) possuem capacidade de eliminar os radicais livres quando 

consumidos. 

A partir da atividade antioxidante dos flavonoides, outras propriedades 

foram investigadas, como a capacidade antiinflamatória (KOUHESTANI, JAFARI 

& BABAEI, 2018). No estudo de DA SILVA et al., (2019), através do teste de RT- 

qPCR os autores evidenciaram que os flavonoides rutina e quercetina 

promoviam aumento da expressão de mRNA para IL-1β (Interleucina 1 beta), 

NOS2 (Óxido Nítrico Sintase 2) e redução significativa da expressão de mRNA 

para IL-6, TGFβ (fator de crescimento transformante beta) e arginase, sugerindo 

o controle da resposta inflamatória exacerbada. Já em modelos in vitro de co 

cultura neurônio/glia, os flavonoides participaram não somente da redução da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL1β em modelos de 

neuroinflamação induzidos por lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli (DE 

ALMEIDA et al., 2020), como também na redução da expressão da citocina pró-

Figura 2 - Diversidade dos flavonoides 
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inflamatória IL-6 e aumento da expressão de BDNF (Fator Neurotrófico Derivado 

do Cérebro) em um modelo da doença de Alzheimer (DOURADO et al., 2020).  

Outros estudos também demonstram a capacidade dos flavonoides, de 

atenuar o estresse oxidativo, através do aumento da atividade enzimática da 

SOD e GSH-Px além da redução do malondialdeído (MDA) no modelo de lesão 

cerebral isquêmica (GUO et al., 2019), redução dos níveis de NO com 

administração de doses de 21mg/kg de quercetina (Urtica dioica) em modelo de 

estresse crônico hipocampal em camundongos, num estudo delineado por 

Mehta, Parashar & Udayabanu (2017). 

Devido aos flavonoides possuírem menor solubilidade em meio aquoso e 

maior possibilidade de degradação no meio fisiológico, sua bioatividade é 

limitada. Sendo assim, para melhor otimização dos efeitos de flavonoides, alguns 

estudos foram realizados a fim de estudar a biodisponibilidade destes 

compostos. Para tanto, o estudo de Krishnakumar e colaboradores (2011) 

avaliou, in vitro, o flavonoide naringenina (NAR), investigando o desenvolvimento 

de mecanismos que protegessem esta molécula da degradação. Para isto, 

desenvolveram nanopartículas carregadas de naringenina (NARNPs) do inglês 

naringenin-loaded nanoparticles ou nanopartículas carregadas de naringenina. 

A eficácia terapêutica da molécula foi analisada utilizando o ensaio do MTT que 

demonstrou que a atividade citotóxica dos NARNPs era superior que a do NAR 

livre, resultando em 14% de viabilidade de células HeLa.  Os autores concluíram 

que as concentrações de 10, 20, 30, 40 e 50µg/mL das NARNPs foram dose-

dependentes para atividade citotóxica nas células. Outros mecanismos como 

adição de ciclodextrina (WEN et al., 2010), nanoformulações incluindo 

lipossomas, nanopartículas poliméricas e nanoemulsões (KRISHNAKUMAR et 

al., 2011; SHARMA, et al., 2022) e administração de componentes naturais via 

intranasal (KARTHIKA et al., 2022) podem melhorar a biodisponibilidade e 

consequente eficácia terapêutica de flavonoides. Porém, ainda não foi elucidado 

por quais mecanismos os metabólitos dos polifenois atravessam a BHE (Barreira 

Hematoencefálica) se por difusão simples ou através de carreadores específicos 

(FIGUEIRA et al., 2017). 

Apesar de alguns dos receptores encontrados na BHE já serem 

identificados, como: receptor de transferrina (TfR), receptor de lipoproteína de 



26 

 

 

baixa densidade (LDLR), receptor leptina e receptor nicotínico de acetilcolina 

(nAchR), foi verificada uma estratégia inovadora para contornar o BBB através 

da entrega mediada por células, onde leucócitos e células-tronco são usados 

como transportadores para entregar nanossistemas ao cérebro (TEIXEIRA, et 

al., 2023). 

Por outro lado, os flavonoides também podem se combinar com outras moléculas 

na natureza, como os grupamentos prenílicos, na formação de compostos 

prenilados, constituindo uma subclasse de flavonoides. Possuem atividades 

biológicas como antibacterianos e antitumorais (NAGO et al., 2021; GIRISA et 

al., 2021) e vem sendo descritos na literatura como o grupo de compostos com 

potencial antioxidante e antineuroinflamatório (SANTOS & SILVA, 2020), onde a 

prenilação aumenta a lipofilicidade dos flavonoides, resultando em maior 

afinidade pelas membranas biológicas e uma melhor interação com proteínas 

alvo (XU et al., 2012).  

No entanto, a ocorrência natural de flavonoides prenilados, que combinam a 

porção flavonoide e a cadeia lateral do grupamento prenil lipofílico (Fig.3), é 

baixa, o que limita a aplicação desses compostos bioativos em produtos 

farmacêuticos e, portanto, a síntese orgânica dessas moléculas é uma boa 

maneira de obtenção (YANG et al., 2015).  

 

 

Fonte: Autora 

Um ensaio realizado por Rahman et al., (2010) demonstrou que flavonoides 

prenilados possuem atividade de eliminação do radical DPPH e ABTS. 

Promovem o enzimático da catalase, glutationa peroxidase e superóxido 

dismutase em células de macrófagos, induzido pelo LPS (LI et al., 2018). Outros 

estudos elucidaram que alguns prenilflavonoides da Fructus psoraleae, como a  

Figura 3 - Estrutura da 7-O-Prenilnaringenina 
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isobavachalcona (5 μM) diminuiu os níveis de IL-6 e IL-1β em modelos de DP, 

induzido por MPTP, em camundongos e reduziu a expressão de citocinas TNF - 

α , IL-6, IL- 1β e IL-10 em células BV-2 estimuladas por LPS (0,1μM /mL) (JING 

et al., 2017). Prenilflavonoides como a morachalcona D (0-40µM/6h), da folha da 

amoreira, suprimiu de forma significativa a produção de ROS e os níveis de 

depleção da GSH, esta, de forma dose-dependente, em células HT22 derivadas 

de neurônios de camundongos, onde o estresse oxidativo foi induzido pelo 

glutamato (6mM) (SEO et al., 2015). 

Sendo assim, encontrar substâncias exógenas que consigam modular as 

enzimas ou reduzir as espécies reativas é um passo importante para o controle 

do estresse oxidativo e consequente neuroinflamação.  

 

3. HIPÓTESE 

Flavonoides e derivados de síntese possuem atividade antioxidante e 

atenuam neuroinflamação associada a resposta das células gliais.  

 
4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

Avaliar a atividade antioxidante e antineuroinflamatória de flavonoides e 

derivados de síntese frente a dano inflamatório em células gliais. 

 
4.2 Objetivos Específicos 

1. Avaliar o potencial citotóxico dos flavonoides e derivados de síntese 

em células astrocitárias.  

2. Avaliar as vias enzimáticas antioxidantes dos flavonoides e derivados 

de síntese durante o estímulo inflamatório. 

3. Analisar a resposta astrocitária antineuroinflamatória de flavonoides e 

derivados de síntese através de parâmetros funcionais e estruturais. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

Aspectos éticos 

Este trabalho faz parte de um amplo projeto intitulado "Bioprospecção 

farmacológica de produtos naturais e derivados em células do sistema nervoso 

central”, e foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal atendendo todas as exigências legais e todos os aspectos éticos 

estabelecidos, inclusive a legitimidade das informações, o sigilo necessário e a 

posterior publicação dos benefícios e resultados para o progresso do 

desenvolvimento científico. Para esta, os animais foram obtidos do Biotério do 

Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Bahia, onde foram 

submetidos a procedimentos segundo o protocolo já bem estabelecido no LabNq 

e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do ICS/UFBA (CEUA-

ICS) com Protocolo nº 6731220818 (ID 000058). 

 

5.1 Obtenção das moléculas e diluições 

Os derivados de síntese dos flavonoides naturais (Fig.4) foram desenvolvidos 

pelo Grupo de Pesquisa em Síntese Química e Bioatividade Molecular – GPSQ-

UFBA, em Salvador – BA através do Professor Dr. Mauricio Victor do Instituto de 

Química, Departamento de Química Orgânica, da Universidade Federal da 

Bahia.  A molécula padrão (substrato) naringenina foi extraída da casca da 

toranja (Citrus paradisi) e a partir da naringenina foi obtida a (S) – naringenina 

através de hidrólise ácida. Através de diversas modificações estruturais destes 

dois flavonoides, resultantes da esterificação da flavanona (naringenina) com 

ácido senecioico foram geradas outras 3 moléculas: 7-O-prenilnaringenina ; 7,4’-

O-diprenilnaringenina e a (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina. Da toranja também foi 

extraída a naringina que através de algumas modificações estruturais resultou 

na obtenção da flavona rhoifolina (sintetizada por oxidação da naringina) e 

também da apigenina (sintetizada a partir da oxidação e hidrólise ácida da 

naringina). 

 Hesperidina foi obtida do albedo da laranja comum (Citrus sinensis (L.) Osbeck). 

A crisina foi adquirida (CAS Number: 480-40-0). Os produtos foram 

caracterizados por ressonância magnética nuclear (RNM) de 1H e 13C e as 

atribuições de regiosseletividade confirmadas por efeitos eletrônicos (alterações 

de deslocamento químico) observados nos espectros de RMN de 1H e de 13C 
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. 

Fonte: Autora 

 

Para a utilização nos testes, as moléculas foram diluídas em dimetilsulfóxido 

(DMSO) na concentração de 100 mM, formando soluções estoque e mantidas à 

temperatura de -20 °C. Como condição controle foi considerado o DMSO, veículo 

de diluição das moléculas, em volume equivalente (máximo 0,1%). As diluições 

finais de cada uma das moléculas foram preparadas de acordo com estudos 

prévios do grupo (DE ALMEIDA et al., 2020; COELHO et al., 2019; DA SILVA et 

al., 2019) e no momento do tratamento, diluiu-se às diretamente em meio de 

cultura DMEM isento de Soro Fetal Bovino (SFB).  

 

5.2 Teste do DPPH (cell-free teste) 

O ensaio de eliminação de radicais DPPH• foi realizado de acordo com o método 

descrito por Blois (1958) com algumas modificações para microplaca de 96 

poços. Na presença de uma molécula antioxidante, o DPPH• aprisiona um átomo 

de hidrogênio em sua forma hidrazina com a consequente perda da cor roxa para 

amarelo pálido. O efeito antioxidante é proporcional ao desaparecimento da cor, 

podendo ser facilmente avaliado acompanhando a diminuição da absorção de 

UV em 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER & BERSET, 1995) 

 A solução mãe de radical DPPH• foi preparada em metanol de forma a 

apresentar absorbância entre 0,6 a 0,7 a 517 nm. Volumes de reação de 200μL, 

contendo 125μM de radical DPPH• foram preparados em metanol e 50μL de 

Figura 4 - Estrutura química de flavonoides de naringenina e seus derivados 
prenilados e de flavonoides crisina, apigenina, naringina, rhoifolina e hesperidina. 
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diferentes concentrações de flavonoides ou derivados de síntese (1, 10 e 50 μM) 

foram incubados a 25 ± 2 °C durante 15 minutos e leitura realizada no leitor de 

microplacas (VarioskanTM Flash Multimode Reader, Thermoplate) no 

comprimento de onda de 517 nm. O mesmo procedimento foi feito com o Trolox, 

usado como padrão em diferentes concentrações (1, 10 e 50 μM ). Este teste foi 

realizado no escuro e em temperatura ambiente. A porcentagem de inibição do 

DPPH• foi calculada pela seguinte equação: AA% = 100 – [(Abs amostra – Abs 

branco) / Abs controle] x 100, sendo amostra: tratamento com flavonoides ou 

derivados de síntese; branco: metanol; controle: metanol + DMSO 0,05%. 

 

5.3.  Cultura de linhagens celulares astrocitárias C6 e GL-15 e tratamentos 

As células astrocitárias da linhagem GL-15, derivadas de glioblastoma humano 

(BOCCHINI et al., 1991)  foram mantidas em meio DMEM (Dubecco’s Modified 

Eagle Medium - Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino; 44 mM 

de bicarbonato de sódio; 1% de penicilina; 1% de estreptomicina; 7 mM de 

glicose (Isofarma, CE, Brasil), e incubadas, a 37 ºC em atmosfera úmida e 

controlada, contendo 5% de CO2 , sendo cultivadas em placas de petri aderentes 

de 100 mm de diâmetro contendo 10 mL de meio, com SFB, substituído a cada 

48 h.  

Após a confluência de 80%, as células da linhagem astrocitárias GL-15 foram 

dissociadas utilizando-se a solução de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% (Tripsina/ 

EDTA, Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, USA, 9002077) diluída em PBS (Tampão 

fosfato-salino) isento de cálcio e magnésio, durante dois minutos em estufa e 

replaqueadas em placas de poliestireno de 96 poços, a uma densidade de 

7,5×104 células/poço para o teste do MTT. O mesmo procedimento foi realizado 

para a linhagem celular astrocitárias C6 derivada de glioma de rato, induzida 

quimicamente por metil-nitrosureia (BENDA et al., 1968). 

As culturas foram mantidas em condições controle, tratadas com o veículo de 

diluição dos flavonoides (DMSO 0.1%), ou tratadas com os flavonoides e 

derivados de síntese (1, 10, 50 e 100 µM). Após 24h as culturas foram 

processadas para análise do MTT. 
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5.4 Cultura primária de glia enriquecida de astrócitos e tratamentos 

Foram utilizados ratos Wistar neonatos (P0-P2), obtidos do Biotério do Instituto 

de Ciências da Saúde da UFBA (ICS-UFBA). Os procedimentos adotados estão 

em conformidade com as Diretrizes Brasileiras de Boas Práticas para Produção, 

Manutenção e Utilização de animais em atividades de Pesquisa Científica e 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais do ICS/UFBA (CEUA-

ICS) com Protocolo nº 6731220818 (ID 000058).  

A cultura primária de glia de astrócitos foi preparada de acordo com o método de 

Cookson & Pentreath (1994) modificado, com protocolo estabelecido no 

Laboratório de Neuroquímica e Biologia Celular (LabNq) (DA SILVA et al., 2019). 

Os ratos neonatos foram decapitados, tendo seus hemisférios encefálicos 

expostos e isolados assepticamente. As meninges e vasos sanguíneos foram 

retirados do córtex com auxílio de pinças. Após esse procedimento, o córtex foi 

dissecado mecanicamente com pipeta Pasteur e, em seguida, as células foram 

filtradas em uma membrana de Nitex estéril de 75 µm e plaqueadas em frascos 

pré-revestidos com poli-D-lisina (25 µg/mL) em PBS e as células suspensas em 

meio DMEM (Dubecco’s Modified Eagle Medium - Cultilab), suplementado com 

10% de soro fetal bovino; 44 mM de bicarbonato de sódio; 1% de penicilina; 1% 

de estreptomicina; 7 mM de glicose (Isofarma, CE, Brasil). As células foram 

mantidas em garrafas de cultivo, em câmara úmida com 5% CO2 a 37 ºC, ao 

longo de 10 dias até atingirem confluência. Após este período, foi removido as 

células da microglia das garrafas de cultura, após agitação a 230 rpm a 37 °C 

por 3 h, permanecendo no tapete celular, a cultura primária de glia enriquecida 

de astrócitos de acordo com o protocolo estabelecido por Da Silva e 

colaboradores (2019). Nesta cultura foi acrescido um novo meio DMEM (Gibco, 

Gaithersburg, MD), suplementado com 10% de SFB (Cultilab, SP, Brasil), 2 mM 

de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sódio, 100 UI/mL de 

penicilina/estreptomicina e 7 mM de glicose e incubadas a 37 °C em atmosfera 

úmida e controlada, contendo 5% de CO2 por mais 05 dias. 

Após esse período, as células da cultura primária de glia enriquecida de astrócito 

foram dissociadas utilizando-se uma solução de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% 

(Tripsina/ EDTA, Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, USA, 9002077) diluídos em PBS 

isento de cálcio e magnésio durante 5 minutos em estufa e com o auxílio da 
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câmara de Neubauer para contagem, foram replaqueadas em placas de 

poliestireno de 96 poços, a uma densidade de 3,3×104  células/poço ou 2,0×105 

em placas de 24 poços para os testes. Lamínulas revestidas com poli-D-lisina 

(50 μg/mL, Sigma-Aldrich P0671) foram adicionadas nas placas de 24 poços 

previamente ao estabelecimento das culturas para fins de análises de 

imunofluorescência. 

As culturas foram mantidas em condições controle, tratadas com o veículo de 

diluição dos flavonoides (DMSO 0.1%), ou tratadas com os flavonoides e 

derivados de síntese (5 ou 10µM) isoladamente ou após indução de estímulo 

inflamatório com LPS de Escherichia coli (1 µg/ml (Sigma Chemical Company 

L2880). Após 24h as culturas foram processadas para análises.  

5.5 Teste do MTT 

A avaliação do efeito da viabilidade celular (Fig.5) foi feita através da atividade 

mitocondrial após 24h de tratamento. Foi realizado o teste do brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazólio (MTT) (MTT, Thermo Fisher), que se baseia 

na conversão deste sal tetrazólio de cor amarela em cristais de formazan de cor 

violácea, através das enzimas desidrogenases mitocondriais das células viáveis 

(HANSEN; NIELSEN & BERG, 1989). Decorrido o tempo de tratamento, foi 

adicionado 100 µL da solução de MTT (5mg/mL) diluído em meio DMEM na 

concentração de 1 mg/mL em cada poço das placas, que foram levadas à 

câmara úmida com 5% de CO2 a 37 ºC por 2 h. Após o período de exposição ao 

MTT, adicionou-se às placas 100 µL da solução tampão de lise (20% de SDS e 

50% de DMF, pH 4,7) para a total dissolução dos cristais de formazan, 

mantendo-a em temperatura ambiente. A leitura da absorbância foi realizada 

após 18h (overnight), em leitor de microplacas VarioskanTM Flash Multimode 

Reader, Thermoplate, no comprimento de onda de 595  nm. A viabilidade celular 

foi representada pelo percentual de células viáveis em relação ao controle 

(DMSO 0,1%), considerado como 100%, por não apresentar diferença estatística 

em relação à exposição das células apenas ao controle negativo. 
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Fonte: Adaptado de Costa et al., (2011) 

 

 

5.6 Avaliação da glutationa (GSH)  

Para a avaliação da depleção de glutationa (GSH) (EKLUND et al., 2002) foi 

utilizada a cultura primária de glia enriquecida de astrócitos. Uma solução 

estoque do monoclorobimano (MCB) foi preparada em 100 mM em metanol 

absoluto e estocada a -20ºC no escuro. O ADL-butionina-SR-sulfoximina (BSO), 

um inibidor de síntese específico de GSH (Bailey, 1998), foi utilizado como 

controle positivo, na concentração de 1 mM e após 24 h de tratamento com os 

flavonoides e derivados de síntese (5μM); as culturas foram então lavadas três 

vezes com tampão fosfato-salino (PBS) e incubadas com 50 µM de MCB em 10 

mL de meio de cultura durante 40 min. Após o tempo de incubação, as células 

foram lavadas novamente com PBS. A detecção da glutationa na forma livre foi 

realizada por microscópio de fluorescência (Leica, Wetzlar-Germany, DFC7000, 

acoplado à câmera AxioCam HRm). As fotografias foram tiradas com um tempo 

de exposição de 211 ms para todas as amostras onde 8 campos randomizados 

foram fotografados para análise e as imagens geradas foram analisadas através 

do Software ImageJ 1.33u (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA). 

 

5.7 Avaliação de atividade de superóxido dismutase (EC 1.15.1.1)  

Foi utilizado o protocolo de Weydert & Cullen (2010), com modificações. As 

células foram plaqueadas em placas de 100mm com densidade celular de 

Figura 5 - Delineamento experimental de ensaio de MTT. 
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12,0×106 por placa. Após 24h, realizado o tratamento com o controle DMSO 

0,01%, flavonoides e derivados de síntese na concentração de 10μM. Decorrido 

o tempo de tratamento (24h), o sobrenadante foi desprezado, as células lavadas 

3 vezes com 5mL de solução salina tamponada com fosfato livre de Ca2+ e Mg2+ 

por 30 s (PBS: KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaHPO4 8 mM e NaCl 136,9 mM, 

pH 7,0). Foi removido a maior parte do tampão restando 1,5mL. Com o auxílio 

do cell scraper, as células foram raspadas da superfície da placa, coletadas e 

centrifugadas em centrífuga refrigerada a 3000 rpm por 10 minutos.  Após esta 

etapa, o sobrenadante foi desprezado, o pellet celular ressuspenso em 100 uL 

de PBS (pH 7,8) e as amostras sonicadas (Qsonica Q55-110) com amplitude de 

40% por 30 segundos por 2 ciclos, em banho de gelo. As amostras celulares 

foram armazenadas no -70ºC para as posteriores análises enzimáticas.  

A atividade total de SOD foi determinada medindo sua capacidade de inibir a 

redução fotoquímica de cloreto de nitroblue tetrazolium (NBT) por O2•-, conforme 

descrito por (BEYER JR & FRIDOVICH, 1987). A taxa inicial da reação foi 

determinada através de absorbância a 560 nm usando um leitor de microplacas 

(VarioskanTM Flash Multimode Reader, Thermoplate). Inicialmente, 180 μL do 

mix de reagentes (50 mM PBS (pH 7,8), 14 mM metionina, NBT 75 mM, 

riboflavina 2 mM, EDTA 0,1 mM) foi misturada com 6 μL da amostra celular. Em 

seguida, a reação foi iniciada a partir da irradiação de lâmpada fluorescente 9W 

a 25ºC por 9 min (tempo estabelecido após realizar a curva de consumo do mix 

de reagentes). A inibição do NBT produzido é proporcional à atividade da SOD 

presente na amostra.  A atividade enzimática foi expressa como unidades de 

atividade de SOD (U) por mg de proteína total. Uma unidade de atividade SOD 

é expressa como a quantidade da enzima necessária para causar 50% de 

inibição da redução do NBT sob as condições experimentais.  A quantificação 

das proteínas totais em cada amostra foi obtida utilizando um kit DC para 

dosagem de proteínas totais (Kit DC Bio-Rad, Hercules, CA, USA), segundo 

método de Lowry (LOWRY et al., 1951) modificado. 

 

5.8 Dosagem de Óxido Nítrico 

A produção de óxido nítrico (NO) foi avaliada através do acúmulo de nitrito de 

sódio (NaNO2) no meio de cultura usando o teste colorimétrico baseado no 
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reagente de Griess (Wang & Mazza, 2002). Amostras de 50 µL do sobrenadante 

da cultura foram coletadas após o tratamento prévio (24h) de estímulo com LPS 

1 µg/ml e / ou tratamento de 24 h com 10 µM dos flavonoides ou derivados de 

síntese. Volumes iguais de meio de cultura e reagente de Griess (1% de 

sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina e 2% de ácido 

fosfórico - Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, EUA) foram misturados na proporção 

de 1:1. A mistura foi incubada durante 10 min à temperatura ambiente e mediu-

se a absorbância à 540 nm utilizando um leitor de microplacas (VarioskanTM 

Flash Multimode Reader, Thermoplate). As concentrações de nitrito nas 

amostras foram determinadas com base em uma curva padrão de nitrito de sódio 

(1,26–100 mmol/L NaNO2).  

5.9 Coloração de Rosenfeld 

As alterações morfológicas das células astrocitárias frente ao estímulo 

inflamatório LPS e tratamento com os flavonoides e derivados de síntese foram 

avaliadas através da coloração de Rosenfeld em placas de 24 poços com 

densidade de 2,0 x 105 células/poço. Após o estímulo prévio (24h) com LPS 1 

µg/ml, Sigma Chemical Company L2880, as células foram tratadas por 24h com 

os flavonoides e derivados de síntese (10 µM). As células foram lavadas três 

vezes com Tampão fosfato-salino (PBS) e fixadas com metanol a -20ºC por 10 

min em temperatura ambiente, em seguida lavadas três vezes com PBS. As 

células fixadas foram coradas pelo protocolo estabelecido por Rosenfeld 

(Rosenfeld, 1947). O reagente de Rosenfeld foi adicionado e incubado por 20 

min em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas com água 

destilada, secas ao ar e analisadas por microscopia de contraste de fase sem o 

filtro verde (Nikon TS-100) e em seguida, fotografado por uma câmera digital 

acoplada ao microscópio.  

 

5.10 Análise Estatística 

Os dados gerados receberam tratamento estatístico adequado através do 

software GraphPad Prism, versão 5.0 ou 6.0 para Windows (GraphPad Software, 

San Diego, Califórnia, EUA), sendo expressos como média ± desvio padrão ou 

mediana ± percentis.  Os valores de p adotados como estatisticamente 
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significantes nas análises foram aqueles inferiores a 0,05 sendo *p < 0,05, **p < 

0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001. Os resultados obtidos com distribuição 

normal foram representados por média (testes de normalidade Shapiro-Wilk ou 

teste de D'Agostino e Pearson), sendo escolhidos testes estatísticos 

paramétricos usados nas comparações entre grupos tratados e controles. Para 

os resultados representados por mediana (distribuição não-normal) foram 

usados testes não-paramétricos. A viabilidade celular foi calculada em 

porcentagem em relação ao controle, considerado como 100%. 
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6. RESULTADOS  

6.1 Capacidade antioxidante (cell-free teste): flavonoides e derivados de síntese apresentam diferentes atividade 
antioxidante frente ao radical DPPH 

 
Figura 6: Atividade antioxidante das flavanonas e flavonas na eliminação do radical DPPH ao longo de 15 minutos.  Os dados são apresentados como a média 

com barra de desvio padrão (DP) de três réplicas (p < 0,05) quando comparado ao trolox (padrão) para cada concentração (1, 10 e 50 μM).
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As moléculas deste estudo constituem duas classes de flavonoides, as 

flavanonas (naringenina, (S) – naringenina, 7,4’-O-diprenilnaringenina, (S)-7,4’-

O-diprenilnaringenina, 7-O-prenilnaringenina, naringina e hesperidina) e 

flavonas (crisina, apigenina e rhoifolina) e foram avaliadas quanto à capacidade 

antioxidante pelo ensaio DPPH. Dentre estes flavonoides e derivados de síntese, 

as flavanonas, apresentaram capacidade superior a 50% comparado com o 

trolox (39,12%) na eliminação de radicais livres. Hesperidina (118,55%), (S)-7,4’-

O-diprenilnaringenina (93,10%),  naringenina (76,06%),  (S) – naringenina 

(59,19%) e 7,4’-O-diprenilnaringenina (69,68%), na concentração de 1µM com 

IC50 na faixa de: 28,02 - 121,48µM. Entretanto a partir de 10µM houve uma 

redução da capacidade antioxidante deste grupo de flavonoides, demonstrando 

que a atividade antioxidante não é dose-dependente. Em contrapartida, as 

flavonas apresentaram menor capacidade antioxidante, nas três concentrações 

do estudo (1, 10 e 50 µM) com capacidade antioxidante semelhantes e suas 

atividades em todas as concentrações, foi inferior àquela do trolox, mostrando 

atividade antioxidante muito mais fraca em contraste com o grupo das 

flavanonas. Entre as moléculas testadas apenas a flavanona hesperidina 

(118,55% e 109,32%), e o derivado diprenilado (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina 

(93,09% e 89,70%) nas concentrações de 1 e 10 µM, respectivamente, 

apresentaram ser mais efetivas do que o padrão trolox (análogo da vitamina E) 

utilizado como controle (Fig. 6). 
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6.2 Flavonoides e derivados de síntese apresentam diferentes efeitos na viabilidade de células astrocitárias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Prospecção do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do teste de MTT em células astrocitárias humanas da linhagem GL-15. A atividade 

das desidrogenases mitocondriais foi medida após 24h após exposição das células às moléculas nas concentrações 1, 10, 50 e 100µM ou ao DMSO 0,1% 

(veículo). Os dados foram analisados através do One Way ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newmann-Keuls e pós teste de Dunn.  

Resultados expressos em média ± DP como porcentagem em relação ao DMSO 0,1% considerado como 100%.  (*) representando valores p<0,05; (****) 

representando valores < 0,0001 com diferença estatística em relação ao controle DMSO.

  



40 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Fotomicrografia de células astrocitárias humanas da linhagem GL-15 após 
tratamentos.   Foram submetidas por 24h aos flavonoides e derivados de síntese nos tratamentos 
de: DMSO 0,1% (controle); 1µM, 10µM, 50µM e 100µM. Objetiva 10X. scale bars = 50. Setas 
brancas indicam alterações morfológicas. 
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Figura 9 - Prospecção do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do teste de MTT em células astrocitárias murinas da linhagem C6. A atividade 

das desidrogenases mitocondriais foi medida após 24h após exposição das células às moléculas nas concentrações 1, 10, 50 e 100µM ou ao DMSO 0,1% 

(veículo). Os dados foram analisados através do One Way ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newmann-Keuls e pós teste de Dunn.  

Resultados expressos em média ± DP como porcentagem em relação ao DMSO 0,1% considerado como 100%.  (*) representando valores p<0,05; (****) 

representando valores < 0,0001 com diferença estatística em relação ao controle DMSO.
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Figura 10 - Fotomicrografia de células astrocitárias murinas da linhagem C6 após tratamentos. 
Foram submetidas por 24h aos flavonoides e derivados de síntese nos tratamentos de: DMSO 
0,1% (controle); 1µM, 10µM, 50µM e 100µM. Objetiva 10X. scale bars = 50. Setas brancas 
indicam alterações morfológicas. 
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Figura 11 – Prospecção do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do teste de MTT em culturas primárias de células gliais enriquecida de astrócitos. 

A atividade das desidrogenases mitocondriais foi medida após 24h após exposição das células às moléculas nas concentrações 1, 10, 50 e 100µM ou ao 

DMSO 0,1% (veículo). Os dados foram analisados através do One Way ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newmann-Keuls e pós teste de Dunn.  

Resultados expressos em média ± DP como porcentagem em relação ao DMSO 0,1% considerado como 100%.  (*) representando valores p<0,05; (****) 

representando valores < 0,0001 com diferença estatística em relação ao controle DMSO.
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Figura 12 - Fotomicrografia de células em culturas primárias de células gliais enriquecidas de 
astrócitos após tratamentos. Foram submetidas por 24h aos flavonoides e derivados de síntese 
nos tratamentos de: DMSO 0,1% (controle); 1µM, 10µM, 50µM e 100µM. Objetiva 10X. scale 
bars = 50. Setas brancas indicam alterações morfológicas. 
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As células da glia participam efetivamente de processos no SNC principalmente 

nas mudanças morfológicas e fisiológicas necessárias para a homeostase 

cerebral (ALLEN & BARRES, 2009). Neste sentido, linhagens de células 

astrocitárias: GL-15, C6 e cultura primária de glia enriquecida de astrócitos vêm 

sendo utilizadas para estudar a proliferação e viabilidade celular (MEAD & 

PENTREATH, 1998) de compostos fenólicos como os flavonoides 

(QUINCOZES-SANTOS et al., 2013).  

As concentrações dos flavonoides e tempos utilizados neste ensaio foram 

baseadas em trabalhos anteriores do nosso grupo de trabalho no Laboratório de 

Neuroquímica e Biologia Celular (COELHO et al., 2019; da SILVA et al., 2019). 

Inicialmente foi realizada uma triagem com os flavonoides e derivados de síntese 

com o objetivo de avaliar a proliferação e viabilidade de células gliais. Células 

astrocitárias das linhagens GL-15, C6 e células gliais de culturas primárias 

enriquecidas de astrócitos foram tratadas com os compostos nas concentrações 

de 1, 10, 50 e 100 µM e avaliadas após um período de 24 horas. De forma geral, 

foi observado que o efeito do tratamento de alguns flavonoides e derivados de 

síntese promoviam mudanças na morfologia e redução da celularidade, quando 

comparadas ao controle (DMSO).  

Através da microscopia de contraste de interferência diferencial, observou-se 

que as células de GL15, expostas aos flavonoides e derivados de síntese, 

reduziram a viabilidade celular de forma significativa quando comparado ao 

controle DMSO 0,1%.  Dentre estas moléculas, destacaram-se quanto a redução 

da viabilidade celular os flavonoides apigenina, crisina e o derivado 

monoprenilado (7-O-prenilnaringenina), com porcentagem de viabilidade celular 

marcadamente acentuada, abaixo de 50%, na concentração de 100 µM (Fig. 7). 

Além disso, foi observado os efeitos da molécula monoprenilada quanto às 

mudanças morfológicas, como retração do citoplasma e núcleos condensados 

bem como os efeitos na redução da celularidade promovidos pelos flavonoides 

apigenina e o derivado sintético diprenilado da naringenina (7,4’-O-

diprenilnaringenina) (Fig.8).  
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As células de glioma murino, apresentaram-se mais resistentes aos efeitos dos 

flavonoides e derivados de síntese. Houve redução da viabilidade das células 

C6, com valores próximos de 50%, quando estas foram expostas a concentração 

de 100 µM dos flavonoides crisina, apigenina e do derivado monoprenilado e de 

forma mais discreta, porém significativa, após exposição ao flavonoide 

hesperidina (Fig. 9) 

Estes efeitos foram observados pela microscopia, a partir da concentração de 

50µM, após tratamento, com mudanças mais intensas promovidas pelos 

derivados diprenilado e monoprenilado (7,4’-O-diprenilnaringenina e 7-O-

prenilnaringenina, respectivamente), crisina, apigenina e hesperidina na 

concentração de 100 µM. As células mudaram da morfologia de fenótipo clássico 

alongado com corpo e núcleo bem característicos, semelhante ao controle 

DMSO, para o fenótipo de citoplasmas retraídos e redução do tamanho celular 

(Fig.10), indicativo de mudanças metabólicas celulares associadas à morte 

celular (WANG et al., 2018). 

Já na cultura primária de glia enriquecida de astrócitos, observou-se que os 

compostos não induziram alta toxicidade nas concentrações testadas e que o 

flavonoide naringenina e seus derivados de síntese monoprenilado (7-O-

prenilnaringenina) e diprenilado (7,4’-O-diprenilnaringenina), promoveram 

aumento de células metabolizando o MTT, sugerindo proliferação, mesmo em 

concentrações baixas, como de 1 µM (Fig. 11), efeito observado também nas 

concentrações de 50 e 100 µM, sem mudanças morfológicas, com exceção da 

crisina 100 µM que promoveu redução da viabilidade celular (Fig. 10) com 

valores próximos de 50%. Já na microscopia de contraste diferencial, mudanças 

na morfologia promovidas pelas moléculas de rhoifolina, apigenina, crisina, 

naringina e hesperidina são observadas já em 50 µM e com efeitos mais intensos 

em 100 µM, onde as células apresentam-se com núcleo e citoplasma retraídos 

e com redução do tamanho celular (Fig.12). Nas três culturas de células 

astrocitárias, os efeitos observados não foram dose-dependentes. 

 

 

.
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6.3 - Flavonoides e derivados de síntese são capazes de modular a reatividade astrocitária e sistemas antioxidantes 

6.3.1 O flavonoide naringenina e derivados prenilados modulam os níveis de GSH 
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Figura 13 - Efeito dos flavonoides e derivados de síntese em culturas primárias de glia enriquecida de astrócitos na depleção da glutationa após tratamentos. 

(A) Fotomicrografia de marcação por fluorescência. Foram expostas ao controle DMSO 0,05%, BSO (D,L-buthionine-(S,R)-sulfoximine) 1mM, naringenina, (S) 

– naringenina, 7,4’-O-diprenilnaringenina, (S)- 7,4’-O-diprenilnaringenina, 7-O-prenilnaringenina, crisina, apigenina, naringina, rhoifolina e hesperidina (5µM) 

após 24 horas de tratamento. (B) Intensidade de fluorescência dos níveis de glutationa. Objetiva 10X, scale bars = 50. Resultados expressos em média ± 

desvio padrão. (*) p< 0.05 em relação ao controle DMSO 0,05%. 

B 
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Os resultados apresentados através de microscopia de fluorescência (Fig 13a) 

demonstraram que houve redução da fluorescência promovida pelo MCB após 

tratamento com BSO, utilizado como controle positivo, um inibidor da γ-

glutamilcisteína sintetase (γ-GCS), (DREW & MINERS, 1984; GRIFFITH & 

MEISTER, 1979).  O monoclorobimano (MCB) é uma sonda primariamente não 

fluorescente até ser conjugado e que reage prontamente com vários tióis de 

baixo peso molecular, incluindo na depleção da glutationa reduzida (GSH) 

(ISHKAEVA et al., 2022). O veículo DMSO 0,05% (Figura 13b), manteve os 

níveis basais de glutationa intracelular quando comparado com o BSO, onde 

observa-se ausência de fluorescência, indicativo de depleção da glutationa. Este 

mesmo efeito foi observado na Fig 13b onde o veículo DMSO 0,05% quando 

comparado com o BSO, teve efeito de depleção estatisticamente significante. O 

flavonoide naringenina e seus derivados de síntese induziram o aumento dos 

níveis de GSH, de forma significativa (Fig. 13b) na concentração de 5uM, após 

24 horas de tratamento.   

A depleção de GSH inicia uma cadeia de eventos resultantes em dano oxidativo 

podendo gerar morte celular. Células da glia, principalmente os astrócitos, são 

participantes importantes nesta via, uma vez que possuem níveis abundantes de 

GSH (MYTILINEOU, KRAMER & YABUT, 2002). Além disso, a manutenção dos 

níveis de glutationa pode fornecer uma alternativa terapêutica para doenças 

neurodegenerativas como a doença de Parkinson (SMEYNE & SMEYNE, 2013). 

Juntos, esses resultados sugerem efeitos promissores da capacidade 

antioxidante da naringenina e seus derivados de síntese de manter os níveis de 

GSH na cultura primária de glia enriquecida de astrócitos, desempenhando um 

papel importante como agentes neuroprotetores.  Nenhuma alteração nos níveis 

de GSH foi observada nas demais moléculas quando comparadas ao DMSO 

0,05%. 
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6.3.2 - LPS e crisina promovem aumento dos níveis da superóxido 
dismutase 
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Figura 14 - Atividade total de superóxido dismutase (SOD) em cultura primária de glia enriquecida 
de astrócitos após tratamentos. Médias e erros padrão de quatro réplicas analisados pelo teste 
de Kruskal Wallis-ANOVA seguido de pós-teste de Dunn. **** p < 0,0001 quando comparados 
com o DMSO 0,01%; ####p≤ 0,0001 quando comparado com o controle LPS 1µg/mL. 

 

 

A atividade da superóxido dismutase total (SOD) foi avaliada para investigar sua 

associação com o potencial antioxidante dos flavonoides e derivados prenilados. 

Para isto foi utilizado uma densidade celular de 12 milhões por tratamento, de 

células da cultura primária de glia enriquecida de astrócitos que foram 

submetidas ao estímulo inflamatório com LPS (1 µg/mL) por 24 horas e após 

este período, feito o tratamento com as moléculas de flavonoides (10µM) por 

mais 24h.  

Os homogenatos celulares foram submetidos ao teste do NBT com subsequente 

quantificação de proteinas (descrito em materiais e métodos). O LPS promoveu 

maior atividade SOD total induzida em comparação com o controle negativo 
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DMSO 0,01%, apresentando-se de forma significativa. O Lipopolissacarídeo é 

uma endotoxina presente na parede celular de bactérias, agonista do receptor 

toll-like 4 (TLR4) que ativa fatores de transcrição na produção de citocinas como 

TNF, IL-1, IL-6, IL-8 (FARHANA & KHAN, 2021) além de dano celular devido à 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e, portanto, bem descrito como 

modelo de neuroinflamação (ALSHEHRI & IMAM, 2021; HSU & WEN, 2002).  

Além disso as moléculas isoladas: naringenina, (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina e 

7-O-prenilnaringenina, tiveram resultados similares ao controle DMSO e quando 

comparadas ao LPS não promoveram aumento da SOD. Em contrapartida, a 

crisina aumentou de forma significativa os níveis de SOD quando comparado ao 

LPS, demonstrando capacidade antioxidante através do aumento do número de 

enzimas, efeito também demonstrado por Rashno et al., (2019).  
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6.3.3 Flavonoides e derivados modulam diferencialmente a produção de 
óxido nítrico 
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Figura 15 - Níveis de nitrito, forma estável de oxido nítrico (NO) determinados pela reação de 
Griess no sobrenadante de culturas primárias de células gliais enriquecidas de astrócitos após 
tratamentos. Foram considerados resultados de 3 experimentos independentes analisados pelo 
teste de Kruskal Wallis-ANOVA seguido de pós-teste de Dunn. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 
0,001 **** p < 0,0001 quando comparados com o LPS 1µg/mL; #p≤ 0,0001 quando comparado 
com o controle DMSO 0,01%. 

 

As culturas foram tratadas no primeiro dia com LPS (1 µg/mL) por 24 h e após 

este período, foram tratadas com as moléculas do estudo (10µM) por 24h. O 

tratamento com LPS induziu um aumento significativo de NO em comparação 

com o controle (DMSO 0,01%). Este aumento de óxido nítrico promovido pelo 

LPS foi significativamente reduzido pelos tratamentos de cada moléculas de 

flavonoides e derivados de síntese no tratamento concomitante, comparado ao 

estímulo inflamatório isolado.  Além disso, foi possível demonstrar que as 

moléculas em tratamento isolado, não induziram a produção de óxido nítrico de 

forma significativa em comparação com o estímulo inflamatório LPS (Fig.15) 

Uma vez que microglia e principalmente astrócitos expressam iNOS, enzima que 

permite a produção de óxido nítrico mediante condições inflamatórias, a 

astrogliose reativa pode contribuir para o estresse oxidativo através dos altos 

níveis de óxido nítrico (SHENG et al., 2011), como demonstrados neste trabalho.
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6.3.4 Flavonoides e derivados modulam diferencialmente a morfologia de células da glia em culturas de glia enriquecidas 

de astrócitos  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Fotomicrografias evidenciando a morfologia de células após coloração de Rosenfeld em culturas primárias de células gliais enriquecidas de 
astrócitos após tratamentos. Cultura de células expostas ao controle DMSO 0,05%, LPS 1µg/mL e flavonoides e derivados de síntese isolado e em cotratamento 
(10µM) após 24 horas de tratamento. Objetiva 10X, scale bars = 200µm. Setas pretas indicam alterações morfológicas.
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Para investigar as alterações morfológicas na cultura primária de glia enriquecida 

de astrócitos em resposta ao estímulo inflamatório com o LPS 1µg/mL e 

subsequentes tratamentos com os flavonoides e derivados de síntese, foi 

realizado a coloração destas células com o corante pancrômico Rosenfeld. No 

primeiro dia deste experimento, foi realizado o estímulo inflamatório com o LPS 

e após 24h feito o tratamento com as moléculas de flavonoides e derivados de 

síntese por mais 24h.  

No tratamento com o LPS, observou-se a coloração do citoplasma em roxo e 

núcleos em roxo intenso, aumento dos prolongamentos das células que se 

apresentaram mais fibrosas e com prolongamentos ramificados, quando 

comparados ao controle DMSO 0,01%, indicativo de reatividade astrocitária. 

Essas alterações também são vistas no tratamento concomitante dos 

flavonoides com o LPS, porém de forma menos intensa do estímulo inflamatório 

isolado. Nos tratamentos com os flavonoides apigenina e crisina, houve 

mudanças na manutenção do corpo celular e celularidade, onde as células 

apresentaram-se de forma reduzida, com retração do núcleo e aumento de 

processos fibrosos (Fig.16), quando comparada ao controle DMSO, de fenótipo 

plano e poligonal distribuídos homogeneamente sobre a densa camada 

astroglial.   

Nos tratamentos isolados com as moléculas, foi possível observar a manutenção 

da morfologia celular. Não foram observados vacúolos citoplasmáticos nos 

tratamentos e em todos os tratamentos concomitantes, as moléculas modularam 

a não progressão de alterações morfológicas promovidas pelo LPS, nas 

alterações celulares, preservando a morfologia e celularidade mais próximas do 

controle.  
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7 DISCUSSÃO 

Embora a etiologia das doenças neurodegenerativas permaneça pouco clara, 

evidências crescentes demonstram que o estresse oxidativo, e consequente 

neuroinflamação, desempenha um papel importante na fisiopatologia dessas 

doenças (CAROCCI et al., 2018). Com o objetivo de investigar as propriedades 

antioxidantes e antiinflamatórias de compostos polifenólicos e derivados de 

síntese prenilados com ácido senecioico, o presente trabalho foi desenvolvido a 

fim de avaliar estas duas propriedades, prospectando os flavonoides como 

agentes farmacológicos adjuvantes em modelo in vitro de neuroinflamação.  

Para tanto, foi realizado um screening cell free de atividade antioxidante, em 

seguida investigou-se os efeitos das moléculas na resposta astrocitária e na 

modulação da neuroinflamação de culturas primárias de ratos Wistar neonatos 

(Protocolo nº 6731220818 (ID 000058), submetidos ou não ao estímulo 

inflamatório com LPS. 

Flavonoides fazem parte de um grande grupo de polifenóis bioativos, 

componentes da dieta humana e importantes antioxidantes e antiinflamatórios 

naturais (CHEN et al., 2005; MALEKI, CRESPO & CABANILLAS, 2019). A 

naringenina é uma das flavanonas mais abundantes em frutas cítricas e dentre 

suas diversas propriedades, destaca-se pela capacidade antioxidante (JABBARI 

& JABBARI, 2016). Até o momento, vários métodos foram desenvolvidos para 

medir a capacidade antioxidante de compostos bioativos naturais, dentre eles o 

DPPH. O ensaio envolvendo a eliminação do radical livre DPPH é um dos mais 

utilizados devido ao seu baixo custo, rapidez e acessibilidade para medição de 

propriedades antioxidantes de substâncias e extratos fenólicos (BLOIS, 1958; 

BALIYAN et al., 2022). A naringina e sua aglicona naringenina possuem 

atividades anti-inflamatórias e antioxidantes (TRIPOLI et al., 2007). A naringina 

apresentou menor atividade de eliminação do radical DPPH do que a naringenina 

(Fig. 6). Essa diferença de atividade antioxidante entre as moléculas 

possivelmente é devido a porção glicosídica, presente na posição 7 do anel A da 

naringina, que resulta em impedimento estérico do grupo de eliminação (ALAM 

et al., 2014). Os derivados prenilados apresentaram capacidade de eliminação 

do DPPH similar ao da naringenina, com destaque para a molécula diprenilada 

(S)-7,4’-O-diprenilnaringenina que apresentou similaridade com o trolox. 
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Prenilflavonoides possuem propriedades redutoras do DPPH (JUNG et al., 

2008), demonstrando serem até mais potentes do que seus flavonoides originais, 

sem o grupamento prenílico (MUKAI, 2018). Em contrapartida, algumas 

moléculas que apresentam na sua estrutura a dupla ligação C2-C3 presente nas 

flavonas: apigenina, crisina e rhoifolina, geralmente descrita na literatura como 

um elemento estrutural que aumenta a capacidade de eliminação de radicais 

livres (RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1996), os resultados obtidos (Fig.6) 

demonstraram atividade de eliminação de DPPH muito baixa, em comparação 

com trolox. Segundo Pannala et al., (2001) e Burda & Oleszek (2001), flavonas 

que não possuem o grupo catecol em sua estrutura também são relativamente 

instáveis e fracas sequestradores de radicais livres.  

Além disso, de forma geral, a hesperidina esboçou capacidade antioxidante com 

maior sequestro do radical livre DPPH dentre os flavonoides estudados (Fig. 6) 

apresentando-se como pouco significativo ou não significativo na concentração 

de 1 µM e 10 µM, respectivamente, devido à similaridade ao trolox. Esta forte 

atividade da hesperidina no sequestro do DPPH também foi demonstrada por Al-

Rikabi et al., (2020) e Wilmsen, Spada & Salvador (2005) em concentrações 

similares às deste estudo.  

O contraste de atividade eliminadora do DPPH entre os flavonoides glicosídicos 

naringina, rhoifolina e hesperidina pode ser justificado devido a porção 

glicosídica. Segundo Xiao (2017), moléculas glicosiladas tem menor quantidade 

de grupos fenólicos livres disponíveis, com atividade antioxidante reduzida ao 

passo que aumenta as porções glicosídicas, posição e estrutura dos açúcares 

em testes in vitro, como o DPPH. Em contrapartida, a glicosilação de flavonoides, 

em meios biológicos, melhora a estabilidade dessas moléculas uma vez que há 

o bloqueio dos grupos fenólicos, susceptíveis a oxidação ou ataque de radicais 

livres (SLÁMOVÁ, KAPEŠOVÁ & VALENTOVÁ, 2018). Uma desvantagem do 

ensaio DPPH é a inacessibilidade estérica, ou seja, moléculas estruturalmente 

desfavoráveis têm menores chances de acessar o radical livre, resultando em 

menores valores de eliminação do DPPH (APAK et al., 2007). 

Também foi analisado a viabilidade e proliferação celular através da mensuração 

das desidrogenases mitocondriais. Quando as células de GL-15 e C6 foram 

tratadas por 24 horas com os flavonoides e derivados sintéticos, observou-se 

redução da viabilidade a partir de 1 µM com efeitos mais pronunciados nas 
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concentrações de 50 e 100 µM além de mudanças na morfologia celular, 

observadas através da microscopia por contraste diferencial (Fig. 8 e 10). Wang 

et al., (2018) e Coelho et al., (2016) demonstraram que flavonoides como crisina 

e apigenina, possuem alta capacidade antiproliferativa em células astrocitárias 

humanas (U251 e U87) e murina (C6), além de apresentarem efeitos 

morfogênicos. A condensação da cromatina (Fig.10) também é um efeito 

promovido por outros flavonoides como a hesperidina, em concentrações de 100 

µM em células proliferativas (PARK et al., 2007). Segundo Santos e 

colaboradores (2011), essas mudanças morfológicas promovidas pelos 

flavonoides, são característicos de processos pró apoptóticos onde as células 

apresentam retração do citoplasma e núcleos condensados bem como redução 

na celularidade. 

Estima-se que a substituição de grupos prenil em flavonoides, aumenta a relação 

de hidrofobicidade da molécula o que acarreta o maior acúmulo intracelular e 

consequentemente maior efeito tóxico (TERAO & MUKAI, 2014). O flavonoide 

naringenina, exibiu menos efeitos tóxicos na linhagem C6 na mesma 

concentração (100µM) do que seu derivado monoprenilado 7-O-

prenilnaringenina (Fig.9). Stompor; Uram e Podgórski, (2017) compararam a 

atividade da naringenina e 8-prenilnaringenina e concluíram que a citotoxicidade 

promovida pelo flavonoide prenilado era maior que o seu flavonoide de origem. 

As linhagens celulares são frequentemente usadas como modelo de estudo, pois 

são mais fáceis de cultivar, rápidas de manipular e custam menos. Alguns 

parâmetros analisados podem se complementar comparando-se uma cultura 

primária e uma linhagem imortalizada (GALLAND et al., 2019) e para tanto foi 

utilizada a cultura primária de glia enriquecida de astrócitos derivadas de ratos 

neonatos Wistar a fim de comparar os achados de viabilidade celular. Esta 

cultura é de forma geral, de fácil preparação e os astrócitos podem ser obtidos 

de todas as regiões do SNC e em qualquer idade embora o mais desejável seja 

em roedores de 2 a 3 dias pós-natal, no momento ideal da astrogênese (LIM & 

BOSCH, 1990). 

Neste trabalho foi demonstrado que na cultura primária enriquecida de astrócito 

houve um aumento da viabilidade celular (Fig.11), que pode estar correlacionada 

à proliferação astrocitárias (HAMBY & SOFRONIEW, 2010). Houve redução da 

viabilidade celular e mudanças significativas na morfologia celular quando as 
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células foram submetidas apenas aos tratamentos de altas concentrações (100 

µM) com crisina e apigenina. Estes resultados reiteram a alta capacidade 

morfogênica dos flavonoides e derivados prenilados. 

Além destes, muitos modelos in vitro têm sido utilizados para o estudo celular e 

avaliação dos fatores que levam ao estresse oxidativo e a neuroinflamação. A 

cultura primária de glia enriquecida de astrócitos, já bem estabelecida no LabNq 

de acordo com o protocolo de Cookson & Pentreath (1994) modificado, foi 

utilizada neste trabalho como modelo experimental a fim de investigar ação 

antiinflamatória dos flavonoides e derivados de síntese induzido por 

lipopolissacarídeo (CZAPSKI et al., 2007) de Escherichia coli e ação antioxidante 

através de avaliações enzimáticas. 

Os astrócitos são as principais células da glia e desempenham papeis críticos 

no SNC. Participam ativamente de várias funções como controle osmótico, 

permeabilidade da barreira hemato encefálica e papel significativo na 

manutenção dos antioxidantes (SIMARD & NEDERGAARD, 2004; OWENS, 

BECHMANN & ENGELHARDT, 2008; WILSON, 1997; LIDDELL et al., 2010). 

Mudanças redox aliadas a desregulação nos mecanismos antioxidantes levam 

ao estresse oxidativo e neuroinflamação (SHENG et al., 2013; TAYLOR, MAIN 

& CRACK, 2013), que estão correlacionados a astrogliose reativa. A astrogliose 

reativa é um conjunto de alterações que ocorrem nos astrócitos em resposta a 

lesões ou doenças do SNC que se traduzem através de mudanças bioquímicas, 

morfológicas e na desregulação dos mecanismos antioxidantes (MOULSON et 

al., 2021). 

Dentre esses mecanismos antioxidantes, a glutationa que é um tripeptídeo com 

grupo tiol na sua estrutura, é considerada o antioxidante de baixo peso molecular 

mais abundante no encéfalo (RAE & WILLIAMS, 2017).  Neste trabalho, foi 

possível estudar os efeitos de flavonoides e derivados prenilados na depleção 

da GSH através da utilização do monoclorobimano, modelo bem estabelecido 

para análise da glutationa em células gliais (CHATTERJEE et al., 1999). 

Uma vez que os astrócitos produzem sua própria glutationa e fornecem 

precursores para a síntese de GSH aos neurônios vizinhos (AOYAMA, 2021), a 

depleção da GSH no astrócito está implicada no controle do estresse oxidativo 

(SALIM, 2017). Na figura 13 foi demonstrada a ausência de fluorescência no 
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tratamento com o BSO, inibidor da GSH, e aumento expressivo nos níveis deste 

antioxidante quando as células da cultura primária de glia enriquecida de 

astrócitos foram tratadas com a naringenina e seus derivados prenilados. Os 

demais flavonoides parecem não aumentar os níveis de GSH intracelular na 

concentração testada comparado ao controle DMSO 0,05%. Um estudo recente 

demonstrou que alguns flavonoides têm capacidade de modular os níveis de 

glutationa através do influxo de cisteina ou através da modulação da γ-GCS, 

limitantes para a síntese de GSH (Ul HASSAN et al., 2022) uma vez que 

glutamato e glicina estão em concentrações intracelulares relativamente altas 

(MAHER, 2009). Para confirmar esta hipótese de modulação da γ-GCS estudos 

complementares seriam necessários. 

As espécies reativas são importantes para o funcionamento fisiológico do 

cérebro (BECKHAUSER, FRANCIS-OLIVEIRA & DE PASQUALE, 2016) e os 

astrócitos participam ativamente da regulação redox produzindo antioxidantes 

como GSH e SOD, liberando-os no microambiente (MC BEAN, 2018). Para este 

ensaio foram escolhidas 04 moléculas para a investigação enzimática da 

superóxido dismutase, através do tratamento isolado e/ou concomitante com o 

estímulo inflamatório LPS. Na figura 14 foi demonstrado o aumento da SOD 

perante estímulo inflamatório. O estudo de WANG et al., (2004) demonstrou que 

após estímulo com LPS, células gliais aumentavam a produção de espécies 

reativas. As moléculas de flavonoides e derivados de síntese preniladas não 

induziram o aumento do LPS, porém não tiveram efeitos significativos quando 

em tratamento concomitante comparado ao LPS, mantendo os níveis basais de 

SOD quando comparados ao controle DMSO. Isto pode ser um indicativo que o 

potencial antioxidante destas moléculas: naringenina, (S)-7,4’-O-

diprenilnaringenina e 7-O-prenilnaringenina sejam por outras vias que não a 

superóxido dismutase e sim através da modulação dos níveis de GSH, como 

demonstrado na figura 12b.  

Por outro lado, o flavonoide crisina, induziu de forma significativa, quando 

comparado ao LPS, o aumento substancial da SOD (Fig. 14). Crisina, em 

tratamento isolado, não induziu produção de óxido nítrico (Fig.15). Isso denota 

que o aumento da SOD, neste ensaio, após tratamento com crisina, não está 

vinculado ao aumento de NO, mas que pode estar correlacionado ao aumento 

de outras espécies reativas que não foram estudadas neste trabalho ou ativação 
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de uma das isoformas da SOD. Tendo em vista que a SOD possui 3 isoformas 

que estão em locais diferentes na célula, a sua ativação após alguns 

tratamentos, pode ser distinta.  Ishihara et al., (2015) demonstraram que não 

houve alterações nos níveis de mRNA de SOD2 após o tratamento com LPS 

durante os experimentos em células astrocitárias. Além disso, os níveis de SOD 

3 são maiores em astrócitos do que em neurônios e microglias. Em contrapartida, 

Iitsuka et al., (2012) demonstraram que a estimulação por LPS aumentou a 

atividade da SOD no meio, analisados por RT-PCR. Uma vez que a SOD na 

superfície celular é liberada no meio por estimulação de LPS (provavelmente a 

SOD-3, por ser a isoforma extracelular), a síntese proteica desta enzima 

aumenta para recuperar a atividade da superfície celular.  

Como o ensaio do NBT não distingue as isoformas de SOD, devido a sua 

heterogeneidade, pode acontecer uma ativação diferencial desta enzima após 

os tratamentos com os flavonoides e derivados prenilados. Estudos 

complementares são necessários para esclarecer esta hipótese. 

Astrócitos expressam todas as três isoformas de NOS, incluindo a óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS), ativada por estímulos inflamatórios (GIBSON, 

COUGHLAN & MURPHY, 2005). Agonistas do receptor TRL4, como o LPS, 

induz a iNOS e subsequente formação de óxido nítrico (NO), isto é 

particularmente evidenciado em astrócitos de ratos e camundongos (SAHA & 

PAHAN, 2006). Além disso, astrócitos reativos liberam neurotoxinas como: 

espécies reativas de oxigênio, o próprio óxido nítrico, metaloproteinases e 

citocinas pró inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α)  

(LINDHOUT et al., 2021) contribuindo ainda mais para a exacerbação da 

resposta inflamatória astrocitária.  

Neste trabalho foi demonstrado que o tratamento com o LPS induziu o aumento 

do óxido nítrico. Em contrapartida, houve redução significativa do óxido nítrico 

quando em tratamento concomitante com os flavonoides e derivados prenilados 

(Fig.15).  Diversos estudos demonstram que flavonoides e flavonoides 

prenilados possuem capacidade de reduzir o NO, incluindo em tratamentos 

concomitantes (BALEZ et al., 2016; JO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2020; 

BAI et al., 2019; LEE, KIM & RYU, 2005; FRATTARUOLO et al., 2019; 

HISANAGA et al., 2016). Apesar do NO ser um neuromediador importante em 

condições fisiológicas, em estados disfuncionais, a sua combinação com outras 
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espécies reativas como o superóxido gera o peroxinitrito (ONOO-), que está 

associado a diversas condições patológicas, incluindo neuroinflamação e 

doenças neurodegenerativas (JUSTO & SUEMOTO, 2022; LIY et al., 2021; 

BROOM et al., 2006). Esta redução do NO promovida pelos flavonoides, pode 

ser devido a reações de neutralização do peroxinitrito através da doação de 

elétrons (POLLARD et al., 2006). Portanto a inibição da produção excessiva do 

NO pode ser um mecanismo neuroprotetor tendo em vista que tem papel crucial 

nos mecanismos de desenvolvimento e manutenção das doenças 

neurodegenerativas. 

Para melhor caracterizar a morfologia celular foi utilizada a coloração de 

Rosenfeld que é uma técnica bem estabelecida para análise da morfologia 

celular de células gliais (ROSENFELD, 1947; SILVA et al., 2008). A hipertrofia 

astrocitária, aumento do número celular e acúmulo de filamentos como GFAP 

(WILHELMSSON et al., 2006; HOL & PEKNY, 2015) são característica da 

astrogliose reativa e fatores pró inflamatórios como indução da iNOS promovidos 

pelo LPS, estão implicados em mudanças morfológicas (RODGERS et al., 2020). 

Neste trabalho, a coloração de Rosenfeld foi utilizada para observar a 

capacidade dos flavonoides e derivados de síntese em induzir alterações 

morfológicas na cultura primária enriquecida de astrócitos.  

Nossos achados demonstraram que o tratamento com o estímulo inflamatório 

LPS promoveu alterações morfológicas (Fig.16) como aumento da hipertrofia dos 

astrócitos e núcleos condensados, indicativos de astrogliose reativa (BURDA & 

SOFRONIEW, 2014).  Algumas alterações morfológicas similares ao tratamento 

com o LPS foram observadas quando as células da cultura primária foram 

tratadas isoladamente com apigenina e crisina. Segundo Silva et al., (2008) e 

Santos et al., (2011), alguns flavonoides como a rutina, crisina e apigenina são 

capazes de gerar mudanças morfológicas em células gliais.  

Um estudo anterior do nosso grupo de trabalho evidenciou que flavonoides em 

tratamento concomitante atenuaram a progressão das mudanças morfológicas, 

reduzindo os efeitos inflamatórios do LPS nas células gliais (DOURADO et al., 

2020). Estudos que demonstram a capacidade de modulação de células 

astrocitárias quanto a mudanças morfológicas promovidas por compostos 

fenólicos que contenham o grupo prenil em sua estrutura, não foram 
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encontrados. Em contrapartida, o estudo de Henneman et al., (2018) apontou a 

capacidade de prenilflavonoides como o xanthohumol em preservar a morfologia 

celular em outros modelos de estudo, como o de células granulares do giro 

dentado em um estudo sobre epilepsia. Além disto, o estudo de Vafeiadou et al., 

(2009) demonstrou redução da expressão de TNF-a, iNOS e NO em células 

gliais ativadas por LPS e na modulação morfológica da rede de astrócitos quando 

as células foram tratadas com naringenina. Devido ao grupamento prenil garantir 

maior solubilidade para as moléculas de flavonoides e, portanto, maior 

permeabilidade pelas membranas lipofílicas da célula (BOOZARI, SOLTANI & 

IRANSHAHI, 2019), nossos achados sugerem que os derivados prenilados 

evitaram o avanço de alterações morfológicas promovidas pelo LPS nas células 

em tratamento concomitante. 
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9. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que: 

 

• Hesperidina e (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina apresentaram maior potencial 

antioxidante, naringenina e demais derivados prenilados apresentaram atividade 

antioxidante moderada, em comparação ao trolox na análise do potencial de 

eliminação do radical livre DPPH•; 

• O derivado monoprenilado da naringenina, 7-O-prenilnaringenina, apresentou 

maior potencial citotóxico para as células astrocitárias proliferativas de GL15 

(humanas) e C6 (murinos), no entanto, não induziu toxicidade e mudanças 

morfológicas para as células da cultura primária enriquecida de astrócitos; 

• Os flavonoides e derivados de síntese apresentaram potencial anti-inflamatório 

e antioxidante caracterizado pela redução de mediadores inflamatórios como o 

óxido nítrico; 

• A naringenina e seus derivados de síntese apresentaram ação antioxidante 

com potencial modulador da GSH; 

• Crisina e apigenina apresentaram potencial morfogênico e as demais 

moléculas deste estudo preservaram a morfologia astrocitária em tratamento 

isolado além de promoverem reversão das mudanças morfológicas relacionadas 

a processos neuroinflamatórios promovidos pelo LPS, observados na 

microscopia de contraste de interferência diferencial, quando em tratamento 

isolado.  

• O LPS induziu estresse oxidativo, a crisina induziu o aumento do número de 

enzimas superóxido dismutase e demais moléculas não interferiram nos níveis 

enzimáticos. 

 

O conjunto dos resultados obtidos neste estudo, através da redução de radicais 

livres e de moduladores inflamatórios como o óxido nítrico, modulação de 

componentes antioxidantes e através da redução da astrogliose reativa induzida 

pelo lipopolissacarídeo, permitem confirmar a hipótese de que flavonoides e 

derivados de síntese prenilados possuem capacidade antineuroinflamatória e 
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antioxidante. No entanto, mais estudos são necessários a fim de compreender 

melhor quais são os mecanismos de ação dos flavonoides e derivados de síntese 

no modelo de neuroinflamação. 
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