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RESUMO 

 

Uso de complexos metálicos de magnésio com fenólicos coordenados para 

inibição do estresse oxidativo e estudo antioxidante 

 

Autor: Carla Sthefane Pêpe Matos 

Orientador: Prof. Dr. Eldevan dos Santos Silva 

Co-orientador: Prof. Dr. Cleber Galvão Novaes 

 

 

RESUMO: O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre espécies reativas de 

oxigênio/nitrogênio e a capacidade do organismo de neutralizar sua ação pelo efeito 

antioxidante. Esse desequilíbrio pode resultar no agravamento de doenças 

degenerativas como Alzhaimer, Parkson, Câncer e Diabetes. Este trabalho visou 

estudar a inibição do estresse oxidativo utilizando complexo metálico antioxidante de 

magnésio com fenólicos coordenados, bem com sua toxicidade frente ao zebrafish. O 

estudo de inibição do radical superóxido foi realizado utilizando o ensaio com 

VitB2/MET/NBT, obtendo uma inibição de 85% para o complexo Mg-isovanilico, contra 

58% para o ácido isovanílico livre. A inibição dos radicais ABTS•+ e DPPH• foram 

estudadas através dos espectros do UV-Vis e EPR, respectivamente. O Mg-isovanilico 

apresentou IC50 de 37,15 μmolL-1 e o isovanilato de 81,78 μmolL-1, demonstrando 

excelente capacidade de inibição do radical ABTS•+. A desativação do 1O2 utilizando 

o sequestrador TEMP, tanto para o ácido isovanilico quanto para o complexo não 

inibiu o radical TEMPO (IC50 1391±9 e 1200±12 µmolL-1, respectivamente), pois 

possui alta estabilidade. O efeito do Mg-isovanilico foi estudado no peixe-zebra 

através da atividade da acetilcolinesterase no cérebro, CAT e GST no trato digestivo, 

não demonstrando nenhuma alteração no efeito dessas enzimas, além de reduzir a 

atividade da enzima LPO em meio aquático em todas as concentrações estudadas. 

Esta pesquisa mostrou que o Mg-isovanilico é capaz de atuar contra o estresse 

oxidativo, não possuindo nenhum efeito tóxico ao peixe. Contudo, novos estudos 

precisam ser realizados a fim de esclarecer sua possível atividade frente às doenças 

neurodegenerativas ocasionadas pelo estresse oxidativo e seu possível uso em 

humanos.  

 

Palavras-chave: Estresse oxidativo, composto metálico, isovanilato, zebrafish. 



ABSTRACT 

 

Use of magnesium metal complexes with coordinated phenolics to inhibit 

oxidative stress and antioxidant study  

 

Author: Carla Sthefane Pêpe Matos 

Advisor: Prof. Dr. Eldevan dos Santos Silva 

Co-advisor: Prof. Dr. Cleber Galvão Novaes 

 

 

ABSTRACT: Oxidative stress is the imbalance between reactive oxygen/nitrogen 

species and the body's ability to neutralize its action through the antioxidant effect. This 

imbalance can result in the aggravation of degenerative diseases, such as Alzheimer's, 

Parkson, Cancer, and Diabetes. This work aimed to study the effects of the inhibition 

of oxidative stress using magnesium antioxidant metal complex with coordinated 

phenolics, as well as its toxicity against zebrafish. The superoxide radical inhibition 

study was carried out using the VitB2/MET/NBT assay, obtaining an inhibition of 85% 

for the Mg-isovanillic complex, against 58% for the free isovanillic acid. The inhibition 

of ABTS•+ and DPPH• radicals was studied through the UV-Vis and EPR spectra, 

respectively. The Mg-isovanillic presented IC50 of 37.15 μmolL-1 and the isovanilate 

of 81.78 μmolL-1, demonstrating an excellent capacity to inhibit the ABTS•+ radical. 

The deactivation of 1O2 using the TEMP scavenger, both for isovanillic acid and for the 

complex did not inhibit the TEMPO radical (IC50 1391±9 and 1200±12 µmolL-1, 

respectively), as it has high stability. The effect of Mg-isovanillic was studied in 

zebrafish through the activity of acetylcholinesterase in the brain, CAT and GST in the 

digestive tract, showing no change in the effect of these enzymes, in addition to 

reducing the activity of the LPO enzyme in the aquatic environment in all of the 

concentrations studied. This research showed that Mg-isovanillic is able to act against 

oxidative stress, not having any toxic effect on fish. However, further studies need to 

be carried out in order to clarify its possible activity against neurodegenerative 

diseases caused by oxidative stress and its possible use in humans. 

 

 

Keywords: Oxidative stress, metallic compound, isovanilate, zebrafish. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Desde que foi introduzido por Helmus Sies em 1979, o estresse oxidativo tem 

sido estudado dentro do campo da biologia redox, tendo ocorrido uma evolução nos 

conceitos de patologias relacionadas ao mesmo1. Sabe-se que o dano oxidativo 

contribui para diversas patologias, envolvendo múltiplos mecanismos pelos quais os 

oxidantes podem atuar. No entanto, seu grau de participação na patologia das 

doenças são bastantes variáveis2. 

O estresse oxidativo ocorre nas células devido às espécies reativas do oxigênio 

e nitrogênio, denominadas radicais livres. Os radicais livres são átomos ou moléculas 

que podem apresentar um, dois ou nenhum elétron livre. Sua produção é contínua, 

pois cumpre funções biológicas relevantes durante os processos metabólicos, como 

a mediação da transferência de elétrons em reações bioquímicas1. Entretanto, os 

radicais livres são muito reativos e atacam qualquer célula para se estabilizar, 

trazendo prejuízos ao meio biológico3.  

Algumas doenças degenerativas como Doença de Alzheimer (DA) e Doença 

de Parkinson (DP) estão diretamente relacionadas ao estresse oxidativo, sendo que 

este desempenha um papel importante na patogênese da DA, uma vez que, uma 

característica importante dessa patologia é a presença de danos oxidativos em 

lipídeos e proteínas neuronais4. 

Da mesma maneira, a DP é uma infecção crônica que afeta progressivamente 

o sistema nervoso. Genes com sensor redox para estresse oxidativo foram 

identificados na DP e linhas de evidência sugerem que o metabolismo da dopamina, 

altos níveis de ferro e cálcio no sistema nervoso, disfunção mitocondrial e 

neuroinflamação contribuem para o aumento do estresse oxidativo e perda neuronal 

dopaminérgica no cérebro de pacientes com essa doença5. 

 Um dos alvos celulares passíveis de ser atingido pelos radicais livres é o Ácido 

Desoxirribonucleico (DNA), o que pode levar ao desenvolvimento de câncer. Células 

tronco cancerosas retém certa quantidade de radicais livres, logo a geração destes 

durante a quimioterapia pode fazer tais células adquirir resistência, aumentando, 

assim, a quantidade de células cancerosas resistentes6.  

A hiperglicemia é um dos fatores na geração de radicais livres, aumentando o 

estresse oxidativo no diabetes pela ativação de diversas enzimas. Além disso, a 

hiperglicemia ainda causa a redução da atividade das enzimas glutationa (GSH), 
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superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), que são catalisadores enzimáticos de 

radicais livres, aumentando assim o estresse oxidativo7. 

 Com o objetivo de minimizar esse dano oxidativo, o sistema biológico produz 

substâncias antioxidantes enzimáticos que são capazes de catalisar os radicais livres 

em especies neutras. Entretanto, é necessário uma alimentação balanceada a base 

de  antioxidantes não enzimáticos como Vitamina C e E, polifenois, dentre outros. 

Porém, o estresse oxidativo decorre da insuficiência dessas substâncias 

antioxidantes8. 

 O magnésio associado a antioxidantes fenólicos tem surgido como um agente 

quelante importante na formação de complexos. Suas inúmeras funções celulares, 

baixa toxicidade e enzimáticas, bem como a capacidade de estabilizar radicais livres, 

o torna atraente para esse papel. Os complexos de magnésio são muito versáteis e 

ganharam papel essencial nas indústrias farmacêuticas, químicas e agrícolas9. 

A maioria das pesquisas médicas necessitam de modelos animais para ampliar 

o conhecimento sobre as causas e consequências das doenças humanas. O peixe 

Danio rerio tornou-se um organismo modelo cada vez mais popular na pesquisa 

biológica básica, pois dentre outros fatores, é pequeno, de baixo custo, fácil 

manutenção, de fácil acesso e possui seu genoma totalmente sequenciado10.  

Diante do exposto esse trabalho tem como objetivo estudar a inibição do 

estresse oxidativo utilizando complexo metálico antioxidante de magnésio com 

fenólicos coordenados, bem como avaliar sua atividade antioxidante. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre espécies reativas de oxigênio/ 

nitrogênio (ROS/RNS) e a capacidade do organismo de neutralizar sua ação pelo 

efeito antioxidante, ocorrendo a geração excessiva de radicais livres ou diminuição da 

velocidade de remoção destes11.  

Devido às suas necessidades energéticas, os organismos vivos desenvolveram 

um sistema para produção de energia11. Nos organismos aeróbicos, essa produção é 

feita a partir do oxigênio, sintetizando adenosina trifosfato (ATP). Durante esse 

processo, diversos radicais livres são produzidos, os quais estão envolvidos na 

produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização 

intercelular, imunidade e defesa celular e síntese de substâncias biológicas12. 

Os radicais livres são átomos que possuem um par de elétron não pareados, 

os quais, devido sua alta reatividade, precisam doar ou receber elétrons de outro 

átomo para se estabilizar. No entanto, alguns deles não apresentam elétrons 

desemparelhados em sua última camada, embora participem das reações de 

oxirredução, sendo melhor denominados ROS e RNS13. 

Na cadeia respiratória, última etapa da respiração celular, as moléculas de 

Nicotinamida Adenina Dinucleótido (NADH) produzidas ao longo dos processos 

anteriores doam 2H+ e 2e- ao complexo I, presente na membrana interna da 

mitocôndria (figura 1). Estes elétrons são bombeados através da Ubiquinona até o 

complexo III, e deste para o citocromo C, da onde vai para o complexo IV, fornecendo 

energia para bombear moléculas de O2 para a região externa14.  

 

Figura 1. Produção de ROS na cadeia respiratória. 

 

Esses elétrons saem do Complexo IV e reduzem uma molécula de O2 a uma 

molécula de água, através da reação descrita na reação 1. O oxigênio possui dois 

Parte Interna 

Parte Externa 
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elétrons desemparelhados em orbitais antiligantes, conforme seu orbital molecular 

(figura 2). Ao receber 1e-, o O2 se transforma em O2
-, que entra no primeiro orbital, 

considerado o ROS primário. Este, ao receber o segundo elétron, que emparelha com 

o segundo elétron desemparelhado, se torna o O2
2-, que através da ação da enzima 

superóxido dismutase 2 (SOD2) mais 2H+, forma H2O2, que na presença de Fe2+, 

oxida a Fe3+, gerando o radical OH-, que finalmente gera uma molécula de H2O. No 

entanto, alguns destes elétrons escapam da mitocôndria e reagem com O2 não 

reduzido, formando ROS como O2
•-, H2O2 e OH.-, que são potencialmente tóxicos15. 

 

(Reação 1) 

 

Figura 2. Orbital Molecular do Oxigênio. 
 

Os RNS fazem parte de uma família de moléculas microbicidas derivadas do 

óxido nítrico (NO). O NO é uma molécula sinalizadora que desempenha um papel 

fundamental na patogênese da inflamação. Ele promove o efeito anti-inflamatório em 

condições fisiológicas normais. Por outro lado, o NO é considerado um mediador pró-

inflamatório que induz a inflamação devido à superprodução em situações anormais16. 

Acredita-se que o NO induz vasodilatação no sistema cardiovascular, atua nas 

respostas imunes por citocinas, é um potente neurotransmissor nas sinapses dos 

neurônios e contribui para a regulação da apoptose. O NO está envolvido na 

patogênese de distúrbios inflamatórios da articulação, intestino e pulmões16.  
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O radical NO é produzido em tecidos biológicos por sínteses de NO ao oxidar 

arginina em citrulina (figura 3), com auxílio de NADPH, utilizando 2O2. São produzidas 

por 3 enzimas: óxido nítrico sintetase neuronal (nNOS), óxido nítrico sintetase 

endotelial (eNOS) e óxido nitrico sintetase induzível (iNOS)17. 

 

 

Figura 3. Oxidação da L-arginina em L-citrulina através da ação de duas moléculas de oxigênio e dois 
NADPH. 

 

As enzimas nNOS e eNOS são reguladas por íons de cálcio ligados à proteína 

calmodulina, e são essenciais para a célula. Produzem NO em baixas concentrações, 

além de atuar como sinalizador em biomoléculas e vasodilatador. A iNOS é induzida 

por citocinas liberadas durante um processo inflamatório e produz NO em altas 

concentrações17.  

A concentração de NO no plasma, é controlada através de sua ligação com a 

oxihemoglobina presente em eritrócitos. Contudo, quando em excesso, o NO pode 

reagir com o O2
2-, gerando o radical peroxinitrito (ONOO-), molécula altamente reativa, 

que é capaz de induzir peroxidação lipídica e nitrosilação de muitas moléculas de 

tirosina que normalmente agem como mediadores da função enzimática e sinalizam 

transdução (DNA)17,18.  

O ONOO- pode se converter ainda mais a intermediários altamente tóxicos, 

como os radicais NO2
- e CO3

2-. As RNS estão associadas com a inativação enzimática 

e a ativação excessiva de genes pró-inflamatórios, como também estão envolvidas 

em várias doenças crônicas não-transmissíveis como doenças cardiovasculares, 

diabetes, hipertensão, síndrome metabólica, artrite reumatóide e doenças 

neurodegenerativas (doença de Alzheimer, doença de Parkinson)16,18,19.  

 

2.2. Doenças relacionadas ao estresse oxidativo 
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Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na 

membrana e o seu alvo celular (proteínas, lipídios, carboidratos e DNA) está 

relacionado com seu sítio de formação8. Entretanto, ao agir sobre as células, 

provocam alterações cumulativas, até o ponto de morte da célula. Com o passar dos 

anos esse efeito cumulativo pode levar a perda de funções biológicas de proteínas, 

levando a flacidez da pele, dentre outras alterações que caracterizam o 

envelhecimento20.  

Foi estimado que o estresse oxidativo está correlacionado com mais de 100 

doenças, seja como fonte ou resultado. Seus danos como contribuintes para a 

fisiopatologia de muitos problemas crônicos de saúde, como doenças 

neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, doença de Huntington e esclerose lateral 

amiotrófica), doenças cardiovasculares e inflamatórias, diabetes e câncer já foram 

confirmados11. 

 

2.2.1 Doença de Alzheimer 

 

Uma das doenças neurodegenerativas mais comuns é a DA. Descrita pela 

primeira vez por Alois Alzheimer, foi definida como uma patologia progressiva 

associada à deterioração cognitiva e à demência. É uma doença multifatorial, que se 

apresenta nas formas esporádica ou genética4. A esporádica representa a maior parte 

dos casos e está relacionada a fatores ambientais, avanço da idade (geralmente após 

os 65 anos), aumento do estresse oxidativo, falha no metabolismo energético, dentre 

outros, enquanto a genética é mais rara e começa antes dos 65 anos4.  

A DA tem origem complexa, resultando na formação de placas de senis 

extracelulares e emaranhados neurofibrilares intracelulares nas células neuronais. 

Duas hipóteses explicam o mecanismo molecular da doença: a hipótese colinérgica e 

a hipótese da cascata amiloide22,23. 

De acordo com a hipótese da cascata amiloide, as enzimas α, β e γ-secretase 

realizam a proteólise sequencial da proteína APP, produzindo o peptídeo Aβ solúvel. 

Quando há um desequilíbrio no metabolismo dos peptídeos Aβ, ocorre o seu acúmulo 

nas placas senis, dando início a DA. Esse acúmulo resulta numa cascata de processos 

patogênicos, como a anormalidade da proteína TAU, que culmina na morte do córtex 

frontal e hipocampo22,23.  

A hipótese colinérgica baseia-se na observação de que a neurodegeneração 

afeta principalmente os neurônios colinérgicos, o que contribui para os sintomas da 
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DA. Esta perda de neurônios colinérgicos é acompanhada pela diminuição de 

marcadores colinérgicos, como a ChAT, e aumento da atividade da 

acetilcolinesterase24. 

 

2.2.2 Doença de Parkinson 

 

A DP é o segundo distúrbio neurodegenerativo mais comum e o distúrbio do 

movimento mais prevalente em todo o mundo. A maioria dos casos ocorrem de forma 

idiopática, contudo os fatores genéticos são responsáveis por aproximadamente 10% 

dos casos. Seus mecanismos patológicos são totalmente compreendidos, mas 

evidências crescentes implicam o estresse oxidativo e nitrosativo astrocítico na 

patogênese da DP27.  

Quanto mais despigmentada a substância negra, maior é a perda de dopamina. 

Isto junto à depleção nos neurônios dopaminérgicos resultam numa diminuição da 

atividade das áreas motoras do córtex cerebral, acarretando diminuição dos 

movimentos voluntários. A medida que a doença progride corpos citoplasmáticos 

chamados corpos de Lewys (corpos de inclusão citoplasmática dos eosinófilos 

existentes na substância negra do mesencéfalo) se aglomeram28. Além disso, 

mutações somáticas no DNAmt do gene ND5 (que codifica uma subunidade do 

complexo I) modificam a eficiência da enzima oxphos e do complexo I, contribuindo 

para a disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo encontrados na DP28,29.   

A dopamina sofre auto-oxidação para formar dopamina quinona e radicias livres. 

A ciclização da dopamina quinona gera aminocromo, que gera superóxido e desregula 

o NADPH. Quanto ao metabolismo, a dopamina é metabolizada pela MAO-B gerando 

3,4-dihidroxifenil-acetaldeído, amônia e H2O2. Entretanto, o H2O2 em neurônios 

dopaminérgicos reage com Fe2+ formando o radical OH∙-. A indução de MAO-B nos 

astrócitos leva à perda seletiva de neurônios dopaminérgicos no sistema nervoso30.  

O armazenamento de dopamina requer o transporte através do transportador 

VMAT2, cuja superexpressão confere proteção contra a toxicidade gerada por MPTP, 

sendo que neurônios dopaminérgicos com inibições de VMAT2 são mais vulneráveis 

ao estresse oxidativo. Por outro lado, os transportadores de dopamina são 

necessários na recaptação de dopamina e sua inibição também aumenta os níveis de 

dopamina citosólica, que é propensa a ser oxidada5.  
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2.3. Antioxidantes 

 

Os antioxidantes são substâncias que combatem o excesso de radicas livres, 

os quais mesmo em pouca concentração, conseguem inibir as taxas de oxidação 

através do fornecimento de elétrons. São classificados como enzimáticos e não 

enzimáticos13.  

Os antioxidantes enzimáticos desativam as espécies reativas de oxigênio e são 

encontradas por todo o corpo, tanto dentro como fora da célula, sendo algumas delas 

a SOD, CAT, GPx4, glutationa redutase (GR) e glutationa s-trasnferase (GST). Os não 

enzimáticos reagem com as espécies radicalares e são consumidos durante a reação, 

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

carotenóides, flavonoides, dentre outros 8.  

O sistema enzimático da SOD ocorre por dois tipos de enzimas. A primeira tem 

cobre e zinco como centro redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade não é 

afetada pelo estresse oxidativo, enquanto a segunda contém Mn2+ como centro redox, 

ocorre na mitocôndria e tem sua atividade aumentada com o estresse oxidativo. 

Primeiramente ocorre a redução do Cu2+ a Cu+ por um superóxido para a produção 

de O2 (reação 2) e, posteriormente, (reação 3) outra molécula de superóxido oxida o 

Cu+ para produção do peróxido de hidrogênio40. 

 

(Reação 2) Cu2ZnSOD + O2
•- → O2 + Cu1ZnSOD 

(Reação 3) Cu1ZnSOD + O2
•- + 2H+  → H2O2 + Cu2ZnSOD 

 

A catalase é uma enzima que existe em quase todos os organismos aeróbicos. 

Usa ferro ou manganês como cofator e catalisa a degradação ou redução do H2O2 em 

água e oxigênio molecular, consequentemente completando o processo de 

desintoxicação iniciado pela SOD. Está localizada principalmente nos peroxissomos, 

mas ausente nas mitocôndrias das células de mamíferos. Seu principal mecanismo 

de ação é a quebra do H2O2, como mostrado na reação 441. 

 

(Reação 4) 2 H2O2 → O2 + 2H2O 

 

A GPx4 converte H2O2 em água. Vem de um grupo de oito glutationas e se 

destaca por ser altamente específica ao atuar sobre a peroxidação lipídica, agindo 

nas mitocôndrias e no citosol. É uma hidroperoxidase fosfolipídica dependente do 
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selênio, sendo conhecida como uma peroxidase de seleno-cisteína e atua em 

colaboração com o GSH41,42. 

Seu mecanismo catalítico (figura 4) envolve a oxidação do sítio ativo selenolato 

para ácido selênico (1). Uma molécula de GSH é adicionada, transformando o ácido 

selênico num aduto de Se-SG (2). Uma segunda molécula de GSH é adicionada (3), 

regenerando o Se-SG em selenolato activo e GSSG43.  

 

 

Figura 4. Mecanismo catalítico da glutationa peroxidase. 

 

A vitamina E é um antioxidante não-enzimático, cujo termo é utilizado para 

designar os compostos lipossolúveis denominados tocoferóis. Dentre eles está o α-

tocoferol, principal forma encontrada no sangue e tecidos humanos e que possui 8 

isômeros, que podem exercer atividade antioxidante. Desempenha importante função 

na proteção das membranas das células e das lipoproteínas plasmáticas, agindo 

sinergicamente com outros compostos, como o selênio44.  

O α-tocoferol interrompe a reação em cadeia que ocorre na peroxidação lipídica, 

doando um átomo de hidrogênio a espécie reagente ROO-, tornando-se o radical α-

tocoferoxil. Posteriormente o ácido ascórbico (Vit. C) doa elétrons a esse radical, 

reduzindo-o novamente a α-tocoferol e se tornando um radical, que é novamente 

reduzido pelo NADH (figura 5)45. 
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Figura 5. Mecanismo antioxidante do α-tocoferol. 

 

O ácido ascórbico é uma vitamina hidrossolúvel essencial ao organismo. 

Devido sua estrutura, tem propriedades ácida e redutora, podendo doar ou receber 

elétrons. O ascorbato prontamente doa um elétron a radicais oxidantes 

potencialmente prejudiciais, como os radicais OH-, RO-, LOO-, GS- e TO-, gerando 

MDHA, que é relativamente não reativo, e pode ser reduzido de volta ao ascorbato 

pelas redutases dependentes de NADH e NADPH (Figura 6)46,47. 

 

 

Figura 6. Mecanismo antioxidante do ácido ascórbico. 

 

2.4. Complexos antioxidantes 

 

Sendo o cofator de várias doenças, o estresse oxidativo é um alvo atraente 

para a terapia. Ultimamente, vários compostos da medicina popular foram isolados e 

investigados para observar seus efeitos potenciais, tais como polifenóis, flavonóides, 

alcalóides e isoflavonas. Os estudos sobre esses compostos têm atraído os 

pesquisadores, pois o efeito terapêutico do composto é gradualmente revelado a partir 

dos achados, dentre eles efeitos contra os radicais livres48. 

Entre os antioxidantes naturais de origem vegetal, um lugar importante é 

ocupado por óleos essenciais, que são uma mistura de compostos voláteis isolados 

de plantas aromáticas49. Óleos essenciais podem ser uma alternativa plausível a 

medicamentos, como antibióticos, devido ao seu potencial para difundir a membrana 

celular do microrganismo, resultando na inibição do crescimento celular, bem como 

na capacidade de eliminar os radicais livres. Alguns óleos como timol, carvacrol e 
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eugenol mostraram ser capazes de reduzir as consequências do estresse oxidativo 

através da diminuição da atividade mitocondrial das células cancerosas50. 

Os antioxidantes podem atuar por: captura direta de ROS; inibição de enzimas 

cujo ciclo catalítico envolve espécies ROS de oxigênio reativo (LOX, COX, XO); 

modulação de expressão gênica (afetando SOD, CAT, GPx4, TR1); quelação de íons 

metálicos (particularmente de transição) que estão envolvidos em processos de 

formação de radicais; e prevenção do processo de peroxidação (reduzindo os radicais 

alcoxil e peroxil)51. 

Os complexos antioxidantes são compostos predominantemente por 

substâncias fenólicas e são reguladores eficazes dos processos de oxidação em 

sistemas biológicos, bem como de materiais poliméricos, gorduras e óleos alimentares, 

cosméticos e técnicos. Os compostos fenólicos são caracterizados por conter em sua 

estrutura química anel aromático com um ou mais substituintes hidroxílicos, incluindo 

seus grupos funcionais52. 

Dentre os compostos fenólicos encontram-se os flavonoides que constituem a 

maior parte dessa classe. A estrutura comum dos flavonoides é baseada em um 

arranjo de fenilbenzopirona de C6-C3-C6 (figura 7). Eles contêm anéis de fenil A e C 

ligados por três átomos de carbono que formam uma estrutura fechada do anel de 

pirano B53. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estrutura comum dos flavonoides. 

 

Os flavonoides são conhecidos por serem sintetizados pelas plantas em 

resposta à infecção microbiana. Sua atividade antioxidante é causada por sua 

capacidade de inibir enzimas pró-oxidantes, que formam complexos com os cátions 

de ferro e cobre e capturam radicais de oxigênio e nitrogênio sendo o doador de 

hidrogênio52. 



26 
 

A atividade do flavonoide depende da estrutura. Sua natureza química depende 

de sua classe estrutural, grau de hidroxilação, outras substituições e conjugações e 

grau de polimerização. Além disso, a quelação de metais pode ser crucial na 

prevenção da geração de radicais que danificam as biomoléculas alvo54. 

Os flavonóides apresentam mais de um sítio quelante possível para íons 

metálicos. O local de ligação preferido depende do flavonoide, do íon metálico e do 

valor do pH. Este último é relevante para as propriedades in vivo de flavonóides como 

componentes dietéticos ou farmacêuticos55. 

Muita atenção também está sendo dada às flavonas. Íons metálicos no 

complexo de flavona podem atuar como centro de eliminação de radicais ou como um 

catalisador de Fenton, enquanto a porção ligante é um alvo para o radical hidroxila, 

fazendo a atividade antioxidante do complexo metálico ser maior do que a flavona. 

Contudo, o tipo de coordenação metálica é crucial para as propriedades antioxidantes 

dos complexos metálicos51.  

 

2.4.1 Magnésio e complexos antioxidantes 

 

O magnésio (Mg) é um elemento do Grupo 2 (alcalino-terroso) dentro da tabela 

periódica e tem uma massa atômica relativa de 24,305 Da, uma gravidade específica 

a 20ºC de 1,738, um ponto de fusão de 648,8ºC e um ponto de ebulição de 1090ºC. 

É o sétimo elemento mais comum na crosta terrestre e está principalmente ligado a 

depósitos minerais, oceanos e rios56. 

Os sais de magnésio dissolvem-se facilmente em água e são muito mais 

solúveis do que os respectivos sais de cálcio. No estado dissolvido, o Mg se liga à 

água de hidratação mais forte do que o cálcio, o potássio e o sódio. Desse modo, o 

cátion de magnésio hidratado é difícil de desidratar. Seu raio é aproximadamente 400 

vezes maior do que seu raio desidratado58,59.  

O Mg é interessante para uso em aplicações agrícolas por causa de sua 

abundância, baixo custo e efeitos protetores sobre as plantas. O Mg é o íon central da 

clorofila, e, portanto, essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, de 

modo que o suprimento de Mg em locais com deficiência de Mg aumenta a qualidade 

das safras agrícolas57. 

Em vertebrados é o quarto cátion mais abundante e é essencial, especialmente 

dentro das células, sendo o segundo cátion intracelular mais comum depois do 

potássio, com ambos os elementos sendo vitais para várias funções fisiológicas56. Ele 
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desempenha um papel importante na saúde humana, auxiliando no envelhecimento e 

em muitas doenças, como depressão e estresse, que exigem maior absorção de 

magnésio57. 

O Mg também é amplamente utilizado para aplicações técnicas e médicas que 

vão desde a produção de ligas, pirotecnia e fertilizantes para a saúde. 

Tradicionalmente, os sais de magnésio são usados como antiácidos ou laxantes na 

forma de hidróxido de magnésio [Mg(OH)2], cloreto de magnésio (MgCl2), citrato de 

magnésio (C6H6O7Mg) ou sulfato de magnésio (MgSO4)59. 

 O conteúdo total de Mg em um corpo humano adulto (70 kg) é de 

aproximadamente 1,0 mol. Cerca de 99% está localizado nos ossos, músculos e 

tecidos moles não musculares. O Mg atua como um cofator em reações enzimáticas 

estabilizando enzimas e está envolvido na produção de ATP. Seu metabolismo 

influencia o processo de intervenção da glicose, síntese de gordura, proteínas, ácidos 

nucléicos, contração muscular e muitos outros60. 

 A maioria dos compostos de Mg contém o íon Mg2+ que forma 

predominantemente ligações eletrostáticas, interações não direcionais 

preferencialmente com ligantes fortes que são propensos a dissociações e rearranjos. 

O Mg2+ é um ácido duro e forma, preferencialmente, complexos hexacoordenados 

com átomos de oxigênio. É considerado estável a redox e um agente redutor forte61.  

Como os íons metálicos, dentre eles o Mg, desempenham um papel vital no 

início dos processos de radicais livres, a quelação metálica é amplamente 

considerada como outro mecanismo da atividade antioxidante dos flavonoides. A 

interação de flavonoides com íons metálicos pode alterar as propriedades 

antioxidantes e alguns efeitos biológicos dos flavonoides62. 

Muitos carboxilatos de magnésio foram relatados e estruturalmente 

caracterizados. A maioria deles é moderadamente solúvel em solventes apolares e se 

dissociam em uma solução polar. Nas ribonucleases, dois dos três carboxilatos estão 

moderadamente ligados a um íon metálico. As previsões teóricas indicaram que o íon 

Mg2+ interage com o terceiro carboxilato na camada externa da matriz da proteína, 

enquanto o íon Ca2+ biologicamente inativo prefere se ligar de forma quelante. Além 

disso, um íon Mg2+ hidratado pode aceitar termodinamicamente até o terceiro 

carboxilato em um meio com uma constante dielétrica baixa63. 

Em um trabalho onde foi desenvolvido um complexo de quercertina com Mg, 

percebeu-se através de estudos espectrométricos e analíticos que o complexo 
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apresenta maior atividade antioxidante em comparação com a quercertina pura, o que 

sugere que o Mg altera significativamente as propriedades químicas da quercetina62. 

 Um grupo de pesquisadores sintetizou um composto de Mg-hisperidina, a fim 

de obter um composto antioxidante mais solúvel em água, que seja bioativo e tenha 

baixa toxicidade. Através dos dados coletados percebeu-se que o complexo 

[Mg(hesp)2(phen)], apresentou características estruturais essenciais para melhorar a 

atividade físico-química e antioxidante da hesperidina no meio fisiológico66. 

 

2.5. Zebrafish 

 

O Danio rerio, popularmente conhecido como peixe zebra ou zebrafish, é uma 

espécie nativa do sul da Ásia, distribuído pelo Nordeste da Índia, Bangladesh e Nepal, 

e faz parte da família Cyprinidae. Foi utilizado pela primeira vez em pesquisa científica 

por George Streisinger, quando fez pesquisas genéticas antes usadas apenas em 

invertebrados, e o lançou como modelo experimental para todo o mundo. Com o 

tempo, o uso do peixe-zebra foi estendido a outros campos, incluindo saúde, 

toxicologia, comportamento e evolução10.  

O Danio rerio (figura 8) vive em água doce ligeiramente alcalina de pH 8. São 

animais extremamente resistente às variações de temperaturas (de 6° a 38°C) e, por 

isso, conseguem sobreviver em quase todas as localidades geográficas. Entretanto, 

para fins de pesquisa, é mantido em biotério a temperaturas entre 27-28º 68.   

 

   

Figura 8. Imagens do peixe Danio rerio.  

 

Mamíferos são geralmente empregados em pesquisa, contudo, têm sido 

gradualmente substituídos pelo peixe zebra. O uso crescente de peixes em pesquisas 

é frequentemente considerado uma grande conquista, pois mamíferos são de alto 

custo, necessitam de grandes espaços e consomem muitos produtos químicos, além 

de preservar os animais dos sofrimentos causados durante o processo do estudo69.  
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Diversas são as vantagens em se utilizar o zebrafish como em estudos 

laboratoriais. Suas características morfológicas e fisiológicas facilitam os ensaios. Seu 

tamanho varia entre 2 a 4 cm, tornando menor o espaço necessário para a sua 

manutenção, permitindo utilizar materiais de pequenas dimensões (caixas petri, 

lâminas) e baixas quantidades de dosagem dos produtos químicos, resultando em um 

menor custo para realização da pesquisa70. 

O Danio rerio possui rápida maturação, por volta dos 3 a 6 meses, e alta 

fecundidade, com capacidade de gerar de 200 a 300 ovos num dia, possibilitando alta 

replicação e inúmeros alvos de estudo. Após fecundados, os embriões são 

permeáveis a pequenas moléculas, facilitando a uma administração de agentes 

tóxicos67. 

Seus ovos e embriões são transparentes, o que permite monitorar o 

desenvolvimento dos órgãos, permitindo obter informações morfológicas, bioquímicas, 

fisiológicas, obter informações acerca dos diversos efeitos provocados pela exposição 

a um dado composto químico e manipulá-lo in vivo. Ele pode ser exposto a vários 

fatores ambientais neonatais fora do organismo materno, em ambiente 

experimentalmente controlável 71. 

O peixe zebra possui seu genoma totalmente sequenciado, além de ter alta 

homologia com o genoma humano, o que facilita sua manipulação genética e amplia 

as possibilidades de incorporação em estudos. Seus cérebros são pequenos e podem 

ser melhor avaliados usando as mais recentes técnicas de imagem71. 

A escolha do peixe zebra ao invés de mamíferos roedores, em laboratório, 

facilita a aprovação pelas autoridades competentes e simplifica a adoção de 

protocolos de experimentação animal, sendo esta uma das principais razões pela 

escolha dele72. 

Entretanto, essa espécie não possui tantos vasos sanguíneos quanto os 

roedores. Medicamentos que não são solúveis em água podem ser problemáticos 

para administrar por imersão e há considerável diferença na barreira hemato-

encefálica em relação aos seres humanos, o que pode afetar a permeabilidade de 

certos medicamentos. Certas áreas do cérebro não são tão desenvolvidas quanto nos 

mamíferos, e algumas estruturas do SNC no peixe zebra ainda são difíceis de mapear, 

o que pode complicar a interpretação da interação circuito-comportamental 71. 

 A anatomia do Zebrafish (figura 10) contribui para seu uso considerável como 

modelo animal para pesquisas e ela pode ser dividida em cabeça, tronco e cauda. O 

Zebrafish tem formato fusiforme, ou seja, sua cabeça é menor que o tronco, sendo 
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que o corpo diminui das guelras para o tronco e do tronco para a cauda. Os sistemas 

orgânicos incluem músculo-esquelético, cardiovascular, digestivo, hematopoiético, 

endócrino, renal e reprodutivo (ovário ou testículos); localizados dentro da cavidade 

celômica, envolto por uma camada peritoneal. O sistema respiratório, contudo, está 

localizado na cavidade opercular, fora da cavidade celômica73.  

Assim como nos mamíferos, a pele é o maior órgão do peixe. Ela é uma barreira 

física que auxilia na osmorregulação e possui células pigmentares que dão a cor 

característica ao Zebrafish. A superfície da pele é coberta por secreções mucosas 

contendo substâncias antimicrobianas, que a mantem livre de patógenos através da 

descamação constante e renovação10. 

O intestino possui três divisões funcionais conhecidas como intestino anterior, 

médio e posterior. A porção anterior é maior e atua como o principal local para a 

digestão de lipídios e proteínas. Acredita-se que ele desempenha um papel importante 

na absorção de nutrientes, com base na alta concentração de enzimas digestivas 

nesta região, bem como na altura das dobras epiteliais74.  

Durante a ventilação, a água entra primeiro pela boca, passa pelas câmaras 

operculares nas brânquias e sai por uma abertura formada por cada um dos opérculos. 

As guelras funcionam como filtros, impedindo ajudando a filtrar as partículas e 

evitando que se alojem75. 

 

  

Figura 9. Anatomia do Danio rerio. Olho (A), barbatana dorsal (B), barbatama caudal (C), barbatana 
anal (D), barbatana pélvica (E), opérculo (F), barbilho (G), boca (H). 

 

O peixe-zebra é um criador assíncronos e, portanto, capaz de reproduzir o ano 

todo. Os ovários e testículos de adultos contêm células germinativas que estão em 

todos os estágios de oogênese e espermatogênese, respectivamente. Esse recurso 

torna o peixe-zebra um modelo ideal para o estudo do desenvolvimento e função das 

gônadas76. 
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Tal como o ser humano, apresenta também o sistema sensorial, nervoso e 

cérebro, responsável pelo olfato, memória e comportamentos. No momento da 

eclosão, a larva do peixe-zebra exibe comportamentos relativamente complexos e é 

capaz de reagir a diferentes estímulos sensoriais, por exemplo, a resposta de fuga, 

em que as larvas nadam rapidamente para longe de uma ameaça. No entanto, 

comportamentos mais complexos, como interações sociais, desenvolvem-se 

gradualmente ao longo de muitas semanas77. 

Enquanto os mamíferos possuem neurogênese limitada em adultos, o peixe 

zebra apresenta neurogênese em adultos ao longo de todo o eixo rostrocaudal do 

cérebro e da medula espinhal. Isso só é possível devido a presença de células-tronco, 

localizadas em nichos nas zonas ventriculares do cérebro e da medula espinhal. A 

capacidade de produzir neurônios tem sido associada à notável capacidade do peixe-

zebra de regenerar lesões em seu sistema nervoso77. 

A anatomia do peixe-zebra e os componentes descritos acima brevemente, são 

importantes para o uso desse peixe como um modelo animal de pesquisa estabelecido 

e crescente. A compreensão desses componentes, como eles se desenvolvem, 

funcionam e podem ser modificados é fundamental para sua incorporação contínua e 

futura na busca de conhecimento sobre outros modelos de animais aquáticos e 

organismos terrestres na escala filogenética da complexidade74. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Estudar a inibição do estresse oxidativo utilizando complexo metálico 

antioxidante de magnésio com fenólicos coordenados, bem como sua toxicidade 

frente ao peixe Danio rerio.  

 

3.2 Objetivos específicos:  

 

a) Investigar a capacidade antioxidante do complexo Mg-Fenólico frente aos radicais 

estáveis DPPH• e ABTS•+;  

b) Investigar a capacidade sequestradora do radical ânion superóxido (O2
-.) utilizando 

o nitro-azul tetrazólito (NBT); 
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c) Investigar o processo de desativação do estado triplete da riboflavina e inibição do 

oxigênio singlete via EPR; 

d) Investigar a toxicidade e o estresse oxidativo frente ao peixe-zebra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes 

 

Os acetato de magnésio tetra hidratado (Mg(CH3COO)24H2O) (figura, sulfato 

de ferro(II) (Merck) ácido 3-hidroxi-4-metoxibenzóico (ácido isovanílico, Iso). Hidróxido 

de sódio, sulfato de sódio, ácido clorídrico (HCl) ácido fosfórico (H3PO4), fosfato de 

potássio monobásico (KH2PO4), ácido 2-[N-morfolino] etanosulfônico (MES) e fosfato 

de potássio dibásico (K2HPO4) todos de procedência Aldrich, foram usados no preparo 

de soluções tampão.  
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Figura 10. Acetato de magnésio tetra hidratado. 

 

Riboflavina ≥ 98% (VitB2), nitro-azul tetrazólio (NBT), -(4-piridil-1-óxido)-N-

terc-butilnitrona (POBN), 4-hidroxi-2,2,6,6-trimetilpiperidina-1-oxil(4-hidroxi-TEMPO), 

2,2,6,6-tetrametil-4-iperidinol 98% (TEMP), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), sal de 

ABTS [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)], persulfato de potássio, e 

peróxido de hidrogênio (H2O2), foram utilizados na avaliação da capacidade 

antioxidante Cloreto de acetilcolina ≥99%, 5,5–ditio-bis-2-nitrobenzoato ≥98%, 

pirogalol ≥98% (HPLC), L-glutationa reduzido ≥98,0%, substratos de glutathione S-

transferase (GST), albumina de soro bovino (Fração de choque térmico, pH 7,0 ≥ 98%), 

(GSH), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), L-

Metionina ≥ 98%(HPLC), 3,5-di-terc-4-butilhidroxitolueno (BHT), superóxido 

dismutase (SOD) e ácido sulfúrico, todos de procedência (Sigma-Aldrich), foram 

utilizados nos estudos enzimáticos. Todos os solventes orgânicos usados foram de 

grau HPLC e as soluções aquosas foram preparadas com água Milli-Q. Informações 

a respeito da síntese e caracterização do complexo Mg-Isofenólicos podem ser 

obtidas nas seguintes fontes: Marchi et al., 2020; Silva et al., 2020, Silva et al., 2018. 

 

4.2 Ressonância paramagnética de elétrons (ESR) 

 

Ressonância paramagnética de elétrons I: As medidas de EPR foram 

realizadas com um espetrômetro Bruker EMX Plus (Rheinstetten, Germany) operando 

na banda-X, frequência de 9,76 GHz, potência de microondas de 1 mW, e amplitude 

de modulação de 1 G, cavidade retangular TE 102, capilar de quartzo (d.i.= 0,75 mm) 

à temperatura de 303 K. Estes experimentos foram realizados no Instituto de Química 

de São Carlos da Universidade de São Paulo. 

Espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (ESR): Os espectros 

de ESR foram registrados em um espectrômetro Bruker ER-160FC e Magnettech 

Miniscope MS200 ESR (Berlim, Alemanha) utilizando as seguintes condições: campo 
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de modulação 100 kHz, amplitude de modulação 0,200 G (POBN) e 0,700 G (TEMP), 

constante de tempo 327,68 ms, tempo de conversão 1310,72 ms, campo central 

3365,98 G (POBN) ou 3364,15 (TEMP), largura de varredura 49,82 G (POBN) ou 

97,78G (TEMP), frequência de microondas 9,64 GHz, potência de microondas 20,0 

mW e temperatura 23 ± 1° C. A varredura do campo magnético foi calibrada usando 

padrão de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)78i.  

 

4.3 Determinação da atividade sequestradora do radical ânion superóxido (O2
-.) 

utilizando o nitro-azul tetrazólio (NBT)  

 

Para avaliar a capacidade sequestradora do radical ânion superóxido (O2
•-) 

utilizou-se riboflavina (VitB2) como fotossensibilizador, nitro-azul tetrazólio (NBT) 

como spin trap e o aminoácido metionina (Met) como substrato.79 O meio de 

incubação consistiu de 10,0 µL de Riboflavina com uma concentração de 3,3 molL-1, 

100,0 µL de metionina em uma concentração de 10,0 mmolL-1, 100,0 L de nitro-azul 

tetrazólio em uma concentração de 46,0 molL-1 e 2790 L de tampão fosfato pH=7,4 

em uma concentração de 0,10 molL-1.80  

O sistema foi incubado por 5 minutos em um reator utilizando lâmpadas de 450 

nm. Em seguida, determinou-se o valor da absorção em 560nm das soluções em 

estudo contra um branco. Concentrações de 50; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0 e 300,0 

molL-1 do ácido isovanílico livre e do complexo Mg-isovanilico foram investigadas e 

logo após calculou-se o IC50. 

Os resultados foram expressos em média ± SD, considerado 100% da redução 

do NBT como controle. Os valores de IC50 foram calculados a partir de regressão não 

linear no software Graphpad Prism, versão 6.0. 

 

4.4 Determinação da atividade antioxidante do radical estável 2,2-difenil-1-picril 

hidrazil (DPPH) utilizando o EPR 

 

Foram preparadas soluções do radical estável DPPH• e do Mg-isovanilico nas 

concentrações de 1,0×10-4 molL-1 e 1,0×10-3 molL-1 respectivamente, em metanol. Em 

seguida, a amostra do complexo I foi diluída nas concentrações de 25; 50; 75; 100; 

150; 200 e 250M. As mesmas concentrações foram estudadas para o ácido isovanílico 

livre. Em um tubo de ensaio foram adicionados de 25,0 até 250,0 L de solução do 
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ácido isovanílico livre e do complexo Mg-isovanilico à solução do radical estável 

DPPH• e deixados no escuro por 1h.  

Os experimentos foram realizados utilizando a espectroscopia de ressonância 

paramagnética (EPR). Os valores de IC50 foram calculados a partir de regressão não 

linear no software Graphpad Prism, versão 6.0 a partir do cálculo das integrais (área 

relativa) de todos os sinais do radical em função das concentrações estudadas.81  

 

4.5 Radical ABTS•+ 

 

O radical ABTS•+ foi gerado a partir da reação entre o sal de ABTS e persulfato 

de potássio. Preparou-se uma solução 0,0070 molL-1 do sal ABTS e 0,0025 molL-1 de 

persulfato de potássio em água destilada, em seguida, essa solução foi mantida em 

repouso no escuro por 16 horas para formação do radical. Após o período de 

incubação, a solução do radical ABTS•+ foi diluída em tampão fosfato (pH 7,4) e teve 

sua absorbância ajustada para o comprimento de onda de 734 nm assumindo 734 = 

15000 mol-1Lcm-1. As soluções do complexo I e do ácido isovanílico foram preparadas 

em solução tampão fosfato pH 7,4 utilizando uma concentração de 1,0 × 10-3 molL-1. 

Em uma cubeta foram adicionados 900,0L da solução de radical ABTS•+ e 

100,0 L da solução do complexo ou do ligante. A mistura foi incubada por 10 minutos 

à temperatura ambiente, e em seguida, foi realizada a leitura das amostras por 

espectroscopia de absorção eletrônica na região do UV-Vis.  

O valor de IC50 (concentração de composto necessária para reduzir a 

concentração inicial do radical ABTS•+ em 50%) foi determinado variando-se a 

concentração do inibidor entre 0 e 200,0 molL-1. Assumindo o controle como 100% 

da atividade do radical ABTS•+, a porcentagem de inibição antioxidante do complexo 

foi calculada em comparação ao controle.82 Foram utilizados como padrões o Trolox 

e a Vitamina C. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e os dados tratados 

no software GraphPad Prism 6.0.  

 

4.6 Ensaios de marcadores bioquímicos no peixe zebra 

 

Devido à pequena quantidade de tecido, as análises bioquímicas foram 

realizadas com 2 peixes por análise. As amostras (fígado + intestino) foram 

descongeladas, moídas, pesadas e homogeneizadas na proporção de 1:10 (m/V) em 
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tampão fosfato 0,10 M e pH 7,0. As amostras de cérebro foram homogeneizadas em 

tampão fosfato 0,10 molL-1 e pH 7,5 com auxílio de um micro homogeneizador. Já as 

amostras das vísceras (fígado + intestino) foram centrifugadas por 30 minutos a 

15.000xg a 4°C e as de cérebro, por 20 minutos a 10.000xg a 4°C, obtendo-se assim 

duas fases. Para as amostras de cérebro determinou-se a atividade da enzima 

acetilcolinesterase (AChE) e nas vísceras (fígado + intestino) analisou-se a atividade 

das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase 

(GST), além da lipoperoxidação (LPO).83,84,85 Em uma microplaca adicionou-se às 

amostras, o DTNB (5,5–ditio-bis-2-nitrobenzoato) a 0,75 mmolL-1  e o substrato 

acetiltiocolina a 10,0 mmolL-1, 86 As leituras foram realizadas em 405 nm.  

As análises da enzima SOD foram determinadas utilizando-se o método 

proposto por Gao (1998), o qual baseia-se na capacidade da SOD em inibir a auto-

oxidação do pirogalol. Em um microtubo adicionou-se amostra, tampão (Tris-base 1,0 

molL-1 /EDTA 5,0 mmolL-1  pH 8,0) e pirogalol (15,0 mmolL-1) e incubados por 30 min. 

A reação foi interrompida com HCl 1,0 molL-1.87  A leitura foi realizada em 440 nm.  

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo o método proposto por Aebi 

(1984). Em microplaca adicionou-se as amostras e a solução tampão (Tris–base 1,0 

molL-1 /EDTA 5,0 mmolL-1 pH 8,0, peróxido de hidrogênio 20,0 mmolL-1 e água 

MilliQ).88 A leitura foi realizada em espectrofotômetro comprimento de onda a 240 nm. 

A atividade da enzima GST foi determinada segundo o método proposto por 

Keen (1976). Em microplaca adicionou-se as amostras e acrescentou-se soluções de 

[GSH a 3,0 mmolL-1 e CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) a 3,0 mmolL-1].89 As leituras 

foram realizadas em 340 nm. 

As análises da LPO foram realizadas através da avaliação da concentração de 

hidroperóxidos pelo ensaio FOX (Ferrous Oxidation/Xylenol Orange Method), 

proposto por Jiang (1992). O sobrenadante das amostras foi tratado em metanol na 

proporção 1:2 (v/v) e centrifugado 10 minutos a 10.000 xg a 4ºC. Em seguida, o 

sobrenadante foi transferido para microtubos e incubado com a solução reação 

(laranja de xilenol 100,0 µ molL-1, H2SO4 25,0 mmolL-1, BHT 4,0 µmolL-1, sulfato 

ferroso amoniacal 250 µmolL-1 e metanol 90%) por 30 min. As leituras foram realizadas 

em 570 nm90. A concentração de proteína foi determinada através do método de 

Bradford (1976) com albumina bovina como padrão91. As leituras de AChE, SOD, GST 

LPO e concentração de proteína foram realizadas em espectrofotômetro de 

microplaca TECAN A 5082. 
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4.7 Desativação do estado triplete da riboflavina e inibição do oxigênio singlete 

 

O oxigênio singlete 1O2 foi gerado com a exposição da riboflavina em luz 

monocromática em 436nm92. A formação de oxigênio singlete foi monitorada com o 

2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol (TEMP) como spin trap e a espectroscopia ressonância 

paramagnética eletrônica (ESR) para a detecção do radical estável formado pela 

reação do TEMP com oxigênio singlete, gerando o radical 4-hidroxi-TEMPO.93,94 

Foram preparadas soluções de riboflavina, ácido isovanílico e do Mg-isovanilico em 

água Milli-Q. O oxigênio singlete foi gerado em 2,0 mL de água destilada contendo 

TEMP (100 mmolL-1) e riboflavina (2,0 × 10-5 molL-1). Foram preparadas amostras de 

ácido isovanílico e complexo I em diferentes concentrações (20-600 μmolL-1).  

As amostras foram irradiadas à temperatura ambiente em uma cubeta de 

quartzo durante 20 min. Os valores de IC50 foram calculados por regressão não-linear 

a partir da integração (área relativa) de todos os sinais de EPR do radical em função 

da concentração estudada.  

 

4.8 Análise estatística 

 

Todas as análises foram realizadas em duplicatas ou quintuplicata e foram 

expressas como média ± DP. As análises foram executadas com o uso dos programas 

OriginPro2015 e GraphPad Prism 6.01. Todos os testes foram considerados como 

estatisticamente significantes, quando p <0,05. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O processo de inibição radicalar via SOD possui o papel importante de atuar 

na defesa contra as espécies reativas do oxigênio (ROS), sendo o radical superóxido 

catalisado para evitar a formação de espécies mais reativas, como o radical hidroxil 

(OH•-), uma vez que este não possui mecanismo de desativação no meio biológico, 

por conta de sua alta velocidade e tamanho reduzido.95  

Para o estudo de inibição do radical superóxido o Mg-isovanilico apresentou 

uma inibição de 85% (IC50 de 64,65 ± 4,67 μmolL-1), contra uma inibição de 58% (IC50 

de 105,77 ± 4,50 μmolL-1) obtido para o ácido isovanílico livre (Figura 10).  
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Figura 11. Porcentagem de inibição do radical superóxido utilizando o Mg-isovanilico (linha preta) e o 
ácido isovanílico livre (linha vermelha).   

 

 Essa diferença pode estar relacionada a dois fatores: 1) A leve melhora na 

solubilidade do complexo Mg-isovanilico (314 µg/mL), em relação ao ácido isovanílico 

livre (240 µg/mL) devido a coordenação do íon isovanilato ao Mg2+; 2) A presença do 

íon Mg(II) na esfera de coordenação pode estar contribuindo para maior capacidade 

antioxidante do isovanilato coordenado, uma vez que o magnésio atua na 

estabilização de ROS em processos de transferência de elétrons e prótons.96,97,98 É 

possível observar também uma competição entre o Mg-isovanilico (espécie VIII) e o 

azul de nitrotetrazolium (espécie VII), (Figura 11), onde o produto proposto em (X), é 

favorecido em relação ao produto reduzido azul de formazam (espécie IX), o que 

reforça a hipótese  com a presença do íon Mg(II) na esfera de coordenação.98 
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Figura 12. Proposta de Mecanismo 1 - Mecanismo de formação do radical superóxido adaptado de 
(MORRIS, MAYER; 2017)101 e desativação utilizando o NBT e o Mg-isovanilico.  
  

Nos processos de inibição radicalar não enzimático vários polifenóis, tais como 

a vitamina E (Alfa Tocoferol), Vitamina C (ácido ascórbico) e carotenóides, são fortes 

inibidores da peroxidação lipídica.96 Portanto, os resultados antioxidantes obtidos para 

a inibição das espécies reativas do oxigênio, mostraram um composto estável e com 

excelente valor de IC50 para desativação do radical superóxido. Neste contexto, foram 

realizadas atividades antioxidantes do Mg-isovanílico e do ácido isovanílico livre 

utilizando o ensaio com a VitB2/MET/NBT para geração do radical O2
•-.96,97  

O radical estável 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) possui um espectro de EPR 

característico contendo cinco linhas com constante de acoplamento hiperfino (aN) de 

9G96 (Figura 12). Os experimentos da capacidade antioxidante foram realizados em 

diferentes concentrações do ácido isovanílico livre e do Mg-isovanilico (37.50 a 

250µM). Sendo o IC50 calculado a partir da regressão linear da dupla integração das 

intensidades dos sinais (EPR) do radical estável DPPH• ,  utilizando o programa prisma 

6.0, obtendo assim, os valores de 94,70 ± 4,12 e 405,0 ± 8,6 μmolL-1  respectivamente, 

ou seja, 4 vezes superior ao valor de inibição do ácido isovanílico. Essa diferença 

pode estar relacionado com a presença do íon Mg(II) na esfera de coordenação,  uma 

vez que este pode estar contribuindo na estabilização do radical nas estruturas de 

ressonância, 98,99 conforme a figura 11.  
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Figura 13. Inibição do radical estável DPPH• com Mg-isovanilico utilizando ESR (A), regressão linear 
para cálculo do IC50  (B).  

 

O radical estável ABTS•+ [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)] 

apresenta o espectro de absorção no UV-Vis com máximo de absorção em 734 nm, 

(Figura 13).100 O estudo com radical ABTS•+ foi conduzido por espectroscopia de 

absorção eletrônica no UV-Vis, a partir da redução do máximo de absorção em 734nm, 

o qual foi possível calcular os valores de  IC50 para o ácido isovanílico livre e Mg-

isovanilico. Foram utilizados como padrões (controle positivo) o trolox e ácido 

ascórbico.96  
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Figura 14. Espectro de absorção do radical estável ABTS•+ na presença de diferentes concentrações 
do Mg-isovanilico.   

 

O Mg-isovanilico apresentou um IC50 de 37,15 μmolL-1 contra 81,78 μmolL-1 do 

ácido isovanílico livre, uma excelente capacidade antioxidante de inibição do radical 

ABTS•+ em comparação aos padrões Trolox e Ácido ascórbico (Tabela 1).  
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Tabela 1. Valores de IC50 para inibição do radical estável ABTS•+  

Compostos  IC50 ( olL-1) 

Mg-isovanilico 37,15 

Ácido isovanílico livre 81,78 

Trolox 17,92 

Ácido ascórbico 18,24 

 

É possível verificar uma diferença na inibição dos radicais DPPH• e ABTS•+, 

embora ambos são inibidos por processos de transferência de prótons, conforme as 

figuras 14 e 15, respectivamente.96,97 Esta diferença  pode estar relacionada ao 

impedimento estérico destes radicais (DPPH• e ABTS•+), uma que estudos recentes 

demonstram as limitações do estudo da capacidade antioxidante do radical estável 

DPPH• quando utilizado  na avaliação da capacidade antioxidante de moléculas 

grandes,96,97 deixando o experimento limitado, fazendo-se necessário o uso 

concomitante do radical estável ABTS•+.  

 

 
Figura 15. Proposta de Mecanismo 2 - Proposta de mecanismo de inibição do radical estável DPPH• 

via transferência de próton.   
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Figura 16. Proposta de Mecanismo 3 - Mecanismo de inibição do radical estável ABTS•+ via processo 
de transferência de próton.  

 

 A desativação do 1O2 pelo complexo e pelo ácido isovanílico livre foi avaliada 

por EPR usando o sequestrador de oxigênio singleto 2,2,6,6-tetrametil-4-iperidinol 

(TEMP) para identificação do radical TEMPO formado, (espécie V), (Figura 16). Neste 

experimento obteve-se os valores de IC50 de 129 ± 3 para o complexo e 360 ± 9µmolL-

1 para o ácido isovanílico livre.  

 

 

Figura 17. Proposta de Mecanismo 4 - Proposta de mecanismo para a inibição do oxigênio singlete e do 
radical TEMPOL usando o Mg-isovanilico. 
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Os valores de IC50 obtidos para inibição do radical TEMPO pelo ligante ácido 

isovanílico livre e complexo foram de 1391 ± 9 e 1200 ± 12 µmolL-1 respectivamente, 

mostrando que o ácido isovanílico e o complexo não conseguem inibir o radical estável 

TEMPO, uma vez que este possui alta estabilidade.96 Esses resultados mostram que 

a desativação do 1O2 ocorre via processo de oxidação conforme o mecanismo 

proposto na Via de síntese I (Figura 16), com formação de endoperóxidos (VII) e 

produto estável benzoquinona (espécie X).96,97  

Foi analisado também o efeito do Mg-isovanilico sobre a atividade da enzima 

acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e da enzima catalase (CAT) e glutationa-S-

transferase (GST) no trato digestivo (intestino e fígado).96,97 Na figura 16, A, B, C 

mostra que a exposição do peixe Zebrafish ao Mg-isovanilico não afetou a atividade 

da enzima AChE no cérebro, um dos biomarcadores utilizados para monitorar 

alterações de comportamentais quando o peixe é submetido à condição de estresse 

ou agente toxicológico96.   

As enzimas CAT e GST não tiveram alterações em suas atividades no aparelho 

digestivo. Em contraste, a presença do Mg-isovanilico, mostra uma redução 

significativa na peroxidação lipídica, acompanhada por um aumento na atividade da 

SOD em comparação com o grupo controle, (Figura 16 D e E). Indicando que o Mg-

isovanilico, além de não apresentar toxicidade, pode estar atuando como antioxidante, 

uma vez que em sua presença ocorre a redução da atividade da enzima LPO em todas 

as concentrações estudadas.  
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Figura 18. Atividades das enzimas acetilcolinesterase no cérebro (AChE) (A), catalase (CAT) e 
glutationa-S-transferase (GST), (B, C), peroxidação lipídica (LPO) (D) e superóxido dismutase (SOD) 
(E) no trato digestivo do peixe Zebrafish após 96 h de exposição a diferentes concentrações do 
complexo I (0,20, 1,00 e 2,00 mgL-1) e controle (CTR). Os dados são média ± SE, n = 6-10. Não houve 
diferença significativa no valor médio em relação ao controle (p <0,05). A atividade é expressa em 
μmol/min/mg de proteína. * = diferença significativa.  

 

A enzima SOD possui o papel importante de atuar na defesa contra as ROS, 

sendo o radical superóxido catalisado para evitar a formação de espécies mais 

reativas, como o radical hidroxil (OH•-).96 Assim, o aumento da atividade antioxidante 

da SOD no estriado, sugere que o complexo I pode estar atuando como um eliminador 

do radical superóxido O2
•-.97  

Esses resultados mostram que a redução da LPO no peixe zebrafish pode estar 

relacionada com a atividade antioxidante do Mg-isovanilico, uma vez que este atua 

diretamente na inibição das espécies reativas de oxigênio. 

:  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esta pesquisa trouxe uma contribuição para o conhecimento bioinorgânico ao 

examinar o efeito inibidor do processo oxidativo de complexo metálico antioxidante de 

magnésio contendo fenólicos coordenados, tanto in vitro como in vivo, além de estudar 

seu efeito toxicológico no peixe zebra.  

O complexo apresentou excelente capacidade de inibição do radical ABTS•+ 

quando comparado aos padrões e ao isovanilato, mas com diferenças em relação ao 

radical DPPH•. Quanto à inibição do radical superóxido, os resultados obtidos 

mostraram um composto estável e com excelente valor de IC50 para desativação do 

radical. A presença do Mg na esfera de coordenação aumentou a capacidade 

antioxidante do ácido isovanilico.  

Tanto o isovanilato quanto o complexo não foram capazes de inibir o oxigênio 

singlete devido sua alta estabilidade. Entretanto, a exposição do peixe zebra ao 

composto mostrou que o complexo não afetou a atividade de enzimas responsáveis 

por conter o estresse oxidativo, mas reduziu a peroxidação lipídica, demonstrando que 

não é tóxico e pode atuar como antioxidante no meio aquático.  

O estudo demonstrou que o complexo metálico antioxidante de magnésio com 

fenólicos coordenados (Mg-isovanilico) é capaz de atuar contra o estresse oxidativo 

tanto in vivo como in vitro, além de não fornecer nenhum efeito tóxico ao peixe. 

Contudo, novos estudos ainda precisam ser realizados a fim de esclarecer sua 

possível atividade frente às doenças neurodegenerativas ocasionadas pelo estresse 

oxidativo e seu possível uso em humanos.  
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