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RESUMO 

A inflamação está envolvida com diversas doenças que acometem grande parte da população 

mundial. O cetoprofeno é um medicamento amplamente utilizado no tratamento dos 

processos inflamatórios. Apesar de sua eficácia, este fármaco apresenta importantes efeitos 

colaterais. O mecanismo pelo qual tais efeitos indesejados acontecem não são totalmente 

conhecidos. Pesquisas indicam o envolvimento da inibição de algumas enzimas. Porém, 

outros alvos têm sido apontados como corroboradores das complicações clínicas do 

cetoprofeno, como é o caso do estresse oxidativo. O estresse oxidativo é uma condição 

deletéria para o organismo que pode ser amenizada pela ação de agentes antioxidantes, tais 

como: catequinas, taninos e outros polifenóis. A relação entre o estresse oxidativo, 

cetoprofeno e a contribuição de moléculas antioxidantes neste processo precisa ser melhor 

esclarecida e pode ser um futuro alvo terapêutico quando se trata da melhoria da ação 

farmacológica e/ou diminuição de efeitos colaterais provocados pelo uso do cetoprofeno. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ação do cetoprofeno e do extrato aquoso 

de guaraná, isoladamente e associados, em sistemas oxidativos in vitro e modelos in vivo de 

estudos de toxicidade renal e hepática avaliando-se parâmetros laboratoriais bioquímicos e 

hematológicos. Dentre os modelos utilizados estão: ABTS•+, DPPH•, HOCl, O2
•-, inibição de 

peroxidase e hemólise provocada pelo radical AAPH. Para o estudo in vivo foram utilizadas 

ratas (Wistar), que foram assim divididas (n=10 ou 11 animais): grupo controle (salina), 

grupo cetoprofeno (20mg/kg/dia), grupo extrato aquoso de guaraná 0,1 (0,1mg/g/dia), grupo 

extrato aquoso de guaraná 1 (1mg/g/dia), grupo associação 0,1 (cetoprofeno 20mg/kg/dia + 

extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia) e grupo associação 1 (cetoprofeno 20mg/kg/dia + 

extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia), a administração das amostras se deu por via oral 

(gavagem) durante 7 dias. Os resultados demonstraram que o extrato aquoso de guaraná 

apresentou significativa atividade antioxidante em todos os testes in vitro. O cetoprofeno 

apresentou baixa atividade na maioria dos ensaios in vitro. A associação destas substâncias 

demonstrou-se potencialmente benéfica sobre a ação contra radicais livres e agentes 

oxidantes, assim como na inibição da peroxidase. Nos ensaios in vivo, o cetoprofeno 

provocou alterações significativas nos parâmetros renais: ureia, creatinina e ácido úrico, e a 

associação com o extrato aquoso de guaraná reverteu esta alteração. Nos parâmetros 

hematológicos, o cetoprofeno causou anemia que não foi revertida pelo tratamento com o 

extrato. Sobre os marcadores de estresse oxidativo e defesa antioxidante observou-se 

variabilidade nos resultados, de acordo com o indicador analisado. De uma maneira geral, o 

cetoprofeno provoca a diminuição da capacidade antioxidante total bem como dos níveis de 

catalase dos animais tratados, e o extrato aquoso de guaraná contribuiu para o 

reestabelecimento desta defesa. Os resultados são promissores e indicam que a associação 

entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná pode ser uma alternativa para a diminuição 

dos possíveis danos vinculados ao uso deste fármaco e sob a perspectiva abordada neste 

estudo. E ainda,é importante a realização de estudos para a avaliação da manutenção da 

eficácia anti-inflamatória do cetoprofeno quando utilizado associado à outras substâncias. 

Palavras- chave: cetoprofeno. extrato aquoso de guaraná. estresse oxidativo. nefrotoxicidade. 

 

 

 

 

 



 
 

  

ABSTRACT 

Inflammation is involved in many diseases affecting much of the world's population. 

Ketoprofen is a widely used drug in the treatment of these inflammatory processes. However, 

despite its efficacy, this drug has significant side effects. The mechanism by which these 

undesired effects occur are not fully known. Research indicates the involvement of inhibition 

of some enzymes in this process. But nowadays other targets have been identified as 

corroboradores of the clinical complications by use ketoprofen, such as the oxidative stress. 

Oxidative stress is a deleterious condition for the organism that may be softened by the action 

of antioxidants such as catechins, tannins and other polyphenols.  The relationship between 

oxidative stress, ketoprofen and the contribution of antioxidant molecules in this process need 

to be clarified and may be a future therapeutic target when it comes to improving the 

pharmacologic action and/or decreased side effects caused by use of ketoprofen. Thus, the 

aim of this study was to evaluate the action of ketoprofen and the aqueous extract of guarana 

alone and associates in oxidation in vitro and in vivo models of renal and hepatic toxicity 

studies evaluating biochemical and hematological laboratory parameters systems. Among the 

models used are direct action on ABTS•+, DPPH•, HOCl, O2
•-, inhibition of peroxidase and 

hemolysis by AAPH radical. For the in vivo study,  were used rats (female) (Wistar), which 

were divided into groups (n=10 or 11 animals): control group (saline), ketoprofen group (20 

mg/kg/ day), aqueous extract guarana group  0,1 (0,1 mg/g/day), aqueous extract guarana 

group 1 (1 mg/g/day), association group 0,1 (ketoprofen (20mg/kg/day + water extract of 

guarana 0.1 mg/ g/day) and association group 1 (ketoprofen (20mg/kg/day + water extract of 

guarana 1 mg/g/ day), the administration of the samples was given by oral route (gavage) for 

7 days. The results show that the aqueous extract of guarana show significant antioxidant 

activity in all in vitro tests. The ketoprofen virtually showed no activity in in vitro assays used 

in this study. The combination of these substances been shown to be potentially beneficial for 

action against free radicals and oxidizing agents, as well as in the inhibition of peroxidase . In 

in vivo assays, the ketoprofen caused significant changes in renal parameters: urea, creatinine 

and uric acid, and the association with the aqueous extract of guarana reversed this change. In 

hematological parameters, the ketoprofen caused anemia was not reversed by treatment with 

the extract. On markers of oxidative stress and antioxidant defense we observed variability in 

results, according to the indicator analyzed. In general, ketoprofen causes a decrease in the 

total antioxidant capacity and catalase levels of treated animals, and the aqueous extract of 

guarana contributed to re-establishment of this defense. On markers of oxidative stress and 

antioxidant defense we observed variability in results, according to the indicator analyzed. In 

general, the ketoprofen causes a decrease in the total antioxidant capacity and of the catalase 

levels of treated animals, and the aqueous extract of guarana contributed to re-establishment 

of this defense. The results are promising and indicate that the association between ketoprofen 

and the aqueous extract of guarana can be an alternative to reduce the potential damage linked 

to the use of this drug and considering the perspective addressed in this study. It is important 

to emphasize the importance of conducting studies to assess the maintenance of ketoprofen 

anti-inflammatory efficacy when used in combination with other substances. 

Key words: ketoprofen. aqueous extract of guarana. oxidative stress. nephrotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O processo inflamatório ocorre como uma resposta do tecido à injúria celular e 

caracteriza-se por um fenômeno complexo e dinâmico que pode ser desencadeado por 

diferentes estímulos, como: infecções, exposição a alérgenos, radiação e produtos químicos 

tóxicos, doenças autoimunes e crônicas, obesidade, e dieta de alto teor calórico (SCHETTER 

et al., 2010). Este processo envolve uma complexa cascata de eventos bioquímicos e celulares 

que incluem extravasamento de fluídos, ativação enzimática, migração celular, liberação de 

mediadores, sensibilização e ativação de receptores, lise tecidual e reparo (BECKER, 1983). 

Os macrófagos e os leucócitos polimorfonucleares desempenham um papel 

importante no desenvolvimento do processo inflamatório através da liberação de fatores 

solúveis de regulação da fase aguda denominados de citocinas: interleucina-1 (IL-1), 

interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral α (TNF- α) (CARVALHO; LEMONICA, 

1998).
 
 

Além disso, os macrófagos e neutrófilos, bem como as células teciduais lesadas 

liberam uma variedade de substâncias oxidantes, enzimas, e espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERN) são produzidas em abundância, promovendo a indução de um 

grande número de fatores transcricionais (expressão de enzimas com capacidade de eliminar 

radicais livres (catalase) e com atividade de reparo tecidual como a colagenase e a 

estromelisina (COBB et al., 1996). Pode haver rompimento de mitocôndrias com liberação de 

enzimas líticas, peroxidação, destruição de membranas e dano no DNA (DRAY, 1995).  

A inflamação pode ser classificada em aguda e crônica. A inflamação aguda é uma 

fase inicial e instala-se rapidamente. Este tipo de inflamação persiste apenas por um curto 

período de tempo (LIN; KARIN, 2007). Uma vez que o estímulo nocivo é removido, a reação 

inflamatória pode diminuir e ocorre o restabelecimento da estrutura do tecido e sua função 

fisiológica (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Já a inflamação crônica persiste por um 

longo período e pode predispor o indivíduo a doenças crônicas (LIN; KARIN, 2007). 

Para o tratamento da inflamação são utilizados fármacos anti-inflamatórios, como 

por exemplo, o cetoprofeno, um anti-inflamatório não esteroidal (AINE). Os AINES estão 

entre os medicamentos mais vendidos no mundo. Sua comercialização atinge cerca de 73 

milhões de prescrições anuais em todo o mundo (HAHN, 2006). Em 2010, no Brasil, foram 

gastos 1,5 bilhão na compra deste tipo de medicamento (SILVA et al., 2013). O cetoprofeno é 

amplamente utilizado pela população em geral, desde crianças (FERREIRA et al., 2013) até 
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idosos (MOTA et al., 2010). Possui sua eficácia estabelecida, o que se dá através da inibição 

não seletiva da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) (LEVOIN et al., 2004). Entretanto, 

após o seu uso, alguns efeitos adversos podem ser observados, seja na mucosa 

gastrointestinal, nos rins ou até mesmo no fígado (LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005; 

RADI; KHAN, 2006; TOMIC et al., 2008). 

O mecanismo pelo qual os efeitos adversos acontecem ainda não está completamente 

elucidado. Há estudos que apontam a inibição da produção das prostaglandinas (PGs) como 

fator determinante para o estabelecimento destes efeitos, sob outra perspectiva acredita-se que 

o estresse oxidativo também possa contribuir para tal, visto que a utilização do cetoprofeno 

está relacionada com o aumento de ERO e diminuição de algumas enzimas antioxidantes no 

local em que são observados os principais danos causados pelo uso deste fármaco (LASTRA 

et al., 2002; LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005; RADI; KHAN, 2006; DOMÍGUEZ-LUIS 

et al., 2013). 

Assim, para evitar ou diminuir os danos em que há o envolvimento do estresse 

oxidativo induzido por xenobióticos pode-se utilizar substâncias antioxidantes exógenas 

oriundas de fontes naturais (SIWAK et al., 2013). Tendo em vista a grande variedade de 

plantas brasileiras e ampla aplicabilidade de produtos naturais, seja como coadjuvantes da 

terapia ou como princípio ativo principal (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006), novas fontes 

antioxidantes têm sido alvo de pesquisas, como por exemplo, o guaraná (Paullinia cupana) 

(BITTENCOURT et al., 2013; COSTA et al., 2011).   

Além de apresentar propriedades afrodisíacas, auxiliar na perda de peso e na 

manutenção da memória (ESPINOLA et al., 1997), o guaraná possui atividade antioxidante 

(BASILE et al., 2005) e torna-se uma potencial fonte de moléculas que podem minimizar os 

efeitos colaterais provocados pelo cetoprofeno relacionados ao estresse oxidativo. 

Desta forma, este estudo justifica-se, dada a ampla aplicabilidade clínica do 

cetoprofeno e os efeitos adversos que ainda são observados, e a ausência de dados na 

literatura que demonstram o efeito da associação entre o cetoprofeno e o guaraná e 

principalmente, se o guaraná (substância antioxidante natural) altera os efeitos adversos.  

Para esclarecer as possíveis interações entre o cetoprofeno, o guaraná, os radicais 

livres e espécies oxidantes não radicalares, são propostos neste trabalho, ensaios modelos 

amplamente utilizados para esta finalidade. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da associação do extrato aquoso do guaraná ao cetoprofeno em 

sistemas oxidativos in vitro e ex vivo e modelos de estudos de toxicidade in vivo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

São objetivos específicos deste trabalho: 

i) avaliar o efeito in vitro do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná associados ou 

não frente a radicais livres e ERO; 

ii) avaliar a ação ex vivo do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná associados ou 

não, sobre a hemólise induzida ou não por radicais livres;  

iii) avaliar a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade em animais tratados e não-tratados com 

cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guaraná; 

iv) avaliar a influência do uso de cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guaraná nos 

parâmetros hematológicos dos animais estudados; 

v) avaliar o estatus antioxidante do soro dos animais tratados e não-tratados com 

cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guaraná, e ainda; 

vi) determinar os efeitos sobre biomarcadores teciduais do estresse oxidativo provocados 

pelo tratamento dos animais com cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guaraná;  

vii) determinar os principais componentes bioativos do extrato aquoso de guaraná. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 CETOPROFENO 

 

Para o tratamento da inflamação existem vários fármacos anti-inflamatórios 

esteroidais e não esteroidais (AINES). Os AINES são subdivididos em grupos, devido às 

diferenças nas suas estruturas químicas: salicilatos, derivados do ácido fenâmico, ácido indol 

e indol acéticos, ácidos hetero-aril acéticos, ácidos enólicos, sulfonanilida, ácidos 

arilpropiônicos (ROBERTS; MORROW, 2005).  

O cetoprofeno (ácido 2- (3-benzoil-fenil) propiônico), é um anti-inflamatório 

derivado do ácido arilpropiônico (LEVOIN et al., 2004). Foi originalmente sintetizado em 

1967 na França e lançado como fármaco oral na década de 1970 (KANTOR, 1986).  É 

praticamente solúvel em acetona, etanol e metanol e pouco solúvel em água; sua baixa 

solubilidade é um fator limitante quando se trata da sua biodisponibilidade (SHENG et al., 

2006). 

Quimicamente, é um ácido fraco, devido à presença de um átomo de carbono quiral 

na cadeia lateral do ácido propiônico, resultando em duas formas enantiômeras: R e S, 

conforme estrutura apresentada na Figura 1 (LEVOIN et al., 2004).  

 

Figura 1- Estrutura molecular dos enantiômero R e S do cetoprofeno 

  

 

 

 

                        R cetoprofeno                S cetoprofeno 

 

 

Fonte: Adaptado de Costa et al., 2006. 
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O enantiômero R é menos ativo terapeuticamente, sendo o isômero S o maior 

responsável pelos efeitos farmacológicos e farmacodinâmicos do cetoprofeno (RENÇBER; 

KARAVANA; ÖZYAZICI, 2009). Estudos demonstram que o S-cetoprofeno produz efeitos 

analgésicos eficazes e é o maior responsável pelo efeito anti-inflamatório (CABRÉ et al., 

1998). In vivo o isômero R é convertido na forma S em diversas espécies de animais e a uma 

taxa de 10% em seres humanos (JAMALI; BROCKS, 1990). Atualmente, o cetoprofeno é 

comercializado como mistura racêmica de R e S enantiômeros (ASENSIO et al., 2007), 

disponível em diversas formas farmacêuticas: comprimido, xarope, gel tópico, supositório 

retal, solução oral, solução injetável e cápsula gelatinosa (BRASIL, 2015). 

A administração oral do cetoprofeno leva a uma rápida absorção e a sua 

biodisponibilidade é proporcional à dose. A meia-vida plasmática é de cerca de 2-4 horas, 

atingindo o pico dos níveis plasmáticos em 1-2 horas. O cetoprofeno apresenta alta afinidade 

de ligação às proteínas plasmáticas (aproximadamente 99%) e a sua metabolização é hepática, 

sendo biotransformado em seus metabólitos inativos que são eliminados através da excreção 

renal (RENÇBER; KARAVANA; ÖZYAZICI, 2009) e biliar (ZHAO et al., 2007). 

O cetoprofeno é um fármaco analgésico, antitérmico e anti-inflamatório e o fármaco 

de escolha no tratamento de artrite reumatóide, traumatismos músculo-esqueléticos, 

osteoartrite e artrite gotosa aguda (LEE et al., 2007), bursites e tendinites (RENÇBER; 

KARAVANA; ÖZYAZICI, 2009). 

Seu mecanismo de ação está baseado na inibição não seletiva da enzima 

ciclooxigenase (COX), pois inibe a isoforma 1 (COX-1) e 2 (COX-2) (KAY-MUGFORD; 

BENN; LAMARRE, 2000), o que provoca a inibição da síntese de diversas prostaglandinas 

(PGs) (LEVOIN et al., 2004). 

A COX é uma enzima ligada à membrana celular e apresenta atividade de 

endoperóxido sintetase (forma prostaglandina G2 (PGG2) a partir do ácido graxo precursor 

não esterificado) e de peroxidase {converte PGG2 em prostaglandina H2 (PGH2)} (Figura 2), e 

é encontrada no cérebro e tecidos periféricos, como: mucosa gástrica, células endoteliais, rins, 

útero (ROBERTS; MORROW, 2005). É responsável pelos dois primeiros passos na síntese de 

prostanóides e as etapas posteriores são dependentes de enzimas tecido-específicas ou de 

mecanismos não enzimáticos (MENDES et al., 2012). 
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Figura 2 - Ação da enzima COX e seus subprodutos 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2012 

A isoenzima COX-1 é constitutivamente expressa em muitos tecidos. É responsável 

pela formação de PGH2 que é precursora da prostaglandina E2 (PGE2) e prostaglandina D2 

(PGD2) na mucosa gástrica. As funções fisiológicas da PGE2 e PGD2 incluem a proteção da 

mucosa gástrica, pois inibem a secreção ácida pelo estômago, aumentam o fluxo sanguíneo 

local e a secreção de muco citoprotetor. Além disso, através da atividade da COX-1 nas 

plaquetas é sintetizado tromboxano A2 (TXA2) que causa agregação plaquetária, 

vasoconstrição e proliferação de células musculares lisas. Em diferentes regiões do rim ocorre 

a formação de PGE2 e PGD2 através da ação precursora da COX-1, e estas PGs possuem 

como função a dilatação vascular, diminuem a resistência vascular renal e aumentam a 

perfusão do órgão. Isso leva à redistribuição do fluxo sanguíneo do córtex renal para os 

néfrons na região intramedular. Além disso, PGE2 e prostaglandina F2α (PGF2α) medeiam 

efeitos diuréticos e natriuréticos (BATLOUNI, 2010). A COX-1 também pode ser induzida 

em pulmão embrionário humano, fibroblastos e macrófagos alveolares e peritoniais por 

estímulos inflamatórios.  
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A COX-2, também é constitutivamente expressa em tipos de células e de tecidos 

especializados, e auxilia em funções específicas, como a neurotransmissão, secreção de renina 

e no feedback tubuloglomerular nos rins (LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005). A COX-2 é 

induzível e tipicamente produz prostanóides pró-inflamatórios que medeiam as respostas 

durante a infecção e inflamação (LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005). 

As PGs são importantes mediadores durante o processo inflamatório. Por exemplo, a 

PGE2 e a PGI2 são potentes agentes vasodilatadores e potencializam o aumento de 

permeabilidade induzido por mediadores como bradicinina e histamina. Além disso, tais PGs 

também estão envolvidas na hiperalgesia (MENDES et al., 2012).  

Várias citocinas, especialmente o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e a 

interleucina-1 (IL-1), são estimulantes da COX-1 e COX-2 o que ocasiona maior síntese de 

PGs e também aumentam a síntese de PGE2 no hipotálamo, levando a diversas reações 

químicas que resultam na elevação da temperatura corpórea (ROBERTS; MORROW, 2005). 

Assim, com a utilização do cetoprofeno tais efeitos são inibidos e o processo inflamatório 

resolvido. 

Embora o cetoprofeno seja um fármaco seguro e eficaz são comuns alguns efeitos 

adversos. Conforme Radi e Khan (2006) o bloqueio tanto da COX-1 como da COX-2 provoca 

a diminuição da síntese das PGs que protegem a mucosa gástrica. Podendo ocorrer: ulceração, 

hemorragias, aumento na permeabilidade da mucosa intestinal e hipermotilidade gástrica 

(RADI; KHAN, 2006).  

Markiewicz e Pasenkiewicz-Gierula (2011) propuseram uma hipótese alternativa 

para os efeitos indesejados relacionados à mucosa gástrica: o cetoprofeno pode afetar a 

hidrofobicidade desta mucosa, o que aumentaria a sua permeabilidade diminuindo a 

resistência luminal ao ácido gástrico.  

Aponta-se também disfunção renal e redução do clearance de cretinina (LEE; 

RODRIGUEZ; DIONNE, 2005; TOMIC et al., 2008). Alguns desses efeitos colaterais 

observados na função renal também estão relacionados com a inibição da síntese das PGs que 

fisiologicamente são produzidas nesta estrutura. Com a inibição da produção da PGE2 a 

hemodinâmica medular, o metabolismo do sódio e da água é prejudicado. Desta forma há 

diminuição do fluxo renal (não há vasodilatação da arteríola eferente) e retenção de sódio 

(não há inibição da reabsorção de sódio no ramo ascendente da alça de Henle) (MURRAY; 

BRATER, 1993). 

Tomic et al (2008) também observaram possíveis efeitos adversos sob o fígado de 

animais tratados com cetoprofeno. Os resultados apontaram alteração da estrutura 
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morfológica do fígado que apresentou infiltração perivascular e discreta degeneração do 

parênquima (TOMIC et al., 2008). 

O mecanismo de ação destes efeitos indesejados ainda não foi totalmente elucidado, 

e um aspecto importante a se considerar é a participação de radicais livres e espécies reativas 

(Lastra et al., 2002). 

 

3.2 ESPÉCIES REATIVAS DO OXIGÊNIO 

 

As espécies reativas do oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN) são 

moléculas altamente reativas que podem ser radicais livres ou não. Radical livre é definido 

como um átomo ou molécula que contem um ou mais elétrons desemparelhados (número 

ímpar de elétrons na sua última camada eletrônica) e este não emparelhamento de elétrons é 

responsável pela alta reatividade destes átomos ou moléculas. Já as espécies reativas não 

radicalares contém apenas elétrons emparelhados na sua última camada eletrônica e são muito 

reativas, porém todas as ERO e ERN participam de diversas reações de óxido-redução que 

compõe o sistema biológico (HALLIWELL, 1991). 

A formação in vivo de ERO ocorre a partir de reações de auto-oxidação, reação 

fotoquímica e reações enzimáticas (citocromos, oxidases, peroxidases, lipooxigenases, 

desidrogenases) e pode envolver compostos endógenos e vários xenobióticos (KEHRER, 

2000). 

Em condições fisiológicas também são produzidas ERO e a mitocôndria é 

considerada uma importante fonte. Isso se dá porque em organismos aeróbicos a adenosina 

tri-fosfato (ATP) é obtida a partir da redução completa do oxigênio molecular (O2) por quatro 

elétrons. Essa transferência de elétrons ao longo das enzimas da cadeia respiratória não é 

totalmente eficiente, principalmente nos complexos I, II e III e o O2 pode receber menos de 

quatro elétrons, resultando na formação de ânion superóxido (O2
•-). Aproximadamente 2% do 

O2 que entra na mitocôndria é convertido em ânion superóxido (O2
•-) (BURTON; 

JAUNIAUX, 2011). 

Em níveis homeostáticos, ERO possuem importantes ações sobre a função celular, 

incluindo ativação de fatores de transcrição como, por exemplo, o fator nuclear κβ (NF-κβ) 

que regula a expressão de citocinas pró-inflamatórias e outras citocinas, diferenciação celular 

e apoptose, ativação de proteínas cinases e fagocitose (BURTON; JAUNIAUX, 2011; 

KEHRER, 2000). Na fagocitose ocorre a ativação da enzima nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH oxidase) dos fagócitos (neutrófilos, macrófagos, 
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eosinófilos) e esta promove o aumento do consumo de oxigênio com consequente produção 

de O2
•- que é importante para a defesa (atividade antimicrobiana), assim como para a geração 

de outras ERO. Esse processo é conhecido como "oxidative burst” e destaca-se o papel de 

duas enzimas: 

 

i) NADPH oxidase: um complexo enzimático de membrana, que catalisa a redução 

monovalente do O2 a O2
•-, e; 

ii) Mieloperoxidase (MPO): utiliza o peróxido de hidrogênio (H2O2) para oxidar o íon 

cloreto (Cl-) a ácido hipocloroso( HOCl) com ação microbicida (VELLOSA et al., 

2007a; CAPEILLÈRE-BLANDIN, 1998). 

 

De tal forma, diversas ERO são biologicamente importantes, com destaque para: 

 

i) Ânion superóxido (O2
•-): é gerado continuamente por diversos processos celulares 

(cadeia de transporte de elétrons na mitocôndria, por meio de enzimas como xantina 

oxidase e NADPH oxidase), ou pela redução monoeletrônica de O2. O O2
•- pode sofrer 

reação de dismutação catalisada pela superóxido dismutase (SOD) ou por dismutação 

espontânea em solução aquosa (VASCONCELOS et al., 2007): 

     

   2O2
•- + 2H               H2O2 + O2 

 

Em solução aquosa é um forte agente redutor e pode acelerar a reação de Fenton 

(VASCONCELOS et al., 2007): 

 

                                     O2
•- + Fe3+                    Fe2+ + O2  

 

Pode auxiliar na formação do radical hidroxil (HO•) (BARREIROS; DAVID; 

DAVID, 2006): 

   O2
•- + H2O2                               OH•+ OH- + O2 

 

Ao reagir com o óxido nítrico, o O2
•- pode formar peroxinitrito (OONO-), uma ERN 

permeável às membranas e que possui função microbicida (VASCONCELOS et al., 2007): 

 

   O2
•- + NO•                ONOO- 

Fe 

SOD 
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ii) Peróxido de hidrogênio (H2O2): é um intermediário formado na reação de 

dismutação espontânea do O2
•- ou catalisada pela SOD, além disso, pode ser gerado 

por enzimas oxidases ou pela β-oxidação de ácidos graxos e auto-oxidação de 

produtos químicos durante o ciclo redox (GOETZ; LUCH, 2008; HALLIWELL; 

CLEMENT; LONG, 2000). Esta molécula não é um radical livre, porém possui alta 

capacidade de transpor as membranas celulares e gerar o radical peroxil na presença 

de metais de transição (VASCONCELOS et al., 2007):  

 

     H2O2 + Fe2+                            Fe3+ + OH•+ OH- 

 

É parcialmente eliminado pela ação de enzimas, como: catalase (CAT), glutationa 

peroxidase e peroxidases ligadas à tioredoxina, mas como essa eliminação tem baixa 

eficiência, grande parte do H2O2 é liberado para a célula (HALLIWELL; CLEMENT; 

LONG, 2000): 

 

      2H2O2                     2 H2O + O2 

 

 

iii) Radical hidroxil (OH•): este radical é considerado extremamente tóxico, devido a sua 

alta reatividade, meia via extremamente curta (1ns) e porque o organismo humano não 

dispõe de um mecanismo de defesa específico (VASCONCELOS et al., 2007; 

GOETZ; LUCH, 2008). 

O OH• pode ser formado a partir do O2
•-, H2O2 e também pela reação (VELLOSA et     

al., 2007a): 

 

                                   HOCl + O2
•-             OH• + Cl- + O2 

 
 

 

iv) Ácido hipocloroso (HOCl): é uma espécie não radicalar, permeável às membranas 

biológicas.  É formado pela oxidação de íons cloreto, catalisada pela MPO em 

presença de H2O2 (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOV, 2013): 

 

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

 

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

MPO 

CAT 
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 O HOCl pode gerar outras ERO, como: oxigênio singlete e radical hidroxil via sua 

reação com peróxido de hidrogênio e ânion superóxido, respectivamente. Não há mecanismos 

enzimáticos de defesa contra oxidantes clorados, tanto em mamíferos como em bactérias. 

(LAPENNA; CUCCUROLLO, 1996.) 

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

reação com aminas primárias ou secundárias. Essas cloraminas são oxidantes de vida longa e 

sua reatividade depende de sua lipossolubilidade. O β-aminoácido taurina, de maior 

abundância em neutrófilos e principal alvo nestas células, reage com o HOCl formando 

taurina cloramina (TauCl) (BABIOR, 2000). 

Além disso, há indícios de que o HOCl está envolvido com a formação de outras 

ERO, através de diferentes reações (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOV, 2013): 

 

Fe2+ + HOCl                       Fe3+ + OH• + Cl– 

HOCl + H2O2                      
1O2 + Cl– + H+ + H2O 

HOCl + NO2
–                                Cl– + H+ + NO3

– 

 

v) Óxido nítrico (NO•) e Peróxinitrito (OONO-): são sintetizados nos organismos por 

meio da ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) (VASCONCELOS et al., 2007): 

 

L- arginina           NO• + L- citrulina 
 

 

 

O NO•, um radical gasoso lipossolúvel e hidrossolúvel, e em meio aquoso, reage com 

o oxigênio para formar outras espécies reativas: 

 

   2 NO• + O2                                  2 NO2
• 

 

NO• + O2
•- OONO-

 

 

 

O OONO- é um radical instável com tempo de meia vida curto. É um potente 

oxidante e forma OH• independente da presença de metal de transição (VASCONCELOS et 

al., 2007):  

 

              OONO- + H+  OH• + NO2 

 

 

O2/NADP

H 

NOS 
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vi) Oxigênio singlete (1O2): é a forma excitada de oxigênio molecular, é muito reativo e 

não possui elétrons desemparelhados em sua última camada (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). Pode ser produzido através da reação H2O2 com OCl- ou 

ONOO- ou pela dismutação espontânea do O2
•- (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). 

 

Além das ERO, é importante salientar a participação das enzimas peroxidases nas 

reações de oxidação e redução. Dentre as peroxidases humanas citam-se: a MPO, peroxidase 

eosinofílica (EPO), peroxidase da tireóide, prostaglandina endoperóxido sintase e muitas 

outras. Além disso, as plantas também possuem peroxidases, que são amplamente estudadas, 

destacando-se a horseradish peroxidase (peroxidase de raíz forte (HRP), que possui massa 

molecular de 42,1 KDa, é uma hemeproteína cujo grupo prostético, a protoporfirina IX, está 

ligada não covalentemente à parte protéica da molécula. As peroxidases oxidam xenobióticos 

(X) na presença do H2O2 (O`BRIEN, 2000):  

 

Peroxidase + H2O2                  Composto I + HOH 

Composto I + XOH                 Composto II + XO• 

Composto II + XOH                  Peroxidase + XO• + H2O2 

 

As ERO também estão relacionadas com processos fisiopatológicos especialmente 

quando ocorre um desequilíbrio entre a geração de ERO e a capacidade celular de neutralizar 

estas moléculas, o que resulta em danos na homeostasia fisiológica (GOETZ; LUCH, 2008). 

As ERO podem agir sobre a membrana celular, proteínas e DNA. 

O OH• causa modificação no DNA (com modificação das bases e quebras das fitas), 

danos nas proteínas, principalmente nos aminoácidos cisteína, histidina e triptofano podendo 

ocasionar clivagens de ligações com consequente perda da atividade enzimática, problemas 

no transporte ativo através das membranas celulares, citólise e morte celular 

(VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

Além disso, pode provocar peroxidação lipídica, que é a oxidação dos ácidos graxos 

poliinsaturados presentes nos lipídios de membrana, alterando a estrutura e fluidez da 

membrana celular (GOETZ; LUCH, 2008). 

O O2
•- pode agir sobre proteínas e liberar Fe2+ das proteínas de armazenamento e de 

ferro-sulfoproteínas, tais como ferritina e aconitase, respectivamente. Também pode oxidar 

aminoácidos como a cisteína, gerando um tio-radical (BARREIROS; DAVID; DAVID, 

2006). 
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O H2O2 oxida proteínas que apresentem resíduos de metionina ou grupos tióis muito 

reativos, como por exemplo, a glutationa reduzida (GSH) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 

2006). 

O HOCl pode atacar biomoléculas de importância fisiológica, tais como tióis, 

tioésteres, aminas, fenóis e ligações insaturadas de moléculas com diferentes funções 

orgânicas, provocando alterações estruturais e funcionais de aminoácidos, nucleotídeos e 

carboidratos e lipídeos (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOV, 2013). 

O NO• pode desencadear a desaminação de nucleotídeos e, assim, contribuir para a 

formação de lesões no DNA, bem como interferir na apoptose celular por meio da sua reação 

com os resíduos de cisteína das caspases (GOETZ; LUCH, 2008). Já os principais alvos 

celulares do ONOO- são grupos de moléculas que contém grupamentos tióis, metais de 

transição, e dióxido de carbono. Além disso, pode reagir com a guanina, provocando 

alterações no DNA e formando resíduos 8-hidroxideoxiguanosina (GOETZ; LUCH, 2008). 

É através do ataque das ERO a diferentes alvos moleculares do organismo que 

diversas pesquisas relacionam estas espécies à patogênese de doenças como: câncer, 

inflamação, doença de Parkinson, Alzheimer, artrite, hipertensão, aterosclerose e outras 

(BHATT; LOKHANDWALA; BANDAY, 2014; CARNEVALE et al., 2014; TERLECKY; 

TERLECKY; GIORDANO, 2012; (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOV, 2013).   

É importante salientar que o excesso de ERO pode resultar da ineficiência dos 

mecanismos de combate ou de um excesso de sua produção, sendo esta por mecanismos 

patológicos ou pelo uso xenobióticos (KEHRER, 2000). 

 

3.3 A RELAÇÃO: ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMAÇÃO E ANTI-INFLAMATÓRIOS 

 

O estresse oxidativo é uma condição que resulta do desequilíbrio entre o sistema pró 

e antioxidante com predomínio dos oxidantes (SIES, 1991). Este desequilíbrio leva a danos de 

biomoléculas e células importantes com potencial impacto sobre todo o organismo 

(DURACKOVA, 2010). 

O estresse oxidativo e a inflamação estão intimamente relacionados, pois além da 

síntese de prostaglandinas, outros fatores contribuem para a fisiopatologia deste processo, 

como é o caso das ERO (GAWEL; LIBROWSKI; LIPKOWSKA, 2013). 

 A proteína C-reativa (PCR) é uma proteína de fase aguda e marcador de inflamação. 

Ela pode promover aterogênese e parece induzir o estresse oxidativo in vivo, por meio da 

estimulação da NADPH-oxidase, com consequente produção de radical O2
•-, juntamente com 
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aumento da liberação de citocinas e outras moléculas pró-inflamatórias (DEVARAJ et al., 

2009; JIALAL.; KAUR; DEVARAJ, 2013). 

Durante um processo inflamatório, leucócitos polimorfonucleares (PMNs) e outras 

células fagocíticas, são ativadas e mobilizadas para o local da inflamação (SWAIN; ROHN; 

QUINN, 2002). Os PMNs além de atuarem na eliminação de agentes patogênicos por meio de 

mecanismos independentes de oxigênio (quimiotaxia, fagocitose, degranulação e liberação de 

enzimas líticas) (QUINN; GAUSS, 2004), também agem por mecanismos dependentes de 

oxigênio, resultando na produção de ERO (CASCÃO; ROSARIO; FONSECA, 2009), pois o 

O2
•- produzido é rapidamente convertido ao H2O2 espontaneamente ou pela enzima SOD 

(BABIOR, 2004). O H2O2 pode reagir com metais de transição formando o OH•, radicais 

peroxilo (ROO˙), NO•, ONOO- e HOCl (COSTA  et al., 2006).  

O NO• é produzido pelas sintases de óxido nítrico (iNOS ou NOS-2) durante a 

inflamação, e provoca  o aumento da permeabilidade vascular dos tecidos inflamados 

(COSTA  et al., 2006). Além disso, tem sido demonstrado que as citocinas, TNF-α e 

interleucina-1 beta (IL-1β), produzidas durante a uma resposta inflamatória, aumentam a 

síntese de ERO (GAWEL; LIBROWSKI; LIPKOWSKA, 2013). 

Assim, o excesso de radicais livres e enzimas proteolíticas usadas como defesas no 

processo inflamatório podem ser altamente tóxicos para as células e os tecidos circundantes 

(PELLETIER et al., 2001). 

Diante disso, estudos apontam novas perspectivas quanto à atividade dos AINES 

(DOMÍGUEZ-LUIS et al., 2013; FERNANDES et al., 2003). Há controvérsias quanto à ação 

pró ou antioxidante destes fármacos. Alguns AINES afetam uma variedade de sistemas 

enzimáticos incluindo a glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GR), xantina 

oxidase e SOD, o que provoca alterações nas concentrações de ERO dentro da célula, 

assumindo um papel importante na patogênese dos danos (VILLEGAS et al., 2000). 

Ansensio et al. (2007) demonstraram a redução dos níveis de NADPH e GSH após a 

administração de AINES, como por exemplo, o cetoprofeno. Estes dados sugerem a 

contribuição deste xenobiótico para o aumento do estresse oxidativo durante a inflamação. 

Lastra et al. (2002) sugerem que ERO podem desempenhar um papel importante na 

patogênese dos danos causados pelo uso de cetoprofeno, uma vez que observaram o aumento 

de ERO possivelmente gerado pela via da enzima xantina oxidase, bem como a diminuição 

nos níveis da SOD. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jialal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22520400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22520400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Devaraj%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22520400
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Domíguez-Luis et al. (2013) demonstraram que os AINES podem gerar o O2
•- na 

membrana plasmática através da ativação da NADPH-oxidase. O grupo destaca que a ERO 

poderiam servir como um alvo potencial para a gestão das condições inflamatórias.  

Por outro lado tem sido sugerido que alguns AINES possuem atividade anti-

inflamatória devido à sua capacidade de sequestrar ERO, bem como inibir o “oxidative burst” 

de neutrófilos que é desencadeado por vários fatores de ativação, desempenhando assim um 

papel protetor contra os danos oxidativos (FERNANDES et al., 2003).  

 Costa et al. (2006) demonstraram que o cetoprofeno possui ação efetiva na 

eliminação de radicais HO•. Esta atividade pode ser explicada devido à reatividade direta do 

anel arilo com este radical (NG; LIU; ZHAO, 2000). Além disso, o cetoprofeno também se 

mostrou eficaz na eliminação de H2O2, resultados também encontrados por Kladna et al. 

(2006). Esta propriedade pode ser muito importante para o cetoprofeno porque a peroxidação 

lipídica parece estar aumentada em doenças inflamatórias (SPITELLER, 2003). O 

cetoprofeno também mostrou-se eficaz na inibição do “oxidative burst” de neutrófilos, via 

ERO (COSTA et al., 2006). Costa et al. (2006) e Kladna et al. (2006) sugerem que o 

cetoprofeno não possui efeito pró-oxidante.  

Sob outra perspectiva observa-se que a modificação da estrutura química do 

cetoprofeno também pode contribuir na sua ação quando se trata da relação entre a inflamação 

e o estresse oxidativo. Em estudo conduzido por Manente et al. (2011), o cetoprofeno foi 

complexado a diferentes metais. A complexação do cetoprofeno ao cobre mostrou-se eficaz 

na captura de oxidantes não radicalares, enquanto a complexação ao cério é mais efetiva sobre 

radicais livres.  

Tendo em vista que o processo inflamatório está relacionado com uma condição 

oxidativa, é importante diminuir os efeitos pró-oxidativos deletérios relacionados à ela, pois 

sua persistência durante um longo período de tempo  pode levar a carcinogênese (FEDERICO 

et al., 2007).  Isso pode ser possível através de moléculas com capacidade antioxidante, seja 

ela endógena ou não. 

 

3.4 ANTIOXIDANTES 

 

Para a manutenção da homeostase é importante que os níveis de substâncias oxido-

redutoras (como as ERO) e o sistema antioxidante estejam em equilíbrio. Antioxidantes são 

substâncias que, quando presentes em baixas concentrações comparada à do substrato 
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oxidável, regeneram o substrato ou previnem significativamente a oxidação do mesmo 

(HALLIWELL; CLEMENT; LONG, 2000). 

Para diminuir ou prevenir os danos causados pelo excesso de ERO, o organismo 

dispõe de dois principais sistemas antioxidantes: enzimático e não enzimático (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). 

As principais enzimas constituintes do sistema antioxidante enzimático estão: 

 

i) Superóxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1): favorece a dismutação do radical 

superóxido a peróxido de hidrogênio e oxigênio. As principais SOD, classificadas de 

acordo com o seu centro redox e localização celular são: SOD1 é dependente de Cu2+ 

e Zn2+ e é encontrada no citosol de células eucariotas; SOD2, dependente de Mn3+e 

encontrada na mitocôndria. (VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS; DAVID; 

DAVID, 2006); 

ii) Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6): decompõe o peróxido de hidrogênio a água, de forma 

extremamente rápida: a velocidade da reação é de aproximadamente 1.7 x 107 m-1s-1. 

(SCANDALIOS, 2005); 

iii) Glutationa peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9):  amplamente distribuída nos tecidos 

humanos e animais, sendo produzida em grande quantidade nos rins, fígado e sangue 

total, em nível moderado nos eritrócitos e em baixos níveis no plasma sanguíneo. 

Apresenta um resíduo de cisteína contendo selênio covalentemente ligado ao restante 

da enzima, componente importante para sua atividade antioxidante. Catalisa a 

dismutação do peróxido de hidrogênio a água, e atua de forma conjunta com a 

glutationa redutase (GR) (EC 1.6.4.2), enzima responsável pela regeneração da 

glutationa à sua forma reduzida na presença de NADPH (BARREIROS; DAVID; 

DAVID, 2006). 

O sistema antioxidante enzimático está representado na Figura 3. 
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Figura 3 - Sistema antioxidante enzimático de uma célula modelo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de KHALIL, 2002. 

 

O sistema antioxidante não enzimático é constituído por substâncias produzidas pelo 

organismo, como a glutationa, a ubiquinona e o ácido úrico, e em substâncias obtidas da dieta 

como as vitaminas C e E, carotenóides, polifenóis e muitos outros (VASCONCELOS et al., 

2007). 

A L--glutamil-L-cisteinilglicina (GSH) é um tripeptídeo que exerce funções 

essenciais na célula, destacando-se sua função como cofator da GPx. Desempenha papel 

protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidação a dissulfeto da glutationa (GSSG). É 

um tampão redox sulfidrílico que mantém os resíduos cisteinila da hemoglobina e de outras 

proteínas do eritrócito no estado reduzido. A GSH é o único tiol não protéico presente em 

espécies aeróbias e seu papel intracelular antioxidante inclui a desintoxicação de xenobióticos 

e de ERO (VASCONCELOS et al., 2007). 

A ubiquinona ou Coenzima Q10 é o único lipídeo endogenamente sintetizado através 

da via do mevalonato, que apresenta função redox (VASCONCELOS et al., 2007). 

Desempenha papel central na cadeia respiratória mitocondrial, na cadeia de transporte de 

elétrons extra-mitocondrial, participa da regulação da permeabilidade da membrana celular, 

diminui a oxidação de proteínas de membrana, previne a oxidação do DNA e impede a 
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disfunção endotelial, provavelmente por aumentar a disponibilidade de NO. Sua forma 

antioxidante, o ubiquinol (CoQH2), produto da redução da coenzima Q (CoQ), inibe a 

iniciação e propagação da peroxidação lipídica, com consequente impedimento da formação 

de ROO•. Além disso, a coenzima Q regenera a vitamina E do radical tocoferila. Assim, sua 

atividade antioxidante ocorre por meio do sequestro de radicais livres, e por interrupção de 

reações radicalares em cadeia. Tal atividade está limitada ao meio lipossolúvel, devido a sua 

longa cadeia lateral (VASCONCELOS et al., 2007). 

O ácido úrico deriva do metabolismo das purinas e é produzido pela oxidação de 

hipoxantina e xantina pela xantina oxidase e xantina desidrogenase. Em pH fisiológico (7,35-

7,45), o ácido úrico é dissociado a urato e é esta molécula que apresenta atividade sobre os 

radicais ROO•, NO2
• (gerando NO2

–), e OH•, impedindo que estas ERO causem danos em 

lipídeos e DNA da célula (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS 2007). 

O acido ascórbico ou vitamina C é encontrado no organismo na forma de ascorbato, 

forma que atua como antioxidante, ao doar um H• ou [H+ + e-] para um radical 

(VASCONCELOS et al., 2007). É hidrossolúvel e está localizado nos compartimentos 

aquosos dos tecidos orgânicos. O ascorbato desempenha papéis fundamentais no organismo, 

atuando sobre o O2
•-, o H2O2 e o OH• entre outros (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).  

A vitamina E é constituída principalmente por tocoferóis e tocotrienóis, sendo o α-

tocoferol o mais ativo (THERIAULT et al., 1999). O tocoferol é um antioxidante lipossolúvel 

que atua bloqueando a etapa de propagação da peroxidação lipídica dos ácidos graxos poli-

insaturados das membranas e lipoproteínas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).  

Os carotenóides são moléculas coloridas (vermelho e laranja), lipossolúveis, 

sintetizados por plantas e microrganismos e presentes em muitos alimentos, particularmente 

frutas, vegetais e peixes. Dentre os carotenóides, o β-caroteno é a mais importante fonte de 

vitamina A. Apenas 10% dos carotenóides têm atividade pró-vitamina A, que é a capacidade 

de conversão dos carotenóides em retinol. As propriedades antioxidantes dos carotenóides 

estão associadas com sua capacidade de capturar radicais e outras espécies, como oxigênio 

singlete,  em baixas concentrações e em baixa pressão parcial de oxigênio, tais como aquelas 

da maioria dos tecidos sob condições fisiológicas (VASCONCELOS et al., 2007). 

Os polifenóis são um grupo diversificado de compostos encontrados em plantas. São 

metabólitos secundários que desempenham papéis de defesa do hospedeiro contra agentes 

patógenos e radiação ultravioleta e estão envolvidos na transdução de sinal celular. Os 

polifenóis estão presentes em alimentos e bebidas de origem vegetal como: frutas, legumes, 
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cereais, nozes, azeitonas, chocolate, chá, café e vinho e são os antioxidante mais abundantes 

da dieta humana (FANTINI et al., 2015).  

De acordo com Quideau et al. (2011), polifenóis são substâncias que possuem um 

grande número de unidades de anéis fenol (com pelo menos duas ou três hidroxilas ligadas ao 

anel benzeno ou outro anel) e que mesmo assim possuem solubilidade em água. 

Desta forma, os polifenóis são classificados de acordo com o número de anéis fenóis 

que contêm, por elementos estruturais que ligam estes anéis entre si e pelos substituintes nos 

respectivos anéis. Há diversas classes de polifenóis, como os ácidos fenólicos, 

proantocianidinas, estilbenos, e flavonóides (FANTINI et al., 2015). 

Os flavonóides possuem uma estrutura química básica, composta por três anéis (A, B 

e C) e apresentam-se, geralmente, na forma de glicosídeos (Figura 4). São obtidos da dieta e 

absorvidos no intestino, via micelas, por transporte passivo ou ainda através de 

transportadores (MEOTI, 2006; MOTA et al., 2009). 

 

Figura 4 - Estrutura básica dos flavonóides 

 

 

Fonte: Adaptado de MOTA et al, 2009. 

 

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

algumas destas hidroxilas podem ser  metiladas, acetiladas ou sulfatadas (VELLOSA, 2008). 

Estas diferenças estruturais permitem a classificação dos flavonóides em algumas classes 

principais: 

i) Flavonóis: estão presentes em plantas na forma glicosilada, sendo que o carboidrato 

geralmente ligado é a glicose ou ramnose. Estão presentes em frutas, chás e vinho 

tinto. São representantes desta classe: quercetina, kaempferol, e miricetina (FANTINI 

et al., 2015); 
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ii) Flavonas: podem apresentar diferentes substituições, incluindo hidroxilação, 

metilação, alquilação, e glicosilação. Uma das flavonas mais abundantes nos alimentos       

é a apigenina presente na salsa, cebola, alho, pimenta, chá de camomila (FANTINI et 

al., 2015); 

iii) Flavan-3-óis: existem em formas monoméricas, oligoméricas e poliméricas e não são 

glicosilados. Os monómeros mais simples são (+) catequina e o seu isômero (-) 

epicatequina, cuja hidroxilação gera (+) galocatequina e (-) epigalocatequina. As 

proantocianidinas são dímeros e polímeros de catequinas. As flavan-3-óis são 

encontradas no chocolate, vinho tinto, cereais (FANTINI et al., 2015); 

iv) Isoflavonas: são fitoestrógenos encontrados principalmente na soja e produtos 

derivados da soja e em plantas leguminosas. São exemplos: daidzeína, genisteína 

(FANTINI et al., 2015). 

 A atividade antioxidante dos flavonóides depende de fatores como: reatividade 

com o agente doador de hidrogênio e elétrons (quanto menor o potencial de oxidação do 

flavonóide, maior é sua atividade como sequestrador de radicais livres e quanto maior o 

número de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de hidrogênio e de elétrons); 

estabilidade do radical flavanoil formado (depende da habilidade do flavonóide em deslocar o 

eletrón desemparelhado); reatividade frente a outros antioxidantes (alta capacidade 

antioxidante quando comparado com outras substâncias, devido à presença de múltiplas 

hidroxilas); capacidade de quelar metais de transição, solubilidade e interação com as 

membranas (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). 

Diante da promissora atividade benéfica destes compostos no organismo, estudos 

investigam a ação dos flavonóides sobre patologias que apresentam indícios do envolvimento 

do estresse oxidativo, por exemplo: o uso de flavonóides pode contribuir no tratamento do 

câncer (SERRA et al., 2014) e diabetes (ARUOMA et al., 2012), diminuir danos gástricos 

(CHENG et al., 2013), auxiliar no combate de doenças alérgicas (TANAKA, 2014) e 

inflamatórias (HAVSTEEN, 2002)  e auxiliar na prevenção de doenças neurodegenerativas 

como o Parkinson (KUKULL, 2012). A busca por novas fontes de flavonóides está crescendo, 

visto a diversidade de plantas disponíveis e a potencial contribuição destas substâncias para a 

prevenção ou melhoria do tratamento de diversas doenças. No Brasil pesquisas apontam 

novas fontes antioxidantes compostas por flavonóides, como por exemplo, o guaraná 

(BASILE et al., 2005; BITTENCOURT et al., 2013). 
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3.5 GUARANÁ (Paullinia cupana) 

 

O guaraná pertence à família Sapindaceae, subfamília Sapindoideae. No Brasil há 

diversas espécies de Paullinia, porém, a Paullinia cupana var. Sobillis é a única usada 

comercialmente e tem sido a mais estudada (SCHIMPL et al., 2013). Esta variedade 

predomina no estado do Amazonas, na região de Maués, que parece ser seu habitat natural, 

porém com a expansão do uso comercial do guaraná, seja pela indústria de bebidas, 

medicamentos ou cosméticos, o cultivo desta planta se espalhou para outras regiões do país 

como Bahia, Mato Grosso e Pará (BRASIL, 2011). 

 

Figura 5 - Paullinia cupana 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Instituto Amazônia 

 

Para a obtenção do guaraná são utilizadas as sementes da planta, devido ao seu alto 

teor de cafeína (1,3,7-tri-metilxantina). As indústrias de bebidas absorvem a maior parte da 

produção destas sementes. É através do processamento destas sementes que é obtido o pó de 

guaraná que é vendido comercialmente (SCHIMPL et al., 2013). 

A composição química do guaraná ainda não foi totalmente elucidada, mas diversas 

pesquisas apontam a presença de metilxantinas, taninos condensados ou proantocianidinas 

(flavan-3-ol), catequinas, epicatequinas, saponinas (MATTEI et al., 1998; BASILE et al., 

2005). É importante salientar que após o processamento das sementes diversas formas de 

tratamento podem ser aplicadas, dependendo da finalidade de uso. Desta forma pode-se 

utilizar enzimas durante um pré-tratamento das sementes para posterior obtenção de um 

extrato, ou utilizar extratos hidroalcoólicos e aquosos. Estes processos interferem no tipo e na 

quantidade de compostos bioativos identificados (SCHIMPL et al., 2013).  
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A presença destas moléculas bioativas conferem ao guaraná diferentes propriedades 

funcionais, que além de apresentar propriedades afrodisíacas e energéticas (SMITH; 

ATROCH, 2007), auxiliar na perda de peso e na manutenção da memória (ESPINOLA et al., 

1997), apresenta atividade antioxidante (BASILE et al., 2005), ação antimicrobiana 

(YAMAGUTI- SASKI et al., 2007) e antiplaquetária (BYDLOWSKI; D'AMICO; 

CHAMONE, 1991), efeito antialérgico (JIPPO et al., 2009), efeito genoprotetor contra dano 

no DNA (FUKUMASU et al., 2006), efeito gastroprotetor (CAMPOS et al., 2005), e 

prevenção de alterações provocadas no metabolismo lipídico (PORTELLA et al., 2013) e 

doenças metabólicas (KREWER et al., 2011). 

Além disso, a utilização do guaraná em pesquisas têm se mostrado bastante segura, 

pois não apresenta toxicidade quando administrado em doses altas e de forma aguda e nem em 

doses mais baixas e de forma crônica (MATTEI et al., 1998). De acordo com pesquisa 

conduzida por Mattei et al. (1998), o extrato hidroalcoólico não provocou mudanças no peso, 

na mortalidade, na atividade motora e nem provocou alterações histopatológicas em diferentes 

tecidos: fígado, coração, pulmão, pâncreas, rins, estômago em nenhum dos tempos (agudo ou 

crônico) e doses utilizadas no tratamento. 

Diante destes apontamentos, o guaraná pode ser um promissor coadjuvante para a 

melhoria do tratamento anti-inflamatório com o uso do cetoprofeno visando à diminuição dos 

efeitos oxidantes que envolvem a inflamação e os possíveis efeitos colaterais deste fármaco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D'Amico%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1823256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chamone%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1823256
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MATERIAIS 

Para a realização deste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes de alta 

qualidade com elevado grau de pureza: 2,2'-Azino-bis-3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid 

(ABTS), persulfato de potássio, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), etanol, hipoclorito de 

sódio, tetrametilbenzidina (TMB), ácido acético, dimetilformamida, 2,2'-Azobis(2-

methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), fosfato de sódio mono e bibásico, 

metassulfato de fenazina, nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida, nitrobluetetrazolium 

(NBT), glutationa reduzida (GSH), ácido 5-5’-ditio-2-nitrobenzóico (DTNB), guaiacol, 

peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxidase de raiz forte (HRP tipo VI), ácido tricloroacético 

(TCA), etilenodiaminotetraacético (EDTA), TRIS/HCl, iodeto de potássio, resveratrol, 

metanol. 

Também foram utilizados materiais de coleta de sangue como seringa, agulhas, tubos 

com e sem anticoagulante.  

Dentre os equipamentos, foram utilizadas balanças analíticas, centrífugas, estufas, 

banho-maria, agitadores, microscópio óptico, espectrofotômetro de cubetas PerkinElmer 

Lambda®, espectrofotômetro de placas BioTeck µQuant® (Synergy H1 Hybrid Reader), 

Cromatógrafo líquido de alta eficiência (Shimadzu LC proeminência - 20ª), condensador 

(Terroni Modelo LD1500), Hemocounter, Respons 920 (Biosys/Diasys), Centrífuga (Hermle® 

Z 326K), liofilizador (Terroni). 

Para a realização dos ensaios in vitro, o cetoprofeno (FAGRON®) foi dissolvido em 

metanol, visto sua alta solubilidade neste solvente (SHENG et al., 2006). Já para os ensaios in 

vivo o cetoprofeno foi utilizado na forma de suspensão e o veículo utilizado foi a solução 

fisiológica. Em todos os ensaios foram realizados controles com os solventes para certificar 

que este não influenciava nos resultados obtidos. 

O guaraná em pó utilizado para a elaboração do extrato aquoso foi obtido na região 

de Maués- AM na safra 2014/2015. Para a obtenção do extrato aquoso de guaraná procedeu-

se a extração aquosa do pó, seguida de liofilização. O liofilizado foi dissolvido em água para a 

realização de todos os testes, tanto in vitro quanto in vivo. 

O resveratrol foi utilizado como substância antioxidante padrão para a realização dos 

testes in vitro. 
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4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Delineamento experimental 

 O delineamento experimental geral deste trabalho é demonstrado na Figura 6. 

 

Figura 6 - Fluxograma do delineamento experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora 

 

4.2.2 Preparação do extrato aquoso de guaraná 

O guaraná em pó foi fornecido pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária), localizada na Amazônia Ocidental em Maués, no estado de Amazonas (Brasil) 

e foi armazenado em condições secas, a - 20 °C até o momento da preparação do extrato. O 

extrato aquoso de guaraná foi obtido através da infusão de 100g de pó de guaraná em 1L de 

água destilada e deionizada, a uma temperatura de 90°C, durante 10 minutos. Nos tempos 0, 5 

e 10 minutos procedeu-se uma agitação suave. Após extração, a solução resultante foi filtrada 

através de papel Whatman N° 8, colocado em vidro âmbar (capacidade de 1,5 L) e, 

armazenados a -8 ° C, e a seguir liofilizado. A liofilização foi realizada sob condições de 

congelamento (-20 ° C), a pressão de vácuo de 0.120 mB e uma temperatura de condensador 

de -50 °C (NISCHIYAMA et al., 2010). O guaraná foi utilizado na forma de extrato aquoso 

Cetoprofeno 
Ext. aquoso       

guaraná 

In vitro In vivo Ex vivo 

Ensaio 

com ratas 
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Eritrócitos 
  ABTS•+  

  DPPH• 
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•-  
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como uma possível alternativa antioxidante de fácil acesso (como o chá) e uso 

etnofarmacológico. 

4.2.3 Determinação de componentes bioativos do extrato aquoso de guaraná 

Para a determinação dos componentes bioativos foram utilizadas as amostras do 

extrato aquoso de guaraná obtidas após a filtração e para cada determinação foram construídas 

curvas com a substância padrão referentes a cada análise realizada. 

A quantificação de componentes fenólicos totais foi realizada espectrofotométrica- 

mente em 730nm, de acordo com Folin; Ciocalteau (1927). Os resultados são expressos em 

mg equivalentes de ácido gálico/100g de extrato aquoso de guaraná. 

A estimativa de taninos condensados foi realizada conforme Morrison et al. (1995), 

em 500nm. Os resultados são expressos em mg equivalentes de ácido gálico/100g de extrato 

aquoso de guaraná. 

 A determinação de taninos hidrolisáveis seguiu a metodologia proposta por Brune; 

Hallberg e Skanberg (1991). Os resultados são expressos em mg equivalentes de catequina/ 

100g de extrato aquoso de guaraná. 

Para a quantificação dos alcalóides totais, procedeu-se a acidificação da amostra, 

com posterior adição do Reagente de Dragendorff e centrifugação. Após a absorbância foi 

lida em 435nm. Os resultados são expressos em mg equivalentes de berberina/100g de extrato 

aquoso de guaraná (SREEVIDYA; MEHROTRA, 2003).  

A quantificação de cafeína, teobromina e catequinas foi realizada através de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) (Shimadzu LC proeminência - 20A, com 

bomba quaternária LC-20AT, injetor automático- SIL 20 A, desgaseificador em linha DGU-

20A5 e detector SPD-20AV DAD), com detecção em 272nm. Para a separação dos 

componentes foi utilizada a coluna ODS-3 (Phenomenex Prodigy ODS-3 100 ;150mm x 

4,6mm, 5µm). Para a eluição foram utilizadas como fase móvel: A, ácido fosfórico (H3PO4) 

0,1% em água; B, 100% acetonitrila (ACN), com taxa de fluxo 1mL/minuto. A amostra de 

extrato aquoso de guaraná foi filtrado em um filtro de 0,45 mícrons para posterior injeção no 

equipamento. (ANDREWS et al., 2007; ALVES; BRAGAGNOLO, 2002). 

 

4.2.4 Avaliação in vitro em sistemas oxidativos 
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4.2.4.1 Ação scavenger das amostras sobre o radical ABTS•+  

A ação das amostras frente ao radical ABTS•+ (2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-

6’-sulfonic acid) - Sigma-Aldrich®) (55µM) foi verificada conforme metodologia descrita por 

Pellegrini et al. (1999), com modificações. Desta forma, os ensaios foram realizados em 

tampão fosfato de sódio 10mM (pH 7,4) e a ação das amostras em teste foi quantificada por 

meio do decréscimo da absorbância em 734 nm (Vellosa et al. 2007b).  

 

4.2.4.2 Ação scavenger das amostras sobre radical DPPH• 

A ação das amostras sobre radicais livres foi avaliada por meio do decréscimo da 

absorbância da solução de DPPH• (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl - Sigma-Aldrich) (60 μM) 

em 531nm, segundo Soares et al. (1997). 

 

4.2.4.3 Atividade scavenger das amostras sobre o HOCl  

A concentração da solução de HOCl preparado em água foi determinada 

espectrofotometricamente através de seu coeficiente de extinção molar em 295nm (350 M-

1cm-1) (ZGLICZYNSKI et al., 1971). 

As reações foram realizadas de acordo com Costa et al. (2004), com algumas 

modificações, em tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4. Ao tampão foram adicionadas as 

amostras e o HOCl (30µM) seguindo-se a incubação por 10 minutos na ausência de luz. A 

seguir, adicionou-se o TMB (2,8 mM) e procedeu-se a incubação por mais 5 minutos. A 

leitura das absorbâncias foi realizada em 652nm.  

 

4.2.4.4 Atividade scavenger sobre o ânion superóxido 

Este ensaio foi realizado de acordo com Robak & Gryglewski (1988). O ânion 

superóxido reage com o NBT (68,4 µM) para formar o cromóforo (formazana) cuja 

intensidade de cor, medida em 560 nm, é diretamente proporcional à concentração do radical.  

 

4.2.4.5 Ação na oxidação do guaiacol pela peroxidase  (HRP) 

As concentrações da HRP e do H2O2 em solução foram determinadas por meio de seus 

coeficientes de extinção molar: respectivamente 1,02 x 105 M-1 cm-1 (em 403nm; OHLSON; 

PAUL, 1976) e 80M-1 cm-1 (em 230nm; BRESTEL, 1985). 

A cinética de oxidação do guaiacol (4 mM) pela HRP (7 nM), em presença de H2O2 

(0,1 mM), foi realizada em tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4, 370C, conforme Khalil 

(2002) com alterações. A reação foi acompanhada em 470nm durante 1 minuto. Determinou-
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se a velocidade de reação quando o tempo tende a zero (velocidade inicial - v0) na presença e 

na ausência e das amostras.  

 

 

4.2.5 Avaliação de toxicidade 

 

4.2.5.1 Ação sobre eritrócitos 

O ensaio foi realizado segundo Vellosa (2008) com algumas modificações. O sangue 

total foi coletado de voluntários hígidos e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Após a 

retirada do plasma as hemácias foram lavadas com uma solução de tampão fosfato de sódio 

10mM/NaCl 150mM. Após a obtenção de uma suspensão de eritrócitos 5%, foi determinada a 

hemólise (liberação da hemoglobina das células para o meio reacional) na presença das 

amostras (cetoprofeno e extrato aquoso de guaraná, isoladamente ou em associação) e 

ausência de radical AAPH. Também foram avaliadas as ações das amostras na presença do 

radical AAPH (25 mM), em suspensão de eritrócitos 5%. 

 Estas amostras foram incubadas por 5h/37ºC e o sobrenadante teve a absorbância 

lida em 414 nm após 1h, 3h e 5h de incubação. Este protocolo foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa em Seres Humanos (COEP), sob o número 698.795. 

 

4.2.6 Avaliação dos parâmetros hepáticos, renais e hematológicos 

Foram avaliados os efeitos renais e hepáticos do cetoprofeno e do extrato aquoso de 

guaraná, utilizando-se ratas Wistar (Rattus Norvergicus var. albinus) com aproximadamente 

90 dias de idade, pesando 150-250g. Os animais foram mantidos durante todo o período do 

experimento em gaiolas específicas para roedores, em ambiente com temperatura de 21 ± 2ºC 

e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlado automaticamente, bem como tiveram livre acesso 

à água e comida (ração Nubilab, específica para roedores) e com exaustão adequada.  

A manipulação dos animais seguiu as recomendações da Sociedade Brasileira de 

Ciência em Animais de Laboratório e este protocolo foi aprovado pelo Comitê de ética em 

Pesquisa no uso de animais (CEUA) sob o número 039/2014. 

Para a realização deste protocolo os animais foram divididos em grupos:  

G1) 11 animais tratados v.o durante 7 dias somente com o veículo (salina 0,9%); 

G2) 11 animais tratados v.o com cetoprofeno 20mg/kg/dia durante 7 dias; 

G3) 10 animais tratados v.o extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia durante 7 dias; 

G4) 10 animais tratados v.o extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia durante 7 dias; 
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G5) 11 animais tratados v.o com cetoprofeno 20mg/kg/dia e v.o. com extrato aquoso 

de guaraná 0,1mg/g/dia durante 7 dias; 

G6) 11 animais tratados via v.o cetoprofeno 20mg/kg/dia e v.o com extrato aquoso de 

guaraná 1mg/g/dia durante 7 dias. 

No oitavo dia os animais foram anestesiados com a mistura de anestésicos (cloridrato 

de cetamina 75mg/kg e xilasina 15mg/kg via intraperitoneal) para coleta de sangue através da 

veia cava. Após os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia e então foram 

retirados os rins e o fígado para as determinações de biomarcadores do estresse oxidativo. 

Os animais foram tratados com cetoprofeno (20mg/kg/dia) dissolvido em salina, 

conforme Zaho et al. (2007). O extrato aquoso de guaraná foi testado nas doses de 1mg/g/dia 

e 0,1mg/g/dia, doses propostas por Fukumasu et al. (2006) que também utilizou o extrato 

aquoso de guaraná. As administrações destas substâncias ocorreram  por via oral (v.o) através 

de gavagem, mas obedeceram a um intervalo de 6h entre a administração do extrato aquoso 

de guaraná e do cetoprofeno.  

 

4.2.7 Determinações bioquímicas e hematológicas dos animais 

As funções renais e hepáticas foram avaliadas através da determinação laboratorial 

dos níveis séricos de ácido úrico, ureia e creatinina e de transaminases hepáticas (AST e 

ALT). Foram utilizados kits comerciais (Kovalent do Brasil Ltda., São Gonçalo – RJ) e as 

amostras processadas no equipamento Respons 920® (Miosys/Diasys). 

As contagens hematológicas do sangue total (EDTA) - leucócitos totais, eritrócitos, 

hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio (VCM) e plaquetas - foram realizadas 

no contador eletrônico Hemacouter 60® (Hemogram). Foram ainda realizadas as contagens 

diferenciais dos leucócitos por meio da microscopia óptica. 

 

4.2.8 Avaliação do status antioxidante dos animais  

 

4.2.8.1 Determinação da capacidade antioxidante total do soro 

A capacidade antioxidante total sérica foi determinada através da ação scavenger do 

soro dos animais (diluído 1:30), frente ao radical ABTS•+ conforme metodologia descrita por 

Pellegrini et al. (1999), com modificações. 

 

4.2.8.2 Determinação de grupamentos sulfidrílicos totais (SH-T) 

A determinação dos grupamentos sulfidrílicos totais foi feita conforme metodologia 
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proposta por Ellman (1959). A análise baseia-se na capacidade dos grupos sulfidrilas 

presentes na amostra (soro dos animais) em meio tamponado (tampão TRIS/HCl 0,1M), 

reduzir o  DTNB (0,124mM) ao ácido 2-nitro-5-mercaptobenzóico que apresenta coloração 

amarela. Após a reação ser completada a absorbância foi medida em 412nm. 

 

4.2.8.3 Determinação da atividade da enzima catalase 

A atividade da catalase nas amostras (eritrócitos dos animais) foi determinada através 

da diminuição da absorbância (degradação do substrato) durante 2 minutos, em 240 nm, de 

acordo com Aebi (1984). A reação foi realizada em tampão fosfato (50mM, pH:7,4) e 

utilizou-se H2O2 (10,5mM) como substrato da enzima. A atividade desta enzima é definida 

como uma unidade de enzima capaz de degradar 1µMol de H2O2 em um minuto. Os 

resultados são expressos em µMol H2O2/ mL de eritrócitos/min. 

 

4.2.9 Biomarcadores teciduais do estresse oxidativo  

 

4.2.9.1 Determinação de grupamentos sulfidrílicos não-proteicos (SH-NP) 

Inicialmente foram preparados os homogenatos do fígado e dos rins. Estes tecidos 

foram homogeneizados em EDTA (0,02M) e após precipitação das proteínas com TCA (50%) 

obteve-se o sobrenadante que foi utilizado para a determinação dos grupamentos tióis não-

proteicos. A reação foi realizada em tampão TRIS/HCl (0,4M; pH: 8,9) e a absorbância lida 

em 412nm, conforme Sedlak; Lindsay (1968). A curva padrão foi construída utilizando-se 

glutationa reduzida. Os resultados foram expressos em µMol SH-NP/g tecido. 

 

4.2.9.2 Determinação da atividade da enzima catalase 

O homogenato do fígado e rins foram preparados de acordo com Tabei et al. (2015). 

Os tecidos foram homogeneizados em tampão fosfato de sódio 50mM pH: 7,4/ KCl 150mM /  

EDTA 200mM e após centrifugação o sobrenadante foi utilizado para a realização da reação 

conforme metodologia proposta por Aebi (1984). Os resultados foram expressos em µMol 

H2O2/ g de tecido/min. 

 

4.2.10 Análise estatística 

As análises in vitro e ex vivo foram realizadas em triplicatas e apresentadas como 

Média ± Desvio padrão (SD). Para estes resultados a análise estatística foi realizada pela 
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Análise de Variância de uma via (ANOVA de uma via) seguida pelo teste post-hoc de 

Bonferroni.  

Os resultados obtidos através das análises de amostras biológicas dos animais (in 

vivo) foram apresentados como média ± erro padrão da média (S.E.M). Os dados apresenta- 

ram distribuição normal e variâncias homogêneas, estas condições foram verificadas pelos 

testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. O nível de significância aceito para os 

testes foi de p<0,05. Para todas as análises estatísticas foi utilizado o software estatístico 

GraphPadPrism (versão 5.01, San Diego, Califórnia, EUA). Para os resultados in vivo a 

análise estatística foi realizada pela Análise de Variância de uma via (ANOVA de uma via) 

seguida pelo teste post-hoc de Tukey.  

 

4.2.11 Representação gráfica e apresentação dos resultados 

Os resultados obtidos a partir das análises em modelos oxidativos in vitro (ABTS•+, 

DPPH•, HOCl e O2
•-) foram representados em gráficos “Concentração (mg/mL) x 

Absorbância (nm). A atividade antioxidante de cada amostra foi representada em gráficos de 

colunas “ % de inibição x amostra testada” para cada ensaio realizado. A atividade scavenger 

indica a capacidade de captura de radical livre e/ou agentes oxidantes que determinada 

amostra apresenta no modelo experimental adotado. A atividade scavenger foi expressa em 

inibição máxima e/ou IC50. 

A inibição máxima representa a maior porcentagem (%) de inibição do sistema testado 

(por exemplo, hemólise) ou maior porcentagem de captura do oxidante (por exemplo, HOCl) 

ou radical (por exemplo, O2
•-) na menor concentração possível da amostra em teste. 

A concentração inibitória de cinquenta por cento (IC50) das substâncias aqui testadas 

foi obtida a partir de modelos matemáticos baseados nos dados experimentais de cada ensaio 

e corresponde a concentração teórica em que a substância em questão provoca 50% da captura 

do radical ou oxidante estudado. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 DETERMINAÇÃO DE COMPONENTES BIOATIVOS DO EXTRATO AQUOSO DE 

GUARANÁ 

No extrato aquoso de guaraná foram quantificadas diferentes substâncias e grupos de 

substâncias que são responsáveis por uma ampla gama de efeitos biológicos provocadas pelo 

uso deste extrato. Dentre elas: compostos polifenólicos totais, alcalóides, taninos hidrolisados 

e condensados, cafeína, teobromina e catequinas totais, conforme mostra a Tabela 1. 

 

Tabela 1- Concentração dos componentes bioativos no extrato aquoso de guaraná 

Componentes Extrato aquoso de guaraná Método 

Polifenóis totais  452.7 ± 19.1 (mg Eq ácido gálico/100g) Espectrofotometria 

Alcalóides  77.5 ± 23.9 (mg Eq berberina/100g)  Espectrofotometria 

Taninos hidrolisados  169.2 ± 5.3(mg Eq catequina/100g) Espectrofotometria 

Taninos condensados  1198.0 ± 121.4 (mg Eq ácido gálico/100 g) Espectrofotometria 

Cafeína  223.5 ± 13.8 (µg/0.002 g) CLAE 

Teobromina  3.67 ± 1.1(µg/0.002 g) CLAE 

Catequinas totais  39.9 ± 2.3(µg/0.002 g) CLAE 

 

Embora a composição de cada produto derivado do guaraná (pó, extrato aquoso, 

extrato hidroalcoólico, extrato alcoólico) seja afetada por fatores como condições climáticas, 

plantio e manejo das plantas, variações genéticas, bem como variações no processo de 

obtenção da forma de consumo do guaraná, a composição do extrato de guaraná utilizado 

neste estudo foi semelhante à pesquisas que utilizaram o guaraná como produto natural 

(SCHIMPL et al, 2013; BITTENCOURT et al., 2013). 

 Altos teores de cafeína foram detectados no extrato aquoso de guaraná. A cafeína é 

um alcalóide purínico e predominante em diferentes formas de utilização do guaraná, seja em 

pó ou na forma de extrato. Altas concentrações deste alcalóide foram encontradas no extrato 

hidroalcoólico do pó de guaraná (BITTENCOURT et al., 2013), assim como nas sementes de 

guaraná (WECKERLE; STUTZ; BAUMANN, 2003). Estudos demonstram que esta 

substância é fundamental para a atividade estimulante atribuída ao guaraná (SMITH; 
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ATROCH, 2007; SCHIMPL et al, 2013). A cafeína e a teobromina são classificadas como 

metilxantinas e, de uma maneia geral, sua ação estimulante está baseada no fato de atuarem 

sobre os receptores da adenosina como antagonistas competitivos, por produzirem a inibição 

da fosfodiasterase, aumentando níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) e 

monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). Possuem também outras ações sobre diferentes 

sistemas onde atuam como broncodilatadora, provocam aumento da contratilidade cardíaca, 

vasodilatação em nível muscular (aumento do rendimento físico), estimulam a secreção 

gástrica e possuem efeito diurético (LOZANO et al., 2007; LOVALLO et al., 2004). 

Também foram encontradas quantidades significativas de outras substâncias 

bioativas como catequinas e taninos. Estes resultados estão de acordo com Fukumasu et al. 

(2006), Werleckele; Stutz; Baumann (2003) e Bittencourt et al. (2013). As catequinas e os 

taninos são polifenóis conhecidos pela sua atividade antioxidante, pois são compostos que 

possuem ação sobre a captura de radicais e sobre a inibição da peroxidação lipídica. Além de 

inibir o crescimento de micro-organismos indesejáveis em alimentos (YILMAZ, 2006).  

Basile et al. (2005) utilizaram extrato etanólico de guaraná, entretanto a concentração 

de polifenóis totais foi semelhante à concentração deste grupo de substâncias quantificadas no 

extrato aquoso em questão, e a pequena diferença notada pode estar relacionada com o tipo de 

solvente utilizado durante a preparação do extrato.  

Embora muitas ações benéficas alcançadas pelo uso do guaraná já tenham sido 

elucidadas, ainda há uma lacuna na avaliação do efeito do extrato aquoso de guaraná quando 

associado a um xenobiótico. Desta forma, a seguir serão mostrados os resultados da 

associação deste extrato ao cetoprofeno, em modelos in vitro e in vivo. 

5.2 AVALIAÇÃO IN VITRO EM SISTEMAS OXIDATIVOS 

5.2.1 Atividade scavenger sobre o radical ABTS•+ 

A ação scavenger do extrato aquoso de guaraná sobre o radical ABTS•+ foi bastante 

pronunciada (IC50= 0,007±0,0003mg/mL), o que não foi observado para o cetoprofeno. O 

extrato aquoso de guaraná alcançou a atividade scavenger máxima de 99,25±0,10% 

(0,016mg/mL), já o cetoprofeno atingiu sua capacidade máxima em 28,70±0,51% 

(0,016mg/mL). Como padrão antioxidante utilizou-se o resveratrol, um polifenol sintetizado 

por diversas plantas em resposta à injúria causada por patógenos. É um antioxidante eficaz, 

pois atua inibindo a peroxidação lipídica, possui ação quelante sobre o ferro e de captura de 

diferentes radicais (FRÉMONT, 2000). Neste ensaio o resveratrol apresentou IC50= 
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0,0001±0,00001mg/mL demonstrando alta eficiência sobre o modelo oxidativo em teste 

(Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Há poucos estudos envolvendo a ação do cetoprofeno sobre o radical ABTS•+ , que 

apesar de ser ausente em organismos vivos é um modelo bastante utilizado para ensaios 

oxidativos. Os resultados desta pesquisa estão de acordo com Manente et al. (2011), que 

também demostrou pouca ação deste xenobótico sobre o radical ABTS•+. Entretanto a alta 

capacidade de captura do radical ABTS•+, observada para o extrato aquoso de guaraná 

também foi relatada por Jimoh; Sofidiya e Afolayan (2007), que embora tenham estudado um 

extrato metanólico observaram aproximadamente 100% de captura neste mesmo ensaio 

modelo. 

Entretanto, além de avaliar a ação do extrato aquoso de guaraná e do cetoprofeno 

isoladamente, também se buscou entender qual a ação provocada pela associação destas 

substâncias. Para observar o efeito do extrato aquoso de guaraná sobre a ação do cetoprofeno 

na captura do radical ABTS•+ utilizou-se o cetoprofeno em diferentes concentrações e para o 

extrato aquoso de guaraná foi utilizada a concentração correspondente ao seu IC50= 

0,007±0,0003mg/mL  (Figura 8).  

Figura 7 - Ação scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guaraná e resveratrol sobre o ABTS•+ (55µM) 

em tampão fosfato de sódio 10mM, pH 7,4; λ 734nm. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sofidiya%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18158845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afolayan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18158845
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Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,007mg/mL); Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 0,04 

(cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao 

extrato aquoso de guaraná (0,007mg/mL). 

 

Pode-se observar que houve alterações significativas nas absorbâncias resultantes da 

associação do cetoprofeno com o extrato aquoso de guaraná quando comparadas com as 

substâncias isoladas. Em todas as concentrações testadas o cetoprofeno interferiu no efeito 

scavenger do extrato aquoso de guaraná sobre o radical ABTS•+, pois se observou o aumento 

da atividade antioxidante da associação quando comparada apenas com o resultado do extrato 

aquoso de guaraná isoladamente. Da mesma forma, o extrato também favoreceu a ação 

scavenger do cetoprofeno.  

Na associação destas substâncias a inibição máxima foi de 94,10±0,25% 

(0,016mg/mL do cetoprofeno). Este resultado demonstra que a inibição máxima da associação 

foi melhor do que aquela alcançada pelo cetoprofeno isoladamente sugerindo efeitos positivos 

provocados pela associação destas substâncias quando busca evitar danos oxidativos.  

Estes resultados indicam possível efeito sinérgico das substâncias em teste quando 

associadas na ação de captura sobre o ABTS•+ e suportam uma provável aplicação da 

associação entre o antioxidante e o cetoprofeno com o objetivo de minimizar o potencial 

estresse oxidativo decorrente de seu uso. 

 

Figura 8 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno na atividade scavenger sobre o 

ABTS•+ 
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5.2.2 Atividade scavenger sobre o radical DPPH• 

O cetoprofeno apresentou menor ação scavenger sobre o radical DPPH• do que sobre 

o radical ABTS•+. Neste ensaio o cetoprofeno promoveu 11,08±1,3% de captura do radical, na 

concentração de 0,016mg/mL. O extrato aquoso de guaraná apresentou elevada capacidade de 

captura deste radical (IC50= 0,017±0,001mg/mL) e atingiu 95,25±1,01% de atividade 

scavenger máxima na concentração de 0,08mg/mL. O resveratrol também demonstrou alta 

capacidade antioxidante (IC50= 0,00765±0,00067 mg/mL), conforme observa-se na Figura 9. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A baixa ação scavenger do cetoprofeno sobre o radical DPPH• também foi observada 

na pesquisa conduzida por Manente et al. (2011). Koncic et al. (2009) demonstraram que o 

diclofenaco apresenta significativa atividade antioxidante sobre o radical DPPH• quando 

comparada com a atividade do cetoprofeno sobre este radical.  Por outro lado Koncic et al. 

(2009), demonstrou que a derivatização do cetoprofeno (moléculas obtidas a partir do 

cetoprofeno após hidrogenação catalítica) pode aumentar a sua ação sobre este radical.  

Yamaguti-Sasaki et al. (2007), demonstraram que o extrato aquoso de guaraná possui 

atividade antioxidante, pois o extrato utilizado por eles apresentou significativa ação 

scavenger conta o radical DPPH• e também sobre outros modelos de estudo. Estes dados são 

Figura 9 - Ação scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guaraná e resveratrol sobre o radical DPPH• (60µM) 

em metanol absoluto; λ 531nm 
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condizentes com os obtidos nesta pesquisa, em que extrato aquoso de guaraná utilizado 

mostrou-se efetivo na captura de radicais DPPH•. É importante salientar que o extrato 

utilizado por Yamaguti-Sasaki et al. (2007) e a metodologia do ensaio do DPPH• foram muito 

semelhantes às acima descritas. 

Também se buscou avaliar o efeito do extrato aquoso de guaraná sobre a ação do 

cetoprofeno na captura do radical DPPH•. Foram utilizadas diferentes concentrações de 

cetoprofeno e para o extrato aquoso de guaraná foi utilizada a concentração de 0,016mg/mL 

(aproximadamente seu IC50= 0,017±0,0001mg/mL) (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,016mg/mL); Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 0,04 

(cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; * indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao 

extrato aquoso de guaraná (0,016mg/mL). 

 

 

A associação entre cetoprofeno e extrato aquoso de guaraná provocou mudanças na 

capacidade scavenger das amostras. Em todas as concentrações da associação que foram 

testadas, a atividade scavenger alcançada foi maior do que quando se utilizou a substância 

isolada nas correspondentes concentrações. Este resultado demonstra uma potencialização da 

ação de captura sobre o DPPH• das substâncias testadas quando atuam em conjunto. A 

inibição máxima alcançada pela associação do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná foi 

de 82,78±0,89%, sendo esta na menor concentração de cetoprofeno. 

Figura 10 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno na atividade scavenger sobre o 

DPPH• 
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5.2.3 Atividade scavenger sobre o HOCl 

O HOCl não é um radical livre, porém está relacionado com a formação de espécies 

radicalares através de reações com compostos inorgânicos, lipídeos, proteínas, carboidratos, e 

outros biopolímeros, além de ser considerado um forte oxidante (PANASENKO; 

GORUDKO; SOKOLOV, 2013). Diante de sua importante contribuição para o ambiente 

oxidativo, observou-se que o cetoprofeno possui baixa ação scavenger sobre esta molécula, 

quando comparado com a ação scavenger do extrato de guaraná (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste ensaio os resultados são expressos em % da inibição de oxidação da TMB, 

pois esta molécula também é oxidada pelo HOCl presente no meio reacional e o aumento da 

absorbância é diretamente proporcional ao aumento desta oxidação. A inibição máxima 

alcançada pelo cetoprofeno foi 23,84±4,99% (0,0004 mg/mL), enquanto que o extrato aquoso 

de guaraná inibiu 99,52±1,73% (0,08mg/mL) da oxidação da TMB e apresentou IC50= 

0,015±0,003mg/mL. O resveratrol apresentou IC50= 0,000458±0,000005mg/mL. 

Costa et al. (2006), pesquisaram a ação antioxidante de fármacos anti-inflamatórios 

em diversos modelos de estudos in vitro, e também observaram pouca ou nenhuma atividade 

Figura 11 - Ação scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guaraná e resveratrol sobre o HOCl (30µM); em 

tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; TMB 2,8mM, λ= 652nm 
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do cetoprofeno na inibição da oxidação do TMB. Em contrapartida demonstraram que este 

AINE possui ação efetiva contra o H2O2. Estes resultados embasam a hipótese da seletividade 

de ação antioxidante de substâncias frente a diferentes radicais livres ou espécies reativas. 

Em uma pesquisa desenvolvida por Siwak et al. (2013) foi observado que diferentes 

flavonóides apresentam uma ação característica diante das mudanças provocadas pelo HOCl 

em sistemas in vitro, com ou sem células. Neste estudo a quercetina mostrou-se ser mais 

eficiente contra os danos oxidativos em grupamentos tióis provocados pelo HOCl in vitro, 

enquanto que as catequinas provocaram maior proteção contra a citotoxicidade e cloração de 

proteínas provocadas pelo HOCl em células vivas. Os autores acreditam que estas diferenças 

de ação estejam relacionadas com a estrutura de cada molécula antioxidante analisada, visto a 

diferença de grupamentos hidroxilas, tanto em número como em localização destes na sua 

estrutura. Estes grupamentos são fundamentais para a sua atividade antioxidante. No extrato 

aquoso de guaraná utilizado neste estudo identificou-se a presença de diferentes polifenóis, 

portanto a ótima ação de inibição encontrada neste ensaio pode estar relacionada à sua 

composição, visto que individualmente estas substâncias já apresentam boa ação antioxidante. 

Quando se associou o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná foram alcançadas 

inibições mais significativas do que àquelas alcançadas pelas substâncias isoladas. Neste 

ensaio utilizou o extrato aquoso de guaraná 0,016 mg/mL (aproximadamente seu IC50= 

0,015±0,003mg/mL), e diferentes concentrações do cetoprofeno, inclusive aquela em que foi 

observada maior inibição, conforme demonstra a Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a inibição (%) da oxidação  

da TMB (2,8mM) pelo HOCl (30µM) 
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Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,016mg/mL); ); Cet 0,0004; Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 

0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; * indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao 

extrato aquoso de guaraná (0,016mg/mL). 

 

A menor concentração do cetoprofeno associada ao extrato aquoso de guaraná não 

apresentou diferença estatística em relação à inibição resultante somente do extrato o que 

sugere que o cetoprofeno não interfere na ação provocada pelo extrato, e este valor representa 

apenas o efeito do extrato aquoso de guaraná. Já quando são observados os demais resultados 

nota-se que as diferenças encontradas são provocadas pela ação conjunta das duas substâncias 

em teste.  

A potencialização da inibição provocada pela associação das substâncias foi 

parcialmente dependente da concentração, pois a maior inibição 90,56±0,40% foi alcançada 

na concentração de 0,04mg/mL de cetoprofeno, e mesmo após o aumento da concentração 

esta inibição se manteve. Estes resultados demonstram a importância da concentração testada 

visando efeitos máximos com a menor dose possível. 

 

5.2.4 Atividade scavenger sobre o O2
•- 

No processo inflamatório ocorre a ativação de diferentes formas de defesa na 

tentativa de resolução desta patologia. Uma das formas de defesa do organismo é a ativação 

de células fagocíticas que produzem radicais livres, como o O2
•- (KLADNA et al., 2006). 

Sabendo-se da presença desta molécula durante o processo inflamatório é relevante avaliar a 

ação do cetoprofeno sobre ela (Figura 13). Neste ensaio o cetoprofeno alcançou a atividade 

scavenger máxima de 48,33±3,10% na concentração de 0,08mg/mL. Embora Kladna et al. 

(2006) tenham utilizado uma metodologia diferente, também observam significativa atividade 

scavenger do cetoprofeno sobre o  O2
•-. Porém Manente et al. (2011), que não observoram 

nenhuma ação scavenger do cetoprofeno sobre este radical. 

O extrato aquoso de guaraná apresentou atividade scavenger máxima sobre o O2
•- na 

concentração de 0,16mg/mL, sendo que esta atividade atingiu 81,14±1,46%, e seu IC50 foi de 

0,014±0,005mg/mL. O resveratrol apresentou IC50= 0,035±0,01mg/mL. Estes resultados 

indicam uma ótima atividade scavenger do extrato sobre o O2
•-, pois apresentou uma 

concentração de IC50 menor do que o padrão testado, um potente antioxidante. Esta ação 

antioxidante do extrato aquoso de guaraná provavelmente está relacionada com a presença de 

diversos componentes bioativos na sua composição, como: polifenóis totais, catequinas e 

taninos totais. 
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O O2
•- pode interagir com o NO• e formar outros radicais extremamente lesivos. 

Portanto, inibir a ação oxidativa do O2
•- pode ser uma alternativa na prevenção de danos em 

membranas celulares e DNA provocados por ele mesmo ou por radicais que derivam de 

reações nas quais é elemento fundamental. Em um estudo conduzido por Bittencourt et al. 

(2013), foi observado que em células tratadas com nitroprussiato de sódio (agente gerador de 

NO) e extrato hidroalcóolico de guaraná os níveis de estresse oxidativo diminuíram em 

relação àquelas não tratadas com o extrato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na associação do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná foram observadas 

mudanças significativas na atividade scavenger. Para o ensaio da ação scavenger sobre o O2
•- 

utilizou-se a concentração mais próxima do IC50 do extrato (0,016mg/mL) e para o 

cetoprofeno foram utilizadas concentrações menores e igual aquela em que foi alcançada a 

atividade scavenger máxima (Figura 14).  

 

 

 

Figura 13 - Ação scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guaraná e resveratrol sobre o ânion superóxido 

quimicamente gerado por NBT (68,4 µM), PMS (9,67 µM) e NADH (118,5µM) em tampão fosfato de sódio 

10mM, pH 7,4; λ= 560nm 
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Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,016mg/mL); Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 0,04 

(cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; * indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao 

extrato aquoso de guaraná (0,016mg/mL). 

 

Os resultados apresentados acima indicam efeito diferente ao observado frente às 

espécies anteriores para a associação das substâncias quando se trata da ação sobre o O2
•-. 

Pode-se notar que ao contrário dos demais ensaios, a associação do cetoprofeno e do extrato 

aquoso de guaraná, independentemente da concentração, resultou em menor efetividade na 

atividade scavenger sobre o O2
•-. 

Em todas as concentrações de cetoprofeno testadas na associação foi observada a 

diminuição da atividade scavenger quando comparada com a substância isolada. A maior 

atividade scavenger na associação foi de 20,76±1,90% na menor concentração do 

cetoprofeno. Diante deste resultado percebe-se que a associação das substâncias em teste 

piora a atividade scavenger sobre o O2
•-, portanto tanto o extrato aquoso de guaraná interfere 

negativamente na ação do cetoprofeno sobre este radical, como o cetoprofeno interfere de 

forma negativa na ação antioxidante do extrato. 

5.2.5 Atividade sobre a inibição da oxidação do guaiacol pela peroxidase (HRP) 

A HRP é uma peroxidase muito útil em estudos que envolvam a oxidação de 

xenobióticos por peroxidases (VELLOSA, 2008). É de fácil obtenção e se tornou um modelo 

clássico para a avaliação de diferentes compostos que possam inibir esta enzima (KHALIL, 

2002). De tal forma observa-se na Figura 15 que o extrato aquoso de guaraná apresentou 

Figura 14 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno na atividade scavenger sobre o 

O2
•- 
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significativa capacidade de inibir a HRP. A inibição máxima alcançada foi de 57,62±4,25% 

na concentração de 0,16mg/mL e apresentou IC50=0,05±0,001mg/mL. Vellosa (2008) 

demonstrou que alguns flavonóides, como a quercetina e afzelina, são bons inibidores da 

HRP. Esta atividade poderia estar relacionada com a presença de hidroxilas livres no anel B 

das moléculas dos compostos antioxidantes (VELLOSA, 2008). O extrato aquoso de guaraná 

é composto por diferentes polifenóis, tais como a catequina, que apresenta as referidas 

hidroxilas em sua estrutura, sendo, portanto, uma potencial fonte inibidora da HRP. 

O cetoprofeno não apresentou a mesma eficiência e provocou a inibição máxima de 

17,90±3,49% na concentração de 0,02mg/mL. Alguns AINES, como por exemplo, o 

diclofenaco, são inibidores da peroxidase de neutrófilos, mieloperoxidase (MPO) 

(ZUURBIER et al., 1992), Porém o AINE investigado neste estudo não apresentou alta 

capacidade de inibição sobre a HRP.  

O resveratrol, utilizado neste estudo como antioxidante padrão, apresentou 

IC50=0,018±0,003mg/mL, demonstrando significativa eficiência como inibidor sobre este 

sistema modelo, assim como outros antioxidantes anteriormente estudados, como a quercetina 

(VELLOSA 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Efeito do cetoprofeno, extrato aquoso de guaraná e resveratrol sobre a oxidação do guaiacol 

catalisada pela HRP (7 nM/ H2O2 0,1 mM); em tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4; 37ºC; λ= 470 nm. 
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Além da ação do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná isolado, buscou-se 

avaliar a ação destas substâncias associadas sobre a inibição da HRP. Da mesma forma que 

nos ensaios anteriores, utilizou-se a concentração do IC50 do guaraná, e para o cetoprofeno 

foram testadas concentrações superiores, igual e menor àquela em que se obteve a inibição 

máxima (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,05mg/mL); Cet 0,0008 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 0,02 

(cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica diferença 

estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,05mg/mL). 

 

A v0 das diferentes associações sofreram alterações em relação às v0 das substâncias 

isoladas. Na menor e na maior concentração do cetoprofeno associado ao extrato não houve 

diferença com relação à v0 do extrato aquoso de guaraná, portanto o cetoprofeno não 

interferiu no resultado final. Já quando se compara a ação do extrato aquoso de guaraná sobre 

a ação do cetoprofeno, pode-se notar que em todas as concentrações testadas houve diferença 

estatística e o extrato aquoso de guaraná promoveu significativa inibição da HRP 

independente da concentração de cetoprofeno utilizada na associação.  

Observa-se que a inibição máxima para a associação foi alcançada na maior 

concentração do cetoprofeno (0,08mg/mL), atingindo-se 44,61±2,18%. Entretanto, esse valor 

não foi estatisticamente diferente da inibição alcançada pelo extrato aquoso de guaraná. Nas 

concentrações intermediárias mesmo com o aumento da inibição provocada pela associação 

em relação à concentração correspondente do cetoprofeno, estes valores foram menores 

Figura 16 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a inibição (%) da oxidação 

do guaiacol pela peroxidase (HRP) 
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daqueles obtidos pelo extrato aquoso de guaraná. De uma maneira geral, a associação 

aumentou a inibição provocada quando se considera apenas o cetoprofeno, porém em relação 

ao extrato aquoso de guaraná não provoca nenhum efeito aditivo significativo. 

A inibição da oxidação do guaiacol pela HRP pode estar relacionada à presença de 

substâncias: 1) que atuem como substrato da enzima (caracterizando inibição competitiva); 2) 

que possuam ação scavenger sobre o H2O2, que é o co-substrato da enzima; 3) que capturem o 

guaiacol oxidado (produto da reação catalisada pela HRP) ou 4) que atuem como inibidores 

da enzima HRP. Esta última hipótese, talvez seja a mais promissora para os resultados 

apresentados neste trabalho, pois a concentração de guaiacol e de H2O2 presentes nesta reação 

é bem maior do que aquela necessária para assegurar que a reação aconteça na sua velocidade 

máxima. Embora Vellosa (2008) tenha observado que flavonóides como afzelina, kaempferol 

e quercetina não interagem com o H2O2 e são potenciais substratos da HRP, quando se trata 

do extrato aquoso de guaraná, há uma mistura de compostos polifenólicos o que dificulta a 

confirmação de tal hipótese, uma vez que não se pode saber qual substância atua desta 

maneira na reação e, para isso, seria necessário um estudo para cada substância presente neste 

extrato. 

Em relação aos resultados obtidos para o cetoprofeno estudos envolvendo essa 

investigação deverão ser desenvolvidos, pois na literatura os dados ainda são controversos 

sobre sua ação scavenger sobre o H2O2. Enquanto Manente et al. (2011) não encontraram 

nenhuma ação, Costa et al. (2006), demonstraram uma promissora atividade scavenger deste 

AINE sobre o H2O2. Estes estudos utilizaram metodologias diferentes, demonstrando a 

importância do meio reacional considerado. E ainda, não se pode descartar a possibilidade 

deste fármaco inibir a peroxidase, assim como outros AINES (ZUURBIER et al., 1992). 

Sob um aspecto geral os dados até aqui apresentados indicam que o cetoprofeno 

possui pouca atividade scavenger contra ERO, porém esta atividade é depende do tipo de 

ERO presente no modelo de ensaio. A maior atividade foi observada sobre o O2
•-, e estes 

resultados corroboram com os resultados obtidos por Costa et al. (2006). A presença de 

alguma atividade antioxidante do cetoprofeno pode estar relacionada com a sua estrutura 

química, pois a presença da porção benzofenona contribui para a sua capacidade redox (NG; 

LIU; ZHAO, 2000).  

Além disso, não foi observada atividade pró-oxidante em nenhum dos ensaios já 

demonstrados aqui, a qual é relevante uma vez que o estabelecimento do estresse oxidativo 

está relacionado com o aumento de ERO e/ou diminuição dos sistemas de defesa antioxidante. 

Portanto, se durante a inflamação ocorre a exacerbação da produção e liberação de ERO, por 
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exemplo, através do “burst oxidative” (GAWEL; LIBROWSKI; LIPKOWSKA, 2013), a 

utilização de um AINE, como o cetoprofeno, que atue através da inibição da COX, mas além 

disso possua atividade antioxidante pode diminuir os efeitos adversos possivelmente 

relacionados com o estresse oxidativo. Entretanto, a atividade deste fármaco em alvos que não 

estejam sob o processo inflamatório e desta forma sob a produção aumentada de ERO ainda 

permanece desconhecida. Os ensaios in vitro contribuem para o screening inicial do 

comportamento desta molécula frente a diferentes ERO, porém estudos in vivo podem 

elucidar o que de fato acontece em outros locais do organismo, que muitas vezes são alvos 

dos efeitos adversos provocados pelo cetoprofeno. 

Já o extrato aquoso de guaraná demonstrou atividade bastante satisfatória diante das 

ERO testadas. Embora poucos estudos utilizem o mesmo extrato em questão, a atividade 

antioxidante dos produtos derivados das sementes do guaraná é bem estabelecida 

(BITTENCOURT et al., 2013; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007; MATTEI et al., 1998). 

Esta atividade está diretamente relacionada com a presença de componentes bioativos como: 

cafeína, teobromina, catequinas, taninos e outros componentes (BELLINARDO; MARTEL- 

LI; VALLE, 1985). Estas moléculas atuam como potentes antioxidantes, pois suas estruturas  

são composta por hidroxilas livres e anéis aromáticos, possibilitando reações do tipo redox 

com alta capacidade de doar átomos de hidrogênio, fundamental para a atividade scavenger 

sobre muitos radicais (QUIDEAU et al., 2011). 

Em relação à associação entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná  ainda 

não há relatos da literatura de estudos nestes modelos: ABTS•+, DPPH•, HOCl, O2
•-  e HRP, 

porém pode-se observar atividade scavenger dependente da ERO testada. Estes modelos in 

vitro indicaram que apenas na presença do O2
•- a associação não foi efetiva. O que sugere que 

as interações entre as substâncias podem assumir diferentes comportamentos, dependendo 

especialmente do meio reacional, pois diante de alguns radicais e agentes oxidantes a 

interação parece favorecer a atividade antioxidante seja através da formação de novos 

compostos antioxidantes, potencialização da ação através de interações ou ainda outros 

mecanismos que precisam ser investigados. Entretanto, a associação também pode diminuir a 

capacidade antioxidante das substâncias em testes, como por exemplo, diante do O2
•-, o que 

neste caso pode estar relacionado com a formação de compostos com menor efetividade sobre 

este radical como dímeros ou outras estruturas que tornam menos ativas as moléculas 

antioxidantes (SCOTTI et al., 2007).  A partir destes resultados observa-se a importância da 

realização de maiores investigações acerca deste assunto, pois diferentes ERO e técnicas que 
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não foram investigadas neste estudo podem ser alternativas complementares para a elucidação 

do mecanismo de ação que envolve a associação destas substâncias. 

 

5.3 AÇÃO HEMOLÍTICA SOBRE ERITRÓCITOS HUMANOS 

 

Além da realização dos ensaios in vitro com modelos de sistemas oxidativos, é 

importante avaliar o perfil das substâncias testadas sobre a toxicidade que pode ser provocada 

em eritrócitos humanos, como modelo de estudo celular. Estas diferentes metodologias 

fornecem dados importantes quando se visa observar o perfil do extrato aquoso de guaraná e 

do cetoprofeno, tanto isolados como associados, diante de diferentes agentes que podem 

contribuir para o estabelecimento do estresse oxidativo. A ação sobre eritrócitos é de grande 

utilidade visto que estas células desempenham funções essenciais para o bom funcionamento 

do organismo, como por exemplo, o transporte de oxigênio para os tecidos e é alvo do ataque 

oxidativo de muitas ERO (VELLOSA, 2008). 

A hemólise dos eritrócitos é um modelo ex vivo de estudo, relacionado com os danos 

provocados por ERO e outras moléculas em membranas celulares e os efeitos provocados por 

xenobióticos. Este modelo utiliza o radical AAPH, que, em 37ºC, se decompõe gerando um 

radical alquilo (R•) e na presença de oxigênio molecular é convertido para um radical peroxilo 

(ROO•). A hemólise neste caso está associada com os danos que os radicais derivados do 

AAPH causam na membrana do eritrócito, como a peroxidação lipídica e oxidação de 

proteínas da membrana (NIKI, 1990; SATO et al., 1995). 

Inicialmente verifico-se a ação de cada substância sobre os eritrócitos durante 5 

horas. Conforme pode se observar na Figura 17, o cetoprofeno provoca o aumento discreto, da 

hemólise em relação ao controle negativo (sem a amostra em teste, apenas com eritrócitos) em 

todas as concentrações testadas e em todos os tempos analisados. Estes resultados estão de 

acordo com Manente et al. (2011).  A maior taxa de hemólise foi provocada pela menor 

concentração do cetoprofeno, independentemente do tempo considerado. 
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Nota: * Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao controle negativo (sem amostra e sem AAPH). 

 

 

O extrato aquoso de guaraná apresentou resultados que foram dependentes do tempo 

(Figura 18). Na primeira hora de incubação observou-se uma diminuição da hemólise nas três 

maiores concentrações. A inibição máxima da hemólise foi de 35,26±1,3% na concentração 

de 0,02mg/mL, sendo que esta inibição não foi estatisticamente diferente das inibições 

provocadas pelas concentrações de 0,04 e 0,08mg/mL. Nas demais concentrações não foram 

observados quaisquer efeitos, sendo que a hemólise permaneceu igual àquela do controle. Já 

na terceira hora de incubação, observou-se que a maior concentração do extrato provocou 

19,12±3,10% de inibição da hemólise, enquanto que a menor concentração (0,002mg/mL) 

aumentou a hemólise, em relação ao controle. Na última hora de incubação não foram 

observados efeitos inibitórios sobre a hemólise de eritrócitos e o maior aumento da hemólise 

foi provocado pela menor concentração do extrato. 

 

Figura 17 - Ação hemolítica do cetoprofeno em diferentes concentrações em função do tempo: suspensão de 

eritrócitos 5%; 5 horas de incubação; 37ºC; tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; λ= 414 nm 
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Figura 18 - Ação hemolítica do Extrato aquoso de guaraná (Ext. aq. guaraná) em diferentes concentrações, em 

função do tempo: suspensão de eritrócitos 5%; 5 horas de incubação; 37ºC; tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 

150mM, pH 7,4; λ= 414 nm 

 
Nota: * Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao controle negativo (sem amostra e sem AAPH). 

 

Além disso, buscou-se avaliar a ação destas substâncias diante da hemólise de 

eritrócitos humanos provocada pelo radical formado a partir do AAPH. Como pode ser 

observado na Figura 19, o oxidante AAPH provoca forte ação hemolítica (controle positivo) 

em comparação ao controle negativo, onde só é encontrada a hemólise proveniente da 

execução da técnica. Neste caso, o cetoprofeno provocou um efeito contrário àquele 

observado na ausência do radical. Em todos os tempos analisados o cetoprofeno 

independentemente das concentrações, inibiu a hemólise induzida pelo AAPH. Na primeira 

hora a maior inibição alcançada foi de 54,50±1,66% na concentração de 0,008mg/mL. Na 

terceira hora a concentração de 0,08mg/mL inibiu 58,61±1,50% da hemólise e na quinta hora 

a maior inibição também se deu nesta concentração, porém atingiu 63,50±0,18%. Estes 

resultados indicam a presença de atividade anti-radicalar do cetoprofeno em relação ao 

AAPH, efeito positivo quando se trata de um fármaco que é utilizado no tratamento de 

patologias envolvidas com o estresse oxidativo. Portanto, estes dados sugerem que o 

cetoprofeno não provoca danos nas membranas de eritrócitos quando presente em um 
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ambiente oxidativo. Isso é importante quando se considera que a lise de eritrócitos pode estar 

relacionada com efeitos colaterais de medicamentos, como a anemia hemolítica. 

 

Figura 19 - Ação do cetoprofeno em diferentes concentrações sobre a hemólise promovida pelo AAPH (25mM) 

em função do tempo: suspensão de eritrócitos 5%; 5 horas de incubação; 37ºC; tampão fosfato de sódio 

10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; λ= 414 nm  

 

Nota: * Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao controle positivo (com AAPH 25mM e sem 

amostra).  

 

A ação do extrato aquoso de guaraná sobre a hemólise promovida pelo radical AAPH 

também foi diferente daquela provocada na ausência deste radical. Observa-se na Figura 20, 

que a inibição da hemólise está relacionada com o tempo de incubação com a concentração do 

extrato no meio reacional. Na primeira hora todas as concentrações diminuíram a hemólise, 

em relação ao controle positivo, sendo a inibição máxima (68,62±0,5%) na concentração de 

0,04mg/mL que foi semelhante à concentração de 0,08mg/mL. Na terceira hora as três 

maiores concentrações de extrato aquoso de guaraná provocaram significativa inibição da 

hemólise, enquanto que as demais concentrações não demonstraram tal efeito. A inibição 

máxima alcançada nesta hora foi 78,70±1,31% (0,08mg/mL). Na última hora deste ensaio a 

maior concentração do extrato provocou 90±0,18% de inibição da hemólise, enquanto que as 
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concentrações (0,002; 0,004 e 0,008mg/mL) aumentaram o efeito hemolítico do AAPH sobre 

os eritrócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Nota: * Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao controle positivo (com AAPH 25mM e sem 

amostra). 

 

O mecanismo pelo qual substâncias antioxidantes atuam na inibição da hemólise 

provocada pelo radical AAPH não foi elucidado, porém Banerjee et al. 2008 aponta que os 

antioxidantes podem provocar a neutralização química direta dos radicais peroxilos gerado a 

partir de AAPH ou atuar por meio da sua absorção celular (BANERJEE et al., 2008). 

Vellosa et al. (2015) observaram que os flavonóides afzelina, kaempferol e 

pteroginoside foram capazes de inibir a hemólise provocada pelo AAPH e estes resultados 

foram dependentes da dose utilizada. Além disso, sugerem que estes flavonóides podem ter 

atividade contra o radical AAPH impedindo-o de agir sobre a membrana celular dos 

Figura 20 - Ação do Extrato aquoso de guaraná (Ext. aq. guaraná) em diferentes concentrações sobre a 

hemólise promovida pelo AAPH (25mM), em função do tempo: suspensão de eritrócitos 5%; 5 horas de 

incubação; 37ºC; tampão fosfato de sódio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 
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eritrócitos. Estas observações suportam os resultados encontrados na ação do extrato aquoso 

de guaraná, que contém vários flavonóides, que poderiam assim, agir sobre o radical AAPH e 

exercer seu efeito antioxidante neste sistema, desencadeando a proteção dos eritrócitos e suas 

atividades essenciais. Estes resultados também foram concentração-dependentes, sendo que 

em concentrações muito baixas e ao longo do tempo a hemólise foi intensificada, 

demonstrando a importância de concentrações adequadas de substâncias antioxidantes para 

que esta ação seja alcançada. E ainda, Vellosa et al. (2015), destacam que o aumento da 

hemólise dependente do tempo poderia estar relacionado com o maior contato das substâncias 

no meio reacional com a membrana do eritrócito, o que facilita a remodelação estrutural das 

membranas e interrupção da homeostase do eritrócito. 

Também se verificou a ação do cetoprofeno e do estrato aquoso de guaraná 

associadas. Foram utilizadas as concentrações do cetoprofeno que apresentaram uma ação 

intermediária tanto no ensaio com AAPH quanto sem este oxidante: 0,004; 0,008; 0,02 e 0,04 

mg/mL. O extrato aquoso de guaraná foi testado na sua IC50= 0,02mg/mL. As concentrações 

de ambas as substâncias foram escolhidas para que fosse possível observar a inibição ou 

exacerbação da hemólise (caso houvesse) pela associação das amostras. 

Na Figura 21 observa-se que em todas as concentrações a associação resultou em um 

aumento da absorbância, e, portanto, aumento da hemólise, quando comparada apenas com a 

hemólise provocada pelo extrato aquoso de guaraná. Isto indica que o cetoprofeno interferiu 

negativamente na ação provocada pelo extrato quando se trata da hemólise provocada na 

ausência do radical AAPH na primeira hora de incubação. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a hemólise (A 414nm) 

durante 1h incubação (37°C) sem AAPH 
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Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,02mg/mL); Cet 0,0004 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 

0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # 

Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,02mg/mL). 

 

 

Em contrapartida, o extrato aquoso de guaraná influencia de forma diferente na ação 

hemolítica do cetoprofeno. O extrato utilizado nesta pesquisa provocou a diminuição da 

hemólise que o cetoprofeno sozinho não alcançava, exceto na concentração de 0,008mg/mL. 

O melhor efeito da associação foi observado na menor concentração de cetoprofeno 

(0,004mg/mL), onde a hemólise teve uma redução de aproximadamente 36%. 

Na terceira hora de incubação na ausência de AAPH, a associação das amostras 

também provocou o aumento da hemólise quando comparada com àquela provocada apenas 

pelo extrato aquoso do guaraná, demonstrando que o cetoprofeno, independente da 

concentração, interfere negativamente no efeito provocado pelo extrato (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,02mg/mL); Cet 0,0004( cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 

0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # 

Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,02mg/mL). 

 

O extrato aquoso de guaraná promoveu a diminuição da hemólise e 12% apenas 

quando associado a menor concentração do cetoprofeno, sendo que nas demais concentrações 

não provocou alteração ou até mesmo piorou a hemólise que foi provocada pelo cetoprofeno 

quando testado nestas mesmas condições, porém de forma isolada.  

Figura 22 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a hemólise (A 414nm) 

durante 3h incubação (37°C) sem AAPH 
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Após cinco horas de incubação das amostras associadas e na ausência do AAPH 

observa-se que o cetoprofeno continuou interferindo na ação do extrato aquoso de guaraná, 

provocando o aumento da hemólise. Apenas a maior concentração de cetoprofeno não 

provocou alterações na ação do extrato (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,02mg/mL); Cet 0,0004( cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 

0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # 

Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,02mg/mL). 

 

Quando se observa o efeito do extrato aquoso de guaraná sobre a hemólise provocada 

pelo cetoprofeno, na última hora de incubação, há uma inversão dos efeitos alcançados na 

terceira hora. O extrato prejudicou a ação hemolítica do cetoprofeno na menor concentração e 

provocou a redução de 30,54% da hemólise na maior concentração. 

Estes resultados indicam que a ação do extrato aquoso de guaraná pode ser benéfica 

quando se trata da redução da hemólise provocada pelo cetoprofeno na ausência de um 

radical. Entretanto esta ação é dependente do tempo e também da concentração do 

cetoprofeno no meio reacional. Quanto maior o tempo de incubação, maior foi a concentração 

de cetoprofeno necessária para que se alcançasse a diminuição da hemólise, sugerindo 

possíveis interações entre as moléculas destas substâncias e até formação de novos compostos 

que não interfiram na homeostase da membrana do eritrócito, exercendo efeito protetor. 

Figura 23 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a hemólise (A 414nm) 

durante 5h incubação (37ºC) sem AAPH 
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Devido ao envolvimento das ERO em diversas funções e patologias que acometem o 

organismo foi importante também, neste estudo, a avaliação da ação da associação das 

substâncias em teste diante de radicais livres. Então, além dos resultados demonstrados até 

aqui, investigamos a ação do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná associados sobre a 

hemólise induzida pelo radical AAPH. 

Após a primeira hora de incubação, observou-se que o cetoprofeno, independente da 

concentração testada, prejudicou a ação do extrato aquoso de guaraná, pois aumentou 

significativamente a hemólise quando comparada com a ação provocada somente pelo extrato 

(Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,02mg/mL); Cet 0,0004 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 0,008 

(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica diferença 

estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,02mg/mL). 

 

O efeito do extrato aquoso de guaraná sobre a ação do cetoprofeno também mostra o 

aumento da hemólise na associação em relação ao cetoprofeno isolado, na respectiva 

concentração. O maior aumento da hemólise foi provocado na concentração de 0,008mg/mL 

de cetoprofeno e resultou em um acréscimo de 134, 48% na hemólise, indicando que a 

associação não é eficiente na diminuição da hemólise provocada pelo radical AAPH na 

primeira hora de incubação. 

Após três horas de incubação a ação provocada pela associação do extrato aquoso de 

guaraná e o cetoprofeno sobre a hemólise promovida pelo AAPH demonstra um 

Figura 24 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a hemólise (A 414nm) 

promovida pelo AAPH durante 1h incubação (37ºC) 
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comportamento diferente daquele observado na primeira hora do ensaio. Em todas as 

concentrações da associação o cetoprofeno provoca uma diminuição da hemólise promovida 

apenas pelo extrato (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,02mg/mL); Cet 0,0004( cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 

0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # 

Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,02mg/mL). 

 

O extrato provoca diminuição da hemólise em todas as concentrações de cetoprofeno 

testadas, quando se compara com a hemólise resultante da ação individual do cetoprofeno. 

Neste caso o melhor efeito da associação foi observado na concentração de 0,02mg/mL do 

cetoprofeno, onde a inibição da hemólise foi de 70±0,15% . 

Portanto, a associação do extrato e do cetoprofeno indica um efeito protetor em 

relação à hemólise promovida por cada substância isolada durante 3 horas de incubação. 

E na última hora de incubação o que se observa é uma diminuição ainda maior da 

hemólise. Quando comparamos o efeito do cetoprofeno sobre o extrato aquoso de guaraná 

esta inibição é perceptível em todas as concentrações associadas, portanto ao longo do tempo 

o cetoprofeno parece contribuir para a ação do extrato aquoso de guaraná sobre a hemólise 

provocada pelo radical AAPH (Figura 26). 

 

Figura 25 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a hemólise (A 414nm) 

promovida pelo AAPH durante 3h incubação (37ºC) 
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Nota: EAG (extrato aquoso de guaraná 0,02mg/mL); Cet 0,0004 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 0,008 

(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação à respectiva concentração de cetoprofeno testada; *indica diferença 

estatística (p<0,0001) em relação ao extrato aquoso de guaraná (0,02mg/mL). 

 

O efeito do extrato sobre a ação do cetoprofeno também foi positivo na medida em 

que promoveu uma diminuição significativa na hemólise provocada em cada concentração 

testada. A maior inibição da hemólise foi observada na concentração de 0,02mg/mL de 

cetoprofeno associada ao guaraná, a qual resultou em uma redução de aproximadamente 

79,06% . 

Os resultados dos ensaios da hemólise promovida pelo AAPH utilizando a 

associação de cetoprofeno e extrato aquoso de guaraná mostraram efeitos que foram 

dependentes principalmente do tempo de incubação das amostras. A associação demonstrou 

ser potencialmente eficaz quanto maior for o tempo de contato entre as moléculas das 

substâncias, potencializando o efeito que é encontrado quando ambas são utilizadas 

isoladamente. 

Quanto maior a interação das substâncias associadas mais notável é a redução dos 

danos causados pelo APPH sobre a membrana dos eritrócitos. Estes resultados sugerem 

potencial ação protetora das células, isto é relevante quando se busca diminuir possíveis 

efeitos indesejados dessas substâncias que estejam relacionados com a toxicidade celular e 

suas consequências. 

Figura 26 - Efeito da associação entre extrato aquoso de guaraná e cetoprofeno sobre a hemólise (A 414nm) 

promovida pelo AAPH durante 5h incubação (37ºC) 
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5.4 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS HEPÁTICOS, RENAIS E HEMATOLÓGICOS 

A realização dos ensaios in vitro e ex vivo são importantes para a compreensão de 

como o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná podem se comportar sob determinadas 

condições, porém ensaios in vivo são extremamente importantes para a compreensão da ação 

do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná associados ou não sobre sistemas biológicos. 

Desta forma os animais foram tratados com cetoprofeno (20mg/kg/dia) e ou extrato aquoso de 

guaraná (1 ou 0,1 mg/g/dia), e o grupo controle com salina, durante 7 dias. 

Foram analisados os níveis séricos de transaminases (ALT e AST) relacionados com 

a função hepática. A ALT catalisa a transaminação da L-alanina e 2-oxoglutarato a piruvato e 

glutamato no citoplasma dos hepatócitos, enquanto que a AST catalisa a transaminação do L-

aspartato e 2-oxoglutarato a glutamato e oxalacetato. A AST, entretanto, não é específica do 

tecido hepático, pois está presente também em outros tecidos tais como: no coração e 

músculos (SILVA, 2004). 

Nenhum dos tratamentos realizados neste trabalho provocou alterações significativas 

tanto na ALT quanto na AST, em relação ao grupo controle (dados não apresentados). Esse 

resultado indica que o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná não provocam 

hepatotoxicidade relacionada a danos celulares que é expressa pelo aumento das duas enzimas 

(BERTOLAMI, 2005). Estes resultados corroboram com a pesquisa de Khoshnegah; Kamrani 

e Mohri (2011), que, embora tenham utilizado diferentes doses de cetoprofeno em cães, não 

observaram alterações nas enzimas hepáticas. 

Para a avaliação da ação das substâncias sobre a função renal analisaram-se os níveis 

séricos de ureia, creatinina e ácido úrico. 

A ureia é sintetizada no fígado e resulta do catabolismo proteico. É transportada para 

os rins através da circulação sanguínea e nos rins é filtrada nos glomérulos e excretada na 

urina. O nível de ureia sérica pode ser afetado pela função renal, presença de sangramento 

intestinal, hidratação do indivíduo, conteúdo proteico da dieta e nível do catabolismo das 

proteínas (SILVA; BARBOSA; SOUSA, 2008). 

Conforme demonstra a Figura 27, pode-se observar que o cetoprofeno provocou 

aumento no nível de ureia sérica quando comparado com os valores deste parâmetro no grupo 

controle. Entretanto, em todos os grupos que receberam o extrato aquoso de guaraná, 

associado ou não ao cetoprofeno os níveis de ureia foram significativamente diminuídos. 
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Nota: Análise bioquímica do parâmetro ureia em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

Estes resultados indicam a presença de substâncias no extrato aquoso de guaraná que 

podem interferir na homeostase renal, principalmente relacionada ao estímulo para a 

eliminação da ureia, seja por alterações diretas ou indiretas na filtração glomerular. Os 

resultados obtidos demonstram que o extrato possui sugestiva capacidade de reverter os 

efeitos deletérios provocados pelo cetoprofeno sobre este parâmetro bioquímico, pois provoca 

significativa diminuição dos níveis de ureia sérica. 

A creatinina é um derivado de aminoácido resultante da degradação da creatina, sua 

eliminação ocorre por filtração glomerular e também pode ser secretada pelos túbulos 

proximais, em menor proporção. Os níveis séricos da creatinina são mantidos pelo equilíbrio 

entre sua produção e sua eliminação (SODRÉ; COSTA; LIMA, 2007). Conforme demonstra a 

Figura 28, os resultados obtidos na avaliação da creatinina sérica indicam diferença 

significativa entre os grupos analisados. 

 

 

 

 

Figura 27 - Avaliação dos níveis séricos de ureia 
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Nota: Análise bioquímica do parâmetro creatinina em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

O grupo de animais que recebeu apenas o cetoprofeno apresentou aumento 

significativo nos níveis de creatinina sérica, enquanto que aqueles que receberam extrato 

aquoso de guaraná independente da dose não apresentaram esta elevação. O aumento nos 

níveis séricos de ureia e creatinina provocados pelo cetoprofeno são indicativos de alteração 

na função renal provocada por danos na sua estrutura e/ou funcionalidade. Estes resultados 

também foram observados por Somchit et al. (2014) através do tratamento de animais (ratos) 

com ácido mefenâmico, e sugerem que estes danos estejam relacionados com a ação deste 

anti-inflamatório sobre as PGE2 e PGI2, pois com a inibição destas prostaglandinas o 

suprimento sanguíneo renal é comprometido e consequentemente as funções renais são 

acometidas.   

Entretanto, os grupos que receberam as duas substâncias não apresentaram mudanças 

nos níveis de creatinina quando comparados com o grupo controle. Este resultado reforça os 

indícios apontados nos resultados obtidos através da ureia sérica, na qual o extrato aquoso de 

guaraná também provocou a reversão das alterações provocadas pelo cetoprofeno.  

O mecanismo pelo qual o extrato aquoso de guaraná promove a reversão dos 

aumentos, da ureia e da creatinina, no soro dos animais ainda não foi elucidado. Tendo em 

vista que estas substâncias são excretadas através da filtração glomerular e o extrato utilizado 

Figura 28 - Avaliação dos níveis séricos de creatinina 
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na presente pesquisa é composto por diversas substâncias, dentre elas as metilxantinas, é 

relevante o fato de que estas possam interfir na taxa de excreção de algumas substâncias.   

A cafeína e a teobromina são metilxantinas e estão presentes no extrato aquoso de 

guaraná utilizado neste trabalho. Estas substâncias tem efeito diurético, o qual parece ser 

dependente da dose e do tempo de exposição (BOLIGNANO et al., 2007).Vários mecanismos 

tem sido propostos para explicar este efeito, como por exemplo, aumento da liberação de 

cálcio intracelular, inibição de enzimas fosfodiesterases que hidrolisam o AMPc, inibição da 

reabsorção tubular e inibição do receptores de adenosina (A1) (BOLIGNANO et al., 2007; 

RIEG et al., 2005). A inibição de receptores A1 parece exercer papel fundamental sobre este 

efeito. Estes receptores estão presentes em diferentes estruturas: na arteríola aferente, células 

justaglomerulares, túbulo proximal, alça de Henle e ducto coletor (VALLON; HLBAUER; 

OSSWALD, 2006). Rieg et al. (2005), demonstraram que a ação diurética e natriurética da 

cafeína e teofilina é provocada pela inibição de receptores A1, portanto, além da presença 

destes receptores é importante se considerar a localização dos mesmos que parece exercer 

papel fundamental no efeito observado. A natriurese provocada pelas metilxantinas parece 

estar relacionada com a inibição dos efeitos mediados pelos receptores A1 no túbulo proximal 

(OSSWALD; SCHNERMANN, 2011), enquanto que o efeito diurético é observado quando a 

ação das metilxantinas predomina sobre os receptores A1 na arteríola aferente. Isso porque a 

inibição dos receptores A1, principalmente no córtex externo, inibe a constrição sustentada da 

arteríola aferente provocada normalmente pela adenosina, e consequentemente não ocorre a 

redução da taxa de filtração glomerular (VALLON; HLBAUER; OSSWALD, 2006). 

Embora ainda não haja uma definição exata do mecanismo de ação das metilxantinas 

sobre a função renal, os resultados deste estudo não descartam as hipóteses de mecanismos 

acima citados, visto que há redução de níveis plasmáticos de substâncias que são excretas pela 

via renal. Mesmo com as limitações de um estudo em modelo animal, os resultados sugerem 

efeito benéfico do extrato aquoso de guaraná quando associado ao uso do cetoprofeno 

indicando efeito protetor da função renal. 

O ácido úrico é o produto da degradação oxidativa das purinas e aproximadamente 

um terço é excretado através do trato gastrointestinal, enquanto o restante é excretado na 

urina. A maior parte do ácido úrico é dissociado até urato de sódio que é transportado pelo 

plasma, mas apenas 5% está ligado à proteínas plasmáticas, e isto facilita a sua filtração renal 

(ROCH-RAMEL; GUISAN, 1999). 

A Figura 29 demonstra os resultados obtidos a partir dos tratamentos utilizados sobre 

os níveis séricos de ácido úrico, sendo que o grupo que recebeu apenas cetoprofeno sofreu 
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significativo aumento deste parâmetro. Em contrapartida os grupos que receberam o extrato 

aquoso de guaraná não sofreram alterações em relação ao grupo controle, e aqueles que 

receberam as duas substâncias também apresentaram níveis séricos de ácido úrico 

estatisticamente igual ao grupo controle. Estes resultados sugerem que o extrato aquoso de 

guaraná, independente da dose, quando isolado não provoca alterações sobre os níveis de 

ácido úrico plasmáticos, porém exerce efeito benéfico quando em associação ao cetoprofeno, 

um AINE, pois conseguiu reverter as alterações sobre este parâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Nota: Análise bioquímica do parâmetro ácido úrico em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

Estes resultados indicam possíveis alterações na excreção renal do ácido úrico. Sabe-

se que a excreção do ácido úrico resulta de quatro processos: filtração glomerular, reabsorção 

quase completa, secreção e reabsorção pós-secretória. Após a filtração, o ácido úrico, na 

forma de urato de sódio entra no túbulo proximal e as demais etapas da sua excreção são 

dependentes de transportadores localizados ao longo do túbulo proximal (LIPKOWITZ, 

2012). Diversos transportadores foram identificados e outros ainda estão sendo pesquisados 

para a elucidação da contribuição de cada um nas diferentes etapas da excreção do ácido 

úrico. O transportador de urato (URAT1) está na membrana apical das células do túbulo 

proximal e exerce papel fundamental na reabsorção do urato. Já os transportadores de íons 

Figura 29 - Avaliação dos níveis séricos de ácido úrico 
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orgânicos (OAT1 e OAT3), estão presentes na membrana basolateral destas células e através 

da troca iônica participam da secreção de urato (LIPKOWITZ, 2012). 

Em um estudo conduzido por Khamdang et al. (2002) observou-se que diversos 

AINES, dentre eles o cetoprofeno, são transportados por OAT1 e OAT3 sugerindo a 

participação destes transportadores na excreção destes fármacos. Além disso, os autores 

propõem a participação destes transportadores nos efeitos adversos provocados pelos AINES 

no rim. Isto pode estar relacionado com fato da acumulação dos AINES sobre as regiões dos 

transportadores e também após a sua secreção, quando elevadas concentrações são 

encontradas nas papilas renais, a qual pode ser associado à necrose papilar. Além disso, há 

indícios de que os AINES possam inibir de maneira competitiva os transportadores OAT1 

(APIWATTANAKUL et al., 1999). Portanto, conforme se observa no grupo tratado somente 

com cetoprofeno, o aumento do ácido úrico sérico pode estar relacionado com a atividade 

competitiva do fármaco sobre os receptores envolvidos com a secreção do ácido úrico, 

provocando o aumento da concentração deste no plasma dos animais estudados. 

Em contrapartida, há estudos que demonstram que flavonóides podem exercer efeito 

contrário ao provocado pelo cetoprofeno. Hu et al. (2012) demonstraram que a quercetina 

provocou efeitos benéficos na função renal, protegendo disfunções renais em animais 

hiperuricêmicos. Neste estudo a quercetina diminuiu os níveis de creatinina e produtos 

nitrogenados séricos e aumentou a excreção de ácido úrico somente nos animais 

hiperuricêmicos, sem provocar alterações no grupo controle. Hu et al. (2012) acreditam que 

estes resultados estejam relacionados com a expressão de transportadores de íons orgânicos 

no rim, pois a quercetina provocou um aumento na expressão dos transportares OAT1 e 

diminuição na expressão de URAT1 resultando no favorecimento da excreção de ácido úrico. 

Estes resultados não foram observados no grupo tratado apenas com quercetina, sem a 

indução da hiperuricemia. Estes resultados corroboram com Wang et al. (2010), que também 

mostraram esta ação sobre a expressão destes receptores, porém com outro flavonóide: a 

morina. Os resultados demonstrados pela Figura 29 estão de acordo com estes estudos e a 

expressão de transportadores renais envolvidos com a excreção do ácido úrico parece ser uma 

via da ação do extrato aquoso de guaraná, visto a presença de flavonóides na sua composição 

e a semelhança de resultados encontrados. Entretanto são necessárias maiores investigações 

acerca desta relação para o esclarecimento do mecanismo de ação do extrato e também do 

cetoprofeno sobre a homeostase renal.  

Dentre os parâmetros hematológicos avaliados não foram encontradas diferenças 

significativas entre os grupos na contagem diferencial de leucócitos e na contagem de 
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plaquetas (dados não apresentados). Entretanto, para os parâmetros: contagem de leucócitos 

totais, contagem de eritrócitos, hemoglobina (Hb), hematócrito (HCT) e volume corpuscular 

médio (VCM), foram observadas diferenças estatisticamente significativas. 

Na contagem de leucócitos totais observou-se que o tratamento com cetoprofeno 

causou leucocitose, porém nos grupos que receberam somente o extrato aquoso de guaraná 

não foi observado este efeito (Figura 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Análise hematológica do parâmetro leucócitos totais em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet 

(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de 

guaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ 

Cet (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação ao grupo cetoprofeno. 

 

O aumento do número de leucócitos pode estar relacionado com a ação dos AINES, e 

neste caso do cetoprofeno, sobre estas células. Yamamura et al. (1996) demonstraram que 

AINES, como a indometacina e o cetoprofeno, provocam aumento no número de granulócitos 

e linfócitos na corrente sanguínea, na medula óssea e outros tecidos de ratos. Sugerem 

também que os AINES podem induzir o sistema simpático, pois paralelo ao aumento de 

leucócitos observaram o aumento de noradrenalina no plasma. Portanto, a granulocitose é 

uma resposta do organismo frente a diferentes estímulos, como: estresse, adrenalina e AINES 

e ocorre de uma maneira muito rápida devido ao grande potencial, da medula óssea, na 

produção destas células num curto espaço de tempo. Conforme Yamamura et al. (1996) os 

AINES também podem estimular a diferenciação, a migração e a ativação de granulócitos 

(YAMAMURA et al., 1996). 

Figura 30 - Avaliação da contagem de leucócitos totais (número de leucócitos x 103) 
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A utilização isolada do extrato aquoso de guaraná não provocou alterações 

significativas no número de leucócitos totais em relação ao controle. Quando associou-se o 

cetoprofeno ao extrato aquoso de guaraná, o número de leucócitos totais foi reestabelecido ao 

nível do grupo de animais controle.    

Na Figura 31 podemos observar as alterações na contagem de eritrócitos nos 

diferentes grupos estudados.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

Nota: Análise hematológica do parâmetro número de eritrócitos em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet 

(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de 

guaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ 

Cet (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação ao grupo cetoprofeno. 

 

O cetoprofeno provocou significativa diminuição do número de eritrócitos e o 

tratamento com extrato aquoso de guaraná não conseguiu impedir esta redução em nenhuma 

das doses testadas. Quando o extrato aquoso de guaraná foi utilizado isoladamente esta 

redução não foi observada, sendo indicativo de que este efeito é exclusivo do cetoprofeno 

Barbosa et al. (2010) demostraram que este efeito também foi observado em animais tratados 

com o diclofenaco de sódio, um AINE. 

Além disso, foram constatadas outras alterações nos parâmetros hematológicos. Os 

níveis de hemoglobina foram diminuídos em todos os grupos que receberam o cetoprofeno, e 

embora o extrato aquoso de guaraná não provoque esta ação, também não foi eficiente para 

impedir que este dano acontecesse, conforme se observa na Figura 32. 

 

 

Figura 31 - Avaliação da contagem de eritrócitos (número de eritrócitos x 106/µL) 
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Nota: Análise hematológica do parâmetro hemoglobina em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet 

(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de 

guaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ 

Cet (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação ao grupo cetoprofeno.  

 

O hematócrito, que avalia a porcentagem de células vermelhas no volume total de 

sangue, apresentou alterações significativas que foram dependentes do uso do cetoprofeno 

(Figura 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Análise hematológica do parâmetro hematócrito em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet 

(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso 

deguaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 

Figura 32 - Avaliação da dosagem de hemoglobina 

Figura 33 - Avaliação do hematócrito 
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1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação ao grupo cetoprofeno.  

 

 

Conforme Barbosa et al. (2010) a diminuição do hematócrito também é encontrada 

quando utiliza-se o diclofenaco de sódio. Estes resultados sugerem que alguns AINES são 

capazes de provocar alterações tóxicas nos parâmetros hematológicos relacionados com a 

instalação e diagnóstico da anemia.  

O extrato aquoso de guaraná não provocou alterações no hematócrito quando 

utilizado sozinho, e também não impediu a diminuição do hematócrito provocada pelo 

cetoprofeno. 

 Em relação ao VCM (que está relacionado com o volume das hemácias), o 

cetoprofeno provocou aumento significativo, independente da sua associação com o extrato 

aquoso de guaraná, conforme se pode observar na Figura 34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Análise hematológica do parâmetro volume corpuscular médio em ratas Wistar que receberam C (salina); 

Cet (cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de 

guaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ 

Cet (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação ao grupo cetoprofeno.  

 

 

 

Na análise microscópica (análise da morfologia celular) foi observada a presença 

intensa de policromatofilia caracterizada por macrócitos policromáticos, que é definida como 

a presença de eritrócitos grandes recém-saídos da medula na circulação periférica. Estes 

eritrócitos possuem resíduos de RNA na sua estrutura e denotam hiper-regeneração eritróide. 

Figura 34 - Avaliação do volume corpuscular médio (VCM) 



82 
 

  

Isto é um indicativo de que a medula óssea está respondendo ao estado anêmico dos animais, 

aumentando a produção de eritrócitos e liberando-os mais rapidamente na circulação 

sanguínea, ainda na sua forma imatura, caracterizando uma anemia regenerativa nos grupos 

que receberam cetoprofeno, o que possivelmente influenciou na elevação dos valores de VCM 

(MEDEIROS; DITTRICH, 2014). 

Portanto, ao se analisar o conjunto de parâmetros hematológicos é possível 

observarmos que o cetoprofeno provoca diminuição significativa do número de eritrócitos, da 

hemoglobina e do HCT confirmando a presença de anemia nestes grupos e este resultado 

corrobora com Barbosa et al. (2010) que observaram o estabelecimento da anemia em animais 

tratados com diclofenaco de sódio. Além disso, Goldstein et al. (2011) demonstraram que o 

uso de AINES provoca o agravamento da anemia, com diminuição dos níveis de hemoglobina 

ao longo do tempo. 

Há estudos que indicam a presença da anemia relacionada ao tratamento 

medicamentoso, e esta anemia é classificada como anemia hemolítica induzida por fármacos, 

como por exemplo, antimicrobianos, antineoplásicos e inclusive AINES como o diclofenaco 

de sódio, ácido mefenâmico, naproxeno e aspirina. Estes medicamentos ou seus metabólitos 

induzem uma resposta autoimune contra os eritrócitos e a confirmação da anemia hemolítica 

induzida por medicamentos requer a confirmação sorológica (JOHNSON, 2009). Entretanto, 

não foram encontrados dados que confirmem esta ação hemolítica provocada pelo 

cetoprofeno. 

Além disso, pesquisas sugerem que o estabelecimento da anemia provocada por 

diversos AINES está relacionado com os danos provocados por estes fármacos no trato 

gastrointestinal (SCARPIGNATO; HUNT, 2010; MARLICZ et al., 2014). Na mucosa 

gástrica os AINES provocam danos através da sua ação direta sobre a mucosa causando 

alterações físico-químicas e efeitos mediados pela inibição da síntese de PGs: diminuição da 

produção de muco, bicarbonato e da proliferação celular. Estes efeitos associados a alterações 

da microcirculação e liberação de radicais livres, resultam em danos na função e estrutura da 

mucosa gástrica (SCARPIGNATO; HUNT, 2010).  

Na mucosa intestinal os AINES podem diminuir as PGs que exercem ação benéfica 

sobre a mucosa, resultando na redução do muco intestinal, perturbações microcirculatórias, 

aumento da motilidade intestinal, ruptura das junções intercelulares e aumento da 

permeabilidade da mucosa que pode ser agravada pela penetração de ácidos biliares, enzimas 

proteolíticas, bactérias intestinais ou toxinas (SCARPIGNATO; HUNT, 2010; MARLICZ et 

al., 2014). 
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Tachecí et al. (2013) observaram alta prevalência de anemia em pacientes com lesões 

no intestino delgado, e conforme Buttgereit; Burmester e Simon (2001), e exposição crônica 

aos AINES aumenta o risco de lesões no trato gastrointestinal superior, provando úlceras e 

erosões que podem evoluir para hemorragia, perfuração e obstruções. 

Pacientes que utilizam AINES, frequentemente apresentam anemia com o 

hematócrito reduzido, porém muitas vezes não há a presença de lesões visíveis no trato 

gastrointestinal. Apesar disso, as microlesões provocadas pelos AINES nos diferentes órgãos 

do trato gastrointestinal podem resultar no quadro anêmico (SCARPIGNATO; HUNT, 2010). 

Diante destas considerações, os resultados obtidos neste estudo podem indicar que o 

cetoprofeno provoca anemia que está relacionada com as alterações estruturais e funcionais 

do trato gastrointestinal.  

O extrato aquoso de guaraná não provocou nenhuma alteração sobre a anemia 

relacionada ao uso de cetoprofeno. Afsana et al. (2004) demonstraram que a utilização de 

ácido tânico (um polifenol), prejudicou a absorção de ferro e induziu anemia nos animais em 

estudo. Considerando a grande quantidade de polifenóis encontrados no extrato aquoso de 

guaraná, é possível que este mecanismo tenha contribuído para os resultados observados. 

Apesar do envolvimento de espécies reativas nos possíveis danos causados pelo cetoprofeno 

no trato gastrointestinal, a alta capacidade antioxidante do extrato parece não impedir este 

efeito e consequentemente o estabelecimento da anemia.  

 

5.5 AVALIAÇÃO DO ESTATUS ANTIOXIDANTE DOS ANIMAIS 

 

Por meio dos resultados apresentados até aqui, é possível se perceber que alterações 

importantes aconteceram em diferentes sistemas orgânicos dos animais em estudo. Diferentes 

mecanismos podem estar envolvidos quando se trata das alterações renais e hematológicas, 

como por exemplo o estresse oxidativo, condição que provoca danos em células e tecidos 

(DURACKOVA, 2010). Desta forma também foram avaliados alguns parâmetros 

antioxidantes nos animais, visando-se entender a contribuição deste fator de uma maneira 

ampla, através da capacidade antioxidante total, da atividade enzimática da catalase em 

eritrócitos e da dosagem de grupamentos sulfidrílicos totais (SH-T), e também de maneira 

direcionada onde avaliou-se os níveis dos grupamentos sulfidrilícos não proteicos (SH-NP) e 

a atividade da enzima catalase no fígado e nos rins. 

 A capacidade antioxidante total foi avaliada através da captura de radicais ABTS•+ 

exercida pelas substâncias antioxidantes presentes no soro dos animais. Os resultados são 
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expressos em porcentagem de inibição sobre este radical. Na Figura 35, observa-se que os 

animais que receberam apenas o cetoprofeno apresentam significativa redução na capacidade 

antioxidante total, em relação ao grupo controle, indicando possível elevação no consumo de 

agentes antioxidantes, principalmente daqueles advindos da dieta. O grupo de animais que 

recebeu apenas o extrato aquoso de guaraná na maior dose aumentou em aproximadamente 

10% sua capacidade antioxidante total. A associação do cetoprofeno e do extrato aquoso de 

guaraná demonstrou que apenas na menor dose do extrato a capacidade antioxidante total foi 

parcialmente alterada, porém embora tenha apresentado maior inibição sobre o radical do que 

o grupo cetoprofeno não houve o reestabelecimento os níveis até àqueles encontrados no 

grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Capacidade antioxidante total é expressa em porcentagem de inibição do radical ABTS•+ em ratas Wistar 

que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): 

EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ 

cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), 

durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica 

diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo cetoprofeno. 

  

Estes resultados sugerem a interferência do cetoprofeno nas defesas antioxidantes do 

soro, pois nem com uma alta concentração de antioxidante associado (extrato aquoso de 

guaraná), foram observados resultados iguais ao grupo controle. Estes dados demonstram de 

uma maneira mais ampla o estatus antioxidante do sistema biológico analisado, e podem estar 

relacionados com a combinação de efeitos provocados pelo cetoprofeno em alvos específicos. 

Isto pode ser observado, por exemplo, nos resultados in vitro do cetoprofeno sobre este 

radical, onde não apresentou atividade antioxidante significativa. Somado a isto, pode-se 

Figura 35 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a capacidade antioxidante total 
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observar o efeito do cetoprofeno sobre a CAT em diferentes alvos (células e tecidos), no qual 

este xenobiótico também provocou alterações negativas, contribuindo para este resultado mais 

parcial. 

Além disso, buscou-se avaliar alguns parâmetros antioxidantes individualmente para 

corroborar com resultados obtidos acima. Para isso, foi mensurada a atividade da enzima CAT 

em eritrócitos, uma importante defesa antioxidante endógena (FLORA, 2009).  

A catalase é uma proteína tetramérica composta por quatro subunidades idênticas, um 

grupamento heme (ferro III protoporfirina IX) e uma molécula de NADPH que parece ser 

importante na prevenção da forma inativa da CAT pelo H2O2.  É um antioxidante endógeno, 

expresso por um gene localizado no cromossomo 11 (banda p13) e possui inúmeros 

polimorfismos. A expressão do gene CAT pode ser regulada em diferentes níveis: transcrição, 

pós-transcrição e pós-tradução. Alguns compostos, como: fenóis, benzeno e derivados, 

álcoois, arilaminas, podem ser substratos e/ou inibidores da função oxidase desta enzima, e 

ainda, pesquisas apontam que alguns flavonóides (miricetina, quercetina, rutina) são 

inibidores da catalase, provocando a conversão do composto I em composto II (forma inativa 

da enzima) (GLORIEUX et al., 2015; KODYDKOVÁ et al., 2014; KRYCH; GEBICKI; 

GEBICKA, 2014). 

A Figura 36 demonstra os resultados da atividade da catalase em eritrócitos dos 

animais distribuídos nos diferentes grupos de tratamento. A atividade da CAT é representada 

da seguinte maneira: 1(uma) unidade (U) de enzima é expressa pelo consumo de 1µMol de  

H2O2 por minuto. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 36 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a atividade da catalase 
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Nota: Atividade da enzima catalase em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 20mg/kg/dia); 

EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet 

(extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 

1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística (p<0,0001) em 

relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo cetoprofeno.  

 

O cetoprofeno provocou diminuição significativa na atividade da CAT, 

demonstrando o comprometimento desta defesa antioxidante quando este fármaco é utilizado, 

e considerando que este fármaco possui em sua estrutura anéis do tipo benzeno, aponta-se a 

possibilidade de inibição desta enzima pelo cetoprofeno. Porém, o tratamento combinado de 

cetoprofeno e extrato aquoso de guaraná demonstrou resultados promissores no 

reestabelecimento desta defesa antioxidante, uma vez que seus valores foram elevados até os 

níveis do grupo controle. Importante salientar que estes resultados foram independentes da 

dose do extrato utilizado, sugerindo que na menor concentração do extrato associado ao 

cetoprofeno a atividade da CAT é normalizada. A utilização isolada do extrato aquoso de 

guaraná não demonstrou potencial influência sobre a atividade desta enzima, demonstrando 

que o antioxidante endógeno (CAT) pode manter seus níveis na presença de um antioxidante 

exógeno. Isso se dá porque a reação catalisada pela CAT predomina quando a concentração 

de H2O2 é superior a 10-4M, e na presença de antioxidantes que podem reagir com o H2O2 e 

reduzir a disponibilidade do substrato, a atividade da enzima não se altera (KODYDKOVÁ et 

al., 2014). 

Para a complementação destes resultados avaliou-se o efeito de cada tratamento nos 

níveis de SH-T, que é a soma SH-NP e grupamentos sulfidrílicos proteicos (SH-P) 

(SEDLAK; LINDSAY, 1968), conforme demonstra a Figura 37. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre os níveis de SH-T 
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Nota: Determinação dos grupamentos SH-T em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

O cetoprofeno não provocou alterações significativas sobre este parâmetro 

antioxidante, porém o extrato aquoso de guaraná isolado ou associado ao cetoprofeno 

aumentou significativamente os valores de SH-T, demonstrando contribuição na melhoria da 

capacidade antioxidante in vivo. Este resultado confirma a efetividade antioxidante deste 

extrato que já havia sido observada in vitro. Estes resultados estão de acordo com Day e Lal 

(2012), que demonstraram o aumento de defesas antioxidantes endógenas provocado por 

substâncias como a vitamina C e E antioxidantes já estabelecidos.  

Os grupamentos SH-T estão presentes em diversos compartimentos do organismo e 

desempenham papel importante na manutenção do potencial redox de células, tecidos e 

plasma. Embora ocorra aumento nos níveis de SH-T com a utilização de compostos 

antioxidantes exógenos, o mecanismo responsável por esse efeito ainda é investigado (SIES, 

1999). Uma hipótese está baseada no fato de que continuamente grupamentos SH-T são 

oxidados em reações fisiológicas e o antioxidante exógeno. Como possui alta capacidade de 

doar hidrogênio, poderia ocorrer a redução dos grupamentos SH-T novamente, elevando 

assim os níveis deste antioxidante endógeno. 

Em conjunto estes resultados demonstram que de forma sistêmica o cetoprofeno 

possui significativa atividade na depleção de defesas antioxidantes endógenas e que a 

associação com o extrato aquoso de guaraná é uma alternativa promissora para o 

reestabelecimento das mesmas. Ainda, parece haver seletividade quanto à especificidade do 

parâmetro antioxidante alterado, o que suporta a necessidade de investigações sobre os demais 

índices que compõe a defesa antioxidante endógena. 

Após a análise sistêmica dos parâmetros antioxidantes avaliou-se o efeito de cada 

tratamento na defesa antioxidante do rim e do fígado, órgãos que também foram alvo das 

avaliações bioquímicas. No fígado os níveis de SH-NP não foram alterados pelo tratamento 

com cetoprofeno, estes resultados estão de acordo com Micheli et al. (1992), que demonstram 

que o tratamento com cetoprofeno não provoca depleção dos níveis hepáticos de GSH.  

 A associação entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná também não 

provocou nenhuma diferença significativa em relação ao grupo controle (Figura 38). 
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Nota: Determinação dos grupamentos SH-NP em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

Apenas nos grupos que receberam extrato aquoso de guaraná observou-se o aumento 

dos níveis de SH-NP, o que pode estar relacionado com a capacidade redutora do extrato 

diante de grupamentos SH-NP oxidados, regenerando este antioxidante endógeno. Estes 

resultados também foram encontrados por Benvegnú et al. (2010), em que a administração do 

extrato aquoso de nós pecan, composto por alta concentração de ácido gálico, um potente 

antioxidante, provocou aumento significativo nos níveis de GSH em animais tratados com 

este extrato durante 30 dias. JACQUES-SILVA et al. (2001), também demonstraram que o 

tratamento de animais com vitamina C provocou aumento significativo nos níveis de SH-NP. 

Quando se observa os resultados da atividade da CAT no fígado, percebe-se que 

alterações significativas foram provocadas pelos diferentes tratamentos, conforme demonstra 

a Figura 39. 

 

 

 

 

 

 

Figura 38 - Determinação dos níveis de SH-NP no fígado 
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Nota: Determinação da atividade da CAT em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

O tratamento com cetoprofeno provocou a diminuição da enzima CAT resultado que 

também foi obtido quando se associou este fármaco com o extrato aquoso do guaraná. Estes 

resultados indicam que a associação entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná não é 

benéfica para o reestabelecimento desta defesa antioxidante no fígado, uma vez que na maior 

dose do extrato observa-se uma diminuição ainda maior da atividade da CAT.  

O fígado é o órgão responsável pela biotransformação de muitos xenobióticos, como 

é o cetoprofeno, que sofre hidroxilação seguida de conjugação ao glicuronil, assim como os 

diferentes compostos do extrato aquoso do guaraná, por exemplo, a cafeína (RENÇBER; 

KARAVANA; ÖZYAZICI, 2009; SINCLAIR; GEIGER, 2000). A interação entre este 

fármaco e o extrato aquoso de guaraná e seus respectivos metabólicos ainda permanece 

desconhecida e estas reações podem comprometer as defesas antioxidantes, visto a 

possibilidade de formação de compostos ainda mais reativos durante o processo de 

biotransformação que poderiam depletar estas defesas do fígado ou ainda, provocar a inibição 

da enzima estudada. 

No rim o cetoprofeno não provocou efeitos deletérios nos níveis de SH-NP, 

conforme se observa na Figura 40. 

Figura 39 - Determinação da atividade da CAT no fígado 
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Nota: Determinação dos grupamentos SH-NP em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

Em nenhum dos tratamentos foi observada a diminuição dos níveis de SH-NP em 

relação ao grupo controle e a associação entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná 

parece ser benéfica quando se trata da manutenção dos níveis desta defesa antioxidante 

provocada pelo cetoprofeno e na melhoria deste parâmetro quando comparada aos níveis do 

grupo controle. Na pesquisa conduzida por Benvegnú et al. (2010), a associação do extrato 

aquoso de nós pecan à ciclofosdamida também demonstrou resultados satisfatórios quando se 

trata do aumento dos níveis de GSH. 

A atividade da CAT nos rins foi alterada de maneira significativa e diferente entre os 

tratamentos utilizados. Estes resultados podem ser observados na Figura 41. 

 

 

 

 

 

 

Figura 40 - Determinação dos níveis de SH-NP no rim 
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Nota: Determinação da atividade da CAT em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 

20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guaraná 1mg/g/dia); 

EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guaraná 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso 

de guaraná 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferença estatística 

(p<0,0001) em relação ao grupo controle. # Indica diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo 

cetoprofeno. 

 

 

Sobre este parâmetro antioxidante o cetoprofeno provocou significativa diminuição 

quando comparado com a atividade da CAT do grupo controle. Entretanto, a menor dose do 

extrato aquoso de guaraná quando associado ao cetoprofeno impediu o dano, pois se observa 

que a atividade da CAT foi mantida igual àquela do grupo controle. Em contrapartida este 

resultado não foi observado quando se utilizou a maior dose do extrato na associação o que 

indica um efeito dependente da dose e pode estar relacionado com a atividade inibitória 

dessas substâncias sobre a enzima, quando associadas nestas concentrações e sob estas 

condições. Este resultado está de acordo com Benvegnú et al. (2010), onde o extrato aquoso 

de nós pecan não foi capaz de prevenir os danos causados pela ciclofosfamida, um fármaco 

nefrotóxico, sobre a atividade da CAT. 

Os resultados sugerem uma possível ação seletiva do cetoprofeno, associado ou não a 

um antioxidante natural, sobre os parâmetros antioxidantes avaliados. E, possivelmente esteja 

relacionado com as alterações nas funções renais observadas anteriormente. 

Em conjunto os dados relacionados com o perfil antioxidante dos animais tratados, 

demonstram que o extrato aquoso de guaraná possui ação favorável ao reestabelecimento das 

defesas antioxidantes endógenas, enquanto que o cetoprofeno provoca a diminuição destas, 

principalmente na defesa enzimática avaliada neste estudo. Apesar disso é importante a 

Figura 41 - Determinação da atividade da CAT no rim 
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avaliação de diferentes indicadores da defesa antioxidante enzimática ou não para a 

elucidação do mecanismo de ação que está envolvido com os resultados aqui apresentados. 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a importância de avaliações que 

envolvam diferentes sistemas oxidativos (com ou sem radical), visto a variação do 

comportamento do cetoprofeno e do extrato aquoso de guaraná em cada modelo utilizado. 

Pode se observar que o cetoprofeno apresenta alguma ação antioxidante sobre o radical 

ABTS•+ e sobre o HOCl, pouca ação sobre o DPPH e na inibição da HRP, entretanto 

apresentou significativa atividade sobre o O2
•-. Já o extrato aquoso de guaraná demonstrou 

eficiente atividade sobre todos os modelos oxidativos estudados, o que possivelmente está 

relacionado com a sua composição: grande quantidade e variedade de moléculas 

antioxidantes, como catequinas, teobromina, taninos, apontados neste estudo. 

O cetoprofeno não provocou a exacerbação das espécies reativas, e observou-se que 

quando este foi associado ao extrato aquoso de guaraná a ação antioxidante do cetoprofeno 

sobre a maioria das espécies testadas foi melhorada. Tendo em vista a ampla participação das 

espécies reativas estudadas em processos patológicos, como s inflamação, esta associação 

pode ser uma alternativa na diminuição dos possíveis efeitos adversos provocados pelo 

cetoprofeno, visto que há possibilidade de se alcançar um produto efetivo 

farmacologicamente, com redução de possíveis efeitos colaterais associados à produção de 

radicais livres e outros oxidantes, caso seja constatada a manutenção e/ou potencialização da 

atividade antioxidante do extrato na presença do cetoprofeno e que a atividade anti-

inflamatória do fármaco seja mantida na associação. 

Além disso, sugere-se que as substâncias testadas podem apresentar potencial 

toxicidade sobre a membrana de eritrócitos, o que é dependente do tempo, da concentração da 

substância analisada e da presença ou ausência de um radical no meio reacional. A associação 

entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaraná exerce relativa proteção, que é dependente 

do tempo e da concentração de cetoprofeno utilizada, contra os danos hemolíticos provocados 

por radicais. 

Desta forma, a associação entre o extrato aquoso de guaraná e o cetoprofeno 

demonstrou ser eficaz sobre diferentes ERO e com baixo potencial tóxico nos sistemas in 

vitro e ex vivo; apesar disso, as avaliações in vivo forneceram informações importantes acerca 

da variabilidade de cada sistema que compõe o organismo. 

Nos ensaios in vivo o cetoprofeno não provocou alterações na função hepática, 

porém alterou significativamente a homeostasia da série vermelha do sangue e marcadores 

das funções renais. O extrato aquoso de guaraná foi capaz de reverter ou impedir apenas os 
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danos renais. Em relação ao perfil antioxidante dos animais, o tratamento com cetoprofeno 

apresentou potencial ação de depleção dos sistemas de defesa que foram reestabelecidos pelo 

tratamento com o extrato aquoso de guaraná. É importante salientar que esta ação foi 

dependente do sistema antioxidante analisado. 

Este conjunto de informações sugere que a associação entre o cetoprofeno e o extrato 

aquoso de guaraná pode ser promissora sobre condições oxidativas presentes na inflamação e 

durante o processo de resolução desta, além de impedir possíveis efeitos indesejados que 

estejam direta ou indiretamente relacionados ao estresse oxidativo. Vale ressaltar a 

importância da realização de estudos que envolvam a farmacodinâmica e farmacocinética das 

substâncias utilizadas nesta pesquisa para que a segurança e eficácia, tanto do fármaco como 

do produto natural, sejam garantidas. Além disso, a avaliação de diferentes doses e intervalo 

de administração das mesmas, formas de administração, tempo de tratamento e utilização de 

modelos in vivo de inflamação são variações importantes para futuras avaliações, permitindo 

desta forma a obtenção de resultados que possam agregar informações e até contribuir no 

esclarecimento de dúvidas pertinentes a este trabalho. 
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