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Resumo

O estresse oxidativo leva a formacao de compostos potencialmente
t6xicos e danosos ao nosso organismo. Esses compostos podem
prejudicar nossa satde, ao aumentarem o risco de doengas
cardiacas e degenerativas e contribuirem para o envelhecimento.
Contudo, varios estudos epidemiolégicos desenvolvidos nas
ultimas décadas sugerem que o consumo de vegetais e bebidas
ricos em antioxidantes naturais pode reduzir a incidéncia de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Em funcao disso,
varios estudos tém avaliado a capacidade antioxidante in vitro de
diferentes alimentos vegetais e bebidas. Porém, diversos fatores
podem influenciar na capacidade antioxidante in vitro de uma
amostra, particularmente em matrizes complexas como vinho,
frutas e outros vegetais, podendo levar a diferengas significativas
nos resultados encontrados. Neste trabalho foram abordados
os principais fatores que podem influenciar a capacidade
antioxidante i vitro de uma amostra. Assim, diferentes testes
para diferentes mecanismos podem e devem ser empregados na
determinagao da capacidade antioxidante in vitro. Além disso, a
curva cinética dos antioxidantes da amostra estudada também
deve ser tragada, pois permite explicar como os antioxidantes
trabalham, além de permitir prever o comportamento dos
mesmos em organismos vivos.
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Abstract

Oxidative stress leads to the formation of potentially toxic
and harmful compounds to our body. These compounds can
cause harm to our health by increasing the risk of heart and
degenerative diseases, as well as contribution to aging. However,
several epidemiological studies conducted in recent decades
suggest that the consumption of vegetables and beverages rich in
natural antioxidants may reduce the incidence of diseases related
to oxidative stress. As a result, several studies have evaluated the in
vitro antioxidant capacity of different plant foods and beverages.
Yet, several factors may influence the in vitro antioxidant capacity
of'a sample, particularly in complex matrices such as wine, fruits
and other vegetables, and lead to significant differences in the
results. In this work, the main factors that may influence the
in vitro antioxidant capacity of a sample were addressed. It can
be concluded that different tests to different mechanisms still
may and should be employed in the in vitro antioxidant capacity
determination. Moreover, the kinetic curve of the antioxidants of
the studied sample should also be drawn, as it allows to explain
how antioxidants work. In addition, it allows to predict the
antioxidants behavior in living organisms.

Key words: natural antioxidants; antioxidant capacity; plant
foods, beverages; analytical methods.

Introducao

Sabemos que o estresse oxidativo leva a formagdo de compostos potencialmente téxicos e
danosos ao nosso organismo, como os radicais livres. Estes, ao agirem sobre componentes celulares
vitais, como lipideos, proteinas e DNA, podem prejudicar a saide humana, aumentando o risco
de doengas cardiacas e degenerativas e contribuindo para o envelhecimento."*? Contudo, varios
estudos epidemiologicos desenvolvidos nas tltimas décadas sugerem que o consumo de vegetais
e bebidas ricos em antioxidantes naturais pode reduzir a incidéncia de doengas relacionadas ao
estresse oxidativo.*

A atividade 6tima dos antioxidantes naturais se deve a estrutura quimica dessas substancias.
Nos flavonoides, por exemplo, a atividade antioxidante se relaciona com a presenga de grupos
hidroxil nas posicoes 3’ e 4’ do anel B, os quais conferem elevada estabilidade ao radical formado,
participando no deslocamento do elétron, e uma dupla ligagdo entre os carbonos C, e C, do anel C
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em conjugagdao com o grupo carbonilo na posicao C,, o qual torna possivel o deslocamento de um
elétron do anel B. Adicionalmente, grupos hidroxil livres na posi¢ao 3 do anel C e na posigao 5 do
anel A, juntamente com o grupo carbonilo na posi¢ao 4, também sao importantes para a atividade
antioxidante desses compostos (figura 1). A quercetina, um flavonoide encontrado em quantidades
elevadas na cebola, cha e maca, redne todas essas caracteristicas e é um dos antioxidantes naturais
mais potentes conhecidos.’

Figura 1. Estrutura quimica basica e sistema de numeragao dos flavonoides.

Quanto ao mecanismo de agdo, varios antioxidantes naturais podem agir tanto como
antioxidantes primdrios ou sequestradores de radicais livres, quanto como secundarios ou de
prevencdo.® Os antioxidantes primdrios atuam removendo os radicais livres do nosso organismo, pela
interrupg¢do da reagao em cadeia provocada por estes através da doagao de um atomo de hidrogénio
para o radical (figura 2). Devido a sua conformagdo molecular, os radicais fenoxilo formados sao
intermedidrios bastante estaveis e nio iniciam facilmente uma nova rea¢ao em cadeia. Esses radicais
atuam reagindo com outros radicais livres, bloqueando as reagoes de propagagio da oxidagao.”

ROO +AH — ROOH + A

ROO +A" — ROOA

Figura 2. Mecanismo de acao dos antioxidantes primarios ou sequestradores de radicais livres.
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Os antioxidantes secundérios podem atuar por meio de numerosos mecanismos, reduzindo
ou retardando a taxa de iniciagdo da oxidagdo por sua agdo no bloqueio da decomposigio dos
peroxidos e hidroperéxidos. Como supressores de oxigénio singlete, os antioxidantes secundarios
captam a energia do oxigénio singlete ('O,), que volta ao estado fundamental (O,). Como quelantes
de fons metalicos, esses antioxidantes sio capazes de interagir e desativar fons metalicos que
catalisam reagoes de peroxidagao lipidica.®

Em fungao disso, vérios estudos tém avaliado a capacidade antioxidante in vitro de diferentes
alimentos vegetais e bebidas.”!"!" No entanto, diversos fatores podem influenciar na capacidade
antioxidante in vitro de uma amostra, podendo levar a diferengas significativas nos resultados
encontrados.

Principais fatores que podem influenciar a capacidade antioxidante in vitro
Procedimento de isolamento e pureza da substincia

Devido a grande diversidade quimica existente, os antioxidantes sao dificeis de se separar e
quantificar individualmente em matrizes biolégicas."” Por outro lado, sabemos que combinagéo de
antioxidantes (sinergia) nos alimentos é mais eficaz do que a soma dos efeitos individualmente. Em
funcao disso, varios estudos tém avaliado a capacidade antioxidante total de diferentes amostras
biol6gicas, particularmente em matrizes complexas, como vinho, frutas e outros vegetais. No
entanto, aminodcidos e outros constituintes nao antioxidantes dessas matrizes, como os acidos
uronicos, podem superestimar os resultados obtidos."

Tipo e polaridade do solvente empregado na extragdo

Para se separar as substdncias apolares das polares, que apresentam atividade, torna-se
necessario fazer a escolha correta dos solventes. Contudo, os principais antioxidantes naturais
sdo a vitamina C e a maioria dos compostos fendlicos (flavonoides, taninos, cumarinas e acidos
fendlicos), classificados como antioxidantes hidrofilicos, além dos carotenoides e vitamina E,
classificados como antioxidantes lipofilicos. Assim, a solubilidade dessas substancias também esta
diretamente relacionada a natureza do solvente empregado na sua extragao.” Devido a isso, a
capacidade antioxidante in vitro de uma amostra pode apresentar diferengas significativas pelo
mesmo método em diferentes solventes, pois seus antioxidantes podem nao se comportar da mesma
forma em todos os solventes empregados, estabelecendo diferentes interagoes com os mesmos.'”
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Assim, em qualquer ensaio de capacidade antioxidante, os resultados devem ser medidos em
extratos ou solugoes, bem como relacionados a uma curva de calibragio, no mesmo solvente. Em
nossos estudos, em fungao da caracteristica das amostras e antioxidantes naturais estudados,

adotamos a extragao sequencial com solventes de diferentes polaridades' (figura 3).

AMOSTRA
+ extragdo com éter etilico (1:25 piv) por 1h
+ filtragdo a vacuo em funii de Biichner

FILTRADO RESIDUO SECO
(extrato etéreo) + secagem & temperatura ambiente por
50 min.
+ extracdo com alcool etilico {1:25 piv)
porth

+ filtragdo a vacuo em funil de Biichner

FILTRADO RESIDUO SECO
{extrato etandlico) + secagem & temperatura ambiente por
50 min.

+ extracdo com agua (1:25 piv) porth
+ centrifugagdo a 15.000 rpm/30 min
{15/20°C)

FILTRADO RESIDUO DESPREZADO

{extrato aquoso)

Figura 3. Extragdo sequencial com solventes de diferentes polaridades.
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Nesta técnica, primeiramente é efetuada a extragdo com o éter etilico (solvente de mais baixa
polaridade). Em seguida, o residuo da primeira extragdo € seco e extraido com alcool etilico (solvente
de média polaridade). Finalmente, o residuo da segunda extragao também ¢é seco e extraido com
agua (solvente de mais alta polaridade). Nossos resultados mostraram um mais alto teor de residuo
seco no extrato etéreo, indicando maior presenca de compostos de baixa polaridade neste extrato.
Mais especificamente, os lipidios presentes em quantidades elevadas nas amostras estudadas.

Sistema de teste antioxidante

Até o momento, ainda ndo existem métodos aprovados ou padronizados para determinagio
da capacidade antioxidante. Os métodos usados para determinagao da capacidade antioxidante in
vitro sdo ensaios que envolvem diferentes mecanismos do sistema de defesa antioxidante do nosso
organismo, podendo ser divididos em dois grupos: métodos baseados na remocao de radicais livres
do meio e métodos que empregam lipideos como substrato. Os métodos baseados na remogao de
radicais livres do meio envolvem a geragao de diferentes radicais, agindo através de uma variedade
de mecanismos, bem como a medida de uma gama de produtos finais, em tempo fixo ou sobre
um intervalo de tempo.”

Entre os métodos que empregam lipideos como substrato, a grande diversidade de métodos
analiticos (quimicos, fisicos e/ou fisico-quimicos) existentes também coloca algumas dificuldades
de selecdo do método mais adequado para determinado estudo de avaliagao da capacidade
antioxidante.” Dependendo do sistema em que os antioxidantes foram avaliados (aquoso ou
lipidico), compostos modelos mostraram-se fortemente antioxidantes em um método e pré-oxidante
em outro."” Observou-se também o chamado “paradoxo polar”, onde antioxidantes hidrofilicos
apresentaram-se mais efetivos do que os lipofilicos em volumes elevados de 6leo, enquanto
antioxidantes lipofilicos apresentaram maior atividade em emulsoes.”

Substrato a ser protegido

De acordo com o método usado, diferentes substratos sio empregados na medicao da aclo
protetora dos antioxidantes contra a oxidacio lipidica. Oleos como os de girassol, soja, oliva e
palma sdo comumente usados como substratos em sistemas lipidicos. Da mesma forma, lipossoma
e microssoma sio empregados em sistemas semelhantes as condigdes préticas in vivo, devido a
similaridade entre a composi¢io da membrana lipidica e aquela das membranas biol6gicas. A
LDL humana, simulando a inibi¢do da oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade no plasma
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sanguineo depois da administragdo oral dos antioxidantes, também ¢é usada como substrato.” De
acordo com a natureza do substrato a ser protegido pelos antioxidantes, diferencas significativas
podem ser encontradas na capacidade do antioxidante in vitro da amostra estudada.

Principais métodos antioxidantes

Entre os métodos baseados na remocao de radicais livres do meio, os que tém sido mais usados
na determinacdo a capacidade antioxidante in vitro sdo o ensaio do poder antioxidante pela redugao
férrica (FRAP), ensaio do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), ensaio de descoloragao do
radical ABTS e ensaio da capacidade de absor¢ao do radical oxigénio (ORAC). Entre os métodos
que empregam lipideos como substrato, tém se destacado o sistema f-caroteno acido linoleico, o
ensaio das substéncias reativas ao dcido tiobarbitarico (TBARS) e a LDL humana.

A capacidade antioxidante in vitro pode e deve ser avaliada com diferentes testes para diferentes
mecanismos. Todavia, a diversidade das condigbes de ensaio e dos sistemas modelos usados para
determinacao da capacidade antioxidante tem gerado algumas dificuldades no que diz respeito
a interpretagdo e comparacdo dos resultados obtidos através dessas metodologias. Apesar disso, o
TROLOX (um analogo hidrossolavel da vitamina E) pode ser usado como antioxidante padrio
nos diferentes métodos.?? Desta forma, para efeito de comparagao, os resultados dos diferentes
métodos podem ser expressos em equivalentes de TROLOX.

Importancia do estudo cinético

O estudo cinético dos antioxidantes da amostra analisada ¢ importante, uma vez que permite
elucidar os pormenores do comportamento dessas substancias. Primeiramente, este estudo ajuda
a explicar como os antioxidantes trabalham. Em complemento, permite prever o comportamento
dessas substancias em organismos vivos.” Portanto, a partir das leituras obtidas durante a
determinagao da capacidade antioxidante in vitro, pode-se tragar a curva cinética dos antioxidantes
da amostra e avaliar, a partir disso, a eficicia dos mesmos para a andlise em intervalos de tempo
varidveis.

A figura 4 mostra, respectivamente, as curvas cinéticas da capacidade antioxidante do extrato
etandlico e extrato aquoso de uma amostra, comparados ao TROLOX e BHT como padroes, no
método ORAC.
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(A)

Fluorescencia
relativa

fluorescencia
relativa

) 0 50 100 150
0o B % 5 N0 © Tempo (min,)

S .
Tempo (min.)

—+— Controle o TROLOX 20 uM . ——Controle ~s-— TROLOX 20 uM

G 30uginl o BHT 25 ugnL & G30ug/mL =~ BHT 25 ug/mL

Figura 4. Curva cinética da capacidade antioxidante do A) extrato etandlico e B) extrato
aquoso de uma amostra, comparados ao TROLOX e BHT como padrées, no método ORAC

(Controle - sem antioxidante, G - amostra).

Conforme se pode ver na figura 4, cada amostra apresentou comportamento distinto no
ensaio OAC. Nas concentragoes estudadas, o padrao TROLOX apresentou a maior capacidade
antioxidante entre as amostras nos primeiros 50 minutos de ensaio. Porém, apés esse tempo, a
capacidade antioxidante do TROLOX decaiu rapidamente. O extrato aquoso apresentou forte
capacidade antioxidante comparado ao etanélico durante todo o ensaio. Entretanto, em relagao ao
BHT, a capacidade antioxidante do extrato aquoso ficou abaixo deste nos primeiros 65 minutos,
permaneceu constante entre 65 e 100 minutos e passou a ser maior do que a do BHT entre 85 e
100 minutos. Apds esse tempo, a capacidade antioxidante do extrato aquoso volta a decair.

Conclusao

Tendo em vista todos os fatores que podem influenciar a capacidade antioxidante in vitro de
uma amostra, a selecio do método mais adequado para esta medida deve ser criteriosamente
considerada. Diferentes testes para diferentes mecanismos podem e devem ser empregados.
Contudo, para efeito de comparagao dos resultados obtidos nos diferentes métodos, os mesmos
podem ser expressos em equivalentes de TROLOX.

A curva cinética dos antioxidantes da amostra também deve ser tracada, pois permite explicar
como os antioxidantes trabalham, além de permitir prever o comportamento dos mesmos em
0rganismos vivos.
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