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METHODS FOR DETERMINATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITY FOR EXTRACTS AND ORGANIC
COMPOUNDS. In the literature there are a considerable number of chemical and biochemical tests for evaluation of in vitro

antioxidant activities of pure compounds or fractions and organic extracts. These tests are important tools for screening of synthetic

and natural bioactive compound as well as they can be employed in food chemistry. This work is a critical review of the main methods

employed for in vitro antioxidant determination.
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INTRODUCAO

O termo oxida¢do de uma substincia era comumente definido
como a incorporagido de oxigénio em sua estrutura. Atualmente,
pode ser mais precisamente definido como sendo a conversdo de uma
substancia quimica em um derivado com menor niimero de elétrons.
Oxidagio, portanto, € a perda de um ou mais elétrons para outra subs-
tancia e o procedimento inverso pode ser considerado como redugio.!

A transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos mais
fundamentais para a sobrevivéncia das células. O efeito colateral dessa
dependéncia € a producio de radicais livres e outras espécies reativas
de oxigénio (ERO) que podem causar dano oxidativo. Radicais livres
sdo0 dtomos ou moléculas produzidos continuamente durante os pro-
cessos metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia
de elétrons em vdrias reacdes bioquimicas, desempenhando fungdes
relevantes a0 metabolismo.? As principais fontes de radicais livres sdo
as organelas citoplasmdticas que metabolizam oxigénio, nitrogénio
e cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos.?

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo e
encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regu-
lagdo do crescimento celular, sinaliza¢@o intercelular e sintese de
substancias biolégicas importantes. Entretanto, seu excesso apresenta
efeitos deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas e organelas
celulares, como mitocondrias e membranas, provocando alteracdes na
estrutura e fungdes celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos
em diversas patologias a exemplo de cancer, envelhecimento preco-
ce, doencas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas, choque
hemorragico, catarata, disfungdes cognitivas, etc.* Para combater os
radicais livres os organismos vivos produzem substincias que sdo
capazes de regenerar ou prevenir os danos oxidativos, exercendo seu
papel como antioxidante. Além destes, substancias com habilidade
de sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas,
como alimentos e bebidas. Quando os antioxidantes produzidos pelo
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corpo sdo insuficientes para combater os radicais livres produzidos
pelo organismo, este sofre agdes degenerativas através do distirbio
conhecido como estresse oxidativo.

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos
métodos para avaliagdo de atividade antioxidante (AA) t€ém aumen-
tado consideravelmente nos ultimos anos. As descobertas do efeito
deletério dos radicais livres sobre as células e sua relagdo com certas
doengas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a busca
por novas substincias capazes de prevenir ou minimizar os danos
oxidativos as células vivas.

Os radicais livres atuam de maneira deletéria também sobre plantas
e alimentos. A peroxidacdo lipidica € a principal causa da deterioragido
dos corpos graxos. Ela € responsavel pela modificagdo do odor e sabor
dos alimentos, bem como perda da qualidade nutricional, acarretando
depreciacdo e/ou rejeicdo por parte dos consumidores.’ A decomposigéo
oxidativa pode ser iniciada por processos térmicos, absorgio de raios
gama ou radiagdo ionizante, ou por iniciagdo quimica envolvendo fons
metdlicos ou metaloproteinas.® Visando proporcionar ao consumidor
alimentos com mais alto grau de qualidade, existem diversas metodo-
logias descritas na literatura para certificagdo da qualidade dos corpos
graxos, além de procedimentos adotados de modo a minimizar os
efeitos da oxidagdo durante o processo de armazenamento.” Além destas
medidas, a adi¢do de antioxidantes aos alimentos industrializados tem
sido prética corrente (Tabela 1), razdo que justifica o atual interesse
pela pesquisa de novos compostos antioxidantes.®

METODOS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE (AA)

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante
in vitro de substancias biologicamente ativas, envolvendo desde
ensaios quimicos com substratos lipidicos a ensaios mais complexos
utilizando as mais diversas técnicas instrumentais.’

Estes testes t€m se tornado ferramentas usuais e extremamente
necessarias na sele¢@o inicial de substancias que possam ser utilizadas
como farmacos, auxiliando os pesquisadores na avalia¢do da atividade
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de substancias isoladas de produtos naturais, bem como obtidas de
fontes sintéticas. Além disso, estes métodos podem auxiliar na escolha

Tabela 1. Estrutura e propriedade dos antioxidantes sintéticos e naturais mais utilizados
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das espécies de planta para estudos quimicos e farmacoldgicos, bem
como grau de maturacao, condi¢des ambientais, etc. e comprovar a pre-
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senca de substancias antioxidantes em alimentos como frutas, legumes
e bebidas, ressaltando a importancia de uma dieta rica em vegetais.

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes
formas de atuag@o nos organismos vivos, dificilmente existird um
método simples e universal pelo qual a atividade antioxidante possa
ser medida precisa e quantitativamente. Assim, a busca por testes mais
rapidos e eficientes tem gerado um grande nimero de métodos para
avaliar a atividade de antioxidantes naturais pelo uso de uma grande
variedade de sistemas geradores de radicais livres.

Devido a larga divergéncia dos resultados de testes com antio-
xidantes naturais em alimentos, muitos protocolos e diretrizes tém
sido estabelecidos no sentido de trazer ordem e concordancia a este
importante campo.'® Para se ter uma avaliagdo mais precisa da AA
de uma determinada substancia, € necessdrio saber quais tipos de
radicais sdo gerados, como, onde e a extensdo do dano causado.
Assim, o entendimento sobre os efeitos dos compostos antioxidantes
somente pode ser aperfeicoado se metodologias mais especificas
forem utilizadas, e se estas forem capazes de definir quais produtos
sdo formados e inibidos pelos antioxidantes, e em quais condi¢des,
sistemas e alvos de proteco.!!

Halliwell'? propde algumas questdes que devem ser usadas
para avaliar a agdo antioxidante in vivo, que podem ser respondidas
por experimentos simples e seu resultado nos permite rejeitar um
possivel antioxidante, pois um composto que exibe baixa atividade
antioxidante in vitro provavelmente exibira pouca atividade in vivo.

O efeito do sequestro de radicais € determinado nio somente pela
reatividade do antioxidante com o radical, mas também pela sua con-
centracdo. Embora muitos antioxidantes reajam rapidamente com o
radical hidroxil, muitas moléculas bioldgicas, que sdo mais abundantes
que os antioxidantes, reagem também rapidamente com esse radical.
Por isso € praticamente impossivel para algum antioxidante sequestrar
o radical hidroxil efetivamente. Outro ponto importante € saber onde os
radicais livres sdo produzidos, e se o antioxidante € capaz de alcanga-
los. Por exemplo, a vitamina C € um potente sequestrador para radicais
hidrofilicos, mas pobre frente a radicais lipofilicos.'

Um dos fatores determinantes para AA de substincias naturais € a
sua solubilidade. Por exemplo, substincias polares sdo mais efetivas em
grandes quantidades de 6leo porque podem se acumular na interface ar-
6leo ou em micelas reversas dentro deste, onde as reagdes de oxidagio
lipidica ocorrem com maior frequéncia devido a alta concentragdo de
oxigénio. Em contraste, antioxidantes ndo polares sdo mais efetivos em
emulsdes porque sdo retidos nas goticulas de 6leo e/ou acumulados na
interface 6leo-dgua, onde ocorre a interagdo entre os hidroperdxidos
das goticulas e substincias pré-oxidantes da fase aquosa como, por
exemplo, os metais de transi¢do.'* Essa tendéncia de antioxidantes lipo-
filicos terem melhor eficiéncia em alimentos com grande concentragao
de dgua, enquanto que antioxidantes polares sdo mais efetivos em dleo,
tem sido denominada como “paradoxo antioxidante”.'

Os testes antioxidantes em alimentos e sistemas biolégicos po-
dem ser classificados em dois grupos: os ensaios usados para avaliar
peroxidacdo lipidica, no qual um lipidio ou substrato lipoproteico
sob condi¢des padrdo € usado e o grau de inibicdo da oxidagdo &
medido, e os ensaios usados para medir a habilidade de sequestro
de radicais livres.!'

Na presente revisdo encontra-se uma avaliagdo critica dos
métodos de determinacdo de atividade antioxidante in vitro mais
utilizados para avaliar a capacidade sequestradora de antioxidantes
naturais sobre as ERO.

Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A molécula de DPPH ¢ caracterizada como um radical livre
estavel em virtude da deslocalizagdo do elétron desemparelhado por
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toda a molécula. Esta deslocalizag@o confere a esta molécula uma
coloragdo violeta, caracterizada por uma banda de absorcéo em etanol
em cerca de 520 nm."” Este ensaio se baseia na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical
DPPH (Figura 1), reduzindo-o a hidrazina. Quando uma determinada
substancia que age como doador de d&tomos de hidrogénio ¢ adicio-
nada a uma solugdo de DPPH, a hidrazina € obtida com mudanga
simultanea na coloracdo de violeta a amarelo palido.

. NO, H NO,
N—N N—N,
ON NO, O,N NO,
1 2

Figura 1. Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH

Esta habilidade foi primeiramente avaliada espectroscopicamente
por ressondncia de elétron spin (RES), uma vez que a intensidade
do sinal do radical DPPH € inversamente relacionada com a concen-
tragdo do antioxidante testado e o tempo de reagdo.'® Entretanto, o
método de controle mais utilizado € o decaimento da absorvancia no
comprimento de onda observado entre 515 a 528 nm, produzido pela
adicdo do antioxidante a uma solugao alcodlica do radical DPPH. Este
método € considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos mais
faceis, precisos e reprodutivos na avaliagdo da atividade antioxidante
de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como
flavonoides e terpenoides."

Utilizando este método para avaliar a atividade antioxidante de
alguns compostos fendlicos, incluindo os dcidos ascorbico e isoascor-
bico (Figura 2), Brand-Williams ez al.?® concluiram que a interagdo
de um potencial antioxidante com o DPPH depende, sobretudo,
de sua conformacdo estrutural e do nimero de grupos hidroxilicos
disponiveis. Entretanto, para a maioria das substincias testadas o
mecanismo parece ser muito mais complexo, necessitando de um
estudo posterior mais aprofundado.

OH

HO . O0_ _o
=

HO OH HO OH
3 4

Figura 2. Estrutura dos dcidos ascorbico (3) e isoascorbico (4)

Sénchez-Moreno et al.*' propuseram uma metodologia para a
avaliagdo da atividade antioxidante levando em conta ndo somente
a concentracio do antioxidante, mas também o tempo de reagao ne-
cessdrio pra sequestrar este radical, introduzindo assim a eficiéncia
antirradicalar como um novo parametro. Utilizando esta metodologia,
as AAs de vinhos tinto, rosé e branco foram avaliadas, concluindo
que existe uma correlacdo entre eficiéncia antirradicalar e concentra-
¢do de polifendis presentes nos vinhos.”> Embora este seja um teste
largamente utilizado, tanto pela simplicidade e rapidez quanto pela
reprodutibilidade, os resultados devem ser cuidadosamente interpre-
tados. As substancias analisadas podem interferir nos resultados caso
seus espectros se sobreponham ao do DPPH ao redor de 515 nm como,
por exemplo, os carotenoides. Sendo a acessibilidade estérica o fator
determinante da reagdo, moléculas pequenas que t€ém melhor acesso
ao sitio do radical podem apresentar uma maior atividade aparente
quando comparada as moléculas maiores.”
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Método da co-oxidacdo do 3-caroteno/acido linoleico

O B-caroteno € o mais abundante dos carotenoides e largamente
utilizado em terapias. E quase completamente insoltvel em dgua,
mas facilmente solivel em ambientes hidrofébicos e solventes pouco
polares. Tem sido reportado nos tltimos 30 anos que o B-caroteno
exibe alta reatividade com eletréfilos e oxidantes. Muitos estudos t€ém
demonstrado que ele inibe a auto-oxidac@o de lipidios em tecidos
biolégicos e produtos alimenticios, porém poucos detalhes da cinética
e mecanismo destas reacdes tém sido revelados.”*

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a ativida-
de antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida selecéo de
substancias e/ou misturas potencialmente interessantes na prevencgio
de doencas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos destaca-se
o sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/dcido linoleico (Figura 3),
originalmente descrito por Marco® e modificado por Miller.” Este
método nos permite avaliar a capacidade de uma determinada subs-
tAncia prevenir a oxidagdo do B-caroteno, protegendo-o dos radicais
livres gerados durante a peroxidagio do dcido linoleico. A reagio pode
ser monitorada espectrofotometricamente pela perda da coloragdo do
[-caroteno em 470 nm, com leitura imediata e em intervalos de 15
min, por um tempo total de 2 h.”’

ety %

— — COOH

Figura 3. Estrutura do B-caroteno (5) e do dcido linoleico (6)

O Tween-40 ¢ utilizado como emulsificante e ajuda a dissolver
completamente a mistura -caroteno/dcido linoleico em cloroférmio
que, apds total remog@o do solvente, € dissolvida em dgua previamente
saturada com oxigénio atmostérico. O resultado pode ser comparado
com padrdes sintéticos, como BHA, BHT e trolox, ou naturais, como
dcido gdlico ou quercetina (Tabela 1).

Este método tem sido amplamente utilizado para avaliar a ativi-
dade antioxidante tanto de substancias isoladas de extratos vegetais,
quanto de frutas e bebidas. Dentre varias classes de substancias
naturais ativas, as pro-antocianinas isoladas de extratos de espécies
de Leguminosae mostraram ser tdo eficientes quanto os antioxidan-
tes comerciais, tais como galato de n-propila e o-tocoferol (Tabela
1),” enquanto Bandyopadhyay er al.? as utilizaram para testar a AA
de extratos de beterraba, gengibre e horteld, sendo que o gengibre
apresentou atividade comparavel a dos antioxidantes sintéticos BHA
e BHT. Avaliando a AA dos extratos do subproduto do pseudofruto
do caju, os quais exibiram expressiva atividade comparada ao BHT,
Broinizi et al.’’ apresentaram perspectivas de se ter um melhor apro-
veitamento dos residuos resultantes do processamento industrial do
pedinculo do caju. Hassimotto ef al.’® avaliaram frutas, vegetais e
polpas de frutas consumidas na dieta brasileira, onde as amostras que
possuiam maior concentragdo de antocianinas apresentaram maior
AA. Esta metodologia foi ainda adotada para avaliar a AA de com-
postos presentes em bebidas como chds, café e vinhos, evidenciando
a acdo benéfica destas bebidas para o consumo humano.?!

Duarte-Almeida*® utilizou leitor de microplacas automadticas e
sequenciais, ocasionando maior precisdo no método além de evitar o
uso de um nimero grande de cubetas para as replicatas. Desta forma,
a adaptacdo da metodologia para realizagdo em microplacas com
leituras automatizadas pode ser uma ferramenta vantajosa.

Meétodos para determinacdo de atividade antioxidante in vifro 2205

O método da co-oxidag¢do empregando o sistema B-caroteno/dcido
linoleico € um teste simples e sensivel, e por ndo utilizar altas tempe-
raturas permite a determinac@o da AA de substancias termossensiveis,
porém apresenta alguns inconvenientes. A utilizagdo do meio emul-
sionado, por exemplo, interfere nos valores de absorvancia causando
baixa reprodutibilidade, € a interagdo do B-caroteno com o oxigénio
proveniente do meio dificulta a interpretacdo dos resultados.®

Analise por fluorescéncia — ensaio fluorimétrico

Pesquisas clinicas, farmacéuticas e bioquimicas estdo sendo
continuamente estimuladas na procura por métodos analiticos mais
sensiveis usando microamostras. Espectroscopia por fluorescéncia
¢ uma das técnicas que combina alta sensibilidade sem perda de
especificidade ou precisdo. Mais recentemente, o uso de quimio e
bioluminescéncia tem aberto novos caminhos na pesquisa e aplicacio,
primeiramente no campo de imunoensaios. A vantagem no uso de
técnicas de bioluminescéncia é a combinagdo de uma instrumentacao
relativamente simples e excelente sensibilidade.** Por apresentar
uma série de vantagens, a espectroscopia por fluorescéncia tem sido
largamente utilizada na busca por antioxidantes de fontes naturais,
originando assim uma série de métodos que podem auxiliar na selegao
e avaliac@o de substancias bioativas.®

Sequestro do peroxido de hidrogénio (H,0,)

Embora o peréxido de hidrogénio nio seja considerado um
radical livre, estd envolvido de forma direta ou indireta em diversas
patologias. Em termos quimicos, H,0, € fracamente reativo, no
entanto exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz
de transpor as membranas celulares facilmente e gerar o radical
hidroxil (¢OH).3¢

O perdxido de hidrogénio (H,0,) € gerado in vivo pela dismuta-
¢do do radical anion superdxido (O,*—) ou € produzido por enzimas
oxidases e pela oxidagdo de dcidos graxos. H,O, pode atuar como
agente oxidante ou redutor leve, mas nao oxida a maioria das mo-
léculas organicas facilmente, incluindo lipidios, DNA e proteinas
(com exceg¢do de proteinas que apresentem residuos de metionina ou
grupos tiol muito reativos, a exemplo da glutationa (GSH)). O efeito
deletério do H,0, vem de sua fécil conversdo para um radical hidroxil,
por exposicdo a luz ultravioleta (Equacio 1) ou por interagdo com
metais de transi¢ao como o ferro, através da reaciio conhecida como
reagdo de Fenton (Equagio 2).%

H,0, -~ 2 «OH
Equacio 1. Conversao do peréxido de hidrogénio em radical hidroxil
Fe** + H O, — Fe** + «OH + "OH
Equag@o 2. Reagdo de Fenton

Diversas técnicas tém sido aplicadas para diferentes tipos de
amostras, a mais comum avalia a capacidade de uma substincia
sequestrar o peréxido de hidrogénio empregando peroxidase da raiz
forte (HRP) que utiliza o H,0, para oxidar a escopoletina (Figura
4), uma cumarina conhecida por apresentar alta fluorescéncia, em
um produto ndo fluorescente. Na presenca de um antioxidante, a
oxidagdo da escopoletina € inibida e o H,O, pode ser monitorado
por um espectrofluorimetro em 430 nm.*

Szatrowski e Nathan® utilizaram este método para avaliar a con-
centragdo de H,O, em células tumorais humanas, constatando que
estas c€lulas produzem grande quantidade deste composto. Gomes
et al.* avaliaram a capacidade antioxidante dos extratos vegetais de
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CH;0

HO O (6]

Figura 4. Estrutura da escopoletina

Polypodium leucotomos que, embora tenha apresentado alta atividade
antioxidante sobre os radicais hidroxil, anion superdxido e oxigénio
singlete, apresentou baixa atividade contra o peréxido de hidrogénio.

Halliwell? propde dois pontos que devem ser considerados ao
usar este método: hd necessidade de checar se a substancia teste
ndo funciona como um substrato para a peroxidase, o que poderia
decrescer a fluorescéncia através da competicio com a escopoletina; o
radical superéxido pode inibir a peroxidase e comprometer a medida
de H,O, em sistemas geradores de O,°—.

Sequestro do radical peroxil - Método ORAC

O radical peroxil € um oxidante comumente encontrado em subs-
tratos biolégicos. E menos reativo que o *OH possuindo um tempo
de meia-vida de segundos a nanossegundos.'! Oxygen radical absor-
bance capacity (ORAC) é um método que se baseia na propriedade
fluorescente das proteinas B-ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (R-
PE). Estas protefnas sdo usadas como indicador fluorescente e foram
primeiramente isoladas de Porphyridium cruentum e algas vermelhas,
respectivamente. Neste ensaio o radical peroxil, gerado pelar reagdo
do AAPH [dicloreto de 2,2’-azobis(2-amidinopropano)] com oxigé-
nio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar um
produto nao fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria
com maxima emissao de fluorescéncia em 575 nm (B-PE) e 578 nm
(R-PE).*! Este ensaio avalia a atividade antioxidante através da inibi¢ao
da oxidagdo, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de 4tomos
de hidrogénio. A atividade antioxidante de uma dada substancia ¢ de-
terminada através da diferenca entre a drea da amostra subtraida pela
area do branco (Net AUC), medida pelo decaimento da fluorescéncia
com a adi¢do da substancia antioxidante no decorrer do tempo.

Usando-se Trolox de concentragdes conhecidas, uma curva
padrdo € gerada e a atividade ORAC da amostra € calculada. Este
ensaio expressa o resultado em unidade de ORAC ou equivalentes de
Trolox, o qual corresponde a quantidade de Trolox em micromols que
tem a mesma atividade antioxidante de um litro da solu¢@o testada.*?

Atanasiu et al.® utilizaram este método para avaliar a atividade
antioxidante da caeruloplasmina, uma proteina plasmatica envolvida
no transporte de cobre, que se mostrou duas vezes mais eficiente que
o Trolox. Cao et al.**avaliaram a atividade antioxidante e pré-oxidante
de alguns flavonoides e observaram que flavonas e flavanonas com
um Unico grupo OH substituinte nas posigdes 3, 6,2’ ou4d’e 7, 2’,
3’ ou 4, respectivamente, exibiram pouca atividade. Flavona com
um tnico OH substituinte na posicdo 5 niio apresentou atividade
detectavel, entretanto flavanona com OH substituinte na posicio
6 apresentou atividade maior que a do Trolox. Entre os compostos
com a mesma estrutura, diferindo apenas no nimero de hidroxilas,
a atividade antioxidante foi proporcional ao nimero de substituintes
OH na estrutura da molécula. Assim, os compostos camferol, quer-
cetina e miricetina (Figura 5) exibiram 2,7; 3,3 e 4,3 equivalentes
de Trolox, respectivamente, comprovando a importincia de grupos
hidroxilicos substituintes em C-3’e C-4’ na atividade sequestradora
de radicais peroxil.

Alguns flavonoides exibiram forte atividade antioxidante sobre
radicais livres, porém demonstraram atividade pré-oxidante em pre-
senca de metais de transi¢do. A atividade antioxidante ou pré-oxidante
dos flavonoides depende de sua estrutura, da concentracdo e da fonte
de radicais livres. Em geral, quanto maior o nimero de substituintes
OH, maior a atividade.’

Quim. Nova

Flavona Flavanona
R
OH
HO O Camferol - R =Ry =H
Ry
Quercetina - R=0H; Ry =H
OH
OH O Miricetina - R =R; = OH

Figura 5. Estrutura de alguns flavonoides

O uso de B-ficoeritrina tem diminuido devido a sua variabilidade
na reatividade, por ser fotossensivel, apresenta descoloragdo ao ser
exposta a luz de excitac@o, e por sua alta afinidade por polifendis,
particularmente proantocianidinas, o que tem levado a resultados
inconsistentes.* Os indicadores fluorescentes preferidos atualmente
sdo fluoresceina e diclorofluoresceina (Figura 6), que sdo mais esta-
veis e menos reativos.”

HO. ‘ O, (6] HO. 0. o)
Cl Cl
COOH COOH

7 8

Figura 6. Estrutura da fluoresceina (7) e diclorofluoresceina (8)

Sequestro de radical superoxido - xantina oxidase

A produgdo do anion superdxido (O,*—), uma espécie reativa de
oxigénio, € essencial para a defesa de organismos vivos e atua na
transferéncia de sinais entre células vivas. Entretanto, a superpro-
dugdo de O,°— causa estresse oxidativo e estd envolvida em diversas
patologias.*®

Xantina oxidase (XO) € a enzima responsavel pela transformagao
tanto da hipoxantina em xantina, quanto desta em dcido Urico, tendo
como consequéncia a produ¢do de perdxido de hidrogénio e radical
superéxido (Figura 7), por isso € considerada uma das principais
fontes bioldgicas de espécies reativas de oxigénio.*” Assim, € possivel
que a inibi¢do deste processo enzimadtico por compostos que exibem
propriedades antioxidante ou inibitdria da xantina oxidase possam
ter uso terapéutico.*

A atividade de um grande nimero de substancias pode ser medida
em termos da atividade sequestradora do radical superéxido ou através
da inibi¢do da a¢do da xantina oxidase. O O,*— pode ser gerado por
distintos sistemas enzimadticos, entre eles a reagdo catalisada pela
enzima xantina oxidase, ou pelo sistema nio enzimadtico através da
reagdo de metassulfato de fenazina (PMS) com NADH e oxigénio
molecular.

No método utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o
radical O,*— produzido reduz nitroblue tetrazolium (NBT) a formazan
em pH 7,4 e temperatura ambiente (Figura 8), e a geragdo do formazan
é acompanhada por espectrofotometria pela mudanga da coloragio
amarelo palido do NBT para uma coloragdo pirpura do formazan em
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Figura 7. Conversdo de hipoxantina a xantina e desta a dcido iirico

560 nm. As moléculas que atuam como antioxidante reagem com O,°—
inibindo a produg¢do do formazan.*® Gaulejac et al.>!' utilizaram este
método para avaliar a atividade sequestradora do radical superdxido
em vinho tinto, e concluiram que esta atividade, usualmente atribuida
aos taninos procianidicos, estd também relacionada as antocianinas
presentes nesta bebida.

Hy0,

X0 / HN NH
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% )

H 2 02 2 02 H
Xantina Acido Urico
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/|L _N—R )L  N—R
4 4
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Figura 8. Formagdo do formazan a partir do NBT

Algumas modificagdes no método sdo encontradas na literatura
como, por exemplo, o uso de cloreto de hidroxilamdnio como agen-
te oxidante ao invés do NBT. A consequente produgdo de nitrila é
acompanhada espectrofotometricamente em 530 nm e a atividade
antioxidante é medida pela inibigdo desta producio.*

No método utilizado para avaliar a capacidade de inibicdo da ativi-
dade da XO no sistema xantina/xantina oxidase, a atividade ¢ medida
pela avaliacdo da producdo do 4cido trico, que € formado juntamente
com o radical superdxido, por espectrofotometria em 290 nm.> Cos et
al*utilizaram esta metodologia para avaliar a atividade inibitéria de
flavonoides sobre a XO, concluindo que flavanonas, di-hidroflavonéis
e flavandis ndo sdo capazes de inibir a acio da enzima. No entanto,
entre as flavonas e flavondis a presenca de grupos hidroxilas nas posi-
¢oes C-5 e C-7 aumenta a agdo inibitdria, enquanto a presencga destes
grupos ligados em C-6 e C-3 diminui consideravelmente este efeito.
A substituicdo de grupos hidroxila por acticares diminui a agio sobre
aenzima XO em relagdo as suas respectivas agliconas, indicando que
as interagdes estéricas reduzem o efeito inibidor de flavonoides sobre
a xantina oxidase. Um dos fatores determinantes na a¢ao inibitéria € a
planaridade destas moléculas. Com a presenc¢a da dupla ligacdo entre
C-2 e C-3, o anel B estard acoplado com os anéis A e C através da
conjugagdo. A saturagio desta dupla liga¢@o destruird a conjugacio e a
coplanaridade da molécula e, consequentemente, sua agao sobre a enzi-
ma. Os resultados obtidos estdo em acordo com os dados descritos na
literatura, os quais destacam como caracteristicas importantes para AA
de flavonoides a dupla ligacao entre C-2 e C-3, o niimero de hidroxila
presentes nos anéis A, B e C e a presenga de uma carbonila em C-4.%53

Ramallo et al.* adaptaram este método aplicando uma solugéo
contendo a enzima xantina oxidase e NBT sobre a superficie de placa
cromatografica previamente eluida com as amostras teste em solvente

Xantina
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apropriado. Apds secagem, a placa € imersa em uma solugio conten-
do o substrato xantina, para iniciar a reacdo. A oxidagdo da xantina
produz radicais superéxido, os quais reduzem o NBT (de coloragdo
amarelo pdlido) a formazan, que apresenta coloragio purpura. Subs-
tancias capazes de inibir a acdo da enzima irdo impedir a produgdo
do radical superdxido e, consequentemente, a produg@o do formazan.
A ac¢do inibitéria da XO é, entdo, detectada como manchas brancas
sob a superficie purpura da placa, que € comparada com substancia
padrdo, previamente eluida junto com as amostras, em quantidades
decrescentes de concentragdo até o limite de detecgdo de 5 ng.

Sequestro do radical hidroxil - método 2: deoxirribose

O radical hidroxil (HO¢) € um dos mais deletérios radicais livres,
pois sua meia-vida € muito curta e dificilmente pode ser sequestrado
in vivo. Em experimentos in vitro pode ser sequestrado facilmente
devido a sua alta reatividade, porém para que esse resultado se repro-
duza in vivo é necessdrio que sejam ministradas altas concentracdes
de antioxidante. Este radical frequentemente ataca as moléculas por
abstragdo de hidrogénio e pode ser gerado através da reagdo do H,0,
com metais de transicdo ou pela homolise da dgua por exposi¢ao a
radiagdo ionizante.*%’

Um dos métodos especificos para determinar o sequestro do
radical hidroxil € o ensaio empregando-se a 2-deoxirribose. Neste
ensaio, *OH € gerado pela reagdo do cloreto férrico (FeCl,) e dcido
etilenodiaminotetracético (EDTA) na presenca de ascorbato, que rea-
ge para formar Ferro(II)-EDTA juntamente com ascorbato oxidado. O
H,0, reage com Ferro(II)-EDTA para formar Ferro(III)-EDTA e <OH
através da reagdo de Fenton. O radical formado pode entdo reagir com
2-deoxirribose para formar produtos que, sob aquecimento com dcido
tiobarbittirico (ATB) em pH baixo, apresentam coloracdo rosada, sen-
do monitorado por espectrofotometria na regido do visivel (532 nm).*
Substancias que tenham propriedades antioxidantes podem competir
com a 2-deoxirribose pelo radical, produzindo uma diminui¢do na
intensidade da coloragdo.” Aruoma et al.® utilizaram este método
para avaliar a atividade antioxidante e pré-oxidante do dcido gélico
e seus derivados, concluindo que estas substincias apresentam acio
antioxidante sobre ERO’s, porém apresentam efeito pré-oxidante
quando em presenca de metais de transi¢do como Fe**. Este método
também foi utilizado por Martinez-Tomé et al.®' na avaliacdo da ati-
vidade antioxidante de aminoécidos extraidos de brécolis de algumas
espécies mediterraneas, dos quais a glutamina apresentou mais alta
atividade sequestradora do radical hidroxil quando comparado com
antioxidantes comerciais.

Este teste € considerado um método simples e barato de medir a
reatividade de algumas moléculas organicas (ex. ADP e ATP) frente
ao radical *OH, porém algumas precaucdes devem ser observadas
para se obter resultados satisfatdrios: o antioxidante testado ndo deve
reagir com o precursor do radical hidroxil (ex. H,0,), caso contrério
ndo haverd formacao do mesmo; a reacdo do antioxidante com o *OH
ndo deve gerar produtos que apresentem coloragdo.'?

Hagerman et al.®* propuseram uma modificagéo do método, onde
se omite a utilizacdo de ascorbato permitindo avaliar o potencial de
algumas substincias se comportarem como pré-oxidantes. Substan-
cias que apresentem agdo pré-oxidante podem reduzir o Fe*> a Fe*? e,
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assim, permitem a reagio de Fenton, a qual culminard na produgao do
radical hidroxil e, consequentemente, degradacdo da 2-deoxirribose.

Para identificar substincias com propriedades quelantes, outra
modificacdo do ensaio € realizada sem a presenga do EDTA, onde
alguns compostos podem inibir a formagdo da coloragdo ndo por
reagirem com o radical hidroxil, mas por quelarem o fon ferro e
impedirem a formagdo de *OH.%

Variagdo do método de degradagdo da 2-deoxirribose: inibigdo da
peroxidagdo lipidica empregando-se homogenato de cérebro de ratos

Alguns autores utilizam o 4dcido tiobarbitdrico para avaliar a
atividade antioxidante de substancias frente ao radical peroxil, em-
pregando homogenato de cérebro de ratos.

O cérebro € particularmente vulnerdvel a peroxidacdo lipidica,
pois consome uma grande quantidade de oxigénio e € rico em dcidos
graxos poli-insaturados altamente peroxidaveis; além disso, sua capa-
cidade antioxidante € limitada.* Em cérebros sob estresse oxidativo,
o ferro pode ser liberado de proteinas de armazenamento, como fer-
ritina ou heme proteinas, e contribuir para a iniciacdo e propagagio
da peroxidagdo lipidica. Acredita-se que o radical hidroxil esteja
envolvido na inicia¢@o da peroxidacdo lipidica. Entretanto, alguns
investigadores tém questionado essa afirmagao, sugerindo que Fe*? e
Fe*3 podem estar envolvidos em um complexo ferro-oxigénio, agindo
como espécie oxidante.® Este ensaio € similar ao que utiliza 2-deoxir-
ribose, no entanto o radical *OH produzido pela adi¢do de Fe*?, dcido
ascorbico e H,O, causa peroxidagdo no homogenato de cérebro de
ratos. O produto da peroxidacio lipidica reage com o ATB para for-
mar substancias que apresentam coloragdo rosada sob aquecimento,
sendo acompanhada por espectrofotometria em 532 nm. A oxidagdo
¢ inibida com a adi¢ao de um antioxidante, sendo acompanhada pela
reducdio na absorvincia.®® A formagdo da coloragdo € resultado de
um complexo formado pelos produtos oxidados dos 4cidos graxos
insaturados com o ATB. Um dos maiores produtos formados desta
degradacdo € o malondialdeido (MDA), embora outros produtos de
oxidagdo, incluindo aldeidos o, B insaturados e vérios precursores
ndo voléteis destas substincias possam também estar envolvidos.®’
Embora este teste seja largamente utilizado, ndo € especifico, e as
condicdes reacionais tém um efeito significativo no desenvolvimento
da colora¢@o. Uma das vantagens no uso do homogenato de cérebro
de ratos € o emprego de moléculas alvo provenientes de tecido animal
na busca por substancias antioxidantes.

Oboh e Helen® utilizaram este método para avaliar a AA do
extrato aquoso das folhas de Salvia officinalis, o qual apresentou
alta habilidade em proteger o homogentato de cérebro e figado de
ratos da peroxidacdo lipidica. Esta habilidade pode ser atribuida a
alta AA da vitamina C e de compostos fendlicos presentes nas folhas
deste vegetal.

Sequestro do dcido hipocloroso

O HOCI € um potente agente oxidante gerado nos neutrdfilos pela
reacdo de fons cloreto (Cl) com peréxido de hidrogénio catalisado
pela mieloperoxidase (MPO). Acredita-se que a produgdo de HOCI
por este sistema constitui um importante mecanismo de defesa contra
micro-organismos, entretanto, sua produgdo excessiva pode levar a
danos nos tecidos, contribuindo para o desenvolvimento de doencas
como aterosclerose e cancer.®

o, -Antiproteinase (0.,-AP) € um potente inibidor da serina pro-
tease em fluidos do corpo humano, mas € também muito sensivel
ao ataque por HOCI. Por exemplo, o, -AP inibe a enzima elastase.
Quando o -AP € inativada pelo 4cido hipocloroso, perde a capa-
cidade de inibir a elastase. Assim, a habilidade de um composto
em proteger o, -AP tem sido adotada como método para avaliar a
atividade antioxidade de substancias em relagdo ao HOCI, sendo
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monitorada por espectrofotometria (410 nm). Wasil et al.* avaliaram
a atividade antioxidante de fluidos humanos extracelulares através da
produgdo de HOCI usando MPO/H,0,/Cl" (Equagdo 3) como fonte
desta substancia e concluiram que esta atividade se deve, em grande
parte, a albumina presente nestes fluidos. A ac@o inibitéria da o, -AP
sobre a elastase (extraida do pancreas de porco), apds a adi¢ao do
substrato elastase [N-(3-carboxipropionil)trialanil p-nitroanilida],
foi monitorada espectrofotometricamente pelo aumento linear da
absorbancia em 410 nm.

H,0, + CI + H* ——» H,0 + HOCI
Equagdo 3. Geragao do 4cido hipocloroso

Aruoma et al.® utilizaram uma modifica¢do deste método para
avaliar a atividade antioxidante do 4cido gélico e seus derivados, no
qual HOCI € gerado imediatamente antes do uso através da reacdo
do hipoclorito de sédio em pH 6,2 com &cido sulfirico diluido.
Seguindo esta metodologia, Martinez-Tomé ef al.”’ avaliaram a AA
de aminodcidos extraidos de brécolis, no qual a asparagina mostrou
mais alta atividade sequestradora do 4dcido hipocloroso.

TECNICAS ELETROQUIMICAS

Com substancias puras € possivel realizar ndo somente uma
caracterizacdo eletroquimica, como também obter correlacdes entre
aspectos estruturais e mecanismo de atividade antioxidante.” Assim,
é possivel utilizar técnicas eletroanaliticas para determinar a atividade
antioxidante de substancias de ampla distribuicdo em vegetais tais
como 4cidos ascdrbico e elagico, resveratrol, flavonoides, hesperidina,
taninos, antocianinas e derivados dos dcidos benzoico e cindmico.”!
Alguns aspectos podem ser determinados no que diz respeito aos
mecanismos de oxidorreduc@o. Entre eles pode-se destacar: avaliacido
do efeito de substituintes e conjugacdo de duplas no deslocamento de
potenciais redox; efeito da participacdo do préton ou dependéncia do
pH."? efeito de solvente e, nimero de elétrons ou etapas envolvidas.”"

As técnicas voltamétricas podem correlacionar potenciais de
oxidacdo, intensidade de corrente e/ou outros parametros eletroqui-
micos com a capacidade antioxidante, portanto podem se mostrar
mais seletivas e sensiveis que os demais métodos espectrométricos.
Entre as técnicas mais difundidas destacam-se a voltametria ciclica
(VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD). As informagdes
mais importantes fornecidas pela voltametria ciclica sdo Ip,a, Ip,c,
Ep,a e Ep,c, respectivamente, correntes de picos anddico e catédico
e potenciais de picos anddico (relativo ao processo de oxidacdo) e ca-
tédico (relativo ao processo de redugio), respectivamente.”’* Quanto
maior o valor de Ep,a, menor € o poder doador de elétron da espécie
em estudo e, portanto, teoricamente, menor seu poder antioxidante.

As técnicas coulométricas baseiam-se na medida da quantidade
de eletricidade ou carga requerida para oxidar ou reduzir um analito
alvo. Baseiam-se no principio da proporcionalidade entre nimero
de elétrons (n) que fluem pelo eletrodo e quantidade em moles de
substancia eletroativa envolvida na reagdo eletroquimica (1* Lei de
Faraday); logo, um requisito importante € que a reacio eletrolitica
se dé com mdxima eficiéncia.

Através do uso da eletrélise em fluxo continuo, observaram-se
boas correlacdes entre intensidade de corrente (I) e atividade antioxi-
dante de diversas espécies eletroativas naturais, tais como catequinas
e outros polifendis. Ademais, a aplicacio destas técnicas a compostos
polifendlicos permite ainda relacionar os valores de n (nimero de
elétrons) ou de I (corrente) aos nimeros de hidroxilas. Os resultados
obtidos para a atividade antioxidante de 34 produtos naturais através
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de técnicas diversas demonstraram que a correlacio entre métodos
eletroquimicos e capacidade de sequestrar radicais, i.e. ensaio DPPH,
é maior quando comparada ao niimero de elétrons (eletrdlise em fluxo
continuo) e ao potencial de oxidagdo (voltametria ciclica).”

Além das anteriores, vdrias outras técnicas baseadas em métodos
eletroquimicos vém sendo implementadas. Dentre estas, se destacam
os métodos baseados na prote¢do a oxidagdo de bases de DNA e
aqueles baseados na capacidade de redugdo do Fe** e Ce*.

Um procedimento simples para a detec¢do voltamétrica da ati-
vidade antioxidante de extratos de plantas ou de substancias puras
€ aquele baseado na prote¢@o contra danos no DNA. Neste método,
um eletrodo cuja superficie foi previamente modificada com DNA
¢é submetido a voltametria ciclica, em diferentes solugdes contendo
os extratos vegetais ou fitoantioxidantes, cuja atividade antioxi-
dante se pretende determinar. Em principio, os ensaios efetuados
em solugdes eletroliticas com maior poder antioxidante requerem
maiores potenciais para oxida¢do das bases de DNA (ex. adenina,
guanina).” Os resultados para atividade antioxidante obtidos pelo
método proposto para compostos fendlicos, tais como dcidos cafeico
e rosmarinico, bem como para alguns extratos vegetais, apresenta-
ram boa correlagdo com métodos coloriméticos tradicionais, como
o método de DPPH."®

O método colorimétrico conhecido como FRAC (Ferric Redu-
cing/Antioxidant Capacity)” e seu derivado eletroanalitico CRAC
(Ceric Reducing/Antioxidant Capacity) podem ser considerados
métodos indiretos para determinacido do potencial antioxidante.
O método CRAC emprega a cronoamperometria como técnica de
detec¢do e utiliza uma solucdo acida de sulfato de cério(IV) como
oxidante. Este método se baseia no poder de reducdo das amostras
sobre Ce** e os resultados obtidos apresentaram boa correlagido com
métodos tradicionais.”® Uma desvantagem do método reside no fato
de que Ce (IV) é um forte agente oxidante, de modo que, em amostras
mais complexas, se pode perder seletividade, porém por outro lado
indmeras vantagens podem ser citadas, dentre elas, a maior facili-
dade no pré-tratamento da amostra, a utilizagdo de equipamentos
mais baratos e maior simplicidade analitica, além do inerente poder
oxidante do Ce* (potencial redox de 1,29 V versus Ag/AgCl) que
reage praticamente com todos os antioxidantes conhecidos presentes
na dieta humana.

CONCLUSOES

Os testes in vitro tém se tornado importantes ferramentas que
auxiliam na busca por substancias bioativas, bem como na selecio
de matéria-prima para estudo. Estes testes t€ém demonstrado a impor-
tancia de dietas ricas em frutas e vegetais, comprovando a presenga
de substincias antioxidantes, as quais auxiliam no combate aos ra-
dicais livres. Devido a crescente busca por substancias bioativas que
substituam os produtos sintéticos e diminuam os efeitos colaterais,
um grande nimero de testes in vitro tem sido desenvolvido para
avaliar a atividade antioxidante, porém muitos desses métodos ndo
tém demonstrado correlagdo com a habilidade dos compostos em
inibir a deterioracdo oxidativa in vivo. Isto se deve ao fato de que a
atividade antioxidante depende nio somente da reatividade quimica
do antioxidante, mas também de fatores como localizacdo fisica,
interacdo com outros componentes e condi¢cdes ambientais. Devido
aos diversos tipos de radicais e aos diferentes alvos de oxidacio,
dificilmente haverd um tnico método capaz de representar de for-
ma segura e precisa a real atividade antioxidante de um composto.
Para uma avaliagdo correta desta atividade em alimentos e sistemas
biol6gicos, modelos individuais devem ser desenvolvidos desde que
representem as mesmas condicdes quimicas, fisicas e ambientais
esperadas para o sistema em andlise.
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