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FLAVONOIDES E RADICAIS LIVRES!
FLAVONOIDS AND FREE RADICALS
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RESUMO

O interesse por substancias antioxidantes aumentou consideravelmente nos tltimos anos, pois moléculas
que diminuem a peroxidacdo de lipideos podem minimizar ou inibir os danos oxidativos causados ao DNA,
proteinas e carboidratos. Os flavonoides, um grupo de metabdlitos secundarios, amplamente distribuidos
no reino vegetal, apresentam propriedades antiinflamatorias, antibacterianas, antivirais, antialérgicas e
antitumorais, além de possuirem propriedades antioxidantes sobre radicais livres de forma a inativa-los e
a prevenir os danos oxidativos em nivel celular. Acredita-se que a atividade bioldgica dos flavonodides seja
devido as suas propriedades antioxidantes. Devido a grande importancia dada atualmente aos radicais livres e
antioxidantes, existe uma forte demanda por técnicas analiticas capazes de identificar e quantificar esses dois
grupos de compostos.
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ABSTRACT

The interest for antioxidants has increased considerably in recent years, for molecules that decrease lipid
peroxidation may minimize or inhibit oxidative damage caused to DNA, proteins and carbohydrates.
Flavonoids, a group of secondary metabolites widely distributed in the plant kingdom, have anti-inflammatory,
antibacterial, antiviral, anti-allergic and antitumor properties, besides possessing anti-oxidant properties on
free radicals in order to inactivate them and help to prevent oxidative damage at the cellular level. It is believed
that the biological activity of flavonoids is due to their antioxidant properties. Due to the great importance
currently given to free radicals and antioxidants, there is a strong demand for analytical techniques able to
identify and quantify these two groups of compounds.
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INTRODUCAO

Ointeresse pelaacdo de compostos antioxidantes tem aumentado nos tltimos anos, principalmente
pela preocupagdo na prevencao ao envelhecimento e as doencas degenerativas relacionadas aos danos
causados ao organismo pelos radicais livres, como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, doengas
degenerativas e disfuncdes cerebrais, como Alzheimer e Parkinson (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
BIANCHI; ANTUNES, 1999; HAVSTEEN, 2002; VALKO et al., 2007, VELLOSA et al., 2007).
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Os compostos polifendlicos, um grupo de metabdlitos secundarios, amplamente distribuidos
no reino vegetal, apresentam propriedades antiinflamatorias, antibacterianas, antivirais,
antialérgicas e antitumorais, além de possuirem propriedades antioxidantes e inibirem a atividade
de muitas enzimas como as xantinas-oxidases. Acredita-se que a atividade bioldgica dos compostos
polifendlicos seja devido as suas propriedades antioxidantes (PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002;
SIMOES et al., 2004; VALKO et al., 2007).

Considerando a grande variedade de compostos com propriedades antioxidantes, alguns
métodos in vitro foram desenvolvidos para a avaliagdo da atividade anti-radicalar destas espécies. Estes
métodos empregam espécies radicalares estaveis em que a detec¢ao do ponto final da reagao se realiza,
geralmente, por medida da absorvanciano UV. Entre as metodologias mais conhecidas para determinacgao
da atividade antioxidante de alimentos, bebidas e de plasma sanguineo, estdo os ensaios de captura
de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) e o ABTS [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)
6-acido sulfonico) (MOLYNEUX, 2004; PERES-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2008).

RADICAIS LIVRES E DEFESAS ANTIOXIDANTES

Nas ultimas décadas, pesquisas apontam os radicais livres como principais responsaveis
pelo envelhecimento e por doencas degenerativas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI;
ANTUNES, 1999; HAVSTEEN, 2002; RE et al., 1999; VALKO et al., 2007; VELLOSA, BARBOSA;
OLIVEIRA, 2007).

Os radicais livres podem ser definidos como espécies que contém um ou mais elétrons nao pareados
em orbitais atdmicos ou moleculares, ou seja, que apresentam um niimero impar de elétrons em sua ltima
camada eletronica. Este elétron ndo pareado, geralmente, confere um consideravel grau de reatividade aos
radicais livres (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

As reacdes de oxi-reducdo sao o meio de formagao de radicais livres, uma vez que eles provocam
ou resultam deste tipo de reagdo. O radical livre pode ceder o elétron desemparelhado, oxidando-se,
ou receber um elétron, reduzindo-se. Nesta tentativa de se estabilizar quimicamente, os radicais livres
propiciam reacdes em cadeia que terminam alterando a conformagdo, a estrutura ou as fungdes de
diversos componentes celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2007).

Para limitar os niveis de radicais livres e impedir a indug¢do de danos, defesas antioxidantes
agem frente a producdo continua deles durante os processos metabolicos com o objetivo de equilibrar
a formacgdo e a remocgao de espécies radicalares no organismo. O efeito prejudicial dos radicais livres
ocorre quando eles estdo em quantidade excessiva no organismo, ultrapassando a capacidade do
sistema de defesa antioxidante de neutraliza-los (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI;
ANTUNES, 1999; VALKO et al., 2007).

Inumeros fendmenos fisiopatologicos sao dependentes da geracao local de radicais livres, como
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por exemplo: producdo de sais biliares ou de urato, detoxificagao de anabolizantes esterdides ou de alcool
etilico, agressao dos fagocitos sobre agentes infecciosos ou da reoxigenagao sobre um tecido infartado,
exaustao de um atleta treinado ou de outro sedentéario, melhora da qualidade de vida ou diminuicao da
longevidade, maleficios da exagerada irradiagdo solar sobre o corpo ou beneficio do tratamento por
cobaltoterapia. Além disso, os radicais livres s3o parte essencial do organismo, devido ao transito de
elétrons individualmente sobre os citocromos da cadeia respiratoria mitocondrial. Portanto, os radicais
livres sdo escolhidos pela natureza, de certa maneira, para ocasionar o envelhecimento e limitar o tempo
de permanéncia de qualquer ser vivo sobre o nosso planeta (HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, 1999).

Nos seres vivos, as espécies mais conhecidas e que sdo geradoras de radicais sao derivadas
de espécies ativas de oxigénio. Quando o oxigénio recebe elétrons externos, pode passar a ser um
anion ou radical superéxido e reagir , tanto como um redutor, entregando um elétron excedente, ou
como oxidante, transformando-se em peroxido de hidrogénio (H,O,), ou ainda mais comumente, o

superoxido pode ser transformado enzimaticamente a perdxido.

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

Radicais livres derivados do oxigénio, chamados de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (em
inglés, reactive oxygen species (ROS)) representam a classe mais importante de espécies de radicais gerados
em sistemas vivos (VALKO et al., 2007). O oxigénio ¢ o ultimo aceptor de elétrons no sistema de produgdo
de energia aerdbico, por isso representa uma parte essencial do metabolismo aerdbico (PIETTA, 2000).

A terminologia, EROs, inclui as espécies de radicais livres de oxigénio e outras que, apesar
de ndo possuirem elétrons desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de sua instabilidade
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2005).

As EROs sdo onipresentes e derivadas do metabolismo do oxigénio. Em condi¢des fisioldgicas
do metabolismo celular aerobio, o O, sofre redugdo tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons,
resultando na formagdo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermedidrios reativos, como
os radicais superoxido (O,"), hidroperoxila (HO,’) e hidroxila (HO"), € o peréxido de hidrogénio
(H,0,). Essas espécies desempenham pap€is importantes na biologia celular, ja que em baixos niveis
as EROs sdo indispensaveis em muitos processos bioquimicos, incluindo mensagens intracelulares,
diferenciagdo celular, apoptose, imunidade e defesa contra microorganismos (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2007; ROBERTS; SINDHU, 2009.

O estresse oxidativo, também referido na literatura como um desequilibrio antioxidante dos
radicais livres, ocorre quando o valor liquido destas moléculas excede a capacidade antioxidante,
que resulta na indu¢do de danos celulares pelos radicais livres. Assim, o estresse oxidativo pode
ocorrer como consequéncia de um aumento geral na geracdo de EROs, uma diminuicao do sistema

antioxidante, ou ambos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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RADICAL SUPEROXIDO (O,")

Considerado como pouco reativo em solugdes aquosas, o radical superdxido (O,”) € formado
ap0s a primeira reducdo do O, pela adigdo de um elétron, pode reagir como oxidante ou como redutor
dando origem a outras espécies reativas. Em meio aquoso, sua reagdo principal ¢ a dismutagdo, na
qual se produz uma molécula de peroxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio. Ele também ¢
uma base fraca cujo acido conjugado, o radical hidroperdxido (HOO") ¢ mais reativo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et a., 2005; VALKO et al., 2007).

O radical O,", apesar dos efeitos danosos, tem importincia vital para as c¢lulas de defesa e
sem ele o organismo estd desprotegido contra infec¢des causadas por virus, bactérias e fungos. A
formagdo doradical O, ocorre de forma esponténea, por exemplo, na membrana mitocondrial, através
da cadeia respiratoria e por fagdcitos ou linfocitos e fibroblastos durante o processo inflamatério, para
combater corpos estranhos. Além disso, também pode ser produzido por flavoenzimas, lipoxigenases
e cicloxigenases (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

RADICAL HIDROXIL (HO")

O radical hidroxil, teoricamente, ¢ o mais reativo das EROs, com um curto tempo de meia-vida,
de aproximadamente 107 s. Ele pode oxidar qualquer molécula biologica. Assim, quando produzidos,
in vivo, os HO" reagem no proprio sitio onde foram gerados (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

As principais vias de formagdo do HO' sdo pela reagdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) com
metais de transicdo e pela homdlise da agua por exposi¢do a radiacdo ionizante (RIBEIRO et al.,
2005; VALKO et al., 2007).

Para se estabilizar, o HO® promove, principalmente, a abstragdo de hidrogénio e/ou a
adi¢do a insaturagdes de moléculas proximas. Assim, este radical pode modificar bases purinicas
e pirimidinicas, inativar varias proteinas e iniciar a oxidacao de acidos graxos poliinsaturados das

membranas celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2007).

RADICAL HIDROPEROXIL (HO,")

O HO," representa a forma protonada do radical O,". Evidéncias indicam que o radical
hidroperoxil (HO,") € mais reativo que o radical O, por sua maior facilidade em iniciar a destrui¢do
de membranas biologicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2007).
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PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)

O peroxido de hidrogénio (H,0,), apesar de ndo ser considerado um radical livre verdadeiro,
pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, ¢ um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, porque participa da reagdo que produz o HO'. Formado pela conversao
espontinea e enzimatica de dois radicais superdxido, o H,O, € mais estavel do que o radical HO®
¢ tem a capacidade de atravessar camadas lipidicas. Estas propriedades possibilitam que o H,O,,
reaja com alvos bioldgicos distantes do seu local de formagdo e provoque danos, por exemplo, na
molécula do DNA por meio de reagdes enzimaticas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI
& ANTUNES, 1999; RIBEIRO et al., 2005).

DEFESAS ANTIOXIDANTES

A exposi¢do aos radicais livres tem levado os organismos a desenvolverem uma série de
mecanismos de defesa. Os mecanismos de defesa contra os radicais livres, induzidos pelo estresse
oxidativo envolvem: mecanismos preventivos, mecanismos de reparo, defesas fisica, e as defesas
antioxidantes (RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007).

Antioxidante ¢ um antigo termo, que no inicio era aplicado para a descri¢do de inibidores de
processos oxidativos, os quais sao capazes de reagir com radicais peroxil. Atualmente, este termo ¢
frequentemente aplicado a todos os inibidores de radicais livres (DENISOV; AFANAS’EV, 2005). Os
antioxidantes sdo substancias que, mesmo presentes em baixas concentragdes em relagdo ao substrato
oxidante, podem atrasar ou inibir as taxas de oxidacao (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Existem trés grandes tipos de defesas antioxidantes. Os antioxidantes diretos, “varredores” de
radicais livres e quelantes, podem suprimir diretamente a formagao de radicais livres. Além dos antioxidantes
diretos, existem outros dois grupos importantes de inibidores de radicais livres: as enzimas antioxidantes
e 0s compostos que possuem propriedades antioxidantes, que sdo considerados antioxidantes indiretos.
Compostos com propriedades de antioxidagdo indireta podem afetar a formagao de radicais livres, por
exemplo, inibindo a atividade de enzimas pré-oxidantes (DENISOV; AFANAS’EYV, 2005).

Inibidores diretos promovem a supressao da formagao de radicais livres, através da reacdo direta
com os radicais livres, como mostrado na figura 1, para formar novos radicais inativos ou quelar metais

de transi¢ao cataliticamente ativos para formar complexos inativos (DENISOV & AFANAS’EYV, 2005).

HO.+ AntH——>H,0 + Ant.
ROO-+ AntH——>ROOH + Ant .

Figura 1 - Reac¢do direta dos antioxidantes com os radicais livres hidroxil (HO") e peroxil (ROO")
(DENISOV; AFANAS’EV, 2005).
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Antioxidantes enzimaticos incluem, principalmente, as enzimas superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT). A SOD catalisa a dismutacdo do radical superéxido
em H O, e O,, na presenga de proton H'. A GPx catalisa a redugdo do H,O, e peréxidos organicos a
seus correspondentes alcodis pela conversdao da glutationa reduzida (GSH) para glutationa oxidada
(GSSG). E a CAT ¢ uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redu¢do do H,O, a H,O ¢ O,
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2007).

Antioxidantes ndo enzimaticos sdo representados, principalmente, pelo acido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), flavonoéides e outros antioxidantes.

O 4cido ascorbico, estrutura apresentada na figura 2, ¢ uma molécula usada na hidroxilagao de
varias reagdes bioquimicas nas células. A sua principal funcdo ¢ a hidroxilagdo do colageno, a proteina
fibrilar que da resisténcia aos ossos, dentes, tenddes e paredes dos vasos sanguineos. Além disso, é
um poderoso antioxidante. Em valores de pH normalmente encontrados no meio intracelular, o acido

ascorbico encontra-se predominantemente na sua forma ionizada, o ascorbato (LEHNINGER, 2005).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos principais antioxidantes ndo enzimaticos (LEHNINGER, 2005).

Uma das atividades mais importantes do ascorbato no organismo humano ¢ na desidratagao
de residuos de prolina no coldgeno. O colageno, uma proteina estrutural fundamental, necessita ter
determinados residuos de prolina na forma hidroxiprolina para manter uma estrutura tridimensional
correta. A hidroxilagdo ¢ feita pela enzima prolil-4-hidroxilase; o ascorbato nao intervém diretamente
nesta hidroxilacdo (LEHNINGER, 2005).

Por outro lado, o acido ascoérbico pode atuar como catalisador na reacdo de Fenton,
promovendo a reducdo de ions férricos em ions ferrosos, conforme mostrado na figura 3. Assim, o
acido ascorbico pode ser tanto um antioxidante, quanto um pro-oxidante dependendo das condigdes
(DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

AH, + R-—> AH-+RH
AH, + Fe*" — > AH.+ Fe?" + H'

Figura 3 - Reag@o entre um antioxidante ¢ com radicais livres e com ion férrico (DENISOV; AFANAS’EV, 2005).
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Em plantas, o ascorbato encontra-se em concentracdes relativamente elevadas (2 a 25 mM) e
atua na desintoxicagdo do peroxido de hidrogénio. A enzima ascorbato peroxidase catalisa a reducao
do perdxido de hidrogénio a dgua, usando o ascorbato como agente redutor. Também ¢ precursor dos
ions tartarato e oxalato (LEHNINGER, 2005).

Este antioxidante reage, muito lentamente e somente por desprotonagdo, com o radical
superoxido (k = 0,32 + 0,08 1 mol's™!), porém reage de forma relativamente rapida com o radical
hidroperoxil (K =1,6x10* 1 mol's') (DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

O a-tocoferol, também conhecido como vitamina E, estrutura apresentada na figura 2 é um
derivado fenolico lipossoluvel, que apresenta um grupo hidroxila muito ativo que € responsavel pela
grande capacidade antioxidante desta vitamina (PIETTA, 2000; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Segundo DENISOV; AFANAS’EV (2005), as constantes de velocidade para as reagdes de o-tocoferol
com os radicais HOO" e ROO' sdo suficientemente elevadas, sendo estimadas em 2 x 10°L.mol' s

Outro importante antioxidante ¢ a glutationa, estrutura apresentada na figura 2. A glutationa ¢é
um tripeptideo (g—L-glutamil-L-cisteinil-glicina (GSH), que desempenha varias fungdes no organismo,
por exemplo, no metabolismo, transporte, catalise, manutengao de proteinas, etc. Como composto redox,
a glutationa atua como um “varredor” de radicais livres e como um doador de elétrons no ciclo redox
da glutationa peroxidase e da glutationa redutase que catalisa a redugdo de perdxidos. (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; RIBEIRO et al., 2005; VALKO et al., 2007; DENISOV; AFANAS’EYV, 2005).

O 4cido ascorbico e GSH sdo os mais importantes antioxidantes soliiveis em meio aquoso
encontrados nos organismos vivos. A atividade antioxidante da glutationa ¢ especialmente importante
no cérebro, que contém niveis relativamente baixos de SOD, catalase e glutationa peroxidase.
Neste caso, a alteracdo do metabolismo de GSH pode contribuir para patogénese de doengas
neurodegenerativas como a doenga de Parkinson (DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Em condigdes normais, existe um equilibrio entre os niveis de radicais livres e os de espécies
antioxidantes. Este equilibrio € essencial para a sobrevivéncia e satide dos organismos (VALKO et al., 2007).

Na tabela 1, estdo relacionadas as EROs com os respectivos antioxidantes.

Tabela 1 — EROs e os antioxidantes.

Antioxidantes
ERO
Endogenos Exégenos
Superoxido dismutase (SOD): L . R
L. . D . Vitaminas, zinco, cobre, manganés,
Superoxido (0,") a) citoplasmatica: Zinco-Cobre .
. . R picnogenol, EDTA
b) mitocondrial: Manganés
Radical peroxil (ROO") Glutationa peroxidase, selénio, cisteina Vitamina E, selénio

Vitamina C, picnogenol, dimetil
Radical hidroxila (HO") Nao relatado na literatura sulfoxido, EDTA, acido dimercapto
succinico e manitol
Peroxido de hidrogénio Catalase Fe + Nao relatado na literatura
Fonte: VALKO et al., (2007).
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FLAVONOIDES COMO CAPTADORES RADICALARES

Atualmente, sdo conhecidos mais de 4200 flavonoéides diferentes (HEIM; TAGLIAFERRO;
BOBILYA, 2002; RE et al., 1999; SIMOES et al., 2004), os quais sdo substincias fenolicas e/ou
polifendlicas, derivadas de benzo-pirona e isoladas de uma vasta gama de plantas vasculares. Eles
atuam em plantas como antioxidantes, antimicrobianos, fotorreceptores, atratores visuais, repelentes
herbivoros, e para a selecdo de luz. (PIETTA, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002;
HAVSTEEN, 2002; RE et al., 1999; YAO et al., 2004; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Além de varios vegetais, os flavonoides sao encontrados em sementes, frutos secos, graos e
especiarias, bem como nas bebidas, como vinho (sobretudo vinho tinto), cha, e cevada (em niveis mais
baixos) (PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002; SIMOES et al., 2004; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Os flavonodides sao membros de uma classe de compostos naturais que recentemente tem sido
objeto de consideravel interesse cientifico e terapéutico, uma vez que tém sido relatadas importantes
atividades bioldgicas, tais como, agdes antialérgicas, antivirais, antiinflamatorias e vasodilatadoras.
Entretanto, o maior interesse, realmente, tem sido na atividade antioxidante dos flavondides, que
¢ devido a sua capacidade de inibir e/ou reduzir a formagdo de radicais livres e na capacidade de
quelar metais (HARBORNE; WILLIAS, 1992; PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002; RE et al., 1999;
DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

O termo “fendlico” ou “polifendlico” pode ser definido como sendo uma substancia que tem
um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais
(ésteres, éteres metilicos, glicosideos e outros) (SIMOES et al., 2004).

A estrutura basica dos flavonoéides € o nucleo que consiste de 15 4&tomos de carbono, composto
do tipo C6-C3-C6, dispostos em dois anéis aromaticos, que sao denominados A e B, conectados por
uma ponte de trés carbonos, que contém um atomo de oxigénio (anel C), como mostrado na figura 4

(PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002; RE et al., 1999; SIMOES et al., 2004).

Figura 4 - Estrutura basica dos flavonodides (ACKER et al., 1996; PIETTA, 2000; HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; HAVSTEEN, 2002; DENISOV; AFANAS’EYV, 2005).

Do ponto de vista biossintético, os flavonodides sdo derivados do 4cido cindmico (trans-4-
cumarato), o qual deriva do metabolismo dos aminodcidos fenilalanina e tirosina. O &cido cinamico

age como precursor na sintese de um intermediario, ao qual sdo adicionados trés residuos de malonato
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e, posteriormente, a estrutura ¢ ciclizada. Subsequentes hidroxila¢des e redugdes formam diferentes
flavondides (ACKER et al., 1996; PIETTA, 2000; FORKMANN; MARTENS, 2001; HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; HAVSTEEN, 2002; DENISOV; AFANAS’EYV, 2005).

A grande diversidade de flavonodides € decorrente das variagdes estruturais, tais como: flavonas,
flavanois, flavonois, diidroflavonois, antocianidinas e isoflavonoides.

De modo geral, a grande variabilidade dos flavondides apresenta: 1) diferencas na estrutura
do anel C e no seu estado de oxi-reducdo; 2) diferencas no grau de hidroxilagdo e nas posi¢des dos
grupos hidroxila; 3) diferencas na derivatizagao dos grupos hidroxila, por exemplo, com grupos metila,
hidratos de carbono, ou isoprendides (PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002; SIMOES et al., 2004;
DENISOV; AFANAS’EV, 2005). Os flavonoides sdo classificados em grupos pelo nivel de oxidacao e
no padrao de substitui¢do do anel C. Enquanto os compostos individuais, dentro de um mesmo grupo,
sdo diferenciados pelo padrdao de substituicdo dos anéis A e B. (PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002;
HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; YAO et al., 2004; SIMOES et al., 2004).

Os flavonoides sao, geralmente, hidroxilados nas posic¢des 3, 5, 7, 37, 4’ ¢ 5°. Alguns desses
grupos hidroxila podem ser metilados, acetilados ou sulfatados. Quando glicosideos sao formados,
a ligacdo glicosidica ¢ normalmente localizada na posi¢cdo 3. Os glicosideos mais comuns siao
L-ramnose, D-glicose, glucorhamnose, galactose, ou arabinose (HAVSTEEN, 2002).

Os efeitos antioxidantes dos flavonoides podem ser explicados por sua prevengao a peroxidagao
lipidica através do aprisionamento de radicais de iniciagdo lipidica, tais como, superdxido, hidroxil e

hidroperoxil, conforme mostrado na figura 5 (HAVSTEEN, 2002; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

ROO-+ FIOH—> ROOH + FIO-
HO-+ FIOH—> H,0 + FIO-

Figura 5 - Reagao dos flavonodides com os radicais livres peroxil (ROO") ¢ hidroxil (HO")
(DENISOV; AFANAS’EYV, 2005).

Outro efeito, muito importante, ¢ a quelagao de ions metélicos, por exemplo, a complexagao
com ions ferro, suprimindo a reacdo de Fenton, mostrada na figura 6 (ACKER et al., 1996;
DENISOV; AFANAS’EYV, 2005).

O, + Fe3* —>0y + Fe?*
Fe?* + H,0, —>Fe’" + HO. + HO

Figura 6 - Reacdo de Fenton (ACKER et al., 1996; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Muitos autores tém tentado elucidar a relagdo estrutura-atividade dos flavonoides quanto ao
poder antioxidante. No entanto, isso ¢ uma tarefa dificil, j4 que o potencial antioxidante pode ser
determinado por varios fatores, dos quais a lipofilicidade, a quelacao de ferro, e a limpeza de radicais

livres sdo os mais importantes.



120 Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias Naturais e Tecnologicas, Santa Maria, v. 13, n. 1, p. 111-124, 2012.

As principais aplicagcdes dos flavonodides sdo na industria como corantes, aromatizantes e
flavorizantes. Além disso, o interesse pela industria farmacéutica é crescente, e justifica-se pelo fato
dos flavonoides apresentarem uma série de vantagens em relacao a outros fairmacos, principalmente
em termos de ndo apresentar efeitos colaterais, como ulcerogenicidade. Assim, parece claro que os
antioxidantes naturais sdo bem indicados para atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo
celular. Entretanto, estudos mais aprofundados e rigorosos devem ser conduzidos para determinar a
concentragdo destas espécies em diferentes tipos de plantas medicinais e o seu real poder antioxidante

frente a sistemas radicalares.

METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Diversas metodologias para medicao da atividade antioxidante total sao descritas na literatura,
principalmente, para amostras de fluidos bioldgicos, extratos de alimentos e plantas, e compostos
puros. Cada método varia quanto ao tipo de radical gerado, ao indicador de oxidagdo empregado ¢ ao
método de deteccdo e quantificacao usado. (RE et al., 1999; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999;
HUANG et al., 2005).

Os ensaios antioxidantes podem ser classificados em duas categorias: ensaios baseados em
estudos de cinética quimica, também denominados de métodos diretos e ensaios mediados pela
transferéncia de elétrons, também denominados de métodos indiretos (RE et al., 1999; SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999; HUANG et al., 2005).

Os radicais livres podem ser gerados por processos fisico-quimicos, quimicos ou enzimaticos.
Os métodos fisico-quimicos envolvem técnicas como fotolise ou oxidagdo fotodindmica. Ja os
métodos quimicos utilizam sistemas, por exemplo, de Fenton, que contém um agente redutor € um
ion metélico. E, por fim, os métodos enzimaticos empregam as reacdes principalmente as reacdes
da xantina oxidase ¢ da NAD(P) oxidase na geragdao de radicais livres (RE et al., 1999; SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999; HUANG et al., 2005).

Segue abaixo a descri¢ao dos métodos mais empregados na avaliagdo da atividade antioxidante

dos flavonoides.
CINETICA QUIMICA
Redugao do B-caroteno
Este ensaio estd baseado na capacidade de substancias antioxidantes em retardar a oxidacao

do B-caroteno na presenga de luz. A solu¢do de B-caroteno em CH,CI,, de coloragdo amarelada,

atua como um revelador em cromatografia em camada delgada sendo que quando aplicada em uma
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corrida cromatografica e exposta a luz inicia-se o processo de oxidacdo do -caroteno ocasionando a
descoloragdo da placa. Substancias antioxidantes serdo evidenciadas através de manchas amareladas
demonstrando o efeito antioxidante da amostra (DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Quimioluminescéncia do luminol

De forma geral, este método esta baseado na habilidade do luminol e de compostos relacionados
em gerar luminescéncia sob um fluxo de radicais livres. A producao de espécies reativas de oxigénio
gera certa luminescéncia, a qual pode ser aumentada através da inser¢do do luminol no sistema
(FERREIRA; ROSSI, 2002).

A adicdo de um antioxidante no sistema, como um ‘“‘sequestrador” de radicais, resulta numa
extingdo da quimiluminescéncia num pronunciado periodo de indu¢do, conforme mostrado na figura
7. Outras versdes do método diferem no tipo de radical livre ativo produzido ¢ no modo como este é
produzido (FERREIRA; ROSSI, 2002).

(¢} (e} (e}
¢ L ¢
\NH \O- \O_
ROO-+ e > _ +Luz
oM o0 o0
I I I
NH, O NH, O NH, O

Figura 7 - Reacao do lumino com radicais alquil-peroxilas em meio alcalino para geragdo de luz.

TRANSFERENCIA DE ELETRONS

Reducao do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

O radical DPPH ¢ estavel, de coloragao purpura, porém quando reduzido passa a ter coloragao
amarela. Com isso, pode ser facilmente detectado por espectroscopia devido a sua intensa absor¢ao
na regiao visivel (SANCHEZ-MORENO, 2002; MOLYNEUX, 2004).

O método esta baseado na capacidade do DPPH em reagir com doadores de hidrogénio,
conforme apresentado na figura 8. Na presenca de substancias antioxidantes o mesmo recebe H’
sendo entdo reduzido. O ensaio ¢ iniciado pela adigdo do DPPH a amostra, entdo a capacidade da
amostra de reduzir o DPPH, ou seja, evitar sua oxidacdo, ¢ evidenciada pela porcentagem de DPPH
restante no sistema. Com isso, a porcentagem de DPPH restante ¢ proporcional a concentracao de
antioxidante (AH) (SANCHEZ-MORENO, 2002; MOLYNEUX, 2004).
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N* NH

ON NO, +AH ——= N NO, +A
NOZ N02

DPPH (Apax = 517 nm) DPPH-H (incolor)

Figura 8 - Reac¢do do DPPH com espécies antioxidantes (MOLYNEUX, 2004).
Oxidagdo do ABTS (Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))

O ensaio TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) tem como objetivo monitorar o
decaimento do cation-radical ABTS**, produzido pela oxidagio do ABTS (Acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)), gerado pela adi¢ao de uma amostra contendo antioxidantes. Na auséncia
de fenois, ABTS** ¢ estavel, mas reage energeticamente com um doador de atomo de hidrogénio, como
fendis, sendo convertido em uma forma nao colorimétrica do ABTS, conforme reagdo apresentada na
figura 9. A quantificagdo ¢ determinada pela quantidade de ABTS** consumida, devido a reagao deste

com a amostra contendo fendis, sendo expressa em Trolox equivalente (HUANG et al., 2005).

o LT I
\©i + antioxidante \©i

H5C2 HSCZ
C2H5 K so CZHS
2505
ABTS” (Aypax = 734 nm) ABTS (incolor)

Figura 9 - Reagdo do trolox com espécies antioxidantes (PANNALA et al., 2001; HUANG et al., 2005).

CONSIDERACOES FINAIS

O interesse pela descoberta de novos antioxidantes de fontes naturais tem aumentado,
principalmente para prevenir a deterioracao fisiologica de organelas e, consequentemente, minimizar
o efeito oxidativo provocado pelos radicais livres nas células vivas. Vdrias substancias de origem
vegetal t€ém sido apontadas como compostos antioxidantes. Recentemente, o interesse por essas
substancias antioxidantes aumentou muito, pois moléculas que diminuem a peroxidagado de lipideos,
podem minimizar os danos oxidativos causados ao DNA, proteinas e carboidratos.

Os flavondides apresentam uma série de vantagens em relacdo a outras drogas, principalmente em
termos de ndo apresentar efeitos colaterais, como ulcerogenicidade. Assim, parece claro que os antioxidantes
naturais s3o bem indicados para atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo celular. Contudo, estudos
mais aprofundados e rigorosos devem ser conduzidos para determinar a concentragdo destas espécies em

diferentes tipos de plantas medicinais e o seu real poder antioxidante frente a sistemas radicalares.
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