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Efeito antioxidante de especiarias: avaliacao e
comparacao de metodos in vitro e in vivo
Antioxidant activity of spices: evaluation and
comparison of in vitro and in vivo methods

ABSTRACT

CINTRA, R.M.G.; MANCINI-FILHO, J. Antioxidant activity of spices:
Evaluation and comparison of 7 vilro and in vivo methods. Nutrire: rev. Soc.
Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr ., Sdo Paulo, SP. v.22, p. 49-62,
dez., 2001.

In addition of their use in food to prevent rancidity and to improve
the sensorial and nutritional properties, antioxidants are proposed as having
beneficial effects to bealth, protecting the organism against oxidative stress.
The “in vitro” effects in cells or tissues have been related to the protective
effect. However, the characteristic of the “in vitro” systems can indicate
imprecise results as for the antioxidant capacity. Among natural
antioxidants, spices are considered an excellent source. To evaluate the
antioxidant capacity and to compare different systems, the oregano and
rosemary were tested in both, “in vivo” and “in vitro” systems. Spices extracts
were added into systems containing brain or liver tissues. The brain
bomogenate and microsomal fraction systems were obtained from experi-
mental animals with no previous treatment. In the “in vivo” evaluation, the
animals were treated with 50mg/day of each extract. In brain homogenate,
the rosemary alcoholic extract showed the best capacity of inhibition. In the
microsomal system, the alcoholic of rosemary followed by the oregano
presented the best effect. Different results from “in vitro” experiments were
Sfound in the biological system. In these experiments, the oregano extracts
were more efficient as antioxidant. The different experimental conditions
indicated discordant results as for the power of the extracts, although the
antioxidant capacity bas been observed in these three systems. The data
obtained show that the “in vivo” studies are necessary to the evaluation of
the protective effect against the consequences of oxidative stress in the
organism.
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Ademdas de la utilizacion en alimentos
para la prevencion de rancidez y mejor cualidad
sensorial y nutritiva, los antioxidantes son
propuestos como teniendo efectos favorables a la
salud, protegiendo el organismo contra el estrés
oxidativo. El efecto in vitro en células o tejidos
han sido relacionado al efecto protector. Sin em-
bargo, las caracteristicas de sistemas in vitro
pueden causar resultados imprecisos cuanto a la
capacidad antioxidante. Entre antioxidantes
naturales, las especierias son consideradas fuentes
relevantes. Afin de avaliar la capacidad
antioxidante y comparar sistemas distintos, el
orégano y el alecrin fueron testados in vivo e en
dos sistemas in vitro. Extractos de las especierias
JSueron anadidos en sistemas teniendo tejidos del
cerebro o higado obtenidos de animales
experimentales sin tratamiento previo. En la
avaliacion in vivo, los animales fueron tratados
con 50 mg/dia de cada extracto. Todos los
extractos presentaron efecto antioxidante in vitro
e in vivo. En el sistema de bhomogeneidad de
cerebro, el extracto alcobolico de alecrin presento
la mejor capacidad de inbibicion. En sistema
[fraccion microsomal, el alcobdlico de alecrin,
después del orégano presento los mayores efectos.
Distintos resultados de los estudios in vitro fueron
encontrados en sistema biologico, donde los
extractos de orégano fueron los mds efectivos como
antioxidante. Por eso, las distintas condiciones
experimentales indicaron resultados discordan-
tes con relacion a la potencia de los extractos, no
obstante la capacidad antioxidante fue observa-
da en los tres sistemas. Las informaciones
obtenidas dicen que los estudios in vivo son
indispensables para la avaliacion del efecto
antioxidante protector.

Palabras-llave: antioxidantes naturales;

antioxidantes in vivo; antioxidantes in vitro;
especierias; orégano; alecrin
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Antioxidantes sdo substdncias que visam
a prevengdo da rancidez, mantendo a qualida-
de organoléptica e nutricional dos alimentos,
alem disto, estdo relacionados com os efeitos be-
néficos d saiide, através da prote¢do do organis-
mo contra o estresse oxidativo. O efeito in vitro
em organelas ou tecidos tem sido correlacionado
ao efeito protetor, contudo as caracteristicas de
sistemas in vitro podem levar a resultados im-
precisos quanto a capacidade antioxidante.
Entre os antioxidantes naturais, as especiarias
sdo consideradas fontes relevantes. Afim de ava-
liar a capacidade antioxidante e comparar di-

Sferentes sistemas, extratos de orégano e alecrim
Jforam testados in vivo e em dois sistemas in vitro.

Extratos destas especiarias foram adicionados em
sistemas in vitro contendo tecidos do cérebro ou
do figado, que foram obtidos de animais experi-
mentais sem tratamento prévio. Na avaliacdo in
vivo animais foram tratados com 50 mg/dia de
cada extrato. Todos os extratos apresentaram
efeito antioxidante tanto in vitro como in vivo.
No homogenato de cérebro, o extrato alcoolico
de alecrim apresentou a melhor capacidade de
inibicdo da oxidacdo. No sistema microssomdil,
o extrato alcoolico de alecrim, seguido do extra-
to de orégano apresentaram os maiores efeitos.
Resultados diferentes dos estudos in vitro foram
encontrados no sistema biologico, no qual os
extratos de orégano foram os mais efetivos como
antioxidante. Assim, as diferentes condicoes ex-
perimentais indicaram resultados discordantes
quanto a poténcia dos extratos, embora a capa-
cidade antioxidante tenba sido observada nos
trés sistemas. Os dados obtidos demonstram que
estudos in vivo se fazem necessdrios na avalia-
cdo do efeito antioxidante protetor.

Palavras-chave: antioxidantes naturais;
antioxidantes in vivo; antioxidantes in vitro;
especiarias; orégano; alecrim



CINTRA, R.M.G.; MANCINI-FILHO, J. Efeito antioxidante de especiarias: avaliagdo e comparacéo de métodos in vitro e in vivo. Nutrire:
rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sdo Paulo, SP. v.22, p. 49-62, dez., 2001.

INTRODUCAO

Os primeiros estudos sobre a capacidade antioxidante de especiarias datam dos anos
50, quando mais de 30 delas foram avaliadas quanto ao potencial de inibicao da oxida¢iao
de dOleos vegetais ou gordura animal (SEITH e AGGARWAL, 1950; CHIPAULT et al, 1952).
Aqueles resultados demonstravam a alta capacidade antioxidante das especiarias, em es-
pecial as da familia Labiatae. Estudos posteriores indicaram o alecrim, a salvia e o orégano
entre os mais efetivos em retardar a lipoperoxida¢do em 6leos vegetais (MELO et al, 1986;
SANT’ANA e MANCINI-FILHO, 2000; MANCINI ¢ MANCINI-FILHO, 2001).

Por outro lado, o efeito de compostos de origem natural, incluindo aqueles de espe-
ciarias, contra o estresse oxidativo tem sido avaliado por meio de estudos in vitro. O em-
prego de sistemas in vitro propde estimar um efeito antioxidante no organismo, comba-
tendo a acio deletéria do estresse oxidativo e suas conseqiiéncias. A protecio in vivo tem
sido constatada experimentalmente e em estudos epidemiologicos, nos quais a presenca
de compostos antioxidantes na alimentacio e maiores concentragoes plasmaticas apresen-
tam correlacdo inversa com a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(WANG e LIN, 2000; ESPIN et al, 2000; HOLLIDAY e PHILLIPS, 2001).

Diversos substratos da peroxidacio lipidica sio utilizados em sistemas in vitro, como
membrana de eritrocitos (FUNG e ZHANG, 1990; SATJA et al, 1995), lipoproteinas plasmaticas
(FRANKEL et al, 1993; NARDINI et al, 1995; ABUJA et al, 1998), tecido cerebral (KO et al, 1995),
além de tecidos e organelas hepaticos. Nesse estudo foram empregados dois importantes siste-
mas para a avaliacao do efeito antioxidante, o homogenato de cérebro e o tecido hepatico.

O homogenato de cérebro de animais experimentais tem sido utilizado na avaliacdo da
capacidade antioxidante, seja como parimetro para avaliar a protecao das células do sistema
nervosa central, submetida a isquemia e reperfusao (SAKAMOTO et al, 1991), seja como um
substrato da lipoperoxidacio, o qual permite a sua utilizacio sem adicdo de catalisadores.

Contudo, o tecido hepatico, parece ser um substrato mais significativo que outros
tecidos para a oxidagdo lipidica (OHKAMA et al, 1979), sendo a fracdo microssomal bas-
tante utilizada para a avaliacao de antioxidantes naturais. Esta fracio apresenta menor in-
terferéncia na reacio de oxidacdo que a célula ou o proprio tecido, quando empregada
como substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Experimentos biologicos, contudo, sao pouco empregados para avaliacdo
antioxidante, sendo importante considerar que os dados a partir de estudos in vitro podem
variar segundo as condi¢oes experimentais, como sugerem FRANKEL et al (1996) e MADSEN
e BETELSEN (1995), o que implica em resultados imprecisos quanto a protecao in vivo.

Assim o objetivo deste estudo foi comparar as atividades antioxidantes das especia-
rias orégano (Origanum vulgare, L.) e alecrim (Rosmarinus officinallis, L.), empregando
dois diferentes sistemas in vitro, e em sistema in vivo.
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MATERIAL E METODOS

Extratos de especiarias: foram preparados extratos alcoodlicos e aquosos de orégano, e
alecrim. A extracdo sequencial utilizando-se solventes de polaridade crescente, foi realizada
a partir de 40g de cada especiaria pulverizada para 32 mesh. Apds a extracdo com hexano, o
residuo foi adicionado de etanol e entao filtrado para a obtenc¢ao dos extratos alcodlicos das
especiarias. A seguir no residuo do extrato alcodlico foi adicionada agua destilada, com a
qual os extratos aquosos foram obtidos. A concentra¢ido dos componentes solidos dos extra-
tos foi determinada por gravimetria. Para a adicio nos sistemas in vitroe in vivo, os solventes
foram evaporados e os compostos solidos solubilizados em tampao fosfato.

Homogenato de cérebro: cérebros de ratos machos adultos sem qualquer tratamento
prévio, foram obtidos ap6s a perfusao com KCI 0,15 M. O homogenato foi preparado com
solu¢do tampdo KPO4 em NaCl (1:20), como proposto por LISSI et al. (1986). Apos
centrifugacio a 4°C, o sobrenadante foi utilizado como meio para a lipoperoxidacao.

Avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro. concentracdes de 10 a 500ug dos
extratos aquosos e alcodlicos de orégano e alecrim foram adicionados aos sistemas in vitro
e a lipoperoxidacao comparada a do controle. A concentra¢iao de inibiciao de 50% da rea-
¢do (CIs) foi determinada para cada um dos extratos a partir da porcentagem de inibi¢ao
obtida com diferentes concentracoes através da andlise de regressao.

Avaliacdo da capacidade antioxidante in vivo: 30 ratos albinos da linhagem Wistar
(peso médio de 180g) receberam, via gavage, 50 mg dos extratos de especiarias diluidas em
solucio tampao (NaH,PO, 0,1M pH 7,4) ou apenas a solu¢do tampao. Apos o periodo de 6
semanas, os animais foram sacrificados, os figados perfundidos e a fracio microssomal obtida.

Para comparac¢io dos dados, foi utilizada anilise de variincia e teste de Sheffe.

Lipoperoxidacdo do sistema in vitro homogenato de cérebro: a oxidacao do
homogenato foi induzida em banho-maria (BM) 37°C sob agitacao, durante 2 horas. Para
a determinacdo da lipoperoxidacao, uma aliquota do homogenato foi adicionada de 1
mL de TCA 5%, a fim de interromper a reacdo. Apos centrifugacio (3000 rpm), foi realiza-
da a determinacdo dos produtos da lipoperoxidacao, representados pelas substincias
que reagem com o acido tiobarbitarico (TBARS), utilizando-se solu¢do aquosa de TBA
0,67%. Amostras adicionadas da solucdo de TBA foram submetidas ao BM, em tempera-
tura de ebuli¢do. As absorbancias foram entdo obtidas (535 nm) e relacionadas aos pro-
dutos da oxidacdo das amostras de homogenato adicionadas aos extratos e ao controle.
Essa quantificacio de TBARS foi realizada antes e apos a inducdo da oxidacio do
homogenato.

Sistema in vitro fracdo microssomal: figados de ratos adultos sem qualquer trata-
mento prévio, foram perfundidos com KCI 0,15 M, homogeneizados em tampao NaH,PO,

(1:4) e centrifugados a 3000 rpm a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado para a obtencao da
fracio microssomal por meio de ultracentrifugacdo (37.000 rpm / 60 minutos / 4°C).
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Lipoperoxidacdo da fracdo microssomal: o sistema foi preparado com tampao
NaH,PO, para conter 2 a 3 mg de proteina microssomal/mL. Para inducdo da oxidagio
lipidica utilizou-se 200uM de FeSO, e temperatura de 37°C por 1 hora, segundo o método
proposto por FRAGA et al (1988). Os produtos da lipoperoxidacio foram quantificados nas
amostras adicionadas de solucdo acida (HCI 0,25M, acido acético 15%) de TBA 0,37% e
submetidos a 90-95°C para a formacao do complexo de cor caracteristica (FRAGA et al,
1988). Foi empregada a medida espectrofotométrica para a determinacao dos produtos
(TBARS) na fracdo microssomal dos sistemas in vitro e in vivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Capacidade antioxidante in vitro dos extratos de orégano: ambos extratos foram
efetivos na inibicao da oxidacao espontinea do homogenato de cérebro como pode ser
visto no Grafico 1. Este grafico apresenta a média da atividade antioxidante obtida a partir
de 3 ensaios semelhantes, sendo que o coeficiente de variacio entre os dados foi inferior a
20%. Além disso, o efeito antioxidante apresentou boa correlacdo com as doses dos extra-
tos adicionadas ao sistema (r>0,9).
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Grafico1 Capacidade antioxidante de extratos de orégano em sistema homogenato de cérebro

Os resultados encontrados no sistema modelo fracio microssomal indicaram que o
extrato alcodlico de orégano foi mais efetivo na protecio contra a lipoperoxidag¢io que o
aquoso como pode ser observado no Grafico 2.

A capacidade antioxidante foi tanto maior, quanto maior a quantidade de extrato
adicionado ao sistema fracio microssomal (r>0,8), sendo que o extrato alcodlico inibiu
quase totalmente a oxidacdo do sistema modelo. O extrato aquoso, por outro lado, nio
alcancou uma inibicao maior de 40% quando 500ug do extrato foram adicionados, contra-
riamente ao resultado no sistema anterior.
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Grafico 2 Capacidade antioxidante de extratos de alecrim em sistema homogenato de cérebro

Varios compostos fenolicos foram identificados em extratos de orégano, como aci-
dos fenodlicos (KUZAKI e NAKATANI, 1989), um glicosideo fendlico (NAKATANI e
KIKUZAK]I, 1987), a flavona apigenina, a quercetina e a deidroquercetina (VEKIARI et al,
1983), além de outros flavonodides (ECONOMOU et al, 1991). Esses compostos contribui-
ram com o efeito antioxidante observado nos sistemas.

Alguns flavonoides, quando testados em sistema homogenato de cérebro, apresen-
taram atividade antioxidante, em especial a quercetina, cuja protecio alcancou cerca de
70% (100pUM) (SATJA et al, 1995). Esses dados sio comparaveis aos obtidos nesse estudo
quando 200pg de ambos extratos foram adicionados. Em sistema fracao microssomal, no-
vamente a quercetina, além do de outro flavondide, o kaempferol, foram bastante efetivos
na inibic¢do da lipoperoxidacao, embora outras flavonas niao tenham apresentado o mesmo
efeito (LAUGHTON et al, 1991).

Os resultados para a atividade antioxidante do extrato aquoso foram diferentes nos 2
sistemas in vitro, embora para o extrato alcodlico tenha sido semelhante. A efetividade da
quercetina em ambos sistemas poderia sugerir que esse flavonoéide contribui significativa-
mente para a capacidade antioxidante do extrato alcodlico de orégano.

Capacidade antioxidante in vitro dos extratos de alecrim: tanto o extrato alcodlico
como o aquoso foram efetivos como antioxidantes, mas o alcodlico apresentou maior ati-
vidade, inibindo cerca de 90% a lipoperoxidacio do meio, quando 500ug foram adiciona-
dos (Grifico 3). Os dados obtidos nesse estudo demonstraram que os extratos de alecrim
apresentam maior capacidade antioxidante que 300UM de eugenol (fendlico presente no
cravo) (60%), 100mM de glutationa (44%) (CANAS et al, 1989; KO et al, 1995) e extrato de
orégano, no sistema homogenato de cérebro.

No sistema fracao microssomal, os extratos de alecrim também apresentaram efeito
antioxidante, porém para o extrato aquoso esse efeito foi menor que 50% (Grafico 4). O

54



CINTRA, R.M.G.; MANCINI-FILHO, J. Efeito antioxidante de especiarias: avaliagdo e comparacéo de métodos in vitro e in vivo. Nutrire:
rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sdo Paulo, SP. v.22, p. 49-62, dez., 2001.

extrato alcodlico de alecrim foi altamente efetivo na protecio contra a lipoperoxidacio
nesse sistema, o que também foi observado no sistema homogenato de cérebro, enquanto
0 extrato aquoso apresentou uma menor atividade.
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Grafico 3 Capacidade antioxidante de extratos de orégano em sistema fracio
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Grafico 4 Capacidade antioxidante de extratos de alecrim em sistema fracdo
micrissomal hepatica

Os compostos fenodlicos carnosol e dcido carndsico, considerados os principais cons-
tituintes e responsaveis pela acio antioxidante das folhas de alecrim (RECHEIMER et al,
1996), podem ter contribuido com os resultados obtidos. Em estudos conduzidos por
ARUOMA et al (1992) esses compostos inibiram em até 95% (25Ug) a oxidacio lipidica em
fracio microssomal hepatica induzida. Além deles, flavonodides, que também sao encontra-
dos no alecrim, (CUVALIER et al, 1996) apresentam efeito antioxidante em membranas
microssomal e de eritrocitos, como relata RICE-EVANS et al (1996), bem como em sistema
homogenato de cérebro.
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A Tabela 1 apresenta o indice Cl;,, obtido a partir das curvas dose-resposta de cada
extrato nos dois sistemas utilizados para avaliacao da atividade antioxidante in vitro.

Tabela 1 Estimativa e intervalo de confianca de CI,” dos extratos de especiarias
em sistemas in vitro

Sistema Orégano Alecrim
in vitro alcoolico aquoso alcoolico aquoso
Homogenato 103,61° 82,640 44 644 66,824
de cérebro [87,0;120,2] [53,9;111,2] [30,7;58,0] [46,9;86,7]
Fracdo 102,1° 526,0¢ 52,22b 449,8°
Microssomal [56,3:147,9] [403,1;649,0] [26,6;77,8] [289,5; 610,1]

+b¢ em cada coluna ou linha, os valor es com subscritos difer entes sio significativamente difer entes ao nivel de p<0,05.
*Concentracdo de cada extrato capaz de inibir 50% da oxidacdo dos sistemas i vitro indicado
[]intervalo de 95% de confianca para a dose IC 5, dos extratos de especiarias

No homogenato de cérebro e na fracio microssomal, o extrato alcodlico de alecrim
apresentou a menor concentracao de inibicdo, 50% da lipoperoxidaciao nos sistemas in
vitro, com CIy, de 44 e 52 mg, respectivamente (Tabela 1). Entre os extratos aquosos e
alcoodlicos da mesma especiaria, nao foram observadas diferen¢as quanto a atividade
antioxidante no sistema homogenato de cérebro, o que ndo ocorreu no sistema fraciao
microssomal. Os extratos aquosos de orégano e alecrim foram muito menos efetivos con-

tra a lipoperoxidacio na fracao microssomal do que no sistema homogenato de cérebro.

As condicdes experimentais diferentes dos sistemas in vitro empregados nesse estu-
do determinaram atividades antioxidantes diferentes. As caracteristicas dos sistemas utili-

zados para a avaliacao devem, portanto, ser consideradas.

A oxida¢ao do homegenato de cérebro utilizado para avaliacio in vitro ocorre es-
pontaneamente (STOCKS et al, 1974) devido a presenca de acidos graxos polinsaturados,
0s quais sao mais suscetiveis a oxidacdo. No entanto, a oxidacao neste sistema também
pode ser induzida pela presenca de ferro que pode agir como catalisador endogeno (AZORIN
et al, 1995). Apresentando este sistema maior velocidade da reacdo, com maior consumo
de oxigénio, no inicio do processo (LISSI et al, 1986), com a formacdo de hidroperoxidos
de fosfolipidios, os quais foram identificados por MIYZAWA et al (1992).

Por outro lado, a fracdo microssomal € obtida a partir da ruptura das células hepati-
cas e sedimentacoes das membranas plasmaticas e do reticulo endotelial, apresentando
elevadas concentracoes de acidos graxos polinsaturados, os quais constituem o principal
substrato do processo oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Destaca-se que nes-
te sistema a possibilidade da perda do ferro devido a descompartimentalizacio deste mi-
neral no processo de ruptura celular e separacido das membranas, nio podendo o mesmo
atuar como pro-oxidante.
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As reacdes de oxidacdo nos sistemas in vitro ocorrem por iniciacao primaria ou
secundaria, por meio de espécies reativas como o anion superoxido, peroxido de hidro-
génio, bem como por radicais alcoxila e peroxila, e acio de metais catalisadores (adicio-
nados ao sistema fracio microssomal), que agirdo nas membranas (BUEGE e AUSTI,
1978; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989), ou endbdgenos que poderdao agir nos
fosfolipidios do tecido cerebral.

Os mecanismos propostos para compostos fenolicos, inclusive aqueles identificados
nas especiarias, incluem a a¢ao como quelantes de metais, seqiiestradores de espécies radicalares
ou também na captacio de intermedidrios reativos bloqueando a reacao em cadeia.

O efeito da flavona apigenina, encontrada no orégano e no alecrim (VEKIARI et al,
1993; CUVALIER et al, 1996) tem sido relacionado, em especial, ao sequiestro do radical
hidroxila (ESPIN et al, 2000), enquanto outros flavonoides parecem agir principalmente
como doadores de hidrogénio, podendo assim eliminar os radicais hidroxila e peroxila
(RICE EVANS et al, 1996; SON e LEWIS, 2002). No alecrim diferentes compostos também
agem na eliminacao de peroxilas (ARUOMA et al, 1992).

Embora seja proposta a capacidade de alguns fenolicos em interagir com fons meta-
licos (RICE EVANS et al, 1996; CAO et al, 1997), esse efeito ndo foi ainda observado para
aqueles compostos das especiarias orégano e alecrim identificados até o momento. Se bem
que, o acido carnodsico e o carnosol tenham sido efetivos na inibicao da peroxidacao de
microssoma induzida por ferro (ARUOMA et al, 1992), e podem ter contribuido com a alta
capacidade antioxidante do extrato alcodlico de alecrim in vitro.

A menor capacidade antioxidante dos extratos aquosos no sistema adicionado de FeSO,
sugere que 0s COMpOStos presentes possuem acio mais efetiva, como redutores, que como
complexantes de catalisadores metélicos. Além disso, os varios fenolicos presentes em folhas
de orégano e de alecrim foram isolados a partir da extracio com dlcool, como os flavonodides
e acidos fenolicos do orégano, o acido carndsico, o carnosol e o rosmanol do alecrim.

Outro fator a ser considerado € a interagdo entre o extrato e o sistema oxidavel, que
pode determinar a atividade antioxidante, limitando a atua¢io de compostos dos extratos
aquosos no meio lipidico da fracado microssomal. Contrariamente FRANKEL et al (1994) e
HOPIA et al. (1996) sugerem um parodoxo polar, onde antioxidantes lipofilicos apresenta-
riam maior eficiéncia em emulsdes, enquanto os hidrofilicos seriam mais efetivos em siste-
ma lipidico devido a maior afinidade interfacial dos lipides com o oxigénio.

Capacidade antioxidante in vivo dos extratos de orégano e alecrim: apos o trata-
mento via oral com os extratos das especiarias, a fracio microssomal do figado dos animais

experimentais apresentou uma capacidade de protecao da lipoperoxidacdo induzida de
30% a 70%, quando comparados ao grupo controles (Tabela 2).

Diferentemente do estudo in vivo, no qual os extratos aquosos foram menos efeti-
vos, 0 extrato aquoso de orégano foi aquele que demonstrou maior efeito antioxidante in
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vivo. Na Tabela 2 observa-se que os animais tratados com esse extrato apresentaram pro-
dutos de oxidacao significativamente menores que os obtidos a partir dos demais grupos.

Em sistema biologico pro-oxidantes fisioldgicos (como H,O, NOe) agem na inicia-
¢do do processo, especialmente na porcao lipidica. Por outro lado, compostos enddgenos
(como enzimas, glutationa, vitaminas) ou exdgenos presentes no citoplasma ou organelas
agirdo na protecao antioxidante. Os extratos de especiarias, portanto, contribuiram para a
capacidade do tecido na resisténcia contra a lipoperoxidacao induzida.

Tabela 2 Valores médios e desvio padrio de TBARS (nmol/mg proteina) em fra-
cio microssomal dos figados dos animais experimentais tratados com ex-
tratos de orégano e alecrim

. . . Orégano Alecrim
Sistema in vivo Controle
alcodlico aquoso alcodlico aquoso
Fracdao

. 2,47P¢ 1,31 2,60¢ 3,05¢ 4,38°

microssomal
. +1,38 +0,62 +0,18 +0,19 +1,38
hepatica

abe os valores com subscritos difer entes sao significativamente difer entes ao nivel de p<0,05.

Os extratos de alecrim apresentaram efeito de protecdo in vivo muito reduzido,
comparando-os a avaliacao in vitro. Uma ac¢ao in vivo também foi constatada por SANT’ANA
e MANCINI-FILHO (2000), embora em condicoes diferentes das deste estudo.

Extratos de orégano, por sua vez, demonstraram alta efetividade in vivo. Compostos
flavonodides de folhas de orégano podem ser os principais responsaveis pela atividade
antioxidante observada nesse estudo devido ao seu potencial antioxidante, bem como 2
disponibilidade para o sistema biologico.

Os resultados da capacidade antioxidante in vitro, empregando a fracao
microssomal, foram bastante diferentes daqueles obtidos in vivo. Por outro lado, o siste-
ma #n vitro homogenato de cérebro apresentou uma melhor correlacio com os dados
obtidos nos experimentos bioldgicos. A partir das Tabelas 1 e 2, pode-se observar que o
alecrim possui maior atividade in vitro em homogenato de cérebro do que o orégano,
sendo que, o orégano apresentou maior efeito in vivo. Contudo para esses dois sistemas,
o extrato aquoso de orégano ¢ seguido do alcodlico de orégano quanto ao maior efeito
antioxidante; enquanto para os extratos de alecrim, o alcodlico é seguido do aquoso. No
entanto, € importante destacar que os diferentes extratos obtidos a partir do orégano e
do alecrim apresentam na sua composicao diversos compostos, que por sua vez podem
apresentar efeitos antioxidantes distintos, somando-se a possibilidade da ocorréncia de
sinergismo entre eles, o qual pode potencializar a atividade antioxidante. Destaca-se
ainda a caracteristica estrutural dos compostos presentes nos extratos, a qual pode inter-
ferir diretamente na biodisponibilidade dos mesmos na efetivacio da atividade
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antioxidante. No entanto, a literatura nao apresenta muitos estudos sobre os efeitos dos
compostos fendlicos no organismo humano, pois os mesmos foram durante longo tem-
po considerados compostos ndo absorviveis, sendo desconhecida a farmacocinética destas
substincias em humanos (CAO et al, 2001). Portanto, na avaliacdo da atividade
antioxidante in vivo diversos fatores podem influenciar esta acao, destacando-se a capa-
cidade de absorcdo, transporte e capacitacdo pelas células.

Tais observacdes sugerem a existéncia de uma barreira no sistema biologico
que restringe a utilizacdo do alecrim e seus constituintes. Dados experimentais de-
monstraram que os compostos fendlicos presentes em folhas de orégano sio melho-
res absorvidos que aqueles das folhas do alecrim (aproximadamente entre 90% e
95% respectivamente), (CINTRA, 1999). Contudo, outros fatores interferentes, como
anteriormente relatado, parecem contribuir com uma maior efetividade dos extratos
de orégano in vivo.

CONCLUSOES

Os diferentes experimentos in vitroresultaram em diferentes atividades antioxidantes,
para os extratos aquosos das especiarias nos sistemas de homogenato de cérebro e da
fracdo microssomal. Porém, resultados semelhantes foram obtidos nos dois sistemas in
vitro quando os extratos alcodlicos foram avaliados, indicando que na utilizacdo desses
sistemas deve-se considerar, a presenca de catalisadores, os mecanismos de inducio e
protecio da lipoperoxidac¢io, bem como os substratos utilizados e as proprias caracteristi-
cas dos compostos ou extratos avaliados.

Pode-se observar também, que os dados do experimento 7 vivo nio corresponderam
aos resultados dos experimentos in vitro, especialmente no sistema fracao microssomal.

Além disso, o efeito antioxidante obtido in vitro nio deveria ser diretamente relaci-
onado a um efeito in vivo, especialmente para aqueles antioxidantes primarios com acao
queladora, sobre catalisadores metalicos, uma vez que, hd controvérsias sobre a presenca
de ions livres e disponiveis para a acio na oxidacao lipidica do organismo (HALLIWELL et
al e GUTTERIDGE et al, 1989). E ainda, os diferentes fatores, como a presenca de enzimas
e de outros antioxidantes ou de oxidantes bioldgicos podem influenciar a reacio de
lipoperoxidagido e a acdo de antioxidantes.

Essas observacdes podem restringir a proposta de que resultados obtidos de experi-
mentos 7 vitro indicariam um efeito benéfico ao organismo, e evidenciam a relevancia de
estudos i vivo, na avaliacio de compostos potencialmente antioxidantes.

Embora os estudos in vitro revelem a efetividade de compostos como
antioxidantes e indiquem os constituintes de maior atividade e seus possiveis mecanis-
mos, os estudos in vivo se fazem necessarios na avaliacao da atividade antioxidante
efetiva no sistema biologico.
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