
49

ABSTRACT

CINTRA, R.M.G.; MANCINI-FILHO, J. Antioxidant activity of spices:
Evaluation and comparison of in vitro and in vivo methods. Nutrire: rev. Soc.
Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr ., São 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 health, 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
homogenate 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
found 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 has 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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RESUMORESUMEN

Antioxidantes são substâncias que visam
a prevenção da rancidez, mantendo a qualida-
de organoléptica e nutricional dos alimentos,
além disto, estão relacionados com os efeitos be-
néficos à saúde, através da proteção do organis-
mo contra o estresse oxidativo. O efeito in vitro
em organelas ou tecidos tem sido correlacionado
ao efeito protetor, contudo as características de
sistemas in vitro podem levar a resultados im-
precisos quanto à capacidade antioxidante.
Entre os antioxidantes naturais, as especiarias
são consideradas fontes relevantes. Afim de ava-
liar a capacidade antioxidante e comparar di-
ferentes sistemas, extratos de orégano e alecrim
foram testados in vivo e em dois sistemas in vitro.
Extratos destas especiarias foram adicionados em
sistemas in vitro contendo tecidos do cérebro ou
do fígado, que foram obtidos de animais experi-
mentais sem tratamento prévio. Na avaliação 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 alcoólico
de alecrim apresentou a melhor capacidade de
inibição da oxidação. No sistema microssomal,
o extrato alcoólico de alecrim, seguido do extra-
to de orégano apresentaram os maiores efeitos.
Resultados diferentes dos estudos in vitro foram
encontrados no sistema biológico, no qual os
extratos de orégano foram os mais efetivos como
antioxidante. Assim, as diferentes condições ex-
perimentais indicaram resultados discordantes
quanto à potência dos extratos, embora a capa-
cidade antioxidante tenha sido observada nos
três sistemas. Os dados obtidos demonstram que
estudos in vivo se fazem necessários na avalia-
ção do efeito antioxidante protetor.

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

Además de la utilización  en alimentos
para la prevención 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 características de sistemas in vitro
pueden causar resultados imprecisos cuanto a la
capacidad antioxidante. Entre antioxidantes
naturales, las especierías son consideradas fuentes
relevantes. Afín de avaliar la capacidad
antioxidante y comparar sistemas distintos, el
orégano y el alecrín fueron testados in vivo e en
dos sistemas in vitro. Extractos de las especierías
fueron añadidos en sistemas teniendo tejidos del
cerebro o hígado obtenidos de animales
experimentales sin tratamiento previo. En la
avaliación in vivo, los animales fueron tratados
con 50 mg/día de cada extracto. Todos los
extractos presentaron efecto antioxidante in vitro
e in vivo. En el sistema de homogeneidad de
cerebro, el extracto alcohólico de alecrín presentó
la mejor capacidad de inhibición. En sistema
fracción microsomal, el alcohólico de alecrín,
después del orégano presentó los mayores efectos.
Distintos resultados de los estudios in vitro fueron
encontrados en sistema biológico, donde los
extractos de orégano fueron los más efectivos como
antioxidante. Por eso, las distintas condiciones
experimentales indicaron resultados discordan-
tes con relación 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 avaliación del efecto
antioxidante protector.

Palabras-llave: antioxidantes naturales;
antioxidantes in vivo; antioxidantes in vitro;
especierías; orégano; alecrín
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INTRODUÇÃO

Os primeiros estudos sobre a capacidade antioxidante de especiarias datam dos anos

50, quando mais de 30 delas foram avaliadas quanto ao potencial de inibição da oxidação

de óleos 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 família Labiatae. Estudos posteriores indicaram o alecrim, a sálvia e o orégano

entre os mais efetivos em retardar a lipoperoxidação em óleos vegetais (MELO et al, 1986;

SANT’ANA e MANCINI-FILHO, 2000; MANCINI e 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 propõe estimar um efeito antioxidante no organismo, comba-

tendo a ação deletéria do estresse oxidativo e suas conseqüências. A proteção in vivo tem

sido constatada experimentalmente e em estudos epidemiológicos, nos quais a presença

de compostos antioxidantes na alimentação e maiores concentrações plasmáticas apresen-

tam correlação inversa com a incidência de doenças relacionadas ao estresse oxidativo

(WANG e LIN, 2000; ESPIN et al, 2000; HOLLIDAY e PHILLIPS, 2001).

Diversos substratos da peroxidação lipídica são utilizados em sistemas in vitro, como

membrana de eritrócitos (FUNG e ZHANG, 1990; SAIJA et al, 1995), lipoproteínas plasmáticas

(FRANKEL et al, 1993; NARDINI et al, 1995; ABUJA et al, 1998), tecido cerebral (KO et al, 1995),

além de tecidos e organelas hepáticos. Nesse estudo foram empregados dois importantes siste-

mas para a avaliação do efeito antioxidante, o homogenato de cérebro e o tecido hepático.

O homogenato de cérebro de animais experimentais tem sido utilizado na avaliação da

capacidade antioxidante, seja como parâmetro para avaliar a proteção das células do sistema

nervosa central, submetida à isquemia e reperfusão (SAKAMOTO et al, 1991), seja como um

substrato da lipoperoxidação, o qual permite a sua utilização sem adição de catalisadores.

Contudo, o tecido hepático, parece ser um substrato mais significativo que outros

tecidos para a oxidação lipídica (OHKAMA et al, 1979), sendo a fração microssomal bas-

tante utilizada para a avaliação de antioxidantes naturais. Esta fração apresenta menor in-

terferência na reação de oxidação que a célula ou o próprio tecido, quando empregada

como substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Experimentos biológicos, contudo, são pouco empregados para avaliação

antioxidante, sendo importante considerar que os dados a partir de estudos in vitro podem

variar segundo as condições experimentais, como sugerem FRANKEL et al (1996) e MADSEN

e BETELSEN (1995), o que implica em resultados imprecisos quanto à proteção 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 MÉTODOS

Extratos de especiarias: foram preparados extratos alcoólicos e aquosos de orégano, e

alecrim. A extração seqüencial utilizando-se solventes de polaridade crescente, foi realizada

a partir de 40g de cada especiaria pulverizada para 32 mesh. Após a extração com hexano, o

resíduo foi adicionado de etanol e então filtrado para a obtenção dos extratos alcoólicos das

especiarias. A seguir no resíduo do extrato alcoólico foi adicionada água destilada, com a

qual os extratos aquosos foram obtidos. A concentração dos componentes sólidos dos extra-

tos foi determinada por gravimetria. Para a adição nos sistemas in vitro e in vivo, os solventes

foram evaporados e os compostos sólidos solubilizados em tampão fosfato.

Homogenato de cérebro: cérebros de ratos machos adultos sem qualquer tratamento

prévio, foram obtidos após a perfusão com KCI 0,15 M. O homogenato foi preparado com

solução tampão KPO4 em NaCl (1:20), como proposto por LISSI et al. (1986). Após

centrifugação a 4°C, o sobrenadante foi utilizado como meio para a lipoperoxidação.

Avaliação da capacidade antioxidante in vitro: concentrações de 10 a 500µg dos

extratos aquosos e alcoólicos de orégano e alecrim foram adicionados aos sistemas in vitro

e a lipoperoxidação comparada a do controle. A concentração de inibição de 50% da rea-

ção (CI50) foi determinada para cada um dos extratos a partir da porcentagem de inibição

obtida com diferentes concentrações através da análise de regressão.

Avaliação da capacidade antioxidante in vivo: 30 ratos albinos da linhagem Wistar

(peso médio de 180g) receberam, via gavage, 50 mg dos extratos de especiarias diluídas em

solução tampão (NaH2PO4 0,1M pH 7,4) ou apenas a solução tampão. Após o período de 6

semanas, os animais foram sacrificados, os fígados perfundidos e a fração microssomal obtida.

Para comparação dos dados, foi utilizada análise de variância e teste de Sheffè.

Lipoperoxidação do sistema in vitro homogenato de cérebro: a oxidação do

homogenato foi induzida em banho-maria (BM) 37°C sob agitação, durante 2 horas. Para

a determinação da lipoperoxidação, uma alíquota do homogenato foi adicionada de 1

mL de TCA 5%, a fim de interromper a reação. Após centrifugação (3000 rpm), foi realiza-

da a determinação dos produtos da lipoperoxidação, representados pelas substâncias

que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), utilizando-se solução aquosa de TBA

0,67%. Amostras adicionadas da solução de TBA foram submetidas ao BM, em tempera-

tura de ebulição. As absorbâncias foram então obtidas (535 nm) e relacionadas aos pro-

dutos da oxidação das amostras de homogenato adicionadas aos extratos e ao controle.

Essa quantificação de TBARS foi realizada antes e após a indução da oxidação do

homogenato.

Sistema in vitro fração microssomal: fígados de ratos adultos sem qualquer trata-

mento prévio, foram perfundidos com KCI 0,15 M, homogeneizados em tampão NaH2PO4

(1:4) e centrifugados a 3000 rpm a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado para a obtenção da

fração microssomal por meio de ultracentrifugação (37.000 rpm / 60 minutos / 4°C).

CINTRA, R.M.G.; MANCINI-FILHO, J. Efeito antioxidante de especiarias: avaliação e comparação de métodos in vitro e in vivo. Nutrire:
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Gráfico 1   Capacidade antioxidante de extratos de orégano em sistema homogenato de cérebro

Lipoperoxidação da fração microssomal: o sistema foi preparado com tampão

NaH2PO4 para conter 2 a 3 mg de proteína microssomal/mL. Para indução da oxidação

lipídica utilizou-se 200µM de FeSO4  e temperatura de 37°C por 1 hora, segundo o método

proposto por FRAGA et al (1988). Os produtos da lipoperoxidação foram quantificados nas

amostras adicionadas de solução ácida (HCl 0,25M, ácido acético 15%) de TBA 0,37% e

submetidos a 90-95°C para a formação do complexo de cor característica (FRAGA et al,

1988). Foi empregada a medida espectrofotométrica para a determinação dos produtos

(TBARS) na fração microssomal dos sistemas in vitro e in vivo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Capacidade antioxidante in vitro dos extratos de orégano: ambos extratos foram

efetivos na inibição da oxidação espontânea do homogenato de cérebro como pode ser

visto no Gráfico 1. Este gráfico apresenta a média da atividade antioxidante obtida a partir

de 3 ensaios semelhantes, sendo que o coeficiente de variação entre os dados foi inferior a

20%. Além disso, o efeito antioxidante apresentou boa correlação com as doses dos extra-

tos adicionadas ao sistema (r>0,9).

Os resultados encontrados no sistema modelo fração microssomal indicaram que o

extrato alcoólico de orégano foi mais efetivo na proteção contra a lipoperoxidação que o

aquoso como pode ser observado no Gráfico 2.

A capacidade antioxidante foi tanto maior, quanto maior a quantidade de extrato

adicionado ao sistema fração microssomal (r>0,8), sendo que o extrato alcoólico inibiu

quase totalmente a oxidação do sistema modelo. O extrato aquoso, por outro lado, não

alcançou uma inibição maior de 40% quando 500µg do extrato foram adicionados, contra-

riamente ao resultado no sistema anterior.
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Vários compostos fenólicos foram identificados em extratos de orégano, como áci-

dos fenólicos (KUZAKI e NAKATANI, 1989), um glicosídeo fenólico (NAKATANI e

KIKUZAKI, 1987), a flavona apigenina, a quercetina e a deidroquercetina (VEKIARI et al,

1983), além de outros flavonóides (ECONOMOU et al, 1991). Esses compostos contribuí-

ram com o efeito antioxidante observado nos sistemas.

Alguns flavonóides, quando testados em sistema homogenato de cérebro, apresen-

taram atividade antioxidante, em especial a quercetina, cuja proteção alcançou cerca de

70% (100µM) (SAIJA et al, 1995). Esses dados são comparáveis aos obtidos nesse estudo

quando 200µg de ambos extratos foram adicionados. Em sistema fração microssomal, no-

vamente a quercetina, além do de outro flavonóide, o kaempferol, foram bastante efetivos

na inibição da lipoperoxidação, embora outras flavonas não 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 alcoólico tenha sido semelhante. A efetividade da

quercetina em ambos sistemas poderia sugerir que esse flavonóide contribui significativa-

mente para a capacidade antioxidante do extrato alcoólico de orégano.

Capacidade antioxidante in vitro dos extratos de alecrim: tanto o extrato alcoólico

como o aquoso foram efetivos como antioxidantes, mas o alcoólico apresentou maior ati-

vidade, inibindo cerca de 90% a lipoperoxidação do meio, quando 500µg foram adiciona-

dos (Gráfico 3). Os dados obtidos nesse estudo demonstraram que os extratos de alecrim

apresentam maior capacidade antioxidante que 300µM de eugenol (fenólico presente no

cravo) (60%), 100mM de glutationa (44%) (CAÑAS et al, 1989; KO et al, 1995) e extrato de

orégano, no sistema homogenato de cérebro.

No sistema fração microssomal, os extratos de alecrim também apresentaram efeito

antioxidante, porém para o extrato aquoso esse efeito foi menor que 50% (Gráfico 4). O

Gráfico 2   Capacidade antioxidante de extratos de alecrim em sistema homogenato de cérebro
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extrato alcoólico de alecrim foi altamente efetivo na proteção contra a lipoperoxidação

nesse sistema, o que também foi observado no sistema homogenato de cérebro, enquanto

o extrato aquoso apresentou uma menor atividade.

Gráfico 4   Capacidade antioxidante de extratos de alecrim em sistema fração

micrissomal hepática

Gráfico 3   Capacidade antioxidante de extratos de orégano em sistema fração

micrissomal hepática

Os compostos fenólicos carnosol e ácido carnósico, considerados os principais cons-

tituintes e responsáveis pela ação antioxidante das folhas de alecrim (RECHEIMER et al,

1996), podem ter contribuído com os resultados obtidos. Em estudos conduzidos por

ARUOMA et al (1992) esses compostos inibiram em até 95% (25µg) a oxidação lipídica em

fração microssomal hepática induzida. Além deles, flavonóides, que também são encontra-

dos no alecrim, (CUVALIER et al, 1996) apresentam efeito antioxidante em membranas

microssomal e de eritrócitos, como relata RICE-EVANS et al (1996), bem como em sistema

homogenato de cérebro.
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A Tabela 1 apresenta o índice CI50, obtido a partir das curvas dose-resposta de cada

extrato nos dois sistemas utilizados para avaliação da atividade antioxidante in vitro.

Tabela 1  Estimativa e intervalo de confiança de CI50
* dos extratos de especiarias

em sistemas in vitro

Sistema Orégano Alecrim

in vitro alcoólico aquoso alcoólico aquoso

Homogenato 103,61b 82,6 a,b 44,64 a 66,82 a

de cérebro [87,0;120,2] [53,9;111,2] [30,7;58,6] [46,9;86,7]

Fração 102,1 b 526,0c 52,2 a,b 449,8c

Microssomal [56,3:147,9] [403,1;649,0] [26,6;77,8] [289,5; 610,1]

a,b,c em cada coluna ou linha, os valor es com subscritos difer entes são significativamente difer entes ao nível de p<0,05.
*Concentração de cada extrato capaz de inibir 50% da oxidação dos sistemas in vitro indicado
[ ] intervalo de 95% de confiança para a dose IC 50 dos extratos de especiarias

No homogenato de cérebro e na fração microssomal, o extrato alcoólico de alecrim

apresentou a menor concentração de inibição, 50% da lipoperoxidação nos sistemas in

vitro, com CI50 de 44 e 52 mg, respectivamente (Tabela 1). Entre os extratos aquosos e

alcoólicos da mesma especiaria, não foram observadas diferenças quanto à atividade

antioxidante no sistema homogenato de cérebro, o que não ocorreu no sistema fração

microssomal. Os extratos aquosos de orégano e alecrim foram muito menos efetivos con-

tra a lipoperoxidação na fração microssomal do que no sistema homogenato de cérebro.

As condições experimentais diferentes dos sistemas in vitro empregados nesse estu-

do determinaram atividades antioxidantes diferentes. As características dos sistemas utili-

zados para a avaliação devem, portanto, ser consideradas.

A oxidação do homegenato de cérebro utilizado para avaliação in vitro ocorre es-

pontaneamente (STOCKS et al, 1974) devido à presença de ácidos graxos polinsaturados,

os quais são mais suscetíveis à oxidação. No entanto, a oxidação neste sistema também

pode ser induzida pela presença de ferro que pode agir como catalisador endógeno (AZORIN

et al, 1995). Apresentando este sistema maior velocidade da reação, com maior consumo

de oxigênio, no início do processo (LISSI et al, 1986), com a formação de hidroperóxidos

de fosfolipídios, os quais foram identificados por MIYZAWA et al (1992).

Por outro lado, a fração microssomal é obtida a partir da ruptura das células hepáti-

cas e sedimentações das membranas plasmáticas e do retículo endotelial, apresentando

elevadas concentrações de ácidos 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 descompartimentalização deste mi-

neral no processo de ruptura celular e separação das membranas, não podendo o mesmo

atuar como pró-oxidante.
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As reações de oxidação nos sistemas in vitro ocorrem por iniciação primária ou

secundária, por meio de espécies reativas como o ânion superóxido, peróxido de hidro-

gênio, bem como por radicais alcoxila e peroxila, e ação de metais catalisadores (adicio-

nados ao sistema fração microssomal), que agirão nas membranas (BUEGE e AUSTI,

1978; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989), ou endógenos que poderão agir nos

fosfolipídios do tecido cerebral.

Os mecanismos propostos para compostos fenólicos, inclusive aqueles identificados

nas especiarias, incluem a ação como quelantes de metais, seqüestradores de espécies radicalares

ou também na captação de intermediários reativos bloqueando a reação 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 seqüestro do radical

hidroxila (ESPIN et al, 2000), enquanto outros flavonóides parecem agir principalmente

como doadores de hidrogênio, podendo assim eliminar os radicais hidroxila e peroxila

(RICE EVANS et al, 1996; SON e LEWIS, 2002). No alecrim diferentes compostos também

agem na eliminação de peroxilas (ARUOMA et al, 1992).

Embora seja proposta a capacidade de alguns fenólicos em interagir com íons metá-

licos (RICE EVANS et al, 1996; CAO et al, 1997), esse efeito não foi ainda observado para

aqueles compostos das especiarias orégano e alecrim identificados até o momento. Se bem

que, o ácido carnósico e o carnosol tenham sido efetivos na inibição da peroxidação de

microssoma induzida por ferro (ARUOMA et al, 1992), e podem ter contribuído com a alta

capacidade antioxidante do extrato alcoólico de alecrim in vitro.

A menor capacidade antioxidante dos extratos aquosos no sistema adicionado de FeSO4

sugere que os compostos presentes possuem ação mais efetiva, como redutores, que como

complexantes de catalisadores metálicos. Além disso, os vários fenólicos presentes em folhas

de orégano e de alecrim foram isolados a partir da extração com álcool, como os flavonóides

e ácidos fenólicos do orégano, o ácido carnósico, o carnosol e o rosmanol do alecrim.

Outro fator a ser considerado é a interação entre o extrato e o sistema oxidável, que

pode determinar a atividade antioxidante, limitando a atuação de compostos dos extratos

aquosos no meio lipídico da fração microssomal. Contrariamente FRANKEL et al (1994) e

HOPIA et al. (1996) sugerem um parodoxo polar, onde antioxidantes lipofílicos apresenta-

riam maior eficiência em emulsões, enquanto os hidrofílicos seriam mais efetivos em siste-

ma lipídico devido a maior afinidade interfacial dos lípides com o oxigênio.

Capacidade antioxidante in vivo dos extratos de orégano e alecrim: após o trata-

mento via oral com os extratos das especiarias, a fração microssomal do fígado dos animais

experimentais apresentou uma capacidade de proteção da lipoperoxidação 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, o 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 oxidação significativamente menores que os obtidos a partir dos demais grupos.

Em sistema biológico pró-oxidantes fisiológicos (como H2O2, NO•) agem na inicia-

ção do processo, especialmente na porção lipídica. Por outro lado, compostos endógenos

(como enzimas, glutationa, vitaminas) ou exógenos presentes no citoplasma ou organelas

agirão na proteção antioxidante. Os extratos de especiarias, portanto, contribuíram para a

capacidade do tecido na resistência contra a lipoperoxidação induzida.

Tabela 2  Valores médios e desvio padrão de TBARS (nmol/mg proteína) em fra-

ção microssomal dos fígados dos animais experimentais tratados com ex-

tratos de orégano e alecrim

Sistema in vivo
Orégano Alecrim

Controle
alcoólico aquoso alcoólico aquoso

Fração

microssomal
2,47b,c 1,31b 2,60c 3,05c 4,38a

hepática
± 1,38 ± 0,62 ± 0,18 ± 0,19 ± 1,38

a,b,c os valores com subscritos difer entes são significativamente difer entes ao nível de p< 0,05.

Os extratos de alecrim apresentaram efeito de proteção in vivo muito reduzido,

comparando-os à avaliação in vitro. Uma ação in vivo também foi constatada por SANT’ANA

e MANCINI-FILHO (2000), embora em condições diferentes das deste estudo.

Extratos de orégano, por sua vez, demonstraram alta efetividade in vivo. Compostos

flavonóides de folhas de orégano podem ser os principais responsáveis pela atividade

antioxidante observada nesse estudo devido ao seu potencial antioxidante, bem como à

disponibilidade para o sistema biológico.

Os resultados da capacidade antioxidante in vitro, empregando a fração

microssomal, foram bastante diferentes daqueles obtidos in vivo. Por outro lado, o siste-

ma in vitro homogenato de cérebro apresentou uma melhor correlação com os dados

obtidos nos experimentos biológicos. 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 é seguido do alcoólico de orégano quanto ao maior efeito

antioxidante; enquanto para os extratos de alecrim, o alcoólico é seguido do aquoso. No

entanto, é importante destacar que os diferentes extratos obtidos a partir do orégano e

do alecrim apresentam na sua composição diversos compostos, que por sua vez podem

apresentar efeitos antioxidantes distintos, somando-se a possibilidade da ocorrência de

sinergismo entre eles, o qual pode potencializar a atividade antioxidante. Destaca-se

ainda a característica estrutural dos compostos presentes nos extratos, a qual pode inter-

ferir diretamente na biodisponibilidade dos mesmos na efetivação da atividade
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antioxidante. No entanto, a literatura não apresenta muitos estudos sobre os efeitos dos

compostos fenólicos no organismo humano, pois os mesmos foram durante longo tem-

po considerados compostos não absorvíveis, sendo desconhecida a farmacocinética destas

substâncias em humanos (CAO et al, 2001). Portanto, na avaliação da atividade

antioxidante in vivo diversos fatores podem influenciar esta ação, destacando-se a capa-

cidade de absorção, transporte e capacitação pelas células.

Tais observações sugerem a existência de uma barreira no sistema biológico

que restringe a utilização do alecrim e seus constituintes. Dados experimentais de-

monstraram que os compostos fenólicos presentes em folhas de orégano são 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.

CONCLUSÕES

Os diferentes experimentos in vitro resultaram em diferentes atividades antioxidantes,

para os extratos aquosos das especiarias nos sistemas de homogenato de cérebro e  da

fração microssomal. Porém, resultados semelhantes foram obtidos nos dois sistemas in

vitro quando os extratos alcoólicos foram avaliados, indicando que na utilização desses

sistemas deve-se considerar, a presença de catalisadores, os mecanismos de indução e

proteção da lipoperoxidação, bem como os substratos utilizados e as próprias característi-

cas dos compostos ou extratos avaliados.

Pode-se observar também, que os dados do experimento in vivo não corresponderam

aos resultados dos experimentos in vitro, especialmente no sistema fração microssomal.

Além disso, o efeito antioxidante obtido in vitro não deveria ser diretamente relaci-

onado a um efeito in vivo, especialmente para aqueles antioxidantes primários com ação

queladora, sobre catalisadores metálicos, uma vez que, há controvérsias sobre a presença

de íons livres e disponíveis para a ação na oxidação lipídica do organismo (HALLIWELL et

al e GUTTERIDGE et al, 1989). E ainda, os diferentes fatores, como a presença de enzimas

e de outros antioxidantes ou de oxidantes biológicos podem influenciar a reação de

lipoperoxidação e a ação de antioxidantes.

Essas observações podem restringir a proposta de que resultados obtidos de experi-

mentos in vitro indicariam um efeito benéfico ao organismo, e evidenciam a  relevância de

estudos in vivo, na avaliação 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 possíveis mecanis-

mos, os estudos in vivo se fazem necessários na avaliação da atividade antioxidante

efetiva no sistema biológico.
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