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Resumo: Os antioxidantes sdo substdncias capazes de estabilizar ou desativar
os radicais livres, antes que esses ataquem os alvos bioldgicos nas células.
Estudos tém indicado o papel importante dos radicais livres como grandes
responsdveis pelo envelhecimento e por patologias degenerativas. Dentre as
diversas classes de antioxidantes de origem natural, os flavonoides tém rece-
bido muita atencdo nos ltimos anos, especialmente os provenientes de Citrus
sp. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a capacidade antioxidante dos
flavonoides naringina, naringenina e rutina. A avaliagdo quantitativa da
atividade antioxidante foi feita, monitorando-se o consumo do radical livre
DPPH pelas amostras, por meio da medida do decréscimo da absorbdncia de
solucdes de diferentes concentragdes. O comportamento cinético da reagdo
do DPPH demonstrou que os niveis de DPPH remanescentes nas amostras de
rutina e controle positivo foram inferiores a 15%; naringina, em torno de
80%, e naringenina ndo apresentaram aumento significativo do consumo. Os
resultados descritos estimulam a continuidade dos estudos in vitro e in vivo
da agdo antioxidante dos flavonoides naringina e rutina e o desenvolvimento
de medicamentos, a partir dessas substdncias.
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Introducio

Nas tltimas décadas, vérios estudos tém indicado o papel importante
dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responséveis pelo
envelhecimento e por patologias degenerativas como cancer e doengas
cardiovasculares (JEON et al., 2007). Radicais livres desempenham papel
fundamental no metabolismo celular. No entanto, quando em excesso
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podem gerar estresse oxidativo, levando a alteracdes teciduais e até danos
ao DNA. A produc@o de radicais livres € controlada nos seres vivos por
diversos compostos antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou
serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Dessas tltimas,
destacam-se tocoferdis, dcido ascdrbico, polifendis, selénio e carotendides.
Os antioxidantes s@o substincias capazes de estabilizar e desativar os
radicais livres, antes que esses ataquem os alvos bioldgicos nas células.
Dentre as diversas classes de antioxidantes de origem natural, os flavo-
noides tém recebido muita atencfo nos tiltimos anos, sobretudo por inibirem
a peroxidacdo lipidica e a lipoxigenase.

Os flavonoides sdo polifendis de origem vegetal, responsdveis
por diferentes efeitos bioldgicos: antibacteriano, antiviral, anti-inflamatério,
antialergénico, antioxidantes, quelantes de cétions divalentes, carreadores
de radicais livres, agdes vasodilatadoras, inibicéio da agregacio plaqueta-
ria, diminuic¢do da permeabilidade capilar e sobre a atividade de algumas
enzimas (OLIVEIRA et al., 1999). Naringina, naringenina e rutina sfo
os principais flavonoides encontrados em espécies de Citrus sp. Vérios
métodos sfo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos vegetais e substincias isoladas; um dos mais usados consiste
em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila-DPPH, de coloragfo pirpura, que absorve a 515 nm. Por a¢do
de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH é reduzido,
formando difenil-picril-hidrazina, de coloragfio amarela, com consequente
desaparecimento da absorcio, podendo essa ser monitorada pelo decrés-
cimo da absorbéncia. O objetivo deste trabalhofoi o de avaliar a capaci-
dade antioxidante, pelo ensaio de DPPH, dos flavonoides naringina, narin-
genina e rutina (SOUZA et al., 2007).

Material e Métodos

Foram utilizados solventes e reagentes de grau analitico. O radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), a naringina e naringenina foram
adquiridos do Sigma Aldrich, a rutina, da Fluka Biochemika; e o butil-
hidroxi-anisol (BHA), da Synth. As medidas da absor¢io foram feitas
usando-se espectrofotdmetro UV-Vis Micronal B562.

A avaliac@o qualitativa foi feita por CCD, usando-se BHA como
padrio positivo de comparagdo. As placas foram eluidas com CHCL/
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MeOH (9:1) e CHCI,/MeOH/H,0 (65:30:5) e, apds secagem, foram
nebulizadas com solugio a 0,4 mmol/L do radical DPPH, em MeOH. As
placas foram observadas até o aparecimento de manchas amarelas, sob
fundo de coloracfo pirpura, indicativo de possivel atividade antio-xidante.
A avaliacio quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguin-do a
metodologia descrita na literatura, monitorando-se o consumo do radical
livie DPPH pelas amostras, por meio da medida do decréscimo da
absorbancia de solugdes de diferentes concentragdes. Essas medidas
foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis, no comprimento de onda de
515 nm, tendo-se como controle positivo o BHA.

Para a construgfo da curva de calibragdo do DPPH, foram prepa-
rados 50 mL de solugdo estoque de DPPH em metanol, na concentragéo
de 40 mg/mL, mantida sob refrigeracio e protegida de luz. Foram feitas
dilui¢des de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 mg/mL. A curva de calibrag&o foi
construida, a partir dos valores da absorbéncia, a 515 nm de todas as
solucdes, medidas em cubeta de vidro com percurso dptico de 1 cm,
tendo-se como branco o metanol. As medidas de absorbéncia foram
feitas em triplicata e em intervalos de 1 minuto entre cada medida. Solu-
cBes dos flavonoides e do controle positivo em metanol foram diluidas
nas concentragdes 250, 200, 150, 100 e 50 mg/mL. As medidas das
absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL de solugfo amostras ou do
controle positivo e 2,7 mL da solucéo estoque de DPPH, na concentra-
¢éo de 40 mg/mL) foram feitas a 515 nm, no primeiro minuto e cada dez
minutos, até completar 1 hora. A partir da equacfo da curva de calibragéo
e dos valores de absorbancia, foram determinados os percentuais de
DPPH remanescentes.

Resultados e Discussio

A avaliaciio preliminar qualitativa dos flavonoides rutina, naringina

e naringenina por CCD, em silica gel, revelada com solugéo metanélica
a 0,4 mmol/L do radical DPPH, sugeriu a existéncia de atividade antio-
xidante, evidenciada nos cromatogramas, pela presenca de manchas
amarelas, sob fundo pirpuro, resultantes da reducdo do radical DPPH.
Os resultados da avaliacio quantitativa da rutina, naringina, naringe-

nina e do controle positivo, nas concentragdes 250, 200, 150, 100 e

Anais Il SIMPAC - Volume 2 - n.1 - Vigosa-MG - jan. - dez. - 2010 - p. 47-52



50 Stephan Oliveira Ribeiro et al.

50 mg/mL, determinada pelo ensaio do DPPH, estfio apresentados na
Figura 1, mostrando que os flavonoides rutina e naringina evidenciaram
atividade sequestradora do radical DPPH; contudo, a naringenina foi o
menos reativo nas cinco concentracgdes.
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Figura 1 ~ Concentraciio de DPPH remanescente nas amostras de rutina,
naringenina, naringina e controle (BHA), no tempo de reacfio com
DPPH (30 min).

O comportamento cinético da reagdo do DPPH com cada flavo-
noide e com o controle, na concentracio 100 mg/mL, é apresentado na
Figura 2, por meio da curva dose resposta, relativa ao decréscimo de
porcentagem remanescente do DPPH, em razdo do tempo (min.). Ob-
servou-se que a amostra de rutina e o controle positivo apresentaram
cinética rdpida, atingindo praticamente o méximo de consumo de DPPH
nos primeiros 10 minutos; a naringina demonstrou porcentagem de DPPH
remanescente, em torno de 80%; e a naringenina nio mostrou aumento
significativo do consumo de DPPH, nem mesmo no longo do tempo total
de observac#o (60 minutos).
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Figura 2 — Comportamento cinético dos flavonoides rutina, naringenina e
naringina, na concentra¢do 100 pg/mL, frente ac DPPH.
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Conclusoes

Considerando que substincias naturais podem ser responséveis pelo
efeito de protecfio contra riscos de muitos processos patolgicos, os resul-
tados descritos neste trabalho estimulam a continuidade dos estudos, para
avaliar a acfio antioxidante dos flavonoides, em especial rutina e naringina.

Os flavonoides contribuiem com importante potencial antioxidante
para dieta. Embora outras pesquisas sejam necessarias, principalmente
acerca ao mecanismo de agdo, absorcdo, metabolizagdo, excre¢do e
toxicidade, os dados obtidos reforcam a importancia dos flavonoides como
antioxidantes, tanto em dietas como em terapias de suplementagio
antioxidante.
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