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Antioxidantes são compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo
os efeitos desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes.
Diferentes métodos têm sido desenvolvidos para obter a
diferenciação, seja qualitativa ou quantitativa, da capacidade
antioxidante de compostos, tanto através de testes sem a utilização
de células (testes químicos) ou utilizando culturas celulares (testes
biológicos). Os testes químicos são mais rápidos e simples de serem
executados. No entanto, não são representativos das condições
celulares do homem. Ensaios microbianos ‘in vivo’ utilizando-se,
principalmente, células eucarióticas da levedura Saccharomyces
cerevisiae têm se mostrado muito adequados para determinação
da capacidade antioxidante de diferentes compostos, fornecendo
resultados rápidos, reprodutíveis e passíveis de serem
correlacionados ao observado no homem. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a capacidade antioxidante do ácido L-ascórbico,
vitamina E (α-tocoferol) e dos flavonóides hesperidina, naringina,
naringenina, quercetina, rutina e sakuranetina, utilizando como
modelo de sistema biológico a levedura S. cerevisiae. Para
realização dos testes, as células foram tratadas com o agente
estressor apomorfina em presença e ausência das amostras. Os
resultados mostraram que a rutina, hesperidina, sakuranetina,
quercetina e naringina foram os compostos com maior atividade
antioxidante, seguidos da naringenina e vitamina E. O ácido L-
ascórbico e a mistura de ácido L-ascórbico e vitamina E não
mostraram atividade antioxidante frente aos danos gerados pela
apomorfina nas concentrações ensaiadas.
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INTRODUÇÃO

Radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigênio
(ERO) desempenham papel fundamental no metabolismo
celular. No entanto, quando em excesso, podem gerar

estresse oxidativo, levando a alterações teciduais respon-
sáveis por diversas patologias, incluindo o câncer (para re-
visão ver Dröge, 2002). Antioxidantes são substâncias que
reagem com radicais livres impedindo ou diminuindo o
estresse oxidativo e a conseqüente destruição tissular
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(Halliwell, Gutteridge, 2000). Entre os antioxidantes mais
conhecidos estão as vitaminas, principalmente C e E e os
flavonóides, entre os quais pode-se citar a quercetina,
rutina, hesperidina, naringina, naringenina, e sakuranetina.

Por outro lado, entre os vários agentes oxidantes
existentes está a apomorfina, um alcalóide semi-sintético
de estrutura catecólica, capaz de formar radicais
semiquinonas e quinonas (El-Bachá et al., 2000; Deleu et
al., 2002; Garrido et al., 2002), responsáveis pela
citotoxicidade do alcalóide em vários tipos de células (Lai,
Yu, 1997; Mena et al., 1997; Blum et al., 2000).

Embora existam ensaios químicos (Peris et al., 1997;
Espín et al., 2000; Fukumoto, Mazza, 2000) relativamente
simples para avaliação da capacidade antioxidante, estes
não são representativos das condições celulares do homem.
Tendo em vista que antioxidantes assumem papel importante
na medicina preventiva é necessário que as informações se-
jam obtidas a partir de sistemas biológicos.

A avaliação da capacidade antioxidante empregando
animais de laboratório é, em geral, de difícil execução e
necessita de um número elevado de animais para assegurar
resultados estatisticamente significativos. Já os ensaios
realizados com microorganismos são fáceis, rápidos e po-
dem utilizar um grande número de células com as mesmas
características genéticas. Várias razões tornaram a levedura
Saccharomyces cerevisiae um dos melhores modelos de
sistema eucariótico unicelular para estudos de estresse
oxidativo. Seu metabolismo é semelhante ao de eucariotos
superiores, com mecanismos próprios de ativação metabó-
lica (citocromo P450) e de detoxificação, que não estão
presentes em bactérias. Os ensaios em células eucarióticas
permitem a avaliação da atividade antioxidante de inúmeros
compostos de forma rápida, econômica e reprodutível e os
resultados obtidos podem ser mais facilmente extrapolados
para o homem, do que os obtidos em ensaios químicos
(Henriques et al., 2001; Soares et al., 2003).

À vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade antioxidante de diferentes compostos frente
aos danos causados pelo alcalóide apomorfina, utilizan-
do como sistema biológico células eucarióticas da leve-
dura S. cerevisiae.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras

Foram analisadas amostras de ácido L-ascórbico, vita-
mina E (α-tocoferol), ácido L-ascórbico adicionado de vita-
mina E (1:1), hesperidina, naringina, naringenina, quercetina,
rutina e sakuranetina (todos E. Merck). As soluções dos
antioxidantes foram preparadas na concentração 1 mM ime-

diatamente antes do uso, sendo que a vitamina E foi
solubilizada em etanol 98% e água destilada estéril (2:3) e os
demais antioxidantes em água destilada, deionizada e estéril.
A concentração utilizada nos ensaios foi de 0,025 mM.

Linhagem

A linhagem utilizada foi a S. cerevisiae XV 185-14C
(MATa ade2-1, arg4-17, his1-7, lys1-1, trp5-48, hom3-10)
gentilmente cedida pelo Dr. Von Borstel, do Departamento de
Genética, Universidade de Alberta, Canadá.

Agente estressor

Como agente estressor foi utilizado o alcalóide
isoquinolínico apomorfina (APO) (E. Merck) preparado
em água destilada, deionizada e estéril na concentração
2 mM. A concentração final empregada nos testes foi de
0,2 mM.

Meios de cultura e soluções

Para a cultura das células da levedura empregou-se
meio líquido completo YEPD contendo 1% (p/v) de extrato
de levedura, 2% (p/v) de peptona e 2% (p/v) de glicose
(todos Difco Lab.). Para ressuspensão e diluição das cé-
lulas foi empregada solução de NaCl (Reagen) 0,9%
(p/v). A determinação do número de células viáveis foi
feita através de plaqueamento em meio YEPD solidifica-
do com 2% (p/v) de bacto ágar (E. Merck).

Determinação da atividade antioxidante dos compostos

Para a determinação da atividade antioxidante,
2x107 células/mL provenientes da fase estacionária de
crescimento, foram tratadas com as soluções de
antioxidantes em presença e ausência de apomorfina.
Após incubação a 28°C por 21 horas, as células tratadas,
o controle de células e o controle de solvente (etanol)
foram plaqueados em meio YEPD. As placas foram incu-
badas a 28°C por 48 horas. Após este período, foram
contadas as colônias em cada placa e determinados os
percentuais de sobrevivência celular. Os testes foram
repetidos três vezes para cada antioxidante testado.

Análise estatística

Os resultados foram submetidos a tratamento esta-
tístico através da análise de variância e pós-teste de
Tuckey, utilizando-se o programa SPSS 10.0 for Windows.
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RESULTADOS

A análise dos resultados foi realizada comparando-
se os valores percentuais de sobrevivência da levedura S.
cerevisiae tratada somente com apomorfina e com este
agente estressor adicionado dos diferentes compostos. A
concentração dos antioxidantes utilizada neste trabalho
(0,025 mM) foi a maior concentração não citotóxica para
a levedura S. cerevisiae. O controle do solvente utilizado
na solubilização da vitamina E (etanol) não se mostrou
citotóxico nas condições ensaiadas (dados não mostrados).

A Tabela 1 apresenta os valores de sobrevivência da
levedura S. cerevisiae tratada com apomorfina em presen-
ça e ausência dos diferentes antioxidantes. Não foram
observadas diferenças estatisticamente significativas en-
tre o controle de apomorfina e os testes realizados com o
ácido L-ascórbico e a mistura de ácido L-ascórbico e vi-
tamina E. Os flavonóides rutina, hesperidina, sakuranetina,
quercetina e naringina mostraram o maior efeito
antioxidante (estatisticamente similar), seguidos da
naringenina e vitamina E.

O cálculo do aumento do percentual de sobrevivên-
cia da levedura após tratamento com os antioxidantes foi
realizado subtraindo-se os valores obtidos nos ensaios com
os antioxidantes e a apomorfina daqueles obtidos somen-
te com o agente estressor. Os flavonóides rutina,
hesperidina, sakuranetina, quercetina, naringina e
naringinina mostraram um aumento no percentual de so-
brevivência de 58,20%, 55,20%, 53,00%, 51,30%, 46,50%

e 32,00%, respectivamente, indicando um importante efeito
antioxidante frente aos danos gerados pela apomorfina. A
vitamina E, ácido L-ascórbico e a mistura, em proporções
iguais de ácido L-ascórbico e vitamina E, mostraram-se se
menos eficazes do que os flavonóides testados (Figura 1).

TABELA I - Valores de sobrevivência da levedura
Saccharomyces cerevisiae tratada com apomorfina
0,2 mM em ausência e presença de soluções 0,025 mM dos
diferentes antioxidantes

Tratamentos Sobrevivência (%) ± DP

Apomorfina 24,30 ± 4,80 c*

Ácido ascórbico e vitamina E 30,10 ± 2,78 c
   + apomorfina
Ácido ascórbico + apomorfina 34,35 ± 1,92 c
Vitamina E + apomorfina 50,80 ± 0,85 b
Naringenina + apomorfina 56,30 ± 6,25 b
Naringina + apomorfina 70,80 ± 2,20 a
Quercetina + apomorfina 75,60 ± 3,81 a
Sakuranetina + apomorfina 77,30 ± 1,41 a
Hesperidina + apomorfina 79,50 ± 1,86 a
Rutina + apomorfina 82,50 ± 0,14 a

* Letras diferentes correspondem a diferenças estatísticas
significativas pelo teste de Tuckey, para p ≤ 0,05. Os
resultados referem-se a média de 3 repetições para cada
teste.

FIGURA 1 - Aumento do percentual de sobrevivência da levedura Saccharomyces cerevisiae nos tratamentos com
os diferentes antioxidantes (0,025 mM) e apomorfina (0,2 mM).
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DISCUSSÃO

Neste trabalho mostrou-se que a capacidade
antioxidante dos flavonóides foi superior à apresentada
pelo ácido L-ascórbico e vitamina E em células
eucarióticas da levedura S. cerevisiae tratadas com
apomorfina. Resultados semelhantes foram obtidos em
células de mamíferos, nas quais os flavonóides apresenta-
ram capacidade antioxidante superior a do ácido L-
ascórbico e α-tocoferol (Schimitt et al., 1995; Rice-Evans
et al., 1996; Noorozi et al. 1998).

 Embora o mecanismo de ação antioxidante dos
flavonóides não esteja totalmente esclarecido e possa
variar de acordo com a estrutura química do composto
(Yuting et al., 1990; Guo et al., 1999), de modo geral, os
flavonóides são capazes de doar hidrogênio para os radi-
cais livres, estabilizando-os e impedindo o estresse
oxidativo capaz de gerar danos tissulares ou morte celular
(Chen et al., 1990; Saija, 1995; Jovanovic et al., 1998).
Além disso, alguns flavonóides podem complexar-se com
metais, tais como o Fe3+ e o Cu2+, evitando/diminuindo a
geração de radicais hidroxila pela reação de Haber-Weiss/
Fenton (Halliwell, Gutteridge, 2000). Considerando que a
geração de radicais semiquinonas e quinonas pela
apomorfina é mediada por metais de transição
(Kalyanaraman et al., 1985; Miller et al., 1990), é possí-
vel que a capacidade quelante dos flavonóides tenha con-
tribuído para sua atividade antioxidante.

O ácido L-ascórbico, que não foi capaz de evitar os
efeitos citotóxicos gerados pela apomorfina, embora des-
crito como um bom antioxidante in vitro, apresenta um
papel controverso in vivo (Aragon, Tessier, 2003), o qual
vem sendo atribuído a sua possível atividade pró-oxidante
(Rietjens et al., 2002; Quiles et al., 2002). Estudos adici-
onais são necessários para esclarecer completamente os
mecanismos oxidante/antioxidante deste composto.

Embora estudos em células de mamíferos tenham
mostrado a existência de sinergismo entre as vitaminas C
e E (Liu et al., 1998), os ensaios em levedura realizados
neste trabalho não comprovaram este fato. Deve ser sa-
lientado, no entanto, que a determinação da capacidade
antioxidante de um composto depende de vários fatores,
como por exemplo, do tipo de teste utilizado, do agente
estressor escolhido e das condições de solubilidade do
meio, entre outros.

Os hábitos alimentares da população brasileira são
bastante diversificados. No entanto, de modo geral, a
ingestão diária de flavonóides (cerca de 23 mg/dia) exce-
de àquela de outros antioxidantes como a de β-caroteno (2-
3 mg/dia) e vitamina E (7-10 mg/dia) (Herrmann, 2002).

Assim sendo, os flavonóides representam uma contribui-
ção importante ao potencial antioxidante da dieta. Estudos
epidemiológicos mostraram relação entre o consumo de
frutas e verduras e a proteção contra vários tipos de cân-
cer (Zeiger, 1991; Block, 1992) doenças isquêmicas
(Gramezzi et al, 1990) e diabetes (Colditz, 1992). Embo-
ra outros estudos sejam necessários, principalmente acer-
ca do mecanismo de ação, absorção, metabolização,
excreção e toxicidade, os dados obtidos neste trabalho
reforçam a importância dos flavonóides como
antioxidantes, tanto em dietas como em terapias de
suplementação antioxidante.

ABSTRACT

Evaluation of compounds with antioxidant activity
in Saccharomyces cerevisiae yeast cells

Antioxidants are compounds that remove free-radicals
or minimize their availability to generate oxidative
stress. There are many methods to determine
antioxidant capacity, but microbiological assays, using
mainly eukaryotic cells, have shown similar results to
man. The purpose of this work was to evaluate, through
biological tests, the antioxidant capacity of L- ascorbic
acid, vitamin E (α-tocopherol) and the flavonoids
hesperidin, naringin, naringenin, quercetin, rutin and
sukuranetin. The study was carried out on eukaryotic
cells of the yeast Saccharomyces cerevisiae treated with
the above mentioned antioxidants in the presence of the
stressing agent apomorphine. The results obtained
showed that rutin, hesperidin, sakuranetin, quercetin
and naringin were the most effective/potent antioxidant
compounds followed by naringenin and α-tocopherol.
Vitamin C and a mixture of vitamins C and E did not
show antioxidant activity against apomorphine in the
performed conditions of this work.

UNITERMS: Saccharomyces cerevisiae. Antioxidants.
Flavonoids. Vitamins. Apomorphine.
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