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RESUMO

GALATO, DAYANI. Correlagao entre os dados eletroquimicos, fotométricos e de
calculos tedricos obtidos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
compostos fendlicos. Floriandpolis, 2004. 109p. Tese de Doutorado em Quimica —

Programa de Pés-Graduagdo em Quimica. Universidade Federal de Santa Catarina.

Orientador: Prof. Dr. Almir Spinelli
Defesa: 18 de outubro de 2004

Este trabalho teve como objetivo realizar a correlagdo entre os resultados obtidos
por diferentes técnicas utilizadas para avaliar a atividade antioxidante de compostos
fendlicos. As técnicas empregadas para a obtengao dos dados experimentais in vitro
foram: inibigdo da reduc&o do azul de tetrazolium (NBT), potenciometria, voltametria
e determinagdo do consumo de oxigénio. Para determinar os parametros fisico-
quimicos, foram adotados calculos tedricos semi-empiricos. Os compostos avaliados
neste trabalho foram o acido benzéico - BEN (e seus derivados: acido galico - GAL,
acido gentisico - GEN, acido protocatéquico - PRO, acido vanilico - VAN e galato de
metila - GALme) e o acido cindmico - CIN (e seus derivados: acido ferulico - FER,
acido cafeico - CAF, acido clorogénico - CLO, acido cumarico - CUM e resveratrol -
RES). Entre os compostos avaliados, os que apresentaram maior capacidade de
estabilizar o radical anion superoxido (INIxgt) foram: CAF e CLO entre os derivados
do acido cinamico; GAL e GALme, entre os derivados do acido benzéico. Avaliando-
se os voltamogramas obtidos, observou-se que os compostos que ndo possuem
hidroxilas fendlicas (BEN e CIN) ndo apresentaram correntes de oxidagao, sendo,
portanto, inertes nas condigdes estudadas. Avaliando-se os valores de potencial de
pico anddico, observou-se os menores potenciais para o CAF, CLO, GAL e GALme.
Portanto, estes compostos sdo os que apresentam maior possibilidade de se oxidar.
Os maiores saltos potenciométricos e os maiores consumos de oxigénio também
foram obtidos para os mesmos compostos (CAF, CLO, GAL e GALme). Comparando
a ordem relativa dos valores das técnicas experimentais, observou-se que a melhor
correlacdo foi obtida para os resultados das técnicas eletroquimicas de
potenciometria e voltametria (R?=0,8993), seguida da correlacéo entre os resultados
de INIygr e potenciometria (R?=0,7916) e entre os resultados de INIygr com
voltametria (R?=0,6636). Avaliando-se a estrutura quimica dos compostos
estudados, observou-se que as maiores atividades foram obtidas para os compostos
que possuem hidroxilas fendlicas, sendo que, quanto maior o seu numero, maior o
potencial antioxidante. Comparando os resultados obtidos para os derivados do
acido benzdico e os derivados do &acido cindmico, observa-se que 0O grupo
propendico propiciou maior poder antioxidante, por aumentar a possibilidade de
estabilizacdo do elétron desemparelhado em sua estrutura quimica. A partir dos
calculos tedricos, foi possivel obter parametros que estdo correlacionados com a



atividade antioxidante. Entre os parametros calculados, os mais adequados foram: o
Log P, que se correlacionou significativamente com o numero de hidroxilas fendlicas
(R2=-0,6771) e podem ser utilizados para prever os resultados de potenciometria e
de consumo de oxigénio; e a Energia de Dissociac&o da ligagdo O-H calculada para
a molécula ionizada para prever os resultados de INIygT. O Potencial de lonizagao e
a Energia de Ativacdo nao foram considerados adequados para prever a atividade
antioxidante. Este trabalho demonstrou que dados experimentais in vitro obtidos
através de técnicas eletroquimicas e fotométricas, bem como calculos tedricos de
Log P e de Energia de Dissociagao da ligagdao O-H, podem ser empregados para
prever a atividade antioxidante de compostos fendlicos.

Palavras chave: Antioxidantes, compostos fendlicos, eletroquimica, fotometria,

calculos tedricos semi-empiricos.

Areas de atuacgao: eletroquimica, quimica teérica.



ABSTRACT

GALATO, DAYANI. Correlation of electrochemical and photometric data and
theoretical calculation obtained for in vitro antioxidant activity assessment of
phenolic compounds. Florianopolis, 2004. 109p. Doctoral thesis in Chemistry —
Post-graduation program in Chemistry. Federal University of Santa Catarina.

Tutor: Almir Spinelli, Dr.

Date: October 18 2004

The aim of this work was to correlate the results obtained by different techniques
used to evaluate anti-oxidizing activity. The techniques employed to obtain in vitro
experimental data were: inhibition of reduction of nitro blue tetrazolium (NBT),
potentiometry, voltammetry and determination of oxygen consumption. In order to
establish physical-chemical parameters, semi-empirical theoretical calculation was
adopted. The compounds evaluated in this study were those derived from benzoic
acid (gallic acid — GAL, gentisic acid — GEN, protocatechinic acid — PRO, vannillic
acid — VAN, benzoic acid — BEN and methyl gallate — GALme), and from cinamic acid
(ferulic acid — FER, cafeic acid — CAF, chlorogenic acid — CLO, cumaric acid — CUM,
cinamic acid — CIN and resveratrol — RES). Among the compounds assessed the
ones most capable of stabilizing the superoxide anion radical (INI.y) were: CAF and
CLO among those derived from cinamic acid; GAL and GALme among benzoic acid
derivates. By assessing voltammograms obtained it was observed that compounds
that do not possess phenolic hidroxilas (BEN and CIN) did not present waves of
oxidation, being therefore, inert under the conditions of the study. From voltammetry
the lowest anodic peak potential values were found for CAF, CLO, GAL and GALme.
Thus, such compounds are the most likely to oxidize. The greatest potentiometric
steps, as well as the highest oxygen consumption were also obtained for the same
compounds. By correlating experimental techniques, it was observed that the best
correlation is obtained for results of electrochemical techniques, namely
potentiometry and voltammetry (R?=0,8993), followed by correlating of INI and
potentiometry results (R?=0,7916) and of INInbt and voltamemtry results
(R?=0,6636). By evaluating the chemical structure of the compounds studied, it was
observed that the best results are obtained with compounds that possess phenolic
hydroxyls, and that the greater their number, the highest the anti-oxidizing potential.
Comparing results from benzoic acid and cinamic acid derivates, it was also
observed that the propenoic group enables greater anti-oxidizing power, since it
increases the possibility of stabilization of the non-paired electron within its chemical
structure. Based on theoretical calculations, it was possible to obtain parameters that
correlate with anti-oxidizing activity. The parameters considered most adequate were:
Log P, which correlates significantly with the number of phenolic hydroxyls

=0,6771) and can be used to predict the results of potentiometry and oxygen
consumptlon and Bond Dissotiation Energy of the O-H calculated for the ionized
molecule to predict results of INl,:. The ionizing Potential and Activation Energy were
not considered adequate to predict anti-oxidant activity. This work demonstrated that
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in vitro experimental data obtained by means of electrochemical and photometrical
techniques, as well as theoretical calculation of Log P and of the Dissociation Energy
of the O-H bond can be employed to predict anti-oxidant activity of phenolic
compounds.

Keywords: Anti-oxidants, phenolic compounds, electrochemistry, photometry, semi-

empirical theoretical calculation

Area of Actuation: electrochemistry, theoretical chemistry
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1 INTRODUGAO

A atividade antioxidante tem gerado nas ultimas duas décadas interesse por
parte dos pesquisadores. Descobrir novos compostos com potencial antioxidante,
alimentos que podem proporcionar esta atividade e, principalmente, desenvolver
técnicas in vitro que possuam a capacidade de avaliar com precisao esta atividade
,{ém sido o objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa.

Este trabalho dedica-se a determinacdo de diversos parametros
experimentais e tedricos que podem descrever a atividade antioxidante de
compostos fendlicos e, na sequéncia, ao estudo das correlagdes entre os dados
obtidos pelas diferentes técnicas. As técnicas empregadas para a obtencdo dos
dados experimentais in vitro foram a inibicdo da reducdo do NBT (fotometria),
potenciometria, voltametria e determinagdo do consumo de oxigénio. Para
determinar os parametros fisico-quimicos, foram adotados calculos teéricos semi-
empiricos.

Inicialmente, no capitulo 2, sera apresentada uma rapida revisdo sobre as
espécies reativas de oxigénio de importancia biolégica, compostos antioxidantes e
sobre as técnicas utilizadas para avaliar a atividade antioxidante. No capitulo 3 seréo
apresentados os objetivos deste trabalho seguidos da metodologia proposta
(capitulo 4).

No quinto capitulo serdo apresentados os resultados juntamente com a
discussdo. E importante salientar que, para facilitar a compreensao, este capitulo
esta subdividido em trés partes, sendo elas: resultados experimentais, relagao entre
a estrutura quimica e a atividade antioxidante e calculos teéricos com as equacodes

de regresséo.
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Por ultimo, serdao apresentadas as consideracdes finais e as perspectivas
para futuros trabalhos, seguidas das referéncias bibliograficas adotadas neste

trabalho e de anexos contendo inclusive duas publicacdes decorrentes do mesmo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Conceitos

As espécies reativas de oxigénio (EROs) s&do representadas por radicais livres
como o anion radical superéxido (O27), o radical hidroxila (OH) (SOUTHORN;
POWIS, 1988) e por outras espécies n&o radicalares, tais como, o peroxido de
hidrogénio (H20,) e o acido hipocloroso (HCIO) (HALLIWEL, 1995a). Radical livre &
uma molécula ou fragmento molecular contendo um ou mais elétrons
desemparelhados. Este elétron confere a molécula propriedades especiais.
Quimicamente, esta valéncia livre torna a molécula extremamente reativa e,
fisicamente, este elétron desemparelhnado torna a molécula paramagnética
(momento magnético) (SOUTHORN; POWIS, 1988; HALLIWELL, 1984,

HOLMBERG, 1984).

Os metais de transicdo como o ferro e o cobre, que frequentemente
apresentam elétrons desemparelhados, séo excelentes catalisadores da redugao do
oxigénio (CADENAS, 1989). Desta forma, os metais de transi¢gdo estdo envolvidos
em processos oxidativos como a peroxidacgao lipidica (ARUOMA, 2003; HALLIWELL,
1991).

A formacao de EROs em sistemas bioldgicos esta relacionada com processos
fisiologicos (como a respiragcéo e outros sistemas enzimaticos extra-mitocondriais) e
ao metabolismo de xenobioticos. Oxidantes exdgenos como a fumaga de cigarro,
pesticidas, drogas, alta pressao de oxigénio e irradiagao induzem a formagéo destas
espécies (SCHWEDHELM et al., 2003; GATE et al., 1999; JACOB; BURRI, 1996;

RICE-EVANS; DIPLOCK, 1993). Estas EROs geralmente promovem processos
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oxidativos danosos em moléculas biolégicas. Em sistemas bioldgicos, os substratos
oxidaveis sao representados por proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos
(ARUOMA, 2003; ALLISON, 1997; JACOB; BURRI, 1996).

Para se contrapor a produgcdo de EROs, os sistemas bioldgicos
desenvolveram sistemas antioxidantes. Os antioxidantes sao substancias que
,quando presentes em baixas concentracdes comparadas com os substratos
oxidaveis, previnem a oxidagao destes (ARUOMA, 2003; HALLIWEL, 1995a). Os
sistemas antioxidantes sao representados por dois grupos distintos: os enzimaticos,
como a enzima superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase
(GPx) (SCHWEDHELM et al., 2003; SHOHAMI et al., 1997); e os antioxidantes de
baixo peso molecular, como a glutationa, o acido ascoérbico e os tocoferois
(SCHWEDHELM et al., 2003; SIMIC; JAVANOVIC, 1989). A Figura 1 apresenta um
modelo de formagéo e eliminagcdo de espécies reativas de oxigénio. Neste modelo
estao envolvidos antioxidantes de baixo peso molecular e antioxidantes enzimaticos.

Quando a formacdo de EROs supera as defesas enddgenas (estresse
oxidativo) podem ocorrer danos, muitas vezes irrecuperaveis, ao organismo. Nesta
situacdo muitos processos patoldgicos poderédo ser desenvolvidos, como: processos
inflamatdrios, danos em 6érgaos transplantados, cancer, doengas degenerativas do
sistema cardiovascular e neuroldgico e o proprio envelhecimento (AMAROWICZ et
al., 2004; ARUOMA, 2003; SCHWEDHELM et al., 2003; ARUOMA, 1999;
SAKAGAMI et al., 1999; STAHELIN, 1999; ALLISON, 1997; KONO et al., 1997;
RICE-EVANS; MILLER, 1996; SALAH et al., 1995; RICE-EVANS; DUPLOCK, 1993;

CADENAS, 1989; SIMIC; JAVANOVIC, 1989; SOUTHORN; POWIS, 1988).
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Figura 1. Modelo de formacao e de eliminagao de espécies reativas de oxigénio

em sistemas biolégicos (adaptado de REMACLE et al., 1992) Legenda: O, - Oxigénio;
O," - anion radical superéxido; H,O, — perdxido de hidrogénio; SOD — Superéxido dismutase; GPX —
Glutationa peroxidase; GSH — Glutationa reduzida; GSSG — Glutationa oxidada; NADPH — fosfato de
nicotina diamina reduzida; NADP" - fosfato de nicotina diamina oxidada; RH — biomolécula; R —
espécie radicalar formada a partir de uma biomolécula; ROO" — Espécie radicalar formada a partir da
oxidagdo uma biomolécula; ROOH — Produto da oxidagdo de uma biomolécula; ROH — produto da
reducao do ROOH.

A associagdo sinérgicade antioxidantes € muito comum em sistemas
biolégicos e € responsavel pela atividade antioxidante de muitas moléculas
enddgenas ou exogenas. Um exemplo classico de associagdo de antioxidantes €&
representado pelo acido ascoérbico e pelo a-tocoferol em sistemas biolégicos na

interrupcédo da peroxidacéo lipidica (Figura 2) (ARUOMA, 2003; SCHWEDHELM et
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al., 2003; BUETTNER, 1993). A peroxidacgao lipidica é iniciada pelo ataque de uma
espécie radicalar ou um metal de transicdo na insaturagao da cadeia hidrofébica da
membrana celular. Uma vez atacada, esta porcdo aumenta sua polaridade e é
deslocada para a porcao hidrofilica da membrana, iniciando a peroxidagao lipidica.
O a-tocoferol (antioxidante lipossoluvel) é responsavel pela reparagdo do radical
formado absorvendo o elétron desemparelhado e estabilizando o processo de
peroxidagao lipidica iniciado. Por sua vez, o radical formado no tocoferol (o-
tocoferoxil €& estabilizado pelo &cido ascorbico (antioxidante hidrossoluvel),
representando, desta forma, a associagao de dois antioxidantes (SCHWEDHELM et
al., 2003; BUETTNER, 1993; HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

A ocorréncia da peroxidagao lipidica causa danos muito sérios as membranas
celulares podendo, inclusive, levar a lise celular. Geralmente os danos nestas
membranas alteram a fungao, fluidez, permeabilidade e muitas vezes até mesmo a

atividade de biorreceptores localizados na sua estrutura (BUETTNER, 1993).

Figura 2. Peroxidagdo lipidica da membrana celular (adaptado de Buettner, 1993) Legenda:
X- espécie radicalar; AscH — acido ascorbico; Asc™ - radical ascorbato; GPx — Glutationa peroxidase;
PLA, — Fosfolipase A,; FA-Coa — acil graxo Coenzima A; PH-GPx — Glutationa Peroxidase
hidroperoxido.
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Pelo fato de muitas doencas estarem relacionadas a superacdo das defesas
antioxidantes endogenas (estresse oxidativo), torna-se extremamente importante
avaliar a atividade antioxidante de compostos exdgenos para utiliza-los como
profilaticos destas patologias (AMAROWICZ et al., 2004). Entre os exemplos
,podemos citar o “Paradoxo Francés”. A Franga é um pais cuja populagdo possui
habitos prejudiciais a saude como fumo, bebida e alimentagdo gordurosa em
excesso. Por estes habitos, era de se esperar que a populagdo apresentasse uma
alta incidéncia de doengas cardiacas (relacionadas ao estresse oxidativo), contudo,
isto ndo é observado. Muitos cientistas explicam este paradoxo em virtude da alta
ingestao de vinho tinto, rico em compostos fendlicos, os quais sado descritos como

antioxidantes naturais (JACOB; BURRI, 1996; RENAUD; LORGERIL, 1992).

2.1 Antioxidantes naturais

O poder antioxidante de muitas frutas, verduras, legumes e graos tem sido
atribuido a presencga de carotendides, tocoferois e acido ascorbico (SOFFERS et al.,
1999). Porém, existe uma série de substancias, tais como, os flavondides (grupo
mais representativo) com mais de 4000 compostos ja descrito (WILHELM FILHO et
al., 2001), além dos os fenilproprandides (derivados do acido cinamico), os taninos e
os acidos fendlicos (derivados do acido benzdico) que apresentam atividade
antioxidante comprovada (Figura 3) (BORS; MICHEL, 2002; PIETTA, 2000; COS et
al., 1998; HARGERMAN et al., 1998; CATAPANO, 1997; KONO et al., 1997; RICE-
EVANS; MILLER, 1996; BORS et al, 1995; CASTELLUCCIO et al., 1995;

JAVANOVIC et al., 1994). Estes compostos estdo também presentes nos vinhos,
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especialmente nos tintos ndo envelhecidos (ALONSO et al., 2002; FREMONT et al.,

1999; KERRY; ABBEY, 1997).

COOCH
COOH Pz
HO OH oH
OH o
OH O
Acido Galico Quercetina ~ Acido cafeico
(acido fendlico) (flavondide) (acido fenilpropenoico)

Figura 3. Estrutura quimica de alguns antioxidantes naturais

A atividade antioxidante destas substéncias pode ser justificada pela
capacidade de estabilizar elétrons desemparelhados, por doar elétrons ou protons,
por formar quelatos com metais de transicdo e pela associagdo com outros
antioxidantes (COS et al., 1998; RICE-EVANS; MILLER, 1996).

A Figura 4 mostra a estrutura genérica de um flavondide. Os substituintes
sdo, na grande maioria das vezes, representados por hidroxilas (OH), hidrogénios
(H), acucares (glicose, xilose raminose e rutinose) e éteres (OCHj). A atividade
antioxidante esta diretamente ligada a capacidade destas estruturas de estabilizar
elétrons desemparelhados e de complexar metais de transicao (Figura 5). Isto é
possivel principalmente por apresentarem hidroxilas vizinhas, ou seja, presenca de
orto-hidroxilas (PIETTA, 2000; HAGERMAN et al., 1998; CASTELLUCCIO et al.,

1995).
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Figura 4. Nucleo fundamental dos flavonoéides e sua numeracgio (SIMOES et al.,

1999).

Figura 5. Possibilidade de complexacdo dos flavondides com metais de

transicao (HAGERMAN et al., 1998).

Outros autores como Satoh e Sakagami (1996) sugerem que variaveis como
peso molecular, grupos funcionais e presenga de polissacarideos também estao

diretamente relacionadas a atividade antioxidante.
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2.3 Técnicas para avaliar a atividade antioxidante in vitro

Existem muitas maneiras de estudar radicais livres, mas todas apresentam o
mesmo problema relacionado com a alta reatividade do analito, representada pelo
pequeno tempo de meia vida e pela pouca distancia de migracdo destes radicais.
Isto torna a quantificagdo dos radicais livres muito dificii (PUNCHARD; KELLY,
1996). A Figura 6 apresenta as formas pelas quais pode-se avaliar as EROs e os

compostos com potencial atividade antioxidante in vitro.

Formacéo
-Reacéo de E P R

Haber-Weiss

- Reagéo de Fenton -

- lons metélicos /

- Sistema ' EROs

metassulfato /
de fenazina/NADH |

- Xantina/Xantina \
Oxidase

f—>
l

Moléculas alvo

- Azul de tetrazolium (NBT)
- Célculos tedricos de )
parametros fisico- | - Citocromo C

quimicos (QSAR)

- Proteinas

- Lipidios
- Quantificagdo e identificagcéo
- DNA
- Voltametria
- Agucares (desoxirribose)

- Consumo de oxigénio

- Potenciometria A

- Caracteristicas estruturais \

- Fluorescéncia

- Espectroscopia UV/Vis
- CLAE
- CG/MS

Figura 6 . Avaliagao da atividade antioxidante in vitro. Legenda: > Seqléncia de

eventos oxidantes; - - - - formas de avaliagdo da atividade; X formas de interromper o processo

oxidante.
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As EROs podem ser formadas na cadeia respiratéria mitocondrial e ainda in
vivo ou in vitro através da oxidagcdo da xantina catalisada pela enzima xantina
oxidase. Nesta reacdo, o oxigénio atua como aceptor de elétrons formando o anion
radical superoxido (RICE-EVANS et al., 1991; HALLIWELL, 1995b). Outra forma de
obter EROs, é através de metais de transi¢ao, principalmente cobre e ferro. Como
exemplos classicos tem-se a inicializagcdo da peroxidagao lipidica e a reagao de
Fenton (ARUOMA, 1994; HALLIWELL, 1995b; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1991) e
a reagdo de Haber-Weiss (FERREIRA; FERREIRA, 1997; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1991).

As EROs podem ser avaliadas direta ou indiretamente. Diretamente os
radicais podem ser avaliados através da avaliagdo da estrutura radicalar por
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR), e indiretamente as Eros podem ser
avaliadas através da acgao enzimatica especifica e pela medida dos efeitos causados
sobre as moléculas alvo (Figura 6).

Como apresentado na Figura 6, os antioxidantes podem ser avaliados através
de suas caracteristicas estruturais, eletroquimicas e através de seus parametros
fisico-quimicos (obtidos experimentalmente ou por calculos tedricos). A atividade
antioxidante de uma amostra pode, também, ser avaliada pela identificacdo e
quantificagcdo dos compostos antioxidantes presentes, como, por exemplo,
compostos fendlicos (ALONSO et al., 2002). Nestas situacdes a producao de EROs
no sistema n&o é necessaria.

A EPR é uma técnica espectroscopica utilizada para estudar moléculas que
apresentem elétrons desemparelhados. Portanto, pode ser empregada para se
estudar EROs e compostos organicos radicalares (antioxidantes que estabilizaram

elétrons desemparelhados) (MANSON, 1996; RICE-EVANS et al., 1991; BUNCE,
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1987). Espectros obtidos por EPR permitem identificar radicais formados in vitro
(ACKER et al., 1996) e in vivo (MASON, 1996).

Através de medidas de EPR, Metodiewa e colaboradores (1999)
determinaram a atividade citotdxica da quercetina, comprovando que a espécie
radicalar formada é estavel e pode causar danos aos sistemas biolégicos. Outro
trabalho aplicando esta técnica foi apresentado por Gardner e colaboradores (1999),
que avaliaram a capacidade antioxidante de vinhos tintos através da determinagao
da sua composi¢gao quimica, com posterior avaliacdo das espécies radicalares
formadas pelos componentes fendlicos isolados. Este trabalho demonstrou a
aplicacao desta técnica na distincdo de amostras complexas com potencial
antioxidante.

Outras técnicas também tém sido aplicadas na avaliagcdo da atividade
antioxidante. Uma delas foi desenvolvida recentemente, e consiste em um sensor
contendo a enzima superoéxido dismutase para quantificar o anion radical superéxido
produzido pela reagcdo da xantina-xantina oxidase na presenca de compostos com
potencial antioxidante. Este método tem sido utilizado para avaliar a atividade
antioxidante de amostras vegetais (CAMPANELLA et al., 2003).

Por outro lado, algumas técnicas adotam a quantificacdo de danos causados
em moléculas-alvo pelas EROs para avaliar o potencial antioxidante. Geralmente
estas moléculas alvo sao representadas por biomoléculas, no entanto, em estudos in
vitro, tém sido adotado outros compostos sintéticos como o azul de tetrazolium
(NBT) e do Citocromo ¢ (HALLIWELL, 1995b; RICE-EVANS et al., 1991).

Um exemplo de biomolécula utilizada na avaliagao da atividade antioxidante é
a desoxirribose. Trata-se de um acgucar bastante abundante no organismo, podendo

ser encontrado na forma isolada ou ligada as bases nitrogenadas do acido desoxi-
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ribonucleico (DNA). Quando atacadas por EROs, as bases nitrogenadas formam
como produto de decomposicdo o malondialdeido, que complexado com o acido
tiobarbiturico (TBA), forma um aducto colorido quantificado por fluorescéncia no
comprimento de onda de 553 nm, ou por espectroscopia, na regiao do visivel
(fotometria) em 532 nm (HALLIWELL, 1995b; ARUOMA, 1994; HALLIWELL, 1991).

O malondialdeido também é um dos produtos majoritarios da degradagao de
lipidios, podendo, portanto, ser também avaliado através da complexacdo com o
acido tiobarbitdrico (PUNCHARD; KELLY, 1996; HALLIWELL, 1995b; HALLIWELL;
CHIRICO, 1993; RICE-EVANS et al., 1991). A peroxidagao lipidica pode ainda ser
avaliada pela formacdo de dienos conjugados por espectroscopia na regiao do
ultravioleta (230-235 nm) (HALLIWELL, 1995b; HALLIWELL; CHIRICO, 1993; RICE-
EVANS et al.,, 1991), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo por ultravioleta e por cromatografia gasosa com detecgdo por
espectroscopia de massa (CG/MS) (PUNCHARD; KELLY, 1996).

Durante a peroxidacao lipidica sdo formados produtos que podem emitir
fluorescéncia, portanto, a técnica de fluorescéncia pode ser aplicada para monitorar
este processo oxidativo. Este monitoramento pode ser realizado de forma direta
sobre os lipidios ou, como é mais usual, de forma indireta utilizando-se o luminal,
que, por ser oxidado por espécies radicalares (formadas durante a peroxidagao)
emite fluorescéncia (IULIANO et al., 2000; FREMONT et al., 1999; PRIOR; CAO,
1999; FANTOZZI et al., 1998; NAGUIB, 1998), ou com o &cido tiobarbiturico, como
citado anteriormente.

Muitas outras técnicas sao citadas na literatura para estudar EROs e avaliar a
atividade antioxidante. Podem ser destacadas as reacbes que envolvem enzimas

como a superéxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase, como também
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outras técnicas instrumentais como a de radidlise de pulso (PUNCHARD; KELLY,
1996; HALLIWELL, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE,1991) e muitas outras que
nao coube aqui citar.

E importante salientar que as técnicas in vitro sdo extremamente importantes
para a avaliacao da atividade antioxidante, porém apresentam limitacbes quando é
necessario extrapolar os resultados para ensaios in vivo. Isto ocorre devido a
complexidade dos sistemas bioldgicos e pela falta de padronizagdo das condi¢des
de analise adotadas in vitro com as obtidas in vivo, como por exemplo, a

temperatura e o pH dos ensaios (ARUOMA, 2003).

2.4 Fundamentos das técnicas adotadas neste trabalho

2.4.1 Técnicas eletroquimicas

Pelo fato dos processos envolvendo formacao e eliminagcado de radicais livres
estarem relacionados a reagdes de oxi-reducdo, trabalhos recentes tém
caracterizado a atividade antioxidante de certas substancias por métodos
eletroquimicos. Um bom antioxidante deve oxidar-se facilmente, prevenindo a
oxidagado de outras moléculas. Baseando-se nisso, o potencial de meia onda (E 2)
ou o potencial de pico anddico (Epa) podem ser utilizados como um parédmetro para
medir a atividade antioxidante. Para tanto, técnicas como voltametria ciclica,
voltametria hidrodinamica e voltametria de pulso diferencial tém sido utilizadas
(GALATO et al., 2001; GUNCKEL et al., 1998; RICE-EVANS et al., 1997; RAPTA et

al., 1995).
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2.4.1.1 Voltametria ciclica

Normalmente, os estudos de mecanismos de reacdes de oxi-reducido sio
realizados através de métodos voltamétricos, em especial a voltametria ciclica.
Neste caso, 0s processos anddicos sao considerados os mais importantes, pois séo
similares aos processos transcorridos em meio fisiolégico (RICE-EVANS et al., 1991;
HALLIWELL, 1995b).

A técnica de voltametria ciclica baseia-se em registrar a corrente que surge
num eletrodo (eletrodo de trabalho) imerso na solugéo de interesse, quando este é
submetido a uma variagao continua e ciclica de potencial (BARD; FAULKNER,
1980).

O potencial aplicado no eletrodo de trabalho € monitorado pelo eletrodo de
referéncia e a reagdo complementar ocorre no contra-eletrodo. Na Figura 7 é
apresentado o0 programa de potencial empregado para a obtengdo de

voltamogramas ciclicos.
Ei = Ef

E (mV)

Ei Ef

t(s)
Figura 7: Variacao ciclica de potencial sob a forma de onda triangular. Legenda:

E — potencial; Ei — Potencial inicial; Ef — Potencial final; t — Tempo.

A inclinagao da curva potencial (E) contra tempo (t) fornece a velocidade de

variagcao de potencial em mV/s (SKOOG; LEARY, 1998). Esta variacao de potencial
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gera, assim, o voltamograma ciclico que consiste em um diagrama do tipo corrente

versus potencial (Figura 8).

O sinal que interessa para a identificagdo da amostra € o valor de potencial de
pico (Ep); ja o valor de corrente de pico (ip) € proporcional & concentragdo (C) do
composto no meio, sendo esta relacdo descrita pela equacdo de Randles-Sevcik

(SKOOG; LEARY, 1998; OLDHAN; MYLAND, 1994).
i»y=0,4463nFAC(hFvD/RT)" (1)

Onde, n € o numero de elétrons envolvidos na reacdo, v a velocidade de
variagcao de potencial (V / s), F a constante de Faraday (96485 C / mol), A é a area
do eletrodo (cm?), R a constante universal dos gases (8,314 J / mol K), T a
temperatura absoluta (K), e D o coeficiente de difusdo do analito (cm?/ s). Quando a
temperatura adotada é 25 °C (298,15 K), a equacao de Randles-Sevcik pode ser

escrita de forma mais concisa.

i, = (2,687x10°) n*? V2 D2 A C (2)
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Figura 8. Voltamograma ciclico tipico de uma reagao de oxi-redugao (processo
reversivel) Legenda: Epa — Potencial de pico anddico, Epc — Potencial de pico catodico, ipa —

Corrente de pico anddica e ipc — Corrente de pico catodica.

A corrente de interesse é conhecida como corrente de difusdo ou faradaica.
E interessante notar que na voltametria ciclica, o Unico mecanismo de transporte
deve ser a difusdo. Existem, no entanto, outras correntes que devem ser evitadas,
como é o caso das correntes nao faradaicas. A primeira € causada pelo movimento
de particulas carregadas, ions, sob agdo de um campo elétrico (amenizada na
presenca de um eletrdlito de suporte). A corrente de convecgdo, no entanto, é

gerada pelo movimento de camadas de material em uma solugcdo sob agitagao
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mecanica. Para eliminar o transporte por convecg¢ao, simplesmente mantém-se a
solugdo em repouso, sem agitacdo mecanica (SKOOG; LEARY, 1998; OLDHAN;
MYLAND, 1994).
O processo de oxidagao (ou de redugao) da espécie eletroativa na superficie
do eletrodo pode ainda ser influenciado pelo fendmeno da adsorgdo. Este
geralmente torna as reagdes eletroquimicas mais complexas. Tanto a espécie inicial
quanto o produto podem ser adsorvidos em diversos graus de intensidade de acordo
com a isoterma de adsorgédo. Em alguns casos, o eletrodo é recoberto por adsorgéo
com algum material que, tanto pode facilitar o processo de transferéncia de carga
,como impedi-lo completamente (SKOOG; LEARY, 1998).
A corrente resultante da variacdo de potencial depende, além do transporte
de massa, da velocidade com que os elétrons sdo transferidos do eletrodo para a
solugdo ou vice-versa. Este processo € chamado de transferéncia de carga.
Podemos distinguir trés processos de transferéncia de carga no eletrodo (SKOOG;
LEARY, 1998; OLDHAN; MYLAND, 1994):
= Processos reversiveis: sao processos que ocorrem com uma velocidade
suficientemente rapida em ambos os sentidos, de modo a estabelecer um
equilibrio entre a espécie oxidada e reduzida na superficie do eletrodo;

» Processos irreversiveis: sdo processos cuja velocidade de transferéncia de carga
é lenta. A reacao ocorre em um potencial muito afastado do potencial padrao.

= Processos quase reversiveis: sao aqueles que ocorrem em sistemas onde a
velocidade de reacdo depende tanto da transferéncia de carga como do

mecanismo de difusdo.
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A voltametria tem sido aplicada na avaliacdo da atividade antioxidante,
principalmente na aplicagdo do potencial de meia onda e do potencial de pico
anodico, ambos parametros obtidos através da andlise do voltamograma ciclico
contendo correntes de oxidacdo do composto avaliado. Além da aplicacido na
avaliacao do potencial relacionado ao poder antioxidante, outros estudos utilizaram a
voltametria para determinar a identidade e quantidade de compostos com atividade
antioxidante: em éleos (CEBALLOS; FERNANDEZ, 1995), em alimentos (FUENTE
et al., 1997; AGUi et al., 1995), no sangue (CHEVION et al., 2000; SHAPOVAL et al.,

1998; CHEVION et al., 1997) e no cérebro (SHOHAMI et al., 1997).

2.4.1.2 Potenciometria

A potenciometria esta fundamentada na medida da diferenca de potencial
(ddp) entre os eletrodos de uma célula eletroquimica (SKOOG; LEARY, 1998). Esta
ddp indica o comportamento redox de determinada substancia, implicando na
avaliagao da sua atividade antioxidante (SAKAGAMI; SATOH, 1997).

Para se determinar o comportamento redox utilizam-se eletrodos indicadores
de reacbes de oxi-redugao que geralmente sdo formados de metais inertes como a
platina, o ouro e o paladio (SKOOG; LEARY, 1998). A equacdo de Nernst
apresentada abaixo relaciona o potencial do eletrodo com a concentracdo das

espécies oxidadas e reduzidas presentes na interface eletrodo/solucao:

E ind = E° = (RT/nF) . In ( [red] /[oxi]) (3)
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Onde, Eing € 0 potencial do eletrodo indicador, E° o potencial formal da semi-
reacao, R a constante universal dos gases, T a temperatura absoluta, n o numero de
elétrons envolvidos, F a constante de Faraday, [red] a concentracdo da espécie
reduzida, e [oxi] a concentracdo da espécie oxidada. Substituindo-se as constantes
pelos seus valores numéricos (citados na secdo 2.4.1.1) e levando-se em

consideracgao a forga ibnica do sistema, a equagao toma a forma:

Eind = E° - (0,0592/n) .Log (area/ @ox)  (4)

2.4.1.3 Determinacao de oxigénio — Eletrodo de Clark

Existem varias maneiras de se determinar o oxigénio dissolvido em solugao.
Uma das mais comuns é aquela realizada pelo eletrodo de Clark (SKOOG et al.,
1998). A célula eletroquimica consiste de um eletrodo de trabalho (catodo) de platina
(SKOOG et al., 1998; SAWYER et al., 1995) ou ouro (SAWYER et al., 1995) e um
eletrodo de referéncia (dnodo) de Ag/AgCl (SKOOG et al.,, 1998; SAWYER et al.,
1995).

Para determinar o teor de oxigénio do meio, € necessario que este gas
permeie a membrana de polietiieno ou teflon e difunda-se na fina camada de
eletrdlito subjacente ao catodo (SKOOG et al.,, 1998; SAWYER et al., 1995). A
membrana semipermeavel previne a interferéncia de ions eletroativos de outros
compostos presentes em amostras complexas (SAWYER et al., 1995).

O oxigénio difundido no eletrdlito sofre redugdo formando como produto a
agua. A seguir estdo representadas as reagdes que ocorrem no catodo (5) e no
anodo (6) (SKOOG et al., 1998).

O, +4H +4e &> 2H,0 (céatodo) (5)



39

Ag + CI' — AgCl + e- (dnodo) (6)
O eletrodo de Clark tem encontrado aplicagdes principalmente no
monitoramento da pressao parcial de oxigénio no sangue, na atmosfera, em extratos

de plantas (SAWYER et al., 1995) e no consumo tecidual de oxigénio.

2.4.2 Inibicao da reducgao do azul de tetrazolium (Nitro Blue Tetrazolium - NBT)

Nesta técnica sdo gerados radicais anion superoxido através de diferentes
sistemas. Entre eles podemos citar o enzimatico xantina/xantina oxidase e o n&o
enzimatico metassulfato de fenazina/NADPH. O sistema xantina/xantina oxidase, por
apresentar inconvenientes relacionados a atividade da prépria enzima, n&do sera
abordado neste contexto.

No sistema metassulfato de fenazina/NADPH, o radical anion superoxido é
formado quando o NADPH reduz o metassulfato de fenazina e este é reoxidado pelo
oxigénio molecular (ROBAK; GRYGLEWSKI, 1988).

O revelador utilizado para avaliar esta reagdo € o azul de tetrazolium (NBT). A
sua reducao se da pelo ataque do radical anion superoxido (Figura 9). Nesta reacéo
o radical formado ataca o NBT causando a sua redugao (quantificada pela absorgéo
em 560 nm). Quando estdo presentes compostos com atividade antioxidante no
meio, eles reagem com o radical formado, impedindo a redugdo do NBT
(PUNCHARD; KELLY, 1996; ROBAK; GRYGLEWSKI, 1988). Segundo Halliwell
(1995b), a reacéo entre o NBT e o radical anion superoxido tem uma constante de

velocidade de 6.10* (mol/L)™'s™.
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O controle das reacdes que envolvem a producgao do radical anion superéxido
é realizado pela enzima superdxido dismutase (SOD). Este radical € o unico que
apresenta no sistema bioldgico uma enzima responsavel pela sua dismutagéo

(HALLIWEL, 1995b).
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Figura 9. Redugdo do NBT pelo anion radical superéxido (Adaptado de

PUNCHARD; KELLY, 1996).

2.4.3 Calculos teodricos de parametros fisico-quimicos
O desenvolvimento da computacdo vem permitindo, de forma cada vez mais
precisa, o calculo tedrico de parametros fisico-quimicos. Os resultados de calculos

tedricos geralmente caracterizam e predizem a estrutura e a estabilidade de
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sistemas quimicos (MORGON, 2001; DELGADO; REMERES, 1998). Estes calculos
fazem parte da quimica tedrica, basicamente compreendida em quantica (calculos
ab initio, semi-empiricos) e classica (mecéanica dinamica — deterministico e Monte
Carlo — estocastico), as quais tém-se tornado bastante populares nas ultimas
décadas (MORGON, 2001).

Os métodos semi-empiricos sado calculos de energia de orbital molecular que
usam varios graus de aproximagao (SANT'ANNA, 2002). Entre os calculos semi-
empiricos destacam-se aqueles desenvolvidos na Universidade de Austin, de
célculos mecanicos-quanticos, o Austin Model 1, Modelo Austin 1 (AM1), e os
calculos Parametric Methods (PM3).

Segundo Foye et al. (1995), a correlagdo quantitativa entre a estrutura
quimica e a atividade biolégica (QSAR) pode ser expressa de modo geral pela

equagao a seguir (7).

Atividade biolégica = f(parametros fisico-quimicos ou estruturais) (7)

Desta forma, os calculos tedricos tém como um dos objetivos a construgéo de
modelos matematicos que relacionem a estrutura quimica e a atividade biolégica de
uma série de compostos analogos. Em geral, estes compostos diferem entre si pela
presenga de um ou mais grupos substituintes em posi¢des definidas da estrutura
quimica comum a série (FERREIRA et al., 2002).

O objetivo é encontrar parametros experimentais ou tedricos que possam ser
substituidos na equacdo e que apresentem correlagdo estatistica significativa com a
atividade biolégica de uma série de moléculas. Um bom modelo é obtido quando

pode ser utilizado para predizer, dentro de um limite aceitavel, a atividade biologica
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de substancias diferentes daquelas empregadas para a sua constru¢ao (FOYE et al.,
1995).

As propriedades fisico-quimicas sao extremamente importantes para
determinar a farmacodindmica e a farmacocinética de moléculas bioativas
(BARREIRO; FRAGA, 2001).

Calculos tedricos tém sido adotados para determinar varios parametros
fisico-quimicos tais como: coeficiente de particdo (Log P), calor de formagao (HF),
Energia do Orbital Ocupado de Maior Energia (HOMO, do inglés Highest Occupied
Molecular Orbital), Energia do Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia
(LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital), entre outros, relacionando-
os com a atividade antioxidante. As correlagdes entre estrutura quimica e a atividade
antioxidante devem ser feitas através de métodos de regressdao nédo paramétrica
(CONSTANS; HIRST, 2000).

Considerando que a maioria dos compostos que atuam no organismo é
levada ao local de acéo por transporte passivo, um dos parametros mais importantes
a ser avaliado é o coeficiente de particido octanol/agua (Log P), sendo este
normalmente correlacionado a atividade biolégica (BARREIRO; FRAGA, 2001;

DELGADO; REMERS, 1998; HANSCH; LEO, 1995).

2.5 Justificativa

A busca do homem pela maior longevidade faz com que este procure o elixir
da longa vida. Segundo alguns pesquisadores, quando for possivel controlar a

oxidacdo da mitocondria através do processo de respiracdo celular, sera possivel
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evitar o envelhecimento celular. Sem envelhecimento celular ndo havera morte
celular. Sera este o segredo da longevidade?

Fendmenos como o “Paradoxo Francés” permitem avaliar a capacidade
bioativa de compostos naturais no organismo humano. Desta forma, é importante
quantificar a capacidade antioxidante de substancias, principalmente aquelas de
origem natural. O objetivo desta pesquisa foi o de correlacionar os resultados obtidos
por diferentes técnicas, cujo propdsito foi determinar a atividade antioxidante, e
relacionar os melhores parametros tedricos para predizer esta atividade. Para que
isto fosse possivel, foram selecionados compostos derivados do acido benzéico e do
acido cinamico.

As técnicas adotadas foram a voltametria ciclica, a potenciometria, o consumo
de oxigénio, a avaliagao da inibicdo da reducdo do NBT (fotométrica) e os célculos
tedricos de parametros fisico-quimicos.

As técnicas eletroquimicas (voltametria e potenciometria) avaliam o
comportamento redox do analito, levando-se em consideracdo que um bom
antioxidante €é aquele que mesmo em concentragdao relativamente baixa
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998) se oxida prevenindo a oxidagdo de moléculas
organicas importantes como DNA, lipidios e proteinas. Estas técnicas séao
adequadas para prever e mensurar a atividade antioxidante de diferentes
compostos. Além disso, apresentam um baixo custo de realizacdo, rapidez e
simplicidade na aquisicdo dos dados. Torna-se imprescindivel comentar neste
contexto que a técnica de voltametria tem sido utilizada de forma isolada para
determinar a atividade antioxidante e que na literatura foi encontrado apenas um
trabalho sobre a aplicagdo da potenciometria para determinar a atividade

antioxidante (SAKAGAMI, SATOH, 1997).
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A técnica adotada para determinar o consumo de oxigénio, por ser realizada
com um eletrodo seletivo a este gas, também foi considerada eletroquimica. A
reducao do teor de oxigénio dissolvido no meio esta sendo correlacionada com a
presenca de compostos com atividade antioxidante no meio.

A avaliagcédo da protegdo de compostos antioxidantes as moléculas biologicas
€ uma ferramenta fundamentada na capacidade destes compostos de impedirem a
formacédo de EROs, estabilizarem as espécies formadas, ou de repararem os danos
causados. O azul de tetrazolium (NBT) ndo é uma biomolécula, porém por ser
facilmente reduzido pelo anion radical superoxido (radical de extrema importancia
bioldgica), € um bom indicador da capacidade sequestradora deste radical pelos
compostos fendlicos. Desta forma, os compostos que apresentam capacidade de
inibir a reducdo do NBT no sistema gerador de radicais metassulfato de
fenazina/NADPH, o fazem pela capacidade de sequestrar o anion radical superoxido
(ROBAK; GRYGLEWSKI, 1988).

Os calculos tedricos de parametros fisico-quimicos e as caracteristicas
estruturais tém sido empregados recentemente para explicar a capacidade
antioxidante (ZHANG, CHEN, 2000a; ZHANG, CHEN, 2000b; ZHANG, 1999), pois
representam a capacidade de doar protons, elétrons e de estabilizar elétrons
desemparelhados. Estes parametros ainda permitem prever se a molécula apresenta
condigbes minimas de transpor barreiras biolégicas, pré-requisito para a atividade
bioldgica in vivo.

A correlacdo dos resultados obtidos por estas diferentes técnicas
eletroquimicas, de inibicado da reducao do NBT, das caracteristicas estruturais e dos
parametros fisico-quimicos tedricos representa a relacdo entre estes métodos.

Estas informacbes a respeito de substancias com potencial antioxidante poderao
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auxiliar na escolha do melhor antioxidante para testes in vivo, bem como, fornecer
informacdes sobre as caracteristicas estruturais importantes para a atividade

antioxidante.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Correlacionar resultados obtidos por métodos eletroquimicos (voltametria
ciclica, potenciometria e consumo de oxigénio), fotométrico (inibigdo da reducao do
azul de tetrazolium - NBT) e por calculos tedricos de parametros fisico-quimicos,
empregados na avaliagdo da atividade antioxidante de compostos derivados do

acido cindmico e do acido benzdico.

3.2 Objetivos especificos

% Determinar o potencial de pico anddico (E,.) dos compostos derivados do
acido cinamico e do acido benzdico em eletrélito de suporte que mimetize as

condigdes fisiologicas;

& Determinar o salto potenciométrico obtido pela adicdo dos compostos
derivados do acido cinamico e do acido benzdico em eletrdlito de suporte que

mimetize as condigdes fisiologicas;

% Determinar o consumo de oxigénio no meio apds a adigdo dos compostos

com potencial antioxidante;
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& Determinar a capacidade dos compostos derivados do acido cinamico e do
acido benzodico de sequestrar o anion radical superéxido através da inibicdo

da reducgéao do azul de tetrazolium (NBT);

% Determinar parametros fisico-quimicos (Log P, energia de dissociagdo da
ligacdo OH, HOMO, energia de ativagao, etc.) dos compostos derivados do

acido cinamico e do acido benzdico através de calculos teodricos;

& Utilizar um programa de estatistica para correlacionar os resultados de
potencial de pico anddico (Epa), salto potenciométrico (AE), consumo de
oxigénio, percentual de inibicdo da reducdo do NBT (INIngT), pardmetros
fisico-quimicos tedricos, bem como o numero de hidroxilas fendlicas

presentes nos compostos derivados do acido cinamico e do acido benzdico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Ensaios para determinacao das condigoes eletroquimicas de analise

Para determinar as melhores condi¢gdes para os experimentos eletroquimicos,
foram realizados ensaios testando-se diversos parametros. Como o ensaio de
inibicdo da reducado do NBT foi protocolado para ser realizado em pH préximo ao
fisiolégico (7,8), os ensaios eletroquimicos foram padronizados no mesmo pH,
utilizando o tampéao fosfato como eletrdlito de suporte.

Condig¢des de velocidade de variacdo de potencial e regides de estudo de
potencial foram determinadas a partir de uma série de ensaios realizados por
voltametria ciclica. Dentre as diversas velocidades de variacdo de potencial
testadas, as correlagées de Spearman entre os dados experimentais demonstraram
que 25 mV/s era a velocidade mais adequada. A regidao de potencial observada foi
determinada com base nas caracteristicas eletroquimicas dos compostos avaliados
preliminarmente, ficando entre —500 e + 900 mV, adotando-se como eletrodo de
referéncia o calomelano saturado (ECS).

Nestes ensaios também foi estudado o comportamento eletroquimico dos
compostos nas concentragdes de 1 a 5 mmol/L, sendo selecionada a concentracao
de 1 mmol/L para realizar as correlagoes pelo fato de ser o valor mais préximo
daquele avaliado no estudo de inibicdo da reducao do NBT (0,8 mmol/L).

Para a construcao dos potenciogramas foram selecionados o mesmo eletrdlito
de suporte (tampao fosfato) e a concentracdo dos compostos em analise (1 mmol/L).

Padronizou-se avaliar o comportamento eletroquimico por trinta minutos apds a
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adicao do composto fendlico ao meio, sendo que o valor de AE adotado para as
correlagdes foi o observado em 180 s (trés minutos apos a adigdo do composto).
Para realizar a determinacdo do teor de oxigénio testaram-se inicialmente
eletrodos de Clark para medidas de campo, porém devido a pequena sensibilidade
destes nao foi possivel avaliar as alteragbes de concentragdo deste gas uma vez
adicionado o composto teste no meio. Como alternativa optou-se por utilizar um
aparelho de gasometria indicado para avaliagdo de teores de oxigénio e gas

carbonico em fluidos biologicos.

4.2 Compostos quimicos

Os compostos analisados neste estudo estdo apresentados na Figura 10
sendo estes derivados do acido benzdéico e do &acido cinamico (em algumas
literaturas também descritos como derivados do acido fenilpropendico).

Todos os compostos avaliados apresentaram grau analitico (Merck e Sigma-
Aldrich), com excegao do galato de metila que foi sintetizado no laboratério tendo
como precursor o acido galico, e caracterizado por espectroscopia no infravermelho

e ultravioleta.



Acido benzoico e seus derivados
COOH COOH COOH

[ j [ j OH
HO OH
OH

Acido benzoéico - BEN Acido protocatéquico - PRO  Acido gentisico - GEN

8

COOH COOH COOCHs;
i OCH; HO/<j\OH HO/<j\OH
OH OH OH
Acido vanilico - VAN Acido galico - GAL Galato de metila - GALme
Acido cinamico e seus derivados
COOH COOH COOH
= = =
OH
OH OH
Acido cinamico - CIN Acido cumarico - CUM Acido cafeico - CAF
COOH HO O OH
COOH
Z o— >
v
C—1 HO
// / OHOH
OCHs;
OH O B
OH ZoH
OH OH
Acido ferulico - FER Resveratrol - RES Acido clorogénico - CLO

Figura 10. Estrutura quimica dos compostos avaliados

50



51

4.3 Técnicas utilizadas para determinar a atividade antioxidante

4.3.4 Inibicao da reducgao do azul de tetrazolium (NBT)

A geracdo do anion radical superdxido foi realizada utilizando o sistema
metassulfato de fenazina-NADPH (ROBAK; GRYGLEWSKI, 1988). Para a realizagao
deste ensaio preconizou-se preparar trés solucdes diferentes, sendo elas a solugao
zero que representa 100% de redugao do NBT (auséncia do analito), as solugdes
branco (usadas para corrigir as absorbancia na presenga dos compostos testados) e
as solugdes testes (na concentragao final de 0,1 a 0,8 mmol/L). Todas as solug¢des
foram previamente homogeneizadas, sendo que as analises realizadas em triplicata.

Solugdao Zero — foi formada a partir da adicdo de 50 uL de difosfato de
nicotinamina nucleotideo na forma reduzida (NADPH) (1,0 mmol/L), 50 uL de azul de
tetrazolium (NBT) (6,0 mmol/L), 10 uL de metassulfato de fenazina (1,0 mmol/L) e
390 uL de tampéao fosfato (0,1 mol/L, pH 7,8), completando o volume total de 500 pL.
Depois de dois minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a reagdo foi
interrompida adicionando-se 100 uL de HCI (0,1 mol/L). Em seguida foi realizada a
medida de absorbancia da solugdo no comprimento de onda (A) de 560 nm,
utilizando um espectrofotémetro UV/VIS modelo HITACHI U 2010.

Solugao Branco - foi formada a partir da adicdo de 50 uL de difosfato de
nicotinamina nucleotideo na forma reduzida (NADPH) (1,0 mmol/ L), 50 uL de azul
de tetrazolium (NBT) (6,0 mmol/L), 50 uL da solugdo concentrada da substancia
teste (8 mmol/L) e 350 uL de tampéao fosfato (0,1 mol/L, pH 7,8), completando-se o
volume para 500 puL. Ao final, adicionaram-se 100 uL de HCI (0,1 mol/L) e, em

seguida, foi realizada a medida de absorbancia da solugdo em 560 nm.
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Solugcdao Teste — foi formada a partir da adigcdo de 50 uL de difosfato de
nicotinamina nucleotideo na forma reduzida (NADPH) (1,0 mmol/L), 50 uL de azul de
tetrazolium (NBT) (6,0 mmol/L), 50 uL da solu¢do concentrada da substéncia em
analise (8 mmol/L) e 340 uL de tampao fosfato (0,1 mol/L, pH 7,8). Por ultimo
,acrescentou-se 10 uL de metassulfato de fenazina (1,0 mmol/L), completando o
volume total para 500 uL. Depois de dois minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, a reagao foi interrompida adicionando-se 100 uL de HCI (0,1 mol/L) e, em
seguida, foi realizada a medida de absorbancia da solugdo em 560 nm com um
espectrofotometro UV/VIS.

A Tabela a seguir esquematiza os reagentes utilizados no preparo de cada
umas das solugdes apresentadas anteriormente.

Tabela 1. Reagentes utilizados no preparo das solugées do ensaio de inibigao
da reducao do NBT.

Tipo de solugao Solugéao zero Solugao Branco
Composigdo 50 uL NADPH 50 uL de NADPH 50 uL NADPH
50 uL NBT 50 uL de NBT 50 uL NBT
10 uL de Fenazina 50 uL de ST 10 uL de Fenazina
300 pL de TF 350 uL TF 50 uL de ST
Agua gsp 500 pL Agua gsp 500 pL 340 uL TF
Agua gsp 500 pL
Observagoes Solugdo com geragado|Solugdo sem geragado|Solugdo com geragao
do anion radical | do anion radical | do anion radical
superoxido e sem a|superoxido e com a|superoxido e com a
substancia teste substancia teste substancia teste
Leitura Asero Abranco Aveste

TF — Tampao fosfato; ST — Substancia teste
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Os resultados desta analise sao apresentados em percentual de inibicao da

redugao do NBT, sendo obtidos a partir das equagdes a seguir:

{1 = ([Avranco — Azero] - Ateste )/[ Abranco — Azero]} X 100 = INIngT  (8)

Se considerarmos que a absorbancia inicial (Ainicial) € dada pela diferenga

entre a absorbancia da solugao branco pela absorbancia da solucao zero.

Abranco — Azero = Ainicial (9)

Tem-se

{ 1 —[ (Ainicial - Ateste )/ Ainicial I} X 100 = INIngT (10)

O controle para verificar a geragédo do anion radical superoxido é realizado

adionando-se ao meio a enzima superoxido dismutase (SOD).

4.3.2 Determinagao do potencial de pico andédico (Epa) por voltametria ciclica
Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em atmosfera isenta de oxigénio
(purga de cinco minutos com nitrogénio) utilizando-se um sistema eletroquimico PAR
263 A. A célula era composta por trés eletrodos: disco de carbono vitreo (eletrodo de
trabalho), cilindro de grafite (contra eletrodo) e calomelano saturado (eletrodo de
referéncia). Todos os resultados estdo expressos em relagcdo ao potencial do
eletrodo de referéncia. O eletrodo de trabalho foi cuidadosamente polido com
alumina, lavado com agua desionizada e posteriormente mergulhado em banho de
ultra-som. Os voltamogramas foram obtidos na regido de potencial entre -500 a +900

mV, com velocidade de variacdo de potencial de 25 mV/s. Os compostos foram
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analisados em triplicata na concentracdo de 1 mmol/L utilizando tampéao fosfato
(KH2PO4/ KoHPO4) 0,1 mol/L em pH 7,8 como eletrélito de suporte (branco), numa

célula com capacidade para 15 mL.

4.3.1 Determinagao do salto potenciométrico (AE)

Todos o0s experimentos potenciométricos foram realizados em um
potenciostato EG&G Princeton Applied Research (PAR) modelo 263?%, gerenciado
por um software eletroquimico da mesma empresa. O eletrodo de trabalho foi o de
disco de platina e o de referéncia o de calomelano saturado (ECS). As analises
foram realizadas em tampé&o fosfato (KH,PO./ K;HPO4) 0,1 mol/L com pH corrigido
para 7,8. O volume final da solugéo de analise foi de 15 mL, sendo que a solugéo
mantida em agitacdo durante as analises. Os compostos fendlicos foram analisados
em triplicata na concentracdo de 1 mmol/L. Os dados apresentados referem-se a
média aritmética obtida nas trés leituras.

O potencial foi expresso como a diferengca de potencial (AE / mV). Esta
diferenga foi calculada subtraindo-se o potencial inicial (E;) que representa o valor do
branco (eletrdlito de suporte) do potencial (E:), em qualquer tempo t, apds a adi¢gao
da substancia antioxidante, através da equacgao: AE = E;— E. Para a realizacao das

correlacdes adotou-se a medida realizada em 180s.

4.3.3 Determinagdo do consumo de oxigénio

Para a determinagdo do consumo de oxigénio foi utilizado um aparelho da
AVL 993 (Automatic Blood Gasometric) que apresenta um sistema em fluxo (FIA, do
inglés Flow Injection Analysis), com atmosfera isenta de oxigénio (purga com

nitrogénio). As medidas foram realizadas através da passagem da solugdo em
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analise por um eletrodo de oxigénio sob pressédo de 765,6 mmHg e temperatura de
37 °C.

Todas as anadlises foram realizadas na concentracdo de 1 mmol/L do
composto preparado em tampédo fosfato (KH,PO./ K;HPO4 - 0,1 mol/L com pH
corrigido para 7,8) em ftriplicata. As leituras foram realizadas apdés 10 minutos do
preparo da solugédo. Os valores sdo expressos em pressao de oxigénio (PO;) em
mmHg, sendo obtida através da razdo da concentragdo de oxigénio (volume de
oxigénio por volume de solugdo) pelo coeficiente de solubilidade do oxigénio em
agua (3.10° mL/ mmHg a 37 °C).

O resultado de pressdo de oxigénio (PO;) € calculado diminuindo-se a
pressdo de oxigénio do eletrélito de suporte (PO) da pressdo de oxigénio obtida
apos dez minutos da adigao da substancia teste ao meio (POg), segundo a equagéo

a seguir: PO, = POy - POg:.

4.3.4 Calculos tedricos de parametros fisico-quimicos
4.3.4.1 Paréametros adotados

Os parametros fisico-quimicos foram calculados através do programa
HYPERCHEM™ 5.0 (Hipercobe, Inc.) (HYPERCHEM 5.0, 1992) apds a otimizagdo
da geometria e minimizacdo da energia utilizando o método semi-empirico PM3
(NAKAO et al, 1998). O gradiente conjugado Polak-Ribeire com o método Hartree
Fock nao restrito (UHF- unrestricted Hartree Fock), 0,01 de limite de convergéncia
no vacuo e Gradiente de RMS no valor de 0,1 kcal/(A° mol), foram utilizados durante

0 processo de modelagem.
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4.3.4.2 Calculo do coeficiente e solubilidade (Log P)

O calculo de log P foi realizado apenas para a molécula protonada.
Inicialmente a molécula foi desenhada e salva no programa utilizando a extensao
hin. Em seguida adotaram-se os parametros para os calculos semi-empiricos e a
otimizacdo das moléculas foi realizada por convergéncia. Uma vez otimizada

solicitou-se o calculo deste coeficiente.

4.3.4.3 Calculo da Energia de Dissociagéo da ligagdo O-H (AEDon)

O calculo da AEDoy foi realizado através da abstracdo do atomo de
hidrogénio do grupo hidroxila dos compostos avaliados. Adotando-se as equagdes
apresentadas a seguir para o composto protonado (equagdo 11) e deprotonado
(equacao 12).

HOArCOOH — ‘OArCOOH +H" (11)

HOArCOO™ — OArCOO +H  (12)

Este calculo foi realizado partindo-se sempre da molécula salva no programa,
sendo portando, realizado apenas uma vez o desenho da estrutura. Desta forma,
apenas foram realizados as alteracbes necessarias como perda do préton ou do
atomo de hidrogénio.

E importante salientar que a energia de dissociac&o foi calculada adotando-se
a férmula a seguir:

AEDon = (CF, + CFH = CFp)  (13)
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Onde, AEDoH € a energia de dissociacao, CF; o calor de formacgao obtido para
a espécie radicalar, CFH o calor de formagao obtido para o atomo de hidrogénio
(52,1 Kcal/mol) e CFy, o calor de formacgé&o obtido para a molécula de partida, que no
caso poderia ser o composto protonado ou desprotonado. Para as moléculas que
nao possuem grupo fendlico nao foi calculado o AEDop.

E importante salientar que para as moléculas que apresentam mais de uma
hidroxila fendlica foi realizado o calculo para todos estes substituintes sendo

apresentado apenas aquele de menor energia.

4.3.4.4 Calculo do Potencial de lonizagéo (Pl)

O PI foi calculado através do calculo da Energia do Orbital Molecular
Ocupado de Maior Energia (HOMO), sendo portanto apresentada por Pl=(-HOMO).
Este parametro foi calculado apenas para as moléculas protonadas e
desprotonadas, sendo adotadas as estruturas salvas no programa. O resultado
deste parametro € dado em eV e para que houvesse homogeneizagao dos resultado

em kcal/mol adotou-se o fator de conversao onde 1 eV equivale a 23,1064 kcal/mol.

4.3.4.5 Calculo da Energia de Ativagédo (Ea)

A Ea foi calculada adotando-se as equagdes apresentadas a seguir, sendo
também apresentados os resultados levando-se em consideragdo a molécula neutra
e a molécula desprotonada.

HOArCOOH - HOArCOOH" +1 e (14)

HOArCOO™ > HOArCOO + 1¢ (15)
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Neste caso a Ea é dada pela diferenca entre o calor de formacao do radical
formado pelo calor de formacdo da molécula inicial, resultado apresentado em
kcal/mol. Nao foi possivel calcular a Ea para o acido clorogénico ionizado por
problemas encontrados na otimizacdo da molécula causados pela complexidade da

estrutura espacial do grupamento éster.

4.3.5 Tratamento estatistico

Todos os ensaios para a quantificacdo dos valores experimentais foram
realizados em ftriplicata. Os resultados experimentais foram expressos pela média
acompanhada do desvio padrao (SD). A diferenga (significancia estatistica) entre os
compostos foi calculada utilizando-se ANOVA (de uma via), através do teste de
Tukey. Nas analises experimentais o nivel de significancia utilizado foi p < 0,01.

Nas analises de correlagdo dos resultados experimentais, por tratar-se de
dados n3o paramétricos, foi determinado o coeficiente de Spearman’ (R?),
considerando-se significativo aquele com coeficiente superior a |0,5000[% e com p <
0,10. As correlacbes foram realizadas entre os resultados experimentais, fisico-
quimicos e estruturais de todos os compostos, e também separadamente dos grupos
contendo derivados do acido cinamico e derivados do acido benzoico.

As equacbes de QSAR foram obtidas por regressdao multipla, sendo
consideradas estatisticamente significativas as equagdes com coeficiente de
correlagdo (R?) superior a |0,5000| e com p < 0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa

Statistica 6.0 (StatSoft, 1995).

' O coeficiente de correlagado de Spearman deve ser utilizado quando as variaveis permitem organizar
0s compostos em uma ordem, ou seja, em uma escala.
2 Neste caso este coeficiente explica o resultado de atividade de 50% dos compostos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas ultimas duas décadas, o estudo dos radicais livres e dos compostos com
atividade antioxidante tem atraido a atencdo da comunidade cientifica. Muitas
técnicas tém sido desenvolvidas no sentido de mensurar e compreender a atividade
antioxidante. Neste trabalho foram utilizadas técnicas que envolvem a formacéo de
espécies radicalares, processos eletroquimicos e calculos tedricos. A compreensao
destes resultados e a sua correlagdo poderao contribuir para o desenvolvimento de
novos compostos com potencial antioxidante.

A seguir serdo apresentados os resultados experimentais; as relagdes entre a
estrutura quimica e a atividade antioxidante e os calculos tedricos semi-empiricos e
regressdes obtidas neste trabalho para os acidos derivados do acido cindmico
(fenilpropendicos): cafeico (CAF), ferulico (FER), cumarico (CUM), cinédmico (CIN),
clorogénico (CLO) e resveratrol (RES); e para os compostos derivados do acido
benzdico: acido galico (GAL), galato de metila (GALme), acido gentisico (GEN),

acido vanilico (VAN), acido protocatéquico (PRO) e acido benzoico (BEN).

5.1 Resultados experimentais

5.1.1 Analise fotométrica

A Figura 11 apresenta o percentual de inibigao da redugcao do NBT. O sistema
metassulfato de fenazina — NADPH é capaz de gerar o anion radical superéxido que
reage prontamente com o NBT, reduzindo-o. Na presenga de compostos com poder

antioxidante, os radicais formados sado capturados, retardando a redugcao do NBT.
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Desta forma, quanto maior a capacidade de sequiestrar o radical anion superoxido,

maior a atividade antioxidante do composto avaliado (KOROKOVA et al., 2002).

Inibigao do NBT (%)

Inibicdo do NBT (%)
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Figura 11. Efeito dos derivados do acido cinamico (A) e benzéico (B) na
reducido do NBT * p < 0,01 (ANOVA/Tukey).
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Observando os resultados apresentados na Figura 11, constata-se que os
compostos que proporcionam maior inibicdo deste processo sdo: CAF, CLO
(derivados do acido cindmico) e GAL e GALme (derivados do acido benzdico). Desta
forma, entre os compostos estudados, esses sdo 0s que possuem maior capacidade
de inibicdo da reducdo do NBT, por apresentarem maior capacidade de estabilizar o
anion radical superoxido. Isto provavelmente devido as caracteristicas estruturais
apresentadas pelo CAF, CLO, GAL e GALme, tais como, a presencga de hidroxilas
fendlicas.

Horan e colaboradores (2003) e Parejo e colaboradores (2003) demonstraram
que o resultado do ensaio de inibicdo da reducdo do NBT pode ser utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de uma série de compostos. Segundo estes autores,
a INIygT esta relacionada a prevencao de danos oxidativos causados pelo anion
radical superoxido, que, no organismo humano, podem estar relacionados
principalmente a processos inflamatorios, em danos causados por reperfusao, entre
outros processos patolégicos. Esfandiari e colaboradores (2003) demonstraram que
o ensaio com NBT, além de apresentar aplicagcbes na avaliagdo da atividade
antioxidante, pode ser empregado para avaliar a formacéo de espécies radicalares

por leucécitos em fluidos organicos.

5.1.2 Analises voltamétricas

Na Figura 12 estdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para os
acidos derivados do acido cinamico (A) e compostos derivados do acido benzédico
(B). O Epa foi determinado através do software que gerencia o potenciostato

utilizado.
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Figura 12 . Voltamogramas ciclicos dos derivados dos acidos cindmico (A) e
benzéico (B) em tampao fosfato (pH 7,8) utilizando-se eletrodo de carbono

vitreo

Como € possivel observar, todos os voltamogramas sdo caracteristicos de

processos irreversiveis (nas condigdes em que os mesmos foram obtidos),
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apresentando apenas correntes de oxidagdo, com exceg¢ao dos voltamogramas do
BEN e do CIN, que se apresentam inertes nas condi¢gdes estudadas. Levando em
consideragao estes resultados, e embasados pela literatura vigente (GIACOMELLI et
al., 2002) pode-se atribuir as correntes anddicas a oxidagao das hidroxilas fendlicas
para correspondentes as quinonas.

Um outro pardmetro muito importante que deve ser avaliado através dos
voltamogramas, é o valor de Ep,. Segundo Rice-Evans e colaboradores (1997),
quanto menor o potencial de meia onda (E:;), maior a capacidade de uma molécula
se oxidar. Sendo assim, o melhor antioxidante € aquela substancia que se oxida
prevenindo a oxidagdo de moléculas bioldgicas. Da mesma forma, podemos
interpretar os valores de E..

Para os compostos avaliados, os menores valores de E,, (videTabela 2)
foram os do CAF e do CLO e do GAL e GALme. Estes sdo concordantes com
aqueles obtidos para o ensaio do NBT. De forma semelhante, porém com compostos
fendlicos derivados de taninos, Hagerman e colaboradores (1998) compararam o
potencial de oxidag&o eletroquimica (Epa) com o resultado do teste da desoxirribose.
O trabalho demonstrou que, igualmente, quanto menor o potencial (Epa) maior a
protecao conferida a este agucar.

Outro grupo de pesquisadores (YAMASAKI et al, 1994) correlacionaram os
resultados de voltametria ciclica de extratos metandlicos brutos obtidos de plantas
com a protecdo antioxidante durante a peroxidagao lipidica. Por voltametria foi
identificada a presenca de correntes ou picos de oxidacao (Epa € ipa), S€endo que para
a maioria dos casos, quanto maior a intensidade (i,a) € menor o potencial (Ega)
observados, maior era a protecdo antioxidante. Confirmando os resultados deste

ultimo trabalho, Kilmartin (2001), apresentou em sua revisdo sobre detecg¢ao



64

eletroquimica de antioxidantes naturais, a aplicacao da técnica de voltametria ciclica
como uma ferramenta muito importante para a detecgao da atividade antioxidante de
misturas complexas como vinhos ou mesmo sangue.

Alguns pesquisadores ainda compararam os valores de Ep, obtidos por
voltametria ciclica com parametros obtidos por outros métodos, inclusive calculos
tedricos para a avaliagdao da atividade antioxidante das substancias. Um destes
trabalhos foi desenvolvido por Acker e colaboradores (1996), que avaliaram a
atividade antioxidante de flavonoides. Estes autores compararam o E,; com a
estabilidade dos radicais formados medida experimentalmente por EPR e com a
energia de dissociagdo da ligacdo O-H (calculos tedricos), apresentando uma boa
correlacado entre os valores obtidos. Outro trabalho foi apresentado por Vedernikova
e colaboradores (1999), que relacionaram o E,; de compostos fendlicos com os
parametros obtidos através de calculos tedricos (potencial de ionizacdo e
eletronegatividade absoluta para o fenol; energia de ativagéo, potencial de ionizagao
e deslocamento de spin para a espécie intermediaria radicalar — radical cation fenoxil
e, finalmente, calor de formacado para a radical fenoxil). Neste ultimo trabalho foi
considerado que os calculos tedricos representam importantes parametros para
predizer o comportamento eletroquimico e, portanto, a atividade antioxidante,

aspectos também explorados neste trabalho (ver secg¢ao 5.3).

5.1.3 Anadlises potenciométricas
A potenciometria foi adotada em nosso trabalho para avaliar o comportamento
eletroquimico dos compostos. A Figura 13 apresenta os potenciogramas obtidos

apo6s a adigao dos compostos ao eletrolito de suporte.
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Figura 13. Variagao do potencial (AE) em funcao do tempo apds a adigao de
derivados do acido cinamico (A) e derivados do acido benzéico (B) com
concentragao final de 1 mol/L, onde AE = Ei — Et, sendo: AE = variagao de

potencial; Ei = potencial inicial (branco); Et = potencial em qualquer tempo.

Revisando os métodos eletroquimicos aplicados na avaliagcdo da atividade
antioxidante, observa-se que a voltametria tem sido freqientemente utilizada. No

entanto, localizou-se apenas um trabalho desenvolvido por Sakagami e Satoh
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(1997), que relacionaram a atividade antioxidante do GAL e acido ascérbico com o
salto potenciométrico observado apds a adicado destes compostos em meios de
cultura. Para estes autores, quanto maior o salto potenciométrico, maior a atividade
antioxidante. Avaliando-se da mesma forma o salto potenciométrico dos compostos
derivados do acido cindmico e do acido benzdéico em tampéao fosfato (Figura 13),
observa-se que os maiores valores foram do CAF e CLO entre os derivados do acido
cinamico e do GALme e GAL entre os derivados do acido benzdico.

E importante salientar que nas condicdes de pH avaliadas (7,8) o &cido galico
nao apresenta muita estabilidade, fato este que é observado pela diminuicao de AE
com o passar do tempo (Figura 13), acompanhada pela alteragdo da coloragao do
meio (de incolor para azul). Isto provavelmente € causado pela oxidag&o sofrida na
molécula, levando a alteragdo dos grupamentos cromdéforos que, sabidamente, se
oxidam e passam a absorver em regides de comprimentos de onda maiores. Este
mesmo comportamento foi observado por Friedman e Jurgens (2000), onde foi
avaliado o efeito do pH na estabilidade de compostos fendlicos. Segundo estes
autores, o acido galico é oxidado a quinona correspondente de forma irreversivel,
quando submetido a valores de pH alcalinos, sendo esta reagao dependente do pH
e do tempo. Uma outra hipétese que pode ser levantada € de que as hidroxilas
vicinais deste composto adsorvam na superficie do eletrodo e que em um dado
momento desprende-se causando a alteragao no potencial.

A potenciometria tem sido bastante empregada em determinagdes analiticas
como o doseamento de substancias a partir de titulagcbes com eletrodos metalicos ou
por eletrodos seletivos. Contudo, no presente trabalho, adotou-se esta técnica na
determinacdo do salto potenciométrico obtido apds a adigdo dos compostos

analisados em tampao fosfato. O que se pretendeu avaliar foi a alteragdo do
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potencial do meio desencadeado por um novo equilibrio eletroquimico. A explicacéo
para este fenbmeno tem encontrado sustentagcao na teoria do potencial misto, muito
empregada em processos de corrosao, e que atualmente também tem sido adotada
por alguns autores para caracterizar outras reacdes eletroquimicas irreversiveis
(SHANHROKHIAN; YAZDANI, 2003).

Segundo a teoria do potencial misto, o potencial detectado no eletrodo de
trabalho é formado a partir do equilibrio de duas reagdes: uma de oxidacao e outra
de reducao de substancias diferentes. No presente trabalho, a proposta consiste em
que o composto fendlico (HOArCOOH) sofra oxidagao e que o oxigénio dissolvido no
eletrdlito de suporte sofra reducdo. Esta hipotese esta baseada nos resultados
voltamétricos que apontam a oxidagdo dos compostos fendlicos como um processo
irreversivel, bem como nos estudos realizados por Madsen e colaboradores (1996) e
por Korokova e colaboradores (2002), que verificaram que, quanto maior a
quantidade de compostos fendlicos em solugdo, maior o consumo de oxigénio. Na
Figura 14 construiu-se uma representagdo do salto potenciométrico observado

durante a analise potenciométrica dos compostos avaliados.
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Figura 14. Representacao do salto potenciométrico. Legenda: Ei — potencial
antes da adicdo do composto fendlico. E eq. — Potencial de equilibrio obtido apds a
adicdo dos compostos fendlicos.

Conhecendo-se o comportamento da solugdo apds a adicdo do composto
antioxidante no meio, propde-se que o salto potenciométrico seja proporcional ao
deslocamento do potencial do equilibrio anterior a adicdo do composto antioxidante
em relagdo ao novo potencial de equilibrio (apés 180 s). Este deslocamento é

proporcional ao numero de elétrons envolvidos.

5.1.4 Analise de consumo de oxigénio
Para reforgcar a hipotese do salto potenciométrico, foi determinado o consumo
de oxigénio da solugdo em analise, apds a adicdo dos compostos. Este dado esta

apresentado na Tabela 2, juntamente com os outros resultados experimentais.
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Tabela 2. Resultados de Ep,, AE a 180 s, consumo de O; e do percentual de inibicdo da redugcdo do NBT

Numero de Epa AEem 180 s Consumo Inibicdo da
hidroxilas fendlicas (mV) (mV) O, (P0Oy) (mmHg) redugao do NBT
1 mmol/L 1 mmol/L 1 mmol/L (%) 800 pmol/L
Acido cafeico (CAF) 2 142+ 11,0 148 £ 4,5 15,8 £ 0,52 76+ 4,0
Acido clorogénico (CLO) 2 173 £6,7 111+ 0,0 26 +1,13 80+4,4
Acido ferulico (FER) 1 410+ 18,9 34 +21 46 £0,43 5+0,6
Resveratrol (RES) 2 630 +6,7 3+ 20 -0,9 £0,95 15+ 6,4
Acido cumaérico (CUM) 1 736 + 241 1+0,9 -2,7 £0,16 13£2,5
Acido cinamico (CIN) 0 NA 1 +15 6,8 +0,66 9+1,6
Galato de metila (GALme) 3 62 +9,3 171 £ 16,1 12,5 +£0,37 92+1,5
Acido gélico (GAL) 3 113+ 14,5 177 £ 11,0 11,5+1,73 100+ 0,5
Acido gentisico (GEN) 2 154 + 2,7 93+7,9 6,0 £0,40 19+ 8,1
Acido protocatequico (PRO) 2 410+7,6 44 +£17 6,6 +1,40 30+3,2
Acido vanilico (VAN) 1 494 + 23,0 5+ 29 -2,9 £0,68 12+ 2,1
Acido Benzoico (BEN) 0 NA 0+0,0 -2,0 +£0,22 216+1,5

NA — ndo apresenta; E,; — Potencial de pico anddico; AE — Salto potenciométrico; n.

Percentual de inibigdo do NBT; PO, — Pressao de oxigénio.

OH — Numero de hidroxilas; ININgT -
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A Tabela 3 apresenta as correlagbes de Spearman obtidas entre os
resultados experimentais e entre esses e o numero de hidroxilas fendlicas presentes

nos compostos avaliados.

Tabela 3. Correlagbes de Spearman realizadas com os dados estruturais e

experimentais obtidos para os compostos analisados

Intercorrelagdes n R? p
Epa vs AE 10 0,8993 0,0000
Epavs n. OH 10 0,3450 0,0742
Epa vs INIngT 10 0,6636 0,0041
Epa vs PO, 10 0,4887 0,0245
AE vs n. OH 12 0,5980 0,0032
AE vs INIngT 12 0,7916 0,0001
AE vs PO, 12 0,4020 0,0268
n. OH Vs INIngT 12 0,7175 0,0005
n. OH vs PO, 12 0,1689 0,1848
INIngT VS PO2 12 0,3874 0,0307

n — Numero de amostras validas; R° — Coeficiente de correlagdo de Spearman; p —
Nivel de significAncia estatistica; Epa — Potencial de pico anddico; AE — Salto
potenciométrico; n. OH — Numero de hidroxilas; INIysT - Percentual de inibicado do

NBT; PO, — Pressao de oxigénio.

Os resultados de consumo de oxigénio dados em pressao de oxigénio (POy)
no meio sao diferentes dependendo do composto que € adicionado. Como pode-se

observar, os compostos com maiores saltos potenciométricos apresentam também
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0s maiores consumos de oxigénio. A excecao a estes resultados foi obtida para o
acido clorogénico, isto provavelmente é devido a contribuicdo estérica do
grupamento ester. Realizando-se a correlagdo entre o salto potenciométrico e o
consumo de oxigénio de todos os compostos obteve-se um coeficiente de 0,4020
(Tabela 3), sendo este elevado para 0,7845 quando se correlaciona os resultados
obtidos para os derivados do acido benzdico separadamente (Anexo 1). Estes dados
reforcam a hipétese de que a reacédo de oxidagao ocorra com o composto organico e
a de reducgéo com o oxigénio dissolvido no meio.

O consumo de oxigénio, portanto, pode ser utilizado como indicador da
atividade antioxidante, pois, além de correlacionar-se com os resultados de
potenciometria, também apresenta correlagdes significativas com os resultados de
Epa (-0,4887 para todos os compostos avaliados e 0,6400 para os derivados do
acido benzdico — Anexo 1), e com os resultados do percentual de inibicao do NBT
(0,0,3874 para todos os compostos avaliados e 0,8891 para os derivados do acido
benzdico (Anexo 2)).

Observou-se uma maior correlagao entre as técnicas que envolvem processos
de oxido-redugao, pois como pode-se observar, o valor do coeficiente de correlagao
obtido entre as técnicas eletroquimicas de potenciometria e voltametria foi de -
0,8993, enquanto que para o ensaio de sequestro do radical superoxido a correlagao
foi de 0,7916 e -0,6636, com os resultados potenciométricos e voltamétricos,
respectivamente.

E importante salientar que as correlacdes devem ser realizadas com uma
série de compostos homélogos, que diferem entre si apenas pela presenca de um
ou mais grupos substituintes. Este fato explica porque s&o obtidas melhores

correlagcbes quando apenas os resultados dos compostos derivados do acido
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benzdico ou do acido cindmico sao considerados separadamente (estes resultados

de correlagao estdo apresentados no anexo 1 e 2, respectivamente).

5.2 Relagédo entre a estrutura quimica e a atividade antioxidante

Nos resultados experimentais com os compostos derivados do acido cinamico
foi observado que os compostos com maior capacidade antioxidante foram o CAF e
o CLO e com os derivados do acido benzéico o GAL e GALme. Em ambos os grupos
foi observado que a atividade vai diminuindo conforme a estrutura vai sendo
alterada, no sentido de reduzir o niumero de hidroxilas fendlicas. Estes resultados
sao concordantes com aqueles apresentados por Kikuzaki e colaboradores (2002).

Segundo Kerry e Rice-Evans (1999) a atividade antioxidante de acidos como
o cafeico, o cumarico e o ferulico esta relacionada a capacidade de doarem elétrons,
resultando na sua oxidagdo as quinonas correspondentes. Portanto, o numero de
hidroxilas fendlicas pode ser relacionado a atividade antioxidante (GIACOMELLI et
al., 2002; LIEN et al., 1999; WILHEH FILHO et al., 2001). Resultados semelhantes
foram obtidos por Natella e colaboradores (1999) que compararam a atividade
antioxidante sobre a peroxidagao lipidica com a estrutura de compostos derivados
dos &cidos cindmico e benzdico. Neste trabalho foi obtida uma ordem crescente de
atividade dependendo dos substituintes do anel (p-hidroxi < p- hidroxi-metoxi < p-
dihidroxi < p- hidroxi-dimetoxi). Outra orientagao a respeito da atividade antioxidante,
segundo Castelluccio et al. (1995), € que a atividade antioxidante dos compostos
fenilpropendicos derivados do metabolismo das plantas é definida principalmente
pela presenca de substituintes o-dihidroxi, proporcionando maxima estabilizagado do

radical ou formacao de quelatos com metais de transicao.
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Com relacdo ao numero de hidroxilas, foi observado que, para os compostos
derivados do acido benzdico, a presenga de duas hidroxilas (GEN e PRO) ndo € o
suficiente para que o composto apresente atividade antioxidante significativa. Ja nos
derivados do acido cindmico, compostos com este numero de hidroxilas apresentam
atividades bem expressivas. Isto se deve ao grupamento propendico presente
nestes ultimos, o qual aumenta a possibilidade de estabilizacdo de elétrons
desemparelhados por ressonancia (CASTELLUCCIO et al., 1995). Ou seja, uma
dupla entre as posicdes 2,3 do substituinte em combinagdo com a funcdo 4-oxo
proporciona uma maior estabilizacdo do radical formado (Figura 15). Os compostos
hidroxilados derivados do acido benzdico sdo menos ativos (Figura 16), pelo fato de
apresentarem menor possibilidade de estabilizacdo por ressonancia, bem como, o

tamanho molecular o que torna a distribuicido espacial do elétron desemparelhado

menor.
COOH COOH COOH COOH
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Figura 15. Esquema de oxidagao e estabilizagcao de elétrons do acido ferulico

(fenilpropendico) (adaptado de GRAFF, 1992).
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Figura 16. Esquema de oxidagcdo e estabilizagcao de elétrons de compostos
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derivados do acido benzéico (Gunckel et al., 1998).

Avaliando-se a estrutura quimica, observou-se que o numero de hidroxilas

apresenta-se correlagao significativa (Tabela 2) com os resultados da potenciometria

(0,5980) e com a andlise de INIygt (0,7175). Com os demais resultados

experimentais néo foi obtida correlagao significativa (R*>0,5000).
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5.3 Calculos tedricos semi-empiricos e regressoes

Os parametros tedricos foram calculados adotando-se a perda de um
hidrogénio para a molécula neutra (equacao 11) e ionizada (equacéao 12), recebendo
desta forma, o algarismo 1 ou 2 quando se trata de paradmetros calculados para as
equacdes 1 ou 2, respectivamente.

HOArCOOH — ‘OArCOOH +H' (11)

HOArCOO - OArCOO +H  (12)

Nas equacdes adotadas para o calculo da energia de dissociagao da ligagao
O-H (AEDon), estao representadas a transferéncia de um atomo de hidrogénio.
Segundo Nakao e colaboradores (1998), as caracteristicas desta ligacédo estéo
relacionadas a capacidade de doar elétrons e de estabilizar os radicais formados.

O potencial de ionizagao (Pl) também foi calculado para o reagente fendlico
neutro (equacao 11) e ionizado (equacgao 12).

Além da AEDon e do potencial de ionizagédo (PI=-HOMO), foi calculada
também a energia de ativacdo (Ea). A Ea esta relacionada com a formagao do
intermediario cation radical, formado pela perda do elétron (equacao 14) da molécula
neutra ou seu radical neutro formado a partir da molécula ionizada (equacao 15)

HOArCOOH - HOArCOOH" +1 ¢ (14)
HOArCOO™ > HOArCOO + 1¢€ (15)

Este parametro foi calculado através de métodos semi-empiricos por Ruiz e
colaboradores (1996) para determinar a estabilidade do radical fenoxil e
correlacionar com a atividade antioxidante de compostos fendlicos.

O parametro de lipossolubilidade, Log P, foi calculado para a molécula neutra

HOArCOOH e esta apresentado juntamente com os outros resultados dos calculos
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semi-empiricos de Pl, AEDoy e Ea para os compostos neutros (HOArCOOH) e
ionizados (HOARCOOQO") na Tabela 4.

Comparando os resultados de AEDoy e PI calculados para a molécula neutra
e ionizada, observa-se que esta segunda apresenta maior possibilidade de atuar
como antioxidante por possuir uma menor energia de ligagao e um menor Pl. Em
outras palavras, apresenta maior possibilidade, segundo os célculos, de perder o

hidrogénio e o elétron, respectivamente.
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Tabela 4. Parametros tedricos obtidos por calculos semi-empiricos para os compostos avaliados

Compostos Calculos obtidos para a molécula neutra (HOArCOOH) Calculos obtidos para a molécula ionizada (HOArCOO-)
Log P CFmy* CFry* CFcri*  AEDou+* Ea,* Pl CFm,* CFry* CFery®  AEDow* Eay” Pi, *
CAF -0,660  -142,7  -121,3 48,6 73,5 1913 2116 -165,8 -149,3 -90,6 68,6 752  104,9
CLO -1,631 -400,4  -380,1 -211,0 72,4 189,4 2094 -443,7 -423,9 ND 71,8 ND 122,3
FER -0,628  -1346  -1134 55,1 73,3 189,7 2141 -158,9 -142,3 -82,5 68,7 76,4  105,0
RES -0,338 -75,1 -58,2 103,8 69,0 178,9  200,3 NE NE NE NE NE NE
CUM 0,365 -99,2 -75,9 95,2 75,4 1746 2106 -121,4 -104,3 -47 1 69,1 743  102,0
CIN 1,390 -53,6 NE 150,5 NE 204,1 220,2 -75,8 NE -1,5 NE 74,3  103,2
GALme -2,061 -190,1 -170,7 5,9 71,5 196,0 216,6 NE NE NE NE NE NE
GAL -2903  -198,0 -178,8 -0,3 71,3 197,7 2153 -223,9 -209,8  -146,3 66,2 776 1064
GEN -1,068  -153,6  -130,1 41,1 75,6 1947 2114 -176,7 -157,7  -102,2 71,1 745 103,6
PRO -1,068  -155,1 -131,2 43,5 76,0 198,6 2153 -180,6 -163,2  -103,1 69,5 77,5 106,3
VAN -1,037  -146,3  -123/4 49,3 75,0 1956  220,6 -171,2 -153,8 -94 .4 69,5 76,8  105,3
BEN 0,982 -66,4 NE 153,8 NE 220,2 2341 -89,9 NE -14,4 NE 755 102,8

Log P — Coeficiente de particdo; CFm — Calor de formagao da molécula; CFr — Calor de formagao do radical; CFcr — Calor de formagao do cation radical;

AEDoy — Energia de Dissociagao da ligagdo O-H; Ea — Energia de Ativagao; Pl — Potencial de lonizacdo * - todas as unidades em kcal/mol; NE — Nao

existe; ND- Nao determinado por ndo apresentar convergéncia na minimizagao; AEDqy = (CF, + CF H' — CF,,) ; CF H = 52,1 Kcal/mol
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De acordo com o teorema de Koopman, a energia do orbital HOMO esta
relacionada ao potencial de ionizagcdo, que por sua vez tem sido associado com a
habilidade dos compostos fendlicos de doarem elétrons (LIU et al. 1998;
MIGLIAVACCA et al. 1997). Desta forma, quanto menor o potencial de ionizagao,
maior a facilidade de doar elétrons. Por outro lado, alguns pesquisadores como
Cheng e colaboradores (2003), sugerem que este parametro ndo seja adequado
para predizer a atividade antioxidante, pois é duvidoso, e talvez represente somente
um fendmeno superficial.

Segundo Haandel e colaboradores (1996), o calculo da energia de ativagao,
através da diferenga do calor de formagado do reagente e o calor de formagéao do
radical formado a partir da abstragcdo de um elétron, € um modelo mais realistico
para calcular o potencial de ionizagao, pelo fato da geometria e os orbitais serem
modificados em resposta a remocao do elétron. No entanto, & imprescindivel que
estes parametros estejam correlacionados entre si (Pl e Ea), como pdde ser
demonstrado pela correlagdo de Spearman (Tabela 5) de 0,6438 para molécula
neutra (HOArCOOH), e de 0,6777 para molécula ionizada (HOArCOQO"). De forma
semelhante ao Pl é possivel interpretar os resultados de Ea, ou seja, quanto menor
a Energia de Ativagao, mais facilmente ocorre a transferéncia eletrénica.

A medida da Energia de Dissociagdo da ligagcdo O-H (AEDoy) determina a
facilidade da transferéncia do hidrogénio do composto fendlico para o radical.
Quanto menor o valor de AEDgy, mais fraca é a ligagdo O-H (CHENG et al. 2003) e
mais estavel é o radical formado apds a abstragcdo do hidrogénio (CHENG et al.,
2002), ou seja, enquanto o valor de AEDoy aumenta, a transferéncia do hidrogénio
torna-se menos favoravel, conferindo, desta forma, menor poder antioxidante ao

composto fendlico (BOSQUE; SALES, 2003; WRIGHT et al., 2001).
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O parametro de lipossolubilidade, Log P, esta relacionado a polaridade da
molécula. Moléculas com maior numero de hidroxilas terdo um menor Log P e, desta
forma, quanto menor o valor de Log P, maior a capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos estudados neste trabalho.

As intercorrelacbes entre os parametros teodricos obtidos para a molécula
neutra (1) e ionizada (2) estdo apresentadas na Tabela 5.

Os parametros fisico-quimicos obtidos pelos calculos semi-empiricos que
apresentam baixas correlagbes (abaixo de |0,5000]|) entre si poderao ser utilizados
nas regressoes multiplas. Aqueles que apresentam correlagao significativa entre si
deverao ser evitados em uma mesma equacao.

Segundo Selassie e colaboradores (1998), devem ser evitadas as
colinearidades entre os parametros para que as correlagdes sejam reais,
representando a relacdo quantitativa entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica investigada.

Segundo Cheng e colaboradores (2003), a correlagdo entre Ea e AEDon
sugere 0 mecanismo de transferéncia eletrénica e a abstragado do hidrogénio, ou que
estes dois processos coexistam e um influencie o outro. Entretanto, n&o foi
observada uma correlagdo significativa para os compostos fendlicos estudados entre
Pl e AEDon, tanto para a molécula neutra (R?=0,0,0269), como para a molécula
ionizada (R?=0,0142). Estes resultados foram confirmados pela correlacdo entre
AEDont € Eaq (0,0309) e de AEDon2 € Eay (0,0001). Contrariando o que Cheng e
colaboradores (2003) afirmam, essas baixas correlagbes n&o significam
necessariamente a inexisténcia de um desses processos, pois tanto o Pl quanto a

AEDop séo caracteristicas da molécula e podem correlacionar-se ou nao entre si.
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Tabela 5. Intercorrelagao entre os parametros teéricos calculados pelo método

semi-empiricos e com o numero de hidroxilas

Intercorrelacdes n R? p
Ea, vs Pl, 10 0,6438 0,0052
Ea, vs Log P 10 0,5233 0,0180
Ea; vs AEDop 10 0,0309 0,6272
Ea; vs n.OH 10 0,3201 0,0882
Pl,vs Log P 12 0,0130 0,7242
Pl; vs AEDon1 10 0,0269 0,6505
Pl; vs n.OH 12 0,0221 0,6444
Log P vs AEDgy4 10 0,0378 0,5902
Log P vs n.OH 12 0,6772 0,0010
AEDon+ vs n.OH 10 0,3201 0,0882
Ea; vs Pl, 10 0,6777 0,0034
Ea, vs Log P 10 0,3448 0,0743
Ea, vs AEDow; 8 0,0001 0,9776
Ea, vs n.OH 10 0,2886 0,1093
Pl, vs Log P 10 0,6936 0,0028
Pl, vs AEDon2 8 0,0142 0,7789
Pl; vs n.OH 10 0,6619 0,0042
AEDow2 vs n.OH 8 0,0750 0,5116
Log P vs AEDon2 8 0,0367 0,6494

n — Numero de amostras validas; R — coeficiente de Spearman; p- nivel de significancia;
Ea;- Energia de ativacdo calculada para molécula neutra; Pl- Potencial de ionizagao
calculado para molécula neutra; Log P — Coeficiente de particdo octanol/agua; AEDgy; —
Energia de dissociacdo da ligacdo O-H calculada para molécula neutra; n.OH —Numero de
hidroxilas do composto analisado; Ea, —Energia de ativagdo calculada para molécula
ioniozada; Pl,- Potencial de ionizac&o calculado para molécula ionizada; AEDon, — Energia

de dissociagao da ligagdo O-H calculada para molécula ionizada.

A Tabela 6 apresenta a correlagédo entre os parametros teoricos e os

resultados experimentais como também com o numero de hidroxilas.
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Tabela 6. Correlagado entre os parametros tedricos e os resultados

experimentais e estruturais (numero de hidroxilas)

Intercorrelagdes n R? p
Epa vs Ea, 10 0.19693 0.1989
Epa vs Pl4 10 0.06098 0.4916
Epa vs Ea, 8 0.25000 0.2070
Epa vs Pl, 8 0.35858 0.1168
Epavs LogP 10 0.71320 0.0021
Epa vs AEDon; 10 0.09993 0.3736
Epa vs AEDono 8 0.00000 1,0000
AE vs Ea; 10 0.25304 0.1383
AE vs Pl4 12 0.06382 0.4282
AE vs Ea, 10 0.26395 0.1288
AE vs Pl, 10 0.59605 0.0089
AE vs Log P 12 0.85157 0,0001
AE vs AEDon; 10 0.09554 0.3848
AE vs AEDopn) 8 0.02041 0.7358
n. OH vs Ea; 10 0.32017 0.0882
n. OH vs Pl4 12 0.02214 0.6444
n. OHvs Ea, 10 0.28859 0.1093
n. OH vs Pl, 10 0.66198 0.0042
n.OHvs LogP 12 0.67714 0.0010
n. OH vs AEDgw4 10 0.32017 0.0882
n. OH vs AEDon, 8 0.07500 0.5116
INIygT Vs Eay 10 0.20661 0.1869
INIngT VS Pl 12 0.10384 0.3070
INIygT Vs Eay 10 0.07198 0.4536
INIxgT VS Pls 10 0.42053 0.0425
INIygT Vs Log P 12 0.72444 0.0004
INInsT VS AEDoR/ 10 0.12786 0.3104
INIngT VS AEDopo 8 0.02041 0.7358
Po2 vs Eay4 10 0.36000 0.0667
Po2 vs Pl4 12 0.00397 0.8457
Po2 vs Ea, 10 0.00059 0.9467
Po2 vs Pl 10 0.06792 0.4671
Poor vs Log P 12 0.20416 0.1403
Po2> vs AEDon1 10 0.02678 0.6515
Po> vs AEDow» 8 0.35431 0.1195

n — Numero de amostras vdlidas; R — coeficiente de Spearman; p- nivel de significancia; Eas- Energia de Ativagao calculada
para molécula neutra; Pl;- Potencial de lonizagdo calculado para molécula neutra; Log P — Coeficiente de particdo
octanol/agua; AEDon1 —Energia de Dissociagao da ligagdo O-H calculada para molécula neutra; n.OH —Numero de hidroxilas do
composto analisado; Ea, —Energia de Ativagéo calculada para molécula ioniozada; Pl,- Potencial de lonizagédo calculado para

molécula ionizada; AEDow,— Energia de Dissociagéo da ligagdo O-H calculada para molécula ionizada.
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Lien et al. (1999) apresentaram um trabalho no qual foi avaliada a relagao
estrutura quimica e a atividade antioxidante de compostos fendlicos derivados do
tocoferol e de flavondides. No trabalho apresentado por estes autores, foram
calculados os parametros de energia de formagao, LUMO, HOMO e o numero de
hidroxilas. Com base nestes resultados, foram construidos modelos que podem ser
utilizados para estimar o potencial de oxidacdo ou mesmo a atividade antioxidante
de outros derivados do tocoferol e de flavondides. Da mesma forma, utilizamos os
dados tedricos calculados (Tabela 4) para avaliar a atividade antioxidante dos
compostos estudados.

Os parametros estatisticos que descrevem as regressdes sao: N — Numero de
pontos em que a equacao esta baseada; R — coeficiente de correlagcdo, F — o
resultado do teste F e p- o nivel de significancia obtido para a equacédo. O numero
entre parénteses representa o desvio obtido para cada valor da equacao.

Recentemente, trabalhos envolvendo calculos teéricos de parametros fisico-
quimicos tém relacionado a estrutura quimica com a atividade antioxidante
determinada por técnicas geralmente in vitro. Sergediene et al. (1999) avaliaram a
capacidade téxica (concentragao inibitéria de crescimento celular) de compostos
fendlicos (flavondides e derivados dos acidos galico e cafeico) sobre células
leucémicas, relacionando-os ao Log P e ao valor de potencial de meia onda obtido
por voltametria. No trabalho destes autores foi comprovado que a atividade
genotdxica estava diretamente relacionada ao valor de Eq, e de Log P (R%=0,7590).

A mesma relacdo pode ser observada para os compostos fenélicos avaliados
no presente trabalho, realizando-se a regressdo multipla dos resultados de INIngT

com os dados de Ep, e Log P, conforme apresentado na equagéo 16.
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INInsT= -16,21(+13,77). Log P — 0,08 (+0,05). Epa + 51,16 (+31,32)  (16)
N=10; R?=0,6869; F= 7,6802; p < 0,0172

Desta forma pode-se concluir que a atividade antioxidante (INIxst) aumenta
com a diminui¢cdo do valor de Log P e de Ey.. E importante salientar que a equacéo
representada anteriormente ndo obedece aos requisitos de uma equacao de QSAR,
pois se adotou um parametro experimental (E,.) para prever outro parametro (INIngT)
conforme apresentado anteriormente na equagéo 7.

A seguir serdo apresentadas outras equacgdes (17-19) de regressdo multipla
com capacidade de predizer a atividade em termos de AE e PO..

AE =-49,09 (+12,2). Log P + 35,57 (+16,8) (17)

N= 12; R?=0,6180; F= 16,184; p<0,0024

Poz = -12,98(£3,1). AEDoy, — 26,64(25,7).log P + 889,38 (+219,2)  (18)

N= 8; R? = 0,9181; F=28,044; p< 0,0019

Poz = -12,04(+6,1). AEDo + 27,09(+14,5).n.0H + 805,44 (+432,5)  (19)

N= 8; R? = 0,7408; F=7,140; p< 0,0342

Nas equacdes 17 a 19 observamos que os melhores parametros para
predizer a atividade antioxidante sdo aqueles relacionados a presenca de hidroxilas
fendlicas. Estes resultados sdo concordantes com a analise dos dados frente a
estrutura quimica. Os melhores parametros tém sido, portanto, o numero de
hidroxilas fendlicas, a energia de dissociagédo da ligagdo OH e o Log P. Este ultimo,
parametro de lipossolubilidade, sofre influéncia da natureza dos substituintes. Neste

caso, diminui na presenca de hidroxilas fendlicas.
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Zhang e Chen (2000b) determinaram que a energia de dissociagao da ligagao
OH de flavondides apresenta correlacado de r= -0,7523 com a eficiéncia antioxidante,
sendo, portando, um bom parametro para elucidar as diferencas de atividade
antioxidante. Resultados semelhantes foram obtidos para compostos fendlicos
derivados do acido cinamico e de flavondides (ZHANG, 1999), e, portanto,
confirmados neste trabalho, quando relacionados com o consumo de oxigénio.

Nas equacbes de 20 a 22 sio propostas expressdes matematicas para
predizer a capacidade dos compostos fendlicos de estabilizar o radical anion
superoxido.

INIngT= -42,17(213,8).logP -1,17(x1,6)Ea + 306,2 (+289,4) (20)

N=10; R*=0,6456; F=6,3769; p<0,0265

INInsT = -15,87(+6,8). AEDonz + 5,06 (+1,8)Pl, + 600,40(+409,7) (21)

N=8; R?>=0,6421; F=4,4800; p<0,0760

INInsT= -7,30(£9,7). AEDow + 0,65 (+1,9)Ea, + 495,69(2645,3)  (22)

N=8; R?=0,1053; F=0,2900; p<0,7572

Segundo Cheng e colaboradores (2003) estes parametros (Ea e Pi) ndo sao
adequados para avaliar a atividade antioxidante, o que também foi observado neste
trabalho. Eles mostram-se contraditérios, ou seja, quanto maior o Pl menor a
capacidade de um composto apresentar atividade antioxidante. Desta forma seria de
se esperar que Pl contribui-se negativamente para INIygt na equacéao 21.

A energia do HOMO (orbital ocupado de maior energia) pode ser utilizada

para determinar o potencial de ionizacdo, a geometria molecular e a reatividade
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quimica. No entanto, Zhang e Chen (2000a) apontaram o valor de HOMO como um
parametro inadequado de correlacdo com a atividade antioxidante de diferentes
compostos (r=0,5602).

A mesma interpretacido serve para a Ea na equagao 22. A contradicido deste
parametro é ainda mais evidente comparando-se as equacgdes 20 e 22, onde Ea
contribui negativamente para a atividade na primeira e positivamente na segunda.
Um dos motivos que pode ter levado a estes resultados € o baixo numero de
compostos avaliados nesta etapa do trabalho (N=8).

Desta forma, podemos concluir (segundo a equagao 20) que a atividade
antioxidante de compostos fendlicos frente ao anion radical superéxido aumenta

quando diminui o valor de log P e da energia de ativagao (Ea).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

o Os compostos que proporcionaram maior inibicdo da reducdo do NBT s&o o
CAF e o CLO (derivados do acido cinamico) e o GAL e GALme (derivados do acido
benzéico). Estes sao, portanto, os compostos com maior capacidade de estabilizar

0 anion radical superoxido;

A oxidacido dos compostos fendlicos avaliados da-se através de um processo
irreversivel, apresentando apenas correntes de oxidagcdo como verificado nos
voltamogramas ciclicos. Propde-se que esta corrente corresponda a oxidagéo de
hidroxilas fendlicas as quinonas correspondentes. A excecgao € verificada para o
BEN e o CIN que ndo possuem hidroxilas e, portanto, sdo inertes nas condigbes

estudadas;

. Os menores valores de Ep, foram obtidos para o CAF e CLO (derivados do
acido cinamico) e para o GAL e GALme (derivados do acido benzdico). Quanto
menor este valor, mais facilmente o composto oxida-se, prevenindo a oxidagao de

outras moléculas e apresentando, desta forma, maior protecao antioxidante.

O salto potenciométrico (AE) representa a alteragdo proporcionada ao
equilibrio da solugao de eletrdlito apds a adicdo dos compostos. Quanto maior o
salto potenciométrico, maior a capacidade da molécula ser oxidada. Neste ensaio,

os maiores valores de AE foram obtidos para o CAF e CLO e para o GAL e GALme;

. No ensaio potenciométrico péde-se verificar que o acido galico ndo é estavel

em meio alcalino. Nestas condi¢cbes, observa-se a alteragdo da coloragao da
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solugdo (de incolor para azul), apontando para a oxidagdo de grupamentos

cromoforos;

A teoria do potencial misto foi adotada para explicar o salto potenciométrico
resultante da alteracdo do equilibrio eletroquimico do meio, formado a partir da
oxidagao irreversivel do composto fendlico e da redugédo do oxigénio dissolvido no

eletrélito de suporte;

. Os resultados de consumo de oxigénio em PO, (mmHg) reforgam a teoria do
potencial misto, pois os maiores consumos foram obtidos para o CAF, GAL e
GALme. E importante ressaltar que estes sdo compostos que se oxidam em

menores valores de potencial eletroquimico;

J Entre os resultados experimentais, o Ep,s e AE correlacionam-se
apresentando um coeficiente R? =0,8993. Isto, provavelmente, é devido ao fato de

ambos estarem relacionados com a facilidade das moléculas se oxidarem:;

. As correlagdes entre o INIygt com as técnicas eletroquimicas também foram
bem significantes, ficando na ordem de 0,7916 com os valores potenciomeétricos e

0,6636 com os resultados de voltametria;

Quanto a relagdo entre a estrutura quimica e a atividade antioxidante, os
resultados obtidos apontam a presenca das hidroxilas fendlicas como sendo
essencial para a atividade antioxidante. Compostos como o BEN e o CIN, que ndo
possuem este substituinte, apresentaram resultados menores nos ensaios
realizados. O aumento no numero de hidroxilas contribui para o aumento da

atividade antioxidante;
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o Comparando os derivados do acido benzdico com os derivados do acido
cinamico, pode-se verificar ainda a influéncia do substituinte propendico que
possibilita maior estabilidade do radical formado por ressonancia. Esta afirmacéao
pode ser verificada comparando os resultados do PRO com os resultados do CAF,

ambos com duas hidroxilas fendlicas nas posigdes 2 e 3;

o Entre os parémetros fisico-quimicos, o Log P, que esta relacionado a
hidrossolubilidade da molécula, calculado para a molécula neutra (HOArCOOH),
correlaciona-se significativamente com o numero de hidroxilas (0,6772). Este
parametro, juntamente com o numero de hidroxilas, apresentaram-se adequados
para prever os resultados de atividade antioxidante em termos de AE e PO,. A
diminui¢cdo do valor de Log P e o aumento de hidroxilas contribuem positivamente

para estes resultados;

o A energia de dissociacgao da ligagao OH foi calculada para a molécula neutra
(HOArCOOH) e para a molécula ionizada (HOArCOQ"). Os resultados obtidos para
esta ultima correlacionam-se melhor com a atividade antioxidante. Quanto menor o
valor deste paréametro, mais facilmente a molécula é capaz de doar o atomo de
hidrogénio, portanto, melhor antioxidante sera o composto. Este fato é confirmado

pela contribuicdo positiva deste fator nas equacdes de QSAR;

o O Pl e a Ea estéao relacionados a perda de um elétron. Quanto menor o valor
destes parametros, mais facilmente os compostos se oxidam (perda de um elétron).
Contudo, é previsto que este parametro contribui com sinal negativo com a
atividade antioxidante (INIxgT) nas equacgdes, fato este ndo observado em algumas
equacodes, considerando-se, portanto, um parametro inadequado para predizer a

atividade antioxidante.
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7 PERSPECTIVAS

. Realizar calculos tedricos ab initio a fim de correlacionar os descritores
moleculares com a atividade antioxidante destes compostos obtidas através dos

ensaios experimentais.

Realizar estudos eletroquimicos para determinar o mecanismo de oxidacéo
dos compostos que apresentaram melhores resultados nas analises experimentais

testadas neste trabalho;

Sintetizar novos compostos que respeitem as caracteristicas estruturais e que

possuam caracteristicas fisico-quimicas que potencializem a atividade antioxidante;
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Anexo 1. Correlagbes de Spearman realizadas com os dados estruturais e

experimentais obtidos para os compostos derivados do acido benzéico

Intercorrelagdes n R? p
Epa vs AE

5 0,8100 0,0374
Epa vs n. OH

5 0,4001 0,2522
Epa Vs ININBT

5 0,6400 0,1041

5 0,6400 0,1041
AE vs n. OH

6 0,6312 0,0590
AE vs ININBT

6 0,8891 0,0048

AE vs PO,
6 0,7845 0,0188
n. OH vs ININBT

6 0,7792 0,0198
n. OH vs PO,

6 0,5411 0,0956
ININBT Vs POz

6 0,8891 0,0048

n — nimero de amostras validas; R* — Coeficiente de correlacdo de Spearman; p —
Nivel de significancia estatistica; E,s — Potencial de pico anddico; AE- Salto
potenciométrico; n. OH — Numero de hidroxilas; INIysT- Percentual de Inibicdo do

NBT; PO, — Presséo parcial de Oxigénio.
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Anexo 2. Correlagbes de Spearman realizadas com os dados estruturais e

experimentais obtidos para os compostos derivados do acido cinamico

Intercorrelagdes n R? p
Epa vs AE
5 0,9998 0,0001
Epa vs n. OH
5 0,3334 0,3081
Epa VS ININBT
5 0,4900 0,1881
Epa VS POz
5 0,4900 0,1881
AE vs n. OH
6 0,5414 0,0955
AE vs |N|NBT
6 0,4067 0,1731
AE vs PO,
6 0,1017 0,5379
n. OH vs ININBT
6 0,6942 0,0394
n. OH vs PO,
6 0,0038 0,9075
ININBT VS P02
6 0,0008 0,9572

n — nimero de amostras validas; R — Coeficiente de correlacdo de Spearman; p —
Nivel de significancia estatistica; E,s — Potencial de pico anddico; AE- Salto
potenciométrico; n. OH — Numero de hidroxilas; INIysT- Percentual de Inibicdo do

NBT; PO, — Presséo parcial de Oxigénio.



