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RESUMO

SANTOS, A. B. Atividade Antioxidante de Extratos Vegetais da Flora
Brasileira: Estudo com Ressonidncia Paramagnética Eletronica (RPE) e Teoria
do Funcional da Densidade (TFD). 2006. 91p. Tese Doutoramento — Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo

Preto.

Ha, no Brasil, uma enorme diversidade de espécies vegetais, € um
conhecimento popular de varias propriedades medicinais das mesmas. Dentre os
estudos realizados com extratos de plantas, h4 um interesse especial na atividade
antioxidante. Este trabalho, focado em atividade antioxidante, ¢ dividido em duas
partes: a primeira, utiliza a técnica de RPE para estudar a a¢do dos antioxidantes
neutralizando os radicais livres, enquanto que a segunda utiliza a TFD para, em
simulacdo computacional, ajudar a entender os resultados obtidos na primeira parte.
Foram analisados 10 extratos vegetais: Swartzia langsdorffii, Machaerium villosum,
Pterogyne nitens, Maytenus ilicifolia (casca de raiz), Pera glabrata, Aegiphyla
sellowiana, Copaifera langsdorffii, Chrysophyllum inornatum, Iryanthera juruensis
(folhas e sementes), Didymopanax vinosum. O estudo da atividade antioxidante com
RPE utiliza dois métodos diferentes: o primeiro método mede a atividade
antioxidante por meio do controle da quantidade de radicais livres, TEMPOL e
DPPH, em contato com o extrato vegetal, enquanto que o segundo método utiliza o

spin trap DMPO em conjunto com a reag¢io de Fenton (Fe*" + H,0, — Fe’™ + HO' +
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HO") para analisar a agdo dos extratos vegetais contra o radical hidroxila (OH®). A
simulagdo computacional dos compostos TEMPOL, DPPH e DMPO ¢ realizada em
um método de primeiros principios na Teoria do Funcional da Densidade, com uso
de pseudopotenciais. O cédigo utilizado é o SIESTA. As conclusdes indicam que o
extrato de Iryanthera juruensis, tanto de folhas quanto de sementes, exibe atividades
antioxidantes bastante acentuadas, em todos os métodos utilizados. A simulacao
computacional aponta o TEMPOL menos reativo que o DPPH, devido a menor
energia liberada em sua reagdo de reducdo. Sabendo que algumas destas espécies ja
sdo usadas popularmente por propriedades medicinais, estudos futuros para a correta
identificacdo do agente antioxidante e seu possivel uso, tanto na industria alimenticia

quanto na farmaceéutica, deverdo ser realizados.

Palavras-chave: Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), antioxidante, radicais
livres, extrato vegetal, TEMPOL, DMPO, reacdo de Fenton, DPPH, Teoria do
Funcional da Densidade (TFD).
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ABSTRACT

SANTOS, A. B. Antioxidant Activity of Plant Extracts from Brazilian Flora:
Study of Electron Paramagnetic Resonance (EPR) and Density Functional
Theory (DFT). 2006. 91p. Tese doutoramento — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e

Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto.

There is, in Brazil, a great diversity of vegetable species, and a popular
knowledge of several medicinal properties of the some of them. In studies carried out
with plants’ extracts, there is special interest in antioxidant activities. This work,
focused in antioxidant activity, is divided in two parts: the first uses EPR technique
to study the antioxidant activities neutralizing free radicals, while the second one
uses DFT, in computational simulation, to understand the results obtained from the
first part. Ten vegetable extracts were analyzed: Swartzia langsdorffii, Machaerium
villosum, Pterogyne nitens, Maytenus ilicifolia (bark root extracts), Pera glabrata,
Aegiphyla sellowiana, Copaifera langsdorffii, Chrysophyllum inornatum, Iryanthera
Jjuruensis (leaves and seeds), Didymopanax vinosum. The study with EPR uses two
different methods: the first method measures the antioxidant activity by monitoring
the amount of free radicals, DPPH and TEMPOL, that are in contact with the plant
extract, the second method uses spin trap DMPO with Fenton reaction (Fe2+ + H,O,
— Fe’™ + HO' + HO") for the study of the plant extract antioxidant activity against
the hydroxyl radical (OH®). The computational simulation of TEMPOL, DPPH and
DMPO is carried out using a method of first principles within the Density Functional

Theory and pseudopotentials. The code is SIESTA. The conclusions indicate that the
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Iryanthera juruensis extract, as of leaves as of seeds, exhibits accentuated
antioxidants activities, in all of the used methods. The computational simulation
indicated that the TEMPOL is less reactive than the DPPH, because the lower energy
in its reduction reaction. As some of these species are already used popularly by
medicinal properties, future studies for correct identification of the antioxidant
compounds and its possible use, as in the food industry as in the pharmaceutical

industry, should be realized.

Key-words: Electron Paramagnetic Resonance (EPR), antioxidant, free-radicals,
vegetal extract, TEMPOL, DMPO, DPPH, Fenton reaction, Density Functional
Theory (DFT).
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1. Introducao.

O Brasil possui uma vasta flora, estimada em mais de 40.000 espécies,
havendo conhecimentos populares de propriedades medicinais de varias delas. Por
outro lado, apesar dos esforgos, pesquisas cientificas que possibilitem o bom
aproveitamento deste potencial que o pais possui, ainda ndo sdo produzidas em
volume suficiente. Uma das possibilidades de estudos, sobre a qual foi desenvolvido
este trabalho, é a atividade antioxidante.

Devido a sua importancia, alimentos, ervas, temperos e chas, tém sido
pesquisados em sua acdo antioxidante (Velioglu et al., 1998; Calliste et al., 2001). Os
beneficios do uso de alimentos com acdo antioxidante ja sdo conhecidos, e sabe-se
que auxiliam na eliminacao de radicais livres e principalmente as espécies reativas de
oxigénio (ERO) gerados pelo metabolismo, tais como, oxigénio singleto (‘O,), o
radical superdxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,O,) € o radical hidroxila (OH").

Radicais livres sdo moléculas instaveis, pelo fato de possuirem um niumero
impar de elétrons. Para atingir a estabilidade, estas moléculas necessitam adquirir
elétrons e, portanto, reagem com a maioria dos compostos vizinhos, oxidando-os
(Sanchez-Moreno, 2002). Ha uma relagdo quanto a presenca destas substancias no
organismo humano e o desenvolvimento da vérios problemas de saude dentre os
quais podemos destacar varios tipos de neoplasias, aterosclerose, doengas
neurodegenerativas, artrite, diabetes, danos a estrutura do DNA, processos
inflamatorios com a redugdo do poder das células de defesa; e ainda existe uma
relacdo com o processo de envelhecimento (Yen & Chen, 1995; Pieta et al., 1998;
Chow, 2002; Hsu & Guo, 2002). E importante lembrar que o metabolismo humano,

ao utilizar o oxigénio, ¢ uma fonte de radicais livres.



O processo de oxidacdo se resume no fato de um determinado composto
perder um elétron. Ao sofrer oxidacdo, compostos como lipidios, agucares e
proteinas podem se decompor em aldeidos, cetonas, ésteres e varios outros produtos.
Possuindo propriedades diferentes das iniciais, os compostos perdem a sua
funcionalidade e importancia. No caso do organismo humano, células e tecidos
podem sofrer danos irreversiveis, enquanto que na conservagdo de alimentos ha uma
perda do sabor, qualidade e frescor.

Nos organismos vivos, a fungdo dos antioxidantes ¢ impedir que radicais
livres danifiquem células e tecidos (Fogliano et al., 1999; Polovka et al., 2003). Na
industria alimenticia o uso de antioxidantes ndo é recente, no entanto nota-se um
movimento com finalidade de substituir antioxidantes artificiais por naturais. Esta
tendéncia se deve a propria exigéncia do mercado, que evita consumir alimentos
industrializados que contenham grande quantidade de aditivos e na toxicidade de
alguns agentes antioxidantes sintéticos (Valentdo et al., 2002; Amarowicz et al.,
2004).

As principais classes de antioxidantes presentes nos alimentos sdo vitaminas,
polifendis, flavondides e carotendides (Velioglu et al., 1998; Polyakov et al., 2001;
Amarowicz et al., 2004). A acdo destes antioxidantes pode se dar por uma reacao de
oxiredu¢do onde eles proprios entram como reagentes ou por interagdo com metais
de transicdo, principalmente ferro e cobre.

A técnica de espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)
nao foi, até onde temos informagdes, utilizada no estudo de propriedades
antioxidantes de plantas da flora brasileira, apesar de ser uma técnica seletiva para a
deteccao de radicais livres, podendo fazer andlises tanto sobre a cinética quanto sobre
a estequiometria das reagdes. Apesar da técnica de RPE detectar e quantificar
radicais livres, ela ndo ¢ eficiente para identificar a substancia antioxidante, desta
forma, o estudo pode requerer outras formas de andlises, como por exemplo,
espectroscopia Otica na regido espectral do infravermelho e Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN). Estas outras formas de espectroscopia auxiliam a identificar os tipos
de substancias antioxidantes presentes nas amostras, uma vez que na preparagdo das
amostras, principalmente na forma de extratos, quase todos os componentes da planta

original sdo extraidos.



Atualmente, sdo varios os estudos produzidos com compostos antioxidantes,
principalmente os fendlicos, sendo que a utilizagdo de TEMPOL (4-hydroxi-2,2,6,6-
tetrametil-1-piperidiniloxil), DPPH (1,1-diphenil-2-picril-hidazil), e do spin trap
DMPO (5,5-dimetil-1-pirroline N-6xido) (figura 1) para testes de atividades
antioxidante ¢ grande. Diversos estudos tém sido realizados com finalidade de
determinar os melhores compostos fendlicos antioxidantes, bem como também
substituintes que incorporados a estrutura melhorem a atividade do mesmo (Wright
et al., 2001; McPhail et al., 2003; de Souza & de Giovani, 2004; Lithoxoidou &
Bakalbassis, 2005). Apesar dos diversos estudos envolvendo os compostos
antioxidantes, pouca atencdo se tem dado aos radicais livres estaveis usados nos
testes. O conhecimento da estrutura e das propriedades dos compostos utilizados
pode auxiliar na compreensdo dos resultados obtidos e na correta utilizagdo dos

mesmos.
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Figura 1. Esquemas mostrando as estruturas moleculares dos radicais livres DPPH e TEMPOL; e do

spin trap DMPO e o respectivo aduto de spin DMPO-OH.

Este trabalho pode ser dividido em duas partes: (1) a primeira tem como
objetivo realizar uma andlise comparativa da atividade antioxidante de algumas
espécies da flora brasileira, na forma de extratos, previamente selecionados. As
espécies utilizadas foram: Swartzia langsdorffii, Machaerium villosum, Pterogyne

nitens, Maytenus ilicifolia (extrato da casca da raiz), Pera glabrata, Aegiphyla



sellowiana, Copaifera langsdorffii, Chrysophyllum inornatum, Iryanthera juruensis
(extratos das folhas e da semente) e Didymopanax venosum, sendo que algumas fotos
destas plantas estdo no final desta publicacdo (anexo 1); (2) a segunda tem como
objetivo, a partir de simulagdes computacionais, entender teoricamente a dindmica de
neutralizacdo de alguns compostos utilizados nos testes de atividades antioxidante,
mais especificamente, os que foram utilizados na primeira parte.

Para as medidas das atividades antioxidantes dos extratos vegetais, foi
utilizado dois procedimentos diferentes: o primeiro consiste em medir a agdo
antioxidante do extrato por meio do controle da quantidade de radicais livres
colocados em uma solugdo do mesmo, no caso, foi feito o monitoramento de uma
solugdo do extrato misturada com TEMPOL e com DPPH que sdo compostos
disponiveis no mercado, que apresentam elétrons desemparelhados; o segundo
método utilizou a técnica de spin trapping, consistindo em gerar radicais livres,
normalmente de vida curta e coloca-los em contato simultaneamente, com uma
solugdo contendo o extrato vegetal e outra solu¢do contendo spin trap. O spin trap é
um composto, que apds reagir com o radical livre, forma um composto mais estavel,
chamado de aduto de spin, podendo entdo ser medido por RPE. A reagdo usada para
gerar os radicais livres foi a reagdo de oxidacdo do ferro, conhecida como reagdo de
Fenton (Fe*" + H,0, — Fe’™ + HO' + HO") ¢ o spin trap utilizado foi DMPO
(Finkelstein et al, 1980; Figueiredo et al. 1993; Calliste et al.,, 2001; Sanchez-
Moreno, 2002). Para obter dados sobre a agao do solvente sobre a agdo antioxidante,
o procedimento utilizando o TEMPOL foi realizado com os extratos em solugdo de
etanol e em solugdo aquosa.

A respeito das plantas estudadas é importante citar alguns estudos ja
realizados: Maytenus ilicifolia possui atividades antioxidantes estudadas e ¢ usada
em tratamento anti-ilceras e de problemas estomacais (Leite et al., 2001; Corsino et
al., 2003; Jorge et al., 2004); Pterogyne nitens foi estudada quanto a presenca de
alcaldides com propriedades antitumorais (Bolzani et al., 1995); Swartzia
langsdorffii devido a presenga de triterpenos bioativos com propriedades anti-
schistossomiais (Magalhaes et al., 2003); oléo de Copaifera langsdorffi foi estudado

focando propriedades antioxidantes com atividades anti-ulceras (Paiva et al., 2004); e



Iryantera juruensis teve seus frutos pesquisados devido a presenca de antioxidantes
lipofilicos (Silva et al., 2001).

Os resultados indicaram que os extratos de Iryanthera juruensis apresentaram
Otimas atividades antioxidantes, tanto para folha quanto para semente, em todos os
testes, apesar de outros extratos também mostrarem bons resultados. A maioria dos
resultados foram compativeis e similares em todos os testes, sendo que uma das
excecgoes, o resultado do extrato de Chrysophyllum inornatum, apresentou a melhor
atividade antioxidante contra o radical TEMPOL, uma das melhores contra o DPPH,
e, no entanto o pior resultado contra o radical hidroxila, no teste utilizando a técnica
de spin trapping.

Na segunda parte deste trabalho, com o objetivo de melhor entender os
resultados obtidos nos testes antioxidantes, os compostos utilizados — TEMPOL,
DPPH e DMPO — foram simulados computacionalmente em gas-fase. A simulagdo
utilizou a Teoria do Funcional da Densidade (TFD) (termo em inglés — DFT —
Density Functional Theory), com aproximag¢do da densidade local (ADL) (termo em
inglés — LDA — Local Density Approximation) em um método de primeiros
principios (ab initio), auto-consistente e com uso de pseudopotencial (Vianna et al.,
2004). O codigo utilizado foi o SIESTA (Spanish Initiative for Eletronic Simulations
with Thousands of Atoms) (Ordejon et al. 1995, 1996) e os pseudopotenciais foram
gerados usando a norma de Troullier-Martins (Troullier & Martins, 1991). Fenol e p-
aminofenol também foram simulados com a finalidade de servirem de referéncia.

Dentre os resultados obtidos na simulagdo, ha uma especial aten¢do para a
diferenca de energia total entre o composto inicial e o respectivo composto reduzido,
obtido pela incorporacdo de um atomo de hidrogénio. Estes valores podem ser
comparados com os valores da energia de dissociagdo de ligacdo do hidrogénio
(EDL) (termo em inglés — BDE — Bond Dissociation Energy) que ¢ usada para medir
a eficiéncia de um antioxidante e ja foi determinada para diversos compostos (Wright
et al. 2001; McPhail et al. 2003; Lithoxoidou & Bakalbassis, 2005). Esta comparacao
pode indicar se uma possivel reacdo entre o composto simulado e um dado
antioxidante (que tem EDL conhecida) ocorre com aumento ou diminui¢do de

energia total. O resultado geral mostrou que o TEMPOL possui uma variagdo de



energia menor ao ser reduzido que o DPPH, o que ajuda explicar a sua menor
reatividade.

Este trabalho defende a possibilidade de realizar testes comparativos com
extratos vegetais, utilizando a técnica de RPE, mostrando as vantagens da rapidez,
facilidade de aplicagdo, e baixa quantidade de amostra. Alem disto, hd a proposta de
mostrar a importancia de se realizar mais de um teste, inclusive com solventes
diferentes, pois nem sempre um extrato vegetal que possui maior eficiéncia em
determinado teste ¢ eficiente em outro. O principal método utilizado para testes
comparativos similares ao empregado neste trabalho ¢ o seqiiestro de DPPH medido
por meio de espectroscopia oOtica.

No capitulo 2 ¢ feita uma revisdo bibliografica: radicais livres, antioxidantes,
os conceitos que, quando aplicados, possibilitam a espectroscopia de RPE, e a a
Teoria do Funcional da Densidade sdo os assuntos tratados.

O capitulo 3 ¢ dedicado a descricdo dos testes da atividade antioxidante dos
extratos vegetais. Primeiramente sdo descritos os materiais € métodos utilizados e em
seguida apresentado os resultados obtidos e a discussdo dos mesmos. Na parte de
descrigdo dos materiais e métodos ¢ relatado a origem dos extratos vegetais e dos
reagentes utilizados, bem como as técnicas e metodologias empregadas; sendo
também descrito um teste para determinar a sensibilidade do aparelho de
espectroscopia RPE. Na parte da apresentagdo e discussdo dos resultados sdo
descritas as atividades antioxidante dos extratos testados, separados por cada teste, as
similaridades e diferencas entre eles, a importancia do solvente empregado ¢ a
eficiéncia do emprego da técnica RPE neste estudo.

O capitulo 4 traz o relato do trabalho de simulagdo computacional.
Primeiramente ¢ descrito o processo utilizado para o célculo e em seguida a
apresentacdo e a discussdo dos resultados obtidos. A discussdo ¢ conduzida em
valores de EDL, comparativamente com resultados de outros autores, relacionando
com a reatividade dos compostos e os resultados obtidos nos testes antioxidantes;
alem disto outros dados importantes, tais como a diferenca de energia HOMO-
LUMO, a polaridade dos compostos e a geometria molecular também sdo
apresentados e discutidos.

O capitulo 5 traz as conclusdes do trabalho.



2. Revisao da literatura.

2.1. Radicais livres.

Os radicais livres s30 compostos cuja estrutura quimica possui um ou mais
elétrons desemparelhados, sendo desta forma muito instaveis, altamente reativos, e
de meia vida curta. Os principais compostos sdo 0s originados por reagdes do
oxigénio molecular, denominadas de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), sendo
que este termo ¢ uma denominagdo coletiva, ndo sé para radicais livres como
também substancias capazes de reagir quimicamente e gera-los.

A geragdo destas espécies pode ocorrer durante os processos oxidativos
biologicos, dentre os quais destaca-se a fosforilacdo oxidativa, reagdo que ocorre na
mitocondria e gera energia nos organismos dos mamiferos (figura 2). A molécula de
oxigénio (Oy) que entra na reagdo recebe 4 elétrons, reduzindo-se até formar agua.
Do oxigénio consumido, parte ndo ¢ reduzido completamente (2-5%) produzindo
ERO como produtos intermediarios (Salvador & Henriques; 2004).

Outro exemplo de geracdo de ERO, e até certo ponto benéfico a satde, ¢ a
fagocitose. Os leucécitos polimorfonucleares, com o aumento do consumo de
oxigénio, denominado de “explosdo respiratdria”, constituem-se em uma fonte
importante de ERO, principalmente com agao bactericida.

Existem ainda algumas fontes exdgenas de radicais livres, tais como radiagdo,

fumo e diversas substancias toxicas, como solventes, herbicidas e drogas.



Figura 2. Geragdo de ERO a partir da redugdo do oxigénio molecular na reagdo de fosforilagao

oxidativa.

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agdo das ERO. Porém, a
membrana celular ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagao lipidica,
que acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade, perdendo a seletividade na
troca idnica e liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos, culminando com a morte celular
(Ferreira & Matsubara, 1997). A lipoperoxidagdo ¢ uma reagdo em cadeia,
representada pelas etapas de iniciagcdo, propaga¢do e terminacdo. Estas etapas estdo
apresentadas nas reagdes seguintes, onde L representa o lipidio polinsaturado da

membrana celular, com a estrutura R-CH=CH-CH,-R.

LH+ OH (ouLO") — L'+ H,0 (ou LOH) Iniciagdo

L'+0, — LOO’ Propagagio
LH+LOO — L+ LOOH Propagagio
LOO +L" — LOOL Terminacdo
LOO +LOO" — LOOL + O, Terminagio

A reagdo acima se inicia com o seqiiestro do hidrogénio do 4cido graxo
polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal seqiiestro pode ser realizado pelo OH’
ou pelo LO" (radical alcoxila), com conseqiiente formagio do L’ (radical lipidico). Na
primeira equagdo de propagacdo, o L’ reage rapidamente com o O,, resultando em
LOO’ (radical peroxila), que, por sua vez, seqiiestra novo hidrogénio do acido graxo
polinsaturado, formando novamente o L’ na segunda equacdo de propagagdo. O
término da lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais (L" ¢ LOO") produzidos nas
etapas anteriores propagam-se até se auto destruirem.

O estudo sobre os mecanismos de lesdo oxidativa tem, progressivamente,
confirmado a agdo catalitica dos metais nas reacdes. O papel dos metais na formagao
das ERO ¢ confirmado pelas reagdes de Fenton e de Haber-Weiss (Ferreira &

Matsubara, 1997) que produzem ERO:



Reacgdo de Fenton:

Fe™" + H,0, — Fe'"" + OH + OH’

Reagdo de Haber-Weiss:

0,” + H0, — O,+OH + OH~

Embora o ion de cobre possa também catalisar a reacdo de Haber-Weiss, o
ferro ¢ o metal pesado mais abundante no organismo e estd biologicamente mais

capacitado para catalisar as reacdes de oxidacao de biomoléculas.

2.1.1. Radical superoxido (O,").

O radical superoxido ¢ o mais comum e abundante na célula, sendo formado
principalmente através da cadeia de elétrons ou por acdo de células fagocitdrias para
defesa antibacteriana. Este radical ndo ¢ uma espécie particularmente lesiva, sendo
que seu principal papel ¢ ser a fonte para gerar peroxido de hidrogénio (figura 2) e
como redutor de ions de metais de transicdo (Ferreira & Matsubara, 1997). Em pH
baixos, o superoxido ira protonizar para formar o radical per-hidroxila (HO;"), uma
espécie mais oxidativa e reativa, no entanto, em pH fisiologico, menos de 1%, estara

nesta forma (Cheeseman & Slater, 1996).

2.1.2. Oxigénio singleto (10,).

O oxigénio singleto, cuja meia vida ¢ de menos de 50 a 700 ps, dependendo
do solvente (Min & Boff, 2002), pode ser gerado por células fagocitarias, por
indu¢do luminosa, e por outras diversas reagdes, dentre as quais podem-se destacar
as catalisadas por peroxidases. Corresponde a forma excitada do oxigénio tripleto,
ndo possui restricdo na transferéncia de elétrons e reage com facilidade com
compostos ricos em elétrons com duplas ligagdes.

A figura 3 abaixo indica os diagramas de energia dos orbitais atdmicos do

atomo de oxigénio, do oxigénio molecular tripleto (O,) e do oxigénio singleto (‘Oy),
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facilitando a compreensdo do fato do oxigénio singleto ser mais energético que sua

forma molecular tripleto.

‘ energia molecular ‘ energla molecular

atomico
2Pv

atomico atomico
2Pv 2Pv

atomico
2PV

tripleto singleto

Figura 3. Diagrama de energia dos orbitais atdmicos do atomo de oxigénio, do oxigénio molecular
tripleto (lado esquerdo) e singleto (lado direito) (adaptado de Min, D. B. & Boff, J. M. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, 1, pag. 59).

O 4tomo de oxigénio apresenta em sua ultima camada dois elétrons
desemparelhados, na figura 3 representados pelos orbitais 2py e 2p,. Ao formar o
oxigénio molecular, a distribuicdo eletronica preenche os orbitais moleculares até o
orbital m* (antiligante), que fica incompleto. Pela regra de Hund, os elétrons sdo
distribuidos com o mesmo spin até completar os orbitais e depois distribui os elétrons
de spin oposto. Nesta configuracdo, o estado tripleto fica com spin total S=1, e sua
multiplicidade, obtida pela expressdo 2S+1, ¢ 3. O estado singleto, que ¢ uma
viola¢do da regra de Hund, possui os elétrons do orbital n* emparelhados, spin total
S=0, e sua multiplicidade ¢ 1. A diferenca de energia entre os dois estados ¢ 22,5
Kcal/mol (Min & Boff, 2002).
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2.1.3. Radical hidroxila (OH").

O radical hidroxila é extremamente reativo, com meia vida da ordem de
milessegundos, pode lesar o DNA, inativar proteinas oxidando seus grupos
sulfidrilas (SH), reagir com carboidratos e lipideos, inclusive iniciando o processo de
lipoperoxidacdo de lipideos polinsaturados de membrana celular (Ferreira &
Matsubara, 1997).

A formagdo deste radical pode se dar pela acdo das radiagdes ionizantes,
através do processo de radiolise da dgua, pela reacdo de Haber-Weiss, envolvendo o
radical superdxido, e por reacdes envolvendo ions de metais de transi¢cdo, como, por
exemplo, a reagdo de Fenton. Como o organismo humano nido possui nenhum
sistema enzimatico de defesa contra este radical, a sua capacidade de lesar células ¢é

superior aos demais (Salvador & Henriques, 2004).

2.1.4. Peroxido de hidrogénio (H,O,).

O peroxido de hidrogénio ndo ¢ propriamente um radical livre, mas ¢ um
importante ERO pela sua capacidade de gerar radical hidroxila (OH"), principalmente
em presenca de ions metais de transi¢cdo. Este composto tem vida longa, é capaz de
atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitdria e com
proteinas ligadas ao Fe™, sendo desta forma altamente toxico para as células

(Ferreira & Matsubara, 1997; Salvador & Henriques, 2004).

2.2. Antioxidantes.

Antioxidantes sd3o compostos que possuem o potencial de neutralizar os
radicais livres, retardando ou inibindo a sua a¢ao de oxidagdo. Os antioxidantes estao

em constante atividade nos organismos vivos, necessitando estar em quantidades
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suficientes para neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sdo
constantemente produzidos. Quando esta equivaléncia ndo existe, dizemos que hé o
estresse oxidativo.

Nos organismos hd um sistema de defesa contra o estresse oxidativo formado,
principalmente pelos antioxidantes enzimaticos. Auxiliando este sistema, ainda
existe o sistema ndo enzimatico, composto principalmente, pelas vitaminas,
polifenois, flavonoides, carotendides e licopeno (Velioglu et al. 1998; Polyakov et
al.,2001; Amarowicz et al., 2004). A acdo destes antioxidantes pode se dar por uma
reacdo de oxireducdo onde eles proprios entram como reagentes ou por interagdo

com metais de transicdo, principalmente ferro e cobre.

2.2.1. Antioxidantes enzimaticos.

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pela agdo do sistema de
defesa enzimatico, composto por proteinas que se localizam no interior das células e
agem tanto na prevencdo da oxidagdo gerada pelos radicais livres quanto na
reparacao dos danos causados (Ferreira & Matsubara, 1997).

Apesar da acdo deste sistema ainda ndo estar completamente elucidada, ela se
mostra como um campo de alto interesse, principalmente na prevencdo das doencas
que podem ser causadas pelo estresse oxidativo (Salvador & Henriques, 2004).

A glutationa-peroxidase (GSH-Px) ¢ uma enzima capas de inativar peréxidos,
a custa da conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG). O
consumo de GSH nos organismo ¢ alto, no entanto, a enzima glutationa redutase
(GSH-Rd), que funciona dependente de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato
reduzida (NADPH), faz com que a forma oxidada de glutationa (GSSG) retorne a
forma reduzida (GSH) (Ferreira & Matsubara, 1997; Salvador & Henriques, 2004).
A figura 4 mostra esquematicamente o sistema formado pela glutationa.

A catalase (Cat) ¢ uma hemeproteina citoplasmatica cuja fungao ¢ catalizar a
redu¢do de H,O, em H,O e O,, sendo também NADPH dependente. A acdo da

catalase também estd representada na figura 4.
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H0 + O,

Cat
/ NADPH

<
H,0

1SSG NADP™

Figura 4. Esquema indicando a a¢do enzimatica da glutationa (GSH), catalase (Cat) e superoxido
dismutase (Sod), agindo sobre ERO H,0, ¢ O, ™. Importante lembrar que se estas espécies
permanecem no organismo déo origem a radical hidroxila OH' por meio das reagdes de Fenton e
Haber-Weiss (adaptado de Salvador, M. & Henriques, J. A. P., Radicais livres e a resposta celular ao
estresse oxidativo., Ed. ULBRA — pag 47).

A superoxido dismutase (Sod) corresponde a um grupo de enzimas com
diferentes grupos protéicos, cuja funcao principal € catalisar a dismutagdo do radical
superoxido em H,O, e O, na presenga do proton H' (figura 4). A forma Sod-cobre-
zinco estd presente principalmente no citosol, enquanto que Sod-manganés esta
localizada primariamente na mitocondria. Tem-se ainda ECSod que age no espaco
extracelular e Sod-ferro encontrada em algas, bactérias e vegetais superiores

(Ferreira & Matsubara, 1997; Salvador & Henriques, 2004).

2.2.2. Antioxidantes nao enzimaticos.

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser de origem endégena ou exodgena,
mas independente da origem, eles apresentam uma grande capacidade de defesa,
atuando de maneira direta ou indireta, a fim de manter o equilibrio celular. As acdes
destes compostos sdo principalmente a de neutralizar radicais livres, quelar metais e
bloquear a a¢do de espécies reativas, principalmente a de oxigénio.

A dieta ¢ uma importante fonte de antioxidantes, e sabe-se que vegetais e

frutos sdo ricos em vitaminas, compostos fenolicos e diversas substancias que



14

auxiliam a manter a saude celular inibindo a instalagdo de patogenias ligadas ao

estresse oxidativo.

A) Vitaminas.

A vitamina A ndo ¢ obtida diretamente pela dieta, mas obtida pela clivagem
de carotenodides e retinoides, que sdo obtidos de diversos produtos animais e vegetais.
Os carotendides, precursores da vitamina A, sdo tidos como antioxidantes, mas
estudos indicam que em algumas situagdes se apresentam também como pro-
oxidante (Burton & Ingold, 1984; Polyakov et al., 2001) aumentando a quantidade de
radicais livres no sistema. O B-caroteno ¢ um dos mais importantes carotendides, sua
estrutura e a clivagem que sofre para formar a vitamina A, (retinol) esta indicada na

figura 5.

ponto de clivagem A

|
~ L‘\ e \\\¢‘l§\¢’p\¢’J\\‘\d'/ ﬂ%./’ B N '\\I/ N N
( | N\
\1‘/#

p-caroteno
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,/m\?//»“\}\\l/’\ﬁ/, \\ S
| /N

.

HO'H

vitamina A |
(retinol)

Figura 5. Estrutura molecular do pB-caroteno e sua clivagem para formar vitamina A; (retinol).

A vitamina C (4cido L-ascorbico) é encontrada em quantidades significativas
em diversos frutos e vegetais, sendo sintetizada a partir da glicose. Devido ao seu
baixo peso molecular, é capaz de neutralizar rapidamente ERO por transferéncia de
elétrons, inibindo a lipoperoxidagdo (Hsu & Guo, 2002), e como a sua acdo
antioxidante ocorre principalmente por doagdo de um elétron, ¢ um agente redutor.
Os humanos ndo sdo capazes de sintetiza-la, obtendo-a a partir da dieta. O radical

ascorbil formado ¢ bastante estavel e ainda se discute bastante os seus efeitos pro-
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oxidantes (Salvador & Henriques, 2004). Alem de ser um antioxidante, a vitamina C
atua como o principal doador de elétrons ao radical da vitamina E, a-tocoferil,
promovendo a regeneracao do a-tocoferol. A figura 6 indica a estrutura molecular da
vitamina C.

A vitamina E designa todos os tocoferois, e sdo provavelmente os inibidores
mais importantes na reacdo em cadeia da peroxidagdo lipidica em animais. A alta
atividade dos tocoferdis contra a oxidag@o de lipideos se explica por ser liposolavel
atuando e protegendo a membrana celular. A figura 6 indica a estrutura molecular da

vitamina E.

HO

\/K Vitamina E
(0]

HO OH

— Vitamina C
HO 0

HO

Figura 6. Estrutura molecular da vitamina E (a-tocoferol) e vitamina C (acido L-ascorbico).

B) Compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos sdo formados por um ou mais anéis aromaticos
carregando grupos hidroxilas, sendo capazes de quelar metais e eliminar radicais
livres. A presencga dos elétrons-n, que auxiliam na estabilizagdo do radical formado
pela oxidacdo do fenol ao perder um atomo de hidrogénio, ajuda a explicar a grande
atividade antioxidante destes compostos.

A acdo antioxidante dos compostos fendlicos pode se dar de duas formas:
pelo mecanismo de transferéncia de hidrogénio (1) ou pelo mecanismo de

transferéncia de préton combinado com transferéncia eletronica (2) (Zhang et al.,
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2002). As reagdes indicadas abaixo (1 e 2) representam os dois mecanismos, sendo
que F indica o composto fendlico e L indica um lipideo, composto que ¢ alvo comum
da acdo dos radicais livres e que apds ser oxidado leva a uma reacdo em cadeia com
diversas outras oxidagdes semelhantes (reacdes descritas no item 2.1).

LOO"+ FOH — LOOH + FO’ (1)
LOO' + FOH — ROO™ + FOH" — LOOH + FO' (2)

O primeiro mecanismo ¢ o mais estudado, sendo que célculos teodricos do
valor da energia de dissocia¢dao da ligagdo do hidrogénio (EDL) (termo em ingles —
BDE — Bond Dissociation Energy) sdo feitos, juntamente com estudos que tentam
predizer a modificagcdo que substituintes, ligados ao anel aromatico, podem produzir
(AEDL) (Brinck et al., 1997; Wright et al., 2001; Lucarini et al., 2003).

Outro mecanismo que auxilia a a¢do antioxidante dos compostos fendlicos ¢ a
estabilizacdo adquirida pela formacdo de ligacdo intramolecular de hidrogénio
(figura 7), quando ocorre a sua oxidacdo. Caso haja mais de uma hidroxila no
composto, este fator aumenta a estabilidade do radical formado e diminui o valor de
EDL, sendo que varios trabalhos citam o numero de hidroxilas como um fator
importante no aumento da atividade antioxidante (Rice-Evans et al., 1997; Wrigth et
al., 2001; Lucarini et al., 2003; Butkovic et al., 2004; de Souza & de Giovani, 2004,
Lithoxoidou & Bakalbassis, 2005).

/H

-
oty
=
-
-
-
o

o]

Figura 7. Lado esquerdo indica a estabilizagdo do radical pela ligagdo com o hidrogénio
intramolecular e o lado direito mostra uma maior estabilizago, pois ocorrem duas ligagdes com

hidrogénio. O valor de EDL ¢ menor quando se forma a estrutura do lado direito.

Os compostos fenodlicos de origens vegetais podem ser divididos em dois
grupos: os flavondides e os ndo flavondides. Dentre os compostos ndo flavonodides,

podemos destacar os derivados da estrutura quimica Cs-Cs, especificas dos acidos
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caféico e p-cumarico e os derivados da estrutura quimica Cg¢-C,-Cs, pertencentes ao
grupo do resveratrol, presente em uvas e vinhos (Rice-Evans et al., 1997).

J& os flavonoides, que constituem um numeroso e poderoso grupo de
antioxidantes, estdo presentes nos vegetais, principalmente em frutas, verduras,
temperos e chas. A estrutura basica comum, descrita como Cg-C3-Cs, esta baseada
em um nucleo que consiste de dois anéis fenolicos, A e B, ligados por uma cadeia de
3 atomos de carbono. Esta cadeia, por sua vez, fecha-se em um terceiro anel, C,

heterociclico do tipo pirano, com um atomo de oxigénio (figura 8).

0] O
flavanona tlavona

0]
flavonol flavanol

Figura 8. No alto vé-se a estrutura basica dos flavonodides e o sistema de numeragdo.Em baixo tem-se

as variacdes estruturais dos flavonoides e sua nomenclatura.

Variagdes estruturais nos anéis subdividem os flavondides (figura 8). Caso
haja uma carbonila no carbono 4, temos as flavanonas; se a carbonila vir junto com
uma dupla ligagdo entre os carbonos 2 e 3, temos as flavonas; caso haja além da
carbonila e da dupla ligagdo uma hidroxila no carbono 3 temos os flavondis. Ainda
temos os flavandis (flavan-3-ol) onde ndo ha carbonila e nem dupla ligagdo, somente
a hidroxila no carbono 3; e as isoflavonas com o anel B ligado no carbono 3.

A acdo antioxidante dos flavonoides surge devido ao extenso sistema de
conjugacdo dos elétrons-n e das hidroxilas que se ligam a estrutura bésica. Estas

hidroxilas, por ligarem em diferentes posi¢des, diferenciam os diferentes compostos,
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com diferentes atividades antioxidantes (Rice-Evans et al., 1997; Gardner et al.,
1998).

A quercetina, um dos flavondides mais abundante nos alimentos, ¢ um
flavonol com quatro hidroxilas ligadas aos carbonos 5, 7, 3’ e 4’. Pelo fato de
também ser um dos flavondides mais estudados, serd usado em nosso estudo como
um composto de referéncia.

A atividade antioxidante dos flavondides também pode ser associada a sua
capacidade de quelar metais. A atividade antixidante de alguns flavonoides, apos
formar complexo com ions metélicos foi estudada, sendo que as conclusdes
apontaram que a atividade antioxidante dos complexos metalicos ¢ superior a do
flavonoide puro, e a quercetina e seus complexos como os compostos de melhor

desempenho. (de Souza & de Giovani, 2004).

C) Carotenoides.

Os carotendides sdo compostos naturais que formam grupos de pigmentos
coloridos, normalmente amarelados ou réseos, encontrados em plantas e tecidos de
alguns animais marinhos, tipo lagosta. Dos mais de 600 tipos de carotendides, cerca
de 50 sdo precursores da vitamina A, mas podemos destacar -caroteno, a-caroteno e
licopeno. A clivagem do B-caroteno para formar a vitamina A esta indicada na figura

5.

2.3. Ressonincia Paramagnética Eletronica (RPE).

A técnica de Ressondncia Paramagnética Eletronica (RPE) ¢ uma das mais
importantes para analise da estrutura da matéria. Suas aplicacdes estdo relacionadas
com dosimetria das radiagdes ionizantes; datagdo de fosseis (dentes, 0ssos e
conchas), rochas e materiais arqueologicos (principalmente calcita); microscopia
(Swartz, 1972; Ikeya, 1993); e andlises de radicais livres e atividades antioxidantes

(Figueiredo et al., 1993; McPhail, 2003; Polovka et al., 2003). Estes procedimentos
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decorrem da especialidade da técnica em gerar um sinal com intensidade
proporcional a quantidade de spins desemparelhados.

Na dosimetria das radia¢cdes ionizantes, materiais como hidroxiapatita
(principal constituinte dos tecidos duros dos mamiferos), dentes, ossos (Kinoshita et
al., 2003; Santos et al. 2005) ¢ aminoacidos como a alanina (Chen et al., 2002; Rossi
et al. 2005) sdo usados. Na datacdo de fosseis e materiais arqueoldgicos utilizam-se
principalmente calcita, conchas, ossos e dentes (Kinoshita et al.,, 2002 e 2005).
Nestes casos, além de utilizar para o resultado a intensidade do sinal, utiliza-se
também o fato da dose da radiagdo ser proporcional a quantidade de radicais livres
gerados e o método das doses aditivas.

O método das doses aditivas, desenvolvido por lkeya, 1993, consiste em
medir inicialmente o sinal de RPE da amostra irradiada com dose desconhecida — no
caso de dosimetria — ou da amostra que recebeu radiagdo natural por um longo
periodo de tempo — no caso de datagdes. A seguir irradia-se a amostra com doses
sucessivas de uma fonte calibrada, e mede-se o sinal de RPE apos cada irradiagdo — o
aumento da dose aumenta a quantidade de radicais livres e conseqiientemente a
amplitude do sinal de RPE. Com a determinacdo da intensidade do sinal constroi-se o
grafico de crescimento do sinal de RPE, proporcional ao crescimento da quantidade
de radicais livres, com a dose de laboratorio. Ajustando os pontos experimentais
temos a curva de crescimento do sinal com a dose, e a partir desta curva podemos
determinar a dose inicial que ¢ proporcional a intensidade do sinal medido
inicialmente. No caso de dosimetria esta dose inicial € o que se procura e no caso de
datagdes pode-se determinar por quanto tempo a amostra ficou exposta a radiacio
natural, ou seja, a data de sua origem ou de algum processo, como o aquecimento ou
cristalizagcdo do material que determina a origem do tempo.

A figura 9 exemplifica 0 método: as doses D, D,, D3 e D4 foram aplicadas
apos a medida inicial, Iy, e produziram as intensidades I;, I, I3 e 14 respectivamente.
Ao ajustar os valores obtidos em um grafico, o resultado ¢ uma variacdo linear, que
apos o devida andlise obtém-se o valor de DA como sendo a dose desconhecida que
gerou o valor inicial Iy antes das irradiagdes de laboratorio.

Para se medir um sinal de RPE, proporcional a quantidade de spins

desemparelhados presentes na amostra, a aplicagdo da técnica se fundamenta na
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analise do espectro de absor¢ao de radiacdo (microondas) pelos momentos de dipolo
magnético do spin do elétron, o qual ¢ obtido medindo-se a atenuacdo da radiagdo em
funcdo do campo magnético. A absorcdo de energia ocorre quando o elétron
transiciona entre os niveis energéticos de seus momentos de dipolos magnéticos,
sendo que a degenerescéncia entre os niveis energéticos ¢ eliminada por um campo
magnético externo agindo sobre a amostra. A energia de um féton (h.v) da radiagao
deve ser igual a diferenca de energia entre dois niveis energéticos dos momentos de
dipolos magnéticos. Importante citar que a forma do espectro corresponde

aproximadamente a primeira derivada de um espectro de absorcdo caracteristico.

Intensidade do sinal de RPE

DA 1] D1 D2 D3 D,

Doszes de lahoratorio

Figura 9. Figura exemplificando o método das doses aditivas, sendo que DA indica a dose que ¢

determinada apos as sucessivas irradiagdes de laboratorio.

Em uma visdo classica, o dipolo magnético do spin do elétron ¢ gerado
devido a rotacdo do elétron sobre o seu proprio eixo. A direcdo deste dipolo ¢

paralela ao eixo de rotagdo (figura 10).

¢ o

Figura 10. Desenho indicando a rota¢do de uma particula eletrizada em torno de seu proprio eixo € o

dipolo magnético gerado devido a esta rotagao.
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As moléculas da amostra a ser analisada devem possuir elétrons
desemparelhados (presentes em radicais livres) para que o spin produza um dipolo
magnético nao nulo. Quando ha elétrons emparelhados, estes rotacionam em sentidos

opostos e o dipolo magnético resultante ¢ nulo.

Ao aplicarmos um campo magnético H na amostra com elétrons
desemparelhados, criamos um vetor magnetizacdo devido a dire¢do preferencial do
alinhamento dos dipolos magnéticos na dire¢cdo de H, sendo que estes anteriormente

possuiam alinhamento aleatério (figura 11).

L n?
7 N
4yt Nt

Figura 11. Desenho indicando a dire¢do dos dipolos magnéticos: na esquerda temos dire¢des

aleatdrias enquanto que na direita temos os dipolos alinhados devido ao campo magnético externo.

A energia W associada a cada momento de dipolo magnético [ ¢ dada pelo

produto escalar entre o campo magnético H e o momento do dipolo:
W = —{i[H = —pH cos 6
Nesta equagdo 0 indica o angulo entre o vetor dipolo magnético e o vetor
campo magnético. No caso dos dipolos magnéticos estarem na mesma direcdo do
campo magnético teremos o angulo 0 igual a 0° ou 180°, ¢ a energia W fica reduzida
a dois possiveis valores:
W=-u.H.cos0°=-u.H
W=-u.H.cos180°= n.H
O momento magnético possui uma relagdo com o momento angular que ¢
dado pela expressao:
H=Yy.p= (— e/ 2mc).f)
Onde Y é chamada de razio de giromagnética e vale 8,79409 x 10" s™'T.
O momento angular total, p, é expresso pela soma dos momentos angular

orbital e momento angular devido ao spin do elétron, no entanto, na maioria dos

casos 0 momento angular orbital contribui muito pouco para o momento angular
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total. Considerando que o momento angular total seja apenas o momento angular
devido ao spin do elétron (sistema com S=1/2), os seus valores para projecdes em
uma dada dire¢ao sao:
p=ms.h e mg==x1/2

Ao associarmos as equagdes acima obtemos que em uma dada dire¢do o

modulo do momento de dipolo magnético vale:
M = mg . (-eh/2mc)
O termo eh/2mc ¢ chamado de magnéton de Bohr e sera representado por [3:
B = eh/2mc = 9,27401x10>* J/T

Ainda ¢ associado um fator na expressdo, chamado de fator g. Este fator ¢
requerido para os casos diferentes daqueles que envolvem momento angular puro.
Com isto, o momento de dipolo magnético do spin do elétron [I e a sua energia
associada, W, podem ser calculados por:

H=-g.B.ms
W=g.B.m;.H

Os niveis de energia para os possiveis valores de my =+ 1/2 , sdo chamados

de energia de Zeeman e valem:
W=+g.pB.H.1/2

No caso de um elétron fazer a transicdo entre os dois niveis energéticos de
Zeeman, a diferenca de energia entre estes dois niveis deve ser igual a quantidade de
energia fornecida por meio de radiacdo eletromagnética (h.v), ou seja:

h.v=AW=g.3.H
Esta ultima equacdo resume as condigdes para que ocorra a ressondncia do

spin do elétron.

2.3.1. Fator g.

O fator g ¢ caracteristico para cada tipo de composto (no caso de um elétron
livre g=2,00232) e pode ser obtido pela equagao:
g=h.v/ B.H=0,07144775067 . v(GHz) / H(T)
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Este fator ¢ anisotrdpico para cristais e para substancias que possuem uma
direcdo preferencial de orientacdo. Ha alguns compostos que se tornam isotrdpicos
por fatores fisicos ndo moleculares, como por exemplo, substancias diluidas em
liquidos de baixa viscosidade ou pé de cristais triturados. Nestes casos a isotropia €
obtida devido a orientagdo randomica, seja das moléculas no liquido ou das
particulas de p6 do cristal.

Para descrever propriedades de ressonancia paramagnética eletronica em
sistemas anisotropicos, atribuimos que o fator g é dependente do angulo entre o
campo magnético e o eixo da amostra ou molécula. Quando o campo magnético tiver
a direcdo do eixo x da molécula, ele serda denominado de Hy, e o fator g sera:

gx=h.v/ .Hy

O mesmo ocorre para os eixos y e z onde teremos:

gw=h.v/pB.Hy e g,=h.v/pB.H,

Deste modo podemos expressar o fator g como um tensor de segunda ordem:

gxx gxy gxz
g = gyx gyy gyz
L~ gzy L

A energia total do sistema:

W=B.ms.g.H

g 8y 8o |H,

w =B(msx m, m, 8w 8y 8w H,

gx &y 8. )\H,
Para um radical, com sinal iSotropico gw = 8y = 8u = Zef, OnNde Zer

corresponde ao g efetivo.

Alguns sistemas possuem uma simetria axial onde gy = gyy # g4, OU s€ja, 0s
eixos X e y sdo equivalentes e apenas o eixo z possui anisotropia. Nestes casos o
valor de g,, ¢ chamado de g|, enquanto que gy € gyy sdo denominados de gL.
Sistemas sem nenhum tipo de isotropia, ou seja, gxx # Zyy # 8u, sd0 chamados de

ortorrOmbicos.
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2.3.2. Absorcao de energia e relaxacao spin-rede.

A interacdo de uma radiacdo eletromagnética, fotons de energia h.v, com um
elétron desemparelhado, sobre o qual atua um campo magnético H, faz com que este
elétron sofra uma transi¢do do nivel inferior de energia (- g . 3. H . 1/2) para o nivel
superior (+ g . 3. H. 1/2). Do mesmo modo pode ocorrer o contrario, ou seja, 0
mesmo elétron sofrer uma relaxacdo do nivel superior para o nivel inferior (figura

12), liberando energia para o meio que o cerca (rede).

m, = +1/2
H=0 h.v=AW=g.B.m,
m,=-1/2

Figura 12. Esquema mostrando as transigdes do elétron entre os dois possiveis niveis de energia,
provocada devido a absorc¢do de energia (nivel inferior para o superior) ou pela relaxag@o da rede

(nivel inferior para o superior).

Na presenca do campo magnético H, existird no sistema de spins, uma
diferenca de populagdo (ng) entre os dois niveis de energia, considerando o equilibrio
termodindmico em uma temperatura T. A relacdo entre a quantidade de elétrons que

estdo no nivel superior (N;) e a quantidade de elétrons que estdo no nivel inferior

2

Como existe uma diferenca de populacdo quando o sistema se apresenta em

(N.) sera obtida pela distribuicao de Boltzmann:

N, _ ()

=e e
N

equilibrio termodindmico, podemos concluir que o sistema ndo pode ganhar energia
indefinidamente, sendo que a medida que o sistema absorve a energia da radiagdo
eletromagnética, o excesso deve ser liberado para a rede. Este processo ¢ chamado de
mecanismo de relaxacdo spin-rede. Toda vez que o valor de N, supera o valor de

equilibrio, devido a absor¢do de energia, o mecanismo de relaxagdo restabelece o
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equilibrio, permitindo assim, que ocorra a absor¢ao da radiagdo de forma continua e
o mecanismo da ressonancia seja observado. A principal caracteristica do mecanismo
de relaxacdo spin-rede ¢ o tempo de relaxa¢do, denominado de Ty, que caracteriza a
taxa de transferéncia de energia do sistema para a rede.

Pode-se analisar o processo de relaxacdo com base nas probabilidades de que
um elétron desemparelhado sofra a transicdo entre os niveis energéticos possiveis.
Chamaremos de Pt a probabilidade por unidade de tempo de que o elétron
experimente uma transi¢do do nivel inferior para o nivel superior devido a absor¢ao
de radiagdo, e P! a probabilidade contréria. A taxa de mudanga para o nivel superior

(devido a absor¢ao da radiacdo) ¢ dada por:

dN,

=N_Pt-N,P!

Sendo N = N; + N_ o niimero total de spins e, n = Ny - N_ a diferenca de
populagdo entre os dois niveis, entdo:
N:=12(N+n) e NN=1/2(N-n)
Combinando as duas equagdes acima podemos escrever:

dn _ dN,
dt dt

=N(P1-P.)-n(p++P1)

Assumindo que Pt =P| =P, podemos concluir:
dn
—=-2nP
Onde a probabilidade P estd relacionada com a intensidade da radiagdo
eletromagnética.
Se considerarmos agora Wt como sendo a probabilidade por unidade de
tempo para que a relaxacdo spin-rede produza uma transi¢do do nivel inferior para o
superior e, W| a probabilidade contraria, entdo, a taxa de mudanga do nivel superior

(causada pela relaxacdo) ¢ dada por:

dN,

=N_.W?t-N,W|
Seguindo o mesmo raciocinio descrito anteriormente, como nas transi¢oes

devido a absorcao de radiacdo, chegamos ao seguinte resultado:
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dn _ dN,
dt = dt

=N(W1-wi)-n(wr+w)

Substituindo na equagdo acima o valor Ty =1/ (W1t + W) que representa o
tempo caracteristico de relaxagdo spin-rede e, ng =N (W1 = Wl)/ (W1t + W) que
representa a diferenca de populacdo em equilibrio termodindmico, (observar que
neste caso W1 # WU, pois sendo ny seria zero) a equagao acima fica:

dn _n,-n
dt T,

Combinando as duas taxas de transi¢dao, a que ocorre devido a absor¢do de
radiacdo com a que ocorre devido a relaxacdo spin-rede, podemos obter a taxa de
transicao total:

dn _n;,-n
dat T,

—-2nP

Como no caso estacionario dn/dt = 0, pode-se concluir:
n=n/(1+2PT

Caso 2PT; << 1,entdon Uny e aabsor¢do de radiacdo ndo perturba em
muito a diferenga de populacdo de seu valor quando em equilibrio termodinamico.
No entanto, se 2 P >>1/ Ty, a diferenca de populacao tende a zero (n - 0), pois o
sistema de spins ndo pode liberar o excesso de energia absorvida para a rede de modo
suficientemente rapido. Esta condi¢do ¢ conhecida como saturagdo de microondas.
Como a probabilidade P depende da poténcia da radiacdo, a forma de evitar a
saturacdo ¢ utilizar os menores valores possiveis para a poténcia, porém lembrando
que o aumento da poténcia aumenta a precisdo da medida. Devem-se fazer testes
para medir a poténcia para qual a amostra sofre o processo de saturagdo, pois deste

modo obtém-se a melhor precisdo sem atingir a saturagdo (Poole, 1983; Ikeya, 1993).

2.3.3. Interacao hiperfina nuclear.

O fato do elétron desemparelhado em uma amostra sofrer a acdo dos campos

magnéticos que agem sobre ele, constitui a principal condi¢do para que possamos
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analisar o efeito da ressondncia magnética. A a¢do de um campo magnético externo
sobre o elétron ja foi analisada anteriormente, no entanto este mesmo elétron pode
sentir também a a¢do do campo magnético gerado pelos nucleos vizinhos, sendo que
este se adiciona ao campo magnético externo. Esta interacdo ¢ chamada de interagdo
nuclear hiperfina e faz com que os niveis de energia do elétron (figura 13) sofram um
desdobramento criando uma estrutura espectral chamada de estrutura hiperfina

(Poole, 1983).

my =12

W,

Figura 13. Esquema dos niveis de energia para um sistema com S =1 =1/2. As setas mostram as
possiveis transi¢oes energéticas que o elétron pode sofrer, sendo que cada transi¢ao origina uma linha

no espectro de ressonancia magnética.

O spin nuclear ¢ caracterizado pelo nimero quantico I, e como no caso do
elétron, a sua projecdo na dire¢cdo do campo magnético aplicado ¢ quantizada e
representada pelo nimero quantico my. Para um nticleo com spin I, my pode adquirir
21+1 valores possiveis.

O campo magnético efetivo, que age sobre o elétron, ¢ constituido da soma
entre 0 campo magnético externo e o campo magnético gerado pelo nucleo, sendo
que este ultimo pode assumir 2I+1 valores. Deste modo, existird 2I+1 campos
magnéticos diferentes agindo sobre os elétrons desemparelhados (um tipo de campo
magnético por elétron), gerando entdo 2I+1 linhas de igual intensidade no espectro
de ressonancia, conhecidas como linhas de desdobramento hiperfino. A separagdo
entre as linhas ¢ chamada de constante de desdobramento hiperfino, representada
pela letra a, e corresponde a uma medida da intensidade da interagdo entre o elétron e

o nucleo.
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Por exemplo, no caso do datomo de hidrogénio, com um elétron
desemparelhado (S = 1/2) e um nticleo de spin I = 1/2, o nucleo possui dois possiveis
estados dados por my = + 1/2. Neste caso a ressonancia pode ser observada para dois
valores de campo magnético externo e, o espectro ¢ constituido de duas linhas de
absorc¢do produzidas pelas transi¢cdes indicadas pelas setas da figura 13. O espectro ¢
mostrado na figura 14, sendo a constante de desdobramento hiperfino a = 50,68 mT
(Wertz, 1972).

Um outro exemplo ¢ o caso do atomo de nitrogénio, cujo spin nuclear I =1,
possuindo um elétron desemparelhado (S = 1/2). Um composto que possui esta
caracteristica ¢ o TEMPOL cuja estrutura esta mostrada na figura 15, juntamente
com seu espectro caracteristico. Note que a estrutura faz com que a condicdo de
ressonancia aparega para 3 valores de campo magnético, ou seja, um tripleto, com

21+1 linhas.

a=50,68 mT

sinal RPE (U.A.)

T T T T T T T I L T T T T 1
290 300 310 320 330 340 350 360 370

Campo magnético (mT)

Figura 14. Espectro simulado de RPE para hidrogénio atémico com constante de desdobramento

hiperfino de 50,68 mT. O software usado para a simulac@o ¢ o SimFonia fornecido pela Bruker.
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OH

Sinal RPE (U.A.)

H,C CH

HE

z
g

r T T T T T T T T T T T 1
342 344 346 348 350 352 354

L

campo magnético (mT)
Figura 15. A esquerda a estrutura molecular do TEMPOL e a direita o seu espectro simulado, com o

desdobramento hiperfino em trés linhas (21 + 1), devido ao spin nuclear [ = 1 do dtomo de nitrogénio.

O software usado para a simulagdo ¢ o SimFonia fornecido pela Bruker

A) Interacdo hiperfina com varios nucleos equivalentes.

Devido a extensdo espacial da fung¢@o de onda de um elétron desemparelhado,
¢ freqiiente observar interacdo hiperfina com mais de um nucleo. Desta forma, a
interpretacdo da estrutura hiperfina permite conhecer o estado do elétron. Existem
dois casos limites: a) quando o elétron desemparelhado estd localizado
principalmente em um ion central rodeado de atomos pertencentes a moléculas
vizinhas, predomina a interacdo com o nucleo central, sendo que as outras interagdes
possuem menor intensidade; b) quando o elétron desemparelhado interage
igualmente com nucleos equivalentes (comum em radicais organicos).

Neste ultimo caso cada nucleo equivalente multiplica por 21+1 o nimero de
linhas geradas anteriormente. Se I=1/2, o espectro terd um nimero total de linhas
simples igual a 2" (n é o nimero de nicleos). No entanto, levando-se em conta que
ocorre equivaléncia entre algumas destas linhas, o nimero total de linhas que aparece

no espectro ¢ menor e estas possuem intensidades diferentes.
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sinal RPE (U.A.)
~—
~———

T T T T T T T T T T T T 1
332 334 336 338 340 342 344
Campo magnético (mT)

Figura 16. Espectro simulado de RPE do radical metil. Notar as quatro linhas na relagdo de
intensidade 1:3:3:1 e constante de desdobramento hiperfino de 2,3 mT. O software usado para a

simulagdo ¢ o SimFonia fornecido pela Bruker.

Um exemplo ¢ o radical metil (CH3), onde o elétron desemparelhado
apresenta interacdo com os trés niicleos equivalentes de hidrogénio: haveria uma
producdo de 8 linhas simples, no entanto, o espectro aparece com quatro linhas
(figura 16) na relacdo de intensidade 1:3:3:1. Duas linhas do espectro aparecem
como sendo a superposicdo de 3 linhas simples equivalentes (intensidade 3 vezes
maior). No caso geral de n nilicleos equivalentes de spin I = 1/2 observam-se n+1
linhas, enquanto que as intensidades sdo proporcionais aos coeficientes do bindmio

de Newton (Wertz, 1972; Poole,1983).

B) Interacdo hiperfina com nacleos ndo equivalentes.

Podem ocorrer casos com nicleos que ndo possuem constantes hiperfinas
iguais, ou ainda, casos onde existam nucleos diferentes interferindo sobre o elétron
desemparelhado (s = 1/2). Nestes casos a andlise pode ser dificultada pela

superposicdo dos espectros.
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Sinal RPE (U.A)

aN NG,

T T T T T T T T T T T T 1
332 334 336 338 340 342 344
NO» Campo magnético (mT)

Figura 17. A esquerda a estrutura molecular do DPPH e a direita o seu espectro simulado, com cinco
linhas, devido a superposicdo das linhas geradas pelo desdobramento hiperfino do elétron com 2
nucleos de nitrogénio, de spin nuclear, I = 1. O software usado para a simulag¢do é o SimFonia

fornecido pela Bruker.

Um exemplo ¢ o DPPH, que possui dois niicleos de nitrogénios de spin [ = 1.
A interagdo do elétron com o primeiro nicleo gera trés linhas com constante de 0,82
mT. Cada uma destas 3 linhas se desdobra em 3 outras linhas devido a interacdo com
o segundo nucleo, com constante de 0,97 mT. Como a largura da linha € cerca de 6,7
G, ha uma superposi¢do destas 9 linhas e o espectro, um pouco mais complexo,
apresenta cinco linhas com intensidades diferentes (figura 17).

Outro exemplo ¢ o caso do aduto de spin DMPO-OH, obtido pela reagcdo do
radical livre hidroxila (OH") com o spin trap DMPO. Neste caso o elétron sofre
interferéncia de 2 nucleos, um de nitrogénio (I = 1) e outro hidrogénio (I = 1/2): o
nucleo de nitrogénio gera 3 linhas, e o nicleo de hidrogénio faz com que cada uma
delas se desdobre em duas, totalizando 6 linhas. No entanto as constantes hiperfinas
sdo muito proximas, ay = 1,49 mT e ay = 1,48 mT, produzindo uma superposi¢do. O
espectro € constituido de 4 linhas nas intensidades 1:2:2:1, conforme indicado na

figura 18.
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Figura 18. A esquerda a estrutura molecular do DMPO-OH e a direita o seu espectro simulado, com
quatro linhas, na intensidade 1:2:2:1, devido a superposicéo das linhas geradas pelo desdobramento
hiperfino do elétron com 1 nicleos de nitrogénio, de spin nuclear, I = 1, e outro de hidrogénio, I = 1/2.

O software usado para a simulagdo ¢ o SimFonia fornecido pela Bruker.

2.4. Fundamentos da Teoria do Funcional da Densidade (TFD).

A Teoria do Funcional da Densidade ¢ uma aproximagdo autoconsistente, de
primeiros principios, possuindo uma ampla aplicagdo em solidos e moléculas. Sua
aplicagdo vem crescendo bastante e tem se mostrado muito eficiente para célculo de
propriedades eletronicas e estruturais do estado fundamental (Vianna et al., 2004). O
desenvolvimento desta teoria, cujo objetivo ¢ resolver um sistema de N elétrons em
funcdo da densidade eletronica p, encontrando suas propriedades eletronicas, ¢é

mostrado, de forma resumida, a seguir.
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2.4.1. Relacao de Thomas-Fermi.

Os primeiros trabalhos na direcdo de usar a densidade eletronica p ¢
formulacdo conhecida como aproximacdo de Thomas-Fermi, cuja idéia € substituir a
complicada func¢ao de onda de N elétrons e a equagdo de Schrodinger:

3 s L)l B0l )

i 2m 1¢J

com v(r;) como sendo um potencial externo, U(r;, 1j) a interacdo elétron-elétron; pela
equacdo que determina a energia E em fun¢do da densidade eletronica p que ¢ muito
mais simples:
=C Ip 3 d3r +Ip W dlr +— J“r—f‘)d%ld%z + U,y
2

onde a primeira integral representa a energia cinética com Cy=(3/10)(37%)** sendo
uma constante; a segunda integral representa a energia devido a interagdo elétron-
nucleo com vy sendo o potencial devido aos nicleos; a terceira integral representa a
energia devido a interacdo elétron-elétron; e o termo Uny indica a interagdo nucleo-
nucleo (Hohenberg & Kohn, 1964, Vianna et al., 2004). Note que nestas expressdes
ainda ndo esta indicado o termo de energia de troca (Exchange), que equivale a
energia devida a interacdes de spin, com base no principio de exclusdo de Pauli.

A grande vantagem da aproxima¢do de Thomas-Fermi ¢ permitir
determinac¢do da densidade eletronica p em funcao do potencial v(r), sem passar pela
funcdo de onda. Se considerarmos um gas de elétrons livres confinados em uma
caixa cubica de lado L, um elétron livre tem a solugdo da equagdo de Schorddinger

dada por ondas planas:

com a energia:

Impondo as condi¢des de contorno:

ik L — ik,L _ ik L _
e =e¢’ =e - =1
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obtemos que k, =n 21W/L, k, =n 2T/L, k, =n,2T/L, com ny, ny, n, inteiros.

Logo os vetores de onda permitidos sdo aqueles que no espaco dos k sdo dados por

multiplos de 2n/L, sendo que ponto k ocupa um volume (2/L), isto ¢é,

3
21T
Q, =|—
L
sendo que o volume total sera dado por uma esfera de raio kg (os elétrons mais
energéticos):
4
Qt = g T[k13: .
O nimero N de elétrons, considerando que cada estado k tenha 2 elétrons

com spins opostos, sera:

N = 2& = k;ﬁ
Q, 31T
enquanto a densidade eletronica:
po N oK
L’ 3

A energia E de qualquer elétron em dado estado k, onde v(r) é o potencial

eletrostatico, em qualquer volume dentro do atomo, estd ligada a relagao:
hk;
E, =—E —ev(r).
2m
Considerando um elétron ligado a um atomo de raio R, cujo potencial na sua
superficie ¢ dado por v(R), em um estado k maximo, k = kg. Este elétron ndo pode ter
energia menor que a energia potencial na superficie, ou seja:
21,2
k>
2m

Substituindo nesta equagdo a relagdo entre kr ¢ p (k' = 37°p), obtém-se a

=¢v(r)-vR)).

expressao:

hZ

que em conjunto com a equagdo de Poisson:

p(r):ﬁ(zmef(v(r)—v(R))%
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O0%v(r) = —41dr)
permite determinar a densidade eletronica p em fungdo do potencial v(r), sem passar
pela fungdo de onda.

Este resultado € o principal atrativo do modelo de Thomas-Fermi.

2.4.2. Teoremas de Hohenberg e Kohn.

O desenvolvimento da TFD esta alicer¢ado em dois teoremas propostos por
Hohenberg e Kohn (Hohenberg & Kohn, 1964):

TEOREMA 1: O potencial externo v(r) sentido pelos elétrons € um funcional
unico da densidade eletronica p(r).

Este teorema nos diz que a densidade eletronica do estado fundamental po(r)
deve conter as mesmas informagdes que a fun¢do de onda do estado em questdo, ou
seja, um observavel fisico designado pelo operador O é determinado da seguinte

forma;:

0 =(y[0]y) = Ofp(r)
TEOREMA 2: A energia do estado fundamental Eg[p] ¢ minima para a
densidade eletronica p(r) verdadeira do estado fundamental do sistema eletronico.
Por meio destes dois teoremas de comprovagdo simples, ficou demonstrado
que se pode usar a densidade eletronica p como variavel basica no estudo de sistemas

de muitos elétrons.

2.4.3. Equacoes de Khon-Sham.

Khon e Sham (Kohn & Sham, 1965) foram os primeiros a apresentar uma

estratégia para o calculo de estrutura eletronica de sistemas envolvendo muitas
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particulas com o uso de E(p). Neste método ¢ incluido, pela primeira vez, de forma
explicita um termo para o célculo da energia de troca e de correlagdo eletronica
(Exchange e Correlation). O termo de troca surge devido ao principio de exclusao de
Pauli. O termo de correlagcdo corresponde a uma correcdo que aparece devido ao
tratamento das interagdes elétron-elétron serem consideradas de uma forma média,
ou seja, cada elétron participa do potencial que da origem ao movimento de todos os
elétrons, ndo havendo um tratamento detalhado onde cada elétron é correlacionado
com o movimento de todos os outros.

O funcional de energia pode ser escrito da seguinte forma:
Ip v(r)d’r + = I4d3rld3r2+T )+Ip(r)E

onde Ty(p) ¢ a energia cinética de um sistema de elétrons ndo interagentes com
densidade p(r) e Ex(p) indica o funcional de troca e correlagdo de um sistema
interagente com densidade p(r), e ndo ¢ conhecido devido a complexidade do
sistema.

Para obter o minimo do funcional de energia devemos minimizar E(p)
introduzindo os multiplicadores de Lagrange €, com o vinculo de que o niimero total

de elétrons N ¢ constante:
Ip ’r = N =constante

- E(J p(r)d’r - N» =0

a partir da qual se obtém:

jap(r){%) V) j|P(_)|d - (p)—s}d% -0

K . .
escrevendo v® como sendo o potencial efetivo de Kohn-Sham, e correspondendo a

soma:
o =) [ v, )

obtém-se a equacao:
oT,
20 4 yKks (p) =¥
op

que pode ser solucionada resolvendo a equagdo de Schrédinger de uma particula:
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LR ) ORI
Sendo To(p):
Tp)=-3 T v T v
e assumindo a funcdo de onda y; ndo ser degenerada, define-se p(r) pela equagdo:
olr)= 2o

sendo o somatorio feito em todos os orbitais ocupados, e todos os N orbitais obtidos
pela equagdo de Schrodinger monoeletronica.
Note que v*° depende de p que dependera de v*°, e desta forma a solucio

deve ser obtida por um célculo autoconsistente, cujo ciclo esta mostrado na figura 19.

pl(r)

NAO
il 2
,0“1 (r) _ Z M(r)‘ I)I(r) - |)1+1(1\)

SIM

observaveis
figicas
Figura 19. Ciclo de autoconsisténcia para solucdo das equagdes de Kohn-Sham (adaptado de Vianna,
J. D. M,; Fazzio, A.; Canuto, S.; Teoria Quantica de Moléculas e Solidos.; Ed. Liv. da Fisica — pag
227).
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2.4.4. Aproximacao da Densidade Local (ADL).

Para termos o potencial de Kohn-Sham v*%(p) inicial para o calculo
autoconsistente havera a necessidade da escolha do funcional de troca e correlagao
Ex(p). Kohn e Sham (Kohn e Sham, 1965), considerando que p varia lentamente
com a posi¢cdo, propuseram o uso de uma aproximac¢do onde o funcional E4(p) em
um dado ponto ¢ considerado igual ao funcional de troca e correlagdo de um gas
homogéneo de elétrons com mesma densidade. Essa aproximagdo levou o nome de
Aproximac¢do da Densidade Local (ADL) (termo em inglés — LDA — Local Density
Approximation). O funcional de troca e correlagdo de um gas homogéneo pode ser

escrito como sendo:

p)=[pr)e. [o(r)]d’r.

O termo &y, pode ser dividido em & = & + &, onde € separado a energia de
troca da energia de correlacdo. A energia de troca pode ser determinada facilmente
para um gas homogéneo e vale:

-
& ="l P
4\ 1T
enquanto que o mesmo ndo ocorre com a energia de correlagdo, que ¢ bastante
complexa. Alguns trabalhos tem sido desenvolvidos com finalidade de determinar a
energia de correlagcdo em fun¢do da densidade eletronica, sendo que alguns casos se
consegue grande precisdo (Vianna et al., 2004).

Ha outras aproximacgdes, dentre as quais, a Aproximagdo Generalizada em
termos de Gradientes (GGA - termo em inglés Generalized Gradient Approximation)
expressa o funcional de troca e correlagdo em termos de gradiente de variagdo de

carga, sendo usada em casos onde a densidade de carga ¢ fortemente ndo uniforme.
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2.4.5. Pseudopotenciais.

A solucdo da equagdo de Schrédinger, independente do método utilizado,
para sistemas periddicos ¢ um problema de interesse desde os primérdios da
mecanica quantica. O método do pseudopotencial usado dentro da teoria de Khon-
Sham parece ser indicado para todos estes problemas.

Um método bastante utilizado, para solugdo de sistemas periodicos ¢ o
método de expansdo em ondas planas, sendo que neste enfoque as condigcdes de
contorno, que aparecem nas fronteiras da célula unitdria sdo automaticamente

satisfeitas. Uma autofun¢do da forma:
E ei(1<+G)r

onde G ¢ um vetor de translagdo da rede reciproca. Para um dado estado eletronico k,

a funcdo pode ser expandida na forma:
P, = Z Ck+Gei(k+G)r
G

e a equagdo de schrodinger pode ser escrita da forma:

2
|:—2— 0% + \A/(I'):|[ch+aei(k+(})rj = E[Z Ck+Gei(k+G)rj
G G

m

sendo que V(r) = V(r + R), com R sendo um vetor translacional.

Na solug@o deste método, quanto maior o nimero de ondas planas, melhor
serd o resultado obtido, porem com um custo computacional alto. A questdo ¢&,
portanto, reduzir este numero de ondas planas, mantendo o método preciso e
aplicavel.

O método proposto por Herring, 1940, conhecido como ondas planas
ortogonalizadas, utiliza uma combinagdo linear de estados de caroco (nucleo mais
elétrons de camadas internas). As ondas planas neste caso sdo construidas
superpostas aos estados de caroco. Nesta construcdo as fungdes de onda
ortogonalizadas se comportam como ondas planas em pontos distantes dos 4tomos,

mas possuem caracteristicas atdmicas perto deles.
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Os pseudopotenciais ab initio de norma conservada, sdo os mais utilizados

nos calculos com a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) e possuem as seguintes

propriedades:

a)

b)

d)

os autovalores de energia obtidos para os estados de valéncia atdmicos devem
ser por construcao iguais aos autovalores obtidos com o pseudopotencial;

as autofuncdes relativas a “solucdo exata” e a solucdo obtida com o
pseudopotencial devem ser iguais para distancias r acima de um raio de corte
r. devidamente escolhido;

as integrais de 0 a r, r <r. das densidades de carga da “solugdo exata” devem
ser iguais as das solu¢des com pseudopotenciais (norma conservada);

a pseudofuncdo de onda obtida através do pseudopotencial ndo pode conter
nodos, garantindo assim uma configurag¢do suave para o pseudopotencial.

A substituicdo da funcdo de onda verdadeira pela pseudofuncdo, e dos

potenciais verdadeiros pelos pseudopotenciais, faz com que a solug¢do de sistemas

periddicos seja feita de forma rapida e confiavel.

Para o uso do método em sistemas moleculares monta-se uma rede com

apenas uma unidade molecular, mas com pardmetros grandes comparados as

dimensdes da molécula estudada, sendo que desta forma o sistema ¢ periodico e as

moléculas se comportam como se estivessem sozinhas, ou seja, em gas-fase. A figura

20 exemplifica o sistema molecular periddico.

Figura 20. Representagiio esquematica de um sistema molecular periodico.

A figura 21 mostra as fungdes de onda, montada com todos os elétrons,

chamada de fun¢do de onda real da “solu¢do exata”, e a pseudofunc¢do de onda para o
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atomo de oxigénio usando apenas os elétrons de valéncia, sendo o raio de corte de
1,55 Bohr. Notar que para r > r. as duas fungdes sdo iguais.

Ainda na mesma figura ¢ mostrado o grafico das densidades de cargas,
integradas angularmente, em funcdo do raio, comparativamente com as

pseudodensidades de cargas, para o atomo de oxigénio.

2s
(r.=1,55)
0,8 ‘
0,6 1 fungdo de onda real
pseudofungéo de onda
0,44

Funcdo de onda (U.A))

0.0 f—r—+—"F—"—"F"+—"T""T"+—T""T"—T"—T"—T T3
oo /05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

024 raio (Bohr)

0,4

carga real de todos os elétrons
carga real dos elétrons do carogo
4 pseudocarga dos elétrons de valéncia

densidade de carga
(integral angular e em unidades de carga elementar)

—— 7T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 20 25 30 35 40 45 5,0

Raio (Bohr)

Figura 21. O grafico acima mostra as fungdes de onda e as pseudofuncdes de onda do atomo de

oxigénio e o grafico abaixo a densidade de carga e a pseudodensidade de carga para 0 mesmo atomo.
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3. Atividade antioxidante dos extratos vegetais.

Neste capitulo serdo apresentados os procedimentos para a realizacdo dos
testes para medir as atividades antioxidantes de extratos vegetais de algumas plantas
da flora brasileira, utilizando a espectroscopia de RPE, alem dos resultados obtidos e
a discussdo dos mesmos. As espécies vegetais testadas foram: Swartzia langsdorffii,
Machaerium villosum, Pterogyne nitens, Maytenus ilicifolia (extrato da casca da
raiz), Pera glabrata, Aegiphyla sellowiana, Copaifera langsdorffii, Chrysophyllum
inornatum, Iryanthera juruensis (extratos das folhas e da semente) e Didymopanax
Venosum.

O primeiro procedimento, aplicado nos dois primeiros testes, foi
implementado misturando uma solu¢do do extrato vegetal com solugdes de radicais
livres: DPPH, TEMPOL. Neste caso mediu-se a capacidade do extrato de neutralizar
os radicais livres, monitorando a concentracdo resultante dos radicais por meio da
espectroscopia de RPE.

O segundo procedimento utilizou a técnica de spin trapping para medir a
atividade dos extratos vegetais contra o radical hidroxila (OH"). Neste caso o spin
trap utilizado foi o DMPO e a reacdo de Fenton gerou os radicais hidroxilas. A
espectroscopia de RPE mediu a quantidade do aduto de spin DMPO-OH formado
apos misturar os compostos da reacdo de Fenton (H,O; e FeSO4) com uma solugdo

contendo DMPO e o extrato vegetal.
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3.1. Materiais e métodos.

3.1.1. Selecao das plantas e preparacao dos extratos.

As plantas foram coletadas no Parque Estadual de Mogi Guagu (Cerrado), no
Parque Estadual Jureia-Itatins (Floresta Atlantica) e na Reserva do Mocambo
(Floresta Amazodnica) e identificadas pelos botanicos Inés Cordeiro e Nelson Rosa.
Espécimes formam depositados no Museu Paraense Emilio Goeldi, PA, e Herbéario
do Instituto de Botanica - SEMA, SP.

A preparagdo dos extratos seguiu o seguinte procedimento: casca de raiz (50
g) de Maytenus ilicifolia, folhas e sementes de Iryanthera juruensis (50 g de cada),
folhas de Swartzia langsdorffii, Machaerium villosum, Pterogyne nitens, Pera
glabrata, Aegiphila sellowiana, Copaifera langsdorffii, Chrysophyllum inornatum,
Didymopanax venosum (50 g de cada) foram secas, picadas, amassadas e submetidas
para extragdo com etanol (3x). Cada solucdo de etanol foi evaporada sobre baixa
pressdo, originando os extratos usados neste trabalho.

A escolha dos extratos foi baseada no resultado do teste preliminar de
descoloracdo do [-caroteno em cromatografia em fina camada (TLC) (Pratt &
Miller, 1984). Todos os extratos analisados evidenciaram a presencga de antioxidantes
polares apdés a observacdo das manchas amarelas em Rf 0,2-0,8 usando
CHCl13/MeOH/H,0 (13:6:1) como eluente, exceto o extrato da semente de Iryanthera
Jjuruensis, que apresentou antioxidantes apolares em Rf 0,7-0,8 usando Hexano/Ethil
Acetato (4:1) como eluente.

Todo este desenvolvimento foi realizado no Instituto de Quimica,
Departamento de Quimica organica, da Universidade Estadual de Sao Paulo
(UNESP), unidade de Araraquara, pelo grupo de pesquisa da profa. Dra. Dulce
Helena Siqueira Silva, sendo que este trabalho de extracdo e analise foi de

responsabilidade do grupo da referida professora.
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3.1.2. Reagentes.

DPPH, TEMPOL, DMPO e quercetina foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Chemical Co. Etanol absoluto e peroxido de hidrogénio a 30% (H,O,) foi adquirido
da Labsynth LTDA — Brasil. O Sulfato ferroso (FeSO,) foi adquirido da Vetec
LTDA — Brasil. Os reagentes foram utilizados sem prévia purificacao.

A solugdo tampao de fosfato foi preparada utilizando fosfato dibasico de
sodio (Na;HPO4) e fosfato monobdsico de sédio (NaH,POs) adquiridos da Vetec
LTDA — Brasil.

3.1.3. Espectrometro RPE banda-X.

O espectrometro Banda-X, Varian E-4, ¢ equipado com uma cavidade
ressonante retangular TE-102, modelo E-231. O controle do espectrometro ¢
realizado por meio de uma interface com um microcomputador Pentium através de
uma placa GPIB (General Purpose Interface Board) e software escrito em ambiente
HP-VEE. Esse software permite ao usuério a escolha dos pardmetros de aquisi¢cao
do espectro: quantidade, tempo e largura de varreduras, intensidade e freqiiéncia de
modula¢do. A sensibilidade do amplificador lock-in ¢ ajustada automaticamente, de
acordo com o sinal de entrada. O valor da freqliéncia de microondas ¢ lida por um
freqiiéncimetro e registrado em arquivo.

Durante a aquisicdo dos dados, os espectros sdo mostrados na tela do
computador, sendo possivel cancelar a varredura atual e também visualizar a média
entre as varias varreduras realizadas. Essas caracteristicas contribuem para a
obtencdo de espectros com melhor relagdo sinal/ruido. A cavidade ressonante recebe
um fluxo ininterrupto de nitrogénio, a fim de manté-la seca, evitando assim a
degradagdo do fator de qualidade da cavidade. A figura 22 mostra uma fotografia do

sistema.
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Figura 22. Espectrometro Banda-X. Vista geral mostrando os componentes. A direita se vé um

garrafio para gerar o fluxo de nitrogénio gasoso seco na cavidade ressonante. Vé-se a esquerda o

microcomputador controlador do sistema.

3.1.4. Medida da sensibilidade do espectrometro e de referéncia.

Com finalidade de determinar a sensibilidade do espectrometro RPE,
preparou-se 100mL de solugdo com o radical livre TEMPOL em dgua a 1,1 mM, e a
partir desta solucdo, realizou-se varias medidas, variando-se a concentragao.
Utilizaram-se capilares de didmetro 1,0mm cheio desta solu¢do, que ao serem
colocados no interior da cavidade ressonante, que possui um comprimento de 2,29
cm, geram um espectro relativo a um volume de amostra de aproximadamente 18uL.
Para o caso da solucdo inicial, havera, dentro da cavidade, 1,2 x 10'° radicais livres
gerando o espectro. Os tubos capilares, apds serem preenchidos com a solugdo,

foram lacrados e colocados dentro de um tubo de quartzo padronizado para RPE
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(didmetro interno 3.00mm) para, em seguida serem levados para a cavidade
ressonante do espectrometro. Os resultados sdo apresentados como a soma da
amplitude das 3 linhas do espectro (figura 15). Para cada concentracdo, as medidas
foram repetidas 3 vezes, e com o valor médio obtido, foi elaborado o grafico da
concentragdo de TEMPOL, que ¢ proporcional a quantidade de spins na cavidade,
pela intensidade do sinal. Este resultado serve como uma referéncia e indica a

sensibilidade do sistema.

3.1.5. Teste de neutralizacio de DPPH.

O teste da atividade antioxidante contra o radical livre presente no DPPH foi
implementado do seguinte modo. Foram preparadas solugdes dos extratos em etanol,
em diversas concentra¢des. Aliquotas de 40 pL de solugdo de DPPH em etanol
(ImM) e 40 pL da solucdo de extrato foram misturadas, em seguida, agitou-se a
solugdo resultante por 10s e a mesma foi transferida para um tubo capilar. O tubo
capilar foi lacrado e colocado dentro de um tubo quartzo padronizado para RPE
(didmetro interno 3.00 mm) e finalmente o conjunto foi levado a cavidade ressonante
do espectrometro. O procedimento, desde o comego da mistura até o inicio da
aquisicao de espectro leva 3 minutos e foi feito em temperatura ambiente (~25° C).
Para a medida de referéncia a solu¢do de extrato foi substituida para 40 puL de etanol.
O procedimento foi repetido por 3 vezes para cada extrato e o resultado apresentado
corresponde a média. O procedimento foi repetido com a quercetina, em solugdo de
etanol, para teste comparativo.

Na analise dos resultados, a partir da média dos espectros de RPE obtidos, foi
gerado um espectro de mesma intensidade e forma, simulado pelo programa Winsim.
Baseado no fato que a area sobre a integral do espectro ¢ proporcional a quantidade
de spins dentro da cavidade ressonante (Poole, 1983), a dupla integral do sinal foi
avaliada como o correspondente da concentragdo do radical livre (figura 23). O
espectro simulado, por ndo apresentar ruidos e nem variagdes na linha de base,
possibilita uma melhor avaliacdo de sua integral. Os resultados foram colocados em

um grafico da intensidade da dupla integral contra a concentragdo do extrato, e
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através de regressao linear a concentragdo que reduz a intensidade inicial do sinal a

metade de seu valor inicial - IC50 - foi determinado.

espectro experimental
espectro simulado

T T T T T T 1 T T T T T
332 334 336 338 340 342 344 332 334 336 338 340

Campo magnético (mT) Campo magnético (mT)

T 1
342 344

Figura 23. Vé-se a esquerda o espectro simulado pelo programa Winsim juntamente com o respectivo
espectro experimental, do DPPH e a direita a integral do espectro simulado, cuja area € proporcional

a quantidade de spins na cavidade ressonante do espectrometro.

Cada espectro foi obtido por 3 varreduras com 30 s cada, as outras condi¢cdes
do espectrdmetro foram: poténcia de microondas 50 mW, amplitude de modulagdo

0,4 mT e constante de tempo 50 ms.

3.1.6. Teste de neutralizacio de TEMPOL.

O teste da atividade antioxidante contra o radical livre presente no TEMPOL
foi implementado com solu¢des dos extratos vegetais em etanol e em agua. O
procedimento teve a seguinte metodologia: foram preparadas solugdes dos extratos
em etanol e 4gua deionizada, em concentracdo de 20 mg/mL. Aliquotas de 40 pL de
solugdo de TEMPOL em 4gua deionizada (11uM) e 40 pL da solugdo de extrato
foram misturadas, em seguida agitou-se a solu¢do resultante por 10s e a transferiu
para um tubo capilar. O tubo capilar foi lacrado e colocado dentro de um tubo de
quartzo padronizado para RPE (diametro interno 3.00 mm) e finalmente o conjunto
foi levado a cavidade ressonante do espectrometro. O procedimento, desde o comego

da mistura até o inicio da aquisicdo de espectro leva 3 minutos e foi feito em
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temperatura ambiente. Os espectros foram repetidos apos intervalos de 1h, 2hs e
24hs. Para a medida de referéncia a solucdo de extrato foi substituida para 40 pL de
etanol ou 4gua deionizada. O procedimento foi repetido com a quercetina, em
solucdo de etanol e de 4gua deionizada (2mg/ml), para teste comparativo.

O extrato de Chrysophyllum inornatum, tanto em solugdo de etanol quanto
em solucdo de 4dgua deionizada, por ter fornecido bons resultados para atividade de
antioxidante no procedimento anterior, foi testado utilizando TEMPOL em
concentragdes mais altas e intervalos de tempo mais longos. Misturou-se 40 pL da
solu¢do de TEMPOL em agua (0,11mM) e 40 puL da solugdo do extrato em etanol ou
40 pL da solucdo do extrato em dgua deionizada (20mg/ml). Na medida de referéncia
a solugdo de extrato foi substituida para 40 pL de etanol ou 4gua. A solugdo foi
agitada e levada a cavidade ressonante de modo igual ao descrito no procedimento
anterior, sendo agora monitorada por intervalo de tempo maior, até que a
concentragdo de TEMPOL atingisse valores préximos do minimo detectavel.

Os resultados sdo apresentados como a soma da amplitude das 3 linhas do
espectro (figura 15), a partir do qual ¢ obtida a porcentagem de neutralizacdo do

TEMPOL. Esta medida ¢ calculada através da equagdo abaixo:
ref —ext
ref —bg

Onde P ¢ a porcentagem de diminui¢cdo do sinal, ref ¢ a intensidade do sinal

P=

de referéncia, ext ¢ a intensidade do sinal da mistura do radical livre com a solucao

de extrato e bg ¢ o sinal de fundo.

3.1.7. Teste de neutralizacao do radical hidroxila (OH").

Devido a meia-vida do radical hidroxila ser pequena, utilizou-se neste
trabalho, para medir a atividade antioxidante dos extratos contra este radical, o
método de spin trapping. A reagdo usada para gerar os radicais livres foi a reagdo de

Fenton (Fe*" + H,0, — Fe’™ + HO™ + HO") e o spin trap utilizado foi DMPO, que
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apos capturar o radical hidroxila forma o aduto de spin DMPO-OH, de meia-vida
maior e detectdvel em espectrometro de RPE.

Antes de testar a atividade antioxidante dos extratos, foi testado a estabilidade
do aduto de spin DMPO-OH e também a influéncia da concentragdo da solucdo
tampao de fosfato de sddio sobre esta estabilidade e a amplitude do sinal obtido.
Misturou-se 20uL de solugdo de H,O, em concentragdes de 100mM; 20uL de
solugdo de FeSO4 a 10mM, 20uL. DMPO a 50mM em solucdo tampao de fosfato de
sodio (10mM e 100mM — ambas em pH 7,4). A solucdo resultante foi agitada por 10s
e transferida a um tubo capilar, que depois de lacrado e colocado dentro de um tubo
quartzo padronizado para RPE (didmetro interno 3.00 mm) foi levada a cavidade
ressonante do espectrometro. O procedimento, desde o comego da mistura até o
inicio da aquisicdo de espectro, leva 3 minutos e foi feito a temperatura ambiente.
Espectros do aduto de spin DMPO-OH foram adquiridos com uma varredura de 30 s,
poténcia de microondas de 50 mW, amplitude de modulagdao 0,1 mT, constante de
tempo 50 ms. Em um segundo momento, foram feitos varios espectros — parametros
idénticos ao procedimento anterior — para medir o decaimento, com intervalos de 1,5
minutos, até que a intensidade do sinal fosse proxima ao minimo detectavel; sendo o
resultado indicado pela soma da amplitude do sinal em fung@o do tempo.

Para o estudo da atividade antioxidante dos extratos, solu¢des de extratos em
agua de deionizada foram preparadas em diversas concentracdes. Misturou-se 20uL
de solucdao de H,O, (100mM), 20uL de solugdo de FeSO4 (10mM), 20uL. de solucao
de extrato e 20uL. DMPO a 50mM em solucdo tampao de fosfato de sédio (10mM).
Para a medida de referéncia a solucdo de extrato foi substituida por 20 pL agua
deionizada. O restante do procedimento para aquisi¢do das medidas ¢ idéntico ao
indicado anteriormente, incluindo os pardmetros do espectrometro. O procedimento
foi repetido trés vezes para cada medida. Os resultados foram calculados como a
soma da intensidade das quatro linhas do espectro (figura 18), e entdo colocados em
um grafico da intensidade total do sinal contra concentracdo do extrato, e por analise
deste grafico foi determinada a concentragdo de extrato que reduz o sinal radical a

metade do valor da intensidade inicial - IC50.



3.2. Resultados e discussoes.

3.2.1. Medida da sensibilidade do espectrometro e de referéncia.
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A partir dos resultados encontrados montou-se a tabela 1, onde temos a

correspondéncia entre a amplitude do sinal de RPE e a concentra¢do do radical livre

TEMPOL. Com base nos dados da tabela 1 montou-se o grafico e a reta de regressao

linear indicado na figura 24.

Tabela 1. Relagao obtida entre a concentracio de TEMPOL e a amplitude de sinal no

espectrometro de EPR.

Concentragio TEMPOL Amplitude RPE (U.A.)
1,1 uM 0,635x 107
11 uM 6,86 x 10
110 uyM 61,8x 107

550 uM 313,2x 107
1.100 pM 620,9x 107
0,01
< 1E3
2
@
i
8 1E4
%
1E-5
1E-6 T T T T T T
1E-6 1E-5 1E-4 1E-3

concentragdo TEMPOL (M)

Figura 24. Grafico obtido pela relagdo entre concentragdo de TEMPOL e amplitude do sinal de EPR,

indicados na tabela 1.
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A menor concentracdo de TEMPOL utilizada neste estudo foi de 1,1uM, cujo
espectro obtido pode ser visto na figura 25. Esta concentracdo indica de

aproximadamente 1,2 x 10" spins dentro da cavidade ressonante do espectrometro.

Sinal RPE (U.A.)

T T T T T T T T T T T T 1
332 334 336 338 340 342 344
campo magnético (mT)

Figura 25. Espectro EPR obtido com amostra de TEMPOL a concentragdo de 1,1pM.

A reta de regressdo linear obtida com a relacdo concentragdo por amplitude
EPR mostra uma boa correlagdo linear, com coeficiente de correlagdo linear R=0,99
e, portanto pode ser usada como referéncia para medir a quantidade de radicais livres
existentes em solucoes estudadas.

E importante ressaltar que existe um valor minimo de deteccfio. Ao analisar o
espectro obtido com a menor concentracdo de TEMPOL (1,1uM) e comparar a
relagdo sinal ruido nota-se que a amplitude do sinal, caso seja reduzida a metade,
ainda sera maior que o ruido que o aparelho apresenta. Com base nestes resultados
pode-se concluir que o limite minimo de detec¢ao do aparelho ocorre quando houver
na cavidade ressonante uma quantidade aproximada de 6,0 x 10'? radicais livres,
correspondendo a uma concentracdo de 0,55uM. Caso haja uma quantidade menor
pode ser dificil detectar se ha ou ndo radicais livres na solugdo.

Este resultado ¢ bastante significativo, pois poucas técnicas convencionais
conseguem detectar, com pequenas quantidades de amostra, da ordem de microlitros,

concentragdes baixas, da ordem de décimos de micromolar.
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3.2.2. Teste de neutralizacio de DPPH.

O teste de DPPH ¢ de facil execucdo, seguro e reprodutivel, e por estes
motivos tem sido usado amplamente para analise de atividades de antioxidante, tanto
pela espectroscopia RPE, como pela técnica de descoloracdo, por meio de absor¢do
Otica. Uma solu¢do de DPPH gera absorgdo Optica na regido de comprimento de
onda 515-517nm, sendo que a intensidade desta absorcdo ¢ proporcional a
concentragdo da solugdo (Sanchez-Moreno, 2002). A figura 26 mostra um espectro

de absor¢do dtica caracteristico de uma solugdo de DPPH.

1,04
0,94
0,8
0,74
0,6
0,5

04

Absorbancia

0,3
0,24

0,14

0,0

T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700
comprimento de onda (nm)

Figura 26. Absorbancia de uma solucdo de DPPH, em etanol, a ImM.

O espectro de DPPH em um espectrometro RPE, quando misturado a um
extrato vegetal, ¢ constituido apenas por suas 5 linhas de absor¢do, e isto, em
conjunto com o fato do produto gerado em uma reacdo reducdo, ndo produzir
nenhum sinal, constitui vantagens em relacdo a espectroscopia Otica. Na
espectroscopia oOtica, além de se aparecer absor¢des devido aos constituintes do
extrato, o0 DPPH ao reagir recebendo um hidrogénio e reduzir para sua respectiva
hidrazina (DPPH-H), gera um incremento na absorcao o6tica em 320 nm (Yordanov e
Christova, 1997).

O resultado da atividade antioxidante dos extratos vegetais testados esta

indicado na figura 27, na forma de IC 50.
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referéncia

0.1 mg/mL

Wlml_

T T T T T T )
332 334 336 338 340 342 344
campo magnético (mT)

sinal RPE (U.A.)

DPPH - IC 50 (mg/mL)

Figura 27. O grafico a esquerda indica IC 50 para neutralizagdo do DPPH, por extrato vegetal, ¢ a
direita espectros comparativos da acdo do extrato de Pterogyne nitens, em diferentes concentragdes,

em uma solug¢do de DPPH.

Extratos de Iryanthera juruensis (folha e semente) mostraram a maior
atividade de antioxidante neste teste, inclusive com resultados mais eficientes que os
obtidos para Filipendula ulmaria, uma planta originidria da Franga, em um
experimento semelhante (Trouillas et al., 2003). Os valores de IC50 obtidos para o
extrato de folhas (0.028 mg/mL) e o extrato de sementes (0.041 mg/mL) de
Iryanthera juruensis, quando comparado ao obtido para quercetina (0.0169 mg/mL)
indica que a principal constituicdo destes extratos ¢ de substancias antioxidantes.
Extratos de Copaifera langsdorffii, Chrysophyllum inornatum e Pterogyne nitens
também possuem baixo valores de IC50, indicando alta capacidade antioxidante,
sendo que trabalhos fotoquimicos com algumas destas espécies indicam a presencga

de substancias antioxidantes (Bolzani et.al., 1995; Paiva et. al., 2004).
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3.2.3. Teste de neutralizacio de TEMPOL.

Aqui o célculo de IC50 ndo foi aplicado porque testes preliminares indicaram
ser necessario grandes concentracdes de extrato para gerar resultados significativos.
Desta forma se optou por monitorar solu¢des do extrato em concentracdo alta (20
mg/mL) neutralizando o radical livie TEMPOL em concentragdo de 11uM, ao longo
do tempo. O fato da solugdo de TEMPOL estar em agua e parte do teste ser feito com
o extrato solubilizado em d4gua, torna o experimento mais semelhante com as
situacdes encontradas in vivo, em oposicdo ao DPPH que estava em uma solugdo de
etanol. O radical livre TEMPOL ¢ mais estavel que o radical DPPH e apesar de ser
capaz de reagir com radicais livres nos organismos, apresentando uma atividade
antioxidante (Polovka et al., 2003), sua aplicacio em espectroscopia RPE,
monitorando atividades antioxidantes, principalmente em sistemas hidrossolaveis ¢

de grande importancia (Yordanov e Ranguelova, 2000; Brezova et al., 2002).

A) Teste de neutralizacdo de TEMPOL — extratos em solucido de etanol.

A fracdo de neutralizagdo de TEMPOL pela acdo do extrato, ao longo do
tempo, estd indicada na figura 28. O extrato que tem a eficiéncia maior ¢ o de
Chrysophyllum inornatum, sendo que neste caso, em 2 horas a concentracdo de
TEMPOL diminuiu de 5,5 uM para um valor menor do que 0,55 pM que ¢ a
concentragdo minima que nosso espectrometro pode detectar.

Os extratos de Machaerium villosum, Pterogyne nitens, Pera glabrata,
Iryantera juruensis (folhas), and Copaifera langsdorffii mostraram resultados muito
semelhantes, com porcentagens em torno de 70%-80%. Nestes casos o decréscimo na
quantidade de radicais livres ¢ proximo ao do minimo detectavel (cerca de 90%). O
resultado para o extrato da casca de raiz de Maytenus ilicifolia, que neste teste
mostrou baixa atividade antioxidante, ndo esta em concordancia com o teste contra o
DPPH, o mesmo ocorre com os extratos de Iryantera juruensis (tanto folha quanto
semente) que mostraram média atividade, e no teste do DPPH foram os mais

eficientes.
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I Maytenus ilicifola
[ Aegiphyla sellowiana
Il Swartzia langsdorffii
1. juruensis (semente)
I Didymopanax vinosum
[ ] Machaerium villosum
I Pterogyne nitens
Il Pera glabrata

I 1. juruensis (folha)
I Copaifera langsdorffii
I Crysophyllum inornatum

radical livre TEMPOL

Percentagem de neutralizagéo do

Figura 28. Fragdo de neutralizagdo de TEMPOL, por extrato e por tempo (extratos em solucdo de

etanol).

Na andlise da diminui¢do de concentragdo de TEMPOL em contato com o
extrato de Swartzia langsdorffii, inicialmente ha uma diminuicdo para em seguida,
entre 1h e 2h, haver um pequeno aumento. Foi descrito que TEMPOL pode ser
reduzido a uma hydroxilamina e esta substancia pode ser re-oxidada novamente a
TEMPOL (Brezova et al., 2002), o que pode explicar este comportamento. O similar

acontece com extrato de Didymopanax venosum entre Oh e 1h.

B) Teste de neutralizacio de TEMPOL — extratos em solucio de dgua.

A fracdo de neutralizagdo de TEMPOL pelos extratos e ao longo do tempo
estd indicada em figura 29. Novamente, o extrato que teve a maior eficiéncia
neutralizando o radical livre TEMPOL foi o de Chrysophyllum inornatum, repetindo

o desempenho no teste onde solugdo de etanol foi empregada.
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I Maytenus ilicifola
[ Swartzia langsdorffii
I |. juruensis (leaf)
11 juruensis (seed)
I Machaerium villosum
[ Pera glabrata

I Copaifera langsdorffii
I Didymopanax vinosum
I Pterogyne nitens
I Aegiphyla sellowiana
I Crysophyllum inornatum

Porcentagem de neutralizag@o do
radical livre TEMPOL

Figura 29. Fragdo de neutralizagdo de TEMPOL, por extrato e por tempo (extratos em solucdo de
agua).

As maiores diferengas observadas, em relagao ao teste contra o TEMPOL ¢ os
extratos em solu¢do de etanol, ocorreram com os extratos de Aegiphyla sellowiana e
Didymopanax venosum. Enquanto que em solucdo de etanol, estes extratos ndo
apresentaram boa atividade antioxidante: Aegiphyla sellowiana — 22% e
Didymopanax venosum — 55%, em solu¢do aquosa eles reduziram, apds 24 hs, a
concentragdo de TEMPOL a valores abaixo do minimo detectavel, sendo que o
extrato de Aegiphyla sellowiana foi o segundo mais eficiente e o de Didymopanax
venosum 0 quarto.

As diferencas observadas nas atividades dos extratos da casca de raiz de
Maytenus ilicifolia e dos extratos de Iryantera juruensis (tanto folha quanto semente)
quando em solucdo de etanol, em relacdo ao teste do DPPH foram novamente
observadas, ou seja, no teste do DPPH eles foram mais eficientes.

Em geral, o resultado obtido aqui foi similar ao obtido quando foram
solubilizados em etanol, mas nota-se que a saturacdo da atividade antioxidante ¢
menor. Ao visualizar os gréficos, fica claro que se os testes fossem expandidos no
tempo, com maior concentragdo de TEMPOL, a porcentagem de neutraliza¢do, com

os extratos em solucdo aquosa, aumentaria um pouco mais, enquanto que, em



57

solucdo de etanol, para tempos mais longos ndo haveria aumentos significativos, uma
vez que as curvas, menos inclinadas, aparentam possuir uma saturacdo mais rapida.
Este resultado indica que o desempenho da atividade antioxidante, para a maioria dos
extratos, quando estdo em solugdes de agua ¢ mais lento, apesar dessa diferenca ser
pequena. O teste com concentragdes de TEMPOL maiores e tempos maiores, usando
o extrato de Chrysophyllum inornatum, conjuntamente com o teste utilizando

quercetina, ajudou a entender esta conclusdo.

C) Teste de neutralizacdo de TEMPOL em maior concentracao.

Os resultados do teste com concentracdes de TEMPOL maiores e tempos
maiores, usando o extrato de Chrysophyllum inornatum, ¢ mostrado em figura 30 e
aponta, depois de 40 horas de andlise, que ocorre um decaimento exponencial de
segunda ordem, com uma componente rapida e outra com a¢ao mais lenta, conforme

mostrado na equagao abaixo:

INTENSIDADE(RPE) = Ae ' + Be ™'

0,0005

0,0004 etanol
® 3Agua

referencia

"}\ 1 hora
0,0000 +—————— e

T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 332 334 336 33? ) 340 342 344
campo magnético (mT)

0,0003

0,0002

Amplitude sinal RPE (U.A.)
sinal RPE (U.A.)

0,0001

tempo (horas)

Figura 30. A esquerda, grafico mostrando o declinio da intensidade do sinal de RPE, proporcional a
concentra¢do de TEMPOL, ao longo do tempo, quando misturado com extrato de Crysophyllum
inornatum, solubilizado em agua e em etanol e suas respectivas curvas de decaimento exponencial de
segunda ordem. A direita, espectros de TEMPOL misturados com extratos de Crysophyllum

inornatum ap6s 1h, Sh, e o espectro de referéncia.

Os valores obtidos para as constantes de decaimento na analise grafica foram

ka=0,694 h'e kg=0,097 h! para o extrato em etanol e ka=1,316 h'e kB=0,093h'1
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para extrato solubilizado em dgua. A principal diferenca acontece nas constantes A e
B: os valores da relacao entre estas constantes em etanol ¢ A/B = 3,24)(104/8,9&(10'5
=3,61 ¢ em 4gua A/B = 1,75x107/2,57x10™ = 0,68.

Este resultado sugere que a neutralizagdo do TEMPOL ocorre por duas vias
distintas — reacdo A e reacdo B, com constantes cinéticas diferentes, ks € kg, mas
sendo ambas dependentes da concentragdo de dois grupos de antioxidantes [A] e [B],
respectivamente. Estas duas reacdes sdo de primeira ordem, e considerando

independentes entre si, pode-se concluir que obedecem as equagdes (Russel, 1994):

A
2]l

Considerando a variagdo das concentragdes em quantidades infinitesimais e

fazendo a integragdo em um dado intervalo de tempo, temos:

[Al=[A],e™

[B] =[B],e ™"

onde [A]p e [B]o sdo as concentragdes iniciais dos dois tipos diferentes de
antioxidantes.

Considerando que: 1) a concentragdo do antioxidante A, que possui a
constante cinética maior, ka>kg, seja menor que a concentragdo total de TEMPOL,
mas que as concentragdes dos dois juntos, A e B, seja suficiente para neutralizar todo
o TEMPOL presente na solu¢do; e 2) que ha uma relagdo direta entre a variagdo de
concentragdo de TEMPOL A[T] e as variagdes de concentragao dos antioxidantes

A[A] e A[B] podemos concluir que:
[T]O[A]+[B] =[A],e ™ +[B],e™

Sabendo que a intensidade do sinal de RPE ¢é proporcional a concentragdo de
TEMPOL, podemos analisar o resultado obtido conforme a equagdo mostrada

micialmente:
INTENSIDADE(RPE) = Ae ' + Be ™™

onde A e B sdo as concentracdes iniciais dos antioxidantes [A]y e [B]o € a soma A+B

equivale a concentragdo inicial de TEMPOL [T].
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E importante citar que, possivelmente, neste extrato existem mais de dois
compostos antioxidantes, mas, por questdes de ajuste, no nosso estudo, eles foram

relacionados em dois grupos, que reagem pelas vias A e B.
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Figura 31. graficos comparativos de fungdes de decaimento exponencial de segunda ordem: A)
comparativo entre diversos valores A/B; B) comparativo entre a fungao de constante k, rapida e kg

lenta; C) comparativo entre diversos valores de ka € kg.

Para melhor visualizar o resultado obtido, a figura 31 mostra alguns graficos
de funcdes exponenciais com diferentes valores de A, B, ks e kg. Com base nestes
graficos podemos notar que o decaimento ¢ mais intenso no ini.cio da reagdo quanto
maior for a relagdo A/B (figura 31-A), sendo que o valor de A ¢ proporcional a
concentragdo dos antioxidantes que reagem mais rapidamente, enquanto que o valor
de B ¢ proporcional a concentracdo dos antioxidantes que reagem mais lentamente.
Nota-se ainda que a parte inicial da reacdo ¢ dominada pela exponencial de
decaimento répido (apesar de haver influéncia da decaimento lento), constante

cinética ka, enquanto que a parte final ¢ dominada pela exponencial de decaimento
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lento, constante cinética kg (figura 31-B). Por fim pode-se concluir que variagdes em
ka modificam a parte inicial do grafico enquanto que variagdes em kg altera a parte
final do gréfico (figura 31-C).

Comparando o resultado obtido (figura 30), pode-se concluir que em etanol a
concentragdo do antioxidante responsavel pela reacdo rapida, maior constante
cinética ka, € superior a sua concentracao quando solubilizado em agua. Os motivos
desta diferenga, apesar do experimento ndo ser conclusivo, apontam nas seguintes
dire¢des: 1) o antioxidante que possui constante cinética maior ¢ menos soluvel em
agua que em etanol; 2) alguns antioxidantes presentes na solugdo reagem mais
rapidamente em etanol que em agua; 3) etanol torna o TEMPOL mais reativo,
incrementando a reag@o que possui constante cinética maior.

As componente lentas de decaimento (kg) ndo apresentaram diferencas
significativas, enquanto que as componentes rapidas (ka), apesar de possuirem uma
diferenca mais significativa, ao longo de 40hs, ndo seriam muito importantes, como
pode ser notado, comparando com a figura 31-C. Isto confirma o fato que a diferenca
¢ perceptivel e a atividade de antioxidante de extratos em etanol ¢ mais rapida para
saturagao.

Este resultado ¢ compativel com a acdo de varias substancias antioxidantes,
com cinéticas de reagdes diferentes, e esperado para um extrato bruto. Para ter uma
nocdo da diferenca existente entre as velocidades de reacdo dos compostos
antioxidantes podemos citar o trabalho de McPhail et al., 2003, que em um estudo da
cinética das reacdes de diversos flavonoides com o radical livre galvinoxil mostrou
que a constante cinética pode variar de 5 dm’mols™ até 14.463 dm’mol’'s™; em
outro estudo, de mesma natureza, mas utilizando o radical livre DPPH, Butkovic et
al., 2004, mostrou um resultado com intervalo menor, mas ainda bastante grande, de
75 dm’mol's™ até 4.400 dm’mol™s™.

Outro fato que contribui para este resultado ¢ o fato dos flavonoides, assim
como outros compostos fendlicos, apos reagir com os radicais livres, formarem
quinonas, e esta reacdo ocorrer em dois passos (Foti & Ruberto, 2001; McPhail et al.
2003). Como as velocidades de reagao destes passos sdo diferentes ¢ de se esperar
decaimentos exponenciais diferentes. A figura 32 mostra a neutralizacdo de dois

radicais livres por uma molécula da substancia antioxidante.



61

J\’

s WWH\?'TWTH

h/\/ ‘*/“‘/l![

l_i f H '.'
on O b H ORTOQUINONA
SEMIQUINONA

r![

sx\f

™

u/\/

1
! H PARAQUINONA

Figura 32. Dois estagios da oxidagdo da quercetina por moléculas de radicais livres (R —O’) e as
respectivas quinonas formadas (adaptado de McPhail, D. B.; Hartley, R. C.; Gardner, P. T.; Duthie,
G.G. : J. Agric. Food Chem., 51:6, pag. 1687).

Finalmente, o estudo com quercetina indica que este flavondide ndo possui
boa atividade antioxidante contra o TEMPOL. O resultado obtido estd indicado na
figura 33 e mostra que apos 24 horas da mistura da solucdo de TEMPOL (11uM)
com a solucdo de quercetina (2mg/mL), ha uma reducdo em cerca de 50% na
concentragdo de TEMPOL, e¢ em concordancia com resultados anteriores, a
quercetina em solucao de etanol agiu mais rapidamente sobre o radical livre.

Ha um consenso sobre a importancia do solvente em reagdes antioxidantes,
principalmente com combinagdes de compostos fendlicos. A atividade de
antioxidante dos compostos fendlicos ¢ maior em solventes de organicos apolares e
diminui quando o HBA (aceptor de ligagdes de hidrogénio) do solvente aumenta
(Jovanovic et al., 1994; Foti e Ruberto, 2001; Lucarini et al., 2003). Além disso,
deve-se levar em consideracdo a baixa solubilidade dos flavondides, principalmente
em agua. Estas propriedades ajudam para entender a diferenca na atividade

antioxidante dos extratos e da quercetina quando ocorre a variagao do solvente.
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Figura 33. Porcentagem de neutralizacdo do radical livie TEMPOL por quercetina em etanol e agua,

ao longo do tempo.

3.2.4. Teste de neutralizacao do radical hidroxila (OH").

Para implementacdo do teste contra o radical de hidroxila, o método mais
comum usa o spin trap DMPO e rea¢do de Fenton (Finkelstein et al., 1980; Burkitt,
1993), mas alguns comentarios sdo importantes. O resultado € obtido a partir do sinal
de RPE relativo a quantidade do aduto de spin DMPO-OH presente na solucao,
indicando a quantidade de radical hidroxila que reagiu com o spin trap. Este método,
porém, ndo indica, como ocorre a inibi¢ao deste sinal, apontado como o resultado de
acoes antioxidantes (Amarowicz et al, 2004; Li et al., 2004).

E importante citar que o aduto de spin formado nio é um composto muito
estavel ao longo do tempo, sendo que sua estabilidade ¢ fungcdo da concentragdao de
perdxido de hidrogénio — maior estabilidade em menores concentragdes — e sua meia
vida foi medida em 2,6 horas em 0,6% de peroxido de hidrogénio e pH 7,4
(Finkelstein et al., 1980).
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A) Determinacdo da concentracdo da solucdo tampao de fosfato.

A amplitude do sinal do aduto de spin em fun¢do da concentragdo de solug¢ao
tampao de fosfato estd indicada na figura 34. Foram feitas medidas com

concentragdes de 10mM e 100mM.

0,0005 4

—10mM

00004 4 ———100mM

0,0003 4
0,0002 +
0,0001 4

0,0000 +

Sinal RPE (U.A.)

-0,0001 |

-0,0002

-0,0003

0,004 4—@m———F—+—F——F——————7———
332 334 336 338 340 342 344

campo magnético (mT)

Figura 34. Grafico comparativo indicando a relagdo entre os espectros do aduto de spin DMPO-OH,

manipulado em solugdes tampao de fosfato a 10mM e 100mM.

A intensidade do sinal obtido com solucao tampao de fosfato a 10mM ¢ cerca
de quatro vezes maior que a obtida com solucdo tampao a 100mM. Este fator ja
indicaria a preferéncia de uso para a concentragdo menor, no entanto esta
concentragdo pode ndo ser suficiente para tamponar a reacdo e com disponibilidade
de ions positivos na solucdo, o aduto de spin seria rapidamente reduzido. Li et al. em
2003, utilizando solucao tampao de fosfato a 10mM em pH 6,15 e 7,4 mostrou que o
sinal obtido em pH maior ¢ mais intenso.

Testando o decaimento do sinal do aduto de spin, para verificar o efeito da
concentragdo da solugdo tampao, foram feitos espectros ao longo do tempo, com
intervalos de 1,5 minutos, até¢ que a intensidade do sinal fosse proxima ao minimo
detectavel. O resultado obtido estad indicado na figura 35, juntamente com o ajuste

das curvas para um decaimento exponencial de primeira ordem.
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Figura 35. Grafico mostrando o decaimento na intensidade do sinal de RPE com diferentes
concentracgdes da solugdo tampao de fosfato (10mM e 100mM), com os respectivos ajustes para

decaimento exponencial de primeira ordem.

O decaimento exponencial de primeira ordem segue a seguinte expressao:
I=A+Be™

onde I indica a intensidade do sinal de RPE, A ¢ B s3o constantes com a mesma
dimensdo da intensidade e k ¢ a constante de decaimento medida em min™. Para a
concentragdo tampao de 10mM os valores obtidos sao A=1,94 U.A., B=15,89 U.A. e
k=0,089min™"; enquanto que para 100mM A=0,45 U.A., B=4,00 ¢ k=0,075min™". As
constantes de decaimento permitem calcular o tempo de meia vida do aduto de spin:
para concentracdo de 10mM ¢ de 7,79 minutos e para concentragdo de 100 mM ¢ de
9,24 minutos. A diferenca de cerca de um minuto e meio ¢ explicada pelo melhor
tamponamento da solu¢do quanto a concentragdo do tampao ¢ maior. A diferenga no
tempo de meia vida, apesar de ser significativa, ndo ¢ suficiente para compensar a
diferenca de amplitude iniciais dos sinais, mais importante para as medidas
quantitativas das atividades antioxidantes dos extratos. Desta forma os testes foram
realizados utilizando solugdes tampao de fosfato a 10mM.

O resultado obtido para o tempo de meia vida do aduto de spin ¢ bem inferior
ao indicado por Finkelstein et al. em 1980, que foi de 2,6 hs. O mesmo autor cita que
a concentragdo de H,O, também ¢ um fator importante, sendo que maiores

concentragdes diminuiriam a estabilidade, no entanto as concentragdes que usamos
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foram inferiores aquelas que o autor cita. Por fim a Unica explicagdo para esta
diferenca, para qual o autor simplesmente cita como “a estabilidade ¢ altamente
dependente das condi¢des de reagdo” ¢ que as “condi¢cdes de reacdo” usadas em

nosso experimento sao diferentes da utilizada pelo autor citado.

B) Teste de neutralizacio do radical hidroxila (OH").

O resultado obtido para o indice IC50, para a neutralizagdo de radical
hidroxila, estd indicado na figura 36, podendo-se notar diferengas em relagdo aos
testes anteriores. Assim como no teste contra o DPPH, os extratos de [ryanthera
Jjuruensis (folha e semente) mostraram a melhor atividade antioxidante. O extrato da
casca de raiz de Maytenus ilicifolia apresentou uma atividade antioxidante muito
baixa ndo permitindo determinar com precisdo o indice IC50. A principal diferenca
encontrada, em relacdo aos testes anteriores, foi a baixa atividade do extrato de
Chrysophyllum inornatum, que apresentou a menor dentre os extratos pesquisados ao
contrario do teste do TEMPOL, onde foi o melhor e o teste do DPPH, onde aparece
entre os melhores.

Entre as formas de inibi¢do do sinal podemos citar: (1) doacdo de um proton
ou elétron para o aduto de spin formado; (2) competicdo entre as substancias
antioxidantes e o spin trap na captura do radical hidroxila; (3) supressdo da formagao
do radical hidroxila ou seqiiestro de um dos componentes da reagdo de Fenton (H,O,
ou Fe’") (Amarowicz et al., 2004; Li et al., 2004). Apesar das dificuldades em
determinar o caminho de reagdo, esta claro que dos trés modos citados, ¢ possivel
medir uma atividade de antioxidante, ou em relagdo ao radical hidroxila ou para a
capacidade do extrato como quelante do ferro. Os resultados obtidos aqui estdo em
concordancia com outros trabalhos que estudaram outros extratos e polifenois

(Matthaus, 2002; Trouillas et al., 2003; Amarowicz et al., 2004).
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Figura 36. Atividade antioxidante contra o radical hidroxila, resultado indicado pelo indice IC50

(esquerda). Espectros RPE do aduto de spin DMPO-OH com extratos de Pterogyne nitens em

diferentes concentragdes e o espectro de referéncia. (direita).

O flavondide quercetina foi testado de forma semelhante, sendo que sua

solubilidade em agua foi baixa, e os resultados apresentaram baixa atividade

antioxidante, impossibilitando a medida do indice IC50.
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4. Simulacao computacional.

Com a finalidade de melhor compreender as diferengas obtidas nos testes das
atividades antioxidantes, os compostos utilizados TEMPOL, DPPH e DMPO, foram
simulados computacionalmente em géas-fase. A simulacdo ¢ baseada na Teoria do
Funcional da Densidade (TFD) (termo em inglés — DFT — Density Functional
Theory), com aproxima¢do da densidade local (ADL) (termo em inglés — LDA —
Local Density Approximation) em um método de primeiros principios, auto-
consistente ¢ com uso de pseudopotencial (Vianna et al., 2004). Fenol e p-
aminofenol também foram simulados com a finalidade de servirem de referéncia.

Aqui serdo apresentados os procedimentos utilizados na simulag¢do, os
resultados obtidos e a discussdo dos mesmos. O maior enfoque serd dado as
diferencas de energia entre o composto original e seu andlogo reduzido, e com base

nisto tentar predizer algumas de suas propriedades.

4.1. Metodologia.

O procedimento geral em todas as simulagdes ¢ baseado em um método
recursivo de primeiros principios (ab initio) com uso de pseudopotenciais de norma
conservada (Vianna et al., 2004). O cddigo utilizado foi o SIESTA (Spanish
Initiative for Eletronic Simulations with Thousands of Atoms) (Ordejon et al. 1995,

1996) e os pseudopotenciais sdo gerados usando a norma de Troullier-Martins
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(Troullier & Martins, 1991). Todo o trabalho foi desenvolvido utilizando o cluster do
Laboratdrio de Fisica Computacional (LFC) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

Para iniciar a simulacdo determinam-se os pseudopotenciais dos &tomos
constituintes do composto. Em um segundo passo, o programa SIESTA, com base
em dados iniciais das posi¢cdes atomicas e dos pseudopotenciais, gera uma densidade
eletronica p e um funcional da densidade eletronica Fo[p] (método de primeiros
principios), que em seguida, serve para determinar um nova densidade eletronica e
novo funcional da densidade eletronica F[p]. Caso a diferenca entre Fo[p] e Fi[p]
seja grande em relagdo a dado parametro, repete-se o procedimento determinando
novo funcional F;[p] a partir de Fi[p] (método auto-consistente). A repeticdo ocorre
até que a convergéncia para um resultado ocorra e o parametro estabelecido para a
diferenca entre os funcionais Fi[p] e Fi:1[p] seja alcancado. Para a otimizacdo da
estrutura molecular, ¢ determinada, apds a convergéncia do método, a média das
forcas interatomicas, sendo que se o resultado ndo for satisfatorio, estipula-se novas
posicdes atdomicas e repete-se todo o procedimento desde o inicio. Na determinagdo
de novas posicdes, toma-se o cuidado para que a energia total do sistema ndo
aumente.

Em todos os célculos foi usada a Aproximacdo Local de Densidade (ALD),
com energia de corte de 140 Ry, considerando a base para autofungdes de onda como
combinag¢do de orbitais atdmicos (dzp — double-zeta polarization).

O procedimento descrito foi utilizado inicialmente para simular o DPPH,
TEMPOL, DMPO. Em um segundo momento foram simulados, utilizando o mesmo
método, os mesmos pardmetros € os mesmos pseudopotenciais o aduto de spin
DMPO-OH e os respectivos compostos reduzidos DPPH-H, TEMPOL-H e DMPO-
OH-H. Os resultados obtidos servem para comparacdes de energias, obtengdo da
diferenca HOMO-LUMO, o dipolo elétrico da molécula e a estrutura molecular. Para
visualizar as estruturas moleculares e obter os valores das distancias interatdmicas e
os angulos de ligacdo utilizou-se o programa RASWIN de wuso livre

(http://www.umass.edu/microbio/rasmol/index2.htm).



69

As moléculas de Fenol e p-aminofenol também foram simuladas com a
finalidade de serem usadas como referéncia nas medidas de energia e para servir de
parametro de eficacia do método.

Para o célculo da energia liberada ao incorporar um hidrogénio, foi feito o
balango energético da reagdo RL®* + H®* — RL-H (RL = radical livre). Para completar
este célculo foi necessario determinar a energia total de um 4tomo de hidrogénio

isolado, utilizando método equivalente ao do célculo das moléculas estudadas.

4.2. Resultados e discussoes.

4.2.1. Fenol e p-aminofenol.

O fenol foi escolhido como composto de referéncia devido a larga descrigao
de suas propriedades antioxidantes e pelo fato de ser utilizado com grande freqiiéncia
com esta finalidade (Brinck et al., 1997; Lucarini et al., 2003; Lithoxoidou &
Bakalbassis, 2005). Quanto ao p-aminofenol, o expressivo valor de AEDL
comparado ao EDL do fenol, a facilidade de simula¢cdo devido a semelhanga com o
fenol, e a presenca de todos os atomos que constituem os radicais livres estudados
fizeram com que fosse o segundo composto escolhido como referéncia.

O resultado de EDL obtido em nosso trabalho, calculado pelo balango da
reagio F-OH — F-O°® + H°, estd indicado na tabela 2 juntamente com um
comparativo de outros valores. Apesar de ndo haver uma total concordancia, os
nossos resultados sdo coerentes com os resultados experimentais. Brinck et al. 1997,
mostra que os resultados tedricos calculados para EDL do fenol podem variar de
222,7378 kJ.mol™ a 485,2501 kJ.mol”, ¢ os valores de AEDL para o p-aminofenol
11,7208 kJ mol!a 40,19328 kJ .mol'l, dependendo do método utilizado.
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Tabela 2. EDL do fenol e AEDL do p-aminofenol (kJ .mol'l) comparativamente com

o resultado obtido em nosso trabalho.

tedricos Experimentais Nosso resultado
) 369,2758°
364,6703"

Fenol (EDL) . 369,6944° 4347711

370,6574 ‘

395,6526

p-aminofenol -39,3559° - 53,1724¢
. -47,2104

(AEDL) - 35,83908 - 36,8438

*Wright et al., 2001; "Lithoxoidou et al., 2005; “Lucarini et al., 1996 ; “Valor corrigido
por Brinck et al., 1997 a partir do resultado de Wayner et al., 1995; °Lind et al., 1990;
Lucarini et al., 2003 ; 2Zhang et al., 2002. AEDL=EDL(p-aminofenol)-EDL(fenol).

Tabela 3. Distancias interatdmicas (A) e angulos entre as ligagdes (graus) para as
moléculas de fenol, fenoxil, p-aminofenol e p-aminofenoxil, obtidos apds a

simula¢do computacional.

fenol fenoxil e A
aminofenol | aminofenoxil
IH-0 0,972 - 0,974 -
0-1C 1,352 1,254 1,358 1,251
1C-2C 1,403 1,452 1,400 1,452
2C-3C 1,399 1,382 1,396 1,376
Distancias 3C-4C 1,398 1,412 1,409 1,423
interatomicas 4C -5C 1,400 1,409 1,409 1,423
A) 5C - 6C 1,393 1,383 1,394 1,373
6C - 1C 1,399 1,450 1,397 1,453
4C -N - - 1,387 1,358
N-7H - - 1,021 1,024
N - 8H - - 1,022 1,022
IH-0-1C 109,4 - 109,2 -
0-1C-2C 122,5 121,5 122,9 122,0
0-1C-6C 117,8 121,4 118,1 122,2
1C-2C-3C 119,9 120,9 120,5 122,1
2C-3C-4C 120,4 120,1 121,0 120,2
Angulos 3C-4C-5C 119,4 120,9 117,9 119,5
entre as 4C - 5C - 6C 120,6 119,9 121,1 120,4
ligagdes 5C-6C-1C 120,1 121,1 120,6 122,1
(graus) 6C - 1C-2C 119,7 117,1 119,0 115,8
3C-4C-N - - 121,2 120,2
5C-4C-N - - 120,9 120,3
4C -N-7H - - 117,3 120,8
4C -N - 8H - - 116,9 121,2
7H-N-8H - - 114,3 118,0
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Figura 37. Arranjo espacial das moléculas de fenol e p-aminofenol obtidas apos a dindmica molecular

e a nomenclatura utilizada.

As estruturas moleculares obtidas na simulacdo estdo apresentadas na figura
37. As estruturas do fenol, fenoxil e p-aminofenoxil sdo planares, incluindo os
radicais hidroxila e amino, no entanto a estrutura do p-aminofenol ndo, uma vez que
os hidrogénios do radical amino ndo pertencem ao plano do anel aromatico, como
pode ser notado observando os angulos 4C-N-7H, 4C-N-8H e 7H-N-8H na tabela 3.
A nuvem eletronica formada pelos elétrons-nm do anel aromatico fazem variar os
angulos das ligagdes do N. O angulo da ligagdo N-H na molécula de NH3 ¢ de 107°
(Russel, 1994), e esperava-se valores proximos, no entanto a presenga das nuvens
eletronicas em ambos os lados do anel aromatico faz com que ocorra um aumento
deste valores na estrutura do p-aminofenol, aproximando de uma estrutura planar. O
p-aminofenoxil apresenta uma estrutura ainda mais planar, o que pode ser explicado
pelo deslocamento eletronico da nuvem de elétrons-n devido a presenga do radical
oxil, sendo que a reducdo na distdncia interatomica da ligacdo 4C-N indica

claramente isto.
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4.2.2. DPPH.

As estruturas moleculares do DPPH e DPPH-H, obtidas apdés a dindmica
molecular, indica que os anéis ligados aos nitrogénios centrais apresentam
configuragdes planares, como esperado para anéis benzeno, sendo que estes planos
ndo sdo paralelos entre si. A figura 38 mostra a configuracdo espacial obtida para a
molécula de DPPH-H e a nomenclatura usada neste trabalho para os atomos. A
tabela 4 mostra as distancias interatomicas e os angulos das ligagdes moleculares
obtidas para ambas as moléculas.

O rearranjo da molécula de DPPH ao ser reduzida a sua respectiva hidrazina
DPPH-H, com a ligacdo de um atomo de hidrogénio ao 4tomo de nitrogénio central,
ndo produz alteragdes significativas a estrutura molecular, mantendo a mesma
disposicdo dos anéis em torno dos atomos centrais e as distancias interatdmicas
praticamente inalteradas, como pode ser constatado. As maiores diferencas ocorrem
nas medidas que envolvem os atomos 10, 1C do anel A e 1C do anel B, por serem os
mais proximos do hidrogénio incorporado. Os radicais NO,, que eram esperados em
posigdes paralelas ao anel A, pela disposi¢do da nuvem de elétrons-m, fogem desta
configurac¢do pela proximidade dos hidrogénios dos anéis B e C. A forma reduzida
ainda apresenta uma diferenciacdo: o oxigénio 10 que ficava préximo ao hidrogénio
2H do anel C (2,35A) na molécula de DPPH ¢é deslocado e passa a ficar mais
proximo do hidrogénio central HC (1,61A) na molécula de DPPH-H, devido a
rotacdo do radical NO; em torno da ligagao 2C-2N.

Em relagdo ao balanco energético a variacdo de energia calculada para a
reagdo RL® + F-OH — RL-H + F-O°, onde RL representa o radical livre (neste caso
o DPPH) foi de +31,0690 kJ.mol™ (tabela 5). Este resultado indica que a reagdo do
fenol com o DPPH ndo ocorre de maneira espontanea, fato comprovado
experimentalmente pela relagcdo de estequiometria onde sdo necessarios cerca de 270
mols de F-OH para neutralizar um mol de DPPH (Brand-Williams et al., 1995).
Seguindo a mesma logica e substituindo o fenol pelo p-aminofenol a reatividade
aumenta pois o AEDL de -47,2104 kJ.mol™ (tabela 5) deste composto faz com que a

reacdo com o DPPH tenha uma variagdo de energia de -16,1414 kJ.mol™.
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Tabela 4. Distancias interatomicas (A) e angulos entre as ligacdes (graus) da

molécula de DPPH e DPPH-H.

Distancias interatomicas (A) e angulos entre as ligagdes (graus) — DPPH e DPPH-H

ANEL A ANEL B ANEL C

DPPH- DPPH- DPPH-
DPPH H DPPH H DPPH H

2NC-1C 1,355 | 1,347 INC-1C 1,390 | 1,393 INC-1C 1,423 | 1,408

1C-2C 1,431 | 1,445 1C-2C 1,403 | 1,400 1C-2C 1,402 | 1,403

2C-3C 1,383 | 1,390 2C-3C 1,390 | 1,397 2C-3C 1,392 | 1,398

3C-4C 1,396 | 1,385 3C-4C 1,400 | 1,398 3C-4C 1,399 | 1,395

4C - 5C 1,391 | 1,396 4C - 5C 1,404 | 1,402 4C - 5C 1,400 | 1,399

5C-6C 1,390 | 1,388 5C-6C 1,393 | 1,394 5C-6C 1,393 | 1,393

6C - 1C 1,433 | 1,433 6C - 1C 1,407 | 1,406 6C - 1C 1,401 | 1,401

2C-2N 1,451 | 1,436 2C-2H 1,110 | 1,111 2C-2H 1,114 | 1,109

4C-4N | 1,443 | 1,443 3C-3H 1,107 | 1,106 3C-3H 1,110 | 1,108

6C - 6N 1,445 | 1,448 4C -4H 1,110 | 1,108 4C -4H 1,108 | 1,110

2N -10 1,241 | 1,263 5C-5H 1,109 | 1,110 5C-5H 1,110 | 1,109

ON-20 |1,236] 1,230 6C - 6H L1l | 1,113 6C - 6H 1,110 | 1,114

4N -30 1,238 | 1,240 | INC-1C-2C | 118,3 | 119,8 | INC-1C-2C | 117,9 | 119,9

4N - 40 1,238 | 1,237 | INC-1C-6C | 120,9 | 120,2 | INC-1C-6C | 120,4 | 120,0

6N - 50 1,236 | 1,235 | 1C-2C-3C | 119,5 | 120,0 | 1C-2C-3C | 118,7 | 119,7

6N - 60 1,240 | 1,240 | 2C-3C-4C | 120,3 | 120,3 | 2C-3C-4C | 120,4 | 120,3

3C-3H 1,108 | 1,108 | 3C-4C-5C | 119,9 | 119,6 | 3C-4C-5C | 120,0 | 119,8

5C-5H 1,109 | 1,112 | 4C-5C-6C | 120,3 | 120,5 | 4C-5C-6C | 120,5| 120,4

2NC-1C-2C| 117,9 | 1189 | 5C-6C-1C | 119,2 | 119,6 | 5SC-6C-1C | 118,6 | 119,8

2NC-1C-6C| 127,2 | 125,8 | 6C-1C-2C | 120,7 | 120,0 | 6C-1C-2C | 121,7 | 120,1

1C-2C-3C | 1238 | 122,4

2C-3C-4C | 118,3 | 1193

3C-4C-5C | 121,3 | 121,2 ATOMOS CENTRAIS

4C-5C-6C | 119,6 | 119,6 DPPH DPPH-H
5C-6C-1C | 122,1 | 122,2 INC -2NC 1,319 1,359
6C-1C-2C | 114,8 | 115,0 2NC -HC - 1,066
1C-2C-2N | 119,3 | 121,9 2NC -1C(A) 1,355 1,347
2N-2C-3C | 116,6 | 115,7 INC -2NC-HC - 121,8
3C-4C-4N | 119,1 | 119,3 HC - 2NC - 1C(A) - 111,9
4N -4C-5C | 119,5 | 119,5 IC-2NC- INC (A) 117,6 124,2
5C-6C-6N | 1154 | 115,7 1C - 2NC - INC (B) 118,2 117,6
6N-6C-1C | 1222 | 121,7 1C-2NC - INC (O) 119.9 118,1

10-2N-20 | 125,2 | 122,9

30-4N-40 | 125,6 | 125,6

50-6N-60 | 124,9 | 125,6
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Figura 38. Arranjo espacial da molécula de DPPH-H obtida ap6s a dindmica molecular e a

nomenclatura utilizada.

Tabela 5. Diferencas de energia HOMO-LUMO, dipolo elétrico e a variagdes de
energias para as reagdes RL®* + H®* - RL-H e¢ RL®+F-OH — RL-H + F-O°

(reag@o com o fenol) obtidas para as moléculas ap6s a dindmica molecular.

HOMO — LUMO | Dipolo elétrico | Aenergia (kJ.mol™) | Aenergia (kJ.mol™)

(eV) (a.u.) RL®*+H®* — RL-H | (rea¢do com fenol)
B i5 e - 403,7021 +31,069
e i R
s s 1 PO TR

4.2.3. TEMPOL.

A estrutura molecular do TEMPOL pode ser imaginada de varias formas, pois

a configuragdo do anel pode ter as extremidades - 4tomo de nitrogénio e carbono 3C
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— em lados opostos ou do mesmo lado e ainda a possibilidade de rotagdo da ligagdo
entre as hidroxilas e o anel, colocando os hidrogénios 1H e 2H em diversas posi¢des
em relacdo ao anel. Algumas destas estruturas foram analisadas e a forma mais
estavel, de mais baixa energia, esta indicada na figura 39, com a numeracao utilizada
para a identificagdo dos atomos. A tabela 6 mostra as distancias interatdmicas e os

angulos das ligagdes moleculares obtidas apds a simulagdo computacional.

1H

Figura 39. Figura em bastdes do arranjo espacial da molécula de TEMPOL-H em visdo lateral e

superior, obtida apds a dinamica molecular e a nomenclatura utilizada.

Tabela 6. Distancias interatomicas (A) e angulos entre as ligagdes (graus) das

moléculas de TEMPOL e TEMPOL-H.

Distancias interatomicas (A) Angulos entre as ligagdes (graus)
TEMPOL | TEMPOL-H TEMPOL | TEMPOL-H
10-1H - 0,994 1H-10-N - 107,1
10-N 1,277 1,402 10-N-1C 1154 109,8
20 -2H 0,975 0,975 10-N-5C 115,5 109,7
20 -3C 1,403 1,412 2H-20-3C 109,6 109,1
N-1C 1,484 1,471 20-3C-2C 106,1 106,3
1C-2C 1,519 1,523 20-3C-4C 112,4 112,5
2C-3C 1,510 1,512 N-1C-2C 110,5 107,5
3C-4C 1,510 1,510 1IC-N-5C 123,8 120,4
4C - 5C 1,520 1,527 1C-2C-3C 113,6 113,2
5C-N 1,477 1,466 2C-3C-4C 108,3 108,4
1C-6C 1,520 1,517 3C-4C-5C 113,6 113,1
1C-7C 1,526 1,525 4C-5C-N 110,4 107,3
5C-8C 1,517 1,519 6C-1C-7C 109,0 108,8
5C-9C 1,524 1,528 8C-5C-9C 109,2 108,7
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As diferengas notadas entre as estruturas moleculares do TEMPOL e sua
forma reduzida TEMPOL-H sdo pequenas e ficam localizadas nas vizinhangas do
atomo de nitrogénio, principalmente nos dngulos de suas ligagdes. O radical oxil gera
uma modificacdo na estrutura eletronica no atomo de nitrogénio € com isso ha um
valor maior para os angulos 10-N-1C e 10-N-5C. Com o radical neutralizado na
estrutura do TEMPOL-H estes angulos diminuem para um valor proximo do angulo
da molécula de NHj3, que ¢ de aproximadamente 107°.

Quanto a andlise energética, nota-se que para o TEMPOL reagir com o fenol
sdo necessarios 3,6 vezes mais energia que o DPPH (tabela 5). Este motivo faz com
que o TEMPOL seja notadamente menos reativo, ajudando a explicar o seu uso em
menor escala se comparado ao uso do DPPH. Apesar desta diferenga, o teste do
TEMPOL ¢ importante, pois, comparativamente ao teste utilizando o DPPH, ajuda a
definir com maior precisdo a a¢cdo do composto.

Um dos flavondides mais estudados, quercetina, possui AEDL, conforme a
hidroxila analisada, variando de -122,4955 kJ mol” a -19,1013 kJ .mol’! (Trouillas et
al., 2004) e isto indica uma alta reatividade com o DPPH, cuja reagdo liberaria uma
energia de -81,9948 kJ.mol™, fato este verificado experimentalmente (Rice-Evans et
al., 1996). Esta comparacao deve ser feita com cuidado pois o método utilizado nao ¢
idéntico ao nosso. Apesar da possibilidade do resultado, comparado ao nosso,
apresentar diferengas, pode atribuir a baixa reatividade da quercetina com o
TEMPOL, devido a pequena energia liberada na reacdo que ¢ avaliada em -11,2013
kJ.mol™.

Um outro fato importante ¢ a pequena diferenca nos valores obtidos para o
dipolo elétrico do TEMPOL e sua forma reduzida TEMPOL-H. Como a molécula de
TEMPOL possui um elétron desemparelhado, esperava-se que seu dipolo elétrico
fosse maior, como ocorre com 0s outros compostos estudados (tabela 5). Isto sugere
que o efeito da polaridade dos solventes ¢ pequeno sobre 0 TEMPOL, ou seja, este
efeito ndo interfere na reatividade do mesmo, e qualquer efeito de solvente deve ser
atribuido apenas sobre os outros compostos envolvidos na reagao.

Observando o resultado obtido para a atividade antioxidante dos extratos de
Iryanthera juruensis, nota-se algo que pode ter alguma relagdo com a pouca variacao

do dipolo elétrico do TEMPOL. Estes extratos tiveram moderada reatividade contra
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o TEMPOL, mas o melhor desempenho nos outros testes, sendo que o extrato da
semente foi o Unico que indicou a presenca de antioxidantes apolares no teste
preliminar de descoloragdo do [-caroteno. Ainda com base neste fato podemos

sugerir que realmente o TEMPOL ¢ mais indicado para antioxidante hidrossoliveis.

4.3.3. DMPO.

A analise do DMPO ¢ um pouco mais complexa se comparado com o DPPH
e TEMPOL, pois além da neutralizagdo do aduto de spin DMPO-OH, ¢ necessario
também analisar a sua formagao, ou seja, 0 modo como o0 DMPO armadilha o radical
OH°®. Desta forma foi necesséario também fazer a simula¢do da molécula de OH®. Na
analise comparativa das estruturas atomicas, pode ver claramente a mudanca de
dupla para simples a ligacdo entre N-1C, com a mudanca do DMPO para o
respectivo aduto de spin DMPO-OH: o comprimento da ligagdo que era de 1,309 A
aumenta para 1,478 A (tabela 7). Em conjunto pode-se notar a mudanga dos angulos
das ligacdes do nitrogénio: enquanto na molécula de DMPO se aproxima de uma
configuragdo planar, na molécula de DMPO-OH-H muda para uma configuracio

mais proxima da molécula de NHj3.

12H

1H 2H

Figura 40. Figura em bastdes do arranjo espacial das moléculas de DMPO-OH e DMPO-OH-H, obtida

apos a dindmica molecular e a nomenclatura utilizada.
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Outra observacdo ¢ a pequena distincia existente entre 10-2H no aduto de
spin, molécula que ¢ detectada por Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE).
Este resultado ajuda a interagdo hiperfina existente no espectro desta molécula, sendo
que os valores das constantes para o nitrogénio e o hidrogénio sdo iguais: an=1,49

mT e ag=1,48 mT (Finkelstein et al., 1980).

Tabela 7. Distancias interatomicas (A) e angulos entre as ligagdes (graus) das

moléculas DMPO, DMPO-OH ¢ DMPO-OH-H.

Distancias interatomicas (A) Angulos entre as ligagdes (graus)
DMPO | DMPO-OH | DMPO-OH-H DMPO | DMPO-OH | DMPO-OH-H

10-1H - - 0,975 IH-10-N - - 103,7
10-N | 1,258 1,279 1,424 10-N-1C | 129,6 115,7 107,0
20 -2H - 1,002 0,985 10-N-4C | 118,7 120,8 110,6
20-1C - 1,381 1,399 IC-N-4C | 111,5 112,7 108,2
N-1C | 1,309 1,478 1,447 2H-20-1C - 101,9 104,2
1C-2C | 1,486 1,518 1,509 20-1C-N - 107,1 112,2
2C-3C | 1,526 1,520 1,524 20-1C-2C - 112,7 109,6
3C-4C | 1,524 1,532 1,541 N-1C-2C | 112,1 103,7 101,5
4C-N | 1,514 1,484 1,491 1C-2C-3C]| 102,5 103,9 102,4
4C-5C | 1,518 1,522 1,521 2C-3C-4C| 1053 104,5 106,0
4C-6C | 1,502 1,507 1,515 3C-4C-N | 101,6 100,4 102,6
10 -2H - 1,825 2,050 3C-4C-5C| 113,6 111,9 112,8

3C-4C-6C| 116,3 114,5 110,9

Quanto os estudo da estabilizacdo devido ao balango energético, a energia
necessaria para a reacdo do DMPO com o fenol ¢ proxima ao valor encontrado para o
TEMPOL. Isto leva a concluir que a hipétese de neutralizagao direta do aduto de spin
DMPO-OH por um composto antioxidante, em um teste do seqiiestro do radical OH®
¢ muito menos intensa que a que ocorre na neutralizacdo do DPPH. O problema que
surge ¢ explicar o pequeno tempo de meia vida deste composto: 2,6h em uma
solugdo de 0,6% de peroxido de hidrogénio e PH 7,4 (Finkelstein et al., 1980).

Para tentar explicar este processo foi simulada a molécula de H,O, em
condi¢cdes similares a utilizada para os outros compostos, e foi pesquisado a
restauragdo do spin-trap inicial DMPO, a partir da reagdo: H* + DMPO-OH® —
DMPO + H,O. O resultado foi uma variacdo de energia equivalente a -251,3590
kJ.mol™, valor absoluto menor que o obtido para a reagdo H®* + DMPO-OH® —

DMPO-OH-H cujo resultado é de -337,8567 kJ.mol™. Este resultado indica que a
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reacdo de neutralizacdo do aduto de spin com formagdo de agua ¢ menos favoravel

energeticamente e ndo deve ser a via preferencial.
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5. Conclusao.

O presente trabalho apresentou um teste comparativo de atividade
antioxidante de extratos vegetais, em trés ensaios diferentes, de 10 espécies da flora
brasileira, sendo que a técnica utilizada foi a espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE); e a simulagdo computacional dos compostos
DPPH, TEMPOL, DMPO e suas respectivas formas reduzidas.

Os extratos de [Iryanthera juruensis (folha e semente) apresentaram as
melhores atividades antioxidantes nos testes contra o DPPH e contra o radical
hidroxila, enquanto que no teste contra o TEMPOL, a atividade foi um pouco menor.
Este resultado associado ao fato que o extrato da semente de Iryanthera juruensis foi
o Unico que apresentou antioxidantes apolares (teste de descoloragdo do -caroteno)
sugere que o teste contra o TEMPOL ¢ melhor aplicado para antioxidantes
hidrossoluveis. Estes extratos foram considerados os de melhor desempenho geral.

O extrato de Chrysophyllum inornatum foi o que apresentou melhor resultado
no teste contra o TEMPOL, inclusive sendo utilizado em um teste com maior
intervalo de tempo. Neste caso ajudou a evidenciar as diferengas que ocorrem com
mudangas do solvente, dgua e etanol, destacando o fato que o extrato em solugdo de
etanol age mais rapidamente sobre o radical livre, no entanto, apds longos periodos
de tempo a diferenga passa a ser pequena. Outra conclusdo importante foi que a acao
antioxidante dos extratos gera um declinio na concentracdo dos radicais livres que
obedecem a um decaimento exponencial de segunda ordem, compativel com extratos
vegetais em estado bruto.

Este trabalho, apesar da falta de conhecimento da correta especificidade dos

testes empregando DPPH e o TEMPOL, mostra a necessidade da aplicagdo de mais
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de um tipo de teste, inclusive em solventes diferentes, para uma andlise mais
completa. Casos como o do extrato de Aegiphyla sellowiana, que nos testes de DPPH
e TEMPOL (extrato solubilizado em etanol) ndo apresentou grande atividade
antioxidante, mas no testes de TEMPOL (extrato solubilizado em agua) apresentou
como o segundo mais eficiente, ilustram este fato e comprovam a tese inicial.

O flavonodide quercetina se mostrou um bom padrdo para o teste contra o
DPPH, havendo varias referéncias do mesmo em outros trabalhos, no entanto este
flavondide ndo apresentou adequada solubilidade em agua e nem bons resultados no
teste contra o TEMPOL e contra o radical hidroxila empregando a técnica de spin
trap.

A técnica para detectar a atividade antioxidante contra o radical hidroxila,
empregando a reagdo de Fenton e o spin trap DMPO, foi eficiente para a tarefa,
apesar das dificuldades existentes em determinar corretamente a acdo do extrato
sobre a inibi¢do da formag¢do do radical hidroxila e a diferenca obtida nos tempos de
meia vida do aduto de spin. Devido ao alto valor da energia necessaria para a reacdo
do DMPO-OH com o fenol, obtido na simulagdo computacional, acredita-se que a
neutralizacdo do aduto de spin pela agdo direta do antioxidante seja pequena.

A técnica de espectroscopia RPE, até entdo ndo utilizada para estudar
atividades antioxidante de espécies da flora brasileira, se mostrou eficiente, eficaz e
rapida, possuindo uma boa resolugdo mesmo com quantidades de amostras
reduzidas, podendo detectar concentracdes de décimos de micromolar de radicais
livre em poucos microlitros de solucao.

Os resultados obtidos na simulagdo computacional ajudaram a elucidar o fato
do DPPH ser mais reativo, comparado ao TEMPOL, uma vez que a energia liberada
em sua rea¢do de reducdo, com incorporacdo de um atomo de hidrogénio ¢ menor.
Esta alta reatividade faz com que o DPPH seja o composto de primeira escolha em
testes de antioxidantes, e devido isto, ser usado até como padrao.

A complementagdo que os resultados da simulagdo computacional ofereceram
mostra a importancia que estudos desta natureza possuem, indicando inclusive varias
caracteristicas moleculares e eletronicas. Estudos complementares, para aumentar o

conhecimento sobre a estrutura eletronica dos compostos estudados, e aumentar o
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conhecimento sobre a especificidade de cada teste, deveram ser realizados
posteriormente.

Estudos com os extratos que obtiveram melhor desempenho para a
determinagdo das principais substancias antioxidantes e suas respectivas proporg¢des
na composicdo total também deverdo ser realizados, indicando, se possivel,
aplicacdes comerciais e farmacéuticas.

Como conclusdo final, podemos ressaltar a importancia de testes
comparativos como o obtido por RPE, principalmente por ajudar a sele¢do de
espécies que apresentam atividades antioxidantes mais acentuadas, e desta forma
mais promissoras e melhores candidatas para estudos mais detalhados, que
normalmente sdo mais demorados e de custos mais elevados. A técnica ajuda a
reduzir o tempo para encontrar novos compostos naturais que possam ser utilizados,

tanto na alimenta¢do como em medicamentos.
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Anexo 1. Fotos de algumas plantas.

Machaerium villosum

Swartzia langsdorffii



Maytenus ilicifolia

Copaifera langsdorffii
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