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RESUMO

Moléculas altamente reativas, conhecidas como radicais livres, sdo produzidas durante o
metabolismo, em excesso podendo induzir ao estresse oxidativo, contribuindo para o
desenvolvimento de doengas degenerativas, envelhecimento acelerado e morte celular. Nesse
contexto, os polifendis, reconhecidos por sua notavel atividade antioxidante, desempenham um
papel crucial como inibidores dessas moléculas. Fontes de origem vegetal, como plantas
medicinais, apresentam uma diversidade de compostos polifenolicos, os quais desempenham
um papel fundamental na capacidade antioxidante dessas amostras. O objetivo deste estudo foi
aplicar o método analitico quimioluminescente, baseado na decomposi¢do térmica do
dicloridrato de 2,2'-azobis -2-metilpropionamidina (AAPH) na presenca de luminol em meio
alcalino para quantificar a Capacidade Antioxidante Total (CAT) de extratos de plantas
medicinais. Baseada nessa reagdo foram realizadas curvas analiticas com solu¢do do padrao

antioxidante Trolox®. Para a anilise das amostras, o mesmo procedimento foi realizado,
substituindo a solucdo de Trolox por extratos aquosos das plantas medicinais (CEA),
permitindo calcular a CATAAPH dessas amostras (expressa em g Trolox/g de extrato). Os
valores de CATAAPH de sete plantas medicinais (Campomanesia phaea, Aniba canelilla,
Piper scabrum L, Hymenaea courbaril L, Dialium guinense (Aubl,) Sandwith, Ingd alba,
Lippia grandis Shauer) foram correlacionados com os valores de CATAAPH obtidos com a

metodologia estabelecida pela EMBRAPA (baseada no consumo do radical ABTS+.) (r =
0,900) e com o teor total de polifenois (TTP) (r = 0,800). A andlise estatistica dos dados
revelou fortes correlagcdes de Spearman com alta significancia estatistica do método proposto
(CATAAPH) com valores de o TTP (r = 0,847, p<0,05) e com a CATABTS (r = 0,821,
p<0,05). Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os polifendis podem ser os
responsaveis pela CAT e que o método proposto pode ser utilizado como uma alternativa
viavel para a quantificagdo da CAT em extratos de plantas medicinais.
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1 INTRODUCAO

Moléculas altamente reativas, conhecidas como radicais livres, sdo produzidas durante
o metabolismo, em excesso podendo induzir ao estresse oxidativo, contribuindo para o
desenvolvimento de doengas degenerativas, envelhecimento acelerado e morte celular. Nesse
contexto, os polifendis, reconhecidos por sua notavel atividade antioxidante, desempenham um
papel crucial como inibidores dessas moléculas prejudiciais. Fontes vegetais, como plantas
medicinais, apresentam uma diversidade significativa de compostos polifendlicos, os quais
desempenham um papel fundamental na capacidade antioxidante dessas amostras.

DOI: 10.51161/inofarm2024/32927



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V.5,N?22,2024

A reagdo quimioluminescente de interesse analitico utilizada no presente projeto foi a
de decomposicao térmica (termolise) do dicloridrato 2,2'-azobis-2- metilpropionamidina, a
37°C, gerando dois radicais livres, e que foi usada anteriormente na determinagao de capacidade
antioxidante total (CAT) de amostras biologicas (KRASOWSKA et al., 2000).

Em 1993, foi estudado a emissao de fluorescéncia utilizando decomposicao de AAPH
com a formacao de radicais livres na presenga de [I-ficoeritrina, uma proteina comum em
cianobactérias e algas vermelhas que auxiliam a captagdo de luz (CAO, ALESSIO E
CUTLER, 1993). Naquele estudo quantificou-se a capacidade de absorcao de espécies reativas
de oxigénio por compostos antioxidantes (ex.: [I-tocoferol, [I-caroteno, bilirrubina, acido
ascorbico e acido urico) presentes em amostras de soro. Em seguida, a decomposi¢do térmica
de AAPH foi utilizada em meio alcalino juntamente com luminol (VISIOLI E GALLI, 1997)
ou isoluminol (HIRAYAMA et al.,, 1997) para quantificar a capacidade antioxidante em
amostras de plasma sanguineo, soro e saliva humana.

Um método espectrofotométrico, menos sensivel, utilizando a reagao de decomposi¢ao
do AAPH, foi desenvolvido para quantificacio da CAT das amostras de cervejas utilizando
4cido linoleico como padrio (LIEGEOIS, LERMUSIEAU E COLLIN, 2000). Métodos
quimioluminescentes para o estudo da oxidagdo de triptofano e tirosina (ASPEE E LISSI,
2000) e para a quantificacdo de conservantes utilizados em alimentos (ex.. BHA ¢ BHT)
também foram desenvolvidos baseando-se a reagdo de decomposi¢io do AAPH
(KRASOWSKA et al.,, 2000). Dresch e outros pesquisadores otimizaram um método
utilizando AAPH/luminol e estabeleceram parametros para a amplificagdo do sinal analitico e
aperfeicoando o procedimento experimental com a estabilizagao do emissor de radicais livres
AAPH (DRESCH et al., 2009). VANAJA et al (2013) utilizaram o mesmo sistema
AAPH/luminol para comparar o sinergismo da acao antioxidante de resveratrol com outras
vitaminas antioxidantes em lipossomos, baseando-se na diminui¢do da emissdo da intensidade
de luminescéncia causada pela inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em
leucocitos (VANAIJA et al., 2013). Stobiecka e colaboradores (2016) foram pioneiros ao usar
AAPH para quantificar a capacidade antioxidante de terpenos € compostos nao-fendlicos (ex.:
linalol) presentes em alimentos e cosméticos (odorizantes). Os parametros para a inibi¢ao da
peroxidacao de membranas dos globulos vermelhos induzidas por AAPH foram estudadas em
2017 (ZARGOOSH et al, 2017). A atividade antioxidante e a afinidade por agua foram
avaliadas utilizando como fluoréforo o composto dietil-2-(ciclo-hexilamino)-5-[(E)-2-fenil-1-
etenil]-3,4- furandicarboxilato.

Considerando o reagente AAPH na presenga de luminol em meio alcalino, desenvolveu-
se uma metodologia analitica sensivel, baseado nas emissdes de radicais livres deste reagente
para a quantificagdo da CAT de 7 amostras de plantas medicinais, as quais tiveram os seus
valores comparados com metodologia ja estabelecida na literatura pela EMBRAPA- baseada

no consumo do radical ABTS.+ (RUFINO, et al, 2007). e com o teor total de polifendis
utilizando o reagente Folin-Denis (ANVISA, 2019).

2 MATERIAIS E METODOS
Reagentes e Solugoes

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico e todos os padrdes de referéncia
possuem pureza superior a 98%. Agua ultrapura foi obtida de um sistema de purificagio Milli-

Q.
2 -1
Solugdo aquosa de dicloridrato de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) 4,0x10 mol L
foi preparada por dissolugdo de 0,2712 g do reagente (AAPH, C8H18N6x2HCI, Sigma-
Aldrich,) em balao volumétrico de 25,0 mL com agua. Solugdo aquosa de hidroxido de sodio

1,0 mol L1 (NaOH, Quimezx, Brasil), foi preparada por dissolucao de 2,0 g da base em balao
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volumétrico de 50,0 mL. Solug¢do de trabalho 1,0x10 ’ mol L 1 foi obtida por adequada
diluicao em agua. Solugdo aquosa de luminol (3-aminoftalhidrazida,5-amino-2,3-di-hidro-1,4-
ftalazinodiona, CSH7N302, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 1,0x10 mol L™}, foi preparado
transferindo-se 0,0177 g do reagente para um baldo volumétrico de 100,0 mL ¢ completando-

2 -1
se o volume com solugdo de NaOH 1,0x10 mol L . Solugdo aquosa de tris(
hidroximetil)aminometano 1,0 mol L', pH 8,0, foi preparada por dissolu¢do de 6,06 g (Tris,
NH2C(CH20H)3, Sigma, Estados Unidos) em baldo volumétrico 50,0 mL.

Preparagdo dos extratos de origem vegetal

Extrato aquoso das amostras de plantas medicinais Campomanesia phaea (folha), Aniba
canelilla (tronco), Piper scabrum L (folha), Hymenaea courbaril L (tronco), Dialium guinense
(Aubl,) Sandwith (folha), Ingad alba (folha), Lippia grandis Shauer (folha), foram preparadas
de acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

Determinagdo do teor total de polifenois

Determinacao do teor total de polifendis (TTP - expresso em mg acido pirogalico /100
g (material seco)) de plantas medicinais utilizando o reagente Folin-Denis, foi realizado de
acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

Determinag¢do da capacidade antioxidante total ABTS
Determinacdo da capacidade antioxidante total (CAT - (expresso em g de material

o+
seco/uM trolox)) de plantas medicinais utilizando o radical ABTS , foi realizada de acordo
com o procedimento descrito na literatura da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(RUFINO, et al, 2007).

Curvas analiticas com soluc¢do de Trolox®
-7 -1
Curva analitica com solugao do padrao Trolox® 1,0x10 mol L (TR), foram obtidas
-1 -3
a partir da adigdo de 25 [/L de tampao Tris 1,0 mol L (pH 9,0), 25 [L de luminol 1,0x10

mol L] e 25 UL de AAPH 4,0x10 ’ mol L] a tubos de andlises. Em seguida a mistura foi
levada para incubagdo em banho ultra termostatico, a 37°C por 30 minutos, por fim, logo apds
incubacdo, foi adicionado de 30 — 100 [JL da solucdo TR. O volume final nos tubos foi
completado com agua suficiente para 250 [IL de solugdo. Mistura obtida sem adigdao de
solucdo de TR foi utilizada como “branco reagente”.

Curvas analiticas com as amostras de origem vegetal

Para determinacdo da capacidade antioxidante total de amostras de origem vegetal foi
realizado o mesmo procedimento descrito no item acima. substituindo-se as aliquotas de TR
por solugdes diluidas dos extratos de origem vegetal (EA). Mistura obtida sem adigdo de
solucao de EA foi utilizada como “branco amostra”. Os valores de RLUAREA obtidos foram
entdo relacionadas com as respectivas concentragdes dos extratos aquosos vegetais (CEA)
possibilitando, a partir dos graficos originados (RLUAREA vs. CEA, em g L), a realizagio
dos calculos para determinac¢do da capacidade antioxidante dessas amostras (expressa em g
trolox/g de extrato).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, ocorre a adi¢ao de volumes crescentes de Trolox® (TR), que promoveu a
diminuicao dos valores de RLUAREA, devido ao consumo dos radicais livres gerados pela
decomposi¢cdo do AAPH. Uma tipica curva de calibragdo fornece a equacao da reta dos valores
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de RLUAREA vs. tempo igual a RLUAREA = 5,487 — 110,4xCTR (r = 0,998; p < 0,0001;
n = 8), Figura 1, na qual CTR ¢ a concentracdo de TR em pM. Os valores de limite de
detec¢do (0,0044uM) e de quantificagdo (0,0147 uM) foram calculados de acordo com a
literatura (HARRIS, 2005). Os valores de CV % para 3 medicdes de RLUAREA em trés
niveis de concentragdes de TR (0,012; 0,032; 0,040) uM foram (1,1; 4,1; 5,1) %,
respectivamente. Os valores de sensibilidade e reprodutibilidade foram obtidos com 10 curvas
de calibracao (b =-107,6 = 5,7; CV 5,3 %; n = 10). Essas figuras de mérito sugerem que TR,
um analogo soluvel da vitamina E, é uma boa escolha para ser utilizado como composto
padrdo para expressar valores de capacidade antioxidante (CRETR).

Figura 1. Curva analitica com solucao padrao de Trolox® em solugdo contendo Tris 0,1 M

(pH 8,0), luminol 1,O><10_4 M, AAPH 4,O><10_3 M, para a faixa linear de (0,012 — 0,048) uM.
Tempo total de medigao 120,0 s. Agua utilizada como referéncia; y = 5,487 — 110,4 x X; r=—
0,998; p <0,0001; n=8.

0,012 0,024 0,036 0,048

TR uM

A variagdo da concentra¢do do agente redutor (extrato de planta medicinal) foi obtida
pela diminuicdo do sinal de quimioluminescéncia em uma solu¢do contendo AAPH na
presenca de luminol (Tris, pH 8,0). Essa relagdo também foi linear e representada pela
integracao da area sob a curva RLU vs tempo. Em seguida esses valores foram relacionados
com a concentragdo de TR (agente redutor padrao) e entdo utilizados em um tratamento
matematico para quantificar a capacidade antioxidante das amostras vegetais investigadas.
Como essa reac¢do € fortemente afetada pela temperatura e tempo de medicdo do sinal de
quimioluminescéncia (RLUAREA), estes dois pardmetros foram rigidamente controlados a
fim de se obter medi¢des desde oinicio da reacao.

Os valores da CAT foram expressos mg/L e calculados com base em metodologia
descrita na literatura (Apak, et al., 2004; Nakamura, et al., 2013).

A tabela 1 apresenta os valores de CAT obtidos a partir da reacdo de consumo do cation

radical ABTS : (expressos em mM de trolox/ g de material seco) e pela reacdo de
consumos dos radicais gerados pelo AAPH (expressos em g de trolox/ g extrato). Os valores
de teor total de polifenodis obtidos com o reagente Folin-Denis também estdo descritos na
tabela 1 e expressos em p de acido pirogalico/ 100 g de material seco.

Para analise estatistica (Jamovi® 2023) dos dados obtidos foi realizado um teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) o qual indicou que a variavel CAT com AAPH ndo apresenta
distribuicdo normal (p Shapiro-Wilk = 0,006), sendo assim para correlagdo dos dados foi
realizado o teste de correlagdo de Spearman. Forte correlagdo com alta significancia estatistica
(r = 0,821, p<0,05) foi encontrada entre os valores de CAT obtidos com o método AAPH e

cation radical ABTS"", indicando a reacdo proposta pode ser utilizada como uma alternativa
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para quantificacdo da CAT em amostras de plantas medicinais. Forte correlagdo (r = 0,847,
p<0,05) também foi encontrada entre os valores de CAT obtidos com o cation radical

ABTS"" ¢ o teor total de polifenoéis indicando que nestas amostras os polifendis podem ser os
reesposaveis pela capacidade antioxidante.

E crucial destacar que o método sugerido possui a vantagem de ndo requerer o uso de
solventes organicos na preparacao dos extratos de plantas medicinais, em contraste com a
abordagem da EMBRAPA, que emprega metanol e acetona.

Tabela 1- Valores de capacidade antioxidante total e teor total de polifendis para as amostras
de plantas medicinais.

AW APH ABTS RFT
Momee popular Mome Clentifico .

CAT» 10" TP
Carmlbuci Campomanesia pliaea 5932021 5735100 3.1+£0.5
Cosca preciosa Arniha Camelilfa 2E4=0352 420=169] 3502
Aperta Fuio Hiper soabrrim L 332025 1260500 1.9+02
Casca de Jatoba Hymenoea conrbaril L IRZE 03 244 =183] 1.2+0.1
Piranheira do xil'l:_'ll THalienm FUHIREHLE § dubl ) Sawdwirh 2009+ 1L6E B3 6 = 2 64 40+ 0
[nga Vermelha Tnga atha T+ Hh42 956 =163 BO+04
Salva de :".].u:l_'l."- |r|_|lJ_."'r:| arandis Nhane PTTH032 22320440 1.9 +0.10

RFD: Reagente Folin-Denis; TTP (teor total de polifendis): expresso em g PG/ 100g MS;
CAT: Capacidade antioxidante total (CAT- ABTS): [IM trolox/g extrato; Capacidade
antioxidante total (CAT- AAPH): g trolox/g extrato.

4 CONCLUSAO

A reacdo de no consumo dos radicais livres produzidos pela reagdo de
termodecomposicao do dicloridrato de 2,2'-azobis -2-metilpropionamidina (AAPH) pode ser
utilizada como alternativa para quantificagdo da capacidade antioxidante total em plantas
medicinais.
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