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RESUMO

O pequi € um fruto tropical rico em carotenoides e compostos fendlicos, que possuem
propriedade antioxidante, e t€ém grande importancia para o Estado do Maranhao, contribuindo
como fonte de renda de muitas pessoas, na alimentacdo, industrias de cosméticos e etc. No
tocante a esta propriedade, o presente trabalho busca avaliar a atividade de inibi¢ao de radicais
livres de tais compostos, através de um estudo tedrico, via Teoria do Funcional de Densidade
(DFT), abordando diferentes mecanismos de acdo. Para tanto, levantou-se, a partir da literatura,
os carotenoides e compostos fendlicos identificados e, em seguida, foi feito o download das
estruturas dessas moléculas em bases de dados apropriadas. Estas foram submetidas a calculos
quanticos de otimizagado, aplicando o método DFT com o funcional B3LYP e os conjuntos de
base 6-31G (d,p) para carotendides e 6-311G(d,p) para os compostos fendlicos no programa
Gaussian. Os descritores moleculares, Energia de Ionizacao (EI) e Afinidade eletronica (AE)
foram calculados e utilizados para construcdo do mapa de aceitagdo-doacao total do elétron
(FEDAM) para identificacdo de como se processa a atividade desses compostos, e
posteriormente foram calculadas as energias livres de Gibbs e energia de dissociacao de ligacdo
para avaliacdo do potencial antioxidante. Os resultados obtidos indicam que dentre os
carotenoides, o f-caroteno e a Zeaxantina apresentaram a melhor atividade antioxidante. Em
relacdo aos compostos fendlicos, a Quercetina, o Galato de etila e Acido quinico sdo aqueles

que melhor exercem a atividade de antioxidante.

Palavras-chaves: Pequi; Compostos bioativos; Estudo tedrico.



ABSTRACT

Pequi is a tropical fruit rich in carotenoids and phenolic compounds, which have
antioxidant properties, and are of great importance for the State of Maranhdo, contributing as a
source of income for many people in the food, cosmetics and other industries. With regard to
this property, the present work seeks to evaluate the activity of inhibiting free radicals of such
compounds, through a theoretical study, via Density Functional Theory (DFT), addressing
different mechanisms of action. For this purpose, the identified carotenoids and phenolic
compounds were identified from the literature, and then the structures of these molecules were
downloaded in appropriate databases. These were subjected to quantum optimization
calculations, applying the DFT method with the functional B3LYP and the base sets 6-31G (d,
p) for carotenoids and 6-311G (d, p) for the phenolic compounds in the Gaussian program. The
molecular descriptors, Ionization Energy (EI) and Electronic Affinity (AE) were calculated and
used to construct the total electron acceptance-donation map (FEDAM) to identify how the
activity of these compounds is processed, and later the Gibbs free energies and binding
dissociation energy for evaluation of antioxidant potential. The results obtained indicate that
among the carotenoids, B-carotene, and Zeaxanthin had the best antioxidant activity. Regarding
phenolic compounds, the Quercetin, Ethyl gallate and quinic acid are those that best exert
antioxidant activity.

Keywords: Pequi; Bioactive compounds; Theoretical study.
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1 INTRODUCAO

A importancia do pequi e do pequizeiro no cendrio nacional e também internacional
estd crescendo devido a sua versatilidade. A polpa do pequi é altamente caldrica, tem efeito
tonificante, estimula o apetite, atua como fonte de vitaminas e lipideos, constituindo um recurso
nutritivo importante para as populacdes que o consomem (GUIMARAES, 2003; RIGUEIRA,
2003).

Dentre as plantas do Cerrado com potencial terapéutico, o Caryocar brasiliense, o
(pequi), ¢ uma espécie bastante promissora, apresentando alta capacidade de neutralizacdo de
radicais livres, constituindo uma alternativa viavel de antioxidante natural. Além disso, ele é
considerado uma das espécies nativas do cerrado de maior interesse econdmico, principalmente
devido ao uso do seu fruto na culindria, a extracao de 6leos para a fabricacdo de cosméticos e
suas propriedades terapéuticas (ROESLER et al., 2007; ROESLER et al., 2008).

Estudos tém ainda demonstrado que substancias presentes nesse alimento podem agir
como espécies reativas ou estimulantes do sistema de defesa enddgeno, apresentado efeito
protetivo no desenvolvimento de doencgas cronicas (CANDIDO, SILVA & AGOSTINI-
COSTA, 2015). Dentre essas substincias, os compostos bioativos, como compostos
carotendides e compostos fendlicos, foram associados com a reducdo do risco de vérios
distirbios degenerativos cronicos, como cancer, inflamagdes, doengas cardiovasculares,
cataratas e degeneracio macular (MERCADANTE & CHISTE, 2012).

Antioxidante € qualquer substincia que, quando presente em baixa concentracdao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxida¢do do mesmo (HALLIWELL 1999). A atividade antioxidante aumenta com o aumento
do nimero de duplas ligacdes conjugadas, grupos cetona e presenca de anéis ciclopentano em
sua estrutura (SILVA et al., 2010). Os carotenoides sd@o pigmentos naturais muito difundidos
na natureza, cuja colorag@o pode variar entre o amarelo claro, o alaranjado e o vermelho. Desta
maneira, sdo empregados como corantes naturais ou idénticos aos naturais em alimentos,
bebidas e cosméticos (BOBBIO, 2001).

Esses compostos apresentam alta reatividade, podendo ser facilmente isomerizado e
oxidado (SOUZA, 2012; VALDUGA, 2005; GOMES, 2012).

Os carotenoides sdo capazes de interagir quimicamente com radicais livres por muitos
diferentes mecanismos. Os mais importantes sdo: transferéncia de elétrons, abstracdo do dtomo
de hidrogénio pelo radical e adi¢cdo do radical ao carotenoide para formar um aducto

(MONEGO et al., 2017).
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Outra fonte de antioxidantes s@o os compostos fendlicos. Os compostos fendlicos sdo
um grupo grande e diverso de moléculas, sendo mais abundantes em plantas, que inclui
diferentes familias de metabdlitos secundarios aromaticos (RISPAIL, MORRIS, WEBB, 2005),
pois sdo substancias naturais de defesa do vegetal (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo considerados poderosos antioxidantes, podendo agir de
diferentes formas. Eles podem combater os radicais livres, pela doacdao de um atomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila da sua estrutura aromadtica, que possui a capacidade de
suportar um elétron desemparelhado. Nesse sentido, podem agir também interrompendo a
reacdo de propagacdo de radicais livres na oxidacdo lipidica; modificando o potencial redox do
meio, e reciclando outros antioxidantes. (RIBEIRO, 2011)

Os compostos fendlicos sao muito utilizados na industria de alimentos pela sua eficacia
na prevencdo da oxidacdo lipidica (SOARES, 2002). O consumo de alimentos ricos em
compostos fendlicos possui relagdo com baixa incidéncia e baixa mortalidade por céancer
(BROINIZI et. al., 2007).

Devido as propriedades tdo importantes e benéficas dos antioxidantes tanto para o ser
humano como para animais e plantas, torna-se evidente a relevancia do estudo dos mesmos.

Nos ultimos anos, estudos de compostos antioxidantes tem ganhado uma atengdo
especial na quimica computacional, um campo multidisciplinar de pesquisa com aplicacdes
importantes em problemas da quimica que estuda as propriedades fundamentais de dtomos e
moléculas usando a mecanica quantica e a termodindmica (MONEGO et al., 2017; RAJAN &
MURALEEDHARAN, 2017; VARGAS-SANCHEZ et al., 2015).

A Quimica Computacional utiliza fundamentos da Quimica Tedrica, incorporados em
método numéricos, para calcular as estruturas e as propriedades moleculares em diferentes
estados termodindmicos. A sua crescente utilizacdo na determinacdo das propriedades
moleculares veio generalizar e ampliar o conceito de experiéncia quimica, pois os métodos
computacionais da Quimica Tedrica definem, hoje em dia, uma alternativa de investigacao
comparavel as outras tantas técnicas experimentais a disposi¢do de um quimico.

Dentre os métodos computacionais disponiveis, a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT) (KOHN, BECKE & PARR, 1996; KOHN & SHAM, 1965) tem sido bastante aplicada
no célculo de geometria e energia de compostos antioxidantes devido ao seu alto grau de
previsdo e exatiddo, permitindo um conhecimento detalhado das propriedades moleculares
desses compostos bem como do mecanismo de reagao.

O Maranhao € um estado abundante em frutos exdticos ricos em beneficios para o

organismo humano. Dentre esses frutos, o pequi tém demonstrado a partir de muitas pesquisas,
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um cardter antioxidante com forte fungdo no combate a radicais livres e doencas. Estes frutos
exoticos precisam ser submetidos a andlise tedrica tanto quanto andlises praticas, para
quantificar e classificar os compostos que favorecem a vida humana. Logo, o pequi, um fruto
grandemente consumido na regido maranhense, foi escolhido para um estudo tedrico
aprofundado, utilizando métodos computacionais afim de contribuir e até mesmo consolidar os
dados ja obtidos na literatura, e apontar a importancia de seus compostos bioativos no combate
a espécies oxidativas.

A partir disso, o presente trabalho, realizado no Centro de Estudos Superiores de Caxias-
Universidade Estadual do Maranhdo- no Laboratério de Quimica Computacional Inorgénica e
Quimiometria (LQCINMETRIA) coordenado pelo Prof. Dr. Raimundo Clecio Dantas Muniz
Filho, tem como objetivo produzir conhecimento detalhado e individualizado sobre o potencial
antiradical dos compostos bioativos presentes no fruto do pequi, bem como seu mecanismo de
acdo, que se mostra de grande valia para a comunidade maranhense, podendo resultar no
fortalecimento de seu sistema de producdo, comercializacdo e consumo, com reflexos na

melhoria da satdde publica de sua populagao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
e Avaliar a atividade antioxidante de carotenoides e compostos fendlicos presentes no

pequi (Caryocar brasiliense) por diferentes mecanismos através do método DFT.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar na literatura moléculas de carotenoides e compostos fendlicas presentes no
pequi que foram determinadas por técnicas experimentais.

e Otimizar a geometria dessas moléculas em fase gasosa usando DFT com funcional
B3LYP e conjunto de base 6-31G (d,p) para carotenoides e 6-311G(d,p) para compostos
fendlicos.

e Obter as energias de ionizacdo e afinidades eletronicas verticais para compostos que
reagem via mecanismo ET e SPLET.

e Obter as afinidades protonicas para os compostos fendlicos que reagem através do
mecanismo HAT.

e Construir um diagrama de escala relativa do potencial antioxidante.

e Identificar e classificar os carotenoides e compostos fendlicos que melhor exercem a

atividade de inibi¢do de radicais livres a partir de uma anélise qualitativa.



16

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 O Pequi (Cariocar brasiliense)

O pequizeiro (Figura 1.0) é uma espécie arbérea nativa dos Cerrados brasileiros,
pertencente a familia Caryocaraceae. Diversas espécies do género Caryocar sdo conhecidas
popularmente pelos nomes de pequi, pequi-do-cerrado, améndoa-de-espinho, grao-de-cavalo e
pequid. A espécie de maior incidéncia no Brasil é o Caryocar brasiliense, porém C. villosum,
C. coriaceum, C. barbinerve, C. crenatum e C. edulis também sao encontradas no pais.

Algumas espécies sdo ainda encontradas nas savanas da Costa Rica ao Paraguai (HERINGER,

1962; ALMEIDA & SILVA, 1994; ARAUJO, 1995; MACEDO, 2005).

Figura 1.0 - Pequizeiro (Cariocar brasilense C.)

ey

L o
Fonte: Internet. Disponivel em :<http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/06/06/caryocar-

brasiliense-cambess/>. Acessado em:17/01/2018.

O pequizeiro € uma planta perene que pode ser classificada como frutifera ou
oleaginosa. Sua florescéncia ocorre durante os meses de agosto a novembro, com a maturagao
dos frutos em meados de novembro, sendo encontrados até o inicio de fevereiro (ALMEIDA et
al., 1998). Pode crescer até 15 m de altura. O tronco apresenta circunferéncia de 2 a 3 metros,
a casca € escura e os galhos sdo longos, grossos € um pouco inclinados. Sua madeira é de cor
amarelo pardo, sendo de grande utilidade na constru¢do de dormentes, esteios de currais e
mourdes (ALMEIDA & SILVA, 1994).

O fruto do pequizeiro (Figura 2.0) € constituido por exocarpo de coloragdo marrom-
esverdeada, mesocarpo externo, formado por uma polpa branca, que abriga de 1 a 6 carogos
(pirénios), e mesocarpo interno (polpa comestivel do fruto) de coloracdo que varia de amarelo
palido a alaranjado intenso, possuindo odor forte caracteristico. O endocarpo espinhoso do
pequi protege uma améndoa, que também € uma por¢ao comestivel do fruto e € revestida por

um tegumento fino e marrom (ALMEIDA, 1998; ALMEIDA; SILVA, 1994).


http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/06/06/caryocar-brasiliense-cambess/
http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/06/06/caryocar-brasiliense-cambess/
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Figura 2.0 — Frutos de pequi (Caryocar brasiliense) e suas partes.

Pyrenes Almond
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Fonte: Adaptado de Cardoso et al., (2013).

Na polpa do pequi sd@o encontrados em maior quantidade os dcidos graxos oleico e
palmitico (GARCIA et al., 2007; LIMA et al, 2007). O fruto também se destaca pelo alto teor
de carotenoides na polpa.

A polpa do pequi apresenta teor elevado de lipideos (33,4 g/100 g'), e carotenoides
(7,25 mg/100 g'') (LIMA et al., 2007). Destaca-se ainda que esta por¢io comestivel do pequi
possui conteido considerdvel de fibras alimentares — cerca de 10% (LIMA et al., 2007;
OLIVEIRA, et al., 2010).

Alguns pesquisadores realizaram estudos para a identificacdo de carotenoides
presentes no pequi e quais estdo em maior quantidade no fruto, como Oliveira et al. (2006), que
encontrou os teores de 3-caroteno representando mais de 90% dos carotenoides totais. Azevedo-
Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) mostraram que os principais carotenoides do pequi sao
violanxantina, luteina e zeaxantina, com pequenas quantidades de B—criptoxantina, f-caroteno
e neoxantina. Ramos et al. (2001) encontraram maiores teores de anteraxantina, zeaxantina,
criptoxantina, seguidos de [-caroteno. Godoy (1994) determinou a zeaxantina como o0
carotenoide predominante, seguido de f—criptoxantina e f—caroteno.

Um estudo realizado por Lima (2008), identificou e quantificou alguns compostos
fendlicos presentes no extrato aquoso e nas fragdes de 4cidos fendlicos da polpa do pequi, a
saber: dcidos fendlicos: gélico, eldgico, 4-hidroxibenzdico e p-cumdrico. No extrato aquoso, o
acido elagico foi encontrado em maior concentragdo (32, ug/g de amostra fresca), seguido pelo
acido p-cumadrico (27,4 png/g de amostra fresca) e pelo acido gélico (9,56 pg/g de amostra

fresca).
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Lima e colaboradores (2007) reportaram ainda a composicao percentual de acidos
graxos em diferentes partes do fruto, conforme Tabela 1.0. Tanto na polpa como na améndoa
do pequi pode ser observado o predominio dos &dcidos graxos insaturados com 61,35% e
52,17%, respectivamente. O 4cido oléico estd presente em maior concentragao na polpa, com
55,87%, sendo seguido pelo 4cido palmitico (35,17%). Na améndoa do pequi, predominam os
dcidos palmitico e oléico em quantidades praticamente iguais, 43,76% e 43,59%,
respectivamente. Também estao presentes o dcido linoléico com 5,51%, estedrico com 2,04%,

palmitoléico com 1,23%, sendo detectado em menores quantidades outros acidos graxos.

Tabela 1.0- Composicédo percentual de dcidos graxos da polpa e améndoa de pequi.

Acidos Graxos Pequi (mesocarpo) Pequi (améndoa)

Ldurico 0,04 0,00 Nao detectado
Miristico 0,13 +0,01 0,46 = 0,01
Palmitico 35,17 £ 0,27 43,76 £ 0,04

Palmitoléico 1,03+ 0,00 1,23 +£0,03
Estedrico 2,25 +0,04 2,54 + 0,06
Oléico 55,87 £ 0,30 43,59 £ 0,16
Cis-vacénico 1,90 + 0,08 1,38 + 0,01
Linoléico 1,53 £0,02 5,51 £0,08
a-Linolénico 0,45 + 0,00 0,09 + 0,00
Araquidico 0,23 + 0,00 0,20 + 0,00
Gadoléico 0,27 £ 0,01 0,04 + 0,00
Docosahexaendico Nao detectado 0,19 +£0,02
Total de saturados 37,97 47,17
Total de insaturados 61,35 52,48
Nao identificados 0,68 0,35

Fonte: Lima et al., 2007.

3.2 A importancia dos Carotenoides
Os carotenoides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos naturais
devido a larga distribuicdo, diversidade estrutural e inimeras funcdes. Sao responsaveis pelas
cores laranja, amarela e vermelha das frutas, hortalicas, flores, algas, bactérias, fungos,
leveduras e animais, que apesar de nao sintetizarem tais moléculas, podem obté-las a partir do

consumo de alimentos de origem vegetal (RIBEIRO & SERAVALLI, 2004).
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Sdao compostos de alta importancia cientifica, por possuirem estruturas quimicas
diversas (Figura 3.0) que exercem func¢des variadas e também apresentam ampla distribuicao

na natureza (MONEGO et al., 2017; GALANO, 2007).

Figura 3.0 — Estrutura quimica de alguns carotenoides.

MAMW

Licopena

= aroteno

Zeaxanting

E-Carcieno

cH  rhHLC
Violazanting

H)

Fucoanting cocH
L8 vk,

iy Criptoxanting

[-Caratenn

Fonte: Ambrésio et al. (2006).

Existem, basicamente, duas classes de carotenoides: carotenos e xantofilas. A primeira
classe caracteriza-se pela presenca de uma cadeia hidrocarbdnica linear ou ciclizada em um ou
nos dois terminais da molécula. Ja as xantofilas compreendem os derivados oxigenados dos
carotenos, cujos grupos sdo: hidroxila ;B- criptoxantina), ceto (cantaxantina), epodxido,
(violaxantina) e aldeido ;B-citraurina) (MESQUITA et al,. 2017).

Quimicamente, os carotenoides sdo um grande grupo de compostos com uma estrutura
basica de tetraterpeno de quarenta carbonos (Ca40) formados por oito unidades isoprendides de
cinco carbonos (CsHsg). O esqueleto hidrocarboneto dos carotenoides pode ser modificado de
diversas maneiras, através de ciclizacdo, hidrogenacao, desidrogenacao, introdugdo de grupos
contendo oxigénio, rearranjos, encurtamento de cadeias ou combina¢des dessas modificacoes,
resultando numa imensa variedade de estruturas. O sistema de duplas liga¢cdes conjugadas
dessas moléculas desempenha funcdes especiais, como absorcdo de radiacdo na faixa de UV-
VIS e atividade antioxidante, além de uma variedade de cores (FOCSAN & KISPERT, 2017;
FRASER & BRAMLEY, 2004).
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Dentre as muitas fun¢des desempenhadas pelos carotenoides (CAR), destaca-se a
atividade antioxidante. Os mesmos sdo capazes de interagir com espécies de oxigénio e radicais
livres in vivo por muitos diferentes mecanismos, dentre os quais, os mais importantes sao: (i)
transferéncia de elétrons (ET), (ii) abstracdo de 4tomos de hidrogénio e (iii) formacdo de

radicais adultos (MONEGO et al., 2017; FOCSAN & KISPERT, 2017).

CAR + R* > CAR** + R*- @)
CAR + R* > CAR(—Hx)* + RH (i)
CAR + R* - [CAR ...R]* (iii)

Experimentalmente, as pesquisas em torno dos carotenoides e outros antioxidantes
normalmente sdo realizadas por métodos cromatogréificos e espectrométricos (FOCSAN &
KISPERT, 2017; BATAGLION et al., 2014; KOOLEN et al., 2013). Adicionalmente, o uso da
quimica computacional no estudo sobre carotenoides tem ganhado uma aten¢do especial nas
ultimas duas décadas conforme trabalhos publicados pelos grupos de pesquisa de Martinez e
Galano (GALANO, 2007; GALANO & FRANCISCO-MARQUEZ, 2009; GALANO &
MARTINEZ, 2012; GALANO, VARGAS, & MARTINEZ, 2010; MARTINEZ et al., 2014;
MARTINEZ & MELENDEZ- MARTINEZ, 2016; MARTINEZ, RODRIGUEZ-GIRONES,
BARBOSA, & COSTAS, 2008; MARTINEZ et al., 2009).

Os carotenoides no organismo humano sido parcialmente convertidos a vitamina A
(retinol), desempenhando um importante papel nutricional, além de exercerem, também, outras
acoes: diminui¢cdo do risco de doengas cronicas ndo transmissiveis, prevencao da formacgao de

catarata e reducdo da degeneracdo macular relacionada ao envelhecimento (KRINSKY, 1994).

3.3 A importancia dos Compostos fenélicos
Os compostos fendlicos sdo um grupo grande e diverso de moléculas, sendo os mais
abundantes em plantas, que inclui diferentes familias de metabdlitos secundédrios aromaticos
(RISPAIL, MORRIS, WEBB, 2005), pois sdo substancias naturais de defesa do vegetal
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas como
resposta a situagdes criticas e de estresse. Os compostos fendlicos podem ser encontrados em
todas as partes das plantas como caules, folhas e frutos. No entanto, as maiores concentragoes
podem estar disponiveis em partes especificas da planta, e no caso dos frutos, a casca pode
apresentar maior teor de compostos fendlicos em relacdo a polpa (NACZK, SHAHID 2004;
ANDRES-LACUEVA et al., 2010).
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Estes compostos possuem um anel aromdtico contendo um ou mais grupos hidroxila e
sua estrutura pode ser simples, com apenas uma molécula fenélica ou complexa, com alto peso
molecular (BALASUNDRAM, SUNDRAM, SAMMAN, 2006).

Com base na estrutura e na maneira pela qual os anéis fendis ligam-se entre si, estes
compostos podem ser classificados em diferentes grupos: &dcidos fendlicos, flavonoides,

estilbenos, lignanas, taninos entre outros (MANACH et al., 2004) como mostra a Figura 4.0.

Figura 4.0. Estrutura quimica dos compostos fendlicos.
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Fonte: Manach et al. (2004).

Os compostos fendlicos s@o considerados poderosos antioxidantes, podendo agir de
diferentes formas. Eles podem combater os radicais livres, pela doacdao de um atomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila de sua estrutura aromdtica, que possui a capacidade de
suportar um elétron desemparelhado. Nesse sentido, podem agir também interrompendo a
reacdo de propagacdo de radicais livres na oxidacao lipidica; modificando o potencial redox do
meio, e reciclando outros antioxidantes (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009; MCANILIS et
al., 1999; YANG et al., 2001).

Esta classe de compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em flavonoides
(polifenois) e nao-flavonoides (fendis simples ou acidos). Os flavondides compreendem um
grupo de compostos fendlicos amplamente distribuidos nas frutas e nos vegetais, apresentando-
se sob muitas variagdes como flavonéis, flavonas, flavononas, catequinas, antocianinas,

isoflavonas e chalconas. Na classe dos nao-flavonoides estdo os derivados dos acidos
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hidroxicinamico e hidroxibenzéico (SILVA et al., 2010). As estruturas quimicas dos
flavonoides mais comuns: catequinas (A), antocianinas (B), d4cido hidrocianamico (C) e 4cido

hidroxibenzdico (D) sdo apresentadas na Figura 5.0

Figura 5.0 — Estruturas dos principais Compostos fendlicos.
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Fonte: Silva et al.(2010).

Compostos fendlicos e Fitoesterdis foram detectados no epicarpo € no mesocarpo
externo dos frutos de pequi. Segundo Ascari e colaboradores (2011), galato de etila (1), 4cido
gélico (2), shikimato de metila (3) e lupeol (4) foram detectados na polpa do pequi usando
ressonancia magnética nuclear (RMN). De igual forma, Roesler e colaboradores (2008)
detectaram potentes antioxidantes na polpa desse fruto, tais como dcido gélico (2), 4cido quinico
(5), quercetina (6) e quercetina 3-O-arabinose (7) empregando espectrometria de massacom

ionizagdo por electrospray (ESI-MS). Algumas estruturas desses compostos sdo ilustradasna

Figura 6.0.
Figura 6.0 Compostos fendlicos presente no pequi.
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Fonte: Baildo et al., (2015).

Adicionalmente, os acidos gélico e p-coumadrico encontrados em vdrios frutos e em
nozes, como avela e castanha do Para também foram identificados na polpa do pequi (DANIEL
et al., 1989; SHAHIDI et al., 2007; PINTO, LAJOLO e GENOVESE, 2008)

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos estd relacionada a sua estrutura
molecular, mais precisamente a presenga e quantidade nimero de grupos hidroxila presentes na
molécula e efeitos de conjugacao e ressonancia. (LEOPOLDINI et al., 2004).

Quanto ao mecanismo de ac¢do desses compostos, trés possiveis caminhos de reacao
sdo propostos: (iv) transferéncia de hidrogénio atdomico (HAT); (v) transferéncia de elétrons
acoplada a transferéncia de prétons (SET-PT); (vi) perda sequencial de prétons na transferéncia

de elétrons (SPLET) (TROUILLAS et al., 2006).

ArOH + R* - Ar0O* + RH @iv)
ArOH + R* — ArOH** + R— | ArOH*t = Ar0O* + H* (V)
ArOH - ArO- + Ht* | ArO- + R*+ H* - ArO* + RH (vi)

No primeiro, o radical livre (R*) remove um atomo de hidrogénio do antioxidante
(ArOH) que se torna um novo radical (Ar0*), sendo a efici€éncia do antioxidante relacionada a
maior estabilidade do (Ar0*). Nesse mecanismo, a entalpia de dissociacdo de ligacao (BDE) da
ligacdo O—H € um importante parametro na avaliacao da atividade antioxidante, uma vez que
sendo esta mais fraca, mais fécil serd a inativagcdo do radical livre. (LEOPOLDINI et al., 2004).

No segundo, o antioxidante (ArOH) doa um elétron para o radical livre (R*) tornando-
se um cation radical (ArOH**). De acordo com essa proposta, a Energia de Ionizacao (IE) € o
fator mais significante para a avaliacdo da atividade antioxidante, onde quanto menor a IE, mais

facil serd a abstracdo do elétron. (LEOPOLDINI et al., 2004).

3.4 A Quimica Computacional no estudo de Compostos Organicos

Nas ultimas décadas o aumento no desempenho computacional tem tido um enorme
impacto na Quimica Tedérica (HEERDT & MORGON, 2011).

Antes da década de 1950 e inicio dos anos 1960, quimicos tedricos apenas tinham a
disposi¢do simples modelos analiticos, os quais eram muitas vezes incompletos e resultavam,
na melhor das hipdteses, em representacdes qualitativas de moléculas e aglomerado de
moléculas. Porém, com o acesso aos computadores, os quimicos puderam rapidamente

investigar as propriedades de modelos tedricos mais completos, realizando cdlculos mais exatos
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para modelos aceitos e induzindo o uso de computadores para o tratamento de sistemas
moleculares complexos (HASE, 2003).

O papel desempenhado pela quimica computacional tem sido referenciado desde a
concessdo do prémio Nobel de quimica a Rudolph A. Marcus em 1992, por seu trabalho sobre
a transferéncia de elétrons em reacdes quimicas, e Walter Kohn e John A. Pople em 1998, por
seu trabalho sobre o desenvolvimento da Teoria do Funcional de Densidade (DFT). Ambos
revolucionaram a quimica computacional e seus métodos quanticos, expandindo a aplicag¢do da
mesma em diversas dreas, além dos aspectos basicos da quimica teérica (MARCUS, 1993;
KOHN, 1999; GARCIA, 2013; VALLES-SANCHEZ, 2014).

A DFT tronou-se, nas udltimas décadas, um importante método para o estudo de
estrutura eletrOnica de s6lidos e moléculas. Problemas que, tradicionalmente, eram tratados por
métodos ab initio Hartree-Fock e pds-Hartree Fock sdo, agora, tratados utilizando-se a DFT, o
que possibilita, em alguns casos, melhores acordos com os dados experimentais disponiveis.
Parte desse atrativo da DFT estd no fato de que sistema, de tamanho moderado a grande (N
omos > 20), podem ser estudados, com uma precisdo quimica aceitivel, a um custo
computacional que, algumas vezes, corresponde a uma fracdo daquele obtido utilizando-se
métodos correlacionados tradicionais (DUARTE & ROCHA, 2007).

Com esta teoria, as propriedades de um sistema de muitos elétrons podem ser
determinadas usando-se funcionais, isto €, fun¢des de outra funcdo, a qual neste caso € a
densidade eletronica. A DFT esté entre os mais populares e versateis métodos disponiveis para
estudos de quimica computacional e fisica do estado solido (MORGON & CUSTODIO, 1994).

Através de seu formalismo € possivel fornecer defini¢des precisas de conceitos
quimicos como a eletronegatividade, potencial quimico, dureza, maciez, dureza local, principio
da equalizacdo da eletronegatividade, principio de “4cidos e bases duros e macios”. Assim a
DFT se configura como uma ferramenta capaz de estabelecer as propriedades e conceitos

quimicos, comumente trabalhado pelos quimicos experimentais, em seus laboratdrios
(MORGON & COUTINHO, 2007).

Dentre os funcionais comumente empregados pela DFT, o mais utilizado na descri¢do
de moléculas de carbono tem sido B3LYP (Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr), pois
fornece resultados mais precisos por se tratar de funcional hibrido (VESSECCHI &

GALEMBEK, 2008).

3.5 Avaliacao tedrica dos mecanismos
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Em todos os mecanismos considerados, a capacidade dos sequestradores de radicais
livres depende de quais radicais estes compostos reagem e sempre envolvem a simples
transferéncia de elétrons de uma espécie para outra. Nessa perspectiva, Martinez e
colaboradores (2009) propuseram uma metodologia considerando os indices de doagdo e
aceitacdo de elétrons definidos com base na relacdo entre a IE e EA da molécula avaliada e a

IE do sédio e EA do fldor (eq. 1 e 2), respectivamente.

_ IEmolecula
RIE = . (1)
1 @)
EAF

Estes mesmos indices sdo calculados para os radicais livres que se deseja avaliar e de
posse dessas informacgdes € possivel gerar um diagrama chamado de Full-Electron Donor-
Acceptor Map (FEDAM) apresentado na Figura 8.0 que apresenta a disposi¢do espacial,

baseado nos valores de REA e RIE, tanto dos antiradicais quanto dos radicais livres.

Figura 7.0 — Full-Electron Donor-Acceptor Map (FEDAM).
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Fonte: Adaptado de Martinez et al., 2009

A localizacdo de cada espécie no mapa indicard se sdao bons doadores ou bons
aceitadores de elétrons. Se a energia de ionizagcdo de uma molécula € baixa significa que € fécil
retirar um elétron da mesma, sendo esta um bom doador de elétrons. Se a afinidade eletrOnicaé
alta, tal especie aceitard elétrons com facilidade.

Compostos que se localizam no quadrante inferior e a esquerda na Figura 8.0 t€ém

baixos valores de energia de ionizacao e de afinidade eletrOnica, caracterizando-se como bons
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doadores e maus aceitadores de elétrons. Espécies localizadas no quadrante superior e a direita,
tém altos valores de energia de ionizacdo e de afinidade eletronica, portanto, bons aceitadores
e maus doadores de elétrons (VAZQUEZ, 2017).

Na regido de excelente desativador, tem-se essa classificagdo pois os valores de REA
sdo altos, mas o de RIE sdo baixos, conferindo ao mesmo uma facilidade tanto na doacdo quanto
na aceitacdo do elétron. Enquanto que na regido de mau desativador esses valores se invertem,
sendo alto o RIE e baixo o REA, portanto o composto terd dificuldade tanto em doar quanto em

aceitar elétrons.

Nesse contexto, a reacdo de inibi¢do de radicais livres pelos sequestradores de radicais
(SEQ) pode ser analisada de duas formas: 1) pela a doag@o de elétrons para o radical (vii) e ii)

pela captura do elétron do radical (viii).
SEQ + R* — SEQ* + R~ (vii)
SEQ + R* — SEQ~ + R*+ (viii)

A validade das previsdoes do FEDAM podem ser avaliadas pela comparacdo com as

correspondentes energias livres de Gibbs das reacoes.
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4. METODOLOGIA
Com intuito de avaliar a atividade antioxidante individual dos carotenoides e dos
compostos fendlicos presentes no pequi, do ponto de vista tedrico, através do método

computacional, uma série de procedimentos foram realizados e sdo descritos a seguir.

4.1  Selecao dos Carotenoides e Compostos Fendlicos presente no pequi

Os carotenoides e compostos fendlicos do pequi para a presente investigacdo foram
selecionados a partir dos trabalhos da literatura de Godoy (1993); Ramos et al. (2001);Azevedo-
Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004); Oliveira et al. (2006) e Lima (2008).

Construcao e Otimizacao das estruturas geométricas
As estruturas geométricas das moléculas dos compostos selecionados foram

identificadas através de pesquisas em um banco de dados disponivel na web, o0 The PubChem

Project (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), de grande auxilio para este estudo ja que o mesmo
oferece uma melhor visualizacdo e representacdo das geometrias das moléculas analisadas,
facilitando a obtenc¢do de resultados de forma rapida e dindmica.

Depois de realizado o download das estruturas, as mesmas foram abertas no programa
Gaussview 6.0, e ap6s observado os aspectos estereoquimicos, foram gerados os arquivos de
input para o calculo de otimizagdo e frequéncia vibracional. O mesmo foi efetuado através do
programa Gaussian 09 empregando o método de Teoria do Funcional de Densidade (DFT), com
o funcional hibrido B3LYP e o conjunto de base 6-31G(d,p) para os carotenoides e o conjunto
de base 6-311G(d,p) para os compostos fendlicos (Figura 8.0), que de acordo com a literatura
produz resultados com menor custo computacional, menor demanda de tempo e boas

estimativas de propriedades dessas substancias.

Figura 8.0 — Construcio e Otimizacdo da geometria molecular
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Fonte: Laboratério de Quimica Computacional Inorgénica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.
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4.2 Analise pelo Mecanismo ET

As reagdes e interacOes das moléculas de carotenoides foram analisadas em termos do
mecanismo ET. Na transferéncia de elétrons os radicais com alto potencial redox removem um
elétron do carotenoide, oxidando-o e formando o cation radical (MESQUITA et al.,2017; EL-
AGAMEY et al., 2004). Esse mecanismo € mostrado em muitos estudos como o principal
mecanismo de reacio dos carotenoides com diversos radicais livres (LU et al.,2017; CERON-
CARRASCO et al.,2010; MARTINEZ et al.,2009; GALANO, 2007).

Para a reag@o de inibi¢ao de radicais livres realizada pelos carotenoides através do
mecanismo ET, foram analisadas duas formas: (vii) pela doagdo de elétrons para o radical, uma
vez que os carotenoides sdo bons doadores de elétrons; e (viii) pela captura do elétron pelo
carotenoide, quando o radical for pior aceitador de elétrons que o0 mesmo.

CAR + R* — CAR** +R (vii)
CAR + R* — CAR*~ + R+ (viii)

Desta forma, realizou-se a avaliacdo da propriedade de inibicdo de radicais dessas

moléculas através da constru¢do de um diagrama de escala relativa do potencial antioxidante

explicado adiante.

4.3 Analise pelos Mecanismo HAT e SPLET

Os mecanismos de reacdo considerados para avaliar as propriedades antioxidantes dos
compostos fendélicos foram a HAT e a SPLET - reacdes (iv) e (vi). Para a andlise do primeiro
calculou-se a BDE (do inglés bond dissociation energy) ou energia de dissociagcdo de ligacdo,
Do. (3" etapa). Essa grandeza € definida como a variagdo de entalpia padrdo quando uma ligagado
€ rompida por homolise de acordo com a equacido 3 e, segundo Kasai (2010), ela fornece dados
que predizem com confiabilidade o sitio de ataque da molécula fendlica ao radical.

BDE oyy = AH(4r0) + AHy — AHarom) (3)
Quanto a andlise do segundo mecanismo de reacdo, foram realizados os célculos das

energéticas envolvida nas suas etapas descritas nas reacoes (ix), (x) e (xi).

1* etapa ArOH — ArO- + H+ (ix)
2% etapa ArO — ArO* + e~ (%)
3% etapa H* + e~ — H° (xi)

Onde a primeira etapa trata-se de uma reagao de oxidagao, portanto foi avaliada a partir
da energia livre de Gibbs (AG) (eq. 4) conforme realizada também com os carotenoides. A

segunda etapa foi avaliada mediante a energia de dissociag¢do do préton (PDE) (eq. 5)


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Entalpia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ruptura_homol%C3%ADtica
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AGox = [GArOH'+ + GR—] - [GArOH + GR'] (4)

PDE o) = AHaro- + AHy+ — AH g0+ (5)

Adicionalmente foram dados de variagdo de entalpia de reagdo (AH); a afinidade
eletronica e variacdo de entalpia do radical fenéxido (EAar0) € AH(ar0)), além das EAs e IEs

das espécies quimicas envolvidas no processo foram obtidos, para construcio do FEDAM.

4.4 Construcao do FEDAM
O mapa completo de aceitacio e doacao de elétrons (Full-Electron Donor-Acceptor

Map - FEDAM) foi obtido conforme descrito abaixo.

Calculo das IEs e EAs
Inicialmente foram calculadas as energias de ioniza¢do (IE), e as afinidades eletrOnicas
(EA) verticais dos compostos analisados, a partir das energias corrigidas obtidas das estruturas

otimizadas e segundo as equacdes:

I[E=E+ —EO (@Y)
(€)) ®

EA=E0 —E- (5)
(€)) ®

Onde E(g) € a energia eletronica de ponto zero para a molécula com geometria otimizada no seu
respectivo estado: neutro(®), carregado positivamente(+) e negativamente(").

Adicionalmente, a influéncia do meio nas energias acima citadas foi avaliada através
de calculos empregando o modelo continuo polarizavel (PCM) em fase aquosa e organica.

Por fim, os dados obtidos foram organizados em uma planilha no Excel para o computo

das energias eletronicas. A referida planilha estd programada com as equagdes 4 e 5 para

realizacdo do célculo das IEs e EAs.

Os valores das IEs e EAs foram multiplicados por 27,2114 eV/Ehcomo mostra a

equagdo 6, para conversido dos valores em elétron-volt (eV), jd que os valores de energia

eletronica sdo dados em Hartree (En) pelos programas Gaussian.
(IE ou EA)En - 27,2114 ¢V /g = (IE ou EA)eV 6)

Ap6s a obtencdo dos valores de IEs e EAs, os mesmos foram plotados em um plano
cartesiano (EA) versus (EI) conforme indicado na metodologia apresentada por Martinez et al.

(2009).
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A partir da constru¢ao do FEDAM iniciou-se avaliacdo da atividade antioxidante de
forma qualitativa, mediante o mapeamento das posicdes dos carotenoides ao longo do diagrama
(Figura 9.0). A localizagdo de cada molécula no mapa indicou se as mesmas sio bons doadores

ou bons aceitadores de elétrons frente a cada tipo de radical estudado (VAZQUEZ, 2017).

Figura 9.0 — Classificacdo das regides do diagrama

rF
Mau Bom
desativador desativador
=
-
Bom Excelente
desativador desativador
>
EA

Fonte: Laboratério de Quimica Computacional Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA)

Na sequéncia, identificaram-se os carotenoides que desativam radicais pelomecanismo
ET através da reacdo (vii) (Grupo Antioxidante) e quais aqueles que desativam radicais através
da reagdo (viii) (Grupo Antiredutor). Apds isso, as energias livres de Gibbs foram calculadas
para cada reagdo de transferéncia de elétrons dos carotenoides e compostos fendlicos com os
radicais livres. Sendo analisados dados bem como as energias de oxidacdo e redugdo, PDE e
BDE, informacdes termodinamicas fundamentais para anélise da capacidade antioxidante dos
compostos. Em seguida, os mesmos foram classificados como maus, péssimos,bons e excelentes

desativadores.



31

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante dos carotenoides e
compostos fendlicos presentes no pequi no desenvolvimento do trabalho sdo apresentados a

seguir. Para melhor entendimento, os mesmos foram divididos nas se¢des que a seguir.

5.1 Carotenoides e Compostos fenolicos do Pequi

Por intermédio de pesquisas bibliograficas realizadas na base de dados Web of Science
empregando as palavras chave: carotenoides, pequi e compostos fendlicos, foram possiveis
identificar e selecionar os antiradicais que seriam avaliados. Neste ponto, destacam-se o0s
trabalhos de Ramos et al. (2001); Azevedo-Meleiro & Rodriguez-Amaya (2004); Godoy (1993)
e Oliveira et al., (2006).

5.1.1 Compostos selecionados

Os compostos selecionados para as etapas posteriores desse estudo sdo apresentados na

Tabela 2.0.

Tabela 2.0 — Carotenoides e Compostos Fendlicos presente no Pequi.

Carotenoides Compostos fendlicos
. . Acido 4- .
Anteraxantina Mutatoxantina . c.do . Galato de etila
hidroxibenzoico
- caroteno Neoxantina Acido eldgico
B-Criptoxantina Violaxantina Acido gilico Quercetina
Criptoflavina Zeaxantina Acido p-cumdrico Shikimato de metila
Luteina
Licopeno-qsi-gsi- {-caroteno Acido Quinico Lupeol
caroteno

Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.

5.1.2 Geometrias Moleculares Otimizadas

As geometrias das espécies selecionadas foram otimizadas em fase gasosa a 1 atm de

pressdo e temperatura de 298,15K conforme procedimento descrito na metodologia.



32

As Tabelas 3.0 e 4.0 apresentam, respectivamente, as estruturas otimizadas dos

compostos analisados.

Tabela 3.0 — Geometria otimizada dos carotenoides
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Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.

O processo de otimizacdo das moléculas dos carotenoides durou em média 15 horas
cada uma. Porém, algumas exigiram um pouco mais de tempo devido a alguns problemas de
convergéncia, ou seja, o calculo ndo estava finalizando com sucesso por ultrapassar o nimero
maximo de iteracOes permitidas. Esses problemas ocorreram na Neoxantina, tanto para sua
molécula no estado neutro como para suas moléculas respectivamente carregadas. Problemas
semelhantes também ocorreram para as moléculas da Violaxantina, Mutataxantina e Luteina,
onde também houve problemas na otimizacao e célculos de frequéncia, pois, o programa nao
estava conseguindo executar ambos os calculos sequencialmente, sendo necessdrio efetua-los
separadamente, o que obviamente exigiu mais tempo. Apesar disto, todas as moléculas foram
otimizadas nos estados neutro, e para suas respectivas espécies carregadas para calculo das IEs
e EAs.

Dos onze compostos selecionados, 3 pertencem a familia dos carotenos, aqueles
formados apenas por carbono e hidrogénio e que sdo altamente apolares, ou seja hidrofébicos.
Destes, 2 sdo estruturalmente classificados como aciclicos (Licopeno-gsi-gsi-caroteno e (-
caroteno) e 1 como biciclico (B-Caroteno). Os 8 restantes pertencem a familia das xantofilas,
que sao carotenoides polares, funcionalizados com grupos oxigenados como hidroxilas

(Criptoxantina, Zeaxantina, Luteina) e epéxidicos (Anteraxantina, Neoxantina, Violaxantina).

As massas molares variam 536,0-600,9 g/mol e os valores de energia para esses
compostos foram semelhantes, ficando entre o intervalo de 563-593 kcal-mol’!. Resultados
semelhantes foram reportados por Oliveira et al., 2017, que realizou uma pesquisa intitulada
como “Avalia¢do da atividade antioxidante de carotenoides e compostos fendlicos do buriti (
Mauritia flexuosa L) por diferentes mecanismos vista por DFT” na qual obteve valores de
energia situados entre 564-580 kcal-mol™! para suas moléculas analisadas no buriti, com excecio
de algumas como o B-10-apo-caroteno que, segundo o autor, ficou com valores bem abaixo

devido a sua menor estrutura, e o fitoflueno e {-caroteno que ficaram com valores acima, com
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608,5 e 593,5 kcal'mol'respectivamente, o que se explica pelo fato dos mesmos nio
apresentarem anéis nem torcdes considerdveis (tornando-os quase planos), facilitando a

compactagdo e interagdo intermoleculares (OLIVEIRA et al,. 2017).

Tabela 4.0 — Geometria otimizada dos Compostos Fendlicos

Compostos e Er*
Fendlicos Geometria Otimizada (keal-mol)
Acido 4-

Hidroxibenzodico 80,242
Acido eldgico 125,676
Acido gélico 87,091

Acido p- 102,547
coumarico
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Acido quinico 135,568
Galato Etila 123,999
Lupeol 490.667

Quercetina 155,409

Shikimato de 135,236

metila

Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorgéanica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.
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A otimizacdo das geometrias durou em média cada uma 1h para as geometrias menores,
tanto para a molécula neutra, como para a sua espécie carregada negativamente e positivamente.
Ja para as moléculas maiores houve uma maior demanda de tempo. Durante o processo de
otimizag¢do e cdlculos de frequéncia para os compostos fendlicos, também houve alguns erros
para a maioria das moléculas. Erros esses semelhantes ao dos carotenoides, onde para
soluciona-los, realizaram-se os cdélculos de otimizagdo e frequéncias vibracionais
separadamente e com alguns procedimentos simples como ajustamento do arquivo de ponto de
verificacdo. A execucdo dos célculos de otimiza¢do e frequéncia vibracional garantiu a
obtencdo das energias eletrOnicas necessarias para que a constru¢cdo do FEDAM dos compostos
fendlicos que representa uma andlise valida para determinar seu comportamento com relaciao a

doagdo e aceitacdo de elétron para a avaliagdo via mecanismo SPLET.

Em relacdao aos compostos fendlicos, percebe-se que os mesmos possuem uma leve
diferenca, logo, suas energias tiveram valores razoavelmente distantes com intervalo entre 80-

490, 667 kcal'-mol".

5.2 Energia de Ionizacao e Afinidade Eletronica

5.2.1 Dos Carotenoides

Os valores de IEs e EAs foram obtidos por meio de cdlculos de single point para ser
realizada a construcio do FEDAM e assim avaliar os compostos quem melhor realizam o

mecanismo de ET para inibi¢do dos radicais livres.

Os valores de energia eletronica, com a correcdo para energia de ponto zero, foram
obtidos em E, mediante otimizagdo das estruturas, e os valores de IEs e EAs foram calculados

a partir dessas energias corrigidas, e convertidas para eV, conforme mostra a Tabela 5.0.

Tabela 5.0 — Valores de EA e IE das moléculas de Carotenoides Otimizadas.

Aguc Benzeno
Espécie quimica |  EA(eV) IE(eV) | EA(eV) IE (eV)
Carotenoides
Anteraxantina 2,71 4,29 1,96 4,65
f-caroteno 2,57 4,39 1,98 4,80
Criptoxantina 2,45 4,24 1,58 4,62
Criptoflavina 2,54 4.44 1,94 4,89
Luteina 2,77 4,22 2,23 4,63
Licopeno-qsi-qsi-
caroteno 2,76 4,18 2,19 4,54
Mutatoxantina 2,64 4,35 2,04 4,77
Neoxantina 2,50 4,31 1,85 4,70
Violaxantina 2,72 5,85 2,14 4,78
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Zeaxantina 2,56 4,42 1,98 4,84
Zeta caroteno 2,29 4,52 1,61 4,99
Radicais Livres
Anion superéxido 1,48 5,90 2,41 4,57
Radical hidroperoxila 3,75 9,49 2,35 10,84
Radical peroxinitrito 2,51 8,23 -2,36 9,44
Hidroxila 5,20 12,79 3,69 14,31

Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.

A afinidade eletronica de todos os carotenoides se apresentaram baixa, variando de
2,29a2,77em dguae 1,61 a2,23 em benzeno. A energia de ionizacdo em dgua, € relativamente
baixa se comparada com os radicais livres, com valores que variam de 4,18 a 5,85 eV, sendo
que a Violaxantina foi a que apresentou valor de IE mais préximo do radical Anion superéxido
em dgua. Para o meio apolar (benzeno), as EAs também apresentaram baixos valores que variam
de 1,61 a 2,23 eV. J4 as IEs se apresentaram com valores também relativamente baixosse
também comparadas aos valores dos radicais livres, denotando que os carotenoides preferem
reagir frente aos radicais livres através da doagdo do elétron. Esses resultados indicam que os
carotenoides tem menor reatividade molecular em meio apolar, pois as energias de ioniza¢ao
foram maiores e as afinidades eletronicas menores, o que também se justifica considerando que
espécies carregadas sdo melhores formadas e estabilizadas em solventes polares.

Associa-se também a capacidade desses compostos de desativar radicais livres, a sua
estrutura. Segundo Burton et al., a capacidade antioxidante dos carotenoides € independente da
atividade pré vitamina A, e estd associada ao extenso sistema de ligacdes duplas conjugadas,
bem como com o tipo de grupo terminal e a presenga de grupos funcionais. Carotenoides com
nove ou mais ligagdes duplas conjugadas apresentam melhor capacidade de desativar radicais
livres, de desativar o oxigénio singlete e de transferir elétrons (BURTON & INGOLD, 1984;
DELGADO-VARGAS & PAREDES-LOPEZ, 2003; EDGE et al., 2007; MILLER et al., 1996;
YOUNG & LOWE, 2001; RIETJENS et al., 2002; EL-AGAMEY & MCGARVEY, 2003; EL-
AGAMEY et al., 2004; PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006).

Adicionalmente, alguns radicais livres que tinham relagdo com o desenvolvimento de
doencas no corpo humano foram selecionados e tiveram suas energias de ioniza¢do e afinidades

eletronicas calculadas e serdo comparados com os carotenoides adiante no FEDAM.
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5.2.2 Dos Compostos fendlicos

Por meio de célculos energéticos de single point foram obtidos os valores de IEs e EAs para
constru¢do do FEDAM e avaliagdo qualitativa do composto fendlico que melhor realiza o

mecanismo de SPLET para inibi¢cdo de radicais livres.

Os valores de energia eletronica, com a correcdo para energia de ponto zero, foram
obtidos em Ej mediante otimizacdo das estruturas e os valores IEs e EAs foram calculados a

partir dessas energias corrigidas, e convertidas para eV, conforme mostra a tabela 6.0.

Tabela 6.0 — Valores de EA e IE das moléculas de Compostos fendlicos otimizadas.

Aguc Benzeno
Espécie quimica | EA(eV) IE(eV) | EA(eV) IE (eV)
Compostos Fendlicos

Acido 4 hidrobenzoico 1,60 6,67 0,95 7,34
Acido eldgico 2,32 5,98 1,79 6,73
Acido gdlico 0,83 6,05 0,99 6,88
Acido p-cumdrico 2,46 6,28 1,59 7,09
Acido quinico 1,03 6,01 -1,03 6,59
Galato de etila 1,86 6,00 0,93 6,80
Lupeol 0,02 6,00 -0,91 6,62
Quercetina 2,62 5,89 1,86 6,54
Shikamato de metila 2,0 6,60 1,06 7,38

Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.

Analisando os dados tabelados acima, podemos perceber que a afinidade eletronica de
todos os compostos fendlicos € baixa, variando no intervalo 0,02 a 2,62 eV em 4gua e -1,03 a
1,86 eV em benzeno. E a energia de ioniza¢do também se apresentou com valores que variaram
de 5,89 a 6,60 em dgua e de 6,54 a 13,49 em benzeno.

Desta forma é esperado uma certa resisténcia na transferéncia de elétrons entre os
compostos fendlicos e as EROs. Porém, ainda assim os compostos fendlicos sdo considerados
bons antioxidantes através da doacdo do elétron. Segundo BRANDWILLIAMS et al 1995, os
compostos fendlicos agem como antioxidantes ndo somente pela sua habilidade de doar
hidrogénio, mas também o elétron. E assim como para os carotenoides, os resultados indicam
que os compostos fendlicos também apresentam menor reatividade molecular em meio apolar,
pois as energias de ioniza¢do foram maiores e as afinidades eletronicas menores.

A atividade antioxidante desses compostos é consequéncia das suas propriedades
oxirredutoras (DEGASPARI e WASZCZYNSKY]J, 2004). Dessa forma, eles mostram grande
eficiéncia na neutralizacdo de vdrios tipos de moléculas oxidantes que estdo envolvidos em

danos ao DNA e formacao de tumores (MARCHAND, 2002).
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5.3 Analise dos Compostos pelo FEDAM

5.3.1 Carotenoides e Compostos fendlicos em meio polar

Obtidos os valores de EAs e IEs em meio polar e apolar (d4gua e benzeno), calculou-se
seus valores relativos (RIE e REA) e a partir da localiza¢@o dos valores no diagrama do FEDAM
(Gréficos 1.0, 2.0, 3.0 € 4.0) foi possivel analisar e avaliar como se procede atividade de inibi¢do
dos radicais livres Anion superdxido, Hidroxila, Peroxinitrito e Peréxido de Hidrogénio,
desempenhada pelos carotenoides e pelos compostos fendlicos do pequi via mecanismo ET e
SET-PT respectivamente. A capacidade de eliminacao de radicais livres que envolvem doagdo

e receptacdo de elétrons pode ser avaliada através dos valores de IEs e EAs (GOMES, 2012).

Grafico 1.0 — Diagrama de escala relativa do potencial antioxidante para os Carotenoides frente aos radicais

livres, em meio polar (dgua).

FEDAM - CAROTENOIDES vs RADICAIS (AGUA)

#® Radicais Livres
B Carotencides

Anteraxantina

% F-caroteno
w Criptoxantina
i Criptoflavina
- ] Lutesna
14 Licopeno-gsi-gsi-carot
BErn

0875 0,000 0,875 1,750
REA

Fonte: Laboratério de Quimica computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019

De acordo com a disposi¢do dos carotenoides em relacdo aos radicais livres no
FEDAM em meio polar, pode se observar que os carotenoides do pequi tém a tendéncia de
reagir com os radicais de hidroxila (gréfico 2.a) e hidroperoxila (gréafico 2.b) por transferéncia
de elétrons, preferencialmente pela reacdo de oxidagdo, ou seja, pela doacdo do elétron,

podendo classifica-los como antioxidantes.
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Grafico 2.0 — Classificacio dos Carotenoides com base na posicéo relativa ao Radical Livre em meio

polar.

FEDAM-CAROTEMOIDES vi RADICAIS (AGUA) EEDAM- CARG IDES va FADICALE (AGUA)

]
® Radicais Livr s
@ Fadcars Lnres
B ==

Para o radical peroxinitrito (grafico 2.c), parte do grupo se localizou na regido
antioxidante, tendo como maior presenga nessa regido o Zeta Caroteno, porém, a maioria dos
compostos se localizaram na regido de excelente desativadores, podendo inibir esse radical livre
tanto pela reacdo de oxidacdo como pela reacdo de reducdo, mas, como previsto pela literatura,
a possibilidade desses compostos desempenharem atividade antioxidante é extremamente

maior.

Para o radical anion superéxido (grafico 2.d), todos os carotenoides avaliados se
localizaram na regido de excelentes desativadores, podendo reagir também para esse radical
tanto pela reacdo de oxidagdo como reducdo. Para a Violaxantina, percebe-se um pequeno
afastamento em relacdo aos demais, com sua localizacdo no quadrante de bom desativador,

devido ao seu baixo valor de REA e alto valor de RIE.

Em concordancia com a disposi¢ao dos compostos fendlicoss em relacdo aos radicais
livres no FEDAM em meio polar (4gua), pode se observar que os mesmos tendem a doar
elétrons para os radicais hidroxila, hidroperoxila e peroxinitrito, (grafico 4.a, b e c,

respectivamente)), pois todo o grupo se localizou na regido de oxidacdo (antioxidante), entdo é



42

esperado que estes compostos realizaram facilmente a transferéncia de elétron na 1? etapa do

mecanismo SET-PT.

Grifico 3.0 — Diagrama de escala relativa do potencial antioxidante dos compostos fendlicos frente aos Radicais

FEDAM - COMP. FENOLICOS vs RADICAIS (AGUA)
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Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.
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Os compostos fendlicos se apresentaram no quadrante da zona antirredutora em relacdo

ao radical anion superdxido, ndo apresentando assim uma boa atividade de inibi¢do para este

radical. O composto Lupeol apresentou valor de REA negativo, sendo perceptivel a

interferéncia desse valor em sua localizagdo, FEDAM, situando-se na regido de bom

desativador. Os compostos fenodlicos irdo assim, reagir com o radical anion superdxido pela

reacdo de reduc¢do, recebendo o elétron do radical, nos levando a avaliar essa interacdo somente

pelo mecanismo HAT, que segundo a literatura, € preferivel em ambientes polares (GOMES,

2012).
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Grafico 4.0 — Classificagéio dos Compostos fenélicos com base na posigdo relativa ao Radical Livre em

meio polar.
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5.3.2 Carotenoides e Compostos fendlicos em meio apolar

Pode-se observar no FEDAM em meio apolar (benzeno), uma melhor dispersdao dos
carotenoides, resultados esses semelhantes ao de Oliveira et al., 2017, onde o mesmo justifica
essa melhor dispersdo, devido a maior diferenca média entre as EAs e IEs dos carotenoides,
pois as EAs apresentaram valores menores na dgua e as IEs apresentaram valores maiores no
benzeno, o que também decorre da maior interagdo dos carotenoides com o meio apolar, visto
que também sdo moléculas apolares. Observou-se também uma diferenca significativa na

posicdo do radical peroxinitrito no FEDAM para o meio apolar.
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Grifico 5.0 — Diagrama de escala relativa do potencial antioxidante dos carotenoides frente aos Radicais Livres

em meio apolar (benzeno)
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Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.

Para os radicais hidroxila e hidroperoxila (graficos 6.a ¢ 6.b) em meio apolar
(benzeno), os carotenoides desativa-os preferencialmente pela reacdo de oxidagdo, nos levando
a concluir que os carotenoides presentes no pequi sdo bons antioxidantes para esses radicais,
inibindo-os pela doacdo do elétron independentemente do meio, logo, se considerarmos a
contribuicdo do fruto por exemplo para tratamento e prevencdo de doencas, veremos que O
mesmo ird auxiliar significativamente, ja que a hidroxila e a hidroperoxila sdo consideradas uns
dos radicais mais reativos em sistemas bioldgicos podendo inativar vérias proteinas , oxidar os

acidos graxos polinsaturados das membranas celulares etc (HALLIWELL,1986).
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Grafico 6.0 — Classificagdo dos Carotenoides com base na posigdo relativa ao Radical Livre em meio apolar

(benzeno).
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Com a mudanca de posi¢do do radical peroxinitrito (grafico 6.c) no FEDAM, os

carotenoides se apresentaram como excelentes desativadores para esse radical.

Para o radical anion superéxido se observou que em meio apolar (grafico 6.d), todos
os carotenoides tendem a reagir com este radical pela reacdo de reducdo, recebendo o elétron

desemparelhado, para assim ocorrer a inibi¢do do mesmo.

Para os compostos fenélicos no FEDAM em meio apolar, também se percebeu uma
melhor dispersdo dos mesmos principalmente do Lupeol, devido ao fato também da melhor

interacdo com o meio, ja que os compostos fendlicos sdo moléculas apolares (grafico 7.0).
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Grifico 7.0 — Diagrama de escala relativa do potencial antioxidante dos carotenoides frente aos Radicais Livres

em meio apolar (benzeno)
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Fonte: Laboratério de Quimica Computacional, Inorganica e Quimiometria (LQCINMETRIA), 2019.

De forma semelhante aos carotenoides, os compostos fendlicos apresentaram boa
atividade antioxidante para os radicais hidroxila e hidroperoxila (grafico 8.a e 8.b), pois os
mesmos tendem a inibi-los através da doacdo do elétron independentemente do meio,
realizando a primeira etapa do mecanismo SET-PT.

Com a mudanga de localizacdo do radical peroxinitrito (grafico 8.c) também para o
FEDAM dos compostos fendlicos, os mesmos se localizaram na regido de excelentes
desativadores. E para o radical anion super6xido, os compostos irdo reagir pela reacdo de
reducdo para esse radical, recebendo o elétron, que, diferentemente dos radicais hidroxila e
hidroperoxila, ndo realiza a primeira etapa do mecanismo SET-PT, ja que o mesmo recebe o

elétron do radical.
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Grafico 8.0 — Classificaciio dos Compostos fendlicos com base na posigdo relativa ao Radical Livre em meio

apolar (benzeno).
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5.4 Avaliacao da atividade antioxidante mediante as energias envolvidas nos

mecanismos

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos fendlicos e carotenoides
presentes no pequi observou-se as posi¢des dos mesmos no FEDAM e seus valores energéticos
para energia livre de Gibbs, onde foi possivel identificar por qual mecanismo cada composto
reagiria. Para os carotenoides, observou-se aqueles que reagiriam por reacdo de oxidacio ou
redugdo, para assim classifica-los como antioxidante ou antiredutor. E para os compostos
fendlicos, identificou-os a partir da andlise da energia livre de Gibbs de cada reacao e da energia
de dissociagdo de ligacao (BDE e PDE). Entdo, assim foi possivel a avaliacdo da atividade de
inibicdo de radicais livres e determinagcao do potencial antioxidante desempenhado por esses

compostos presentes no pequi.

5.4.1 Energias desprendidas em meio polar

5.4.1.1 Carotenoides
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Através da energia livre de Gibbs (Tabela 7.0) € possivel verificar que em meio polar
os carotenoides reagem com os radicais selecionados mais facilmente pela rea¢do de oxidagao,
comprovando o que foi citado anteriormente, que os carotenoides reagem com os radicais livres

preferencialmente doando o elétron.

Segundo Woodall et al, 1997, a atividade dos carotenoides diz respeito a polaridade.
Aqueles que possuem grupos polares nos anéis A e B sdo efetivos na prevencdo da oxidagcdo
das membranas. Essa polaridade os localiza de maneira tal que estdo em contato mais préximo
com a fase aquosa, reagindo com os radicais que penetram a membrana. Os apolares, tais como
o Licopeno e o b- caroteno sd@o mais regeneradores que preventivos, combatendo os radicais

formados com mais eficiéncia no interior da membrana.

A reacdo dos carotenoides com o radical hidroperoxila (HO2¢) e hidroxila (OH¢) sdo
as mais favordveis, havendo reagdo exergonica com o radical hidroxila para os carotenoides [3-
caroteno, - Criptoxantina, Licopeno e Zeaxantina, ou seja, que se processam espontaneamente.
Para o radical HO;' infere-se que embora a reacdo de oxidagado tenha se mostrado endergdnica
(A G >0), o valor de energia é o mais baixo quando comparado aos outros radicais com reagdes
de oxidacdo endergonica. Este resultado € suportado pelo FEDAM, uma vez que estes radicais
sdo aqueles que apresentam as maiores distancias diagonais dos carotenoides.

Os compostos f-caroteno e Zeaxantina apresentaram os melhores resultados para
inibicdo de radicais livres em meio polar, se comparados aos demais compostos. A partir de
seus resultados, infere-se que doardo com facilidade o elétron para os radicais, inibindo-os por
reacdo de oxidagao.

O fato de os carotenoides reagirem mais favoravelmente com esses radicais, se d4
Segundo Carey (2011), devido a grande eletronegatividade do oxigénio da hidroxila, que é
retirador de elétrons, facilitando a doagdo de elétrons de outra molécula em reacdo, colocando

o grupo de carotenoides como excelente desativador para esse radical.

Tabela 7.0 — Energia Livre de Gibbs (AG) da reacao de oxidagdo e reducdo dos carotenoides com os radicais

livres em meio polar

Energia Livre de Gibbs (A G - kJ/mol) (Agua)

Reacado de oxidagdo (iv) | Reacado de redugdo (v)

Radicais Livres

Carotenoides O [ HO: [ ONOO | OH O, | HO: | ONOO | OH

Anteraxantina | 361,93 14225 287,28 3.62 420,31 766,86 662,84  1080,35
p-caroteno 278.88 59.20 204,23  -79.43 | 41798 764,53 660,51 1078,02
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B Criptoxantina | 353,46 133,78 278,81 -4.85 | 425221 771,76 667,74  1085,25

Criptoflavina 369,07  149.39 294.42 10,76 | 435,20 781,775 677,773  1095,24

Luteina 365,37 145,69 290,72 7,06 431,09 777,64 673,62 1091,13

Licopeno 335,80 116,12 261,15  -22,51 | 414,29 760,84 656,82 1074,33

Mutatoxantina | 369,59 14991 294.94 11,28 | 439,24 785,79 681,77 1099,28

Neoxantina 359.68 140,00 285,03 1,37 479,46 826,01 721,99 1139,50

Violaxantina 371,23  151.55 296,58 12,92 | 419,29 765,84 661,82 1079,33

Zeaxantina 280,88 61.20 206,23  -77.43 | 417,12 763,67 659,65 1077,16
Zeta caroteno 379.12  159.44 304.47 20.81 | 468,82 815,37 711,35 1128,86

Para os radicais peroxinitrito (ONOO¢) e anion superéxido (O2+-) a reacdo de oxidacio
ndo se apresentou tdo favordvel, contendo valores energéticos mais altos, se comparados aos
radicais hidroperoxila e hidroxila. Porém, se compararmos os dois radicais, podemos perceber
que a reagao com o radical ONOOe- ¢ mais viavel em relagdo a reacdo com o radical O2e-,
devido aos seus valores energéticos mais baixos, nos levando a avaliar o grupo de carotenoides
como mau desativador para o radical ONOO- e péssimo desativador para o radical O2¢-, mas,
ainda, se compararmos os valores para reacdo de oxidacdo e redugdo, nota-se que 0s
carotenoides apresentam melhor capacidade de inibicdo dos radicais a partir da reacdo de

oxidagdo, apresentando valores energéticos bem menores.
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5.4.1.2 Compostos fenélicos

Tabela 8.0 - Energia Livre de Gibbs (AG) da reagao de oxidagdo e Energia de Dissociagdo do Préton (PDE) dos

compostos fendlicos com os radicais livres em meio polar.

AG e AH - kJ/mol (Agua)

Reagdio de oxidagéo (iv) PDE
Comp. Fendlicos Radicais Livires Grupe Hidroxila
Oy~ | HOr | ONOO' | OH 1 [ 2 ] 3 [ 4
Acido 4
- o -":. _— _— .
nidrobenzoico | 9721 21153 42255 13890 | 60152
Acido eligico | 43412 21444 35947 7581 | 65107 63281 - o
A}:"d‘? gtifica 440,37 22069 365.72 82 06 579.14 66699
Acido p-cumdrico | 46243 24280 38783 10417 | 65952 - s -
Acide quinico 58388 36420 50923 22557 | ** 66639 66866 63985
Galato de etila | 43563 21595 36098 7732 | 648359 62075 - =
Lupeol 43432 21464 35967 7601 | 55067 - - -
Quercetina 42600 20632 35135 67.69 734,10 70235 - --
Shikamato de
e 48927 26959 41462 13096 | 66839 67165 = =

**0s célculos de otimizacdo paro o estado doublet do dcido quinico na posi¢do 1

A partir dos valores obtidos das energias livres de Gibbs que relacionam a
espontaneidade da reacdo, mostram que ocorre, em ambiente polar (4gua), a doacao do elétron
mais facilmente para os radicais hidroxila e hidroperoxila, realizando assim a primeira etapa do
mecanismo SET-PT.

Para o radical peroxinitrito ndo ocorre a doacdo do elétron tdo facilmente, ja para o
radical anion superéxido em ambiente polar, tende a doar o elétron devido ao seu excesso de
carga. Visto que, o primeiro tem uma boa estabilidade conferida por sua conformacdo, €
esperado dificuldade na transferéncia do elétron e o segundo realiza preferencialmente a doacao
de elétrons devido ao excesso de carga, por isso os compostos fendlicos realizam mais
favoravelmente a recepcdo desse elétron como mostrado no FEDAM, realizando a reacdo de

reducdo (OLIVEIRA et al 2017).

Através do valor da PDE, € possivel notar que nos compostos fendlicos, a posi¢cao 2
do anel para os compostos que apresentam mais de uma hidroxila serd o principal sitio ativo
deste tipo de reacdo, nos levando a concluir a grande possibilidade do préton liberado na

segunda etapa do mecanismo SET-PT sair dessa hidroxila (hidroxila 2).



51

Muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos compostos de natureza
fendlica, em especial a posi¢do de substituicdo e o nimero de grupos hidroxila (OH), as
propriedades de outros grupos substituintes e a possibilidade de formagdo de ligacdes de
hidrogénio (PANNALA et al. 2001; CHENG et al., 2002, 2003).

Os resultados observados na andlise da Energia livre de Gibbs e BDE para o
mecanismo HAT em meio polar (Tabela 9.0) nos mostram que os compostos fendlicos também
desativam preferencialmente os radicais hidroxila e hidroperoxila através da transferéncia do
atomo de hidrogénio, onde o dtomo de hidrogénio € capturado pelos radicais livres com maior
facilidade. Assim, formam-se espécies inativas para a reacao em cadeia e um radical procedente
do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou

propagar a reacdes oxidativas por ser muito menos reativo (GOMES, 2012).

A reacdo com a hidroxila completamente exergdnica, seguida da reacdo com a HO»'
na qual se apresentou exergdnica apara os compostos Acido elagico, Acido gélico e Galato de
etila, o que demonstra ndo s6 a alta capacidade desses compostos de desativar esse radicais
como também suas altas reatividades, principalmente da hidroxila. Ressaltando que os demais
radicais também apresentaram excelentes resultados se comparados com o mecanismo SET-PT
e os resultados dos carotenoides para o mecanismo ET, onde os mesmos apresentaram valores

altos e endergdnicos.

Tabela 9.0 - Energia Livre de Gibbs ( A G) da reacdo de transferéncia do dtomo de hidrogénio e Energia de

Dissociago de Ligacdo do Hidrogénio (BDE) dos compostos fendlicos com os radicais livres em meio polar.

AG e AH - kJ/mo (Agua)

Reacado de transferéncia do H BDE
Comp. Radicais Livres Grupo Hidroxila
Fendlicos Oy~ ‘ HO,' ‘ ONOO* ‘ OH’ 1 ‘ 2 | 3 ‘ 4
Acido 4
. . 86,58 10.21 58,01  -130.6 | 358.9 . . .
hidrobenzoico
Acido elagico 51,80 2457 2323  -1654 | 3402 321.95 - -
Acido galico 74,27 2.10 4570  -1429 | 341,1 363.63  -- -
Acido p-
. 107,52 31.15 78,95  -109.6 | 376.9 - - -
cumarico
Acido quinico 348,88 27251 32031  131.67 #% 40287 495,14 48633
Galato de etila 43,29 33,08 14,72 -173.9 | 340,7 312,94  -- -
Lupeol 133,19 56.82 104,62  -84.02 | 707,1 - - -
Quercetina 114,19 37.82 85,62 -103.02 | 4148 38314 - -
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Shikamato de

150,82 74.45 122,25 -66.39 | 4239  420.6 - -

metila

**os cdlculos de otimizagdo paro o estado doublet do dcido quinico na posi¢do e procianidina nas

posigoes 2, 3 e 4 ndo convergiram.

A quercetina e o Galato de etila também apresentaram valores significantes para o
mecanismo de transferéncia do dtomo de H, denotando que esses compostos antioxidantes
podem neutralizar radicais livres de forma eficiente por esse mecanismo. Vale ressaltar que,
como mostrado anteriormente na Tabela 8.0, esses compostos (quercetina e Galato de etila)
apresentaram-se bons inibidores de EROs também através do mecanismo SET-PT, em meio
polar, mostrando, assim, grande capacidade antioxidante de neutralizacdo de radicais livres, ja

que possuem capacidades inibidoras de radicais através de mais de um mecanismo.

5.4.2 Energias desprendidas em meio apolar

Carotenoides

Quanto a reagdo dos carotenoides com os radicais livres em meio apolar (Tabela 10.0)
se observou que ainda prevalece a reacdo de oxidagdo, com exce¢do das reacdes com o radical
anion superéxido que teve como principal mecanismo de transferéncia de elétrons a reacdo de

reducdo.

Tabela 10.0 — Energia Livre de Gibbs (AG) da reagdo de oxidacdo e reducdo dos carotenoides com os radicais

livres em meio apolar.

Energia Livre de Gibbs (A G - kJ/mol) (Benzeno)

Reacado de oxidacdo (iv) | Reacado de redugao (v)

Carotenvides Radicais Livres
0" | HO;" [ONOO' [ OH" | 0" [ HO.” [ ONOO' | OH
Anteraxantina | 737,24 27791 757.47  149.19 | 291.59 896,63 779,15 122733
f-caroteno 693,32 23398 71355 105.26 | 243.84 848,89 731,41 1179,59
Criptoxantina 728,77  269.44 749.00 140.72 | 296.49 901,53 784,05 1232,23
Criptoflavina 744,38 285.05  764.61 15633 | 30648 911,52 794,04 124222
Luteina 740,68  281.35 76091  152.63 | 30237 907,41 789,93 123811
Licopeno-gsi-

gsi-caroteno 711,11 251.78 731,34 123,06 | 285,57 890,61 773,13 1221,31
Mutatoxantina | 744,90  285.57 765.13  156.85 | 310,52 915,56 798,08  1246,26
Neoxantina 734,99  275.66 75522 14694 | 350.74 955,78 838,30  1286,48
Violaxantina 746,54  287.21 766.77 15849 | 290.57 895,61 778,13 1226,31
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Zeaxantina 697,67  238.34 71790  109.62 | 248.30 853,35 735,86 1184,05
Zeta caroteno 709,85  250.51 730.08 121.79 | 285.13 890,18 772,70  1220,88

Os valores da energia livre de Gibbs em meio apolar se apresentaram altos se
comparados a em meio polar. Contudo, as reacdes de oxidac¢ao dos carotenoides para os radicais
OH’ e HO" seguem, respectivamente, como as mais propicias se compararmos com as demais.
Logo, os carotenoides do pequi sdo excelentes antioxidantes para esses radiais independente do

meio.

Para o radical O>", pode-se analisar que ndo se apresentou valores exergonicos para
esse meio, porém, houve mudangas nas reagdes com esse radical para o meio apolar, mostrando
a influéncia do meio para os radicais livres corroborando com os dados obtidos por Cabral et al
2009, onde mostra que diferencas entre os resultados da atividade antioxidante podem acontecer
por diversas causas, como concentracdo da amostra e método de determinacdo (sequestro de
radicais ou oxidagdo lipidica, tempo de reacdo e solvente utilizado). E ainda, segundo Galano
et al 2010, onde o mesmo afirma que a polaridade do meio tem muita influéncia na estrutura

dos radicais.

O radical ONOO" apresentou os maiores valores endergbnicos para energia livre de
gibbs, e a partir dos valores analisados, pode-se perceber que os valores para a reacdo de
oxidag¢do sao menores se comparados aos da reacdo de redugdo, porém, ainda assim sao valores
consideravelmente altos, deixando assim a reacdo de oxidacao para esse radical como a menos
favoravel. O radical peroxinitrito € uma molécula fortemente reativa e oxidante, que pode causar
oxidacdo e nitragdo de lipideos, fragmentacdo do DNA, nitracio de residuos de aminoécidos
em proteinas, bem como a oxidagdo de cisteina, metionina e outros residuos. E, possui uma
estabilidade incomum, inclusive em solucdo, o que contribui para sua toxicidade, permitindo
sua difusdo para longe do seu sitio de formacdo, reagindo seletivamente com diferentes
componentes celulares (BECKMAN, CHEN, ISCHIROPOULOS & CROW, 1994). A sua
estabilidade pode contribuir também para estabilidade do elétron desemparelhado(PACHER et
al, 2007).

O radical O2" tenderd ser desativado nesse meio pela receptacio do elétron do radical,

ou seja, através da reacdo de reducao.
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Compostos Fendlicos

Como pode ser observado no FEDAM em meio apolar, os radicais hidroxila e
hidroperoxila sdo os tinicos que devem ser desativados preferencialmente na primeira etapa do
mecanismo SET-PT, e a energia livre de Gibbs corrobora com esses resultados, como mostra a

Tabela 11.0.

Tabela 11. 0 — Energia Livre de Gibbs (AG) dareagdo de oxidacdo e Energia de Dissocia¢cdo do Préton (PDE) dos

compostos fendlicos com os radicais livres em meio apolar.

AG e AH - kJ/nol (Benzeno)

Reagdo de oxidagdo (iv) PDE
C Fendli Radicais Livres Grupo Hidroxila
omp. renoticos O, | HUZ | ONOO' | o 1 | D) | 3 | 4
Acido 4
, , 1373,00 60512 1221,72 535.99 | 721,96 - - -
hidrobenzoico
Acido eldgico | 131754 549.66 116626 480.53 | 769,87 74321 - -
Acido gdlico 1331,15 56327 117987 494.14 | 759,31 747,46 - -
Acido p-cumdrico | 135163 58375 120035 514.62 | 76622 - - -
Acido quinico | 148221 71433 133093 64520 | ** 76527 768,06 760.07
Galato de etila | 129145 52357 1140,17 45444 | 765,56 758,99 - -
Lupeol 1309,72 541.84 115844 47271 | 48033  -- - -
Quercetina 129971 531.83 114843 46270 | 862,95 820.80 - -
Shikamato de
, 1376,37 60849 122509 53936 | 776.72 786,01 - -
metila

**0s cdlculos de otimizagao paro o estado doublet do dcido quinico na posi¢do 1 ndo convergiram

As energias obtidas para o meio apolar foram altas, e endergdnicas, dificultando a
transferéncia que ocorre no mecanismo SET-PT, pois esse método age com o transporte de
cargas. A reacdo para inibi¢do dos radicais OH" e HO>" ainda permanecem mais favordveis
independente do meio. E assim como para o meio polar, nota-se a preferéncia pela hidroxila 2

na transferéncia do préton.

Para o mecanismo HAT em meio apolar (Tabela 12.0), permanece o radical hidroxila
como a rea¢do mais favordvel, com todos os valores exergdnicos para os compostos. De igual
maneira, ocorreu com o radical anion superdxido, que apresentou também resultados
exergonicos para o meio apolar. Como nesse mecanismo ocorre a transferéncia do hidrogénio

na sua forma neutra, tal comportamento decorre da baixa interacdo com o meio, aumentando a
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interacdo com o hidrogénio atdomico liberado e o elétron desemparelhado, realizando
espontaneamente a ligacdo e neutralizando a estrutura (OLIVEIRA et al 2017. Isso demonstra
que a polarizagdo do meio é um fator muito importante na determinacdo da atividade
antioxidante dos compostos, pois irdo influenciar diretamente na estrutura dos radicais livres
modificando sua estabilidade e consequentemente o0 modo como irdo reagir com as moléculas

antioxidantes.

Tabela 12.0 — Energia Livre de Gibbs (AG) da reagdo de transferéncia do d&tomo de hidrogénio e Energia

de Dissociagdo de Ligacdo do Hidrogénio (BDE) dos compostos fenélicos com os radicais livres em meio apolar.

AGe AH -kJ/1 ol (benzeno)

Reacado de transferéncia do H BDE
c Fendli Radicais Livres Grupo Hidroxila
omp. Fenoucos =" TTHO, | ONOO' | OH' 1 [ 2 [ 3 [ 4
Acido 4
. . 7101 236 236,55 -134.59 | 357.18 . - _
hidrobenzoico
Acido eldgico 11072 -33,88 200,31 -170.83 | 34535 318.69 — -
Acido gdlico -108.0 -34,72 199,47 -171.67 | 34891 337.06 - -
Acido p-cumdrico | 5050 2285 25704  -114.10 | 376.94 - - -
Acido quinico 193.55 266,92 501,11  129.97 ok 491,99 49478  486.79
Galato de etila | 1109 37,55 196,64 -174.50 | 347,34  340.77 - -
Lupeol 40,95 32,42 266,61 -104.53 | 396.24 - - -
Quercetina 4753 25,84 260,03 -111.11 | 419,36 377.21 - -
Shikamato de
) -1,76 71,61 30580  -6534 | 427,13 417.84 — -
metila

**0os cédlculos de otimizagdo paro o estado doublet do dcido quinico na posi¢do 1 e para procianidina nas posi¢des
2,3 e 4 ndo convergiram.

Para a andlise de inibicao de radicais livres pelo mecanismo HAT em meio apolar,
mostrado na tabela acima, nota-se que o radical hidroxila permanece ainda como a rea¢ido mais
favoravel, seguido do radical O™ que também apresentou todas as suas energias exergonicas.O
radical HO>' também apresentou valores energéticos exergdnicos em meio apolar frente aos
compostos fenélicos Acido elagico, Acido gilico e Galato de etila, semelhantemente ao meio
polar. A atividade antioxidante também esta relacionada com a energia da ligacao O-H, e quanto
maior for a energia de ligacdo O-H e a interag@o do hidrogénio atdmico liberado com oelétron

desemparelhado, mais fécil serd a realizacdo da neutralizacao da estrutura.
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Demonstrando assim a influéncia da polariza¢do do meio na determinacao da atividade
antioxidante dos compostos, jd que, envolve interagdo com o meio e assim, influenciando
diretamente na estrutura dos radicais livres. Podemos entdao supor também, que os valores de

BDE podem influenciar estruturalmente.
5.4.3 Potencial antioxidante dos carotenoides e compostos fendlicos

Mediante os resultados obtidos com a andlise das energéticas envolvidas no processo
em meio polar e apolar para a reagdo de oxidagdo montou-se uma tabela relacionando os valores

de energia para cada radical avaliando o potencial antioxidante de cada carotenoide e composto

fenolico (Tabela 13.0 e 14.0).

Tabela 13.0 — Avaliacdo do Potencial Antioxidante dos Carotenoides frente aos Radicais Livres em excelente

(EX), bom (B), mau (M) e péssima (P).

Meio polar Meio apolar
Carotenoide 0~ | HO” | ONO;" | OH’ 0, | HO2” | ONO2" | OH’
Anteraxantina B M B B B
B-caroteno B B M B M
Criptoxantina B B B B
Criptoflavina B M B B B
Luteina B B B B P B
Licopeno-gsi-gsi- B B B M B
caroteno
Mutatoxantina B B B M B
Neoxantina B B B M B
Violaxantina B B B M B
Zeaxantina B B B M B M
Zeta caroteno M B M B M M

De acordo com a Tabela 13.0, se observa que os carotenoides que tem melhor potencial
antioxidante sdo primeiramente J-caroteno e zeaxantina. Enquanto que os demais apresentaram
um potencial razodvel para essa atividade, com excecdo do zeta caroteno que apresentou o

menor potencial antioxidante dentre todos os carotenoides presentes no pequi.

Tabela 14.0 — Avaliacdo do Potencial Antioxidante dos Compostos Fendlicos frente aos Radicais Livres em

excelente (EX), bom (B), mau (M) e péssima (P).

SET-PT HAT
Carotenoide 0, HO>" | ONO» O
Acido 4
hidrobenzoico B B B
Acido elagico B B B
Acido gélico B M M




57

Acido p-cumdrico B B B
Acido quinico B B B “
Galato de etila B B M
Lupeol B B M
Quercetina B B B
Shikam_ato de B B B
metila

Para os valores das energias desprendidas para o mecanismo SET-PT verificou-se que
o mesmo € mais favordvel em meio polar, e para o mecanismo HAT € favordvel para ambos os
meios. Os compostos com melhor desempenho para os dois mecanismos foram o Acido quinico,
seguido da Quercetina e Galato de etila. Os demais compostos apresentaram uma boaatividade,
com excecao do acido 4 hidroxibenzoico e shikimato de metila, que apresentaram potenciais

razoavelmente bons.
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6.0 CONSIDERA COES FINAIS

Os compostos carotenoides e fendlicos presentes no pequi foram identificados a partir
de pesquisas bibliograficas, onde foi possivel perceber uma grande auséncia de trabalhos de
caracterizacdo e quantificagcdo dos mesmos no pequi. Apds identificados, os compostos foram
otimizados e realizou-se os cdlculos de frequéncia, obtendo suas energias eletronicas e cilculos
das propriedades moleculares necessdrias para se alcancar os objetivos tracados no presente

trabalho.

A partir dos resultados obtidos pelo FEDAM, observou-se que os carotenoides tém
maior tendéncia de reagirem por transferéncia de elétrons com os radicais do grupo de espécies
reativas de oxigénio por uma reacao de oxidacdo, estabilizando pela doacao do elétron. Apesar
de grande parte das pesquisas apresentarem que os carotenoides reagem principalmente por
oxidag¢do, observou-se no presente trabalho que os carotenoides também inibem alguns radicais
por reacdo de reducdo, o que é um 6timo resultado no que diz respeito a prevencdo e combate
de diversos problemas no organismo, ja que essa capacidade de reagir por ambos os modos
(oxidacao e reducdo) amplia sua funcionalidade benéfica na desativacdo de radicais livres.
Esses resultados obtidos com a andlise do FEDAM e da energia livre de Gibbs para os
carotenoides, evidenciou que as reagdes de inibicdo de radicais livres por esses compostos
(carotenoides), presente no pequi, € mais favoravel via mecanismo de transferéncia de elétrons

em ambiente polar.

Com a andlise enérgica das reagdes, pode-se concluir que nas reagdes do mecanismo
de transferéncia de elétrons frente aos radicais livres selecionados, os carotenoides que
apresentaram como melhores antioxidantes foram os -caroteno e Zeaxantina. Os carotenoides

apresentaram melhores reagdes de inibi¢do de radicais livres em ambiente polar.

Para os compostos fendlicos, concluiu-se com a andlise feita a partir do FEDAM frente
aos radicais livres, que sua maior tendéncia de realizar transferéncia de elétrons € através da
doacdo para o radical, corroborando com a primeira etapa do mecanismo SET-PT. E foi possivel
confirmar isso através da andlise das energéticas onde observou-se que os compostos fendlicos
sdo Gtimos antioxidante principalmente em meio polar, destacando-se a Quercetina, Acido

quinico e o Galato de etila com melhores resultados.

Para os resultados obtidos pelo mecanismo HAT, observou-se que o mesmo € o
mecanismo mais eficaz. Portanto, os compostos fendlicos t&ém grande potencial para a atividade

antioxidante por esse mecanismo.
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Os compostos carotenoides e fendlicos presentes no pequi se apresentaram como bons
antioxidantes através de mecanismos que envolvem transferéncia de elétron, transferindo o

mesmo com grande facilidade.

A partir de todos os resultados obtidos, conclui-se que o pequi € um fruto tropical rico
em propriedades antioxidantes, podendo contribuir para o combate e prevengdo de diversas

doengas no organismo causadas por radicais livres.
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