‘k 11*SIIEPE
EEMARA HTEORADA, XAV CIC — CORNGRESSC DE IMICIACAD CIEMTIFICA
,.‘I"..__ UFPEL 2025

p—

AVALIAGCAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO COMPOSTO DIETIL FENIL
FOSFATO EM ENSAIOS IN VITRO

ALEXANDRE JOST'; ALINE GONGALVES'; LUCAS EMANUEL BELUZZO
IAROCZ?; MARCIO SANTOS DA SILVA?; CRISTIANI FOLHARINI
BORTOLATTO'; CESAR AUGUSTO BRUNING'

Laboratério de Bioquimica e Neurofarmacologia Molecular (LABIONEM), Universidade Federal de
Pelotas — alexandre.jost254@gmail.com; cabruning@yahoo.com.br
2L aboratério de Sintese Orgénica Limpa (LASOL), Universidade Federal de Pelotas —
silva.ms@ufpel.edu.br

1. INTRODUGAO

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERN) sdo atomos ou moléculas que possuem elétrons desemparelhados, o que
as torna altamente instaveis e reativas. Estas espécies sdo geradas naturalmente
no organismo como subprodutos do metabolismo celular, especialmente durante a
respiragao mitocondrial, além de processos fisioldgicos como inflamacgodes. Fatores
externos, como estresse cronico, pratica intensa de exercicios fisicos e exposi¢cao
a radiagdo ultravioleta, também podem aumentar sua producédo (JAKUBCZUK,
2020). A formacao excessiva dessas espécies reativas pode causar danos
moleculares e celulares por meio da modificagao de biomoléculas como proteinas,
lipidios, carboidratos e nucleotideos, levando a perda de suas fung¢des (JUAN,
2021). Além disso, o estresse oxidativo tem um efeito particularmente adverso
sobre os sistemas circulatério, respiratério e nervoso. Essas alteragdes contribuem
para o desenvolvimento de muitas doengas associadas ao acumulo de radicais
livres (JAKUBCZUK, 2020).

Alguns compostos apresentam caracteristicas antioxidantes por sua
capacidade de doar elétrons, estabilizando os radicais livres. E o caso dos ésteres
de fosfato, que sdo compostos nos quais porgdes organicas estao ligadas ao grupo
fosfato (PO4+-) por meio de ligagdes covalentes carbono-oxigénio (C-O). Estes
representam uma classe versatii de compostos antioxidantes utilizados no
desenvolvimento de farmacos com diversas finalidades terapéuticas. Esses
compostos sao frequentemente empregados como pré-farmacos para melhorar a
solubilidade em agua, a biodisponibilidade e a seletividade de moléculas bioativas,
além de reduzir efeitos adversos (YU, 2020).

Considerando esses aspectos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antioxidante do composto dietil fenil fosfato por meio das técnicas de
eliminacéo de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), e poder redutor do ion férrico (FRAP).

2. METODOLOGIA
2.1. Composto

O composto foi sintetizado pelo Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL)
da Universidade Federal de Pelotas (GOULART, 2023).
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Figura 1. Estrutura quimica do composto dietil fenil fosfato.

2.2. Atividade sequestradora de radicais livres 2,2’-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS)

A atividade antioxidante do composto foi avaliada por meio dos ensaios
ABTS e DPPH, conforme descrito por Re et al. (1999) e Sharma (2009). As
solugbes de ABTS<" (7 mM) e DPPH+ (5,05 mM) foram preparadas em tampao
fosfato de potassio (10 mM, pH 7,0) e etanol, respectivamente. Foram testadas
concentragdes de 1 a 500 uM do composto, previamente diluidas em DMSO, as
quais foram incubadas por 30 minutos com os radicais. As leituras de absorbancia
foram realizadas nos comprimentos de onda de 734 nm para ABTS e 517 nm para
DPPH. Os resultados foram expressos como porcentagem em relagéo ao controle
branco e o acido ascérbico (25 uM) foi empregado como controle positivo.

2.3. Capacidade redutora de ions férricos pelo método FRAP

O poder antioxidante de reducéo do ion férrico (FRAP) consiste em verificar a
capacidade dos compostos de reduzir o ion férrico (Fe3*) em ion ferroso (Fe?*) na
presenca de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (YOSHINO, et al, 1998. O
composto foi testado nas concentragcdes de 1 a 500 yM, previamente diluido em
DMSO e a leitura da absorbancia foi realizada a 593 nm. Os resultados foram
expressos como meédia das absorbancias e o acido ascoérbico (10 pM) foi
empregado como controle positivo.

2.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism (v. 8.0.2) utilizando
ANOVA unidirecional, seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Os dados
sdo expressos como média + EPM. Resultados com p<0,05 foram considerados
significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme esta ilustrado nos graficos (figura 2), podemos observar os
resultados quanto a capacidade antioxidante do composto dietil fenil fosfato testada
nos ensaios in vitro DPPH, ABTS e FRAP. No ensaio ABTS o composto apresentou
efeito antioxidante nas concentragbes de 300 pyM e 500 uM [Fe, 14)=52,21;
p<0,0001]. Ja no ensaio FRAP, o composto foi capaz de apresentar efeito a partir
de 100 uM [F(7, 16=352,7; p<0,0001]. Contudo, no ensaio que utiliza DPPH, o
composto ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos.
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Figura 2. Atividade antioxidante do composto dietil fenil fosfato nas técnicas DPPH,
ABTS e FRAP. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). O acido ascorbico foi utilizado como controle positivo. *p<0,05 e ***p<0,001
em comparagao ao controle.

Como visto, o ensaio que avalia o poder de eliminacdo de radicais livres
utilizando DPPH n&o apresentou resultados em nenhuma concentragdo, uma vez
que esse método requer a presenga de um grupo fendlico livre ou de hidrogénios
acidos facilmente doaveis para neutralizar os radicais livres. Contudo, o composto
dietil fenil fosfato ndo apresenta essas caracteristicas, o que explica sua auséncia
de atividade antioxidante nesse ensaio, como podemos observar no primeiro
grafico, em que apenas o controle positivo apresentou atividade. A técnica de
eliminacéo de radicais livres com ABTS é mais sensivel a doagao de elétrons de
forma indireta por compostos que ndo possuem hidrogénios fendlicos livres, como
€ o0 caso do composto testado (CANO, 2023). Os resultados obtidos nesse ensaio
indicam que o composto possui relevante capacidade redutora, mesmo na
auséncia de hidroxilas fendlicas, o que amplia sua aplicabilidade terapéutica por
mecanismos distintos da doacédo direta de hidrogénios. J& o ensaio FRAP
demonstrou que o composto dietil fenil fosfato possui atividade redutora, sendo
capaz de doar elétrons e converter ions metalicos a sua forma menos oxidada,
caracteristica essencial de agentes antioxidantes, uma vez que a doagdo de
elétrons € um dos principais mecanismos responsaveis por neutralizar espécies
reativas de oxigénio e interromper reagbes em cadeia causadas pelo estresse
oxidativo (RUMPF, 2023).

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, o composto dietil fenil fosfato apresentou
atividade antioxidante em ensaios in vitro, indicando sua capacidade de neutralizar
radicais livres associados ao desenvolvimento de diversas patologias. Diante desse
potencial, a nossa perspectiva é realizar novos ensaios in vitro para aprofundar a
caracterizacao de sua acgao redutora, bem como estudos in vivo para avaliar sua
toxicidade e investigar sua aplicabilidade na industria farmacéutica.
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