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1. INTRODUÇÃO 
 

O enxofre (S) é um elemento importante para o funcionamento de sistemas 
biológicos relacionados à proteção do organismo frente ao dano oxidativo. Ele 
apresenta-se integrado a uma gama de moléculas que incluem proteínas, 
enzimas, aminoácidos e micronutrientes (ATMACA, 2004).  

A metionina, por exemplo, é um aminoácido essencial e a principal fonte de 
S do organismo. Seus resíduos expostos à superfície de proteínas exibem 
suscetibilidade à oxidação (BATTIN et al., 2008), e, portanto, são capazes de 
eliminar agentes oxidantes sem alterar a integridade biológica das moléculas em 
que estão inseridas. Outro aminoácido em que o S apresenta-se incorporado é a 
cisteína (FOTAKIS et al., 2006), a qual desempenha papel crítico na estrutura de 
proteínas, sendo necessária para a síntese de glutationa (GSH), um cofator 
fundamental para o funcionamento da enzima antioxidante glutationa peroxidase 
(GPx) (AGUILAR et al., 2016). Além disso, as tiorredoxinas (TRX), proteínas 
responsáveis por manter o ambiente de redução intracelular, possuem um sítio 
ativo composto por duas cisteínas vizinhas (NORDBERG et al., 2001). Dessa 
forma, elas atuam como um antioxidante através da redução das ligações 
proteicas dissulfeto intracelulares formadas quando os níveis de espécies reativas 
de oxigênio (EROs) apresentam-se elevadas, contribuindo também para a 
diminuição desses EROs por meio da enzima tiorredoxina peroxidase (TPx). 

Em vista destas propriedades, os compostos contendo S despertam 
interesse quanto a sua participação em sistemas de defesa antioxidantes. Além 
disso, nas últimas décadas, a comunidade científica vem buscando novos 
antioxidantes sintéticos com capacidade de neutralização de espécies reativas. 
Em particular, estratégias de design para antioxidantes com base na estrutura do 
hidroxitolueno butilado (BHT) têm sido exploradas para a formulação de novos 
compostos híbridos, capazes de exercerem múltiplas funções farmacológicas 
(ZHANG, 2005). Nesse sentido, o presente estudo objetivou avaliar a atividade 
antioxidante in vitro de compostos derivados do aldeído BHT contendo enxofre, os 
quais foram denominados por 5b e 5d (Figura 1). 

 
2. METODOLOGIA 

 

Os compostos (Figura 1) avaliados durante o presente estudo foram 
sintetizados pelo Laboratório de Síntese Multicomponente, da Universidade 
Federal de Santa Catarina. Posteriormente, foram diluídos em dimetilsulfóxido 
(DMSO) para serem testados nas concentrações finais de 0,1 - 100 μM. 
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Figura 1. Estrutura dos compostos derivados do BHT contendo enxofre. (A) 

N-ciclohexil-2- (3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) -2- (N- (2- (feniltio) etil) acetamido) 
acetamida; (B) N-ciclohexil-2- (3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) -2- (N- (2- (p-toliltio) 
etil) acetamido) acetamida.  

 
O método para avaliar a capacidade antioxidante via atividade 

sequestradora dos radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH•+) pelos 
compostos (0,1 - 100 μM) foi adaptada do método de Choi et al. O potencial 
antioxidante foi determinado por espectrofotometria a um comprimento de onda 
de 517 nm. 

 A atividade antioxidante através da captura dos radicais 2,2'-azinobis (ácido 
3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS+) foi determinado conforme descrito por 
Re et al., com algumas adaptações. Diferentes concentrações dos compostos (0,1 
- 100 μM) foram adicionadas à solução de ABTS+, e a absorbância determinada 
por espectrofotometria a 734 nm. 

Em adição aos protocolos para a avaliação da capacidade antioxidante, o 
potencial de redução dos compostos foi determinado a partir do teste do poder 
redutor do íon ferro (FRAP). Diferentes concentrações dos compostos (0,1 - 100 
μM) foram adicionadas à solução de FRAP, e o homogenato foi incubado a 37 ° C 
por 40 min, de acordo com Stratil et al., com algumas modificações. A 
absorbância das reações foi medida espectrofotometricamente a 593 nm. 

O software Graphpad Prism foi utilizado para conduzir as análises 
estatísticas. Todos os ensaios in vitro foram realizados em triplicatas e os 
resultados avaliados através da análise de variância (ANOVA) unidirecional 
seguida pelo teste pos hoc de Tukey. Os dados foram expressos como média ± 
desvio padrão da média (DP), e a diferença foi considerada estatisticamente 
significativa quando a probabilidade apresentou ser inferior a 5% (p < 0,05). 
Complementando esses resultados, foram calculadas a eficácia dos compostos 
em neutralizar os radicais livres, sendo ela representada pela porcentagem de 
inibição máxima (IMÁX) e sua potência caracterizada pela concentração do 
composto capaz de inibir 50% da formação dos radicais livres (IC50). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os dados obtidos revelam que ambos os compostos foram capazes de 
eliminar os radicais DPPH•+, conforme apresentado na Tabela 1. Mas, nenhuma 
das concentrações dos compostos testados demonstrou ser potente em eliminar 
50% das espécies reativas (IC50). Contudo, o composto 5d parece ser mais 
eficiente na eliminação dos radicais DPPH•+, sendo os valores de inibição máxima 
(IMÁX) de 5d > 5b. 

Conforme ilustrado pela Tabela 2, 5b e 5d foram capazes de eliminar os 
radicais ABTS+. Considerando a amplitude do desvio padrão da média, ambos os 

5b 5d 



 

compostos obtiveram a mesma potência em neutralizar os radicais ABTS+ quando 
comparados ao controle, com IC50 de 5b = 5d. Além disso, os valores de IMÁX 
foram os mesmos para os compostos 5b = 5d. 

 
Tabela 1. Efeito dos compostos na atividade scavenger do radical DPPH•+ 

 

Compostos 
Concentração molar dos compostos (μM) 

IC50 %IMÁX 
0,1 1 10 50 100 

5b - 0,0 ± 0,0 12,4 ± 5,52 14,2 ± 6,26 17,2 ± 4,0* - 17,2 ± 4,0 

5d 0,0 ± 0,0 19,2 ± 2,5** 21,4 ± 2,9** 19,2 ± 3,5** 28,1 ± 4,0*** - 28,1 ± 4,0 

Valores apresentados como porcentagem de inibição dos radicais DPPH•+ em relação ao controle expressos como a média 
± desvio padrão da média (DP) (n = 3). O IC50 indica a concentração capaz de inibir 50% da formação dos radicais DPPH•+. 
O IMÁX representa a porcentagem de inibição máxima apresentada pelo composto. Os asteriscos atribuem a diferença 
significativa (* p < 0,05; ** p < 0,01; e *** p < 0,001) quando comparados ao controle pela ANOVA unidirecional seguida 
pelo teste pos hoc de Tukey. 
 

Tabela 2. Efeito dos compostos na neutralização dos radicais ABTS+ 

 

Compostos 
Concentração molar dos compostos (μM) IC50 %IMÁX 

0,1 1 10 50 100   

5b - 10,1 ± 0,2 47.4 ± 11.6*** 63,5 ± 5,0*** 76,3 ± 4,1*** 16,4 (9,0 a 28,7) 76,3 ± 4,1 

5d - 12,1 ± 3,1 43,8 ± 2,1*** 76,1 ± 3,5*** 82,3 ± 3,9*** 13,1 (10,2 a 16,6) 82,3 ± 3,9 

Valores apresentados como porcentagem de inibição dos radicais ABTS+ em relação ao controle expressos como a média 
± desvio padrão da média (DP) (n = 3). O IC50 indica a concentração capaz de inibir 50% da formação dos radicais ABTS+. 
O IMÁX representa a porcentagem de inibição máxima apresentada pelo composto. Os asteriscos atribuem a diferença 
significativa (*** p < 0,001) quando comparados ao controle pela ANOVA unidirecional seguida pelo teste pos hoc de 
Tukey. 

 

Em adição aos dados apresentados nas Tabelas 1 e 2, o ensaio FRAP foi 
realizado para determinar o potencial de redução dos compostos derivados do 
aldeído BHT contendo enxofre. De acordo com a Figura 2, apenas 5b demonstrou 
poder redutor quando na concentração de 100 μM, em comparação ao controle, 
enquanto 5d não apresentou capacidade de redução do ion ferro nas 
concentrações testadas. 
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Figura 2. Potencial redutor do íon ferro apresentada pelos compostos (A) N-

ciclohexil-2- (3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) -2- (N- (2- (feniltio) etil) acetamido) 
acetamida; (B) N-ciclohexil-2- (3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) -2- (N- (2- (p-toliltio) 
etil) acetamido) acetamida. Os dados são apresentados como a média ± desvio 
padrão da média (DP) dos valores de absorbância a 593 nm (n = 3). * p < 0,05, 
comparado ao grupo controle. 

 



 

O estresse oxidativo é um marcador implicado em inúmeras fisiopatologias. 
Nesse sentido, ressalta-se a importância de estudos que se concentram na busca 
de novas moléculas antioxidantes capazes de promover o equilíbrio entre os 
sistemas pró-oxidantes e antioxidantes, evitando que ocorra o dano oxidativo a 
proteínas, lipídeos, DNA, entre outras biomoléculas estruturais do organismo. 
Como comentado anteriormente, diversos sistemas antioxidantes contam com a 
atuação do S na diminuição dos níveis de espécies reativas e redução das 
ligações dissulfeto de proteínas intracelulares resultantes do aumento dos níveis 
de EROs (ZHANG, 2005). Assim, essas propriedades chamam atenção para o 
estudo de compostos contendo S no desenvolvimento de novas estratégias 
farmacológicas. 

 

4. CONCLUSÕES 
 

Em vista do exposto, os resultados apresentados apontam os compostos 5b 
e 5d como alvos promissores para estudos futuros sobre seu potencial 
antioxidante no desenvolvimento de estratégias baseadas em terapias capazes 
de mitigar ou eliminar efetivamente os efeitos deletérios do estresse oxidativo. 
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