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ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY FOR PHYSICAL EXERCISE EVALUATION.
Physical training can adapt or cause injury to skeletal muscles implicating metabolic alterations, which can be detected by
biochemical analysis. Apparently the increase in the production of reactive oxygen species (ROS) is involved in both processes.
Enzymatic and low molecular weight antioxidants (LMWA) minimize ROS’s deleterious action through redox reactions. Cyclic
voltammetry (CV) has been suggested as a tool to quantify the antioxidant capacity conferred by LMWA. The use of CV to
evaluate the modulation of the antioxidant capacity conferred by LMWA in response to physical exercise is discussed here.
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INTRODUCAO

Os musculos esqueléticos geram continuamente uma cascata de
intermedidrios metabdlicos de baixo peso molecular, difusiveis, deri-
vados da reduc@o monoeletronica do oxigénio. Esses intermedidrios
sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs) e incluem
um amplo espectro de espécies radicalares, como o radical anion
superdxido (O, ) e o radical hidroxila (OH™) e ndo radicalares como o
peréxido de hidrogénio (H,0,). O misculo esquelético também pro-
duz radical 6xido nitrico (NO"), pela reacdo catalisada pela enzima
6xido nitrico sintase, a partir do aminodcido arginina'. O NO", por
sua vez, pode reagir com O, formando peroxinitrito (ONOO"), um
intermedidrio instdvel, de alta reatividade®.

Todas essas espécies exibem, em menor ou maior grau, ativida-
de redox, podendo influenciar processos intracelulares importantes,
sensiveis a esse estado. Uma vez formados, nao escolhem seus al-
vos, oxidando lipidios, proteinas, dcidos nucléicos ou quaisquer ou-
tras biomoléculas que estiverem proximas a eles. A atividade oxidante
das EROs, no entanto, ¢ limitada por antioxidantes enzimadticos e
ndo enzimdticos, além de outras proteinas e enzimas®*>. A Figura 1
ilustra os mecanismos de produg@o de EROs e dos sistemas de defe-
sa antioxidante.

A sobrevivéncia celular frente ao ataque dos radicais livres de-
pende, portanto, do equilibrio entre os processos de producdo e de
eliminacdo das EROs. Qualquer circunstancia que desequilibre estes
dois processos, tal como exercicio fisico, envelhecimento ou patolo-
gias (canceres, diabete, arteriosclerose, entre outras), pode induzir a
instalac@o de uma condi¢do chamada estresse oxidativo, em que pre-
valece a formac@o de oxidantes aos antioxidantes®. Nesse caso, o
actimulo de reacdes de oxidag@o pode induzir alteracdes severas em
vdrias estruturas celulares’. Uma das hipdteses para explicar o au-
mento nos niveis de lesdo muscular induzida pelo exercicio fisico
propde que a perda de integridade da membrana celular ocorra prin-
cipalmente como conseqiiéncia de um ataque das EROs®.
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Figura 1. Mecanismos de ataque de EROs, partindo da redugdo
monoeletronica do O, e os sistemas de defesa antioxidante. O simbolo ]
refere-se a mecanismos de produgdo de EROs e o simbolo (), as principais
enzimas da defesa antioxidante

DEFESA ANTIOXIDANTE

O sistema antioxidante ndo enzimdtico € constituido principal-
mente pelos antioxidantes de baixo peso molecular (ABPM), que
desativam diretamente as EROs. Os ABPM podem ser sintetizados
endogenamente, ser restos metabdlicos, ou advir da alimentacdo. Es-
tdo presentes nos organismos em nimero e concentraco muito maior
que os antioxidantes enzimdticos. Como os ABPM podem ser
hidrofilicos ou lipofilicos, estdo presentes nos locais especificos em
que ocorrem os danos causados por estresse oxidativo, exercendo, dessa
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forma um papel fundamental para a capacidade antioxidante total de
sistemas biolégicos®. A glutationa reduzida (GSH), o 4cido drico e a
vitamina C sdo exemplos de ABPM hidrofilicos. A bilirrubina, o -
caroteno e a vitamina E sdo exemplos de ABPM lipofilicos.

Variagdes das concentragdes de ABPM no plasma e tecido podem
ocorrer em decorréncia do treinamento fisico ou da realizacdo de ses-
sdes extenuantes de exercicio fisico. Alguns estudos analisam a varia-
¢éo de ABPM isoladamente’, outros analisam a variagio da capacida-
de antioxidante total do plasma e tecidos. Por exemplo, Child e cola-
boradores'® observaram aumento na capacidade antioxidante total do
plasma apds a realizacdo de corrida de meia maratona em individuos
treinados, com concomitante aumento em indicadores de peroxidagido
lipidica e de lesdo muscular. Em um outro estudo de Child e colabora-
dores'!, envolvendo a realiza¢do de exercicio excéntrico em humanos,
a capacidade antioxidante total do plasma nio se mostrou alterada,
enquanto a do musculo mostrou aumentos significativos. Liu e cola-
boradores'> mostraram aumentos na capacidade antioxidante total e
concentragdo de dcido urico e manutengdo das concentragdes de vita-
mina C, a-tocoferol, B-caroteno e retinol plasmético em corredores
treinados, apds participagdo em maratona. Brites e colaboradores'™
relataram que jogadores de futebol apresentavam uma capacidade
antioxidante total do plasma 25% maior que aquela de individuos se-
dentérios, além de concentragdes plasmaticas maiores de acido
ascérbico, dcido drico e a-tocoferol, indicando uma adaptacdo da de-
fesa antioxidante nos individuos treinados.

Venditti e Di Meo'* observaram que ratos treinados apresentavam
maior capacidade antioxidante total do figado, coracio e musculos
que os ratos controle, sendo que os grupos controle e treinado mostra-
ram aumentos nos niveis de lesdo de tecidos ap6s a realizagdo de uma
sessdo de exercicio até a exaustdo. Os autores justificaram a ocorrén-
cia de lesdo no grupo treinado, apesar da adaptacdo do sistema de
defesa antioxidante, devido ao tempo para exaustdo para este grupo
ser muito maior que para o grupo controle, sugerindo que os
antioxidantes contribuiriam para a melhora no desempenho.

Além do sistema nido-enzimadtico, pelo menos trés enzimas espe-
cificas para EROs sdo expressas constitutivamente pelos musculos e
degradam seletivamente espécies moleculares individuais. A
superdxido dismutase (SOD) dismuta o O,”, enquanto a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) consomem o H,0,">'. A
enzima glutationa redutase (GR) trabalha em sintonia com a GPX,
pois € a enzima responsavel pela redu¢ao do GSSG formado na rea-
¢do da GPX a GSH, as custas de NADPH oriundo, principalmente,
da via das pentoses fosfato, imprescindivel para a agdo da GPX".

A literatura aponta tanto aumento quanto diminuic@o na ativida-
de das enzimas da defesa antioxidante, dependendo do protocolo de
exercicio utilizado*!>'78, Esses dados reforcam que a atividade e a
expressdo dessas enzimas parecem ser moduladas pela concentracdo
de EROs produzida durante os exercicios'”!®. Resultados recentes
em nosso laboratério mostraram que as enzimas CAT E GR
eritrocitdrias tém suas atividades significativamente diminuidas, em
paralelo com um aumento na concentracio da proteina de estresse
HSP72 em leucécitos, quando ratos treinados sdo submetidos a um
protocolo de corrida em esteira com aumento no nimero de sessdes
didrias de exercicios'. Ou seja, aparentemente ha um grande au-
mento nos niveis de estresse oxidativo com a conseqiiente diminui-
¢do no tempo de recuperacdo dos animais, que se relaciona com a
perda das adaptacdes positivas alcangadas com o treinamento.

ESTADO REDOX CELULAR E ADAPTACAO AO
EXERCICIO

Como a gerac@o de EROs no exercicio fisico parece estar associ-
ada tanto ao sucesso quanto ao fracasso adaptativo ao treinamento,
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na metade da década de 90, comegou a ser proposto com maior énfa-
se na literatura que as EROs seriam capazes de produzir um efeito
bifésico sobre as funcdes contriteis de musculos esqueléticos nao
fadigados'®®. Mostrou-se que baixos niveis de EROs, presentes em
condicdes basais, eram essenciais para a produ¢do normal de forga.
Um aumento modesto na producdo de EROs aumentava a forca pro-
duzida, sendo que este efeito positivo era revertido em altas concen-
tragdes de EROs de maneira tempo e dose-dependente. Da mesma
forma, os efeitos negativos eram inibidos pelo pré-tratamento do
musculo com antioxidantes, tais como as enzimas CAT e SOD, e
revertidos pela administracdo de agentes redutores, tal como o
ditiotreitol?'.

Todas essas observagdes levaram a proposi¢do do modelo
homeostético do estado redox celular. Este modelo assume que o
estado redox citosélico € uma varidvel regulada fisiologicamente,
sendo balanceado pela producdo de oxidantes e capacidade de
tamponamento antioxidante, predizendo que existe um estado redox
intracelular que € 6timo para a geragdo de forga.

Pelo exposto, fica claro que existe uma separagdo ténue entre um
estado de adaptag@o positiva e um estado de ruptura do processo
adaptativo, que necessariamente induz queda no rendimento fisico.
Dessa forma, um dos principais desafios atualmente no desenvolvi-
mento de metodologias de treinamento especificas para as diferentes
modalidades esportivas estd em propiciar ao organismo um nivel 6ti-
mo de condicionamento, com a realizagdo de esfor¢os mais inten-
$0s, com um custo energético menor e sem a prevaléncia de lesdes.
A adequagdo de intensidade x quantidade de exercicio x tempo de
recuperacao desse esforco parece ser a grande responsdvel por am-
bos os fendmenos.

Nosso laboratério trabalha com a hipdtese de que o monito-
ramento conjunto da atividade da defesa antioxidante com os niveis
de lesdo muscular e ataque oxidativo de tecidos ou fluidos corpdreos
poderia permitir interferir nas cargas de treino aplicadas, quando
necessdrio?. Para esta finalidade, além da quantificagéo das ativida-
des das enzimas antioxidantes nas células sanguineas ¢ imprescindi-
vel a existéncia de bons indicadores da capacidade antioxidante total
de fluidos ou tecidos bioldgicos, uma vez que a determinagao indivi-
dual das concentracdes de cada ABPM ¢€ praticamente invidvel.

DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
CONFERIDA POR ABPM

A literatura apresenta varias metodologias para a dosagem da
atividade antioxidante total do plasma®?%. Alguns autores afirmam
que a vantagem sobre a dosagem de cada antioxidante separadamen-
te € que a determinag@o da capacidade antioxidante total leva em
conta o sinergismo entre todos os componentes do sistema, ja que
ele € bastante complexo®*. Alguns métodos, como o de Wayner e
colaboradores®, determinam o tempo de consumo de todos os anti-
oxidantes da amostra quando ela € exposta a radicais produzidos a
uma velocidade conhecida. Neste caso, a capacidade antioxidante
representa a concentracao de radicais que sdo degradados, refletin-
do, indiretamente, a quantidade de antioxidantes da amostra. Nor-
malmente utiliza-se o TROLOX (2-carboxi-2,5,7,8-tetrametil-6-
cromanol), um andlogo hidrossolivel da vitamina E como referén-
cia, sendo o resultado dado em capacidade antioxidante equivalente
ao TROLOX. Esta metodologia foi modificada por alguns autores,
que utilizaram diferentes técnicas e fontes de radicais para o
monitoramento do consumo dos antioxidantes?. Outras metodologias
registram a capacidade da amostra tamponar radicais, prevenindo
danos a determinadas macromoléculas®.

A Tabela 1 resume as principais caracteristicas de alguns méto-
dos descritos para a dosagem da capacidade antioxidante total.
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Tabela 1. Principais caracteristicas de alguns métodos para a dosagem de capacidade antioxidante total

Fonte Geradora
de Radicais

Ref.  Principio

Métodos de Analise Comentarios

26 Determina o tempo de consumo ABAP Eletrodo de Oxigénio Demorado, o eletrodo de oxigénio nao
dos antioxidantes expostos a radicais se mantém estdvel pelo tempo
produzidos a uma taxa conhecida, necessdrio?
através da determinag@o da peroxidagado
lipidica

27 Determina o tempo de consumo dos ABAP Quimioluminescéncia Exige menor tempo do que o método
antioxidantes pela oxidagdo de luminol proposto por Wayner et al.?

29 Determina a capacidade da amostra AAPH Fluorimetria O alto custo da proteina encarece o
tamponar radicais peroxil, prevenindo método
danos a uma proteina hidrossolivel
(R ou B-Ficoeritrina) de propriedades
fluorescentes

30 Utiliza as propriedades fluorescentes ABAP Fluorimetria O tempo para uma Unica andlise pode
das ficoeritrinas ser de até 70 min

31 Quantifica a descoloragéo de cations ABTS™ Espectrofotometria O resultado obtido é fortemente
radicais ABTS™* pré-formados, que irdo influenciado pelo tempo de medida
se reduzir apos adi¢do de antioxidantes

32 Mede a redugdo do Fe** (na forma do Nao utiliza radicais ~Espectrofotometria Naio € sensivel a proteinas

complexo ferro-tripiridiltriazina) para a
forma ferrosa, que desenvolve uma cor
azul intensa

Na metodologia descrita por Glazer” utiliza-se a propriedade
fluorescente de uma proteina, determinando a perda de sua
fluorescéncia pelo ataque de radicais. Partindo da metodologia de
Glazer®, outros autores elaboraram métodos que se baseiam nos
mesmos principios do método original, como Ghiselli e colaborado-
res® e Cao e colaboradores™®.

Em relagdo as diferentes metodologias existentes para determi-
na¢do da capacidade antioxidante total, podemos ainda diferencia-
las pela informagdo que podem fornecer. Ao se medir o tempo ne-
cessdrio para se depletar a atividade antioxidante de uma amostra
quando radicais sd@o produzidos a uma taxa conhecida, apenas se
quantificam os antioxidantes e ndo a sua reatividade®®?’; ja quando
se determina a porcentagem de inibicdo de radicais por um certo
periodo de tempo, além da inibicio total causada pela amostra, pode-
se inferir quanto a reatividade e quantidade de antioxidantes™.

VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica (VC) € utilizada normalmente para estudar
a transferéncia de elétrons entre moléculas e eletrodos. Uma vez que
os ABPM podem agir doando elétrons diretamente as EROs, funcio-
nando como agentes redutores, a avaliaciio do potencial de oxidacdo
de uma amostra bioldgica através da VC pode refletir sua capacida-
de antioxidante.

Para a realizacdo da VC, utiliza-se uma cela com trés eletrodos.
Os eletrodos sdo conectados a um potenciostato, controlado por um
microcomputador, que ird aplicar uma diferenca de potencial entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, a uma taxa constan-
te¥. O eletrodo auxiliar ird prover a corrente para o eletrodo de tra-
balho, de forma que praticamente ndo passe nenhuma corrente pelo
eletrodo de referéncia, possibilitando que o seu potencial se mante-
nha constante®. Na VC ¢ aplicado um potencial inicial que varia
linearmente até um potencial limite, no qual inverte-se o sentido da
varredura para a diregdo do potencial inicial****. Para o estudo de agentes
redutores, o potencial deve ser aplicado no sentido do negativo para
0 positivo, apenas sendo analisada a corrente anddica. A curva obti-

da pela variagdo da corrente (eixo y) versus a variagdo de potencial
(eixo x) compde o voltamograma. Dessa forma, os antioxidantes
transferem seus elétrons a um potencial especifico para o eletrodo de
trabalho, que se apresenta com carga positiva, registrando picos de
corrente anddica no voltamograma. Quando a regido préxima da
supertficie do eletrodo de trabalho esta escassa de compostos passi-
veis de se oxidarem, observa-se a diminui¢do da corrente®*.

A escolha do tipo de eletrodo de trabalho depende da faixa de
potencial que se pretende estudar. Eletrodos de carbono vitreo, que
atuam no intervalo de —0,5 V a +1,1 V contra o eletrodo de Ag/AgCl
sa0 adequados para determinar a capacidade antioxidante de amos-
tras bioldgicas.

O poder redutor de uma amostra é dado em fun¢do de dois
pardmetros. O potencial de pico (Ep) anddico, determinado pelo
potencial redox do composto analisado, e o valor de corrente de pico.
Quanto menor o valor de Ep de uma amostra, maior € sua capacida-
de de doar elétrons. No caso de amostras bioldgicas, diferentes com-
postos com Ep proximos podem causar a sobreposicdo de picos de
corrente anddica, implicando na formagéo de um pico composto por
diferentes antioxidantes, que apresentard um valor de Ep caracteris-
tico, dependente da concentra¢do de cada antioxidante que compde
o pico. O potencial de pico também pode ser representado por E
que representa o potencial no ponto em que a corrente apresenta
metade do seu valor de pico o que, segundo alguns autores, pode ser
mais preciso que a determinagio de Ep¥.

O valor da corrente de pico (Ip) de corrente anddica € dependen-
te da concentrag@o de antioxidantes que compdem cada pico de cor-
rente anddica. A aplicacio da primeira lei de difus@o de Fick (Equa-
¢30 1) demonstra que as variagdes dos valores da corrente de pico
sdo diretamente proporcionais as variagdes das concentra¢des dos
antioxidantes.

i, = NFAD(8C/0), x =0t 1)

onde i € o valor de corrente por tempo; n, 0 nimero de elétrons; F, a
constante de Faraday; A, a drea do eletrodo; C,, a concentragio de
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compostos que podem ser oxidados; D, o coeficiente de difusdo
das espécies reduzidas; t, tempo e x, a distancia da superficie do
eletrodo.

Para a determinacgio do valor de Ip pode ser usado como linha de
base o voltamograma do tampdo utilizado na amostra®, ou uma reta
unindo os valores de minima do pico® como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Voltamograma tipico de plasma de individuo jovem sauddvel,
realizado em uma faixa de potencial de 0,3 a 1,0V

Dessa forma, Galato e colaboradores®® determinaram a capaci-
dade antioxidante de compostos fendlicos e outros compostos rela-
cionados, em comparacio com a espectroscopia e potenciometria.
Os autores observaram que quanto maior o nimero de hidroxilas
ligadas ao anel aromdtico dos compostos analisados, maior era sua
atividade antioxidante. Tan e colaboradores* estudaram a capacida-
de antioxidante de uma amina, a N'-acetil-N>-formil-5-metoxicinu-
ramina, metabdlito da via de degradaciio da melatonina e mostra-
ram, com o uso da VC, que esta amina € oxidada via dois elétrons em
duas etapas monoeletrdnicas (Ep(s) = 456 e 668 mV), diferente de
outros antioxidantes, que doam somente um elétron. Esses dados,
em conjunto com a prote¢do conferida por esta amina a danos in
vitro ao DNA e peroxidacao lipidica de homogenatos de figado, de-
monstraram que esta molécula apresenta uma grande capacidade
antioxidante, conferindo prote¢do a neurdnios hipocampais. A Ta-
bela 2 apresenta valores de potenciais de pico de diferentes
antioxidantes, determinados através da VC.
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A VC permite a quantificagdo dos ABPM hidrofilicos e lipofilicos
dentro de uma faixa de concentracdo de 1 a 10 uM, adequada as
concentragdes de compostos antioxidantes encontradas em amostras
bioldgicas**#’. Os volumes minimos de amostras utilizadas normal-
mente variam de 200 a 300 pL, utilizando celas de 200 a 3000 pL.
Para os ABPM hidrofilicos, dilui-se a amostra de fluido biolégico na
razdo de 1:1 em tamp@o apropriado, que ndo apresente potencial de
oxidac@o, como em tampao fosfato em solucd@o salina (PBS), reali-
zando a leitura desta solugdo®*. A prepara¢do de homogenatos de
tecidos deve ser feita em PBS, e ndo requer posterior dilui¢do para
realizacdo da anélise voltamétrica*“!. Para determinacdo dos ABPM
lipofilicos utilizam-se aproximadamente 4 mL de fluido ou homo-
genato de tecido diluido em PBS, e os ABPM sdo extraidos com
uma mistura de etanol/hexano, utilizando o sobrenadante diluido em
uma solucdo de acetonitrila com perclorato de tetrabutilamonio, que
funciona como eletrélito®#!. Os componentes principais de cada pico
de corrente anddica podem ser determinados por diferentes procedi-
mentos, como o uso de HPLC com detectores eletroquimicos®+2,
pela adi¢do de enzimas, como a ascorbato oxidase e uricase*', de
maneira a relacionar a diminui¢do da concentracdo de ABPM a di-
minui¢do dos valores de Ip, assim como adigdo de vérios antioxidantes
nas amostras estudadas, com a subseqiiente determinag¢do de seus
potenciais de oxidagdo®.

Chevion e colaboradores® desenvolveram um procedimento uti-
lizando a VC para determinar a capacidade antioxidante do plasma.
Especificamente para essa determinacdo utiliza-se, normalmente, uma
faixa de potencial de 0,3 a +1,3 V, a uma velocidade de 100 mV/s,
um eletrodo de trabalho de carbono vitreo de aproximadamente 3 mm
de didmetro, um eletrodo de platina como auxiliar e outro de
Ag/AgCl como controle®**°. O plasma, normalmente, apresenta um
pico de corrente anddica principal em potencial de 400+50 mV, prin-
cipalmente relativo a oxidagdo de dcido ascorbico e dcido drico®44!,
como ilustrado na Figura 2. O segundo pico ¢ encontrado a um po-
tencial de 920+25 mV, sendo provavelmente decorrente de hemdolise
durante a separagio do plasma das células do sangue, sendo com-
posto principalmente por NADPH das hemécias, podendo ser com-
posto também por dcido lip6ico®*!. Para extratos lipofilicos do plas-
ma observam-se 3 picos anddicos a 490, 690 e 880 mV, relaciona-
dos, respectivamente, a oxidag@o da coenzima Q e caroteno, de
tocoferdis e o terceiro pico provavelmente a uma forma oxidada de
acido lipdico (possivelmente ligado a um grupo acetila)®. As carac-
teristicas do voltamograma mostram-se iguais para o plasma
desproteinizado e plasma com proteinas, indicando que a capacida-
de antioxidante determinada por VC reflete a capacidade de ABPM
e ndo de outras macromoléculas como proteinas®. Além disso, a pre-
servacdo do plasma a =70 °C por 6 meses, assim como pequenas

Tabela 2. Valores de potenciais de oxidag@o de alguns compostos antioxidantes, determinados por VC, expressos em Ep ou Ep, ,

Ref. Composto Tampao pH Ep (mV) Ep,, (mV)
37" N'-acetil-N2-formil-5-metoxicinuramina PBS (0,05 M) 7,4 156 € 668

38" Acido ascérbico Fosfato (0,2 M) 7.4 380
38" Acido drico Fosfato (0,2 M) 7.4 420
38" TROLOX Fosfato (0,2 M) 7.4 145
36* Acido cafeico Fosfato (0,1 M) 7,8 142

36* Acido ferilico Fosfato (0,1 M) 7,8 410

36* Acido para-coumarico Fosfato (0,1 M) 7,8 736

36" Acido gilico Fosfato (0,1 M) 7.8 113

36" Galato de metila Fosfato (0,1 M) 7,8 62

36% Acido lipdico Fosfato (0,2 M) 7,4 900

* eletrodo de carbono vitreo, referéncia Ag/AgCl e velocidade = 100mV/s; * eletrodo de carbono vitreo, referéncia ECS e velocidade = 25mV/s.
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alteracdes no pH (7,0-7,6) parecem ndo alterar os resultados obtidos
através da VC¥*¥.

Existem trabalhos que utilizam a VC comparando a variacio da
capacidade antioxidante de ABPM do plasma em funcdo da existén-
cia de patologias e diferentes tratamentos. Chevion e colaborado-
res® pesquisaram a capacidade antioxidante do 4cido lipdico, uma
molécula comumente encontrada no plasma humano, encontrando
uma correlaciio linear entre a corrente anddica obtida por VC em
extrato hidrofilico a 900 mV e a concentracdo desse dcido. Esses
autores sugeriram que o segundo pico anddico, observado no voltamo-
grama do plasma humano, relaciona-se a oxidacdo da forma mais
reduzida do 4cido lipdico, que possui dois grupamentos tiélicos (-
SH). O plasma de pacientes diabéticos tratados com écido lipdico
mostrou valores maiores de Ip que de pacientes que ndo recebiam
esse suplemento; ainda, quanto mais severo fosse o quadro de
neuropatia destes pacientes sob tratamento com o dcido lipdico, menor
era o valor de Ip de seu plasma.

Beit-Yannai e colaboradores* determinaram a capacidade
antioxidante dos ABPM de ratos submetidos a lesio cerebral, obser-
vando 2 picos de corrente anddica para o tecido cerebral. Apés 5 min
da les@o observou-se uma diminui¢do de 40% na capacidade
antioxidante dos ABPM hidrofilicos do cérebro. Apds 24 h ocorreu
uma redugio de 60%, sendo que em 48 h, assim como ap6s 7 dias, a
capacidade antioxidante dos ABPM j4 estava normal.

Uma outra caracteristica interessante da VC € permitir a deter-
minagdo da capacidade antioxidante total de outros fluidos que néo
o plasma, como por exemplo, na saliva e em extratos de pele®*.
Ambos os métodos representam meios menos invasivos e mais pra-
ticos para se determinar o estado das defesas antioxidantes de um
individuo. Observou-se um aumento do potencial de oxidacdo da
saliva relacionado a idade dos doadores, da mesma forma que amos-
tras de saliva obtidas de individuos portadores de diferentes patolo-
gias também mostraram alteracdes nos potenciais de oxidacdo, em
relac@o aos individuos controle®. A capacidade antioxidante em ex-
tratos de pele foi determinada apds incubagdo de PBS na superficie
da pele por 30 min®. No entanto, os dois picos observados em hu-
manos estdo acima de um potencial de 500 mV, ndo sendo compos-
tos nem por dcido urico nem por 4cido ascorbico, dois importantes
ABPM de potenciais de oxidagdo menores que 500 mV¥.

A aplicagdo da VC para andlises clinicas, assim como em labo-
ratorios de pesquisa deve ser feita com certa cautela, ja que os resul-
tados podem sofrer interferéncias. No procedimento da VC com flui-
dos bioldgicos e homogenatos de tecidos, deve ser dada atencdo es-
pecial no polimento do eletrodo de trabalho. As grandes quantida-
des de proteinas presentes nas amostras aderem-se na superficie do
eletrodo, interferindo diretamente no resultado. O polimento do ele-
trodo deve ser feito, portanto, antes de cada analise, mantendo assim
a sensibilidade do eletrodo®*!. Varidveis como a temperatura, a con-
centraciio dos tampdes utilizados, os reagentes utilizados na extra-
¢do da amostra bioldgica, o tamanho do eletrodo de trabalho e o tipo
do eletrodo de referéncia também podem influenciar nos resultados
obtidos.

PERSPECTIVAS

Tendo em vista a versatilidade da técnica, a utilizagdo da VC ¢
uma boa alternativa metodoldgica para acompanhar as modulagdes
agudas e cronicas da capacidade antioxidante total do plasma, saliva
e tecidos, conferidas pelos ABPM em resposta ao exercicio fisico e
deverd ser motivo de intensas investigacdes. A voltametria ciclica
mostra-se um método muito vantajoso e promissor para essas deter-
minagdes. Possui baixo custo, uma vez que para cada andlise todos
os eletrodos e a cela sdo reutilizados. Sua execucdo € ficil e rdpida,
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pois ndo requer o desenvolvimento de eletrodos especiais nem de
reagentes, exigindo pouco tempo para a realizagdo de uma leitura.
Além disto, a utilizacdo de técnicas de pulso diferencial e onda qua-
drada poderdo aumentar ainda mais o uso da voltametria para esta
finalidade.

LISTA DE ABREVIACOES

ABAP- 2,27-azobis (2-amidopropano)

AAPH- 2, 27-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto
ABTS*- radical cétion do (4cido 2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiazolino-
6-sulfénico)

ABPM - antioxidantes de baixo peso molecular
AMFK- N'-acetil-N>-formil-5- metoxicinuramina
EROs — espécies reativas de oxigénio

CAT - catalase

Ep — potencial de pico

Ep,,- potencial em que a corrente representa metade do valor de
pico

GSH - glutationa reduzida

GSSG - glutationa oxidada

GR — glutationa redutase

GPX - glutationa peroxidase

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ip — corrente de pico

NADPH- nicotonamida adenina dinucleotideo fosfato
PBS- tampdo fosfato em solucdo salina

SOD - superéxido dismutase

TROLOX - 2-carboxi-2,5,7,8-tetrametil-6-cromanol
VC - voltametria ciclica
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