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ABSTRACT
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The onset of oxidative stress is caused by an imbalance between the
production of reactive species and antioxidant defense. In essence, it was
defined as a disturbance in the pro-oxidant/antioxidant balance in favor
of the former, leading to the oxidation of biomolecules and a consequent
loss of their biological functions and/or homeostatic imbalance, manifested
through potential oxidative damage to cells and tissues. Oxidative damage
involves the attack of free radicals and reactive species against various
substrates, including lipids, nucleic acids and proteins. Oxidative stress has
been suggested to be involved in the etiology of a host of chronic diseases
including cardiovascular disease, diabetes, cancer and neurodegenerative
processes. The assessment of biomarkers of oxidative stress has acquired
importance as a tool in diagnosis and control of the associated process. In
this review, the present study will examine the major biomarkers and the
methods available to measure oxidative stress.
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Este trabajo tiene por objetivo revisar los
principales marcadores del estrés oxidativo, asi
como sus técnicas de evaluacion. La instalacion
del proceso de estrés oxidativo ocurre por la
existencia de un desequilibrio entre los sistemas
oxidativo )y antioxidante que favorece al
primero. Ese proceso conduce a la oxidacion
de biomoléculas que pierden sus funciones
biologicas y/o el desequilibrio homeostdtico. Su
manifestacion es el dano oxidativo potencial
contra células y tejidos. La cronicidad de este
proceso tiene importantes implicaciones en el
desarrollo de las enfermedades cronicas no
transmisibles: obesidad, aterogénesis, diabetes,
trastornos neurodegenerativos y cancer. Es
importante identificar marcadores para evaluar
el estrés oxidativo y sistematizar su utilizacion
en el diagndstico y control de los efectos adversos
del proceso. Esos esfuerzos se concentran en los
productos de la oxidacion de lipidos, proteinas
y dcido desoxirribonucleico. Otra forma de
abordar la evaluacion del estrés oxidativo es
a través de métodos indirectos, basados en la
capacidad antioxidante.

Palabras clave: Estrés oxidativo.

Biomarcadores. Radicales libres.
Especies reactivas. Antioxidantes.
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A instalacdo do processo de estresse oxidativo
decorre da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em favor
dos primeiros. Tal processo conduz d oxidagdo
de biomoléculas com conseqiiente perda de
suas fungoes biologicas e/ou desequilibrio
bhomeostdtico, cuja manifestagdo é o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos.
A cronicidade de tal processo demonstra
importantes implicacoes sobre a etiologia de
enfermidades cronicas transmissiveis, entre elas:
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer. E de extrema
importdancia a identificacdo de marcadores para
a avaliacdo do estresse oxidativo, no sentido de
sistematizar o emprego destes no diagnostico e
controle dos efeitos adversos de tal processo. Os
marcadores em questdo se baseiam nos produtos
da oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA, ou
ainda na aferigdo da capacidade antioxidante.
O presente estudo visa revisar os principais
marcadores, bem como as técnicas de andlise
para a avaliagdo do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo.
Biomarcadores. Radicais livres.
Espécies reativas. Antioxidantes.
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INTRODUGCAO

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes em favor dos primeiros. Sio geradas inimeras espécies reativas: os radicais
livres (tém um elétron desemparelhado na sua camada eletronica) e as espécies reativas,
nao radicais (Tabela 1), favorecendo a ocorréncia de danos oxidativos (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004). Por outro lado, sio desenvolvidos os mecanismos protetores, que por
sua vez, tém a funcao de neutralizar os compostos reativos e, conseqiientemente prevenir
os efeitos adversos do estresse oxidativo (MAYNE, 2003).

Tabela 1 — Classificacio e nomenclatura das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio
Espécies Reativas

Radicais Livres N3ao Radicais

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s)

Superoxido (O,°) Peroxido de Hidrogénio (H,0,)
Hidroxila (OH") Acido Hipobromoso (HOBr)
Hidroperoxila (HO,") Acido hipocloroso (HOCD)
Peroxila (RO,*) Ozbnio (Oy)

Alcoxila (RO*) Oxigénio Singlet ('O,)
Carbonato (CO;") Peroxidos Organicos (ROOH)
Dioxido de Carbono (CO,*) Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)
Espécies Reativas de Oxidos de Nitrogénio (ERON’s)

Oxido Nitrico (NO*) Acido Nitroso (HNO,)
Dioxido de Nitrogénio (NO,*) Cation Nitroxil (NO™")
Anion Nitroxil (NO-)
Trioxido de Dinitrogénio (N,O;)
Tetroxido de Dinitrogénio (N,O,)
Peroxinitrito (ONOO)
Acido Peroxinitroso (ONOOH)
Cation Nitril (NO,")
Peroxinitritos Alxil (ROONO)
Espécies reativas € um termo que engloba qualquer composto que seja potencialmente reativo. Entre as EROs
estao incluidos as espécies reativas radicais (radicais livres) e nao radicais. Da mesma forma as ERONs. Radical livre
refere-se a um atomo ou molécula altamente reativa que tenha um elétron desemparelhado em sua altima camada

eletronica. As espécies nao radicais sao agentes oxidantes e podem se converter em radicais livres. Todo radical
livre € uma espécie reativa, mas nem toda espécie reativa é um radical livre (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Os danos oxidativos se dao por meio da oxidacao de biomoléculas, especialmente,
lipidios, proteinas e acidos nucléicos, induzindo efeitos deletérios e alterando-as em relacio
a sua estrutura e/ou funcdo biologica (HICKS; TORRES-RAMOS; SIERRA-VARGAS, 20006).
Todas as células do organismo humano se encontram constantemente expostas a oxidacao.
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Os oxidantes sio de origem interna e externa, a magnitude de tal processo apresenta
ampla variacdo em funcdo da presenca de varios fatores intervenientes (MAYNE, 2003).
A cronicidade do processo em questao tem como conseqiiéncia o desenvolvimento de
enfermidades cronicas ndo transmissiveis (MAYNE, 2003; GREEN; BRAND; MURPHY, 2004;
OLIVARES-CORICHI et al., 2006; GALILI et al., 2007; MAIESE; MORHAN; CHONG, 2007).

Cada vez ha mais evidéncias cientificas de que o estresse oxidativo desempenha
importante papel na etiologia de tais enfermidades. Entre elas a aterosclerose, diabetes,
obesidade, transtornos neurodegenerativos e cincer. Dessa forma, deriva-se a importincia
de se conhecer melhor os mecanismos implicados na etiologia de tal processo (KEANEY
etal., 2003; MAYNE, 2003; GREEN; BRAND; MURPHY, 2004; GALILI et al., 2007; MAIESE;
MORHAN; CHONG, 2007).

Esforcos tém sido realizados no sentido de se identificar marcadores para a avaliacao
do estresse oxidativo, com o objetivo de sistematizar sua utilizacdo no diagnostico e
controle dos efeitos adversos de tal processo. Tais marcadores se baseiam na andlise
do processo de oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA, sendo que os relacionados aos
lipidios sao mais amplamente estudados tendo maior expressao (MAYNE, 2003; VINCENT;
INNES; VINCENT, 2007).

O presente estudo visa revisar as técnicas de analise para avaliacao do estresse
oxidativo, por meio da mensuracao das espécies reativas, bem como dos danos decorrentes,
ressaltando os principais biomarcadores e suas implicacoes na satde humana.

AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os estudos acerca da avaliacio do estresse oxidativo vém adquirindo relevancia
significativa. Os marcadores oxidativos desempenham importante papel na génese de
processos metabolicos que culminam na ocorréncia de enfermidades cronicas degenerativas.
Tal capacidade os tornam importantes ferramentas na elucidacao de mecanismos e implicacoes
biologicas do dano oxidativo, com o objetivo de possibilitar o planejamento de acdes eficazes
no controle e prevencdo de tais processos (MAYNE, 2003; REYES et al., 2000).

As implicacdes biologicas do estresse oxidativo sobre os processos degenerativos
sdo confirmadas mediante alguns pressupostos: as espécies reativas ou danos decorrentes
tém sua presenca demonstrada nos sitios lesionados; a magnitude da lesdo € proporcional
a geracao de espécies reativas; a administracao in vitro de espécies reativas € capaz de
reproduzir os danos oxidativos e suas lesdes decorrentes e por outro lado, a inibi¢cao das
espécies reativas diminui a extensdo das lesdes (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

A avaliacao do estresse oxidativo depende da habilidade de afericio da presenca de
espécies reativas. Estas podem ser medidas diretamente, por meio de sua concentracio em
fluidos biologicos e tecidos, ou indiretamente, mediante a avaliacio do dano que causam.
A deteccdo direta das espécies reativas em sistemas bioldgicos € dificultada por suas
concentracdes extremamente baixas (da ordem de 10'M) e altas velocidades de reacdao
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(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; REYES et al., 20006).

As técnicas de andlise podem ser empregadas mediante, pelo menos, trés abordagens:
pela medida da concentracdo de moléculas resultantes da reacdo com as espécies reativas,
pela quantificacao da magnitude do dano produzido por meio das espécies reativas ou,
pela quantificacdao da capacidade antioxidante (REYES et al., 2006).

AFERICAO DE MOLECULAS RESULTANTES

A técnica de ressonancia magnética de spin eletronico (RMSE) € sensivel a presenca
de elétrons desemparelhados, o que possibilita sua aplicacdo para medir diretamente
os radicais livres. No entanto, tem viabilidade limitada, pois além de ser dispendiosa e
ter alto custo, a curta vida média dos radicais livres limita sua medicao direta (UTSUMI;
YAMADA, 2003; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; REYES et al., 2000).

As espécies reativas, especialmente os radicais livres, tém vida média extremamente
curta, no entanto mediante reacoes biologicas podem tornar-se estaveis, por meio da
producao de compostos resultantes que se constituem de uma segunda geracao de
produtos de oxidacio (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; HICKS; TORRES-RAMOS; STERRA-
VARGAS, 2006; OLIVARES-CORICHI et al., 2006).

A adicao de compostos que funcionam como substratos (traps) sobre os quais
os radicais livres agem, permitem a geracao de produtos estaveis, capazes de serem
detectados pela técnica de RMSE. Tal alternativa implica em solucionar o fato da vida
média extremamente curta das espécies reativas ser uma relevante limitacio para sua
medicdo direta (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Considerando a alternativa em questio, a técnica de RMSE vem sendo empregada
em estudos com animais (BERLINER et al., 2001; UTSUMI; YAMADA, 2003). Em humanos,
sua aplicacido, in vivo, € ainda limitada, em funcdo de nao existirem evidéncias cientificas
que respaldem a seguranca toxicologica da utilizacdo dos referidos. No entanto, pode ser
empregada para deteccao de radicais livres em amostras de tecidos ou fluidos biol6gicos
(ex vivo) (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). O substrato 5,5-dimetil-1-pirroline-N-6xido
(5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide - DMPO) foi utilizado na detecc¢io de radicais livres
em biopsia de pele (HAYWOOD et al., 1999). Utilizou-se a hidroxilamina em bi6psias
de figado (VALGIMIGLI et al., 2002).

A aplicacdo, ex vivo, da técnica de RMSE se concerne a afericio de radicais
livres secundarios, resultantes da reacdo in vivo dos radicais livres com as biomoléculas.
Estes radicais livres secundarios sdao, entdo, submetidos as reacdoes com os substratos
adicionados a amostra em questdo, formando produtos mais estiveis e possiveis
de serem medidos. Tais produtos, por meio da presenca de elétrons desemparelhados

na sua Gltima camada eletrénica, induzem a sensibilizacao da técnica para sua
deteccdo. No entanto, tal sinal tem curta duracdo, devido ao fato destes produtos
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serem suscetiveis 4 acdo enzimdtica e/ou de agentes antioxidantes (HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004).

Dessa forma, o substrato DMPO, quando utilizado para a deteccao do radical
hidroxila (OH*®), forma o produto DMPO-OH*, sensivel a deteccao pela técnica de RMSE.
No entanto, o ascorbato (forma ionizada do acido ascorbico) presente reduz o produto
DMPO-OH*, gerando espécies reativas nao detectaveis. No mesmo sentido, o acido
ascorbico, por meio da reacao com radicais livres € capaz de gerar diferentes produtos. O
semi-deidroascorbato € detectavel, ja os demais produtos (ascorbato e deidroascorbato)
nao o sao. Assim, a deteccao de radicais livres pela técnica em questio, ainda demonstra
capacidade limitada (UTSUMI; YAMADA, 2003; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Existem outros substratos que podem ser utilizados para intermediar a reacao com
radicais livres, gerando como compostos resultantes espécies reativas nao radicais. Por
este motivo sdo utilizadas outras técnicas, que ndo a de RMSE, para sua afericao. Entre os
substratos referidos destacam-se o salicilato e a fenilalanina, que podem ser utilizados in
vivo, pois, diferentemente dos substratos utilizados na técnica de RMSE, nao demonstram
toxicidade (LIU et al., 1997a; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

O salicilato reage com o radical hidroxila (OH") gerando entre os compostos
resultantes, o acido 2,3-di-hidroxibenzoico (2,3-dibydroxybenzoic acid — 2,3-DHBA)
(LIU et al., 1997a). A fenilanina, em presenca de OH*, reage formando orto-tirosina e
meta-tirosina. Os compostos resultantes da hidroxilacio de ambos os substratos nio sio
produzidos enzimaticamente. Assim, sua presenca reflete a producao de radicais OH*. No
entanto, o fato dos radicais OH" serem potencialmente reativos consiste em uma limitacao,
uma vez que pode ocorrer competicao entre os referidos substratos e outras substancias
que também reagem com os radicais OH". Dessa forma, a eficicia da metodologia em
questdo, depende da concentracao dos substratos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Entre outras técnicas utilizadas para a deteccdo dos compostos resultantes da
hidroxilacdo, destacam-se a cromatografia liquida de alto desempenho (high-performance
liquid chromatography - HPLC) e a espectrometria de massa (mass spectrometry - MS)
(LIU et al., 1997a; REDDY et al., 1999; PENNATHUR et al., 2001; HALLIWELL; WHITEMAN,
2004). A deteccio de meta-tirosina por HPLC, usualmente tem precisao limitada, pela
presenca de picos que se referem a compostos interferentes. Tal limitacao implica em
superestimar a deteccao das dosagens de meta-tirosina. No entanto, a hidroxilacao da
fenilalanina resulta em dosagens de meta e orto-tirosina nas mesmas proporcoes, o que
indica a ocorréncia de tal viés (REDDY etal., 1999). Sugere-se que o uso da MS contorna
tal problema (PENNATHUR et al., 2001).

Outra opg¢do consiste em utilizar biomoléculas como substratos, nesta classe
destacam-se o ascorbato e o urato. Este Gltimo pode ser oxidado por uma série de espécies
reativas, entre elas o peroxinitrito (ONOO). Um dos compostos resultantes da oxidacao
do urato, a alantoina, pode ser detectado nos fluidos biol6gicos, principalmente plasma e
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urina. Outro composto, o radical amino-cabonil ndo é detectavel. A alantoina € detectada
por HPLC e MS (SANTOS; ANJOS; AUGUSTO, 1999; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

MAGNITUDE DO DANO OXIDATIVO

Diante das limitacdes para se medir diretamente a concentracao de espécies reativas,
a afericao indireta, mediante avaliacio do dano que causam, vem sendo considerada uma
alternativa promissora no monitoramento, iz vivo, do estresse oxidativo. Tal alternativa
caracteriza-se por significativa eficiéncia e aplicabilidade, uma vez que o conhecimento
da magnitude do dano oxidativo causado pelas espécies reativas é de maior relevincia
que a mera afericio de suas concentracoes (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

A acao deletéria das espécies reativas sobre biomoléculas tem como conseqiiéncia
a manifestacdo de danos oxidativos potenciais. Dessa forma, os biomarcadores do
dano oxidativo sido classificados de acordo com a biomolécula sobre a qual as espécies
reativas atuam: lipidios, proteina ou DNA (MAYNE, 2003; HALLIWELL; WHITEMAN,
2004; REYES et al., 2006).

Lirpipio

Uma das técnicas de maior releviancia na quantificacio de danos oxidativos em
lipidios, consiste em medir, por meio de métodos colorimétricos, as substincias que
reagem com o acido tiobarbitGrico (thiobarbituric acid — TBA) (LIU et al., 1997b). A
quantificacao de isoprostanos, também vem sendo proposta como uma técnica promissora
(LAWSON; ROKACH; FITZGERALD, 1999; KEANEY et al., 2003; MAYNE, 2003).

Os aldeidos sio substincias que se destacam como metabolitos secunddrios da
oxidacao de lipidios. Dentre estes compostos, o malondialdeido € um dos mais abundantes,
resultante da peroxidacio lipidica tecidual, principalmente dos dcidos graxos araquiddnico
(AA, C20:4), eicosapentaendico (EPA, C20:5) e docosahexaenoico (DHA, C22:6). Para a sua
dosagem sao empregados métodos colorimétricos, como no teste do TBA. Em tal teste uma
molécula de malondialdeido reage com duas de TBA, formando-se um complexo de cor
vermelha que é lido em um comprimento de onda especifico (532-535nm). A concentracio
plasmatica de malondialdeido € expressa em nmol/mL de plasma (MAYNE, 2003; DOTAN;
LICHTENBERG; PINCHUK, 2004; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Apesar de sua simplicidade e facilidade de execucao, o teste do TBA nao € especifico
para o malondialdeido, reagindo com uma ampla variedade de compostos, entre eles,
outros aldeidos que ndo o malondialdeido e ainda, actcares, aminoacidos, proteina,
aminas e bilirrubina. Por este motivo € também denominado teste das substancias que
reagem com o acido tiobarbitarico (Thiobarbituric Acid-Reactive Substances — TBARS)
(MAYNE, 2003; GROTTO et al., 2007).

O teste de TBARS, apesar de sabidamente inespecifico, ainda apresenta ampla
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aplicacdo, devido especialmente, a sua facilidade de execucdo e baixo custo. A
possibilidade de reagao do TBA com substancias intervenientes tem como conseqiiéncia
superestimar a extensao do processo de peroxidacao lipidica, decorrente da deteccao
nao s6 do malondialdeido, mas também de compostos interferentes. Assim, uma
adaptacao relevante de tal técnica consiste em associa-la com a separacao do composto
malondialdeido-TBA (MDA-TBA), por meio de técnicas cromatogrificas, destacando-se a
de HPLC (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; REYES et al., 2006; GROTTO et al., 2007).

Foram comparados os métodos TBARS e cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massa (gds chromatography-mass spectrometry- GC-MS) na afericdo da
peroxidacao lipidica em plasma de ratos, tendo o malondialdeido como biomarcador. O
teste do TBARS detectou maiores niveis de malondialdeido, refletindo a inespecificidade
de tal método. Os autores sugerem a aplicacao da técnica de GC-MS como a escolha mais
adequada para a afericio da magnitude da peroxidacao lipidica (LIU et al., 1997b).

Compostos resultantes da oxidacao de lipidios, lipoperoxidos e aldeidos, podem
ser absorvidos pela dieta. O malondialdeido pode estar presente em alimentos, ligado
a aminodcidos, especialmente residuos de lisina, e quando absorvido € excretado na
urina. Dessa forma, a afericio de malondialdeido na urina pode nao refletir de forma
fidedigna a peroxidacio lipidica. Para evitar tais interferéncias sugere-se controle da
dieta. A excrecdo de aldeidos ainda pode ser influenciada por fatores que modulam a
producao de lipoperoxidos: ingestdo calorica, atividade fisica e temperatura (DRAPER;
CSALLANY; HADLEY, 2000; WILSON et al., 2002).

Outro marcador do estresse oxidativo baseado na oxidacgao lipidica, consiste na
afericao dos isoprostanos, compostos derivados da acao de radicais livres sobre os acidos
graxos polinsaturados (LAWSON; ROKACH; FITZGERALD, 1999; KEANEY et al., 2003;
MAYNE, 2003). A subclasse denominada F2-isoprostanos € derivada do dcido araquidénico,
outros isoprostanos (F4-isoprostanos) sio derivados dos dcidos eicosapentaendico e
docosahexaendico, EPA e DHA, respectivamente (ROBERTS; MORROW, 2002). Entre
os F2-isoprostanos o mais abundante ¢ o PGF2-alfa-8-isoprostano (8-isoprostagladin
F,, - 8-i50-PGF,,), que vem sendo proposto como um promissor marcador do dano
oxidativo de lipidios (CRACOWSKI; DURAND; BESSARD, 2002; MAYNE, 2003).

Entre as técnicas empregadas para deteccdo de isoprostanos, destacam-se 0s
radioimunoensaios (radioimmunoeassays — RIA), os imunoensaios enzimaticos (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay— ELISA) e as técnicas cromatograficas (separacao) associadas
a espectrometria de massa (deteccao) (GC-MS). A aplicacao de técnicas imunologicas,
na afericao de 8-iso-PGF,, tem limitada especificidade, decorrente das possiveis reacoes
cruzadas com outros prostanodides. A GC-MS tem boa especificidade, no entanto consiste
em uma técnica onerosa e, conseqiientemente de dificil execucio em estudos populacionais
(BOHNSTEDT et al., 2003; MAYNE, 2003; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

A afericao de isoprostanos pode ser realizada em fluidos biolodgicos, soro e plasma
sanguineo e urina, sendo que a utilizacio de urina tem maior aplicabilidade. O acido
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acetilsalicilico (aspirina) interfere nos niveis séricos de 8-iso-PGF,,, 0 mesmo nao
ocorre em amostras urindrias, que podem ainda ser armazenadas por periodos mais
longos sem prejuizo de suas caracteristicas. Sugere-se que apoOs a coleta, as amostras
de plasma e soro devam ser armazenadas sob congelamento. As amostras de urina,
preferencialmente, devem ser coletadas em 24 horas (MAYNE, 2003). A concentracio
de PGF2-alfa-8-isoprostano ¢ dada em mg/mL (KEANEY et al., 2003).

Apesar da presenca de isoprostanos em alimentos, estes nao sao absorvidos no
intestino em quantidades suficientes para alterar seus niveis urindrios e/ou plasmaticos.
Assim, a afericio de isoprostanos nio € influenciada pela dieta (RICHELLE et al., 1999).
No entanto, a sua producao pode ser influenciada por fatores como: concentracdo de
O, e velocidade de metabolizacio (ROBERTS; MORROW, 2002).

A quantificacio de compostos volateis constitui em outra técnica de afericao da
oxidacao lipidica. Entre tais compostos destacam-se, além dos isoprostanos e aldeidos, os
hidrocarbonetos: etano e pentano. Estes dois Gltimos sao formados mediante peroxidacao
lipidica dos dcidos graxos polinsaturados da série dmega 3 e 6, respectivamente. Os
hidrocarbonetos sdo os mais voldteis e dessa forma sao os mais, freqlientemente,
utilizados (MILLER; APPEL; RISBY, 1998; KNUTSON; LIM; VITERI, 1999; KNUTSON;
HANDELMAN; VITTERI, 2000; MAYNE, 2003).

A aferi¢ao baseia-se na concentracao de hidrocarbonetos exalados no ar expirado.
Existe uma grande variedade de técnicas para tal propdsito, estas variam em relacio
a forma de coleta, armazenamento e processamento das amostras. Como decorréncia
desta falta de padronizacdo, ocorre relevante variacdao entre os resultados provenientes
de diferentes estudos. A anilise das amostras, usualmente, se da por meio de GC. Apesar
da grande variedade de técnicas, as limitacoes sio comuns e convergem para o fato da
contaminac¢do das amostras com a presenca de etano e pentano no ambiente (KNUTSON;
LIM; VITERI, 1999; KNUTSON; HANDELMAN; VITTERI, 2000).

Sugere-se que a afericio do etano tenha maior viabilidade em predizer a
peroxidacdo lipidica, entre as causas destaca-se o fato do etano ser metabolizado em
menor extensao que o pentano, ser menos soluvel em tecidos, exibir menor coeficiente
de variacdo diaria na sua taxa de exalacdo e ainda, sofrer menor influéncia de fatores
intervenientes na sua taxa de exalacao (KNUTSON; HANDELMAN; VITERI, 2000).

PROTEINA

Os biomarcadores baseados no dano oxidativo das proteinas tém grande
relevincia em funcdo de suas implicacoes: alteraciao funcional de enzimas, receptores,
proteinas transportadoras, resposta imune, entre outros. Por meio de tais alteracdes, 0s
produtos decorrentes do dano oxidativo sobre as proteinas podem contribuir para a geracao de
danos secundarios a outras biomoléculas. O dano ao DNA pode ser irreversivel em decorréncia
da alteracdo funcional das enzimas reparadoras (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).
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O dano oxidativo das proteinas constitui um processo complexo, pois se trata
de 20 aminoacidos diferentes que podem ser oxidados, de diferentes formas, por uma
grande variedade de espécies reativas. Os compostos gerados podem reagir entre si ou
com o oxigénio. No altimo caso, sdo geradas espécies reativas de oxigénio, os radicais
peroxilas (RO,*) que por sua vez, se convertem em radicais superéxidos (O, ), os quais,
por meio de reacoes em cadeia geram mais radicais livres, propagando e amplificando
o processo (REYES; SANCHEZ; CALZADA-MENDONZA, 2006).

Em relacao aos biomarcadores do dano oxidativo da proteina, os grupos carbonila
consistem no de maior relevincia (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007). Estes sdo
gerados como resultado da acdo direta das espécies reativas sobre as cadeias laterais
dos aminodcidos ou indiretamente, mediante a ligacao de glicose (processo de glico-
oxidacao) ou aldeidos (inclusive aqueles formados durante a peroxidacao lipidica).
Dessa forma, os grupos carbonila nao sao biomarcadores especificos do dano oxidativo
das proteinas (LEVINE, 2002; DALLE-DONNE et al., 2003; HALLIWELL; WHITEMAN,
2004). Por meio dos processos diretos (oxidativo) ou indiretos, os grupos carbonilas
sao introduzidos a estrutura da proteina, tendo como decorréncia a perda de sua funcio
biologica. Tal alteracao muitas vezes € irreversivel (ZITNANOVA et al., 2007).

Entre as técnicas de afericio dos grupos carbonilas, as colorimétricas se
destacam como as mais convencionais (BUSS et al., 1997; MAYNE, 2003; HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004). Os grupos carbonilas podem ser aferidos em tecidos e
fluidos biologicos (BUSS et al., 1997; CHEVION; BERENSHTEIN; STADTMAN, 2000;
MARGONIS et al., 2007; ZITNANOVA et al., 2007).

Os grupos carbonilas reagem com um substrato especifico, a 2,4 dinitrofenil hidrazina
(2,4-dinitrophbenylbydrazine— 2,4-DNPH), gerando compostos hidrazonas (2,4-dinitrofenil
hidrazona) (MARANGON; DEVARAJ; JTALAL, 1999; CHEVION; BERENSHTEIN; STADTMAN,
2000), cuja absorbancia pode ser medida em um comprimento de onda de 370-375nm
(MARGONIS et al., 2007; ZITNANOVA et al., 2007).

As técnicas colorimétricas sao dispendiosas, visto que seu emprego requer
utilizacdo de grandes quantidades de solventes e proteina, as vezes mais do que esta
disponivel nas amostras bioldgicas. Sio igualmente laboriosas e requerem muito tempo.
Outra limitacdo diz respeito a sua grande variabilidade de resultados (BUSS et al., 1997;
MARANGON; DEVARAJ; JTALAL, 1999).

Diante de tais limitacoes, uma alternativa consiste no emprego de imunoensaios
enzimaticos (ELISA). Tal técnica é mais sensivel e tem maior poder discriminatorio, além
de poupar tempo e material. Seu emprego vem sendo recomendado, especialmente,
em situacdes nas quais estdo disponiveis pequenas quantidades de amostras e/ou
pequenas concentracoes de proteina (BUSS et al., 1997; MARANGON; DEVARAJ; JTALAL,
1999). Na técnica de ELISA, procede-se a reacao dos grupos carbonila com o 2,4-DNPH,
sendo os compostos resultantes (hidrazonas), detectados por anticorpo especifico
(anti-DNPH) e quantificados pela comparacao com a curva padrao de albumina sérica
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bovina (native bovine serum albumin - BSA) oxidada (BUSS et al., 1997; DAVIES et
al., 2001). A quantificacdo de grupos carbonila no padrao de BSA oxidada se da por
meio de colorimetria (BUSS et al., 1997; DAVIES et al., 2001) ou espectrofotometria
(MARANGON; DEVARAJ; JIALAL, 1999).

Além da ELISA, outra técnica de alta sensibilidade € a HPLC. Tal técnica procederia
a separacao dos compostos hidrazona, resultantes da reacdo entre os grupos carbonila
e 0 2,4-DNPH, seguido da sua quantificacio por um detector espectrofotométrico
acoplado (ZITNANOVA et al., 2007).

As proteinas também podem sofrer danos oxidativos pela acao de outras espécies
reativas que nao as de oxigénio. A acdo das ERONs sobre as proteinas resulta em
uma grande variedade de compostos, entre estes, a 3-nitrotirosina, vem adquirindo
relevancia significativa como biomarcador do dano oxidativo a proteina (MAYNE, 2003;
HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; BRYAN; GRISHAM, 2007).

As técnicas mais usuais para a quantificacao da 3-nitrotirosina sao a HPLC e MS.
A afericao do biomarcador em questido se limita aos tecidos corporais, o que dificulta
sua aplicacdo in vivo (HALLIWELL, WHITEMAN, 2004; BRYAN; GRISHAM, 2007). Um
composto especifico, o 3-nitro-4-hidroxifenilacetato (3-nitro-4-hydroxyphenylacetate -
NHPA), derivado do metabolismo da 3-nitrotirosina € excretado na urina, possibilitando
sua afericdo in vivo. No entanto, sugere-se que o NHPA pode também ser derivado de
outros compostos que ndo a 3-nitrotirosina (MANT et al., 2003).

Estudos in vitro apontaram os aminoacidos ditirosina e tirosina como marcadores
estaveis (resistentes a hidrolise acida) da oxidacio de proteinas. Partindo de tal pressuposto,
quantificaram-se por meio de GC/MS, os niveis de tais compostos na urina e musculo
esquelético de ratos Wistar. Os niveis dos aminodcidos oxidados na urina refletiram as
alteracdes nos niveis destes aminodcidos no musculo esquelético de ratos submetidos ao
treinamento fisico (corrida em rodas de 11,2cm). Diante de tais resultados, os autores sugeriram
que a quantificacao de aminodcidos oxidados na urina consiste em uma possibilidade para
afericdo, in vivo, do dano oxidativo da proteina (LEEUWENBURGH et al., 1999).

DNA

A acdo dos radicais livres sobre o DNA, sobretudo o radical hidroxila (OH*®),
resulta na ocorréncia de danos oxidativos decorrentes de alteracdes estruturais,
compreendendo as bases nitrogenadas, purinicas e pirimidinicas; acutcar
desoxirribose e liga¢des cruzadas DNA-proteina. Os produtos resultantes de
tais alteracdes sdo varios, constituindo os biomarcadores do dano oxidativo ao
DNA (DIZDAROGLU et al., 2002). Diante de tal variedade de produtos resultantes,
a afericdo de um unico nao expressaria adequadamente os danos ao DNA. No entanto,
a afericdo do composto 8-hidroxil-2’-deoxiguanosina (8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
— 8-OHdG) vem sendo comumente realizada e este tem sido apontado como o
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biomarcador de maior relevdncia na avaliacio do dano oxidativo ao DNA
(YU, 1994; HALLIWELL, 2000; DIZDAROGLU et al., 2002; MAYNE, 2003; HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004).

As técnicas usualmente empregadas para a afericao do 8-OHdG sao as cromatograficas
e imunoensaios (ELISA). Entre as cromatograficas destacam-se a HPLC (separa¢ao) associada
a deteccao eletroquimica (electrochemical detection — HPLC/ECD) e a GC/MS. Apesar da
forte correlacao existente entre as referidas técnicas, sugere-se que os niveis de 8-OHdG
obtidos pela ELISA sio maiores, o que possivelmente ocorre em decorréncia das ligacoes
cruzadas entre os anticorpos e outros compostos que nao o 8-OHdG (HALLIWELL, 2000;
DIZDAROGLU et al., 2002; MAYNE, 2003; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

A urina € o fluido biol6gico comumente empregado na quantificacao dos niveis de
8-OHdG. Os niveis urinarios do biomarcador em questao nao sio influenciados pela dieta,
a0 passo que os compostos resultantes de outras bases nitrogenadas possivelmente o sao.
No entanto, existem algumas limitacoes: os niveis urinarios de 8-OHdG sao influenciados
pela taxa metabodlica (consumo de oxigénio); ndo refletem especificamente o dano
oxidativo ao DNA, mas também a atividade das enzimas reparadoras e nao distinguem
o tecido de origem do dano oxidativo (COOKE; LUNEC; EVANS, 2002; MAYNE, 2003;
HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

A quantificacio de anticorpos (no soro) que reconhecem o composto,
5- hidroximetil-2’-desoxiuridina (5-hydroxymethyl-2’-deoxyuridine - HMdU), resultante
da oxidacao da base nitrogenada timina, consiste em outro biomarcador para a avaliacao
do dano oxidativo ao DNA (MAYNE, 2003).

Além das espécies reativas de oxigénio, o DNA pode também ser suscetivel a
acdo das ERON’s, resultando na geracio de compostos decorrentes das modificacoes
das bases nitrogenadas. O composto 8-nitroguanina foi sugerido como um biomarcador
para avaliacao dos danos causados pela acio da ERONs. No entanto, as técnicas para
sua quantificacdo ainda carecem de aprimoramentos que possibilitem seu uso rotineiro
(HALLTWELL; WHITEMAN, 2004).

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A quantificacio da atividade antioxidante se constitui em empregar métodos
indiretos, baseados na capacidade alterada dos sistemas biologicos em modular a
concentracdo de espécies reativas (REYES et al., 2006). As técnicas de andlise sdo
empregadas para medir a capacidade antioxidante de fluidos biologicos ou eritrocitos
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; REYES et al., 2006).

Em relacdo aos fluidos biologicos, compara-se a atividade antioxidante da amostra
de interesse (urina, soro ou plasma) com uma amostra de referéncia, cuja atividade
antioxidante foi previamente determinada. Dessa forma, se avalia a capacidade
antioxidante total da amostra de interesse, determinando, inespecificamente, a atividade
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de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase
e ainda compostos com atividade antioxidante como o acido ascorbico, o-tocoferol,
R-caroteno e acido urico (REYES et al., 20006).

Entre os ensaios por meio dos quais se afere a capacidade antioxidante total de fluidos
biologicos, destacam-se o Total Antioxidant Status - TAS e Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity — TEAC (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007). O TAS permite estimar, in vitro, a
capacidade de todos os antioxidantes presentes no soro ou plasma em inibir a geracao de
radicais livres (CREWS et al., 2001). Da mesma forma, o TEAC & empregado para avaliar,
in vitro, a capacidade antioxidante total do soro ou plasma, medindo-se a capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra de interesse em inibir a oxida¢do do composto ABTS
(2,2-Azino-di-{3-ethylbenzithiazoline sulphonete]) (MILLER; RICE-EVANS, 1997; VINCENT;
INNES; VINCENT, 2007). A quantidade de ABTS oxidado (ABTS"*) & monitorada por leitura
espectrofotométrica, cuja absorbancia pode ser medida em um comprimento de onda de
405nm ou 750nm. Assim, a supressiao de tal absorbancia ¢ diretamente proporcional a
quantidade de antioxidante presente na amostra. A capacidade antioxidante da amostra
de interesse € expressa em relacio a um composto soltvel em dgua, analogo ao tocoferol
(trolox), amostra de referéncia. O resultado € expresso como equivalente de trolox por
litro de amostra (MILLER; RICE-EVANS, 1997). Outro ensaio, Oxygen Radical Absorbance
Capacity — ORAC, emprega provas de fosforescéncia para a afericio da capacidade
antioxidante total (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

Além da capacidade antioxidante total, & possivel aferir a capacidade de
antioxidantes especificos. O ensaio Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP), por meio
da reacao de reducao dos ions férricos a ferrosos, detecta, especificamente, a capacidade
de antioxidantes que nao contém ligacoes S-H (BENZIE; STRAIN, 1996).

O nivel de enzimas antioxidantes nos eritrocitos diminui em propor¢ao ao seu
tempo de vida média na circulacdo. Assim, o turnover das células vermelhas reflete
as alteracoes nos niveis de enzimas antioxidantes. Se este € baixo, os eritrocitos sao
em média mais “velhos”, e, por conseqiiéncia, seus niveis enzimaticos sao menores.
Por meio de intervencio que acelere o turnover e/ou aumente a eritropoiese consegue-se
aumentar o nivel de enzimas antioxidantes (FERREIRA; MACHADO; MATSUBARA, 1999;
HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

A glutationa, um tripeptideo (L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no organismo em
duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), essenciais 4 manutencdo da integridade
do ciclo catalitico da glutationa (Figura 1). Existe uma importante correlacio entre os niveis
de GSSG e os mecanismos enzimaticos de defesa. Em condi¢des de desequilibrio entre
agentes oxidantes e antioxidantes (estresse oxidativo), haverda mudancas no estado redox
da glutationa, caracterizando-se um desequilibrio entre a producio de GSSG e o consumo
GHS. Assim, a magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pelas dosagens de
GSSH e/ou pela razao GSSG/GSH (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2004). Outra op¢ao seria
a avaliacdo, em eritrocitos, da atividade das enzimas constituintes do ciclo catalitico da
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glutationa, bem como de outras enzimas antioxidantes: superoxido dismutase e catalase
(ROUSSEL et al., 2003; ELANGO; SAMUEL; CHINNAKKANNU, 2006; RAJDL et al., 2007).

Glutationa Reduzida

=

0,
NADP* H,0,
Glutationa Oxidase
(GSH-Ox)
NADPH + H* 2H,0
Glutationa Redutase H,0, 4/ Glutationa Peroxidase
(GSH-Rd) v (GSH-Px)
\\ Glutationa Oxidada 4/
(GSSG)

Figura 1 — Ciclo catalitico da glutationa. Apos exposicio da GSH as espécies
reativas, ocorre sua oxidacio a GSSG, via glutationa oxidase (GSH-Ox),
gerando peroxido de hidrogénio (H,0,). A GSH-Px catalisa a reducio
do H,0,, no entanto, a custa da conversao da GSH a GSSH. A atividade
enzimatica da GSH-Px & um dos meios de controle dos niveis de H,0,,
bem como de hidroperodxidos lipidicos, decorrentes da aciao dos
radicais livres. Assim, a GSH-Px € um importante integrante do sistema
de defesa enzimatico contra o aumento de radicais livres. O excesso
de GSSG resulta em ambiente oxidante, favorecendo a formaciao de
pontes dissulfeto (-SS), estas oxidam as proteinas com prejuizo de suas
funcoes. Esta oxidacio pode ser revertida pela acao antioxidante da GSH.
A GSH-Rd nio age diretamente na remocao de radicais livres, porém
€ responsavel pela recuperacio da GSH, na presenca de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). Tal recuperacio tem o objetivo
de impedir a paralisaciao do ciclo da glutationa. Na inativacio de um
agente oxidante ocorre producio de GSSH e deplecio de GSH. Em
situacoes em que o sistema de oxido-reducio esta integro, havera
recuperacio da GSH. Em condicoes de excesso de agentes oxidante e/ou
deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo
de GSH e a producio de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo
(ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2004)

CONSIDERACOES FINAIS

Conforme exposto, ha uma série de marcadores do estresse oxidativo, alguns mais
consolidados, outros necessitando de mais estudos para elucidacao completa de seus
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mecanismos e implicacoes biologicas. Diante da estreita relacao existente entre estresse oxidativo
e o desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, ressalta-se a extrema importancia
da avaliacao de tal processo, com a finalidade de monitoramento do dano oxidativo.

As técnicas de afericio dos marcadores do estresse oxidativo, tém sua qualidade
dependente de alguns critérios, entre eles: capacidade de refletir o dano oxidativo in vivo;
mostrar adequada variabilidade tanto entre afericoes em uma mesma amostra em diferentes
tempos, quanto entre amostras distintas; seus niveis nao devem ser influenciados pela
dieta e deve ter estabilidade relevante. Tais critérios sao referentes a marcadores ideais. No
entanto, na pratica, alguns destes sdo inviaveis. Ainda cabe ressaltar que tais técnicas sao
carentes de valores de referéncia ou faixas de normalidade, tanto para humanos quanto
para animais, dessa forma, tais métodos tém sua aplicacdo limitada 2 comparacao entre os
valores obtidos nos diferentes grupos de estudo.

Em funcio das dificuldades metodologicas e das lacunas de conhecimentos existentes
em torno dos marcadores do estresse oxidativo e de seus métodos de afericao, justifica-se
a importancia de estudos nesta drea, com o objetivo de tracar consideracoes solidas que
contribuam para uma melhor padronizacio dos métodos de afericio, com vistas a possibilitar
sua aplicacao rotineira no diagnostico e controle do estresse oxidativo e suas implicacoes

sobre a satde humana.
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