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Resumo

O termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula altamente reativo, que contém niimero impar de elétrons em sua ultima camada
eletrnica. E este ndo emparelhamento de elétrons da tltima camada que confere alta reatividade a esses 4tomos ou moléculas. O presente
trabalho teve como objetivo apresentar uma abordagem sobre as principais contribuigdes descritas na literatura a respeito dos radicais livres,
sua agdo nas biomoléculas e suas consequéncias. Para tanto, foi realizada uma revisao de literatura utilizando artigos publicados nos periédicos
indexados com base em banco de dados Lilacs, Medline e Scielo. Alguns radicais livres ocorrem naturalmente em nosso corpo através do
nosso metabolismo, contudo, fatores exdgenos tais como poluicdo, radiagdo, cigarro, herbicidas entre outros podem provocar a formagao
desses radicais. Nos ultimos anos, os radicais livres vém sendo discutidos devido a sua capacidade de desestabilizar biomoléculas como
carboidratos, lipidios, proteinas, DNA entre outras, causando doengas degenerativas, artrite, inflamagao, envelhecimento precoce, cancer e
problemas cardiovasculares. Para inibir e reduzir a formacao desses radicais, existem substancias antioxidantes. Portanto, pode-se concluir,
através de uma abordagem clara, a desmistificagdo dos possiveis questionamentos sobre a a¢do dos radicais livres no organismo humano.

Palavras-chave: Radicais Livres. Antioxidantes. Testes Laboratoriais.
Abstract

The term free radical refers to a highly reactive atom or molecule, which contains an odd number of electrons in its outer electronic shell, which
confers high reactivity for these atoms or molecules. This paper aims to present an approach to the main contributions described in the literature
about free radicals, their action on biomolecules and the consequences of these actions through a literature review using articles published in
indexed journals based on Lilacs, Medline and Scielo databases. Some free radicals occur naturally in our body, however, exogenous factors
such as pollution, radiation, cigarette, herbicides, among others, may lead to the the formation of free radicals. In recent years, free radicals have
been discussed because of its ability to destabilize biomolecules such as carbohydrates, lipids, proteins, DNA and others, causing degenerative
diseases, arthritis, inflammation, aging, cancer and cardiovascular diseases. There are substances to inhibit and to reduce the formation of these
radicals called antioxidants. Therefore, it can be concluded through a clear approach the demystifying of the possible questions about the action
of free radicals in the human body.

Keywords: Free Radicals. Antioxidants. Laboratory Test.

1 Introducdo A importancia dos radicais livres no metabolismo celular

Nos anais da histéria da medicina, poucos eventos Yem Se tornando clara, em funcdo de intensa investigacdo

em varios campos, incluindo estudos da peroxidagao

tiveram impacto tdo profundo e matizado com respostas

polifacéticas como o ocorrido em consequéncia a descoberta  lipidica, sistemas de oxi redutase ¢ no papel da superoxido

dos radicais livres, causando uma verdadeira eclosdo nas
areas de investigacdo clinica relativas aos radicais livres - RL
e antioxidantes'.

Os RL sdo espécies quimicas constituidas de um
atomo ou associacdo de atomos, possuindo um elétron
desemparelhado na sua orbita mais externa. Essa situagdo
implica em alta instabilidade energética e cinética, uma vez
que para se manterem estaveis precisam doar ou retirar um
elétron de outra molécula. A principal fonte de radicais livres
produzidos no organismo vem do metabolismo normal do
oxigénio*’.

UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude 2013;15(3):231-7

dismutase. O interesse por radicais livres e antioxidantes
tem se intensificado ultimamente, pelo possivel papel dessas
substéncias na patogénese de diversas doengas®.

O termo radical livre refere-se as moléculas organicas e
inorganicas de existéncia independente, que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente,
podem ser
configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente

classificados como radicais livres. Essa
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativas. A presenca dos radicais € critica para a manutengao

de muitas fungdes fisioldgicas normais®®.
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Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas,
lipidios, carboidratos e DNA) esta relacionado com seu sitio
de formacgao. Entre as principais formas reativas do oxigénio,
o O, apresenta baixa capacidade de oxidagdo, o radical
hidroxila - OH- mostra uma pequena capacidade de difuséo e
¢ 0 mais reativo na induc@o de lesdes nas moléculas celulares.
O peroxido de hidrogénio, H,0,,ndo é considerado um radical
livre verdadeiro, mais é capaz de atravessar a membrana
nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de
reagdes enzimaticas®.

Os antioxidantes sdo qualquer substincia que, presente
em baixas concentragdes quando comparada a do substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagdo deste substrato de
maneira eficaz, podendo ser encontrados naturalmente em
nosso organismo e em alimentos. Estes sdo responsaveis pela
prote¢do do organismo contra a a¢do oxidativa dos radicais
livres®®.

Pequenas moléculas podem exercer efeito antioxidante,
agindo diretamente na neutraliza¢do dos radicais livres e/ou
participando indiretamente de sistemas enzimaticos com esta
fun¢@o. Sao elas: vitamina C, glutationa, acido urico, vitamina
E, selénio e carotenoides®.

A producdo continua de radicais livres durante os
processos metabolicos levou ao desenvolvimento de muitos
mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a indugdo de danos. Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicao e reducao de radicais
livres nas células’.

Dentro deste contexto, torna-se evidente a importancia
de entender como os radicais agem sobre as biomoléculas e
suas consequéncias. O presente trabalho teve como objetivo
apresentar uma abordagem sobre as principais contribui¢des
descritas na literatura sobre os radicais, sua ac¢do nas
biomoléculas e suas consequéncias. Foram consultados
artigos provenientes de revistas indexadas, relacionados ao
tema proposto, na lingua portuguesa, contemplando os anos de
2005 a 2013. Foram utilizados os seguintes descritores e suas
combinagdes: Radicais Livres/ Free Radicals, Antioxidante/
antioxidant.

2 Desenvolvimento

2.1 Radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres e os antioxidantes sdo temas de
pesquisa nos ultimos anos, quanto aos seus aspectos basicos
e suas aplicagdes. Devido a sua importancia, abrangéncia e
pela possibilidade de promogdo da satde e cura de diversas
doengas'*.

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas que
podem interferir em reagdes normais do organismo, causando
instabilidade da
molécula, por possuir elétrons desemparelhados. A formagao
de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de enzimas,

alteracdes. Sua reatividade deve-se a
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durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem
no metabolismo celular (fatores endogenos) e pela exposi¢ao
a fatores exogenos (0zonio, radiacdes gama e ultravioleta,
medicamentos, dieta, cigarro, etc.)*®.

Antioxidantes sdo substancias que podem atrasar ou
inibir as lesdes causadas pelos radicais livres. A concentra¢ao
dessas pode aumentar
geragdo intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos
antioxidantes. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e

substancias devido a maior

antioxidantes que resulta na indu¢@o de danos celulares tem
sido chamado de estresse oxidativo™®. Sdo indispensaveis na
defesa contra infecgdes, sendo que os primeiros a chegar ao
local sdo os neutréfilos que agirdo contra o invasor e, em
seguida os macrofagos que engolem e trituram o agente
estranho. Essa estratégia de defesa s6 ¢ possivel porque
o organismo utiliza o potencial destruidor dos radicais
livres*!.

A maioria dos radicais livres tem como caracteristica
uma meia-vida muito curta, variando de minutos a nano
segundos, sendo capazes de reagir rapidamente com varios
compostos ou atingir alvos celulares, como as membranas,
transformando a molécula atacada em outro radical livre e
gerando reacdes em cadeia bastante danosas'®!!.

A formagdo de radicais livres pelo organismo em
condigdes normais ¢ inevitavel, pois sdo necessarios no
processo de respiragdo celular nas mitocondrias, que sdo
as “usinas energéticas” das células, que geram a energia na
forma de ATP (adenosina trifosfato). Os radicais livres podem
ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana
e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA)
esta relacionado com o seu sitio de formagdo'®!.

Os radicais livres tem papel no sistema imunologico pois
apresentam ag¢do bactericida, fungicida, virotica, agindo como
uma espetacular barreira de defesa do organismo frente a
presenga de microrganismos'2. Além disso, sdo encontrados
envolvidos na fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagdo intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes. No entanto,
prejudiciais, tais como a lipoperoxidacdo de membranas e
oxidacao de proteinas'.

Alguns exemplos de radicais livres sdo: radical hidroxila
- OH, anion superdxido (O,7), radical peroxil - ROO., radical

seu excesso acarreta efeitos

alcoxil - RO. e 6xido nitrico - NO-. Entre esses radicais livres,
0 OH' e O, sdo os que tém maior importancia biologica, pois
sdo formados durante o processo normal ou exacerbados
da redugdo de oxigé€nio molecular (O,) no interior das
mitocondrias. Embora o O, ndo seja um radical livre, pode
favorecer a formagio de espécies radicalares!'°,

2.2 Reacoes de producio de radicais livres

Devido a sua configuragdo -eletronica, o oxigénio,
principal oxidante em virtude do metabolismo aerdbico,
tende a receber um elétron de cada vez, o que acarreta na
formacdo de compostos intermediarios altamente reativos
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— EROs (Figura 1). O primeiro composto obtido ¢ o radical
superdxido, formado quando o O, sofre a redugdo univalente
isoladamente. Esse radical ¢ pouco reativo e, portanto, ndo ¢
altamente citotoxico'®!7.
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Figura 1: Reagdes quimicas de formacao de radicais livres

Fonte: Rossetto'*

Uma vez que o O, ¢ parcialmente reduzido pela recepgdo
de dois elétrons, o produto obtido € o peroxido de hidrogénio
(H,0,). Apesar de ndo ser um radical livre, pois ndo tem
elétrons desemparelhados na Ultima camada, ¢ importante
porque participa das reagdes que produzem o radical OH’,
seja via reagdo de Fenton ou de Haber-Weiss. Tem vida
longa, ¢ capaz de atravessar camadas lipidicas e pode reagir
com a membrana eritrocitaria ¢ com proteinas ligadas ao
ferro'®7.

A toxicidade do perdxido de hidrogénio H,0, se deve, em
grande parte, & conversdo da molécula em radical hidroxila
(OH") por hidrolise. Uma vez formado, o radical hidroxila OH"
pode promover quebra e modificagdes nas bases de DNA das
células, o que acarreta em alteragcdes na expressdao genética,
mutagdo e apoptose celular, modificagdes em proteinas e
peroxidagdo lipidica'®!’.

2.3 Mecanismos de formacdo das espécies reativas de
oxigénio

A oxidagdo ¢ um processo metabdlico que permite ao
sistema celular converter potencial energético de particulas
assimilaveis em energia utilizavel e necessaria para atividades
essenciais das células'®2!,

A espécies reativas de oxigénio - EROs sao moléculas
capazes de reagir no organismo e consequentemente interferir
nos processos biologicos e fisiologicos. Podem se formar de
diferentes formas, entre elas, durante a reducdo do oxigénio
a agua na cadeia de transporte de elétrons na mitocondria. A
capacidade destas espécies em ocasionar danos depende da
caracterizacao do tipo de radical e das moléculas que estdo
sendo atingidas?>2*

Outra forma de formagdo dos EROs ocorre durante
0s processos metabdlicos normais ou patogénicos ou sao
provenientes de fontes exogenas fisicas e quimicas. Além de
atuar como mediadores da transferéncia de elétrons, essas
espécies atuam em varios processos bioquimicos, como a
fagocitose, fendomeno em que EROs, H,0,, CIO™ ¢ O,, sdo
produzidas para eliminar o agente agressor por oxidagao?!.

No metabolismo celular normal existe a produgdo
constante de EROs (Quadro 1) e condigdes com alta produgao
de EROs acarreta agdes deletérias em todos os componentes
celulares'.
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Quadro 1: Espécies reativas de oxigénio (EROs)

0,~ Anion super6xido ou radical superdxido
HO/ Radical perhidroxil
H,o, Peroxido de hidrogénio
OH* Radical Hidroxila
RO* Radical alquila
ROO* Radical peroxido
ROOH | Hidroperoxido organico
O, Oxigenio singlet
RO Carbonila excitada

Os radicais livres e demais moléculas que surgem em
fungdo das acdes oxidativas nos sistemas biologicos sdo
denominados de EROs. Para se protegerem contra oxidacdes
os organismos dispdem de mecanismos enzimaticos e nio
enzimaticos'.

O sistema enzimatico ¢ o primeiro a agir, evitando o
acumulo de anion radical superéxido e do perdxido de
hidrogénio. E formado por diversas enzimas, destacando-se a
superoxido dismutase - SOD, a catalase - CAT e a glutationa
peroxidase - GPx*.

Quanto antioxidantes ndo enzimaticos, devem-se incluir
algumas vitaminas (C, E e A), outros produtos naturais (ex.:
carotenoides, flavonoides, outros polifenois, furanoides e
tidis) e produtos sintéticos (ex.: Ebselen, N-acetilcisteina
¢ Trolox). E interessante notar que espécies carbonilicas
no estado triplete, produzidas na termolise de dioxetanos e
dismutag@o de radicais alcoxilas e peroxilas, formadas com
altos rendimentos durante a peroxidagdo lipidica e outras
oxidagdes bioldgicas, tém sido negligenciadas na literatura
apesar de, in vitro, terem exibido reatividade similar a de
radicais alcoxila?'.

O processo de peroxidagdo lipidica € iniciado pela
reacdo de um radical livre com um acido graxo insaturado
e propagado por radicais peroxila, podendo ser definido
como uma cascata de eventos bioquimicos. Resulta na
formacao de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o
malondialdeido, 4-hidroxinonenal e isoprostanos, que podem
ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados para avaliar
o estresse oxidativo.

O excesso de EROs e Espécies Reativas de Nitrogénio
(ERNs) no organismo ¢ combatido de forma eficaz por
que podem ser produzidos pelo corpo
ou absorvidos por meio da alimentagdo. Promovem a
neutralizacdo das camadas com elétrons desemparelhados

antioxidantes,

por meio da remocao ou adigdo de elétrons de acordo com a
necessidade para a estabilizagdo do atomo ou molécula'.

O consumo exagerado de gorduras, tabaco e alcool,
assim como a exposi¢ao constante a poluicdo ou a condi¢des
de estresse, aumentam a formacdo de espécies reativas.
Consequentemente, o balango existente entre antioxidantes,
EROs e ERNs ¢ quebrado, surgindo o estresse oxidativo, que
esta associado a fisiopatologia de varias doengas®.
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2.4 Antioxidante e defesa antioxidante

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual e pode
ser definido como uma familia heterogénea de moléculas
naturais, presentes em baixas concentragdes, comparativamente
as biomoléculas que supostamente protegeriam o organismo,
podendo prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo®?*.

Sdo muito importantes para o ser humano, pois atacam os
radicais livres que geram danos a satide?.

Os antioxidantes podem ser divididos quanto a suas classes
e quanto o seu modo de a¢do. Quanto as classes, eles podem
apresentar atividade enzimatica e ndo enzimatica (Figura 2),
ja no modo de ag@o podem ser primarios e secundarios.
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-
.
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T

«
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- Retinopatia
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- Intoxicagdes - Radiagao
- Envelhecimento - Céancer

Figura 2: Doengas associadas as espécies reativas ao oxigénio EROs

A atividade enzimatica s3o os compostos capazes de
bloquear a iniciagdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que
removem as espécies reativas ao oxigénio. Ja a atividade ndo
enzimatica sdo moléculas que interagem com as espécies
radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta
classificacdo, incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos
como os compostos fendlico®.

De acordo com seu modo de acdo, os antioxidantes podem
ser classificados em primarios e secundarios. Os primarios
atuam interrompendo a cadeia da reagio através da doagao de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ ou reagindo com os
radicais livres, formando o complexo lipidio-antioxidante que
pode reagir com outro radiacal livre®.

Os antioxidantes secundarios atuam retardando as etapas
de iniciagdo da autoxidacdo, por diferentes mecanismos que
incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicao de hidroperdxidos para formar espécie nao

radical, absor¢do da radiagdo ultravioleta ou desativagdo de
26

oxigénio singletes
As
endogenamente ou adquiridas pela dieta. Estas estratégias de

defesas antioxidantes podem ser produzidas
defesa incluem diferentes niveis de protecdo, que podem ser
resumidos em trés formas principais de atuacdo: evitar a formagao
de ERO, neutralizacdo destas espécies reativas e reparacao de
danos ocasionados por elas. Assim, o termo antioxidante pode
ser considerado como qualquer substancia que atrase, previna

ou remova o dano oxidativo de uma molécula-alvo?’.
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As células possuem sistemas de defesa enzimaticos e
nao-enzimaticos para proteger seus constituintes celulares e
manter o estado redox celular. O sistema de defesa enzimético
consiste tipicamente de pequenas moléculas que sdo soluveis
em qualquer meio aquoso, Agindo em geral como varredores
de radicais, substancia oxidada pelas ERO e assim removem
os oxidantes da solugdo?.

As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a atividade
da superdxido dismutase (Sod), catalase (Cat), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa
S-transferase (GST)>-°,

Dentre as principais defesas antioxidantes ndo-enzimaticas
da célula estdo as vitaminas C e E, carotenoides, flavonoides,
pigmentos biliares, urato e o tripeptideo glutationa (GSH),
todos sendo captadores de radicais®-°.

A Glutationa (GSH) ¢ um tripeptideo (glutamil-cisteinil-
glicina) que desempenha fun¢do fundamental na prote¢ao das
células contra danos oxidativos causados por radicais oxidantes,
atuando como sequestradora de radicais na homeostase tidlica,
na manuten¢ao do balango redox da célula e para defesa contra
agentes eletrofilicos, como os xenobidticos?”.

O mecanismo de agdo da glutationa ocorre por meio
da redugdo do perdxido de hidrogénio e de hidropeptideos
organicos com utilizagdo da glutationa (GSH), que atua como
co-substrato da glutationa peroxidase, tendo propriedade de
doador de elétrons, a qual podera ser regenerada por meio da
glutationa redutase - GR com a transferéncia de hidrogénio do
NADPH?"-,
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2.5 Patogenia das lesdes provocadas por radicais livres

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de
evidéncias tem indicado o papel chave dos radicais livres
e outros antioxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas
ao envelhecimento, como cancer, doengas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais?’->
(Figura 2).

As moléculas instaveis também podem ser formadas pelos
efeitos do sol, contaminag@o por tabaco e bebida alcoodlica,
podendo danificar as membranas das células, provocando
efeitos negativos sobre a pele e acelerando o processo de
envelhecimento, devido a morte ou ao mau funcionamento das
células. Os radicais livres atacam as células na parte superficial
da epiderme, degradando os fibroblastos da derme e podendo,
inclusive, lesar a cadeia de DNA, proteinas, carboidratos,
lipidios e as membranas celulares na parte mais profunda da
epiderme, causando cancer nos casos mais graves?’’,

A forma como estas doengas ocorrem permite uma
classificagdo em dois grupos. O primeiro grupo engloba o
estresse oxidativo mitocondrial, decorrente do desequilibrio do
estado redox sistémico e da depuracdo prejudicada de glicose,
0 que sugere que a mitocdndria do musculo esquelético seja o
principal sitio de geragdo de EROs. O segundo grupo ocorreria
em consequéncia de uma condicdo oxidativa inflamatdria, em
que ha estimulagdo excessiva da atividade da NADPH oxidase
por citocinas e outros agentes?’,

2.6 Testes laboratoriais (avaliacio da atividade antioxidante)

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e suas
de atuagdo nos organismos
dificilmente existira um método simples e universal pelo

diferentes formas Vivos,
qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e
quantitativamente. A busca por testes mais rapidos e eficientes
tem gerado um grande numero de métodos para avaliar a
atividade de antioxidantes naturais pelo uso de uma grande
variedade de sistemas geradores de radicais livres*”.

Varias pesquisas de métodos reveladores e confiaveis
para detecgdo precoce e prevencao de alteragdes no equilibrio
redox celular e de tecidos especificos, por meio da analise de
“biomarcadores”, revestem-se, atualmente, de forte interesse
cientifico e clinico®'. Entre eles estdo: métodos fisicos, fisico-
quimicos e biologicos, sendo discutido no presente trabalho
alguns dos métodos fisico-quimicos e bioldgicos?’.

Os biomarcadores tém caracteristicas passiveis de
avaliagdo e mensuracdo, como indicadores de processos
bioldgicos normais, processos patogénicos ou de resposta
farmacolégica a uma Assim,
refletiriam mudangas em sistemas biologicos relacionadas a
exposi¢do ou aos efeitos de xenobidticos, ou outros tipos de

intervencdo terapéutica.

fatores, incluindo aqueles relacionados a doengas®'.
Os testes antioxidantes nos sistemas biologicos podem
ser classificados em dois grupos: os ensaios usados para
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avaliar peroxidacao lipidica, no qual um lipidio ou substrato
lipoproteico sob condi¢des padrdo ¢ usado, e o grau de
inibicao da oxidagao ¢ medido, e os ensaios usados para medir
a habilidade de sequestro de radicais livres®!.

2.6.1 Métodos fisico-quimicos

a) Capacidade antioxidante total

Os testes propostos na literatura variam quanto ao tipo de
radicais gerados, indicador de oxidacdo escolhido e método
usado para sua detec¢do e quantificacdo. S@o chamados
ensaios de captagdo (“trap assays”). Em todos esses ensaios,
um radical é gerado e reage com moléculas-alvo, para produzir
cor, fluorescéncia, quimiluminescéncia, perda ou ganho de
sinais de ESR (“Electron Spin Resonance” ou Ressonancia do
Spin Eletronico) ou outra mudanca mensuravel. A presenca
de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua analise
quantitativa?,

Dentre os testes utilizados, aqueles conhecidos pelas
siglas TRAP - Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter,
ORAC - Oxygen-Radical Absorbancy Capacity, FRAP -
Ferric-Reducing Ability of Plasma e TEAC - Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity. Sendo discutindo no presente artigo o
teste ORAC que ¢ um método cuja determinacdo analitica
envolve reagdes de transferéncia de atomos de hidrogénio e o
TEAC, transferéncia de elétrons™,

O decréscimo da CAOT ndo significa necessariamente
que o dano oxidativo ocorreu, pode significar simplesmente
que o mecanismo de defesa cumpriu sua fungéo habitua®.

b) ORAC

O ORAC ¢ um método que usa a proteina ficoeritrina,

fotossintética, marcadora de fluorescéncia, como alvo
dos radicais. O ORAC mede a diminui¢do da emissdo de
fluorescéncia de PE adicionada ao plasma em presenga de um
composto azo, gerador de radicais®2.

O ORAC combina o tempo de inibigdo ¢ a percentagem
(%) de inibi¢do da agdo do radical pelo antioxidante e usa
a area sob a curva para a quantificagdo. O teste expressa
os resultados como unidades de ORAC ou equivalentes do
trolox, que corresponde a quantidade de trolox em pmol que
tem a mesma atividade antioxidante para o radical peroxila
em 1 L de plasma. Porém, se o gerador de radicais for o Cu*",
o trolox ndo pode ser usado como padrao, pois pode atuar
como pro-oxidante na presenga de deste metal. Neste caso,
a acgdo antioxidante sera expressa em unidade antioxidante:
uma unidade equivale a atividade antioxidante que causa o
aumento da area sob a curva de decaimento de fluorescéncia

de PE em 100%%*.
¢) TEAC

O TEAC baseia-se na inibi¢ao por antioxidantes do cation
radical 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de
diaménio) (C,H, NO, S,, M. M. 548,7 g/mol, ABTS™), que
apresenta absorbancia caracteristica primaria em 415 nm e
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absor¢des secundarias em 660, 734 € 820 nm*2.

O método original baseia-se na ativagdo de metamioglobina
como peroxidase, em presenca de ABTS. O complexo preferriu
da hemeproteina produziria o cation radical ABTS™ de cor
azul esverdeada. A adi¢do desse radical a um meio contendo
antioxidantes permite avaliar, através do grau de descolorag@o,
sua capacidade antioxidante. Alguns autores sugerem o uso de
oxidacdo quimica de ABTS, com utilizagdo de reagentes como
dioxido de manganés ou persulfato de potassio, uma vez que
outros antioxidantes podem contribuir para reduzir o radical
ferrimioglobina formado durante a reagdo™.

O percentual de inibicdo de ABTS™ ¢ determinado em
fun¢do da concentragdo e do tempo. Quando a medida ¢
relativa a reatividade do trolox, como padrao, sob as mesmas
condigdes, o teste ¢ denominado TEAC, expresso como
unidades equivalentes de trolox que correspondem a 1,0
mmol/L. Trata-se de um método aplicavel para o estudo de
antioxidantes lipossolaveis e hidrossoluveis®?.

d) 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe+)

A molécula de DPPH ¢ caracterizada como um radical
livrte estavel em virtude da deslocalizagio do elétron
desemparelhado por toda a molécula, que confere a esta
molécula uma coloragao violeta, caracterizada por uma banda
de absorg¢do em etanol em cerca de 520 nm. O ensaio se baseia
na medida da capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a
hidrazina. Quando uma determinada substancia que age como
doador de atomos de hidrogénio ¢ adicionada a uma solugao
de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanga simultdnea na
colorag@o de violeta a amarelo palido®*3!.

O método ¢ considerado um dos mais faceis, precisos e
reprodutivos na avaliagdo da atividade antioxidante de sucos
de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como
flavondides e terpenoides’'.

2.6.2 Métodos biologicos

a) Superoxido dismutase (SOD)

As principais formas de superdxido dismutases
encontradas em humanos sdo a Cu/ZnSOD, localizada no
citosol (dimérica), além de lisossomas, nlcleo e espago entre
as membranas interna e externa da mitocondria (tetramérica)
¢ a MnSOD localizada na mitocondria®.

A maioria das andlises de SOD ¢ realizada verificando-
se a atividade de SOD indiretamente, geralmente por adi¢do
ao eritrocito do sistema xantina - xantina oxidase como fonte
de O, e um composto que seja reduzido pelo O,~'** como,
por exemplo, o 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloreto
de feniltetrazol (INT, C  H ,CIIN,O, .x H,O0, M.M. 505,7 g/
mol). O O, transfere um elétron ao INT e produz formazana,
detectada em espectrofotometro a 505 nm. A atividade da
enzima ¢ medida a partir do grau de inibi¢do da reagdo a
que o eritrocito foi submetido e os valores sdo expressos em

unidades por grama de hemoglobina (Hb) (U/g Hb). A inibigao
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da formagao do cromdgeno ¢ proporcional a atividade de SOD
presente na amostra. Nessa técnica, uma inibi¢do de 50% ¢
definida como uma unidade de SOD*%.

b) Catalase (CAT)

A catalase, cujo sitio ativo contém o grupo heme, esta
enclausurada no peroxissoma, a principal organela responsavel
pela desintoxicacdo celular e oxidagdo de acidos graxos de
cadeia longa, fonte inesgotavel de perdxidos organicos,
produtos carbonilicos e oxigénio singlete. A catalase ¢ também
encontrada nas mitocondrias das células do tecido cardiaco®.

Ha dois caminhos mais utilizados para estudo de sua
atividade, que referem-se a medida do decaimento na
concentragdo de H,O, e geragdo do oxigénio. A leitura
do decaimento de H,O, ¢ feita por espectrofotometria no
ultravioleta a 240 nm. Os valores de CAT também sao
expressos em unidades por g de hemoglobina (U/g Hb). Uma
unidade de CAT corresponde a atividade da enzima necessaria
para o consumo de 1 pmol de H,0, em 1 min*.

3 Conclusao

Nas tltimas décadas foram realizadas inimeras pesquisas
a fim de esclarecer o papel dos radicais livres em processos
fisiopatologicos, como cancer, aterosclerose, inflamagao,
entre outros. Devido ao aumento das patologias causadas
por radicais livres, torna-se cada vez mais importante o
entendimento destes mecanismos tanto para os profissionais de
satide quanto para os pacientes. Portanto o presente trabalho de
revisdo de literatura pode concluir, através de uma abordagem
clara, a desmistificagcdo dos possiveis questionamentos sobre
a acdo dos radicais livres no organismo humano.
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