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voltametria de pulso diferencial associada ao uso de surfactante como resposta as
adaptacoes geradas pelo exercicio. Dissertacio (Mestrado em Biodindmica do Movimento
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RESUMO

Aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio como conseqiiéncia do aumento na
demanda energética pode aumentar o estado de oxidagdo celular, contribuindo para um estado
redox celular 6timo e o desenvolvimento maximo de for¢ca. O poder redutor de amostras
bioldgicas reflete sua capacidade antioxidante, mantida em grande parte pelos antioxidantes de
baixo peso molecular (ABPM). Os ABPM agem como agentes redutores, doando elétrons para
as espécies radicalares. Podem, dessa forma, ser quantificados por técnicas eletroquimicas. Os
ABPM incluem compostos tais como dcido drico, vitamina C, vitamina E e 4cido lipdico. O
objetivo do presente estudo foi investigar a aplicabilidade do surfactante catidnico cloreto de
cetilpiridina (CPC) como sistema micelar no aperfeicoamento da técnica de voltametria de pulso
diferencial (VPD) para andlise de amostras de soro e saliva de humanos. Analisamos ainda a
correlagdo dos dados obtidos com outras metodologias de anélise da capacidade antioxidante
total. O presente trabalho estd dividido em trés capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma
introducdo geral sobre o tema, incluindo dentre outros tépicos os mecanismos moleculares
envolvidos na adaptagdo ao treinamento, sistema de defesa antioxidante, a técnica de
voltametria de pulso diferencial e acdo geral dos surfactantes. O capitulo 2 apresenta os dados
das amostras de soro e saliva obtidos por VPD na presencga e auséncia do CPC. O capitulo 3
apresenta dos dados de limite inferior e superior do voltamograma de saliva de 138 sujeitos
fisicamente ativos. Os resultados obtidos mostraram que o surfactante CPC aumentou a
sensibilidade e estabilidade do sinal voltamétrico, viabilizando a aplicacdo desse método em
amostras de fluidos bioldgicos como soro e saliva de forma a substituir polimento e prevenindo
a passivacdo gradual do eletrodo de trabalho e perda de sinal voltamétrico. Nossos dados
sugerem ainda que o primeiro pico de corrente anddica de ambas as amostras parece ser
influenciado principalmente pela concentracdo de dcido tdrico. Os resultados apresentados nesse
estudo validam a VPD como uma metodologia para avaliagdo do estado redox do soro e saliva
em resposta ao exercicio fisico ou a outras situagdes fisioldgicas ou patoldgicas. Os limites
inferior e superior de andlise da capacidade antioxidante de saliva determinada pela técnica de
VPD associada ao uso de CPC pode contribuir para o monitoramento, adequac¢iao, bem como
individualizar os programas de treinamento fisico, garantindo que a sobrecarga do exercicio seja
adequada para manutencao da saide e integridade fisica.

Palavras-Chaves: voltametria de pulso diferencial, surfactante, estresse oxidativo; capacidade
antioxidante; overtraining; plasma; saliva.
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PASSOS, Madla Adami dos. Antioxidant capacity measurement of biological fluids by
differential pulse voltammetry associated to surfactant as response to generated
adaptations by the exercise. Dissertacio (Mestrado em Educag¢do Fisica)-Faculdade de
Educacao Fisica. Universidade Estadual de Campinas, 2009.

ABSTRACT

Increasing formation of oxygen reactive species, as a consequence of increasing in the
energetic demand, can raise the cellular oxidation state, and it contributes to an optimum
cellular redox state and for the development of maximum force. The biological samples
reducing power reflects its antioxidant capacity, which is maintained mainly by the low
molecular weight antioxidants (LMWA). LMWA act as reducing agents, they donate electrons
to radicalar species. They can be, on this way, quantified by electrochemical techniques.
LMWA include substances such as uric acid, vitamins C and E vitamin and lipoic acid. The
aims of the present work were to investigate the applicability of the surfactant cetilpiridine
chloride as a micellar system for the optimization of differential pulse voltammetry technique
(DPV) for the analysis of human serum and saliva samples. It was analyzed the correlation of
the obtained data with others methodologies. The work is divided in three chapters. Chapter 1
presents a general introduction about the theme, which includes, between other topics: involved
molecular mechanisms on physical training adaptation, antioxidant defense system, differential
pulse voltammetry and surfactants action. Chapter 2 presents results from serum and saliva
samples obtained by DPV technique with and without CPC. Chapter 3 presents data of upper
and lower limits from saliva voltamograms of 149 physically active individuals. Acquired data
showed that the utilization of cetilpiridine chloride as surfactant increased sensitivity and
stability of the voltammetric signal, making possible the use of this method in serum and saliva
samples. The use of CCP can replace the polishing and prevent the gradual passivity of the work
electrode and loss of voltammetric signal. Our data suggests that the first anodic current peak
from both samples is influenced mainly by uric acid concentration. The presented results on this
work validate DPV as a methodology to the evaluation of redox state from serum and saliva in
response to exercise or pathologic, physiologic conditions. With the saliva antioxidant capacity
limits established by DPV method, associated to the use of CPC, it is possible to track, to
adequate and to individualize physical training programs, warranting, this way, a correct
exercise intensity and maintenance of health and physical integrity.

Keywords: differential pulse voltammetry; surfactant, oxidative stress; antioxidant capacity,
overtraining; serum, saliva
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. TREINAMENTO FISICO E SUAS CONSEQUENCIAS

Estimulos fisicos especificos, com diferentes freqiiéncias, dura¢des e intensidades
provocam adaptacdes organicas especificas. Tais adaptacdes acontecem nos sistemas de agdo
imediata, como o neuromuscular, vias metabdlicas, e em sistemas auxiliares de participacao
indireta, como o sistema cardiovascular (Weineck, 1999; Bompa, 2001). O aumento no
desempenho deve ser a conseqiiéncia natural adaptativa em resposta as sobrecargas de esforco
fisico impostas durante uma sessao de treinos.

Conforme mostrado na Figura 1, o estresse induzido pelo exercicio € responsavel por um
distdrbio agudo na homeostasia. Esse estresse aciona respostas integradas entre o sistema nervoso
central, enddcrino, imune, cardiorespiratério e musculatura esquelética a fim de adequar o
fornecimento de O, e energia, aumentar a forca e resisténcia muscular, resisténcia a dor e
acuidade mental. Essa fase (Fase I) se relaciona com um estado de fadiga ou incapacidade de
manuten¢do da poténcia de trabalho esperada (Hultman e Sjoholm, 1986; Bompa, 2001). A Fase
1 dispara a Fase II, onde se inicia a resposta adaptativa ao estimulo do exercicio. Dessa forma, é
importante ressaltar que os efeitos benéficos do treinamento fisico dependem da qualidade e
quantidade de estimulos e também do tempo de descanso entre uma sessao e outra de exercicios.

A resposta adaptativa seguinte a aplicacdo de sobrecargas de esfor¢o fisico constitui-se
em um mecanismo evolutivo conservado, através do qual as células defendem-se contra
mudancas abruptas e adversas do meio ambiente, adaptando-se positivamente a elas (Welch,
1993). Este € um fato a ser observado na estruturacdo do treinamento seja de atletas, seja de
sujeitos fisicamente ativos: a adaptacdo positiva acontece na fase de recuperagdo do esforco,
também chamada de periodo regenerativo (Fases II e III). Quando o tempo de descanso é
adequado, ¢é restabelecida uma nova homeostasia celular, refletida em niveis de atividade
enzimatica e de substratos metabolicos maiores quando comparado aos detectados anteriormente.
O apice da Fase III ¢ chamado de estado de supercompensacdo metabdlica.

Na supercompensacdo ocorre um melhor suprimento energético, para exercicios que
venham a requerer maior mobilizagdo metabdlica ou, ao contrdrio, uma economia de energia, em

atividades fisicas que ja eram habituais no processo de treinamento. Esse € o momento para a
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aplicacdo de novos estimulos de exercicios (Kuipers, 1998). Por outro lado, se ndo for aplicado

um novo estimulo ocorrerd uma involucdo dos beneficios adquiridos (Fase IV).

Supercompensagio
Sessdo
Treino /\L ’""‘.uh’“a

\ » HOMEOSTASIA

| #—— Compensagdo
+— Fadiga

DESEMPENHO

TEMPO

I Il Il IV

Figura 1. O processo de supercompensacdo metabdlica. Adaptado de Bompa (1990).

O processo adaptativo em geral induz alteracdo do turnover protéico. Essa alteracao pode
acontecer pelo aumento da sintese protéica, aumento da meia vida das proteinas intracelulares, ou
através dos dois mecanismos simultaneamente (Booth et al., 1991). Ativacdo génica pode resultar
em alteracoes da massa muscular, das propriedades contriteis, e de enzimas e efetores das vias
metabolicas dependentes do estimulo empregado. De fato, em 2001 Nader e Esser mostraram que
diferentes protocolos de exercicio resultavam na ativacdo seletiva das vias sinalizadoras
intracelulares. Esses autores propuseram que essa seletividade poderia determinar a adaptagdo
especifica induzida pelas diferentes formas de exercicio.

Uma via de sinalizacdo protéica muito discutida na literatura, é a alteracao no estado
redox intracelular induzido pelo aumento na producio de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Em funcdo do aumento na demanda energética, o aumento na producdo de EROs acompanha o

aumento da atividade contratil muscular (Finaud et al., 2006, Niels et al., 2005).
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Pelo exposto, fica claro que o planejamento de um treino sistematizado deve levar em
conta o estado de fadiga normal induzido pelos exercicios, que € reversivel (fadiga aguda de
treinamento), € 0 tempo necessario para a supercompensacao, quando deveria ser aplicado um
novo estimulo. Na teoria parece simples, mas na pratica a relacdo estimulo/descanso ainda é
determinada de forma empirica, favorecendo muitas vezes desequilibrios em favor do estimulo.

Segundo a posicdo do Colégio Europeu de Ciéncias do Esporte, em 2006, esse processo
continuo de treinamento intensificado sem a recuperag¢do adequada é denominado de overtraining
(OT). O OT pode, por sua vez, induzir os estados de overreaching de curta duracdo
(overreaching funcional - FOR), overreaching extremo (overreaching nao-funcional — NFOR) e
a sindrome do overtraining (OTS) (Urhausen e Kindermann, 2002). E importante notar que
existem vdrias outras nomenclaturas para relatar, aparentemente o mesmo fendmeno (Halson e
Jeukendrup, 2004).

Ainda segundo esta Escola, o estado FOR ¢ caracterizado por uma queda ripida, seguida
de uma eventual melhora na performance, em um processo que se assemelha a teoria da
supercompensa¢do. No estado NFOR a queda na performance tem recuperacdo mais prolongada.
Normalmente, ¢ acompanhada de fadiga cronica, além de alteragdes bioquimicas, imunoldgicas,
fisiol6gicas e até mesmo comportamentais (Urhausen e Kindermann, 2002). J4 a OTS, como o
proprio nome diz tem caracteristicas ainda mais difusas, afetando negativamente vérios sistemas.
Sua diferenciacdo do estado NFOR ¢ feita basicamente pelo tempo de recuperacdo, que € muito
lento (Meeusen et. al.; 2006).

O principal problema na pritica desportiva € que a transi¢do entre fadiga aguda de
treinamento e o estado FOR, ou entre o estado NFOR e OTS € bastante ténue (Meeusen et. al.;
2006). Ou seja, pequenos descuidos podem levar a instalagdo da OTS. Dessa forma, compreender
melhor as relacdes entre quantidade 6tima de treinamento e os fatores que influenciam na
recuperacdo ¢ um dos grandes desafios dos profissionais da drea do esporte.

Os estudos sobre os mecanismos envolvidos nos estados FOR, NFOR e OTS aumentaram
nos ultimos anos, mas a literatura ainda nao apontou dados conclusivos sobre quais marcadores
sdo capazes de diagnosticar e prevenir a instalacdo dos estados NFOR e OTS (Urhausen e

Kindermann, 2002).
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1.2. EXERCICIO FiSICO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

O O, € o aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial. O O, € uma
molécula que tem a particularidade de apresentar dois elétrons desemparelhados e de spins iguais
na ultima camada eletronica. Essa caracteristica da molécula do O,, chamada de restricdo de spin
impde que quatro elétrons sejam adicionados na molécula de O, um de cada vez para ser

totalmente reduzido, conforme mostrado abaixo (Halliwell & Gutteridge. 2007):

4 I
0, + ¢ — "0, (radical anion super6xido) 1)
‘0, + e — H0; (peréxido de hidrogénio) ()
H,0, + ¢ — "OH (radical hidroxila) 3)
‘OH + ¢ — H,0 )

\ J

Nas mitocondrias esta reducdo € feita normalmente no complexo IV. A citocromo oxidase
(aa3) catalisa a transferéncia univalente dos quatro elétrons, produzindo H,O como tnico produto
final da reagdo (Halliwell e Gutteridge, 1989). De fato, este processo contribui com cerca de 95 a
98% do O, total consumido pelas células. Uma pequena fracdo do O,, no entanto, sempre €
reduzida por apenas um elétron, produzindo radical anion superéxido (O, ). A dismutacido do O,
¢ catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD), e produz peréxido de hidrogénio dando
inicio a formacdo das outras espécies reativas de O, (Jenkins e Goldfarb, 1993). As EROs
incluem espécies radicalares como o 'Oy, e ‘OH e nio radicalares, como o H,O,.

O aumento na demanda energética e consumo de O, em resposta ao exercicio comparado
a situagdo de repouso corresponde a cerca de 20 vezes no nivel sistémico e acima de 100 vezes na
musculatura, aumentando a producio de ‘O, (Astrand e Rodahl, 1986; Meydani et al., 1993). A

producdo de O, pode aumentar das seguintes maneiras:

v Na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, principalmente quando esta se encontra
reduzida (numa situacdo de an6xia muscular) e € "reperfundida" pelo O,. Essa situacdo é

freqiiente em exercicios de alta intensidade intercalados por pausas;

v" Pela enzima xantina oxidase, ativada na mesma situacdo descrita anteriormente, quando

predominam uma baixa concentracdo de ATP e altas concentracdes de AMP;



21

v" Pela enzima citocromo P450 oxidase, que parece ter efeito compensatério com a perda de
oxido nitrico (NO) na manutencdo do fluxo sanguineo para o trabalho muscular. Neste
caso a P450 estd ligada a liberagao de bradicinina, um agente vasodilatador (Sjodin et al.,

1990; Hillig et al., 2003);

v' Pela enzima NAD(P)H oxidase, presente na superficie celular dos neutréfilos e

macréfagos, responsdveis por um processo conhecido como burst respiratorio.

v Pela auto-oxidag¢do da hemoglobina;

A presenca de Fe?* (na forma livre ou ligado ao grupo heme) pode, através da reacdo de
Fenton converter o H,O, em "OH. Além disso, ‘O, e H,O, também podem produzir ‘OH, através
da reagdo de Haber-Weiss. O "OH ¢ uma das espécies mais reativas que se conhece (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

Os musculos esqueléticos também produzem 6xido nitrico (NO), pela reacdo catalisada
pela enzima 6xido nitrico sintase (Reid, 1996). O 6xido nitrico pode reagir com ‘O, formando
peroxinitrito (ONOO’), um intermedidrio estdvel que pode se decompor em um poderoso

oxidante, com reatividade similar ao "OH (Beckman et al., 1990).

As EROs s@o mais reativas que a molécula de O,, ou seja, atuam como oxidantes, sendo
capazes de influenciar positivamente ou negativamente processos intracelulares. Aumentos
fisiologicos na produg¢do de EROs parecem modular diferentes funcdes celulares tais como
resposta do sistema imune, sinalizacdo celular, transducdo de sinal, modulacdo da atividade

enzimatica e funcao contratil do musculo esquelético (Reid 2001, Vollaard et al.,2005).

1.3. SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Antioxidantes sdo substancias presentes em baixas concentragdes no organismo, capazes
de inibir ou reduzir o dano oxidativo gerado por EROs. O mecanismo de acdo dos antioxidantes
acontece de diferentes formas: minimizando a formacdo de EROs, removendo ions metalicos
capazes de produzir EROs, através do reparo de moléculas lesadas, destruicio de moléculas

danificadas e substitui¢do por novas.
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A Figura 2 apresenta o mecanismo de agdo do sistema de defesa antioxidante frente ao

aumento na producio de EROs.

NADPH
H,0+0, -~

NADP*

—

Arg GPX
\\r:r‘o Sintase Fe
‘NO
Fe®
ONCO OH
“ o

Aumento do Potencial
de oxidacdo celular

\

Atagque oxidativo a Ataque a ABPM
Estruturas Celulares Estrategicamente
I posicionados

l

Produtos Excretiveis
Ndo-Tdxicos

Dano Celular

e ]“"T GSH GSSG o—\
O \ s O 50D ' Hzc}z L " HID

Figura 2. Mecanismo de ac@o do sistema antioxidante frente ao aumento da produgdo de EROs.

Trés enzimas especificas para EROs degradam seletivamente espécies moleculares

individuais, acelerando reacdes de conversdo que ocorrem espontaneamente (Reid, 2001). A

enzima superéxido dismutase (SOD) catalisa a dismuta¢do do ‘O,  a HyO,. A SOD citosélica

contém um 4tomo de cobre e outro de zinco (CuZnSOD) no seu sitio ativo, enquanto a isoforma

mitocondrial € dependente de manganés (MnSOD).

O H,0, € reduzido enzimaticamente a H>O e O, pela enzima catalase (CAT). A outra

enzima responsdavel pela detoxificacio do H,0,, glutationa peroxidase (GPX), tem menos

especificidade para o substrato, reduzindo também hidroperdxidos a dlcool. Os Km (constante de

Michaelis-Menten) que indicam a afinidade da CAT e GPX para H,O,; sdo diferentes. Enquanto a

GPX atinge sua Vmax em baixas concentragdes, a CAT sé atinge sua velocidade maxima de

catdlise em altas concentragdes de H,O, (Powers e al., 1999). Nao existe sistema enzimatico

para eliminar ‘OH.
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Nas duas reacOes catalisadas pela GPX a glutationa reduzida (GSH) funciona como
doador de elétrons. A glutationa oxidada (GSSG) formada nesta reacdo € reduzida a GSH a custa
de NADPH, pela acdo da enzima glutationa redutase (GR). Todas essas quatro enzimas sdo
expressas constitutivamente pelos musculos. Entretanto, sua distribuicdo tende a variar de acordo
com as propriedades metabdlicas, exibindo atividades maiores em fibras do tipo I, oxidativas
(Powers et al,1999). Nio existe sistema enzimdtico para eliminar ‘OH.

Além da atuacdo das enzimas, o sistema de defesa antioxidante conta com a participacao
de antioxidantes ndo enzimdticos, conhecidos como antioxidantes de baixo peso molecular
(ABPM). Os ABPM também sao muito importantes na protecdo contra EROs, pois estdo
presentes nas células e fluidos em concentragdes muito maiores do que as enzimas. Os ABPM
podem ser sintetizados endogenamente, podem ser restos metabdlicos, ou advir da alimentacao.
Como os ABPM podem ser hidrofilicos ou lipofilicos, estdo presentes nos locais especificos em
que os danos causados por estresse oxidativo podem ocorrer, exercendo um papel fundamental
para a capacidade antioxidante total dos sistemas biologicos (Halliwell e Guterridge, 1999;
Gandra, 2004).

As células musculares como a de outros tecidos e os fluidos corporais (plasma, saliva,
sémen) possuem antioxidantes ndo enzimdticos importantes tais como: glutationa reduzida
(GSH), cisteina, 4cido drico, bilirrubina, coenzima Q, 4cido lipdico, vitamina C e vitamina E
dentre outros.

A GSH, além de tamponar peroxidos pela reacdo catalisada pela GPX também exerce um
papel de regenerar as formas radicalares das vitaminas C e E. Além disso, inativa uma variedade
de espécies oxidantes diretamente, sendo um dos mais importantes antioxidantes celulares.
(Blokhina, 2003).

O 4cido drico € o produto final do metabolismo das purinas, e pode ser produzido em
concentracoes relativamente altas no organismo humano. O 4cido drico plasmatico pode difundir-
se no interior do tecido muscular, sendo que sua concentracdo no organismo também ¢é
influenciada pela dieta (Benzie, 2000; Cutler, 1991; Waring, 2003). Alguns estudos tém proposto
que o acido drico representa a maior parte (>50%) da capacidade antioxidante (Wainer, 1987).
No plasma e no musculo é um dos mais importantes antioxidantes com acdo direta sobre o

oxigénio singlete, radical hidroxila, e peroxinitrito. Auxilia também na protecdo de eritrdcitos,
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membrana celular, acido hialurébnico e DNA, além de estabilizar complexos de ions ferro,
impedindo a peroxidacdo lipidica, protegendo dessa forma as vitaminas C e E de oxidacao.

A vitamina C ou 4cido ascérbico é um antioxidante hidrossolivel dos mais estudados.
Esta presente em condicdes fisioldgicas na forma reduzida (ascorbato). A vitamina C distribui-se
na fase aquosa, seqiiestrando EROs diretamente e neutralizando a a¢do do oxigénio singlete e
‘OH. Provavelmente ¢ o mais importante antioxidante extracelular, embora também possua acao
efetiva no citosol. Sua concentra¢do € maior nos tecidos onde a producdo de espécies reativas é

acentuada. (Finaud et al., 2006). Atua também facilitando o ciclo redox da vitamina E e GSH.

A vitamina E ¢ um antioxidante lipossolivel que possui vdrias isoformas, conhecidas
como tocoferdis. O a-tocoferol € a forma mais ativa e abundante. Por ser hidrofébica protege as
membranas contra oxidacdo. A vitamina E ou a-tocoferol tem a propriedade de inibir a

peroxidacao lipidica (Coombers, 2001).

1.4. EXERCICIO FISICO E ESTADO REDOX CELULAR

Como o aumento na producdo de EROs é conseqiiéncia do aumento nos niveis de
atividade fisica, a sobrevivéncia celular frente ao ataque das espécies reativas dependerd de um
equilibrio entre os processos de producdo e a acdo do sistema de defesa antioxidante. Qualquer
circunstancia que desequilibre estes dois processos induzird a instalacio de uma condicdo
chamada de estresse oxidativo, quando prevalece a formagdo de oxidantes aos antioxidantes
(Alessio, 1993). Neste caso, o acimulo de reagdes de oxidagdo pode induzir alteracdes severas
em vdrias estruturas celulares, inclusive nas enzimas antioxidantes, contribuindo para o dano ou
mesmo morte celular.

Uma das propostas discutidas atualmente na literatura em relacdo ao exercicio fisico, e
que estd aparentemente envolvida com esses dois estados antagbnicos, FOR e NFOR envolve a
alterac@o no estado redox intracelular (Sjodin er al.,, 1990; Alessio, 1993; Smolka et al., 2000;
Reid, 2001; Reid e Durham, 2002).

Na metade da década de 90 comecou a ser proposto com maior énfase na literatura que as
EROs seriam capazes de produzir um efeito bifdsico sobre as funcOes contrateis de musculos

esqueléticos ndo fadigados (Reid et al., 1993; Reid, 2001). Mostrou-se que baixos niveis de
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EROs, presentes em condicdes basais, eram essenciais para a produ¢do normal de forca.
Contrariamente ao que se imaginava anteriormente, um aumento modesto na produ¢do de EROs
aumentava a for¢a produzida. Este efeito positivo era revertido com concentra¢des mais elevadas
de EROs, sendo que a diminui¢do na produgdo de forca era tempo e dose-dependentes. Esses
efeitos negativos, por sua vez, eram inibidos pelo pré-tratamento do muisculo com antioxidantes e
revertidos pela administracao de agentes redutores (Reid et al., 1996; Reid, 2001).

Todas essas observacdes levaram a proposi¢do do modelo homeostatico do estado redox
celular representado na Figura 3. Este modelo assume que o estado redox citosélico € uma
varidvel regulada fisiologicamente, balanceada pela producdo de oxidantes e capacidade de

tamponamento antioxidante, predizendo que existe um estado redox intracelular que é 6timo para

a geragao de forga.
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Figura 3. Modelo de mecanismo de dois componentes redox que limitam a for¢a isométrica. As linhas
representam a alterag@o funcional de duas proteinas hipotéticas reguladoras da contragdo muscular. Uma é
limitada pela oxidagdo, outra pela redu¢do. O modelo assume que ambas sdo essenciais para o
desenvolvimento da forca, embora tenham efeito independetes. Adaptado de Reid (2001).

Embora ainda n3o se conheca o mecanismo exato pelo qual a contracdo muscular €
regulada pelo estado redox, a literatura apresenta algumas hipdteses. A primeira estd relacionada
ao metabolismo do cdlcio. Estudos tém apontado que o aumento das EROS tem como

e A . . ~ 2+ . .
conseqiiéncia um aumento na liberacdo de Ca™, gerando um maior nimero de pontes cruzadas
entre actina e miosina alterando o mecanismo de contracdo muscular. Sugere-se também que o

. .. . 2 . P
estado redox poderia alterar a atividade da enzima Ca~"/ATPase, regulando a retirada do célcio

z

citossolico (Sen er al, 1995). Outra possibilidade apontada é que os miofilamentos,
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principalmente de miosina e troponina podem ser sensiveis a modulacio redox por apresentarem
grande quantidade de grupamentos tidlicos. (Hamilton, 2000; Finaud et al. 2006). Além disso,
parece que o potencial de ac@o para a contracdo muscular pode ser modificado pelas EROs (Sen

etal., 1995).

1.5. EFEITOS DO TREINAMENTO SOBRE O SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

A literatura apresenta estudos utilizando os mais diversos protocolos de treinamento em
animais ou humanos mostrando tanto aumento quanto diminuicdo na atividade das enzimas da
defesa antioxidante, principalmente em funcdo do protocolo de exercicio utilizado (Ji, 1992; Sen,
1995; Essig e Nosek, 1997; Smolka et al., 2000; Ji, 2002). Esses efeitos antagonicos reforcam a
proposta de modulacao da atividade dessas enzimas pela concentracdo de EROs produzida (Reid,
2001; Ji, 2002).

O estudo da variagdo dos niveis de ABPM no exercicio ainda é pouco descrito,
principalmente em sujeitos submetidos a treinamento fisico sistematizado, sendo normalmente
sua variacdo relatada apds sessOes unicas de exercicios. Nesse sentido, foi mostrado que altas
concentracdes de dcido urico parecem estar associadas com o aumento da capacidade
antioxidante e reducdo dos niveis de estresse oxidativo durante o exercicio agudo. (Waring,
2003). Dados obtidos no nosso laboratério, considerando os efeitos da suplementacdo com
antioxidantes mostraram que ocorre melhora da capacidade antioxidante e reduc@o dos niveis de
estresse oxidativo, mas que essa melhora ndo se correlaciona com aumentos na performance
(Zoppi et al., 2006). Além disso, grandes quantidades de antioxidantes podem exercer efeitos

negativos (Palazzetti et al.; 2003 ; Waring, 2003)

1.6. METODOS PARA DETERMINACAO DE ABPMs.

O grande numero de antioxidantes presentes nos fluidos e tecidos humanos torna
praticamente invidvel a medida de cada antioxidante separadamente. Portanto, muitos métodos

tém sido desenvolvidos para medida da capacidade antioxidante total de plasma ou de outras
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amostras bioldgicas (Cao e Prior, 1998; Janaszenwska e Bartos, 2002). As vantagens desses
métodos sobre a dosagem de cada antioxidante separadamente € que levam em conta o
sinergismo entre todos os componentes do sistema, ja que este mecanismo de interagdo é bastante
complexo (Ghiselli ef al.,1995; Cao 1998), além disso, a interpretacdo de valores resultantes de
um tnico marcador pode ser uma fonte de erro (Finaud et al., 2006).

A literatura apresenta diferentes métodos para medir a capacidade antioxidante total, que
podem ser divididos em métodos indiretos e diretos (Kohen e Nyska, 2002). Todos apresentam
limitagdes, pois nenhum deles leva em consideracdo todas as reacdes paralelas (Prior e Cao,
1999; Brainina et al., 2007). O artigo de revisdo de Gandra e colaboradores (2004) apresenta as
principais caracteristicas de alguns desses métodos descritos para dosagem da capacidade

antioxidante total.

A técnica eletroquimica voltametria constitui um método direto de andlise do poder
redutor de uma amostra, pois abrange todos os processos quimicos que envolvem transferéncia de
elétrons. Essas técnicas possuem como base a variagdo da corrente anddica ou catddica em
fun¢do do potencial aplicado no eletrodo.De um modo geral sdo utilizados eletrodos de trabalho,
no qual se varia o potencial elétrico em relacdo ao eletrodo de referéncia, de potencial constante.
Para que seja possivel determinar um analito por voltametria, é desejavel que o mesmo seja
eletroativo, ou seja, que oxide ou reduza em uma regido de potencial aplicado, na qual a
transferéncia de elétrons seja favordvel termodinamicamente ou cineticamente, criando-se um
fluxo de elétrons. A utiliza¢do das técnicas voltamétricas possibilita o registro da capacidade da
amostra em doar elétrons, refletindo a atividade dos antioxidantes de baixo peso molecular
presentes na amostra.

Existem diferentes tipos de técnicas voltamétricas descritas na literatura, utilizadas
normalmente para estudar a transferéncia de elétrons entre moléculas e eletrodos, nao
necessariamente em fluidos bioldgicos. Recentemente Chevion e colaboradores desenvolveram
uma metodologia utilizando voltametria ciclica (VC) para determinacdo da capacidade
antioxidante de ABPM hidrofilicos e lipofilicos do plasma. Até entdo, a VC havia sido utilizada
para determinar a capacidade antioxidante de saliva (Kohen et al, 2000), homogenatos de tecidos
e para quantificar danos causados por oxidacdo (Chevion, 1997). Contudo a voltametria ciclica
(VC) apresenta menor sensibilidade quando comparada a outras técnicas eletroanaliticas como

voltametria de pulso diferencial (VPD), voltametria de onda quadrada (VOQ) ou amperometria.
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1.7. VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica de maior sensibilidade por nao
sofrer influéncias da corrente capacitiva, apresentando vantagens em relacdo a VC. As medidas
sdo realizadas em uma célula eletroquimica constituida por trés eletrodos: um eletrodo de
trabalho, um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar, que tem a funcdo de minimizar os
efeitos da corrente elétrica sobre o eletrodo de referéncia. O modelo representativo da célula

eletroquimica estd apresentado na Figura 4.

(I

Figura 4. Célula eletroquimica composta por trés eletrodos: Eletrodo de trabalho de carbono
vitreo (1), eletrodo de referéncia de calomelano (2) e contra-eletrodo de platina (3) e barra
magnética (4).

As reacgoes eletrédicas (processos de oxidagdo e redugdo) ocorrem na interface eletrodo-
solucdo gerando corrente elétrica, que é medida em funcdo da aplicacdo controlada de um
potencial (Pacheco 2004). O potencial é aplicado entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de
referéncia na forma de pulsos em varredura, ou seja, variando-o a uma velocidade constante em
funcao do tempo. O potencial e a corrente resultantes sao registrados simultaneamente.

Para o estudo de agentes redutores o potencial deve ser aplicado no sentido de maiores
potencias, sendo analisada a corrente anddica. A curva obtida pela variagdo da corrente (€ixo y)
versus a variagdo de potencial (eixo x) compde o voltamograma (figura 5). Os antioxidantes
perdem 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 proxima
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da superficie do eletrodo de trabalho estd escassa de elementos passiveis de se oxidarem,
observa-se a diminui¢do da corrente (Mabbott, 1983; Kissinger e Heineman, 1983).

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
padrao de calomelano, sdo adequados para determinar a capacidade antioxidante de amostras
bioldgicas.

A Figura 5 apresenta um voltamograma representativo de amostra de plasma obtido em

nosso laboratorio.
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Figura S. — Voltamograma de Pulso Diferencial obtido de plasma diluido em PBS (1:4).

Observa-se um pico de corrente anddica principal a uma voltagem de 440 mV e um
segundo pico encontrado em um potencial aproximado de 780 mV.

O potencial de pico Ep é o potencial correspondente ao ponto méximo do pico, e serve
para identificar a espécie eletroativa. No caso de amostras bioldgicas, diferentes compostos com
Ep préximos podem causar a sobreposicdo de picos de corrente anddica, implicando na formagao
de um pico composto por diferentes antioxidantes, que apresentard um valor de Ep caracteristico,
dado em fun¢do da concentracdo de cada antioxidante que compdem o pico.

O valor da corrente de pico (Ip) anddica € dependente da concentragdo de antioxidantes
que compdem cada pico de corrente anddica, permitindo a sua determinagdo quantitativa. Para a
determina¢do do valor de Ip pode ser usado como linha de base o voltamograma do tampao

utilizado na amostra (Mabbott, 1983), ou uma reta unindo os valores de minima do pico
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(Kissinger e Heineman, 1996). Mede-se a altura a partir da reta tangente a base até o ponto
maximo do pico. Essa altura, medida em unidades de corrente corresponde ao valor de Ip,
conforme estd mostrado na Figura 5. Assim, o parametro ajustado € o potencial, € o parametro
medido € a corrente resultante.

Na aplicacdo em fluidos biolégicos e homogenatos de tecidos deve ser dada atencdo
especial no polimento do eletrodo de trabalho. Isso porque as grandes quantidades de proteinas
presentes nas amostras se aderem com facilidade na superficie do eletrodo, interferindo
diretamente no resultado. Assim, antes de cada andlise deve ser feito o polimento do eletrodo
para manter sua sensibilidade, o que aumenta o tempo necessdrio para as medidas (Chevion et al.,
1997, 2000). Varidveis como a temperatura, a concentracdo dos tampdes utilizados, os reagentes
utilizados na extracdo da amostra bioldgica, o tamanho do eletrodo de trabalho e o tipo do

eletrodo de referéncia também podem influenciar nos resultados obtidos (Gandra et al., 2004).

1.8. SURFACTANTES

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas, também denominadas de tensoativos ou
detergentes, que formam agregados em &4gua. Atuam reduzindo a tensdo superficial de uma
interface e aumentando sua drea de contato sob pressdo e temperatura constantes (Attwood e
Florence, 1983; le Maire et al, 2000).

A propriedade fundamental dos surfactantes se caracteriza pela capacidade de formar
micelas. Micelas podem ser definidas como agregados coloidais estdveis termodinamicamente
formados espontaneamente na presenca de dgua acima de uma estreita faixa de concentracao
(Helenius et al., 1975), conforme mostrado na Figura 6. Por serem moléculas anfifilicas os
surfactantes possuem duas regides: a regiao polar ou hidrofilica da molécula, que pode ser
carregada ou simplesmente formar ligacdes de hidrogénio com a dgua. A por¢do hidrofébica é
normalmente uma cadeia de hidrocarboneto flexivel que se agrega na dgua devido a interagdes
hidrofébicas (Tanford, 1980). Essas propriedades permitem que os surfactantes sejam soliveis
em dgua. A natureza dual dessas moléculas é responsdvel pelos fendomenos de surfatacdo,
micelizacdo e solubilizacdo de proteinas e lipidios de membrana (Attwood e Florence, 1983;

Bhairi, 2001; Privé, 2007).
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Figura 6. — Mecanismo de formagdo do agregado micelar

A estreita faixa de concentragdo a partir da qual as primeiras micelas sdo formadas €
chamada de concentra¢ido micelar critica, ou CMC (Tanford, 1980). A CMC depende da estrutura
do tensoativo (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das condi¢des experimentais (forca
iOnica, contra-ions, temperatura, etc). Esta faixa de concentragdo € caracteristica para cada
surfactante.

Outras caracteristicas importantes relativas a associacdo molecular dos surfactantes sdo o
nimero de agregacdo (numero de mondmeros por micela), o tamanho das micelas e o balanco
hidrofilico-lipofilico (HLB), que varia entre 1 a 20 e reflete a fracdo ocupada pela cauda
hidrofébica em relacdo a cabeca polar da molécula. Quanto maior o nimero de HLB, mais
lipofilico € o surfactante (Griffin, 1949).

Em funcdo da natureza do grupo hidrofilico (cabecga polar) os surfactantes podem ser

classificados em: ndo-idnicos e idnicos (cationicos, anidnicos) e zwiteridnicos (Bhairi, 2001).

1.8.1. SURFACTANTE NAO-IONICOS

Os surfactante ndo-idnicos ndo contém carga. No entanto, apresentam grupos altamente
hidrofilicos na cabeca polar. Em geral a porcdo polar da molécula é formada por polioxietilenos
ou grupos glicosidios (Ex: Brij, Triton X-100, Tween CxEy, dodecyl-p-D-maltosideo, digitonina)
Esses surfactante apresentam melhores resultados para quebrar interacdes entre lipidios e entre
lipidios e proteinas, do que interagdes entre proteinas. Por esse motivo sdo considerados como
surfactantes moderados ou ndo-desnaturantes, sendo amplamente usados no isolamento de

proteinas de membrana em suas formas biologicamente ativas (Mattsson et al., 1994).
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1.8.2. SURFACTANTES IONICOS

Os surfactantes i0nicos contém uma cabega polar carregada positivamente (catidnicos) ou
negativamente (anidnicos). Os exemplos mais cldssicos sdo o SDS, que contém carga negativa no
seu grupo sulfato, e o CTAB, que contém uma carga positiva no seu grupo trimetilamonio. Os
surfactantes 16nicos contém uma cadeia de hidrocarboneto (SDS ¢ o CTAB), ou uma estrutura
esteroidal rigida como o colato de sédio (sal biliar) (Bhairi e Mohan, 2007).

Os sais biliares sdo surfactantes anidnicos que contém um rigido grupo hidrofébico
esteroidal. A parte hidrofilica apresenta o grupo carboxila no final da pequena cadeia alquila, e
grupos hidroxila na estrutura esteroidal, formando uma cabega polar ndo bem definida. Sais
biliares formam pequenos agregados. Como surfactantes idnicos, o tamanho das micelas €&
influenciado pela concentracdo do fon. Devido ao baixo pKa (5-6) e baixa solubilidade dos sais
biliares nao conjugados (colato, desoxicolato e ursodesoxicolato) sua utilidade € limitada ao pH
alcalino. (Alba et al., 1995, Bhairi e Mohan, 2007).

Os surfactantes zwiterionicos apresentam propriedades combinadas de surfactante i6nicos
e nao-idnicos, de acordo com o pH do meio. Como os ndao-idnicos ndo apresentam uma carga
liquida; tém baixa condutividade e mobilidade eletroforética e ndo se ligam em resinas de troca

16nica (Ex: CHAPS, SB 3-10, ASB) (Chevallet et al., 1998).

1.9. APLICACAO DE SURFACTANTES NO APRIMORAMENTO DE TECNICAS
VOLTAMETRICAS

O uso de surfactantes em quimica analitica permite a melhoria da sensibilidade e/ou
seletividade analitica devido, principalmente, a sua capacidade em modificar o meio reacional,
permitindo solubilizar espécies de baixa solubilidade ou promover um novo meio, que pode
modificar a velocidade reacional, a posicdo de equilibrio das rea¢des quimicas dependendo da
natureza da reacdo, do tipo de reativo (eletrofilico, nucleofilico) e do tipo e forma da micela
(catidnica, anidnica) (Pelizzetti, 1985). Permite ainda a formagdo de ambientes organizados,

também conhecidos como ambientes micelares (Pramauro, 1988).
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A utilizacdo de ambientes micelares pode ser destacada em funcdo de dois fatores. O
primeiro esté relacionado a exploragdo das caracteristicas do ambiente micelar formado no meio
reacional, que pode resultar em melhoria da sensibilidade e/ou seletividade, com énfase nas
reacOes cataliticas, e o segundo se relaciona a etapas de concentracdo e/ou separacdo. A
utilizacdo de surfactantes pode substituir as metodologias tradicionais (extra¢ao liquido-liquido,
troca i0nica) pela separacdo em duas fases isotrpicas, fendmeno este denominado “cloud point”.

As micelas sdo termodinamicamente estdveis e facilmente reprodutiveis. Sdo destruidas
pela diluicdo com dgua quando a concentra¢do do tensoativo ficar abaixo da CMC (Pramauro,
1988). O processo de formagdao dos agregados ocorre num intervalo pequeno de concentracoes,
resultando em uma variacdo brusca das propriedades fisico-quimicas da solu¢do como tensdao
superficial, pressao osmotica e condutividade (no caso de surfactantes idnicos).

Os sistemas micelares podem modificar a velocidade das reacdes, porém, estas
caracteristicas ainda foram pouco exploradas na de métodos cinéticos de anélises.

Um surfactante catiénico como o cloreto de cetilpiridina (CPC) possui em geral a formula
RnX", onde R representa uma ou mais cadeias hidrofébicas, X é um elemento capaz de formar
uma estrutura cationica. A micela cationica pode catalisar a reagdo entre um anion nucleofilico e
um substrato neutro, por meio do deslocamento da carga negativa que se gera na etapa de
transicdo, e como conseqiiéncia, diminuir a energia de ativacdo da mesma. Pode também catalisar
esta reacdo aumentando a concentragdo do anion nucleéfilo na interface micela-dgua, perto do
centro reativo do substrato. (Maniasso 2001).

O efeito da concentragdo dos reativos na pseudofase micelar permitiu a aplicacdo de um
método cinético para a determinacdo de aminas, fendis, tidis, hidrazinas, mediante sua reacdao
com 1-fldor-2,4-dinitrobenzeno (FDNB), utilizando eletrodo seletivo para quantificar os ions
fluoretos liberados (Gerakis et al., 2000). A presenga do surfactante cationico (CTAB) produziu
um aumento de 16 vezes na velocidade de reagdao no caso mais favordvel (triptofano). Este efeito
acelerador proporcionado pelas micelas de CTAB foi utilizado também para a determinacao
cinética de compostos fendlicos e de varios aminoécidos (Gerakis et al., 2000).

Resumindo, o uso de micelas oferece interessantes perspectivas na drea dos métodos
cinéticos de andlises, podendo auxiliar no desenvolvimento de novos métodos ou na modificacao

e aprimoramento dos métodos ja existentes (Maniasso 2001).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram verificar o efeito do surfactante cloreto de
cetilpiridina (CPC) na melhoria da técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) para a
determinacao da capacidade antioxidante em plasma e saliva. Verificamos ainda a correlacdo dos
dados obtidos com essa técnica padronizada do sangue e saliva de jogadores de futebol com

outras metodologias de andlise da capacidade antioxidante total.

2.1. Objetivos Especificos:

v" Padronizar a aplica¢do da técnica voltametria de pulso diferencial para determinagdo de
antioxidantes de baixo peso molecular em fluidos bioldgicos.

v' Investigar a aplicabilidade do surfactante cloreto de cetilpiridina (CPC) no
aperfeicoamento da técnica de VPD para andlise de amostras bioldgicas.

v' Aplicar a técnica de voltametria de pulso diferencial para andlise da capacidade
antioxidante no soro e na saliva de atletas submetidos ao treinamento fisico

v Verificar a possivel correlagio do método voltametria de pulso diferencial para
determina¢do de antioxidantes de baixo peso molecular com outros métodos descritos na

literatura.



35

3. JUSTIFICATIVA

A utiliza¢do de amostras de sangue e saliva apresenta uma enorme vantagem em relacdo a
praticas como a bidpsia para realizar um acompanhamento das capacidades antioxidantes em
humanos relacionados com o treinamento. O estudo dos efeitos do treinamento fisico
sistematizado sobre ABPM através da técnica de voltametria de pulso diferencial é muito
promissor. E uma técnica pouco invasiva, bastante sensivel e precisa, permitindo o
monitoramento e a adocdo ripida das intervencdes necessdrias para maximizar o efeito do
treinamento fisico.

N6s desconhecemos estudos que relatem a variagdo da capacidade antioxidante da saliva
em fun¢do do treinamento ou do exercicio fisico, a ndo ser o estudo de Atsumi et al., (1999,
2008). Nestes trabalhos os autores relataram diminuicdo da capacidade antioxidante da saliva
apés a pratica de exercicio em criancas. Assim como para a saliva, a literatura ainda ndo
apresenta estudos da capacidade antioxidante no exercicio fisico por andlises voltamétricas, o que

pode ser muito importante devido a praticidade e baixo custo das andlises.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA UTILIZACAO DE CLORETO DE CETILPIRIDINA PARA
DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE POR VOLTAMENTRIA DE
PULSO DIFERENCIAL EM AMOSTRAS DE SORO E SALIVA.
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EFEITOS DA UTILIZACAO DE CLORETO DE CETILPIRIDINA PARA
DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE POR VOLTAMENTRIA DE
PULSO DIFERENCIAL EM AMOSTRAS DE SORO E SALIVA.

RESUMO

Aumento na formagdo de espécies reativas de oxigénio em funcdo do aumento na
demanda energética podem aumentar o estado de oxidagdo celular e sanguineo. O poder redutor
de amostras bioldgicas reflete sua capacidade antioxidante, mantida em grande parte pelos
antioxidantes de baixo peso molecular (ABPM). Os ABPM agem como agentes redutores,
doando elétrons para as espécies radicalares. Incluem antioxidantes tais como d4cido urico,
vitamina C, vitamina E e 4cido lipdico. A técnica eletroanalitica voltametria de pulso diferencial
(VPD) € uma boa alternativa metodoldgica para acompanhar as modulagdes agudas e cronicas da
capacidade antioxidante total conferidas pelos ABPM do plasma e saliva em resposta ao
exercicio fisico. No entanto, as proteinas constituem um interferente pré-analitico importante
quando consideramos amostras bioldgicas, pois podem ser adsorvidas na superficie do eletrodo
durante a aplicacdo do potencial, resultando em perda significativa do sinal voltamétrico. O
objetivo do presente estudo foi investigar a aplicabilidade do surfactante catidnico cloreto de
cetilpiridina (CPC) como sistema micelar no aperfeicoamento da técnica de VPD para andlise de
amostras de soro e saliva de humanos. Foram analisadas as amostras de soro e saliva de 40
individuos. Os dados obtidos mostraram que o uso do surfactante CPC viabilizou a aplica¢do do
método VPD em amostras de soro e saliva, uma vez que aumentou a sensibilidade e estabilidade
do sinal voltamétrico. A determinacdo da capacidade antioxidante da saliva e do soro por VPD
pode ser influenciada principalmente pela concentracdo de acido drico.



45

1. INTRODUCAO

A quantificagdo de antioxidantes tem se tornado um tépico de crescente interesse em
pesquisas interdisciplinares envolvendo patologias e o exercicio fisico [1, 2, 3, 4]. Antioxidantes
podem ser definidos como moléculas presentes em pequenas concentragdes e capazes de prevenir
ou reduzir os danos oxidativos em biomoléculas [I, 5, 6]. Os antioxidantes podem ser
classificados em dois grupos: enzimaticos e ndo enzimdticos ou de baixo peso molecular
(ABPM). Enquanto o grupo de antioxidantes enzimdticos inclui um numero relativamente
pequeno de enzimas como a superdxido dismutase, catalase e sistema da glutationa
peroxidase/glutationa redutase, os ABPM incluem compostos variados, que podem ser
considerados os maiores contribuintes para a capacidade antioxidante total de tecidos e fluidos
bioldgicos [7, 8]. Isso porque sdo capazes de penetrar e atingir locais especificos dentro das
células onde pode estar ocorrendo dano oxidativo. Dentre os ABPM existem aqueles que reagem
diretamente com as EROs (scavengers quimicos) e aqueles que reagem indiretamente (agentes
quelantes). Os ABPM podem ser sintetizados endogenamente, ser restos metabdlicos ou advir da
alimentacdo.

Os ABPM que reagem diretamente com as EROs sdo agentes redutores, doam elétrons
para as espécies radicalares. Assim, a capacidade antioxidante pode ser definida pelo poder
redutor das amostras bioldgicas. Como os ABPM possuem eletroatividade, eles podem ser
mensurados por métodos eletroquimicos [1, 9]. A voltametria de pulso diferencial (VPD) assim
como a voltametria ciclica (VC) sdo métodos amplamente usados em quimica analitica. Ambos
foram desenvolvidos baseados na capacidade da amostra doar ou receber elétrons de um eletrodo
de trabalho submetido a um intervalo definido de potencial. O sinal (voltamograma) é formado
pelos picos de corrente em fun¢do da variagdo da voltagem. A posi¢dao do potencial de pico (Ep)
relaciona-se com a natureza do composto, e a magnitude da corrente (Ip) com sua concentracdao
[10, 11].

Chevion et al. desenvolveram um procedimento usando VC para determinar a capacidade
antioxidante de amostras de plasma. Entre as vantagens do método da VPD em relagdo a VC
estdo a melhor defini¢do da corrente de pico, boa sensibilidade e o baixo limite de deteccao [11].

Na utilizacdo de eletrodos sem modificacdo de superficie, freqlientemente ocorre actimulo
de produtos oxidados na sua superficie, resultando em uma menor seletividade e sensibilidade

[12]. Quando consideramos amostras bioldgicas, as proteinas constituem um interferente pré-
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analitico importante, pois podem ser adsorvidas na superficie do eletrodo durante a aplicacdo do
potencial. Para evitar essa adsor¢do e a conseqiiente passivacdo do eletrodo sugere-se seu
polimento antes de cada andlise [9]. No entanto, nossos estudos preliminares mostraram que o
polimento altera a superficie do eletrodo constituindo uma limitacdo na aplicacdo da técnica de
VPD para analisar o poder redutor de amostras bioldgicas.

Algumas estratégias tém sido desenvolvidas para prevenir a interferéncia da adsorc¢do,
incluindo mineralizacdo da amostra [13], deposicdo de membrana seletiva na superficie do
eletrodo de trabalho [14] e ativacdo através de microondas e ultrasom [15]. Estas técnicas
envolvem diferentes procedimentos analiticos € uma complexa instrumentalizacio [16]. Torna-se
necessdrio, portanto, o desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem a utilizacdo de
amostras bioldgicas em andlises eletroquimicas.

Os surfactantes podem ser adsorvidos sobre superficies sélidas formando agregados
micelares sobre a superficie do eletrodo, e t€m se mostrado atraentes como agentes capazes de
melhorar a seletividade e a sensibilidade de andlises eletroquimicas [17, 18]. Hoyer e Jensen
(2006) mostraram que a diminuicdo do sinal de serotonina nos voltamogramas podia ser
amenizada pela adi¢do de surfactante na amostra. A capacidade de estabiliza¢do dos surfactantes
pode ser atribuida a adsor¢do competitiva na superficie do eletrodo, que impede o actimulo de
produtos de oxidagdo.

Szymula e Nazkiewickz-Michalek [19] estudaram o comportamento da oxidacdo
eletroquimica do dcido ascérbico em solug¢do aquosa com diferentes surfactantes. Foi verificado
que o surfactante catidonico desloca o potencial de pico e altera o valor de corrente,
principalmente devido a camada de surfactante formada na interface eletrodo-solucdo. A carga
negativa do acido ascorbico interage com a carga positiva das micelas aumentando a taxa de
oxidag@o e conseqiientemente a corrente de pico. O uso de surfactantes nao-idnicos e anidnicos
apresentou resultados opostos.

O uso de surfactantes para a estabilizacdo de sinais eletroquimicos € simples, tendo em
vista que as manipulac¢des requerem somente a adi¢do do surfactante e a termoregulagdo da célula
eletroquimica.

Ha pelo menos trés fatores que precisam ser levados em consideragdo na escolha e
definicdo de um método de andlise. Sdo eles: validade, sensibilidade e reprodutibilidade [20].

Entende-se por validade, a capacidade que uma determinada ferramenta de medida possui de
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refletir aquilo que ela estd designada a medir. Nesse caso, a capacidade antioxidante de soro e
saliva conferida pelo poder redutor de ABPMs. A sensibilidade da medida € a capacidade da
técnica em detectar pequenas alteracdes. Ja a reprodutibilidade de um método de andlise consiste
na auséncia de erros de medigao sistematicos (bias) e aleatérios em testes sucessivos [21; 22].
Um dos objetivos do presente estudo foi investigar a aplicabilidade do surfactante
cationico cloreto de cetilpiridina (CPC) como sistema micelar no aperfeicoamento da técnica de
VPD para anélise de amostras de soro e saliva de humanos, empregando um eletrodo de carbono
vitreo como eletrodo de trabalho. O outro objetivo foi validar a VPD em um sistema cationico
micelar CPC como uma metodologia util para a medida direta da capacidade antioxidante

conferida por ABPM de soro e saliva.

2. MATERIAIS E METODOS

Reagentes e Solucoes

Todos os compostos e reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico e nao
sofreram etapas prévias de purificacdo. Cloreto de cetilpiridina monohidratado (C,;H3sNCleH,0),
NaCl, écido trico e 4cido ascorbico utilizados foram adquiridos da Sigma Aldrich. Fosfato de
s6dio monobadsico e dibasico foram da Merck (KgaA Germany). As solugdes de tampao fosfato (
0,5 mol L '1, 0,9% de NaCl, pH= 7,4), CPC monohidratado, 4cido trico e acido ascdérbico foram

preparadas usando dgua deionizada (Millipore Milli-Q system — p > 18,2 MQ).

Amostras de soro e saliva

Amostras de sangue e saliva foram coletadas de 30 voluntérios saudéveis, sexo masculino
com idade de 1741 anos, atletas juvenis de futebol. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Humana (0200.0.146.000 - 08).

No periodo da manha foram coletados 8,0 mL de sangue venoso em tubos Vacuette
(Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuenter, Austria) com gel separador para obtencao do soro, com
os sujeitos em jejum de pelo menos 8 horas. O sangue coletado foi transportado em temperatura

de 4°C para o laboratoério, centrifugado sob refrigeracdo a 2000xg por 15 minutos, 4°C. Aliquotas



48

de 500 pL foram separadas e imediatamente protegidas da luz e estocadas a -80 °C para anélises
posteriores.
As amostras de saliva foram coletadas imediatamente apds a coleta de sangue, através do

Saliva Collection System (SCS) (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuenter, Austria) de acordo

com as instrucdes do fabricante (http://www.vacuette.com/en/company/3698.php). Antes da
coleta de saliva foi aplicada a solucio de enxdgiie bucal fornecida no préprio kit. Posteriormente,
0 sujeito permaneceu com a solucdo de extracdo de saliva em sua boca por dois minutos. A
solucdo foi coletada em béquer pléastico e depois transferida para dois tubos de centrifugacdo
graduados com solu¢do conservante. As amostras de saliva foram centrifugadas a 2200g por 15
minutos sob refrigeracdo (4°C). A amostra de saliva coletada através do SCS contém tartrazina
como padrao interno, que é determinada fotometricamente a 450 nm. Os tubos graduados
permitem conhecer o volume exato de saliva coletado [23]. O contetddo de saliva na solucgao (vol.

-%) € obtido pela comparacido com os padroes internos fornecidos no kit de coleta de saliva SCS.

Quantificagdo de dcido tvrico

O método da quantificacdo sérica e salivar de &cido urico foi realizado usando kit
apropriado (Uricostat, Wierner lab., Argentina) em equipamento automatizado (Autolab 800). O
kit foi utilizado segundo as instru¢des do fabricante. O reativo de trabalho, a amostra e o padrao
foram adicionados em cubetas apropriadas do aparelho (100 mg/mL). O aparelho pipeta volumes
adequados de reativo de trabalho e de amostra ou de padrdo e mede a absorbancia do padrdo e da
amostra em 505 nm. Os resultados estdo apresentados em mg/dL de plasma.

O reativo de trabalho é composto de uma solu¢do de tampao fosfato pH 7,4 (concentracdo
nao fornecida pelo fabricante), contendo 1 mmol.L! de 3,5 acido diclorohidroxibenzeno
sulfonico mais 50 UI/L da enzima uricase, 300 UI/L da enzima peroxidase, 0,05 mmol.L! de 4-
aminofenazona (4-AF) e 6 umol.L"' de ferrocianeto de potdssio que serve para minimizar
interferentes como o ascorbato.

A andlise baseia-se nas seguintes reacdes (Burtis e Ashwood, 1999) [24]:
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. uricase .
Acido tdrico + HhO + O ———— alantoina + H2O2 + CO2

peroxidase
H>02 + 4-AF + 3,5-DHS ———» complexo vermelho que absoreen 505 nm

Procedimento para as medidas voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas com potenciostato PGSTAT-10 da Autolab
Echo Chemie (Utrecht, Netherlands) interfaceado a um computador e controlado pelo software
GPES 4.9. Foi utilizada uma célula eletroquimica com trés eletrodos: um eletrodo de calomelano
saturado como eletrodo de referéncia, um fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de
carbono vitreo de 3-mm de diametro utilizado como eletrodo de trabalho. O eletrodo de carbono
vitreo foi cuidadosamente polido como alumina 0,3 pm em uma superficie abrasiva e lavado com
dgua deionizada antes de cada série de experimentos. A temperatura da célula eletroquimica foi
regulada em 20,0 £ 0,5 °C. Nesta temperatura ndo foi observada nenhuma precipitacdo do
surfactante.

Para as medidas voltamétricas foram usados 120 uL de soro ou saliva. As amostras foram
diluidas em 480 pL de solucdo de PBS na concentracdo de 0,5 mol L "' em pH 7,4. A solucdo de
PBS foi utilizada como eletrélito de suporte. A faixa de potencial aplicada para realizacao das

medidas foi de 300 mV a 1000 mV.

Anadlise Estatistica

Foi utilizado o software Oringin 6.0 para a andlise dos resultados e estatisticas. Foi
utilizado o teste t para comparagdo entre as amostras com e sem CPC. Valores de p < 0,01 foram
considerados significativos. Os graficos em boxplots foram utilizados para uma andlise descritiva
dos valores de concentracdo de antioxidantes (Ip) e poder redutor das amostras (Ep) na presenca e

na auséncia de CPC. Os graficos foram feitos através do programa Matlab® 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de diferentes concentragoes de CPC em voltamogramas de fluidos biologicos.

Para definir a melhor concentracdo de surfactante a ser utilizada foram comparadas
diferentes concentracdes de CPC para uma mesma amostra de soro. Para cada concentracio
foram feitos 20 voltamogramas subseqiientes. A Figura 1 apresenta os dados da variacdo do
potencial de pico - Ep (A) e corrente de pico - Ip (B) em soro diluido em tampao fosfato na
presenca de diferentes concentragcdes do surfactante. Os valores dos coeficientes de variacao (%),

também estdo apresentados na Figura, acima dos pontos correspondentes aos valores médios.
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Figura 1. Variag¢ao do potencial de pico — Ep (A) e corrente de pico — Ip (B) em soro (diluido em tampdo fosfato
1:4) com diferentes concentragdes de surfactante. Tampao fosfato (pH 7,4). Os resultados s@o representativos de 20
voltamogramas para cada concentracdo de CPC. Os nimeros indicam os coeficientes de variagdo (%) entre as 20
medidas para cada concentrag@o.

Os valores de Ep da amostra do soro diminuiram em todas as concentracdes de CPC
utilizadas quando comparados com a amostra sem CPC, enquanto que os valores de Ip
aumentaram. Os coeficientes de variacdo de Ep e Ip na auséncia de CPC foram de 6,9 e 29,8
respectivamente. J4 os menores coeficientes de variacdo foram obtidos na presenca de
100mmolL" de CPC: 3,8 para Ep e 9,3 para Ip. Essa mesma concentragdo também proporcionou
melhor estabilidade e defini¢do dos picos. A concentracio de 100mmolL" de CPC pode ser
aplicada em amostras de saliva devido a menor concentragdo de proteinas totais encontradas

nestas amostras.
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A saturacido do processo de adsorcao de surfactantes em superficies sélidas geralmente
coincide com a concentragdo micelar critica (CMC) do surfactante [26]. Acima da CMC os
surfactantes formam micelas, sendo que a interagdo soluto-micela € quem previne a adsor¢ao de
compostos na superficie do eletrodo. Valores de CMC sao dificeis de serem mensurados com
exatiddo, portanto os valores encontrados na literatura algumas vezes apresentam variagdes [27].
A CMC do CPC ¢ 1,24 mM que corresponde a 0,042% em &dgua. As concentragdes de CPC
utilizadas nos experimentos apresentados na Figura 1 estdo acima da CMC. Concentra¢des de
CPC abaixo da CMC também foram testadas. Os resultados ndo foram efetivos (dados nio
mostrados), provavelmente devido a baixa concentragdo de surfactante, que ndo possibilitou a
formacgdo de micelas e a interagdo necessdria com o soluto.

Dessa forma, para todos os resultados obtidos na presenca de CPC foi utilizada a

concentracao de 100 mmol L

Efeito do CPC em voltamogramas de fluidos biolégicos.

A Figura 2 apresenta a comparacdo dos voltamogramas de amostra de soro (A) e saliva

(B) pertencentes a um mesmo individuo na presenca e na auséncia de CPC (100 mmolL'l).
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Figura 2. Voltametria de pulso diferencial de soro (A) e saliva (B) (diluidos em PBS relacdo 1:4) na presenca de 100
mmolL"' CPC (linha continua), auséncia de CPC (linha tracejada), PBS + CPC (linha pontilhada).
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A presenca de CPC provocou uma diminui¢do no valor de Ep do primeiro pico no soro e
saliva, sem alterar os valores do segundo pico no soro. Na presenca de CPC o soro apresentou 2
picos com Ep bem definidos em 0,272 V e 0,755 V e a saliva somente 1 pico em 0,295 V. Houve
aumento significativo da corrente de pico em ambas as amostras na presenga do surfactante.

Os voltamogramas obtidos por VPD na auséncia de CPC mostraram os seguintes valores
de potencial pico (Ep) no soro: 1° pico em 0,444 V, e o 2° pico em 0,750 V. A saliva apresentou
um pico em 0,413 V. Esses resultados estdo proximos aos relatados pela técnica de VC em
plasma descritas na literatura. [7, 9]. O 4cido urico e o dcido ascérbico foram identificados por
HPLC-ED como dois componentes especificos da primeira corrente anddica no plasma [7, 29,
30]. J4 o segundo pico observado em estudos de voltametria ciclica parece ser resultado da
hemolise durante a separacdo do plasma, sendo composto principalmente por NADPH das
hemaceas (9, 30). Alguns autores sugerem que o segundo pico seja decorrente da oxidacdo da
forma mais reduzida do acido lipdico, que possui dois grupamentos tidlicos (-SH) [31].

Os surfactantes alteram o potencial de pico e o valor de corrente de pico principalmente
pela formagao de um filme de surfactante na interface eletrodo/solu¢do [32]. Como o CPC € um
surfactante cationico, estabelece uma forte interagdo eletrostitica com dois componentes
especificos da primeira corrente anddica, o ascorbato e urato, que apresentam carga negativa. A
presenca desses compostos no primeiro pico do voltamograma de amostras de soro e saliva
explica a velocidade de oxidagdo acentuada e o conseqiiente aumento na corrente de pico [32].

Para testar a repetibilidade do método foram analisadas sete amostras de soro e saliva na
presenca e na auséncia de CPC. Para cada amostra foram realizados 20 voltamogramas. Os
valores comparativos de Ep, Ip do pico para soro (A e B) e saliva (C e D) estdo apresentados na

Figura 3.
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Figura 3. Valores de Ep (A) e Ip (B) de sete amostras de soro e Ep (C) e Ip (D) de sete amostras de saliva (diluidas
em PBS razdo 1:4) na auséncia e na presenca de 100 mmolL"' CPC. Foram realizados 20 voltamogramas
subseqiientes para cada uma das sete amostras. Diferenca significativa (p<0,01) para as amostras analisadas na
presenca de CPC.

As amostras de soro e saliva apresentaram um menor valor de Ep e melhor repetibilidade
entre o primeiro e o ultimo voltamograma para todas as amostras analisadas na presenca de CPC
(p<0,01). Os valores de corrente de pico (Ip) apresentaram aumento significativo, com uma maior
definicdo do pico na presenca de CPC.

As amostras analisadas sem a presenca de CPC apresentaram valores de corrente
significativamente menores (p<0,01), além de uma menor repetibilidade do sinal. A perda de
sinal foi maior nas amostras analisadas sem CPC.

Uma das amostras de saliva analisadas apresentou valores de Ip significativamente

menores quando comparada com as demais amostras. Neste caso ndo foi possivel realizar 20
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medidas subseqiientes sem o uso do surfactante devido a baixa concentracdo dos compostos
analisados e a diminuicdo significativa do sinal voltamétrico. Para esta amostra foram realizadas
apenas 10 medidas na auséncia do CPC (figura 4 D). As 20 medidas subseqiientes s6 puderam ser
realizadas na presenca de CPC devido ao aumento no valor de corrente e maior estabilidade do
sinal voltamétrico.

A Figura 4 apresenta os valores de Ep e Ip para cada medida analisada em soro (A-B) e

saliva (C-D).

0,6

_6_
| A 2,0x10 ] B
0’5'_ 1,6x10° 1
—~ 0,4 o]
— 1,2x10°
2 ool g
wr 0,34 £ 8,0x107
0.2 4,0x107
O;1'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|' Oy0-|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'
0 2 4 6 8 101214 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de medidas Numero de medidas
0,6 2,0x10°
C D
0,51 1,6x10°

0,4 1 1,2x10°

Ip (A)

Ep (V)

0 00 00000000060000000 g
0,3- o0 000006000060 0606060600600 8,0><107-

0,24 4,0x107

0,1

—T T T T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de medidas Numero de medidas

Figura 4. Valores de Ep (A) e Ip (B) de sete amostras de soro e Ep (C) e Ip (D) de sete amostras de saliva (diluidas
em PBS razdo 1:4) em fun¢do do tempo (nimero do medidas) na auséncia (0) e na presenca (¢) de 100mmolL'CPC.
Foram realizados 20 voltamogramas subseqiientes para cada uma das sete amostras. Diferenca significativa (p<0,01).
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A Figura 5 mostra o primeiro e vigésimo voltamograma de saliva na presenga e na

auséncia de CPC.
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Figura 5. Primeiro e vigésimo voltamograma subseqiiente de uma mesma amostra de saliva na presenga 100mmolL'
CPC (linha continua), e na auséncia de CPC (linha tracejada). Saliva diluida em PBS razdo 1:4

Na presenca de CPC foi encontrada uma pequena diminui¢ao nos valores de Ip apos 20
voltamogramas subseqiientes sem o polimento do eletrodo (linha continua). Também nao foi
encontrada alteracdo nos valores de Ep. Na auséncia do surfactante houve uma diminui¢do no
valor de Ip e um aumento no valor de Ep do primeiro para o vigésimo voltamograma (linha
tracejada). O desvio padrdo relativo obtido dos 20 voltamogramas subseqiientes na presenca de
CPC foi de 0,514x10”A para Ip. Os valores de Ep ndo apresentaram desvio. Na auséncia do
surfactante o desvio padrdo foi de 1,172 x10”A para Ip e 0,008V para Ep.

Para verificar a estabilidade de uma amostra descongelada, foram descongeladas trés
aliquotas da mesma amostra. As amostras foram analisadas em trés tempos: imediatamente apds
o descongelamento (1 min.), 40 minutos e 80 minutos apds o descongelamento. Durante esse
periodo as amostras permaneceram expostas a luz em temperatura ambiente (20°C) para avaliar
uma possivel oxidacao apés o descongelamento através da andlise da variagdao do potencial.

Este mesmo experimento foi repetido quatro vezes sem que fosse feito qualquer
polimento do eletrodo entre as medidas realizadas. O objetivo foi verificar a repetibilidade e
identificar uma possivel passivacdo do eletrodo como conseqiiéncia do nimero de medidas
realizadas sem o polimento. Um tnico polimento foi realizado antes do experimento 1. Os dados
de Ep, Ip e Area para os quatro experimentos estio apresentados na Figura 6 A, B e C,

respectivamente.
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Figura 6. A) Valores de Ep uma mesma amostra de soro (diluidos em PBS na razéo 1:4) em quatro experimentos
subseqiientes na presenca de CPC (100mmolL™") sem o polimento do eletrodo. B) Valores de Ip nas mesmas
condicdes anteriores; C) Valores de Area nas mesmas condigdes anteriores. Em cada experimento as amostras foram
analisadas nos tempos 1, 40 e 80 minutos ap6s o descongelamento. Todas as medidas foram feitas em triplicata.
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A andlise dos resultados de cada experimento de maneira independente mostrou que nao
houve variagdo dos valores de Ep (Figura 6A) em funcdo do tempo de descongelamento da
amostra. J4 os valores de Ip (Figura 6B) e Area (Figura 6C) foram influenciados pelo tempo de
descongelamento, apresentando diminuicdo dos valores como resultado da oxidacdo de
compostos.

Os dados apresentaram boa repetibilidade para as medidas realizadas imediatamente apds
o descongelamento e 40 minutos apds. Esses resultados indicam que ndao houve passivagao do
eletrodo em funcdo do ndmero de medidas realizadas. A variabilidade maior na resposta
encontrada no experimento 1 ocorreu possivelmente devido ao polimento inicial realizado antes
do inicio dos experimentos. Esses dados reforcam a interferéncia do polimento sobre as medidas.
Para minimizar esse efeito inicial sugerimos a realiza¢do de um maior nimero de medidas com a

solucdo tampao para estabilizar o sistema antes de iniciar as anélises.
Efeitos de adicdes de ascorbato ou urato em soro na presenga e auséncia de CPC

A sensibilidade da técnica foi analisada através das adicdes de ascorbato (A e B) e urato
(C e D) gerando concentragdes crescentes destes compostos em soro. As analises foram feitas na

presenca de CPC (A, C) e auséncia (B, D) do surfactante. Os dados estdo apresentados na Figura
7.
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Figura 7 - Adicdes de ascorbato (concentracdes: 40, 60, 80 e 100 mmolL™") na presenca de 100 mmolL™' CPC (A) e
auséncia de CPC (B) e adi¢des de urato (concentragdes 40, 60, 80 e 100 mmolL™") na presenca de 100 mmolL™" CPC
(C) e na auséncia de CPC (D). Soro diluido em PBS na razdo 1:4. p.H. 7,4. As setas indicam o sentido das
tendéncias quando as concentracdes aumentam.

O aumento nas concentragdes de ascorbato na presenca do surfactante manteve o valor de
potencial estdvel em 0,276V, mas diminuiu os valores de Ip em 0,28x10'6" (Figura 7A). Porém,
houve um aumento da drea do pico em 0,052x10°AV. J4 as adicdes sucessivas e crescentes de
urato induziram um efeito contrario ao do ascorbato (Figura 7C), tornaram os valores de
potencial menos positivos e aumentaram os valores da corrente de pico de forma dose-
dependente.

A diminuicdo nos valores de corrente na presenca de ascorbato e CPC ndo indica
necessariamente uma baixa sensibilidade da técnica, nem a perda do sinal em funcdo da
passivacgdo do eletrodo. Esta interpretacao € justificada pelas alteragdes ocorridas na drea do pico
(Figura 8). Em baixas concentragcdes de ascorbato a drea ndo se altera possivelmente devido a
forma¢dao de complexos i0nicos entre o surfactante e o ascorbato (Vladmirova e Ramenskai,
2006). Estes autores mostram que o CPC interage com o ascorbato formando complexos i0nicos.
Isto pode mudar o mecanismo de oxidagdo do ascorbato. Quando a concentragdo de ascorbato
ficou acima da capacidade de complexacdo do CPC o sinal se alargou, provavelmente devido a

concorréncia de dois mecanismos de oxidagdo do ascorbato simultaneamente.
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Figura 8 — Valores de Area em funcio do aumento da concentracio de urato (concentracdes: 20, 40, 60, 80 e

100 mmolL™") na presenga de 100 mmolL" CPC . Soro diluido em PBS na razio 1:4. p.H. 7.4.

As adi¢Oes de ascorbato na auséncia do surfactante (Figura 7B) resultaram em aumento
do valor de potencial de 0,366V para 0,402V, diminuicao dos valores de corrente em O,41x10'6A
e diminuicdo da drea do pico em 0,031x10°AV. Os resultados na presenca do urato foram
semelhantes, com diminuicdo do sinal voltamétrico (Figura 7D), indicando que na auséncia de

CPC o eletrodo ndo foi sensivel ao aumento da concentragdo de ascorbato nem de urato.
Adigoes de Urato em soro sangiiineo com ascorbato
A interacdo entre o urato e ascorbato foi estudada através da adicdo de concentracdes

-1
crescentes de urato em amostra de soro contendo 100 mmolL™ de ascorbato na presenca € na

auséncia de CPC. Os dados obtidos estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - AdicGes de urato (concentragdes: 20, 40, 60,80 e 100 mmolL™" ) em soro (diluido em pbs na razdo 1:4)
na presenca de 100mmolL" CPC (A), auséncia de CPC (B) p.H. 7,4. Ambas as amostras continham ascorbato na
concentracio de 100mmolL " adicionado previamente. As medidas foram feitas em triplicata para cada concentracio.
As setas indicam o sentido das tendéncias quando as concentra¢des aumentam.
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Na presenca de CPC as adi¢des subseqiientes de urato gerando concentragdes crescentes
deste composto induziram deslocamento no Ep para valores menos positivos (de 0,276V para
0,150V), com aumento dose dependente na corrente de pico. Os valores de corrente e drea
aumentaram em resposta ao aumento da concentracdo de antioxidantes nesta condicdo. Na
auséncia de CPC esse efeito ndo foi observado. As adi¢des de urato provocaram o deslocamento
do potencial de pico de 0,40V para 0,42V. Houve uma tendéncia a diminui¢do nos valores de
corrente e drea. Na auséncia de CPC ndo houve sensibilidade ao aumento da concentracdo de
urato.

Esses dados reforcam a natureza dos antioxidantes do primeiro pico de potencial como
sendo principalmente urato e o ascorbato [7]. Mostram ainda que na presenca de CPC a técnica
foi sensivel para detectar concentragdes crescentes de urato adicionadas a amostra de soro e

ascorbato e que o urato anula o efeito do ascorbato no voltamograma.
Correlagoes de VPD com Acido Urico no soro e na saliva.

A Figura 10 apresenta os dados de correlacdo entre os valores de corrente de pico Ip e os

valores de dcido urico de 30 amostras de soro (A) e saliva (B) de atletas juvenis de futebol.
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Figura 10. Correlag@o dos valores de Ip em soro (A) e saliva (B) com 4cido drico. Soro e saliva foram  diluidos
em PBS razdo 1:4.

Os valores de corrente apresentaram boa correlacdo com &cido drico em soro (r= 0,6186

p<0,001) e saliva (r= 0,803 p< 0,0001), respectivamente (A e B). Os valores de corrente de pico
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de soro e saliva ndo apresentaram correlagdo entre si (dados ndo apresentados). Os dados de
correlacdo entre Ip e urato apontam o urato como um forte determinante da capacidade
antioxidante, principalmente na saliva. A baixa correla¢io entre os valores de corrente de pico e
os valores obtidos pela técnica do FRAP (dados nao mostrados), de certa forma eram esperados,
pois essa técnica mede a capacidade antioxidante total, composta por outros antioxidantes que

ndo somente os encontrados na primeira corrente de pico.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que a VPD combinada com o
ambiente cationico micelar de CPC pode ser considerada uma medida direta da capacidade
antioxidante, tendo em vista que os resultados estdo baseados apenas nas propriedades fisico-
quimicas dos compostos antioxidantes, sem o uso de espécies reativas. O urato e o ascorbato sao
os principais componentes do primeiro pico de corrente.

Devido a complexidade de composicdo de uma amostra biolégica, a separacdo de cada
composto antioxidante e o estudo de sua acdo individualmente pode ser ineficiente,
principalmente porque os resultados nao levariam em conta a acdo integrada entre 0os compostos,
fato muito relevante quando se analisa a capacidade antioxidante em um determinado sistema.
Além disso, o processo de separa¢do normalmente encarece o método.

O surfactante CPC mostrou-se altamente efetivo na estabilizacdo, seletividade e
sensibilidade de deteccdo de antioxidantes em soro e saliva. Pode substituir o polimento e
prevenir a passivacdo gradual do eletrodo de trabalho e perda de sinal voltamétrico. Nessas
condi¢des, a VPD apresenta-se como um método de simples aplicacdo. O tempo de andlise é
curto e o custo torna-se baixo tendo em vista a reutilizagdo do material. Os dados apresentados
nesse estudo validam a VPD como uma metodologia para avaliacdo do estado redox do soro e
saliva em diferentes situagdes fisiologicas ou patoldgicas.

A possibilidade de determinagdo da capacidade antioxidante através da saliva apresenta-
se com uma alternativa pritica e pouco invasiva. A literatura ndo apresenta estudos da
determinacdo da capacidade antioxidante em saliva através da voltametria. Além disso, a
determinac¢do do poder redutor de fluidos bioldgicos como a saliva pode ser mais confidvel, tendo

em vista que ndo esta sujeita a influéncia da dieta e outras interferéncias.
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CAPITULO 3

DETERMINACAO DE INTERVALOS DE REFERENCIA PARA CONCENTRACAO DE
ANTIOXIDANTES EM AMOSTRAS DE SALIVA DE INDIVIDUOS
FISICAMENTE ATIVOS.
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DETERMINACAO DE INTERVALOS DE REFERENCIA PARA CONCENTRACAO DE
ANTIOXIDANTES EM AMOSTRAS DE SALIVA DE INDIVIDUOS FISICAMENTE
ATIVOS.

1. INTRODUCAO

O estudo da variagdo dos niveis de antioxidantes ndo enzimadticos no exercicio é pouco
descrito em condi¢des de treinamento, sendo normalmente relatada sua variagdo apds sessoes
unicas de exercicio (Ji, 1992; Sen, 1995; Essig e Nosek, 1997; Smolka et al., 2000; Ji, 2002,
Waring 2003). As variagdes do sistema de defesa antioxidante e sua correlacio em diferentes
fluidos poderiam indicar quais biomarcadores seriam mais eficientes, praticos e vidveis para um
acompanhamento constante das adaptacdes do sistema de defesa antioxidante no exercicio, € a
possivel identificacdo de um limiar de estresse oxidativo como resultado das constantes
sobrecargas de esforc¢o fisico durante um treinamento sistematizado.

O primeiro passo para a aplicacdo de qualquer biomarcador no diagndstico dos estados
FOR (overreaching funcional) ou NFOR (overreaching nao-funcional), ¢ a determinacdo de
valores de referéncia para este parametro de preferéncia em sujeitos expostos a um periodo de
treinamento.

Intervalos de referéncia podem ser definidos a partir da faixa de valores para um
determinado exame laboratorial observada em uma determinada populacdo, sendo descrito
normalmente pelos valores superiores e inferiores da faixa dos limites de referéncia. Nesta faixa
estdo contidos 95% dos resultados encontrados (Solberg, 2004).

A possibilidade de determinacdo da capacidade antioxidante da saliva através da VPD
associada ao surfactante CPC se mostra como uma alternativa pratica e ndo invasiva. Isso é
importante uma vez que sujeitos em treinamento normalmente solicitam formas de coleta de
amostras menos invasivas que a pungdo venosa.

O objetivo do presente estudo foi analisar a distribui¢do dos valores de capacidade
antioxidante para ABPM em amostras de saliva analisadas pelo método de VPD associada ao
CPC a fim de determinar os valores minimos e mdaximos deste parametro em individuos

submetidos a um treinamento fisico diario.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Populacao

Fizeram parte da amostra 108 individuos integrantes da Escola Preparatéria de Cadetes do
Exército e 39 individuos da equipe juvenil de Futebol de Paulinia. A idade média dos individuos
foi de 17+ 2 anos. Foram excluidos do estudo individuos que fizeram uso de medicacdo,
suplementos, vitaminas ou que apresentaram algum tipo de lesdo. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Humana (0200.0.146.000 - 08). Todos os individuos ou
responsaveis forneceram por escrito um consentimento livre e esclarecido para a realizacdo do
estudo ap6s serem devidamente informados sobre a finalidade e os procedimentos envolvidos.

E importante ressaltar que o grupo de cadetes pode ser considerado uma populacio de
referéncia de jovens fisicamente ativos, pois possuem uma faixa etdria bem definida originam-se
de diferentes regides do Brasil, possuem uma alimentacdo controlada e praticam atividades

fisicas didrias e regulares.
2.2 Amostras de saliva
As amostras de saliva foram coletadas através do Saliva Collection System (SCS) (Greiner

Bio-One GmbH, Kremsmuenter, Austria) de acordo com as instru¢des do fabricante

(http://www.vacuette.com/en/company/3698.php). Antes da coleta de saliva foi aplicada a

solucdo de enxdagiie bucal fornecida no proprio kit. Posteriormente, o sujeito permaneceu com a
solucdo de extracdo de saliva em sua boca por dois minutos. A solu¢do foi coletada em béquer
plastico e depois transferida para dois tubos de centrifugacdo graduados com solugdo
conservante. As amostras de saliva foram centrifugadas a 2200g por 15 minutos sob refrigeracao
(4°C). A amostra de saliva coletada através do SCS contém tartrazina como padrdo interno, que é
determinada fotometricamente a 450 nm. Os tubos graduados permitem conhecer o volume exato
de saliva coletado [23]. O contetdo de saliva na solugado (vol. -%) é obtido pela comparagdo com

os padrdes internos fornecidos no kit de coleta de saliva SCS.
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2.3 Procedimento para as medidas voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas com potenciostato PGSTAT-10 da Autolab
Echo Chemie (Utrecht, Netherlands) interfaceado a um computador e controlado pelo software
GPES 4.9. Foi utilizada uma célula eletroquimica com trés eletrodos: um eletrodo de calomelano
saturado como eletrodo de referéncia, um fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de
carbono vitreo de 3-mm de didmetro utilizado como eletrodo de trabalho. O eletrodo de carbono
vitreo foi cuidadosamente polido como alumina 0,3 pm em uma superficie abrasiva e lavado com
dgua deionizada antes de cada série de experimentos.

Para as medidas voltamétricas foram usados 120 uL de saliva. As amostras foram diluidas
em 480 pL de solucdo de PBS na concentracdo de 0,5 mol L ' e cloreto de cetilpiridina (CPC)
concentracio de 100 mmol L' em pH 7,4. A solugdo de PBS foi utilizada como eletrélito de
suporte.A faixa de potencial aplicada para realizacdo das medidas foi de 300 mV a 1000 mV. A

temperatura da célula eletroquimica foi regulada em 20,0 + 0,5 °C.

2.4 Analise Estatistica

Para determinar o intervalo de referéncia para a capacidade antioxidante de amostras de
saliva foi seguido o critério estabelecido pela Federacdo Internacional de Quimica Clinica.
Conforme este critério, a determinacdo de intervalos de referéncia depende do método de
avaliacdo e do tamanho do conjunto de dados disponiveis sendo necessdrias no minimo 120
amostras. (Horn, 2003). O programa RefVal (Solberg, 2004) que inclui os parametros de andlise
recomendados pela Federacao Internacional de Quimica Clinica foi usado para calcular os limites
de referéncia maximos e minimos para dados paramétricos com percentis de 97.5 e 90, e
intervalo de confianca (IC) de 90% pelo método Bootstrap. (Horn, 2003; Solberg, 2005)

A primeira recomendacdo € detectar outliers antes de qualquer andlise de intervalo de
referéncia (Horn, 2003). Os outliers foram detectados e removidos pelo teste de Horn (Solberg,
2005). A Tabela 1 mostra o nimero de andlises, o nimero de outliers para os parametros de Ep e
Ip com os seus respectivos valores, o nimero total de amostras analisadas apds a remog¢do dos

outliers e os valores de média e desvio das amostras analisadas.
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Tabela 1. Numero total de atletas analisados para determina¢ao de Ip na saliva, nimero e valor
dos outliers detectados, média e desvio das amostras utilizadas.

Numero de andlises EsSPCEx 108

Numero de anélises Paulinia FC 39

Total de analises 147

Numero de outliers detectados EsPCEx 8

Numero de outliers detectados Paulinia 1

Total de outliers detectados 9

Valores dos outliers EsSPCEx 0,2x10°A; 0,2x10°A; 0,3x10°A;

2,1x10°A; 2.4x10°A; 2,4x10°A;
2.4x10°A; 2,5x10°A

Valores dos outliers Paulinia FC 2,1x10'6A
Nuamero de analises utilizadas 138
Ip (A) média + desvio 0,98x10° A+ 0,35x107A

Os gréficos em boxplots foram utilizados para uma andlise descritiva dos valores de
concentracdo de antioxidantes (Ip) e poder redutor das amostras (Ep) dos dois grupos EsPCEx e
Paulinia Futebol Clube, com intuito de verificar se os dois grupos poderiam compor uma mesma
populacdo. Os grificos foram feitos através do programa Matlab® 7.0. A anélise dos resultados e
estatistica foram feitas através do programa Origin 6.0 Foi utilizado o teste Kruskal- wallis para

comparagdo entre os dois grupos.Valores de p < 0.05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois parametros podem ser analisados através da medida da capacidade antioxidante por
VPD. O primeiro € o valor de Ep (potencial do pico) e o segundo é denominado Ip (corrente do
pico). O valor de Ep indica o poder redutor da amostra e a natureza do composto analisado,
(Kissinger e Heineman 1983, Mabbott 1983). Quanto menor o valor de Ep, maior é o poder de

reducdo da amostra. Ja o valor de Ip (corrente do pico) indica a concentragcdo do composto
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analisado (Kissinger e Heineman 1996, Mabbott 1983) quanto maior o valor de Ip, maior serd a
concentracdo de antioxidantes da amostra.
A Figura 1 apresenta um voltamograma representativo de uma amostra de saliva e a

indicacdo dos parametros analisados.

3,0x107°
& 2,0x10°-
N’
o Ip

1,0x10° -

Ep
00 02 ' 04 06 08
Ep(V)

Figura 1. — Voltamograma de Pulso Diferencial obtido de uma amostra de saliva diluido em PBS
(1:4) e CPC 100mmolL".

As amostras de saliva apresentam um unico pico. Os picos observados em amostras
bioldgicas nesta faixa de potencial sdo compostos principalmente por dcido drico e 4cido
ascorbico (Kohen et al., 2000; Chevion et al., 1997). Dados nossos apresentados no capitulo 2
dessa dissertacao reforcam que o acido urico € principal antioxidante constituinte desse 1° pico de
corrente anddica.

A literatura aponta que varidveis como nivel e intensidade de treinamento, dieta e tempo
de recuperacdo podem alterar a capacidade antioxidante (Waring et al.; 2003; Finaud et al.;
2006; Palazzetti et al.; 2004). Embora ambos os grupos apresente um rigoroso controle destas
variaveis (principalmente o grupo dos cadetes), € necessario que os dois grupos nao apresentem
diferengas significativas para a varidvel a ser analisada em conjunto, compondo a mesma
populacdo. Para isso foram comparados os valores de Ep e Ip dos dois grupos. Os resultados

estdo apresentados na Figura 2.



70

x10
0.4 : ‘ ] :
2.5¢
A T B i
038 1 .
o i
0.36 T +

o
w
=

V) saliva
P (A) saliva

—_

S IR,
o T 1 T .

EspCEx Paulinia FC EsPCEX Paulinia FC

Figura 2. Comparagdo dos valores de Ep (figura 2-A) e Ip (figura 2-B) obtidas nas andlises das amostras de saliva da
EsPCEx (n=108) e Paulinia FC (n=39). Os valores de Ep apresentaram diferenca significativa entre os dois grupos (p

<0.05).

Os valores de Ep apresentaram diferenca significativa entre os dois grupos analisados. As
amostras da EsPCEx exibiram valores menores de Ep indicando um maior poder redutor das
amostras. Valores menores de potencial podem estar relacionados a maior presenca de urato em
relacdo aos demais antioxidantes que compdem o pico. Apesar de urato e ascorbato se reduzirem
na mesma faixa de potencial, nossos resultados prévios (capitulo 2) apontaram que o aumento na
concentracdo de urato pode deslocar o potencial para um valor menos positivo. O mesmo nao
aconteceu com o aumento de ascorbato.

Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos para a concentracdo de
antioxidantes (Ip) das amostras analisadas (p < 0.05). No entanto, um maior nimero de outliers,

indicando concentragdes elevadas de antioxidantes foi observado nas amostras da ESPCEx .

3.1 Determinacao dos intervalos limites de referéncia

A Figura 3 apresenta o histograma das diferentes concentragdes de antioxidantes

observadas nos 138 individuos analisados, indicando uma distribuicdo normal. A maioria dos

dados se concentrou entre 0,6)(10'6 e 1,2x10'6.
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Figura 3. Freqiiéncia dos valores de Ip (A) em 138 amostras de saliva de atletas analisados.

Os valores limite superiores e inferiores determinados para capacidade antioxidante na
saliva estdo apresentados na Tabela 2. O limite inferior de capacidade antioxidante, percentil
2.5% foi de 0,4x10'6A (IC-intervalo de confianga = O,4x10"6A e O,5x10'6A). O limite superior de
capacidade antioxidante, percentil 97,5% foi 19x10° A (IC= 16x10° A e 21x10°® A).

Tabela 2. Valores de limite superior e limite inferior com intervalo de confianga de 90% para concentragdo da
capacidade antioxidante na saliva (Ip)

Valores de Ip (A)
Percentil 97,5 19x10° A
IC * 16x10° A e 21x10° A
Percentil 2,5 0.4x10° A
IC * 0,4x10°A e 0,5x10° A

* intervalo de confianca de 90% para os limites superiores e inferiores dos percentis
indicados.

Neste estudo foi utilizada a metodologia recomendada pela Federacdo Internacional de
Quimica Clinica para analisar a concentracdo de antioxidantes de baixo peso molecular na saliva
de individuos submetidos ao treinamento fisico pertencentes a ESPCEx e ao Paulinia FC.

Dentre os outliers detectados, 6 outliers apresentaram concentragdes de antioxidantes
acima do limite superior de referéncia e 3 outliers apresentaram concentragdes abaixo do limite
inferior (tabela 1).

A literatura ndo apresenta estudos de intervalos de referéncia antioxidantes em amostras

de saliva, muito menos através da técnica de VPD. Talwrar (2005) determinou a variacdo
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bioldgica de vitaminas em individuos sauddveis pelo método HPLC. Porém os resultados
apresentam limitacOes devido ao numero de individuos analisados (n=14). O autor aponta que as
metodologias atuais sdo imprecisas para determina¢ao da maioria das vitaminas e os intervalos de
referéncias apresentam valores limitados para detectar deficiéncia ou excesso.

Poucos estudos sdo encontrados sobre a capacidade antioxidante na saliva relacionados ao
exercicio fisico. As variagdes normalmente sdo relatadas em funcdo de sessdes unicas de
exercicio e os resultados sdo contraditérios (Tauler ef al., 2003; Vina et al.,2000).

Atsumi et al., (2008) apresentou um estudo mostrando diminui¢do na capacidade
antioxidante da saliva como resposta ao exercicio fisico, sugerindo que este parametro pode
refletir o estado de saide do individuo. Gonzalez et al., (2008) sugeriram que o exercicio
aerébico induz o aumento de 4cido trico e conseqiientemente da atividade antioxidante na saliva.

A discuss@ao sobre a necessidade de maiores estudos que enfoquem os efeitos do
treinamento nos niveis de ABPM ¢ relativamente recente, devido ao papel que estes exercem e a
possiveis alteracdes nas necessidades dietéticas durante o treinamento fisico que estas variacdes

possam implicar (Powers et al.,1999).

4. CONCLUSAO

Os valores obtidos nesse estudo permitem avaliar individuos em relagdo a capacidade
antioxidante. Aqueles que apresentam capacidade antioxidante dentro dos parametros
estabelecidos provavelmente apresentam uma adaptacao positiva ao treinamento. Individuos com
valores de capacidade antioxidante, principalmente abaixo do limite inferior provavelmente nao

estdo apresentando resultados adaptativos positivos ao treinamento.

5. CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

A utilizacdo da saliva, por ser um método ndo invasivo, apresenta vantagens em relacio a
outras praticas como coleta de sangue ou bidpsia muscular para se realizar um acompanhamento
da capacidade antioxidante conferida por ABPM durante um periodo de treinamento.

A determinagdo dos limites de referéncia da capacidade antioxidante determinada pela

técnica de VPD associada ao uso de CPC pode contribuir para monitorar, adequar, e
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individualizar os programas de treinamento fisico, garantindo que a sobrecarga do exercicio seja
adequada para manutencao da saude e integridade fisica.

Nossos resultados sugerem que a concentragdo de antioxidantes na saliva pode ser usada
como parametro para detectar uma possivel instalacdo de altos niveis de estresse oxidativo como

conseqiiéncia da sobrecarga de treinamento.
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