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METODO DE QUANTIFICAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
SERICA: PADRONIZAGAO E VALIDAGAO PARA ESPECIE OVINA

RESUMO - A determinagao da capacidade antioxidante total (TAC) tem
importancia fundamental na avaliagdo do estresse oxidativo, tanto em humanos
como em animais. Cada vez mais tem se tornado relevante o estudo de
metodologias para determinar a TAC em varias areas como em tecnologia e
ciéncia de alimentos, laboratérios clinicos, nutricdo animal e humana. Na
espécie ovina esta determinacdo ainda nao foi validada. Antes de iniciar
qualquer tipo de analise da TAC, o método utilizado deve ser validado, pois a
validagdo de métodos é um aspecto primordial da garantia da qualidade
analitica. A validacdo é um processo dinamico e constante, que se inicia na
fase de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo do método, qualidade dos
instrumentos, materiais e analistas, permanecendo na fase de experimentos.
Um processo de validacdo bem definido deve obedecer as caracteristicas
investigadas no processo de validagédo a fim de demonstrar o desempenho do
método como: linearidade, limite de detecgao, limite de quantificagao, precisao,
exatidao, recuperacao analitica e robustez. O método mais comumente
utilizado para determinar a TAC é o método espectrofotométrico-colorimétrico
que usa (ABTS'™) 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato). Apesar da
existéncia de muitas técnicas modernas, o método espectrofotométrico tem
demonstrado ser eficaz, além do baixo custo e de facil manuseio. O método foi

desenvolvido, padronizado e validado.

Palavras-Chave: antioxidantes, espectrofotometria, estudos de validacao,

ovinos



METHOD OF MEASUREMENT OF SERUM TOTAL ANTIOXIDANT
CAPACITY: STANDARDIZATION AND VALIDATION FOR OVINE SPECIES

SUMMARY - The determination of total antioxidant capacity (TAC) is
important to evaluation of oxidative stress, in both humans and animals. The
study of methodologies to the determination of TAC has become relevant in
several areas such as technology and food science, clinical laboratory, animal
and human nutrition. In sheep, this determination has not yet been validated.
Before starting any type of analysis, the method used for TAC measurement
must be validated, since method validation is a key aspect of analytical quality
assurance. Validation is a dynamic and ongoing process that begins at the
stage of selection, development and optimization of the method, the quality of
the tools, materials and analysts, remaining in the experimental phase. A well
defined process of validation must have the characteristics investigated in the
validation process to demonstrate the performance of the method as: linearity,
limit of detection, limit of quantification, accuracy, precision, analytical recovery
and robustness. The most commonly used method used to determine the TAC
is the spectrophotometric-colorimetry assay using the (ABTS'+) 2,2'-azinobis
(3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonate). Despite the existence of many modern
techniques, the spectrophotometric method has shown to be effective, in
addition to lower cost and easy handling. The method was developed, validated

and standardized.

Keywords: antioxidants, spectrophotometry, validation studies, sheep
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como o excesso de formagao e/ou
remocéo insuficiente de moléculas reativas (radicais livres), tais como:
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Por defini¢ao, radicais livres podem ser qualquer atomo, molécula ou
fragmento de molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados na sua
ultima camada de valéncia. Estes elétrons desemparelhados fazem com que
essas espécies sejam altamente reativas, instaveis e de meia-vida curtissima
(HALLIWELL, 1994). O desequilibrio entre a produgao de radicais livres e as
defesas antioxidantes determina a instalagdo e o grau de estresse oxidativo.
Consequéncias deste estresse incluem a modificagdo de proteinas celulares,
lipidos e acidos nucleicos (FINKEL; HOLBROOK, 2000), ocasionando lesdes e
modificagdes irreversiveis dos componentes celulares (GARREL et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante tem como objetivo essencial manter
o processo oxidativo dentro dos limites fisiolégicos, impedindo que os danos
oxidativos se multipliquem e gerem danos sistémicos irreparaveis (BARBOSA,
2010) os quais sao responsaveis por muitos processos patolégicos (SOCHOR
et al., 2010). Algumas patologias associadas ao aumento dos radicais livres ja
foram reconhecidas em mais de 100 doencas em humanos e em animais,
dentre estas destacam-se cancer, catarata, diabetes, doencgas inflamatdrias,
periodontais, neuroldgicas, cardiovasculares e renais (NEMEC et al., 2000). Em
ruminantes doencas respiratorias e articulares, septicemia, mastite, acidose,
cetose, enterite e pneumonia parece estar associada ao estresse oxidativo, o

que implica na producao e a saude dos mesmos (CELI, 2011).
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1.2 Defesas Antioxidantes

Os radicais livres sao produzidos no metabolismo e nos processos
fisiologicos, porém reacbes oxidativas prejudiciais podem ocorrer nos
organismos e serem controladas por mecanismos antioxidantes enzimaticos e
nao-enzimaticos (EREL, 2004). De acordo com o modo de agdo podemos
dividi-los em trés grupos. O primeiro sdo antioxidantes preventivos, pois
impedem a formacdo de radicais livres, sendo estes a ceruloplasmina,
metalotioneina, mioglobina, albumina, ferritina e transferrina. O segundo é
classificado como antioxidantes removedores, pois removem os radicais livres
quando sdo formados evitando o ataque destas, neste inclui a glutationa
reduzida, vitamina E, vitamina C, [B-caroteno, acido urico e bilirrubina. O
terceiro grupo pertence as enzimas antioxidantes que eliminam os radicais
livres formados de outras moléculas, no qual sdo o superdxido dismutase,
glutationa peroxidase, catalase e metaloenzima (NEMEC et al., 2000).

A quantidade dos diferentes antioxidantes presentes no plasma, soro,
urina ou outras amostras biolégicas ¢é dificil de ser determinada
separadamente, pois existe a possibilidade de ocorrer interacdo entre eles no
organismo in vivo, o que poderia representar menor quantidade em relagéo ao
estado antioxidante geral (PRIOR; CAO, 1999). Portanto a capacidade
antioxidante € uma das maneiras de como o organismo pode se proteger
contra os radicais livres prevenindo ou inibindo reagbes oxidativas nas
biomoléculas (EREL, 2004) como exemplo, evitando a peroxidagao dos lipidos.
(SOCHOR et al., 2010).

1.3 Métodos para determinagcao da capacidade antioxidante total (TAC)

E de grande importancia a dosagem da TAC tanto em alimentos, como
em medicamentos alopaticos e fitoterapicos para utilizacdo em prevencao ou
tratamento de doencas associadas ao estresse oxidativo. Outra linha
promissora € a utilizacdo da TAC como biomarcadora do estresse oxidativo em
diversas doencas (FERRARI, 2010).
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A literatura propde diferentes métodos para determinagdo da TAC,
estes variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao indicador de oxidagéo
escolhido e ao método usado para sua deteccao e quantificagdo. Em todos
esses ensaios, um radical é gerado e reage com moléculas-alvo, para produzir
cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de Electron
Spin Ressonance (Ressonancia do Spin Eletrénico) ou outra mudanga que
possa ser mensuravel. A presenca de antioxidantes altera esses sinais,
permitindo sua analise quantitativa (VASCONCELOS et al., 2007).

Atualmente quatro testes tém sido empregados para quantificar a
capacidade antioxidante total (TAC): (1) TRAP (Total Radical - Trapping
Antioxidant Parameter), o primeiro ensaio desenvolvido para determinar a TAC
em plasma sanguineo (WAYNER et al.,1985); (2) ORAC (Oxygen - Radical
Absorbancy Capacity), método que usa a proteina Phycoerythrin (Ficoeritrina),
fotossintética, marcadora de fluorescéncia, como alvo dos radicais (GLAZER et
al.,1990; GHISELLI et al., 1995) foi validado por Prior et al. (2003) como
método para quantificagdo da TAC em amostras sanguineas; (3) FRAP (Ferric
- Reducing Antioxidant Power), método em que um complexo
ferrictripyridyltriazine (Fe"-TPTZ) é reduzida para a forma ferrosa (Fe'") na
presencga de um antioxidante e em condi¢des acidas. (BENZIE; STRAIN, 1996);
(4) TEAC (Trolox - Equivalent Antioxidant Capacity) criado por Miller et al.
(1993) e comercializado pela “Randox Laboratories Ltda” como kit diagndstico
TAS - Status Antioxidant Total, que se baseia na formag¢ao do radical cation
ABTS associado a medicdo da capacidade da amostra ao inibir esta produgao
(FERRARI, 2010). O TEAC é um dos mais amplamente aplicados para esta
determinacao (EREL, 2004; GIROTTI et al., 2002), tanto de substancias puras
e heterogéneas (EREL, 2004; RE et al., 1999) como também bebidas
(VILLANO et al., 2004). O método colorimétrico que usa o ABTS * (2,2’-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), na forma oxidada (Figura 1) apresenta
intensa coloragao esverdeada, e a capacidade antioxidante em reduzir a cor do

ABTS é medida e expressa em relagao ao Trolox (PRIOR et al., 2005).
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FIGURA 1- Estrutura do 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)(ABTS ™)

1.4 Estresse oxidativo na espécie ovina

Com o aumento da producdo de ovinos nos ultimos anos, varias
trabalhos sobre estresse oxidativo tém sido desenvolvido em torno desta
espécie (Tabela 1). Os antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos séo
comumente utilizados para avaliar a TAC como um sistema de defesa do
organismo contra a agao dos radicais livres e 0s possiveis danos as estruturas
celulares decorrentes de sua atuacio.

Lightbody et al. (2001) relataram a falta de exploracéo na etiologia das
manifestacdes parasitaria em ruminantes relacionadas ao papel do estresse
oxidativo e a atividade antioxidante. Neste estudo foi comparada a capacidade
antioxidante do plasma entre ovinos e caprinos infectados experimentalmente
por Teladorsagia circumcincta na qual concluiram que os cabritos por serem
mais suscetiveis aquela infec¢do, apresentam alta capacidade antioxidante
total em resposta ao potencial numero de eosindfilos circulantes.

A avaliagdo da TAC em ovinos também foi realizada por Hohenboken
et al. (2004) na qual avaliaram a resisténcia e a sensibilidade ao eczema facial
e observaram que, os animais do grupo resistente tiveram maior atividade de
enzimas antioxidantes, porém a diferenga entre os grupos foram muito estreitas
para serem consideradas como um indicador confiavel de resisténcia.

Dimri et al. (2010) avaliaram o estado antioxidante e os indices de
estresse oxidativo em sangue, pele e tecidos cerebrais de ovinos durante a
infestacdo de sarna Psoroptica e investigaram alguns parametros de estresse

oxidativo e a mudancga da defesas antioxidantes. Concluiram que durante esta
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patologia ocorre o aumento do estresse oxidativo e diminuicdo do estado
antioxidante, porém n&o realizaram o0 ensaio para a capacidade antioxidante
total. Apenas alguns antioxidantes foram analisados individualmente como o
acido ascorbico, a-tocoferol, cobre, zinco, cerulosplamina e perdxidos lipidicos.
A Tabela 1 resume os biomarcadores utilizados para avaliar diferentes
causas de estresse oxidativo na espécie ovina, sendo que apenas Heidarpour
et al. (2013) quantificaram a capacidade o TAS-Randox e nenhum quantificou a

capacidade antioxidante total do soro pelo método de Erel (2004).

Tabela 1 - Resumo dos estudos recentes em ovinos que investigaram o estresse oxidativo

associado ao estado fisiolégico

Estado fisiolégico Biomarcador Referéncias
Infecgao parasitaria Vit. C, Vit. E, TEAC Lightbody et al. (2001)
Eczema facial SOD, CAT, GPx, Gr Hohenboken et al. (2004)
Lesao Pulmonar FRAP Park et al. (2004)
Envelhecimento FRAP Salar-Amoli;Baghbanzadeh (2010)
Intoxicac&do por cobre FRAP, Ac.Urico Weigel et al. (2010)
Sarna Psoroptic Ac. Ascérbico, a-tocoferol, cobre Dimri et al. (2010)

zinco, ceruloplasmina, SOD, CAT, Glutationa

Toxemia da gestacao Glutationa, SOD, CAT, Gr Al-Qudah (2011)

Gestacao Vit. C, Vit. E Parraguez et al. (2011)

PPR Vit. A, C, E, Glutationa, CAT, SOD, Kataria; Kataria (2012)
Gr, Xantina oxidase

Infeccao por Babesia ovis GPx, CAT, TEAC Esmaeilnejada et al. (2012)

Efeito Temperatura/Reproducdo FRAP, SOD, Oxido nitrico Nezhad et al. (2013)

Lesao hepatica TAS-Randox, GPx Heidarpour et al. (2013)

Vit. C: Vitamina C; Vit. E: Vitamina E; TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; SOD:
Superdéxido Dismutase, CAT: Catalase; GPx: Glutationa Peroxidase; Gr: Glutationa Redutase;
FRAP: Ferric - Reducing Antioxidant Power; PPR: Peste dos Pequenos Ruminantes; TAS:
Status Antioxidant Total.
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1.5 Validagao de método analitico

Segundo o INMETRO (2003), validagdo é a comprovagao, pelo
fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicagéo ou
uso pretendido foram atendidos.

O bom desempenho de uma técnica depende da andlise de alguns
parametros do processo de validacao analitica. Representantes da comunidade
cientifica, industrias e agéncias reguladoras como ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) e INMETRO (Instituto de Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Instrumental) do Brasil, FDA (Food and Drug
Agency) e IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemstry) dos
Estados Unidos, MHLW (Ministry of Health, Labour and Welfare) do Japao,
EMEA (European Medicine Agency) da Unido Européia, definiram parametros
de validagado, que posteriormente foram uniformizados pela ICH (International
Conference on Harmonisation) estabelecendo critérios de validagdo de
métodos analiticos.

O objetivo de uma validagao é demonstrar que o método é apropriado
para a finalidade pretendida (ANVISA, 2003), sendo obtida por meio da
comprovacao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicagao ou uso especificos pretendidos foram atendidos
(INMETRO, 2007).

Com o objetivo de confirmar que os métodos sédo apropriados para o
uso pretendido, o laboratorio deve validar: métodos nao normalizados; métodos
criados/desenvolvidos pelo proprio laboratério; métodos normalizados usados
fora dos escopos para os quais foram concebidos; ampliagcdes e modificagbes
de métodos normalizados. O processo de validagdo de um método deve estar
descrito em um procedimento, e os estudos para determinar os parametros de
validagcao devem ser realizados com equipamentos e instrumentos dentro das
especificagdes, funcionando corretamente e adequadamente calibrados
(INMETRO, 2003).

A curva de calibragao/linearidade é a capacidade de uma metodologia

analitica de demonstrar que os resultados obtidos s&o diretamente
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proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. A exatidao é a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. A precisdo € a avaliacdo da
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma
amostragem multipla de uma mesma amostra. O limite de detec¢do € a menor
quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado,
porém nao necessariamente quantificado, sob as condigbes experimentais
estabelecidas. O limite de quantificagcdo € a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
sob as condicdes experimentais estabelecidas. E a robustez € a medida de sua
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacbes dos parametros
analiticos. Indica sua confiang¢a durante o uso normal (ANVISA, 2003).

Com o objetivo de validar e padronizar um método espectrofotométrico
Ultra Violeta-Visivel (UV-Vis) utilizando reagentes estaveis para determinar a
TAC em amostras séricas de ovinos sadios e observar a estabilidade dos
reagentes, este estudo foi caracterizado por produzir um ambiente mais estavel
de ABTS* com uma vida util mais longa, demostrando ser um método de facil

execucao quando comparado a outros métodos.
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Capacidade antioxidante total sérica: padronizagcao e validagcao de

métodos para espécie ovina

Souza, J.C., Alimeida, B.F.M., Narciso, L.G., Pereira, P.P., Louzada, M.J.Q.,
Ciarlini, P.C.

RESUMO - Avaliar o estresse oxidativo é fundamental para entender
varias condi¢cdes que afetam a produgao e saude dos ovinos. Neste sentido,
diversas metodologias foram desenvolvidas para quantificar a capacidade
antioxidante total (TAC) no sangue, porém a maioria n&o foi devidamente
validada para espécie ovina. O presente estudo objetivou padronizar e validar
um método para quantificar a TAC no soro de ovinos que tem como
caracteristica ser de simples execucdo e de baixo custo. A validacdo do
método foi realizada conforme critérios exigidos para métodos analiticos,
incluindo a determinacdo da linearidade, sensibilidade, exatiddo, precisao,
robustez, recuperacao analitica, limite de detecg¢ao e limite de quantificacdo. Os
indicadores de validacido indicaram um bom desempenho do método que foi
padronizado para determinacdo da TAC no soro dos ovinos. Apos a
comprovacao da validade do método, os resultados da TAC sérica de 25
ovinos sadios foram comparados com os obtidos com um kit comercial (TAS-
Randox) de referéncia. Os valores da TAC dos dois métodos diferiram
significativamente e ndo apresentaram boa correlagcédo entre si (r=0,22), assim
como ocorreu em relagdo a alguns antioxidantes enddgenos (acido urico e
albumina) e exdgenos (Trolox e Vitamina C) testados. O método padronizado
revelou a qualidade de ser de baixo custo, de rapida execucdo e seus
reagentes apresentaram boa estabilidade (4 meses), sensibilidade e precisao.
Concluiu-se que é possivel quantificar valores confiaveis da TAC no soro de
ovinos com 0 método padronizado e que este possui caracteristicas vantajosas

que permitem o seu emprego em laboratdrios veterinarios de rotina.

Palavras-Chave: ABTS, antioxidante sérico, método colorimétrico, status

antioxidante
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Serum total antioxidant capacity: standardization and validation for ovine

species

ABSTRACT - The assessment of oxidative stress is an essential tool to
understand several conditions that affect the production and health of ovine
species. Therefore, several methodologies have been developed to quantify the
total antioxidant capacity (TAC) in blood, even though most of them have not
been adequately validated for sheep. This study aimed to standardize and
validate a method to quantify the TAC in serum of sheep, which is simple to
implement and have low cost. The method validation was performed according
to criteria for analytical methods including the determination of linearity,
sensitivity, accuracy, precision, robustness, analytical recovery, limit of
detection and limit of quantification. The validation indicated a good
performance of the standardized method used to determine the TAC in serum
of sheep. After confirming the validation of the method, the results of serum
TAC of 25 healthy sheep were compared with those obtained from a
commercial kit (TAS-Randox). The TAC values of the two methods differ
significantly and did not present good correlation with each other (r=0,22), as
occurred with some tested endogenous antioxidants (uric, acid, albumin) and
exogenous (Trolox and Vitamin C). The standardized method revealed the
quality of being low cost and having rapid implementation. In addition, its
reagents showed good stability (4 months), good sensitivity and accuracy. It
was concluded that it is possible to quantify reliable values of TAC in serum of
sheep with the standardized method and that this method possesses
advantageous characteristics that allow its use in routine veterinary

laboratories.

Keywords: ABTS, Serum antioxidant, colorimetric method, antioxidant status
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1 Introducao

Radicais livres podem ser definidos como qualquer atomo, molécula ou
fragmento de molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados na sua
ultima camada de valéncia. Estes elétrons desemparelhados fazem com que
essas espécies sejam altamente reativas, instaveis e de meia-vida curta
(HALLIWELL, 1994). O desequilibrio entre a produgao de radicais livres e as
defesas antioxidantes determina o grau de estresse oxidativo. Consequéncias
deste estresse incluem a modificacdo de proteinas celulares, lipidos e acidos
nucleicos (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

O aumento na produgao dos radicais livres além da capacidade de
protecdo antioxidante pode gerar modificagdes irreversiveis dos componentes
celulares (GARREL et al.,, 2010) e sdo responsaveis por muitos processos
patolégicos (SOCHOR et al., 2010). Algumas patologias associadas ao
aumento dos radicais livres ja foram reconhecidas em mais de 100 doengas em
humanos e em animais, dentre as patologias destacam-se cancer, catarata,
diabetes, doencas inflamatérias, periodontais, neurolégicas, cardiovasculares e
renais (NEMEC et al., 2000). Em ruminantes doencgas respiratérias e
articulares, septicemia, mastite, acidose, cetose, enterite € pneumonia parece
estar associada ao estresse oxidativo, o que implica na produgédo e a saude
dos mesmos (CELI, 2011). Nao obstante a importancia do tema, em relagéo a
espécie ovina ainda sa&o escassos 0s estudos sobre estresse oxidativo
(ANDRES et al., 1997; ANDRES et al., 1999; LIGHTBODY et al., 2001; RIZZO
et al., 2008).

Muitas moléculas antioxidantes previnem e inibem reagdes prejudiciais
em biomoléculas (YOUNG, 2001) e podem ser mensuradas no soro ou plasma,
porém a mensuracgao de diferentes antioxidantes separadamente é dificil, pois
a maioria das metodologias empregadas envolvem técnicas complicadas,
equipamentos e reagentes de alto custo. Diante da necessidade de melhor
avaliar o complexo mecanismo que envolve o estresse oxidativo, considerando

que o efeito dos antioxidantes sdo aditivos, foram desenvolvidas varias
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metodologias que permitissem quantificar a capacidade antioxidante total
(TAC) de uma amostra.

Os métodos colorimétricos mais utilizados que quantificam a TAC tém
como base o 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonato) (ABTS®), uma
molécula que € incolor na sua forma reduzida e que se torna azul-esverdeada
quando oxidada (ABTS*). O principio basico desses métodos é que a cor azul-
esverdeada do ABTS'" oxidado, sob o efeito redutor dos antioxidantes, torna-
se novamente incolor. Diferentes oxidantes tém sido utilizados para oxidar o
ABTS " (CAMPOS et al., 1996; LAIGHT et al., 1999; MILLER et al., 1993; RE et
al., 1999), entretanto o reagente oxidado ¢é instavel (EREL, 2004). O reagente
comercial disponivel para determinagcdo da TAC utiliza a metamioglobina
(MILLER et al., 1993) como oxidante, porém seu custo é alto e a vida util do
reagente € muito curta (48 horas sob refrigeragdo). Erel (2004) desenvolveu
uma metodologia de baixo custo para quantificar TAC, com as vantagens de
utilizar um reagente ABTS'* oxidado apenas com o perdxido de hidrogénio,
tornando-o estavel por varios meses.

A TAC em sangue de ovinos tem sido quantificada utilizando-se
metodologias que inicialmente foram desenvolvidas para frutas, bebidas e
espécie humana (DIMRI et al., 2010; HOHENBOKEN et al., 2004; LIGHTBODY
et al., 1998; LIGHTBODY et al., 2001; PARRAGUEZ et al., 2011). A maioria
das metodologias que empregam o ABTS™ ndo foram adequadamente
validadas para quantificar TAC no soro ou plasma (EREL, 2004). Algumas
dessas metodologias falham em quantificar a TAC em ovinos provavelmente
porque a concentracido de antioxidantes no plasma de ovinos seja menor do
que a humana (LIGHTBODY et al., 1998) e caprina (LIGHTBODY et al., 2001).

O estudo do complexo mecanismo do estresse oxidativo exige o
emprego de métodos sensiveis e confiaveis que permitam quantificar a TAC.
Métodos analiticos devem ser validados para diferentes espécies,
determinando-se a linearidade da reacdo, sua exatidao, precisdo, robustez,
limite de deteccao e quantificacdo (ANVISA, 2003). A fim de contribuir para a

melhor compreenséao do estresse oxidativo que afeta a saude e a produtividade
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ovina, no presente estudo foi padronizado e validado um método estavel para a

quantificacdo da TAC sérica nesta espécie.

2 Material e métodos

Esta pesquisa foi realizada conforme aprovagdo da Comiss&o de Etica
no uso de animais da UNESP, Campus de Aragatuba (protocolo FOA-00433-
13) de acordo com o0s principios éticos na experimentagdo animal da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus Aracatuba
segundo as resolucdes brasileiras (Lei n°. 6.638, de 08 de maio de 1979 e
Decreto n°. 26.645 de 10 e julho de 1934).

2.1 Reagentes

Acido acético glacial (Massa Molar (MM) 60,04 g/mol) (Vetec Quimica
Fina, RJ, Brasil), peréxido de hidrogénio (MM 334,01 g/mol a 35%) (Dinamica,
SP, Brasil), acetato de sédio (MM 82,03 g/mol), hidroxido de sédio (MM 39,9
g/mol a 10 mmol/L), acido urico (MM 168,11 g/mol), acido ascérbico (MM
176,12 g/mol), 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diambnio)
(M.M. 548,7 g/mol, ABTS"), analogo hidrossoluvel da vitamina E (Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico, MM 250,29) e tampéao
salina-fosfato (PBS) pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Foi utilizado agua
ultrapurificada pelo equipamento Milli-Q Millipore (Milli-Q System, New Bedford,

Massachusetts, USA) para o preparo de todas as solugoes.

2.2 Antioxidantes

A solucao estoque padrao de Trolox (2,0 mmol/L) foi preparada com
tampao PBS, a de acido ascérbico (2,0 mmo/L) com agua deionizada e a de
acido urico (2,0 mmol/L) com NaOH 10 mmol/L, todas mantidas a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Todas as solugbes estoques de antoxidantes

foram diluidas nas seguintes concentracgées 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 mmol/L.
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2.3 Selecao dos animais e obtengdo das amostras

Foram selecionados 25 ovinos machos da raga Santa Inés, peso médio
de 26,6 kg e idade variando entre 4 a 5 meses, criados em uma propriedade
particular na cidade de Birigui, Sdo Paulo, Brasil. Foram excluidos do estudo
animais tratados com qualquer medicamento nos ultimos 14 dias ou com
qualquer alteragdo no exame clinico geral, hemograma e perfil bioquimico
sérico (alanina aminotransaminase, aspartato aminotransaminase, ureia,
creatinina, colesterol total, triglicerideos, glicemia, proteina total, albumina e
acido urico). Para tal, de cada animal foram colhidos 20 mL de sangue venoso
por flebocentese da jugular, sendo 1 mL transferido para um microtubo (Life
Technologies) contendo acido diaminoetilenotetracético (EDTA MM 292,24
g/mol a 10%) para realizagcdo do hemograma e o restante acondicionado em
tubos de ensaios (sem anticoagulante) (Becton, Dickinson and Company-BD)
para obtencao do soro e posteriormente realizacdo do perfil bioquimico sérico e
determinacdo da TAC sérica. As amostras de fezes para os exames
parasitolégicos foram colhidas diretamente da ampola retal e armazenadas sob
refrigeracao até o momento do exame. Todas as analises laboratoriais foram
realizadas dentro de 24 horas.

As analises bioquimicas foram realizadas em espectrofotdmetro
automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics Co.,
Nanshan, China) previamente calibrado com calibrador e soros controles niveis
| e Il e utilizando reagentes comerciais (Biosystems, Barcelona, Spain). Para
determinar o teor de ureia (método enzimatico UV urease/glutamato
desidrogenase); glicose (método enzimatico glicose oxidase/peroxidase);
triglicerideos (método enzimatico triglicerides-glicerol fosfato); creatinina
(método cinético do picrato alcalino); albumina (método do verde de
bromocresol); colesterol (método enzimatico oxidase/peroxidase); proteina total
(método do biureto); acido urico (método enzimatico uricase/peroxidase);
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase (ambas pelo método
cinético UV segundo IFCC). Todas as reagdes bioquimicas foram processadas

a 37°C conforme orientagdes dos fabricantes.



34

O hemograma foi realizado a partir de um contador veterinario automatizado de
células (BC-2800Vet, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics Co., Nanshan,
China) e a contagem diferencial de leucocitos foi realizada em esfregagos
sanguineos corados (método pandtico rapido) e examinados ao microscopio
optico, com objetica de imersdo e aumento de mil vezes. A contagem de ovos
por grama de fezes (OPG) foi realizada conforme a técnica descrita por Gordon
e Whitlock modificada (1939).

2.4 Conservacao e acondicionamento das amostras

Apos separagao do soro, as amostras foram fracionadas em 17 lotes
para cada animal e acondicionadas em microtubos protegidos da luz, na qual
um lote foi mantido sob refrigeragao (2 a 8°C) para posteriores analises num
periodo de 24 horas e os demais lotes foram mantidos congelados a -20°C,
protegidos da luz e sob controle de temperatura. A repeticdo das analises da
TAC ocorreram a cada 7 dias no primeiro més, e a cada 15 dias durante um

periodo de 6 meses para avaliar a estabilidade.

2.5 Preparacdo dos reagentes para a determinacdo da capacidade
antioxidante total (TAC)

A determinacdo da TAC foi realizada conforme Erel (2004), com
algumas modificagbes. Para obter o reagente 1 (R1) uma solugdo “A” tampao
de acetato 0,4 mol/L foi preparada com 16,4004 g de acetato de sddio
dissolvidos em quantidade suficiente para (g.s.p.) 500 mL de solugdo, com
agua pura. Para o preparo da solugdo “B”, usou-se 11,4 mL de acido acético
glacial diluido em g.s.p. 500 mL de solugédo, com agua pura. Um volume de 470
mL da solugdo “A” foi misturada com 30 mL da solugdo “B” e o pH 5,5 foi
posteriomente confirmado.

Para obter o reagente 2 (R2) uma solucédo tampéao de acetato de sddio
30 mmol/L denominada solugao “A” foi preparada com 1,2305 g de acetato de
sddio dissolvido em qg.s.p. 500 mL de solugdo, com agua pura. Para o preparo

da solucéao “B”, 0,8530 mL de acido acético glacial foi diluido em q.s.p. 500 mL



35

de solugdo, com agua deionizada. Uma solugdo “C” foi preparada misturando
37,5 mL da solucéo “A” a 462,5 mL da solucao “B”. Para o preparo da solucao
“‘D”, 140 pyL perdxido de hidrogénio a 35% foi diluido em qg.s.p. 500 mL de
solugdo “C”, obtendo-se uma concentragdo final de 2 mmol/L. Em seguida,
1,098 g de ABTS foi dissolvido em q.s.p 200 mL da solugdo “D”, obtendo-se
uma concentragao final de 10 mmol/L (pH 3,7). Apdés 1 hora de incubagao a
temperatura ambiente, foi observada o inicio da cor verde escuro caracteristica
de ABTS™*, conservado sob refrigeragéo por 24 horas para inicio das andlises.
A mensuracdo da TAC foi realizada em analisador bioquimico Ultra
Violeta-Visivel semi-automatico Labquest (Labtest, MG, Brasil) calibrado
conforme recomendacdes do fabricante. Uma curva de calibragao foi obtida
com uso de solugdo aquosa padrdao de Trolox (2,0 mmol/L) em diferentes
concentragdes (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 mmol/L). Aliquotas de 20 pL de cada
solugao padrao Trolox foram acrescidas a 800 uL do R1. Apds 3 minutos de
estabilizacdo em temperatura ambiente (TA), foram adicionados 80 uL do R2.
Apos 5 minutos de incubacdo em TA, foi realizada a leitura da absorbancia
utilizando-se 620 nm de comprimento de onda. A partir dos valores obtidos das
absorbancias das diferentes concentragcdes de padrao Trolox foi criada uma
curva de reagao para TAC e o valores expressos em mmol Trolox

equivalente/L.

2.6 Validacdo do método

O processo de validagdo da metodologia descrita por Erel (2004) para
quantificar a TAC no soro ovino foi realizado de acordo com alguns critérios
definidos para métodos analiticos, incluindo a determinacéo da linearidade,
sensibilidade, exatidao, precisdo, robustez, recuperagado analitica, limite de
detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ). Previamente, determinou-se o
espectro de absor¢do maxima da solu¢do padrao de Trolox (2,0 mmol/L) com
filtros em comprimentos de onda de 340, 405, 450, 505, 546, 620 e 670 nm,
utilizando a solugcédo tampao de PBS como branco e cubetas de vidro de 1 cm

de diametro. A linearidade foi determinada em triplicada, sendo considerado o
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valor médio da absorbancia de cinco concentragdes diferentes da solucao
padrao de Trolox. Para determinacdo da sensibilidade do método considerou-
se o coeficiente angular da reta da curva de regressédo linear obtida na
calibracdo. A exatidao foi determinada em triplicada a partir da deteminacao da
TAC em trés concentragdes de Trolox (0,5, 1,0 e 2,0 mmol/L). A partir de 12
repeticdes de trés diferentes concentragdes de Trolox (0,5, 1,0 e 2,0 mmol/L),
foi calculada a precisdo (DPR) e exaditdo (E). Para tal, foram empregadas as
seguintes férmulas: DPR(%)=DP/CMDx100 e E(%)=CME/CTx100, sendo DP o
desvio-padréo, a CMD concentracdo média determinada, CME a concentracéo
média experimental e CT a concentragao tedrica. Para o calculo do LD e do
LQ, o uso das férmulas preconizadas para validagdo ((LD= Desvio Padrao
Relativo x 3/Inclinagdo da curva) e (LQ= Desvio Padrdo x 3/Inclinacédo da
curva)) foram testadas e avaliadas. A robustez do método foi determinada pela
analise das absorbancias obtidas entre 10 repeticbes de uma amostra com
alteracao provocada no pH do R2. A porcentagem de recuperagdo do método
foi estimada em triplicada, adicionando-se 20 uL da solugao de acido urico nas
concentracgdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mmol/L num volume de 40 uyL de uma mesma
amostra de soro de ovino. As caracteristicas dos antioxidantes exdgenos,
Trolox (vitamina E) e acido ascérbico (vitamina C) e endégeno (acido urico) e
respectivas doses-resposta em solugbdes pura foram determinadas. Por fim,
usando Trolox como calibrador, os resultados da TAC obtidos pelo método de
Erel (2004) foram comparados aos obtidos com o kit comercial Total
Antioxidante Status (TAS) (Randox Laboratories LTDA, United Kingdom).

2.7 Analise estatistica
Os caélculos para os testes T de Student, de correlagao (Spearman) e
de regressao linear foram realizadas com auxilio do programa GraphPad Instat,

versao 3.05, 2000. Considerou-se significativo p<0,05.
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3 Resultados e discussao

Todos o0s animais estavam clinico-laboratorialmente sadios,
confirmados pelos exames hematoldgicos, bioquimicos e OPGs. A validagéo
da metodologia de quantificacdo da TAC em soro de ovinos segundo o método
proposto por Erel (2004) foi realizada seguindo critérios estabelecidos para

validagdo de métodos analiticos.

3.1 Selecao do espectro de absorcao

ApOs a leitura da solugéo padrao de Trolox (2,0 mmol/L) em diferentes
comprimentos de onda (340, 405, 450, 505, 546, 620 e 670 nm), foi
selecionado o filtro de 620 nm por apresentar a absorbancia maxima. Estes
resultados estao coerentes com as observagdes de Erel (2004) que obteve a

absorbancia maxima no comprimento de onda de 660 nm.

3.2 A linearidade da reacao
A boa linearidade do método foi confirmada com base na analise de
regressao da leitura de absorbancia de 06 concentragdes diferentes da solugéo

padrao de Trolox (Figura 1), sendo similar ao obtido po Erel (2004).
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FIGURA 1 - Curva de calibragdo. Analise de regresséo dos valores de absorbancia de
seis diferentes concentragdes de padrao Trolox obtida com uso do método de
quantificagado de TAC (EREL, 2004).



38

3.3 Sensibilidade, limite de deteccéao e limite de quantificagéo

A sensibildade do método estimada pelo coeficiente angular da reta da
curva de calibragdo 0,3055 (Figura 1) foi maior que os 0,207 descrito por Erel
(2004). A reta de calibragdo apresentou coeficiente de correlagdo de 0,9993
(Figura 1), portanto um coeficiente de correlagédo acima do valor minimo aceito
pela ANVISA (2003). No presente estudo amostras com quantidades menores
que 0,1 mmol/L equivalente Trolox ndo apresentavam repetitividade,
estabelecendo-se assim este limite como minimo confiavel para quantificagao.
Este valor limite de quantificacdo foi superior ao 0,04 mmol/L relatado por Erel
(2004).

3.3 Exatidao e precisdo do método

A exatiddao e precisdo do método variou com a concentragao de
equivalente Trolox, sendo tanto melhor quanto maior a concentracdo da TAC
(Tabela 1).

Tabela 1 - Valores médios da precisdo (DPR) e exatiddo (E) do método Erel (2004) para
determinagao da TAC estimadas a partir da concentracdo média experimental
(CME) e determinada (CMD), desvios-padrao (DP) de trés diferentes concentragbes
de padrao Trolox (mmo/L)

CME CMD DP DPR E
(mmol/L) n=3 (%) (%)
0,5 0,525 0,04 7,61 105
1,0 0,915 0,04 4,37 91,5
2,0 1,957 0,04 2,04 97,8

Nota-se que o método apresentou uma boa exatidao para as diferentes
concentragbes testadas, porém a precisdo para concentragao de 0,5 mmol/L
equivalente Trolox (Tabela 1) ficou acima dos 5% consideravel aceitavel pela
ANVISA (2013).
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3.5 Robustez
O método apresentou uma boa robustez diante de variagdes do pH
acidificado com acido acético (pH 3,7+0,2) do reagente R2 (Tabela 2),

comparado com os valores obtidos por Erel (2004).

Tabela 2 - Avaliagdo da robustez do método
de Erel (2004) para
determinacao da TAC
estimada a partir da variagao do
pH do reagente 2 (R2)

Absorbancia

Nimero  pH35 pH37 pH3,9
0,884 0,886 0,882
0,883 0,885 0,883
0,885 0,886 0,881
0,887 0,887 0,885
0,888 0,884 0,884
0,885 0,886 0,882
0,882 0,888 0,885
0,886 0,883 0,883
0,884 0,885 0,884

10 0,888 0,886 0,885
Média  0,8852 0,8856  0,8834

© 00 N OO 0o b~ WN -

3.6 Recuperacéo analitica
Uma boa recuperagao analitica do método Erel (2004) foi obtida
quando foram adicionandas diferentes concentracbes de acido urico em soro

ovino (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativa da recuperacéo analitica do método Erel (2004) para determinacéo da
TAC ap6s adicionamento de diferentes concentragdes de acido Urico em soro ovino

Ensaio Concentragéo Absorbancia Concc'an_tragao en_contra@a (m_mol) Exatido
(mmol/L) (média + desvio-padrao) n=9
Exatiddo 0,5 0,847 0,57+0,05 114%
1,0 0,683 1,05+0,04 105%

2,0 0,384 1,91+0,04 95,5%
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3.7 Estabilidade das amostras

As amostras mantidas congeladas a -20°C mantiveram uma
estabilidade apenas por 15 dias, ndo apresentando diferencas estatisticas
entre estes resultados e os obtidos em 24 horas apos a coleta (p=0,28),

considerando viavel a dosagem da TAC dentro deste periodo.
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FIGURA 2 - Comparagao da média e erro padrdo da média da capacidade antioxidante total
do soro de 25 ovinos obtidas dentro 24 horas e 15 dias de congelamento a -20° C.

3.8 Comparacdo entre diferentes solugcbes puras de antioxidantes
exodgenos e endbgenos

A concentracao plasmatica de acido urico € de quase 10 vezes mais
elevada do que a de outros antioxidantes (GHISELLI et al., 2000; SEVANION
et al., 1991) e constitui cerca de 33,1% da TAC no soro humano. Ja o papel
antioxidante do acido ascorbico (vitamina C) € bem conhecido, sendo esta
vitamina responsavel por cerca de 4,7% da TAC do soro humano (EREL,
2004). Os resultados obtidos no presente estudo confirmam que o poder
antioxidante do acido urico € maior quando comparado ao equivalente da

vitamina E (Trolox) e vitamina C (Figura 3).
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FIGURA 3 - Comparagao da dose resposta do método Erel (2004) para determinagao da TAC
para diferentes solugdes puras de antioxidantes enddégeno e exdgeno.

O método Erel (2004) tem sido considerado mais sensivel para
determinar os efeitos antioxidantes de acido urico, vitamina C, polifendis, e
proteinas. A dose-resposta da solucdo pura de vitamina C foi mais rapida
quando comparada com o Trolox e este mais rapido que do acido urico (Figura
3). Resposta mais lenta do acido urico também foi observado por Erel (2004),
porém este autor observou uma reposta mais rapida do Trolox em relagao a
vitamina C.

O intervalo de referéncia da TAC no soro muda de acordo com o método
utilizado e também a molécula padrao utilizada na calibragdo dos ensaios. Os
resultados obtidos no presente estudo confirmam que os valores da TAC
variam com o antioxidante utilizado na calibragdo da reagdo. Por apresentar
valores intermediarios, no presente estudo o Trolox foi considerado como o
padrdo mais adequado, até mesmo por que este antioxidante € o mais usado
tradicionalmente (EREL, 2004; MILLER et al., 1993; PRIOR; CAO, 1999; RE et
al., 1999;).
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3.9 Correlagcdo entre TAC e concentracdo sérica de antioxidantes
endogenos

Embora a solugao pura de acido urico tenha dado uma boa reposta ao
método testado (Figura 3) ndo foi observado uma correlagdo entre este e

outros antioxidantes enddgenos presentes no soro de ovinos e a TAC (Tabela
4).

Tabela 4 - Coeficiente de correlagdo Pearson entre a TAC e alguns antioxidantes endégenos
no soro de ovinos (n=25) obtidos por duas diferentes metodologias

Antioxidante TAC Erel (2004) TAS-RANDOX
Acido drico r=0,106 r=0,15
p=0,61 p=0,45
Proteina total r=0,17 r=0,14
p=0,41 p=0,48
Albumina r=0,23 r=0,15
p=0,24 p=0,46

Grupos sulfidrila livres de proteinas s&o os principais responsaveis por
seus efeitos antioxidantes, e calcula-se que a proteina total contribui em 52,9%
da TAC no soro medido em individuos saudaveis (EREL, 2004). Por ser o
principal componente antioxidante do soro (KAMPA et al., 2002; KORACEVIC
et al., 2001), Erel (2004) considera este mais vantajoso que o TAS-Randox por
ser mais sensivel para proteina, fato este nao confirmado em nossos
resultados. Ao comparar TAS-Randox e a correlagédo entre a TAC do soro
ovino com a proteina total e albumina foram maiores no método de Erel (2004),

porém esta nao foi significativa.
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3.9.1 Comparacao entre metodologias para determina¢cao da TAC em soro
ovino.

Existem poucos estudos sobre a TAC em soro de ovinos.
Provavelmente este € o primeiro estudo que quantificou a TAC sérica de ovinos
empregando a metodologia usada por Erel (2004). Heidarpour et al. (2013),
utilizando kit comercial TAS-Randox, relatam valores da TAC sérica em ovinos
equivalente a 3,08 £0,18 mmol/L Trolox.

Ha duas versdes principais de métodos que utilizam o radical ABTS", a
primeira utiliza metamioglobina (MILLER et al., 1993) e a segunda (RE et al.,
1999) perdoxido de hidrogénio. Na primeira metodologia € empregado o kit
comercial TAS-Randox, na qual a amostra & adicionada ao reagente 1
contendo ABTS* e em seguida, é adicionado o reagente 2 contendo a
metamioglobina. Na segunda metodologia o procedimento é o mesmo, porém o
reagente 2 contém o peroxido de hidrogénio. O método de Erel (2004) difere de
Re et al. (1999) e é denominada como pdés-adicional porque o cation ABTS™™ é
formado com acréscimo do perdoxido de hidrogénio antes da amostra. No
presente estudo nao foi observado uma boa correlagdo entre os valores da
TAC obtidos com TAS-Randox e a metodologia de Erel (2004), concordando
com Re et al. (1999) que afirmaram nao ser possivel fazer comparagdes entre
estas metodologias e o TAS-Randox. Estes resultados sdo coerente com o
estudos de Prior e Cao (1999) que também nao encontram nenhuma
correlagao significativa entre 0 método FRAP para determinagcdo da TAC e o
TAS-Randox.
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FIGURA 4 - Relagao entre os valores séricos de ovinos entre TAC pelo método Erel (2004) e
pelo método TAS-Randox.

Erel (2004) hipotetizou que o seu método gera maiores valores da TAC
sérica quando comparado ao TAS-Randox devido sua metodologia permitir
maior tempo de reagao e por ser mais sensivel ao efeito antioxidante das
proteinas séricas. No ensaio TAS-Randox, o tempo total da reacéo é de cerca
de metade do que este meétodo, os valores da TAC sérica de ovinos
quantificados pelo método Erel (2004) foram menores (p<0,001) que os obtidos
com kit comercial TAS-Randox (1,1410,13 versus 1,86+0,16mmol/L equivalente
Trolox), nao havendo boa correlagao (r=0,22) entre os métodos (Figura 4). Isto
contradiz o que Erel (2004) observou, boa correlagao e valores maiores que os
obtidos com o kit TAS-Randox. Além da espécie, outra diferenga entre o
presente estudo e o de Erel (2004) é que este processou as analises num
unico equipamento propiciando uma melhor comparagao. Em nosso estudo a
quantificacdo da TAC foi realizada em dois equipamentos diferentes, podendo
este fato ter contribuido para tais divergéncias.

Embora varias metodologias para quantificar a TAC tenham sido
desenvolvidos nos ultimos anos, ainda ndo ha um aceito como referéncia, uma
vez que falta padronizacbes dos métodos, dos termos e unidades usados. A

maioria dos métodos colorimétricos para a mensuragcdo da TAC exigem
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técnicas e equipamentos que a maioria dos laboratérios de bioquimica de

rotina n&o possui.

4 Conclusao

Os resultados da padronizagéo e validagdo do método Erel (2004) no
presente estudo foram satisfatérios, sendo este rapido, de simples execucgao,
com reagentes de boa estabilidade e sensibilidade. O método desenvolvido
tem uma alta linearidade e os resultados sdo altamente reprodutiveis. Com o
emprego deste método foi possivel obter resultados confiaveis da TAC em soro
de ovinos utilizando equipamento e reagentes de baixo custo, tornando viavel o

uso dessa metodologia em laboratérios veterinarios de rotina.
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