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Resumo

Este artigo teve como objetivo revisar as bases bioquimicas do teste de capacidade antioxidante e suas aplicagdes em estudos bioquimicos,
fisioldgicos, nutricionais e clinicos. A mensuracdo da capacidade antioxidante total € (til para avaliar o contetido de antioxidantes dos ali-
mentos e o estado antioxidante nutricional. O exercicio fisico agudo ndo regular e a exposicao a elevadas altitudes estd associado a uma
consideravel reducao dos niveis sanguineos da CAT. A CAT estd reduzida em diversas doengas e situagoes fisiopatoldgicas tais como ate-
rosclerose, infarto agudo do miocdrdio, exposicao ao fumo, diabetes melito, hipertensao e sindrome X metabdlica. O teste também é uma
ferramenta valiosa em estudos de fisiologia do exercicio, bem como na avaliacao de diversas doencas cronicas e metabdlicas.

Descritores: Antioxidantes; Diabetes mellitus; Obesidade; Sindrome X metabdlica; Anéalise de alimentos

Abstract

The objective of this article was to review the biochemical basis of the total antioxidant capacity test and its applications in biochemical,
physiological, nutritional, and clinical studies. Measurement of the total antioxidant capacity is feasible to evaluate the antioxidant content
of foods and the nutritional antioxidant status. Acute non-regular physical exercise and body exposition to high altitudes have been associated
to a considerable decrease on blood TAC levels. The TAC is reduced in many pathophysiological conditions and diseases such as atheros-
clerosis, acute myocardial infarction, tobacco exposure, diabetes mellitus, hypertension, obesity, and metabolic X syndrome. The test is also

an important tool in exercise physiology studies as well on the evaluation of many diferent chronic and metabolic diseases.

Descriptors: Antioxidants; Diabetes mellitus; Obesity; Metabolic syndrome X; Food analysis

Introducao

O envolvimento celular e molecular dos radicais livres do oxi-
génio, nitrogénio e cloro em danos celulares e fisiolégicos, tendo
como consequéncias diversas doencas, estd cada vez mais conso-
lidado. Cerca de uma centena de doencas estdo intimamente as-
sociadas com o estresse oxidativo e suas consequéncias bioqui-
micas [peroxidacdo de lipidios (mensurada por marcadores como
o malonaldeido, MDA, e o 4-hidroxinonenal, HNE, etc), de pro-
teinas (mensurada pelas carbonilas de proteinas), de dcidos nu-
cléicos (quantificacdo de bases oxidadas do DNA) e de carboi-
dratos (medida pelos produtos de glicosilacio)]. A origem destes
estados fisiopatolégicos reside em um desbalango em favor dos
radicais livres do oxigénio (ou nitrogénio e cloro) em relagao aos
niveis de moléculas do sistema de defesa antioxidante, resultando
no chamado estresse oxidativo'. Sérias consequéncias do estresse
oxidativo incluem desde danos e mutagdes ao DNA, até morte
celular induzida por necrose ou apoptose. Ha varias décadas, di-
versos grupos de pesquisa tém estudado biomarcadores do estresse
oxidativo e das defesas antioxidantes [por meio da mensuragao
de enzimas antioxidantes — superéxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa redutase (GSH), glutationa peroxidase (GPx), cerulo-
plasmina, metalotioneinas, etc].

No inicio dos anos 90, o grupo de Nicholas J. Miller em Lon-
dres, com base em técnicas realizadas na década de 80, desen-
volveu um novo teste de capacidade antioxidante total, que foi
designado de “total antioxidant capacity” (TAC). A principal van-
tagem deste teste é medir a capacidade antioxidante de virtual-
mente todos os componentes de uma amostra biolégica (sangue,
urina, fezes), extrato vegetal ou alimento e ndo de somente um
ou outro composto.

O artigo descreve os tipos de testes de CAT e suas aplicagdes na
area de salde.
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Testes de CAT

De modo geral, hd trés principais testes de CAT"%:

1) Poder antioxidante redutor total ou “ferric reducing — antioxi-
dant power” (FRAP) desenvolvido no laboratdrio de Iris Benzie, da
Universidade Politécnica de Hong Kong, e muito utilizado em es-
tudos de alimentos e nutricdo — o ensaio se baseia na reducdo de
ions férricos em ferrosos pela adicdo de uma amostra (plasma,
urina, extrato vegetal ou alimento) com atividade redutora, sendo
feita a leitura por espectrofotometria a 593nm;

2) Capacidade de absor¢ao do radical oxigénio ou “oxygen ra-
dical absorbance capacity” (ORAC) criado, nos EUA, no laboratério
de Guohua Cao na década de 90- o teste tem como principio a
capacidade dos constituintes plasmaticos em remover radicais pe-
roxilas formados pela decomposicao térmica de iniciadores azo,
como o 2,2’-diazobis[2-diaminopropano hidroclérico] (ABAP) e
mensuracdo da diminuigao da fluorescéncia [comprimento de onda
de 540nm (excitacdo) e de 565 nm (emissao)l;

3) Capacidade antioxidante total equivalente ao trolox “Trolox-
equivalent antioxidant capacity” (TEAC) criado por Miller e trans-
formado num kit diagnéstico pela "Randox Laboratories Ltd" (UK)
— 0 teste se baseia na formagdo do radical cition ABTS®* [2,2'-
azino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfonato)], de coloracdo verde-azu-
lada, e sua remogao (pelos constituintes da amostra, isto €, soro,
medicamento ou alimento), medida por espectrofotometria.

No TEAC, o ABTS é incubado com a enzima metahemoglobina
peroxidase, produzindo o radical ABTS* (reagdes 1 e 2), que apre-
senta coloragdo azul-esverdearda estavel, com leitura da absor-
bancia a 600nm.

MetaMb-Fe** + H,0, — ferrilMb — [Fe*" = O] + H,O (1)
ABTS + ferrilMb—[Fe*" = O] — ABTS"* + MetaMb  (2)

Mb = mioglobina

A adicdo da amostra produz a inibi¢do na produgdo do radical



ABTS®*, promovendo a diminuigao na absorbancia a 600 nm. A ab-
sorbancia a 600 nm é inversamente associada com o contetido de
antioxidante na amostra que é comparada com um padrdo, o anti-
oxidante Trolox, andlogo hidrofilico a vitamina E (Figura 1). Os re-
sultados sdo expressos em mmol de equivalentes de Trolox (ET)/L
(sangue ou fluidos) ou em pmol ET/100g de amostra (alimento ou
amostra solida). Por sua relativa simplicidade e elevada qualidade
analitica, o kit TEAC, comercializado com o nome de “total antioxi-
dant status” (TAS), pela Randox, é largamente empregado em todo
mundo.
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Figura 1. Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Tro-
lox)

A CAT também pode ser mensurada pelo método de quimiolu-
minescéncia. O método se baseia no tempo de indugao da oxi-
dacdo de uma dispersao de lipideos exposta ao 2,2’-azo-bis (2-
amidinopropano) (ABAP) em temperatura ambiente e a
mensuracdo da intensidade de quimioluminescéncia do luminol
ou do luciferol®.

Valores de referéncia

A Tabela 1 apresenta valores de referéncia para CAT. Ressalta-
se, porém, ser extremamente desejdvel que cada laboratério tenha
seus préprios dados de referéncia, uma vez que o sexo, a idade, os
hébitos de vida, as diferengas étnicas e outros fatores podem alterar
a resposta antioxidante.

Tabela 1. Capacidade antioxidante do plasma ou soro*

Método Valor (mmol ET/L)
FRAP Plasma 1,027 £ 0,22
Soro 0,400 + 0,08
ORAC Soro 3,100 + 0,49
Soro apc 0,630 + 0,09
TEAC Original 1,460 = 0,14
Kit 1,410+ 0,12

Fonte: Rice-Evans? (2000).
*Aquele que sofreu precipitacao protéica com dcido perclérico (apc)

Exercicio fisico regular: adaptagao ao estresse oxidativo e in-
dugdo da CAT

O exercicio fisico regular pode melhorar a capacidade antioxi-
dante total por modular a sintese de antioxidantes celulares, enzi-
maticos [SOD, CAT, GPX] ou nao (acido drico) nos musculos es-
queléticos, no figado e os demais 6rgaos, podendo inclusive reduzir
a peroxidagdo lipidica, o estresse oxidativo pés-prandial e a oxi-
dacio do LDL*5. O dano ao DNA também pode ser reduzido com
a pratica regular de exercicios fisicos pelo aumento da expressao
de enzimas de reparo do genoma do masculo estriado esquelético®.
A influéncia da regularidade do exercicio fisico sob a CAT foi
testada e demonstrou-se que ap6s dias consecutivos de exercicio
houve reducado progressiva do estresse oxidativo, enquanto que a
capacidade antioxidante total permaneceu elevada’.

A capacidade antioxidante total em doengas metabdlicas

Pacientes com diabetes melito (tipo 2), com ou sem proteinuria
(presenca de proteinas na urina, que evidencia dano renal), tive-
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ram valores séricos de CAT muito menores que individuos con-
trole (sem a doenca) (1.7 mmol/L e 1.4 mmol/L versus 2.7
mmol/L)®. Do mesmo modo, notou-se uma significativa diminui-
¢ao da CAT plasmatica e do GSH e aumento da peroxidagao li-
pidica em pacientes infantis com diabetes melito (tipo 1)°. A hi-
perglicemia induz reducdo da atividade funcional das células
beta efeito que estd associado a um intenso estresse oxidativo'®.
Enquanto estiver preservada a fungdo das células beta, os niveis
plasmaticos de CAT permanecem elevados''. Porém, conforme
evolui a patogénese do pré-diabetes, ou seja, a progressiva hipe-
rinsulinemia, devido a resisténcia a insulina, e depois a faléncia
do controle glicémico e a instalagdo do estado diabético hiper-
glicémico'?, os niveis plasméticos da CAT véo se reduzindo'"4.
Quando o individuo torna-se diabético suas defesas antioxidantes
ja estdo comprometidas, verificando-se aumento progressivo dos
danos ao DNA™3. Diabéticos sem controle glicémico apresenta-
ram reducdo da CAT plasmadtica, o que foi parcialmente revertido
em pacientes diabéticos cuja glicemia era controlada'.

No mesmo contexto, criangas com sindrome X metabélica (obe-
sidade, hiperglicemia e hipertensao) apresentaram diminuigao dos
niveis plasmaticos de alfa-tocoferol e beta-caroteno, bem como
reducdo da CAT"™. Outro estudo demonstrou que tanto as maes
obesas quanto seus recém-nascidos apresentaram baixos niveis de
CAT plasmatica em relacio a mies normais'®. Em comparagdo
com individuos normotensos, hipertensos apresentaram menores
niveis de CAT, bem como de enzimas antioxidantes'®. Criancas
com excesso de colesterol total, excesso de colesterol LDL e sin-
drome nefrética apresentaram significativa diminuigdo da CAT plas-
matica'”. Entretanto, ressalta-se que dependendo da fase em que a
CAT é mensurada, os resultados podem ser varidveis. Por exemplo,
no estudo de Kwak e Yoon' (2007), a CAT esteve associada positi-
vamente com os niveis plasmaticos de colesterol LDL e de colesterol
total indicando uma resposta de defesa contra o estresse oxidativo
vascular em pacientes com sindrome metabdlica. De todo modo,
ao longo prazo a hiperlipidemia (hipertrigliceridemia e hiperco-
lesterolemia) reduz a CAT plasmatica, sendo que esta perda de de-
fesa antioxidante é fator independente no progndstico clinico da
aterosclerose e trombose'.

Marcadores importantes da sindrome metabdlica, patologia ca-
racterizada pela obesidade central, dislipidemias, como a hipertri-
gliceridemia, resisténcia a insulina e hipertensao, como a proteina
C-reativa (PCR)", estdo elevados nesta doenca e apresentam cor-
relacdo inversa com os niveis de CAT do plasma®®.

Teste de CAT em estudos nutricionais

A ingestao de alimentos contendo antioxidantes pode aumentar
a CAT do sangue e dos fluidos biol6gicos. Autores reportaram que
a ingestao de suco concentrado de uva inibiu a oxidagao do coles-
terol LDL, além de elevar os valores plasméticos de CAT?'. Neste
sentido, um estudo demonstrou que a ingestdao de uma refeigao
contendo cerejas, vdrios tipos de amoras e morangos aumentou a
CAT plasmética de individuos saudaveis®.

A ingestdo de nozes e castanhas estd relacionada a redugao dos
riscos cardiacos de acordo com estudos epidemioldgicos. Uma
das explicagdes para esta reducao € que estes alimentos reduzem
o estresse oxidativo e aumentam a CAT do plasma??.

O consumo de alimentos com elevada CAT esta associada a di-
minuicdo das reagdes oxidativas cerebrais e melhoria das fungdes
neurocognitivas em ratos idosos**. Os mecanismos propostos para
este efeito protetor sdo a remocao direta de radicais livres e a esta-
bilizacao funcional das mitocondrias neuronais?>.

Individuos que tinham elevada aderéncia ao carddpio da Dieta
Mediterranea na Italia apresentaram maiores valores séricos de
CAT?®. Além disso, a ingestdo regular de azeite de oliva e de frutas
e vegetais aumentou os valores de CAT. No mesmo estudo, os au-
tores observaram que a pratica regular de exercicios fisicos esteve
positivamente associada aos valores de CAT neste estudo, embora
o envelhecimento tenha estado inversamente relacionado com CAT
sérica. Num estudo clinico com individuos sauddveis, a ingestao
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de azeite de oliva extravirgem reduziu substancialmente os marca-
dores inflamatdrios e elevou a CAT plasmdtica o que reduz o risco
de doencas cardiometabélicas?’.

Em outro estudo, a ingestao de alimentos com elevada CAT esteve
associada a redugao dos valores plasmaticos de biomarcadores da
inflamagdo cronica (proteina C reativa) e do dano hepéticozs. Estudo
demonstrou reducio dos niveis séricos de CAT em ratos cirréticos?.

A ingestdo didria de suco de maca, pera e laranja aumentou a
CAT plasmatica de adultos ndo-fumantes, ndo tendo o mesmo
efeito em fumantes®®.

A Tabela 2 descreve os principais fatores e doengas em que
ocorrem mudancas da capacidade antioxidante total.

Tabela 2. Papel de fatores ou doencas sobre a capacidade antioxi-
dante total

Fator ou doenca Efeito
Cigarro e tabaco !
Cirrose hepatica l
Diabetes melito l
Envelhecimento | oue
Espinafre i

Estresse psicolégico | oue=ou
Exercicio fisico agudo ndo-regular
Exercicio fisico regular

Goiaba

Leite humano

Mamao papaia

Morango

Nozes e castanhas

Obesidade

Resisténcia insulinica e pré-diabetes
Sindrome metabdlica

Sucos de uva, maga, pera e laranja
Vinho tinto

S e > > > > —

Discussao

Diversas situagdes fisioldgicas ou patoldgicas tém como con-
sequéncia o estresse oxidativo. O estresse psicoldgico, a hiper-
tensdo arterial, o exercicio fisico intenso nao regular e o envelhe-
cimento estdo intimamente associados ao aumento da producao
de radicais livres e a diminuicdo das defesas antioxidantes e da
CAT'?. Estudos de fisiologia do exercicio podem incorporar a
avaliagdo da CAT antes, durante e apds a atividade fisica, pois
esta abordagem pode ser Gtil para determinar a real necessidade
de suplementagao antioxidante para atletas®’. Ressalta-se que a
pratica regular de exercicios fisicos aumenta a CAT, reduz o es-
tresse oxidativo, sendo recomendada para promover o envelhe-
cimento saudavel do sistema vascular. A avaliagdo da CAT em di-
ferentes situacdes metabdlicas também é de grande interesse
clinico e nutricional.

Conclusao

Bioquimicos, quimicos clinicos e outros profissionais podem
avaliar a CAT de alimentos, medicamentos alopaticos e fitotera-
picos para a utilizagao em prevencao e ou tratamento de doengas
associadas ao estresse oxidativo. Tais patologias incluem diabetes,
certos tipos de cancer, doencas cardiovasculares e neurodegene-
rativas, cujos mecanismos protetores desempenhados pelos ali-
mentos tém sido sugeridos. Outra linha promissora é a utilizacdo
da capacidade antioxidante total como biomarcadora de estresse
oxidativo em diversas doencas.
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