GE J Port Gastrenterol. 2013;20(5):199-206

pou Jornal Portuguésde
Gastrenterologia

: Jornal Portugués de
Gastrenterologia

Portuguese Journal of Gastroenterology

www.elsevier.pt/ge o »

ARTIGO DE REVISAO

Peroxidacao lipidica e obesidade: Métodos para afericao
do estresse oxidativo em obesos

Bruna Karoline Franca®*, Maria Rosa Melo Alves®, Fernanda Maria Silveira Souto?,
Larissa Tiziane?, Raquel Freire Boaventura®, Adriana Guimaraes® e Antonio Alves Jr®¢

@ Departamento de Medicina, Universidade Federal de Sergipe (UFS), Séo Cristévéo, SE, Brasil
b Departamento de Biomedicina Universidade Tiradentes (UNIT), Aracaju, SE, Brasil
¢ Servico de Cirurgia Baridtrica, Hospital Universitdrio (HU), Universidade Federal de Sergipe (UFS), Séo Cristévéo, SE, Brasil

Recebido a 28 de junho de 2012; aceite a 14 de abril de 2013
Disponivel na Internet a 4 de outubro de 2013

PALAVRAS-CHAVE Resumo A obesidade ¢ uma doenca cada vez mais comum, cuja prevaléncia ja atinge
Estresse oxidativo; proporcoes epidémicas, por estar associada a inUmeras doencas cronicas tem sido alvo de mui-
Peroxidacao lipidica; tas pesquisas. O estresse oxidativo, aferido pela peroxidacéo lipidica no plasma, é apontado
Biomarcadores; como alteracao marcante na obesidade; sendo, portanto, um disturbio que deve ser detalha-
Obesidade damente estudado a fim de elucidar possiveis abordagens para essa condicdo. O objetivo desta

revisao é apresentar métodos que comprovam o aumento do estresse oxidativo na obesidade e
sua influéncia nas comorbidades do obeso.
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Introducao

A obesidade é uma doenca que tem alcancado proporgoes
alarmantes em todo o mundo e é um importante fator de
risco para o desenvolvimento de diversas comorbidades
de elevada morbidade e mortalidade como diabetes mel-
litus, dislipidemia, aterosclerose, hipertensao arterial,
resisténcia a insulina, esteatose hepatica, doenca hepatica
nao alcodlica entre outras'=>. Nos pacientes obesos ha diver-
sos fatores que interferem na suscetibilidade do individuo
a presenca do excesso de lesdes oxidativas contribuintes
para as comorbidades. Dentre eles se destacam a hipergli-
cemia, a atividade muscular aumentada, os niveis elevados
de lipidios teciduais, a inflamacao crénica, as defesas antio-
xidantes inadequadas e a hiperleptinemia. Varios estudos
mostram ainda, acumulo de subprodutos da peroxidacao
lipidica no plasma de pacientes obesos®-%, no entanto sao
escassos na literatura artigos que versem sobre os mecanis-
mos especificos envolvidos nesse processo.

A cirurgia bariatrica tem se mostrada como o método
mais efetivo para o tratamento e a profilaxia das
complicacdes causadas pela obesidade morbida, ja tendo
sido bem demonstrada a eficacia e a seguranca dos procedi-
mentos cirdrgicos bariatricos em aumentar a longevidade
e a qualidade de vida dos obesos morbidos. A cirurgia é
realizada para o tratamento das comorbidades relacionadas
a obesidade morbida, sendo a gastroplastia com «bypass»
em Y de Roux, considerado o procedimento mais efetivo e
recomendado como padrao ouro de tratamento®. Alguns tra-
balhos demonstram o impacto da cirurgia bariatrica sobre
a reducao do estresse oxidativo no paciente obeso, melho-
rando as comorbidades advindas do excesso de radicais livres
e peroxidacao lipidica existente na obesidade'®.

Devido a escassez de artigos que detalhem os mecanis-
mos relacionados as lesoes oxidativas no individuo obeso,
esse artigo possui a importancia de apresentar as vias de
aumento de estresse oxidativo e sua mensuracdao. Assim,
tal fato pode permitir a realizacao de pesquisas futuras e
a descoberta de intervencdes nesses mecanismos que sabi-
damente predispéem as comorbidades desses pacientes.

Estresse oxidativo e lipoperoxidacao

A peroxidacado lipidica constitui uma reacdo em cadeia
dos acidos gordos polinsaturados das membranas celulares,
gerando radicais livres que alteram a permeabilidade, flui-
dez e integridade das mesmas'"'2. Esses danos celulares,
que se encontram aumentados nos individuos obesos, predis-
péem as comorbidades ja citadas, como hipertensao arterial
sistémica, dislipidemia, eventos tromboembolicos, diabetes
mellitus, além de neoplasias'>~'6.

No entanto, a geracdo de radicais livres constitui um
processo continuo e fisiologico. Eles sdo necessarios para
que funcdes como a sinalizacao celular e a defesa contra
micro-organismos ocorram de maneira adequada. Durante
0s processos metabolicos, esses radicais atuam como medi-
adores para a transferéncia de eletrdes nas varias reacoes
bioquimicas. Porém, a producao excessiva pode conduzir
a lesbes oxidativas'’. Estes radicais livres, cujo eletrdo
desemparelhado se encontra centrado nos atomos de oxi-
génio ou nitrogénio sao denominados espécies reativas de

Reducao tetravalente
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Figura1 Reducdo tetravalente da molécula de O,. Formacao
de compostos intermediarios, espécies reativas ao oxigénio
(ROS), como O,~ (anion superoxido), H,0, (peroxido de hidro-
génio), OH~ (radical hidroxila). (Fonte: Franco3?).

oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN),
respectivamente'®'? (fig. 1).

As ERO sao produtos instaveis, decorrentes da reducao
tetravalente sofrida pela molécula de oxigénio, aceita-
dora final de eletroes, durante a producao de energia
na etapa de fosforilacdo oxidativa?® (fig. 1). As principais
ERO distribuem-se em 2 grupos, os radicalares: hidroxila
(HO*), superoxido (0,°—), peroxila (ROO*) e alcoxila (RO*);
e os nao-radicalares: oxigénio, perdoxido de hidrogénio e
acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o éxido nitrico
(NO*), oOxido nitroso (N,03), acido nitroso (HNO,), nitri-
tos (NO,—), nitratos (NO3—) e peroxinitritos (ONOO—)?'.
Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos no
organismo atacando apenas lipidios, outros sao reativos com
esses e com proteinas e DNA. Na tabela 1 estao represen-
tadas algumas caracteristicas das espécies radicalares mais
importantes.

A producao continua de radicais livres durante os
processos metabdlicos culminou no desenvolvimento de
mecanismos de defesa antioxidante, que tém o objetivo
de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas
e controlar a ocorréncia de danos decorrentes'’.

Ainstalacao do processo de estresse oxidativo decorre da
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracao excessiva de radicais
livres ou em detrimento da velocidade de remocao desses.
Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com conse-
quente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacao € o dano oxidativo poten-
cial contra células e tecidos??.

Os antioxidantes, sejam naturais ou sintéticos, possuem
elevada estabilidade oxidativa em funcao de sua estrutura
molecular e, por isso, desempenham papel fundamental
na prevencao da oxidacao resultante da acao dos radicais
livres®. Os sistemas antioxidantes existem sob a forma de
compostos enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema anti-
oxidante enzimatico inclui a superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-PX), glutationa redutase (GSH-
Rd) e a catalase (CAT). Estas enzimas sao responsaveis pela
remocao do anido superoxido (O, ), hidroperoxidos organi-
cos e peroxido de hidrogénio (H,0,), respectivamente’®24,
Ja o sistema antioxidante nao enzimatico relaciona-se com
um grupo de antioxidantes que podem ser congregados em
compostos produzidos in vivo, como é o caso da glutationa,
da ubiquinona e do acido Urico, e em compostos obtidos
diretamente da dieta tais como o a-tocoferol (vitamina-E),
B-caroteno (pro-vitamina-A), acido ascorbico (vitamina-c),
e compostos fendlicos onde se destacam os flavonoides e
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Tabela 1

Caracteristicas das espécies radiculares

Espécies reativas

Caracteristicas

Anion-radical superoxido 0,°-

Peroxido de hidrogénio H,0,

Radical hidroxila *OH

Radicais peroxila (RO;*) e alcoxila (RO*)

Oxigénio singlete 10;*

0zonio O3

Oxido nitrico ou monéxido de nitrogénio NOe

Dioxido de nitrogénio NO,
Peroxinitrito ONOO-

Gerado continuamente por diversos processos celulares. Em solucdo aquosa é
um forte agente redutor. E permeavel a membranas e em fagocitos, como
neutrofilos e macrofagos, € um dos microbicidas mais importantes
Intermediario formado pela reacao de dismutacao de O, - catalisada pela
enzima SOD, pela reducao de 2 e~ na molécula de O; e pela acao de diversas
enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas. E um fraco agente
oxidante e um fraco agente redutor, mas produz danos celulares quando
produzidos em excesso

E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez
formado, o organismo humano nao dispde de mecanismo de defesa. E capaz
de reagir com uma série de endobidticos, modificar o DNA, inativar enzimas e
causar danos a proteinas e gerar peroxidacao lipidica. Possui, contudo, ambito
limitado de acao (poucos diametros moleculares)

Formados durante a decomposicdo de peroxidos organicos e reacoes

de carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidacao lipidica

Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido por reacoes
fotoquimicas ou por outras radiacoes que reage com um grande nimero de
moléculas bioldgicas, incluindo lipidios da membrana, iniciando processos

de peroxidacao

Produzido no ar atmosférico poluido e por fontes de luz intensa de algumas
fotocopiadoras e outros equipamentos. E extremamente lesivo para o pulmao,
oxidando rapidamente proteinas, DNA e lipidios

Sintetizado nos organismos vivos pela acdo da enzima dxido nitrico sintase
(NOS), que converte o aminoacido L-arginina a NOe + L-citrulina. E um radical
abundante que age em varios processos bioldgicos, incluindo relaxamento
muscular, neurotransmissao e regulacao imune. Potente vasodilatador,
envolvido na regulacao da pressao arterial. Quando exposto ao ar, reage

com oxigénio para formar NO,*

Potente iniciador da peroxidacéo lipidica em fluidos biologicos

Instavel, tempo de vida curto, oxidante potente, propriedades semelhantes ao
radical hidroxila, causa danos a muitas moléculas bioldgicas além de ser capaz
de formar *OH

Fonte: Vasconcelos et al.?”

poliflavonoides?®?¢. Na tabela 2 estdo representados os anti-
oxidantes enzimaticos e os antioxidantes ndo enzimaticos
0 desequilibrio entre os sistemas antioxidante e pro-
oxidante, com predominio da acdo oxidante e dano
consequente, resulta no estresse oxidativo?%>-’, Este pro-
move alteracdes como peroxidacao lipidica, fragmentagao
de DNA e oxidacao de diferentes moléculas, levando a
morte celular'’. Alguns estudos tém demonstrado métodos

Tabela 2 Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

Antioxidantes nao
enzimaticos

Antioxidantes enzimaticos

Glutationa peroxidase
(a-tocoferol, B-tocoferol)
Catalase

Metionina-redutase

(Zinco, cobre, selénio, magnésio)
Superoxido-dismutase

Vitaminas lipossolUveis

Acido ascorbico
Oligoelementos

Flavonoides

Fonte: Franco.

capazes de quantificar os niveis de estresse oxidativo no
plasma'? 1315,

Obesidade e estresse oxidativo

Os pacientes obesos comumente possuem um desequilibrio
entre gordura, peso corporal, lipoproteinas e lipidios, o que
interfere na suscetibilidade do organismo a les6es oxidati-
vas.

Sabe-se que existem pelo menos 3 mecanismos através
dos quais a obesidade pode produzir peroxidacéo lipidicaZ®.
A obesidade aumenta a necessidade metabolica do miocar-
dio, com o consequente aumento do consumo de oxigénio.
Com isso, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
como os superoxidos e os peroxidos de hidrogénio aumenta
devido a maior respiragcao mitocondrial. Se a producao des-
sas espécies de oxigénio exceder a capacidade antioxidante
da célula, o estresse oxidativo pode ocorrer, resultando em
peroxidacao lipidica?®. O segundo mecanismo através do
qual a obesidade pode aumentar a peroxidacao lipidica é
através da lesao celular progressiva e cumulativa devido a
pressao pela grande massa corporal. A injuria celular, por
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sua vez, libera citocinas como o fator de necrose tumoral
que gera espécies reativas de oxigénio®. Um ultimo meca-
nismo proposto é que através de uma dieta hiperlipémica
se altere o metabolismo do oxigénio, pois as moléculas dos
acidos gordos com duplas ligacdes sao vulneraveis a reacdes
oxidativas e consequentemente podem levar a peroxidacao
lipidica®'.

Em crescente discussdao na literatura é a hipdtese de
que a obesidade «per se» causa aumento da peroxidacao
lipidica plasmatica e diminuicdo das enzimas citoprote-
toras eritrocitarias’. O estudo de Olusi (2002), com o
objetivo de confirmar essa hipdtese, avaliou a peroxidacao
lipidica e a citoprotecdo eritrocitaria através da medida
das concentragdes plasmaticas do malondialdeido (p-MDA)
e da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPX) em pacientes obesos sem outras
comorbidades. Esse estudo chegou a conclusao que a
obesidade, mesmo nao associada ao tabagismo, a diabe-
tes mellitus, a hipertensao arterial, a hiperlipidemia, a
doencas renais ou hepaticas esta relacionada ao aumento da
peroxidacao lipidica e a diminuicao da atividade de enzimas
citoprotetoras, e deve, portanto, receber a mesma atencao
que a obesidade associada a complicacées?®. A consequén-
cia de uma baixa atividade de enzimas citoprotetoras é o
dano celular progressivo que pode levar a aterosclerose, ao
cancro e a outras doencas.

Diversas medidas como intervencdes farmacologicas e
cirargicas, pratica de atividades fisicas para reducdo do
peso, restricao calérica e mudangas comportamentais tém
sido propostas para o tratamento da obesidade e con-
sequente reducdao do estresse oxidativo. Terapia com
antioxidantes, desde que em dose e tempo de tratamento
adequado, também parece valida. Todas essas intervencoes
favorecem a perda de peso que se associa a uma reducao na
producéao de espécies oxidantes e a uma melhor capacidade
antioxidante, favorecendo uma reducao dos fatores de risco
e uma melhoria das comorbidades®:.

Em crescente destaque encontra-se a cirurgia da obe-
sidade, tendo em vista o nUmero crescente de obesos e a
efetividade das técnicas cirtrgicas em melhorar as comor-
bidades associadas e em aumentar a qualidade de vida333.
Alguns estudos tém sido realizados com intuito de com-
provar as melhorias promovidas pela cirurgia bariatrica na
obesidade e em suas comorbidades decorrentes do estresse
oxidativo. Estudo com pacientes do servico de cirurgia baria-
trica no Hospital Universitario da Universidade Federal de
Sergipe (HU-UFS) submetidos a cirurgia de «bypass» gas-
trico analisou o perfil lipidico dos individuos antes e apods
a cirurgia bariatrica. Como resultado, houve uma melhoria
apos o procedimento, sendo a maior reducéo constatada nos
niveis médios de triglicerideos (32,0%), além de um aumento
do colesterol associado a lipoproteina de alta densidade
(HDL)33. Outro estudo, realizado na mesma instituicdo, ava-
liou o impacto da cirurgia bariatrica sobre o risco de evento
cardiovascular em obesos através do escore de Framingham,
que foi calculado antes e apds 6 meses de cirurgia. Os
resultados foram significativamente diferentes, sendo que
o risco de Framingham, o colesterol total, o HDL e a pressao
arterial obtiveram valores melhores quando comparados ao
pré-operatorio, comprovando que a cirurgia bariatrica reduz
o risco de ocorréncia de evento cardiovascular em pacien-
tes obesos?®. Além destes beneficios, a analise da fibrose

hepatica antes e apos a cirurgia bariatrica através do NAFLD
Fibrosis Score comprovou que ha reducao no grau de fibrose
hepatica dos pacientes submetidos a gastroplastia®.
Estudo desenvolvido pelo Departamento de Cirurgia da
Universidade Federal do Parana acompanhou 50 pacientes
com obesidade morbida e portadores de doenca hepatica
nao-alcoolica durante o periodo de 1 ano apods terem sido
submetidos a gastroplastia com «bypass» em Y de Roux.
O trabalho comprovou a melhora significativa da doenca
hepatica ndo alcodlica, cuja fisiopatologia envolve o
aumento do estresse oxidativo presente no obeso'®.

Métodos para afericao da peroxidacao lipidica

Os estudos acerca da avaliacao do estresse oxidativo vém
adquirindo relevancia significativa, pois os marcadores oxi-
dativos desempenham fundamental papel na génese de
enfermidades cronicas degenerativas. Assim, sao importan-
tes ferramentas que possibilitam o planejamento de acoes
eficazes no controle e prevencao de tais doencas®.

Atualmente, no entanto, ndo ha consenso sobre qual o
método mais Util, mais confiavel, mais acurado ou especifico
para os diferentes tipos de dano oxidativo®. Enquanto os
trabalhos de sistematizacao prosseguem, é util conhecer
os principais marcadores e os métodos mais utilizados para
sua quantificacao.

A detecao direta das ERO em sistemas bioldgicos é difi-
cultada pelas suas concentracoes extremamente baixas (da
ordem de 10-""M) e pelas suas altas velocidades de reacéo,
chegando ao ponto de as taxas de producao serem iguais
as taxas de reacao com biomoléculas®®. Os subprodutos das
ERO podem ser aferidos diretamente por técnica de resso-
nancia paramagnética de eletroes, porém o custo e outras
limitacGes desta avaliacao dificultam seu uso regular®,

Os métodos mais utilizados para afericdo indireta das ERO
e, consequentemente, das lesdes oxidativas sao os espec-
trofotométricos e cromatométricos, que medem a atividade
enzimatica (superdxido dismutase - SOD, catalase, glutati-
ona peroxidase - GSH-Px e glutationa redutase - GSH-Rd)
e/ou a concentracdo de tripeptideos (glutationa reduzida
- GSH) e aldeidos (malondialdeido - MDA). Estas medidas
podem ser realizadas em tecidos, sangue e outros fluidos.
A lipoperoxidacdo de membranas é habitualmente moni-
torada pelo método do MDA (malondialdeido) e o estresse
oxidativo, por dosagens de GSSG (forma oxidada da glutati-
ona) e/ou pelo célculo da razdo GSSG/GSH?.

Esses métodos baseiam-se no uso de biomarcadores que,
segundo Zwart et al. 2° e LaBaer®®, possuem caracteristicas
passiveis de avaliacdo e mensuracdo, como indicadoras de
processos biologicos normais, processos patogénicos ou
de resposta farmacoldgica a uma intervencao terapéutica.
Como tal, refletiriam mudancas em sistemas biologicos rela-
cionadas a exposicdao ou aos efeitos de xenobidticos, ou
outros tipos de fatores, como os relacionados a doencas.

Os marcadores de peroxidacao lipidica sao classificados
em primarios (os hidroperdxidos lipidicos) e secundarios,
que derivam da B-ruptura dos hidroperoxidos lipidicos.
As principais metodologias utilizadas para a avaliacdo da
lipoperoxidacao oxidativa em sistemas bioldgicos medem a
formacao de produtos gerados durante as diferentes fases
deste processo. Portanto, é importante utilizar as varias
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Tabela 3

Biomarcadores de dano oxidativo em algumas doencas humanas

Doencas

Biomarcadores de Dano

Cancer; doenca cardiovascular; aterosclerose
Doenca de Alzheimer
Doenca de Parkinson

Diabetes mellitus

MDA, razao GSH/GSSG,NO2— Tyr,F,— isoprostano

MDA, HNE, razdo GSH/GSSG, acrileina,

MDA, HNE, razdo GSH/GSSG, acrileina, isoprostano, proteinas
carboniladas, nivel de ferro

MDA, razao GSH/GSSG, proteinas S-glutationadas,F2—
isoprostano,NO2— Tyr

Fonte: Vasconcelos et al.?”

técnicas disponiveis, pois a sua escolha dependera do pro-
posito do investigador, ou seja, da fase do processo de LPO
que se pretenda avaliar A tabela 3 exemplifica alguns bio-
marcadores para doencas selecionadas®.

Malondialdeido

0 malondialdeido (MDA) é um biomarcador, produto secun-
dario da peroxidacao lipidica, derivado da B-ruptura de
endociclizacdo de acidos gordos polinsaturados, tais como
acido linoléico, araquidénico e docosahexaendico?®“. Ele é
considerado, atualmente, um candidato potencial para ser
escolhido como um biomarcador geral de lesdao oxidativa em
plasma?®?7,

0 método introduzido por Yagi (1976) tem sido ampla-
mente utilizado. O principio deste método consiste na
reacao do MDA com o acido tiobarbitlrico (TBA), formando
como produto um cromogeno de cor rosa fluorescente capaz
de ser detectado através de leitura espectrofotométrica e
cuja absorcao ocorre em A de 532nm e fluorescéncia em
553 nm37:3%,

Apesar de sua simplicidade e facilidade de execucdo,
o teste do TBA nao é especifico para o malondialdeido,
reagindo com uma ampla variedade de compostos como
acucares, aminoacidos, proteina, aminas e bilirrubina. Por
este motivo é também denominado teste das substancias
que reagem com o acido tiobarbiturico (Thiobarbituric Acid-
Reactive Substances - TBARS)®4',

O teste de TBARS, apesar de sabidamente inespecifico,
ainda apresenta ampla aplicacao devido, especialmente, a
sua facilidade de execucao e baixo custo em comparacao aos
demais métodos. A possibilidade de reagcao do TBA com subs-
tancias intervenientes tem como consequéncia superestimar
a extensao do processo de peroxidacao lipidica, decorrente
da detecgdo nao so6 do malondialdeido, mas também de com-
postos interferentes. Assim, uma adaptacao relevante de
tal técnica consiste em associa-la com a separacao do com-
posto malondialdeido-TBA (MDA-TBA), por meio de técnicas
cromatograficas?2#42,

Alguns estudos referem o uso do método de avaliacao do
estresse oxidativo pelo TBARS em obesos. No Hospital Uni-
versitario da Universidade Federal de Sergipe, realizou-se
estudo em individuos obesos em pré-operatorio de cirurgia
bariatrica para quantificacdo da lipoperoxidacao plasma-
tica utilizando o MDA como marcador (técnica de analise
da formacao de substancias reativas a TBARS). Neste estudo,
foram analisados 22 individuos de ambos os géneros, dis-
tribuidos em grupo obesidade e controle. Como resultado,

o nivel médio de MDA foi estatisticamente superior no
grupo obesidade (p=0,04), permitindo inferir aumento da
producao de espécies reativas de oxigénio e maior estresse
oxidativo em obesos®.

Sobre o efeito da dieta restritiva e da perda de peso na
geracao das ERO, outro estudo concluiu que a concentracao
plasmatica de TBARS diminuiu 87,9 + 5,8% no grupo obeso na
quarta semana de dieta®*. Em pesquisa experimental com
ratos Cani et al. observaram que os animais tratados
com dieta hipercalérica apresentaram concentracao
de TBARS significativamente mais elevada que o grupo
controle*,

Deteccdo do 4-hidroxinonenal

O 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), um aldeido insaturado, é o
produto quantitativamente mais importante da degradacao
peroxidativa de acidos graxos 6mega 6*!.

Mais recentemente, a quantificacao de HNE no plasma
passou a ser realizada com pentafluorobenzil-hidroxilamina
para formar o derivado pentafluorobenziloxima, que é anali-
sado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas com ionizacao quimica negativa (GC/NICI-MS) usando
HNE deuterado como padréo interno. Nesse método, apesar
de haver um aumento significativo na recuperacao de HNE
do plasma (60-80 versus 8%), sua concentracao permanece,
ainda, mais baixa do que a de outros aldeidos marcadores de
peroxidacao lipidica, devido, provavelmente, a ligacao aos
grupos sulfidrila ou amina de proteinas**#*, sendo motivo de
critica. Um problema adicional é que o HNE pode ser gerado
durante as fases de armazenamento, extracao e analise,
produzindo resultados erroneamente elevados™'2.

Deteccao dos isoprostanos (8-epi-prostaglandina
2w,8-epi-PGF2a)

Outro método de avaliacdo do estresse oxidativo baseado
na oxidacao lipidica, consiste na afericao dos isoprostanos,
compostos derivados da acao de radicais livres sobre os
acidos graxos polinsaturados3>#-4, Qs isoprostanos perten-
cem a familia dos eicosanoides, de origem nao enzimatica
e sao produzidos pela oxidacdo do acido araquidonico.
Inicialmente, sdo formados nos fosfolipidios da membrana
celular e depois liberados para os fluidos bioldgicos pela
fosfolipase®. Ao contrario do que ocorre com os hidro-
peroxidos lipidicos (produtos primarios da peroxidacao
lipidica), que se decompdéem rapidamente nos fluidos e
tecidos humanos, F2-isoprostanos sao produtos secundarios
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da peroxidacao lipidica quimicamente estaveis podendo,
inclusive, ser dosados na urina. Essa estabilidade é a razao
pela qual a sua quantificacdo desperta interesse, com o
aparecimento de muitos protocolos para sua analise. Além
disso, sao produtos especificos da peroxidacao lipidica,
estando presentes em quantidades detectaveis em todos
os fluidos biologicos e tecidos, sua formacdo aumenta
drasticamente em modelos animais de dano oxidativo*.
Como MDA, ele é, também, considerado um candidato
potencial para ser escolhido como um biomarcador geral de
dano oxidativo no plasma.

Entre as técnicas empregadas para deteccao de
isoprostanos destacam-se os radioimunoensaios (radioim-
munoeassays — RIA), os imunoensaios enzimaticos (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA) e as técnicas
cromatograficas (separacdo) associadas a espectrometria
de massa (deteccdo) (GC-MS). A aplicacdo de técnicas
imunologicas, na afericao de 8-iso-PGF2a tem limitada espe-
cificidade, decorrente das possiveis reacdes cruzadas com
outros prostanoides. A GC-MS tem boa especificidade, no
entanto, consiste em uma técnica onerosa e, consequente-
mente, de dificil execucdo em estudos populacionais?®3347,
Assim, os métodos radiométricos e imunoldgicos sao mais
utilizados?”-%°.

A afericao de isoprostanos pode ser realizada em fluidos
bioldgicos, soro e plasma sanguineo e urina, sendo que a
utilizacao de urina tem maior aplicabilidade.

Hidrocarbonetos: etano e pentano

A quantificacdo de compostos volateis constitui em outra
técnica de afericao da oxidacao lipidica. Entre tais com-
postos destacam-se, além dos isoprostanos e aldeidos, os
hidrocarbonetos: etano e pentano. Estes 2 Gltimos sao for-
mados mediante peroxidacao lipidica dos acidos graxos
polinsaturados da série 6mega 3 e 6, respectivamente. Os
hidrocarbonetos sdao os mais volateis e dessa forma sao os
mais frequentemente utilizados®>>'-33,

A afericdo baseia-se na concentracdo de hidrocarbone-
tos exalados no ar expirado. Existe uma grande variedade
de técnicas para tal proposito, estas variam em relacao
a forma de coleta, armazenamento e processamento das
amostras. Como decorréncia desta falta de padronizacéo,
ocorre relevante variacdo entre os resultados provenientes
de diferentes estudos. A analise das amostras, usualmente,
se da por meio de GC. Apesar da grande variedade de téc-
nicas, as limitacdes sao comuns e convergem para o fato
da contaminacao das amostras com a presenca de etano e
pentano no ambiente2.

Sugere-se que a afericao do etano tenha maior viabili-
dade em predizer a peroxidacdo lipidica, entre as causas
destaca-se o fato do etano ser metabolizado em menor
extensao que o pentano, ser menos sollvel em tecidos, exi-
bir menor coeficiente de variacdo diaria na sua taxa de
exalacao e, ainda, sofrer menor influéncia de fatores inter-
venientes na sua taxa de exalacao®:.

Teste do alaranjado de xilenol (xilenol-orange)

Os hidroperoxidos sao produtos primarios da peroxidacao
dos AGPI’®, dai a importancia da sua medida, uma vez

que a maioria dos métodos avalia seus produtos de
degradacdo. Um dos métodos utilizados para se determinar
a concentracao de hidroperdxidos em amostras biologicas
é aquele que utiliza o xilenol-orange. Este método baseia-
se no principio de que os hidroperdxidos oxidam ferro 1
a ferro m, o qual reage com o xilenol orange, produzindo
um cromoforo que tem absorcdo maxima em 560 nm>>. Os
resultados sao relativamente reprodutiveis e o método pode
ser usado para a determinacado de hidroperdxidos em fase
aquosa e lipidica®. E um método simples, que ndo exige
equipamentos sofisticados, porém é inespecifico, pois pode
sofrer interferéncias de diversas substancias presentes no
plasma sanguineo.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo por quimiluminescéncia

O método de CLAE com deteccdao por quimiluminescén-
cia tem sido bastante utilizado na mensuracao especifica
de hidroperdxidos lipidicos®#%6:57:45.38.59  Utilizando este
método é possivel a quantificacdo de hidroperoxidos pre-
sentes em amostras bioldgicas, sem interferéncias de outras
biomoléculas.

Esse método tem demostrado alta sensibilidade,
podendo-se detectar niveis abaixo de 10nmol/L,
dependendo da qualidade do detector.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas

0 uso da técnica de cromatografia liquida acoplada a espec-
trometria de massas (CLAE-EM) para a analise de amostras
bioldgicas é recente, tendo havido importante avanco na
Ultima década.

Uma das vantagens mais importantes desta técnica é per-
mitir a separacao, quantificacao e elucidacao estrutural das
substancias presentes na amostra, de maneira continua, sem
a necessidade de purificacao ou derivatizacao prévias, per-
mitindo analise muito mais rapida e eficiente. Outro ponto
importante é a possibilidade de se analisar substancias nao
volateis ou termolabeis, o que seria dificil em outras técni-
cas como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas®.

A técnica de CLAE-EM tem sido utilizada em diversos tra-
balhos na analise de derivados lipidicos e seus produtos de
oxidacao®0-%3 e representa o que ha de mais avancado em
técnicas de deteccéo e caracterizacdo qualitativa e quanti-
tativa de biomoléculas em matrizes bioldgicas. Além disso,
os resultados obtidos por esta técnica apresentam elevadas
especificidade e sensibilidade.

Dosagem de acidos hidroxieicosatetranéicos

Os acidos hidroxieicosatetrandicos sao derivados da
oxidacdao do acido aracdbnico e os acidos hidroxiocta-
decanoicos (HODE), resultantes da oxidacdao do acido
linoléico®.

Estes compostos ja foram encontrados aderidos a placa
aterosclerotica e cogita-se que sua presenca esta associada
a placas instaveis e sujeitas a ruptura®’.
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A presenca destes compostos pode ser determinada, apos

a extracao da fracao lipidica do material a ser analisado, por
técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Conclusao

A obesidade tem prevaléncia mundial crescente e a analise
de fatores que participam na fisiopatologia das comorbida-
des tem elevada importancia. Nesse sentido, o estudo do
estresse oxidativo nos obesos tem papel fundamental. Tal
atitude pode balizar medidas futuras para prevenir o surgi-
mento dessas doencas, bem como colaborar no tratamento.
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