Hermes-Lima et al.
Consulting in Science and Education

Apoio: Grupo de Pesquisa em Radicais de Oxigénio (GPRO)
Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 70910-900
E-mail: hermes@unb.br

Oy

Técnicas utilizadas corriqueiramente (1.1 a 1.10) e em implantagdo

(2.1 a 2.4) pela equipe do Prof. Marcelo Hermes-Lima, PhD.

1.1. Degradagdo oxidativa da 2-desoxirribose

Técnica espectrofotométrica que determina a degradacdo oxidativa da 2-DR mediada por
radicais hidroxil (*OH) ou outras espécies quimicas de alta reatividade. O principio do
ensaio € a quantificacdo de um produto da degradacdo da 2-desoxirribose (2-DR), o
malonaldialdeido (MDA), através de sua condensacdo com o &cido tiobarbitdrico (TBA).
Esta metodologia, de ampla utilizacdo pela equipe de M. Hermes-Lima (vide por exemplo:
Lopes et al., 1999; Hermes-Lima et al., 2000, 2001) , for recentemente adaptada pela uso

em extratos vegetais aquosos.
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1.2. Oxidagdo do dimetil sulfoxido (DMSO)

Metodologia de deteccdo de radicais *OH ideal em sistemas bioldgicos (e extratos vegetais)
devido a baixa toxicidade/interferéncia do DMSO. O método é baseado na reacdo do
DMSO com o radical *OH originando um produto nao radicalar estavel, o &cido
metanosulfinico (MSA).

(CHg)zs:O + ‘OH — CH3SO,H + °CH;
DMSO MSA

MSA + Ar-N=N* > H™ + Ar-NN-SO,-CH3;
Fast Blue BB

O MSA possui um atomo de oxigénio idéntico ao original encontrado no radical ‘OH
sequestrado, desse modo, a quantificagdo de MSA torna-se uma forma indireta de
determinacéo do radical ‘OH presente no meio. A Segunda etapa do procedimento inicia-se
com a reacgdo entre 0 MSA e um sal diazonico (Fast Blue BB) resultando em um produto
que quando extraido em solvente organico apresenta colora¢do amarelada (Amax = 425 nm)
precipitando-se em solucdo aquosa, a qual é extraida com a utilizagdo de uma solucéo de
tolueno-butanol.

1.3. Hidroxilagdo do benzoato
Radicais hidroxil gerados in situ promovem a hidroxilagdo do benzoato a hidroxibenzoato,

por meio de uma reacdo de adi¢do. Os produtos assim formados séo fluorescentes, podendo
ser medidos o0s picos de emissdo (A = 407 nm) e excita¢do (A = 305 nm).
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1.4. Oxidagdo de dacido ascoérbico

Metodologia espectrofotométrica baseada na oxidacdo do acido ascorbico (medido
diretamente no comprimento de onda de 265 nm) mediada por metais de transicdo em
estado oxidado, incluindo Cu(ll) e Fe(l11). A figura abaixo mostra o efeito do &cido tanico e
sobre a oxidacéo de ascorbato induzida por ions cobre.
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1.5. Formagdo de complexos metal-quelante
Cinética e caracterizacdo de complexos metal-quelante através de técnicas

espectrofotométricas (VIS + UV). A figura abaixo apresenta a formagdo de um complexo
entre o polifenol &cido tanico e ions cobre.
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1.6. Estudos da formagdo de radical ascorbil através de
ressondncia paramagnética eletronica (EPR)

Técnica que se baseia na deteccdo do sinal eletrénico emitido por qualquer molécula
contendo elétrons desemparelhados nas camadas mais externas, quando posta sob a
influéncia de um campo magnético. Este método torna possivel a deteccdo direta do radical
ascorbil em um equipamento de EPR. Compostos antioxidantes inibem a oxidacdo de
ascorbato e portanto a formacao do radical ascorbil (vide Mauricio et al., 2003).
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1.7. Consumo de oxigénio intermediado por radicais livres
Metodologia baseada na quantificacdo do dioxigénio dissolvido no meio reacional. Seu
desaparecimento € resultado da reacdo de oxidacdo de metais de transicdo em sua forma
reduzida com formacédo de O, e/ou H,0,. A figura abaixo mostra o efeito do &cido tanico
no consumo de O, cobre-dependente.
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1.8. Degradagdo oxidativa de DNA de plasmidio

Metodologia baseada na degradacdo de mdleculas de DNA de plasmidio através da geracao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio reacional. Nessa metodologia, os radicais
formados produzem danos oxidativos em DNA de plasmidio na forma super-enovelada,
provocando alteracGes estruturais na molécula. Os produtos formados a partir destes
ataques radicalares sdo as formas circular-aberto (open-circular) e linear. Antioxidantes
podem proteger o DNA do dano oxidativo (vide Hermes-Lima et al., 1998).

A figuras abaixo mostram (em 3 géis de agarose) o efeito do &cido tanico + cobre/ascorbato
sobre o DNA plasmidial pUC18. As formas super-enoveladas sdo as bandas superiores.

1.9. Método TBARS (peroxidagdo lipidica)

Método classico para a determinacdo de produtos aldeidicos formados a partir da
peroxidacdo lipidica em mitocondrias isoladas, tecidos animais e extratos vegetais. Os
produtos aldeidicos sdo entdo reagidos com TBA (A =532 nm).

1.10. Método do alaranjado de xilenol (peroxidagdo lipidica)

Método baseado na reacdo de hidroperodixos lipidicos (LOOH) com o complexo Fe(ll)
xilenol em meio acido. O produto desta reagdo ndo-estequiométrica, que envolve uma
propagacao do tipo radicalar, é o complexo Fe(l11)-xilenol (A = 580 nm). Esta metodologia
de determinacdo de contetdos de LOOH em extratos/homogenatos foi desenvolvida por
Hermes-Lima e colaboradores em 1995 (vide referéncia abaixo). A publicagdo resultante
deste trabalho conta até o presente momento com 55 citagdes.
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2.1. TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter)

Seu principio esta baseado na peroxidacdo de lipideos enddgenos e exdgenos em fluidos
bioldgicos quando expostos a azo-iniciadores, como 0 AAPH. Pode ser aplicado a todos 0s
fluidos bioldgicos e é determinado através do consumo de O, e/ou através da deteccédo
direta de radicais peroxil por quimioluminescéncia.
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2,2’- azobis (2-amidinopropano) hidrocloridrico (AAPH)

2.2. Formagdo do radical ABTS

Metodologia baseada na oxidacdo do ABTS (2,2 -Azinobis (3-etilbenzotiazolina 6-
sulfonada) e formacdo do ABTS radical, o qual possui absorbancia em 3 comprimentos de
onda distintos (A = 660, 734 e 820 nm). Antioxidantes presentes em extratos/homogenatos
podem inibir a formacdo de ABTS radical.
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2.3. FRAP (Ferric Reducing Ability)

Metodologia baseada na determinacdo da capacidade (e cinética) de antioxidantes
encontrados no plasma ou em extratos vegetais (extratos aquosos) de reduzir o complexo de
TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe(l11) a Fe(I1)-TPT. O complexo com Fe(ll)
é medido a 539 nm. Este método avalia entdo a capacidade redutora do meio reacional.

Nosso laboratério tem utilizado ferrozina para determinar (em 562 nm) a formacédo de
Fe(ll), a partir de Fe(lll) e um redutor (como o &cido tanico; vide Lopes et al., 1999).
Porem, este método tem limitaces para estudos cinéticos.



2.4. Decomposigdo do radical DPPH (2,2'-difenil-1-picrilidrazil)

Metodologia baseada na acdo de compostos antioxidantes sobre o DPPH®, uma espécie
radicalar estavel. A avaliacdo antioxidante é obtida através de estudos espectrofotométricos
(A=517 nm) ou através da deteccao do sinal de EPR do radical DPPH.
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