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Introducéo

As células sdo unidades estruturais e funcionais naturalmente sensiveis a acdo de diversos fatores
danosos que podem interferir no seu metabolismo. (Novikoff, et al. 1977). Entre essas possiveis
agressdes a célula, estdo presentes as espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais podem
danificar todos os componentes celulares.

Considerando Halliwell (1991), as EROs ocorrem quando, em condicdes fisioldgicas do
metabolismo celular aerébio, o O2 sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de H20. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos, como
os radicais superdxido (O2-.), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (OH), e o peroxido de hidrogénio
(H202). Oxigénio (02 -) e o perdxido de hidrogénio ndo oxidantes dos radicais (2H20) e acido
hipocloroso (HOCI) também séo formados nesse processo. Porém, a producdo excessiva de O2-e
H202 pode resultar em danos nos tecidos, o que muitas vezes envolve o radical hidroxila (OH-).
Estas espécies reativas estdo também envolvidas em varias doengas cronicas ndo transmissiveis
associadas ao envelhecimento, como doencas cardiovasculares, diabetes, hipertensdo, sindrome
metabolica, artrite reumatoide e doengas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson). (Silva, W. et al. 2011).

Todas as organelas celulares podem sofrer alteracdes quando interagem com as EROs, porém, a
membrana celular é a estrutura que, se atingida, desencadeia um problema a célula mais
significativo, pois resulta na peroxidacao lipidica, processo que acarreta alteracdes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares, comprometendo todo o metabolismo celular. (Ferreira et
al., 1997).
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Ainda de acordo com Ferreira et al. (1997), quando a peroxidacédo lipidica acontece, ha perda da
seletividade na troca i6nica e liberacdo do contetido de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomos, e formacdo de produtos citotoxicos, como por exemplo, o malonaldeido (MDA),
resultando na morte celular.

Em estudos que visam avaliar o dano celular pelo estresse oxidativo através da quantificagdo do
MDA produzido na peroxidacdo lipidica de determinado tecido, sob um fator oxidante especifico,
pode ser analisado através do método de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS),
procedimento introduzido por Buege e Aust (1978), e amplamente utilizado nos dias de hoje.

O presente trabalho deteve-se em revisar ensaios os quais utilizaram o TBARS como método
fundamental na avaliagdo do estresse oxidativo, para que sua importancia seja mais bem
compreendida no meio cientifico atual.

Metodologia

A realizag8o desta pesquisa baseia-se na analise de revisdo teorica — pratica referente a utilizacéo do
TBA (&cido tiobarbiturico) na avaliacdo da concentracdo de MDA (malondialdeido), através da
leitura espectrofotométrica, em aplicacdes distintas. Foi desenvolvida e orientada nas dependéncias
da Universidade Regional do noroeste do estado do Rio Grande do Sul, mais precisamente no
laboratério de ensaios bioldgicos, no decorrer do componente curricular Estadgio | do curso de
Ciéncias Bioldgicas — Bacharelado, juntamente com o auxilio do Grupo de Pesquisa em Fisiologia —
GPeF.

A revisdo bibliogréfica foi feita de forma concisa a fim de sistematizar informacdes significativas a
respeito do método TBARS em artigos cientificos e livros 0s quais abordam de forma expressiva
sua importancia na avaliacdo do estresse oxidativo e diferentes aplicaces.

Resultados e discusséo

O estudo pioneiro na utilizacdo do TBARS, realizado por John A. Buege e Steven D. Aust, teve
como intuito principal avaliar os produtos da peroxidag&o lipidica em membrana microssomal, entre
eles, o malondialdeido (MDA). O malondialdeido ¢ um aldeido reativo (baixa estabilidade)
amplamente utilizado como biomarcador na avaliagdo do estresse oxidativo. (Pilz et al. 2000).
Quando o MDA reage com o &cido tiobarbitarico, forma uma solucdo de cor avermelhada, que de
acordo com os conceitos de bioquimica experimental de Cisternas, J. et al. (1999), tem sua
absorbancia ideal a 535 nm no espectrofotdometro.

Alguns fatores podem alterar na absorbancia da cor da amostra, como por exemplo, as
hemoproteinas e metais de transicdo que, quando associados a membranas celulares, podem
melhorar a formacéo da cor avermelhada no ensaio do TBARS pela formagdo de oxiradicais e
peréxidos provenientes do aquecimento da membrana com o reagente padrdo TCA-TBA
(Tricloroacetico e acido tiobarbitdrico). (Buege e Aust, 1978). A porcentagem de TCA
normalmente utilizado nos ensaios padronizados é de 10 %, enquanto a porcentagem do reagente
principal (TBA) pode variar entre 60 e 70%.

O estresse oxidativo € um desequilibrio bioquimico no qual a produgdo de EROs excede a
capacidade antioxidante natural. Este desequilibrio pode ocorrer quando o organismo € exposto a
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pré-oxidantes (Delfino et al., 2010), como por exemplo, poluentes atmosféricos. O método de
TBARS para a avaliagdo de MDA ¢é muito utilizado em pesquisas referentes ao efeito da poluicéo
no organismo.

O método TBARS também é aplicado em estudos que visam avaliar a lipoperoxidacdo em
determinado tecido sob exposicdo a um poluente especifico, como por exemplo, a avaliacdo do
dano cerebral em camundogos expostos a material particulado (MP) (classe de poluntes). De acordo
com a pesquisa de Basso, E. et al. (2013), a determinacdo da lipoperoxidagcdo nas amostras de
cérebro dos camundongos expostos a MP foi realizada por espectrofotometria através da reacao
com o &cido tiobarbiturico TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitlrico). A concentragdo
de TBARS formada foi expressa em nmol MDA/mg Proteina.

Também € possivel empregar este método na avaliagdo do dano oxidativo em modelos
experimentais de determinada doenca e introduzir um possivel tratamento, como por exemplo, na
pesquisa em desenvolvimento de Sulzbacher, et al., 2012, o qual utiliza a sepse como modelo
experimental, e a suplementacdo de glutamina como tratamento, avaliando ndo sé o estresse
oxidativo, mas também o contetido de proteinas de estresse (HSP70).

Uma grande variedade de métodos esta disponivel para mensurar o estresse oxidativo, sendo que a
melhor opcdo do uso de biomarcadores para estudos epidemioldgicos ou experimentais dependera
dos objetivos da investigacdo. (Goettems, et al. 2013). Sendo assim, é possivel afirmar que, através
de um levantamento bibliogréafico prévio, é possivel entender a importancia da escolha correta do
método a ser utilizado para fazer esta avaliacdo, e 0 TBARS é um método de grande versatilidade,
podendo ser usado para avaliar a lipoperoxidacdo em modelos de diversas doencas, com ou sem
tratamento, ou até mesmo, em modelos de exercicio fisico.

Conclusao

Com base nas informac6es abstraidas através da revisdo de ensaios o quais 0 metodo TBARS foi
utilizado para quantificar MDA, e assim, avaliar a lipoperoxidagéo, percebe-se a importancia de seu
uso no meio cientifico. A partir dele é possivel elaborar propostas e pesquisas de alto impacto,
principalmente na area da saude. Isso é refletido no avanco cientifico atual, que busca alternativas
para melhorar a qualidade de vida, tanto humana como animal.

E importante salientar que, 0 método TBARS se torna muito mais especifico e de maior impacto
cientifico, quando associado a outros métodos que avaliam o estresse, ou outro fator que seja
expresso na mesma pesquisa, mas que acrescente credibilidade ao resultado final.

Palavras-chave: Revisdo, método, acido tiobarbitdrico, malondialdeido.
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