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Resumo: Objetivou-se avaliar as técnicas de voltametria ciclica (VC) e de pulso diferencial (VPD) para
mensurar as concentracdes de acido ascérbico (AA) e determinar a capacidade antioxidante em soro
sanguineo canino, como possiveis técnicas no estudo com antioxidante nesta espécie. As determinagdes
de é&cido ascdrbico (colorimetria) e capacidade antioxidante (kit comercial) por métodos ja validados
foram usadas como referéncia. Para tal foram submetidos soros de sete cdes adultos a determinacédo dos
voltamogramas pelo método da adi¢do padréo. As concentragdes de AA foram de 10,9 = 2,4 uM, 12,8
+13uMe 11,9 £ 25 para VC, VPD e colorimetria, respectivamente, ndo sendo observadas diferengas
estatisticas entre os métodos, entretanto a VPD se mostrou mais sensivel. O 3° pico do AA para a VPD
se correlaciona com a concentragdo de cido Urico e capacidade antioxidante total, demonstrando o
potencial de utilizagdo da técnica em soro sanguineo canino.
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Cyclic and differential pulse voltammetry to determine the ascorbic acid concentration
and the redox status of the blood serum in dogs

Abstrat: The aim of this study was to evaluate the cyclic voltammetry (CV) and differential pulse (DPV)
to measure the concentrations of ascorbic acid (AA) and total antioxidant capacity (TAC) in canine
blood serum. Validated methods to determine AA (colorimetry) and TAC (commercial kit) were used
as reference to evaluate the accuracy of voltammetry technique. Samples of blood serum from seven
adult dogs were submitted to the analysis of voltammograms by standard addition method. AA
concentrations were 10.9 + 2.4 mM, 12.8 + 1.3 and 11.9 = 2.5 mM for CV, DPV and colorimetry,
respectively. No differences between the methods were observed, however the DPV was more sensitive
and therefore more suitable. The third peak AA for DPV correlates with the concentration of uric acid
and TAC demonstrating the potential use of the technique in canine serum.
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Introducdo: O &cido ascdrbico e Urico sdo os principais antioxidantes de baixo peso molecular (ABPM)
nos fluidos corporais, 0s quais contribuem com a manutencdo do estado redox e consequentemente
melhoram a capacidade antioxidante do organismo. Existem diferentes métodos descritos na literatura
para medir a capacidade antioxidante, entretanto, todos apresentam limitacGes, sendo constante a busca
por metodologias alternativas. Como os ABPM possuem eletroatividade, estes podem ser mensurados
por métodos eletroquimicos como a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a voltametria ciclica (VC),
métodos amplamente usados em quimica analitica (Chevion et al., 1997) e ja padronizados para
humanos (Passos, 2009). Tendo isto em vista, objetivou-se caracterizar o comportamento voltamétrico
do soro de cées, por VC e VPD e sua relagdo com as concentracdes de acido ascorbico e CAT.

Materiais e métodos: Primeiramente, foi caracterizado e padronizado os melhores pardmetros
analiticos para a quantificacdo de AA em soro sanguineo de cées. Para tal foram coletados 20 mL de
sangue de sete animais, entre 1-4 anos de idade, submetidos ao jejum de 12 horas. O sangue foi
centrifugado & 3500 rpm por 10 minutos e 0 soro armazenado a 20°C. As amostras foram descongeladas
e diluidas em tampéo fosfato pH 7,4 na propor¢éo de 1:2,5 e posteriormente analisadas por VC ou VPD,
empregando-se um potenciostato com trés eletrodos, acoplado ao microcomputador. A faixa de
potencial aplicado foi de -300mV a +1000mV, em uma taxa de leitura de 100 mV/s. Para todas as
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andlises voltamétricas foram determinados o potencial de pico anddico e o valor da corrente de pico
anodica, calculados conforme Chevion et al. (1997) e Passos (2009). Com base nos resultados obtidos
nesta etapa, para VC ou VPD, foram realizadas as adigdes de AA (100uM, 200uM, 400uM, 600uM e
800uM) por meio da técnica de adi¢do do padrdo. Para o calculo das concentracfes de AA pelo método
da adicdo do padrdo, procedeu-se a analise de regressao linear da corrente anddica (la) em funcdo das
concentracdes adicionadas de AA, corrigindo-se o pico pela subtracdo do la da amostra de soro
inicialmente na célula voltamétrica. Posteriormente o valor de la da amostra de soro foi substituido na
equacdo gerada para se obter a concentracdo de AA no soro. Para avaliar-se os resultados obtidos pela
VC e VPD, amostras de soro dos animais também foram analisadas pelo método colorimétrico
convencional e capacidade antioxidante total (Antioxidant Assay Kit, CS0790, Sigma, Sdo Paulo,
Brasil), os quais serviram como referéncia.

Resultados e Discussdo: Para as andlises de VC e VPD foi possivel verificar dois e trés picos de
oxidacdo de componentes séricos, respectivamente. O segundo pico para a VC (662 + 49 mV) e o
terceiro da VPD (661 £ 131 mV) representam a concentracdo de AA. As concentracfes de AA no soro
sanguineo foram de 109 + 2,4 uM, 12,8 + 1,3 uM e 11,9 + 2,5 para VC, VPD e colorimetria,
respectivamente. Nao foi observada diferenca estatistica (P>0,05) entre os métodos utilizados, indicando
que a voltametria pode ser empregada para analise de AA em soro sanguineo de caes. Contudo, a VPD
(Figura 1a) apresentou resultados mais consistentes e picos mais elevados comparativamente a VC
(Figura 1b), demonstrando ser uma técnica mais sensivel. As concentracdes de AA verificadas neste
estudo em cées correspondem aos valores descritos na literatura, proximos de 15 uM (Scott et al., 2002).
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Figura 1. Voltamograma de pulso diferencial (a) e ciclico (b) de soro de cdo mediante adi¢bes de diferentes
concentragdes de acido ascérbico (método da adi¢do do padréo).

Apesar dos resultados favoraveis é conhecido que o &cido Urico é outro composto ABPM que pode
interferir nesta andlise, por apresentar potencial de pico semelhante. O terceiro pico da VVPD apresentou
coeficiente de correlagdo de 0,96 e 0,84 para as concentragdes de AA e &cido Urico, respectivamente,
dificultando a anélise separada destes compostos pelas técnicas voltamétricas em fluidos biolégicos.
Diferente do esperado, neste estudo ndo houve boa correlacdo entre os picos de VPD e VC com a
capacidade antioxidante dos animais, determinada pelo kit comercial de referéncia.

Conclustes: A VC e VPD sdo técnicas rapidas e de baixo custo, que podem ser utilizadas para
determinar as concentraces de acido ascorbico no soro sanguineo de cdes, porém, ainda necessitam
validacéo.
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