Artigo de Original/Original Article

Avaliacao dos niveis de EC-SOD em voluntarios utilizando o
método de inibicdo da auto-oxidacao da adrenalina
Assessment levels EC-SOD in volunteers using inhibition of epinephrine

oxidation method

Fernanda Dapper Machado'
César Augusto Miorelli Campos?
Tamiris Priscila Vingert®

Ana Luiza Ziulkoski*

Magda Susana Perassolo*

Resumo

Objetivo: Avaliar os niveis de EC-SOD em voluntarios através do método de inibigdo da
auto-oxidacédo da adrenalina e correlacionar com as caracteristicas clinicas, bem como
comparar com os resultados obtidos com o método de reducdo do WST-1. Métodos:
Foram avaliados os niveis de SOD de 63 voluntarios através do método de inibicéo da
auto-oxidagéo da adrenalina e de redugé@o do WST-1. Resultados: Nao houve correlagéo

entre os niveis de SOD com a idade ou sexo dos voluntarios, porém o nivel de SOD foi
maior nos voluntarios que utilizavam uma quantidade maior de medicamentos por dia.
Conclusao: Nao houve correlagédo entre os dois métodos de quantificagdo de SOD.
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INTRODUGAO

O desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio
(ROS) e os antioxidantes do organismo, em decorréncia de
fatores como alimentagao inadequada e sedentarismo, pode
levar a uma condigcdo chamada de estresse oxidativo (EO).
O EO é um dos fatores desencadeantes de condigdes pato-
I6gicas, como doencgas cardiovasculares, desordens neuro-
l6gicas, doencas pulmonares e envelhecimento precoce.('?

A defesa enzimatica do organismo para as ROS sé&o
as enzimas superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), entre outras enzimas reduto-
ras. A SOD é conhecida como a primeira linha de defesa,
catalisando a dismutacao do anio superéxido em peréxido
de hidrogénio, posteriormente transformado em agua e oxi-
génio pela CAT, GPX ou outras.!"

Nos organismos eucariotos podemos encontrar duas
formas intracelulares da SOD: a Cu-Zn-SOD e a Mn-SOD
(encontrada principalmente na matriz mitocondrial), além da
forma extracelular da enzima, a EC-SOD.® A presencga de
SOD em diferentes compartimentos é importante devido a
incapacidade do superéxido de permear membranas e, por-
tanto, necessitar ser eliminado no mesmo compartimento
em que foi formado.*

A superéxido dismutase extracelular (SOD; EC
1.15.1.1) (EC-SOD ou SOD-3) controla o nivel de superé-
xido no espaco extracelular, catalisando a dismutagéo do
superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular.
Além disso, a EC-SOD pode reagir com o peréxido de hi-
drogénio em uma reacao peroxidase, a qual é conhecida
por descontinuar sua atividade — podendo ser esse o me-
canismo de controle da atividade enzimatica. E expressa,
principalmente, no pulméo e na musculatura vascular, mas
também no coracgao, rins e placenta.*"

Existem diferentes métodos para a quantificagéo ou
determinacéo da atividade da EC-SOD, entre eles o méto-
do desenvolvido por Misra e Fridovich, em 1972, basea-
do na capacidade da enzima em inibir a auto-oxidacéo da
adrenalina. Apesar da existéncia de técnicas mais moder-
nas, alguns trabalhos ainda utilizam o método baseado na
auto-oxidacao da adrenalina, como o desenvolvido por Dries,
em 2011,® e por Soares, em 2012, sobretudo em razéo
do baixo custo da analise.

Zhou e Prognon!"® acreditam que havera um cresci-
mento do interesse no campo das determinacdes
enzimaticas, sobretudo em relagdo as antioxidantes e
antiestresse, o que aumenta a necessidade de conheci-
mento dos niveis de SOD e outras enzimas antioxidantes
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na populacdo e confirmam que estudos nesta area séao
fundamentais. Para se ter um entendimento a respeito dos
processos redutores é necessario contar com informacées
quantitativas da geracdo e remocao de superéxido e
peroéxido de hidrogénio em células e tecidos.("

Alguns estudos sugerem que o estresse oxidativo ou
a diminuicdo da protecéo antioxidante estédo relacionados
com o avanco e a patologia de varias doencgas, entre elas a
esquizofrenia, a diabete melito tipo 2, onde, além da dimi-
nuicao dos niveis de SOD, ocorre a glicagdo da enzima li-
gada aos eritrécitos, levando a uma baixa atividade enzi-
matica.('213)

A comparacdo entre os resultados de SOD obtidos
por diferentes métodos é uma tarefa dificil, uma vez que pe-
quenas alteragdes nas condi¢des do ensaio levam a gran-
des diferengas no resultado.' A escassez de estudos
populacionais que apontem o nivel de SOD no plasma hu-
mano dificulta a comparacéo de resultados obtidos em di-
ferentes populagdes. Diante do exposto, evidencia-se aim-
portancia deste trabalho, que pretende avaliar os niveis de
SOD em um grupo de voluntarios pelo método de inibicao
da auto-oxidagéo da adrenalina e relaciona-lo com as ca-
racteristicas clinicas, além de comparar com o método de
reducdo do WST-1.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 63 participantes do projeto
de pesquisa "Avaliacédo da relagéo entre qualidade de vida
e estresse oxidativo em pacientes com diabete melito tipo
2". Foram excluidos do estudo voluntarios com doengas he-
paticas ou renais. As analises laboratoriais, como glicose,
glicohemoglobina, perfil lipidico e hemograma foram reali-
zadas pelo Laboratério Escola de Biomedicina da Univer-
sidade Feevale. As caracteristicas gerais e clinicas dos vo-
luntarios, como idade, sexo, tabagismo, patologias, consu-
mo de medicamentos e alimentos antioxidantes, foram ob-
tidas por meio de questionario préprio. As amostras de plas-
ma para quantificagcédo de EC-SOD foram armazenadas em
temperatura de -80°C até o momento da andlise.

Quantificagdo pelo método da auto-oxidagao da
adrenalina

Para a quantificagédo da SOD por meio do método ba-
seado na inibigdo da auto-oxidagéo da adrenalina, as amos-
tras foram diluidas em soro fisiologico, na proporcao 1:10
(v/v), e quantidades crescentes do diluido (10, 15, 20,25 e
30 ul) acrescidas de tampao glicina pH 10,2 a 32°C, solu-
¢ao de catalase e solucéo acida de adrenalina; foram lidas
em espectrofotdometro Varian, modelo Dig Varian Cary (50
NSEL03127475) no comprimento de onda de 480 nm du-
rante 180 segundos, com intervalo de leitura de dez segun-
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dos, de acordo com a metodologia descrita por Misra e
Fridovich.” A curva resultante desta leitura foi comparada
com a curva de oxidacdo da adrenalina obtida no mesmo
dia da andlise, sob as mesmas condi¢cdes da amostra atra-
vés de uma planilha do Microsoft Excel. O resultado final foi
obtido por meio de calculos baseados em regressées line-
ares e o valor resultante foi corrigido pelas proteinas totais
obtendo-se um resultado expresso em g SOD/g proteina.

A dosagem de proteinas totais foi realizada por meio
de kit comercial baseado no método do biureto.

Quantificagdo de SOD pelo método de reducgao
do WST-1

A quantificacdo pelo método de redugao do WST-1 foi
realizada utilizando-se o SOD Assay Kit-WST produzido
pela Sigma Aldrich , que é baseado no método nitroazul
tetrazélio (NBT). Trata-se de um método indireto, no qual a
quantificagé@o se da por percentual de inibicdo de SOD por
um método colorimétrico com leitura a 440 nm.

As amostras foram preparadas em placas com 96 po-
¢os; 20 ul de amostra foram adicionados no pogo de amos-
tra e no pogo Branco 2. Agua duplamente destilada foi adi-
cionada no poco Branco 1 e Branco 3; 200 ul da solugéo de
trabalho WST foram acrescentados em todos os pogos. O
tampao diluente foi adicionado nos pogos Branco 2 e Bran-
co 3 e a solugdo de trabalho da enzima foi adicionada nos
pocos contendo amostra e Branco 1. Aplaca foiincubada a
37°C por vinte minutos para posterior leitura a 450 nm.( O
resultado foi obtido em atividade de SOD (% de inibigao).

Os dados resultantes das analises e os dados clinicos
dos pacientes foram armazenados em um banco de dados
desenvolvido com o programa Microsoft Office Excel.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do
programa SPSS, versao 20.0, utilizando nivel de significancia
de 5%. Os resultados foram expressos em média e desvio
padrao ou frequéncia. Para a analise estatistica foi testada
a normalidade das variaveis. As variaveis paramétricas ti-
veram arelacéo avaliada pela correlagédo de Pearson, e as
ndo paramétricas, pela correlacdo de Spearman. Acompa-
racao das médias entre os grupos foi realizada por meio de
ANOVA.

Aspectos éticos

Este trabalho esta inserido no projeto de pesquisa
"Avaliacdo da relacdo entre qualidade de vida e estresse
oxidativo em pacientes com diabete melito tipo 2", aprova-
do no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Feevale sob o nimero de processo 4.03.01.11.1981. Os
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participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido em duas vias, ficando uma com o pesquisador e
outra com o voluntario. O estudo foi conduzido de acordo com
a Resolugéo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Satde.("®

RESULTADOS

As informacgdes laboratoriais, como perfil lipidico,
glicemia, glicohemoglobina e hemograma dos voluntéarios
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas laboratoriais dos voluntarios

Média e desvio

Caracteristicas laboratoriais padrao (n=63)

L. B Colesterol (mg/dL) 172 (41)
Caracteristicas gerais da amostra LDL (mg/ dL) 102 (42)
As caracteristicas gerais dos voluntarios que compdem HDL (mg dL) 45 (12)
o perfil da amostra, como sexo, escolaridade e tabagismo, Triglicerideos (mg/ dL) 128 (69)
estdo descritos na Tabela 1. A maioria dos voluntarios foi Glicemia (mg/ dL) 95 (25)
mulheres (71,4%), com escolaridade de ensino fundamental Glicohemoglobina (%) 6,2(1,0)
incompleto, com patologias diversas; entre as mais frequen- Eritrécitos (x10°/L) 4,6 (0,4)
tes estédo diabetes, hipertenséo, hipercolesterolemia e de- Hemoglobina (g/ dL) 14,0 (1,2)
presséo. Hematdcrito (%) 40,3 (3,0)
Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos voluntarios VCM (fL) 86,7 (4,4)
Caracteristica Frequéncia (n=63) HCM (pg) 30,2 (1,9)
Idade (média e desvio padro) 57,3 (10,7) CHCM (g/dL) 34,8 (1,0)
Sexo (M) 18 (28,6%) RDW (%) 12,6 (1,2)
Escolaridade Leucdcitos (/mL) 6.215,2 (2.287,7)
Fundamental incompleto 27 (42,9%) Bastdes (%) 0,3(0.,6)
Fundamental completo 10 (15,9%) Segmentados (%) 57,6 (8,6)
Médio incompleto 6 (9,5%) Eosindfilos (%) 2,9 (2,1)
Médio completo 8 (12,7%) Basdfilos (%) 0,3 (0,5)
Superior incompleto 3 (4,8%) Monocitos (%) 6,5 (2,8)
Superior completo 9 (14,3%) Lintécitos (%) 32,3 (8,2)
Patologias Plaquetas (/L) 233.084 (62.900)
Hipertenséao 29 (46%)
Diabetes 14 (22,2%) Resultados SOD
Hipercolesterolemia 13 (20,6%) Foram analisados os niveis de SOD conforme faixa
Depressao 9 (14,3%) etaria. Observa-se, apesar da SOD cair com o passar da
Artrose 6 (9.5%) idade, que n&o foram enf:ontradas d.iferen?a.s estatisticas
Gastrite 5 (7.9%) nestes valores entre as diferentes faixas etarias (p=0,405)
(Tabela 3). Apesar dos valores de SOD entre homens e mu-
Distirbios do sono 5 (7,9%) Iheres serem diferentes, esta diferenca nao foi significativa
Glaucoma 2(3.2%) (p=0,817). Nos homens, a média de SOD foi de 3,57 (9,7) g
Osteopenia 4(6,3%) SOD/g proteina e, nas mulheres, foi 3,89 (11,5) g SOD/g
Osteoporose 4 (6,3%) proteina.
Problemas na tireoide 3 (4,8%)
Fibromialgia 3 (4,8%) Tabela 3 - Média de SOD de acordo com a idade
Artrite reumatoide 3 (4,8%) Idade (anos) 9 S'\(/)I%(j;a pSroOtEina) Nét;a/:jiiiisig?é?) VSVSE';
Arritmia 2(3,2%) < 40 (n=4) 11,91 (18,75) 0,6919 (0,12)
Outras * 8 (12,7%) 41 - 45 (n=5) 8,59 (17,70) 0,5431 (0,69)
Tabagismo 46 - 50 (n=9) 6,01 (11,01) 0,3889 (0,62)
Fumante S (7.9%) 51 - 55 (n=8) 2,35 (4,22) 0,7044 (0,11)
Bx-fumante 8 (12,7%) 56 - 60 (n=11) 1,06 (1,45) 0,6227 (0,47)
*';éo ft“m?nt: ) so dor artio 5:’ (1796';0%) 61 - 65 (n=7) 2,77 (12,09) 0,4265 (0,71)
asma, cardiopatia, transtorno bipolar, (em 65 - 70 (n=11) 5,86 (15,60) 0,6617 (0,16)
osteoartrite > 71 (n=7) 0,77 (3,52) 0,7705 (3,89)
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Ha correlacéo entre os niveis de SOD e a quantidade
de medicamentos utilizada diariamente (r=0,293; p=0,021).
E uma tendéncia a correlagéo entre o consumo semana de
tomate com os niveis de SOD (r=0,239; p=0,061).

Na correlacédo de Pearson, comparando os dois mé-
todos de detecgdo da SOD, o resultado néo foi significativo
(r=0,103; p=0,429).

DISCUSSAO

Apesar da literatura apontar niveis aumentados de
SOD em mulheres em relacdo aos niveis encontrados em
homens, como o estudo de Bolzan, Bianchi e Bianchi''® e
Malling et al.,'" esta diferenga né@o foi observada no pre-
sente estudo. O numero reduzido de homens emrelagéo as
mulheres entre os voluntarios pode terimpedido a observa-
¢éo de alteracdo significativa nos niveis de SOD entre os
dois grupos.

Existe relacéo entre o nivel de estrogénio circulante e
as condicdes antioxidantes, incluindo a produgéo enzima-
tica. O envelhecimento ovariano ocorre gradualmente, dimi-
nuindo os niveis de estrogénio e os niveis das enzimas
antioxidantes por consequéncia.(®'9Portanto, a falta de di-
ferenca entre os niveis de SOD em homens e mulheres pode
ser explicada pela idade da amostra, com mulheres ja em
menopausa e com diminuigdo dos niveis de estrogénio.

A producéo e atividade da SOD estéo ligadas a ca-
racteristicas genéticas, como aponta estudo realizado com
japoneses, que distingue a populacédo em dois grupos: um
com baixos niveis plasmaticos de SOD (aproximadamente
94%) e outro com niveis elevados (6%). Outro estudo seme-
Ihante, agora com suecos, demonstra que mutagdes na li-
gacao da enzima com a heparina podem resultar em au-
mento dos niveis plasmaticos da EC-SOD, apesar das
consequéncias dessa mutacédo ainda nado estarem escla-
recidas.®

Ha uma tendéncia a diminuicéo da atividade da EC-
SOD a partir dos 28 anos de idade, devido a inativagao
enzimatica pelo peréxido de hidrogénio.('® A amostra foi
composta por voluntarios com idade média de 57,370
anos, sendo todos acima de 35 anos. Portanto, a falta de
correlagédo entre idade e SOD encontrada neste estudo
pode ser explicada pela idade dos voluntarios, uma vez
que o periodo de mudancas nas concentragdes da enzima
ja teria iniciado.

Os voluntarios participantes deste estudo sédo, em sua
maioria, portadores de alguma patologia; algumas delas tém
relacdo direta com o estresse oxidativo ou a produgéo e
atividade da SOD. Entre elas, a diabete melito tipo 2 e a
hipercolesterolemia (como precursora da aterosclerose).
Isso causa alteragdes nos niveis de EC-SOD detectados,
podendo levar a falta de correlagéo com alguns parametros,
como idade e sexo. %3
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Niveis elevados de EC-SOD estéo relacionados com
fatores de risco cardiovascular, sindrome coronariana agu-
da, hipertenséo, diabete melito, les6es isquémicas, doen-
cas pulmonares, doengas neurolégicas e inflamatérias."

Entretanto, o comportamento da SOD frente a diabete
melito tipo 2 ndo esta completamente esclarecido, uma vez
que tanto o aumento como a diminuicdo da atividade
enzimatica séo relatados. Sabe-se que a patologia da do-
enca, no que se refere a resisténcia a insulina e intoleran-
cia a glicose, responsaveis pelo desenvolvimento da
diabete melito tipo 2, sdo mediadas pelo estresse
oxidativo; bem como as complicagdes vasculares e
ateroscleroéticas associadas ao avanco da doenca. Os ni-
veis de EC-SOD também esté&o relacionados com o indi-
ce de massa corporal e indice de avaliagao de resisténcia
a insulina.(202223)

Em estudo realizado com pacientes diabéticos, Ban-
deira et al.® encontraram valores de SOD aumentados prin-
cipalmente em pacientes com alta peroxidacao lipidica. O
aumento de SOD na presenca do dano oxidativo pode ser
explicado como uma resposta adaptativa do organismo
contra o estresse oxidativo. Todavia, Ghattas e Abo-
Emaltty®® encontraram niveis de SOD diminuidos para pa-
cientes com diabete melito tipo 2, o que pode ser conse-
quéncia do nivel elevado de peréxido de hidrogénio.

O tabagismo esta associado a baixos niveis de
SOD.? Por ser um grande formador de radicais livres, o
alcool também esté associado ao estresse oxidativo e alte-
ragdes nos niveis das enzimas antioxidantes.®

O estresse oxidativo implica na patogénese da
aterosclerose e alguns antioxidantes tém demonstrado ini-
bir o processo de aterogénese. Alguns estudos indicam o
aumento na producdo de superdxido em vasos ateros-
cleréticos, podendo interferir no ténus vascular. Por outro
lado, a expressao de EC-SOD é reduzida em pacientes com
doenca arterial coronariana, contribuindo com a disfungao
endotelial nestes pacientes. Ja em individuos hipercoles-
terémicos, a atividade da EC-SOD é aumentada, em uma
possivel tentativa do organismo em combater a disfungéo
endotelial. Essa superexpressdao de SOD pode proteger
contra a oxidacdo do LDL, grande contribuidor da forma-
¢do da placa aterosclerética.®

Alguns fatores relacionados a medicamentos, princi-
palmente a sua toxicidade, incluem a formacéao de metabo-
litos reativos, capazes de se ligarem covalentemente a pro-
teinas e a geracao do estresse oxidativo. Estes fatores po-
dem ser aumentados pelo consumo concomitante de dois
ou mais medicamentos.?® Arelagdo existente entre a quan-
tidade diaria de medicamentos e os niveis de SOD obser-
vada neste estudo pode ser explicada pela producédo de
superoxido durante a metabolizagdo destas substancias,
tendo a produgdo da SOD como resposta adaptativa do
organismo.
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O tomate &€ um dos principais alimentos antioxi-
dantes,? todavia ndo existem relatos na literatura de qual-
quer relagdo do consumo de tomate com os niveis plas-
maticos da EC-SOD.

O método da adrenalina nos fornece resultados em g
SOD/g proteina, enquanto que o método do WST-1 o faz por
percentual de inibicdo da SOD, quantificando a atividade
enzimatica. Esta pode ter sido a principal causa da nédo cor-
relagdo entre os métodos apresentada neste estudo.'¥

Outras diferengas podem ter contribuido para a falta de
correlacdo entre os resultados. Enquanto o método da
adrenalina utiliza o adrenocromo para a quantificacdo de
SOD, o método comercializado pela Sigma Aldrich (R) utiliza
a formacéo do corante formazan, usando o WWST-1 como com-
ponente croméforo. Outro fator contribuinte é o fato do méto-
do de inibicdo da auto-oxidagcdo da adrenalina necessitar
acompanhamento constante de temperatura (32°C) e pH do
tampao,>'%e quaisquer intercorréncias nessas medidas po-
dem prejudicar a execugdo da analise. 1014

Outros estudos de comparagcédo de métodos para a
quantificacdo de SOD ja foram realizados, como o de Zhou
e Prognon, "9 que testaram dois métodos enzimaticos para
a determinacé@o de SOD em matérias primas: o método re-
feréncia NBT e o método WST-1. Seus resultados demons-
traram que a qualidade dos resultados depende de peque-
nas variagdes nas condigdes experimentais. Os resultados
extremamente semelhantes entre os métodos devem-se,
principalmente, ao fato de ambos serem baseados no mes-
mo principio.

CONCLUSOES

Os niveis de EC-SOD sofrem influéncias genéticas e
do meio, como consumo de medicamentos e alimentos
antioxidantes. Para determinar a relagcéo entre sexo, ida-
de e SOD seriam necessarios novos estudos, com maior
nimero amostral. Ndo ha correlagéo entre os métodos ava-
liados.

Desta forma, sdo necessarios mais estudos
populacionais que permitam tracgar o perfil de SOD da po-
pulacédo. Para isso, é interessante que se relacione a SOD
com marcadores de peroxidacao lipidica, como o MDA, e
se obtenham as caracteristicas genéticas para que, poste-
riormente, possa-se tracar o perfil de SOD para as diversas
patologias a ela associadas.

Estudos no campo do estresse oxidativo e das defe-
sas antioxidantes sdo extremamente necessarios principal-
mente por causa do papel desempenhado pelo estresse
oxidativo no avancgo e patologia de inUimeras doencas. Nes-
te estudo, ndo foi encontrada nenhuma correlagéo entre a
atividade de SOD e fatores como idade ou sexo, porém é
necessario que os niveis enzimaticos estejam bem esclare-
cidos.
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Abstract

Objective: This study aim is evaluate EC-SOD levels by epinephrine
auto oxidation method of volunteers and correlate it with clinical condition,
as well as compare with WST-1 method results. Methods: It was
assessment 63 volunteers SOD levels with inhibition of epinephrine
oxidation method and the WST-1 reduction method. Results: There was
no correlation between SOD levels and volunteer's age or sex, but the
SOD levels was higher on volunteers that was using more medicines per
day. Conclusion: There was no correlation between the two measurement
SOD methods.
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