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A FORMACAO E OS EFEITOS DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO
MEIO BIOLOGICO

THE FORMATION AND THE EFFECTS OF THE REACTIVE OXYGEN SPECIES IN
BIOLOGICAL MEDIA
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Neuza Maria Brunoro COSTA’; Sérgio Luis Pinto da MATTA?; Maria Eliana Lopes Ribeiro de QUEIROZ’

RESUMO: O oxigénio € utilizado como aceptor final de elétrons pelos organismos aerdbicos, porque permite
elevada producéo de energia na respiragdo, em conseqiiéncia de seu alto potencial eletroquimico. Entretanto, devido
a sua configuragdo eletronica, o oxigénio pode sofrer redugdes parciais e levar a formagéo de radicais livres, de forma
que as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) estdo constantemente presentes nas células eucarioticas. Esta reviséo
aborda os aspectos quimicos da formag&@o de EROs, os principais sitios de produ¢@o no metabolismo humano, os seus
efeitos fisioldgicos como mensageiros secundarios na transducéo de sinais e as defesas antioxidantes do organismo
humano. O rompimento do equilibrio entre a geragdo de EROs e as defesas antioxidantes resulta no estresse oxidativo,

o qual esta associado a algumas condigdes patologicas.
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INTRODUCAO

A existéncia de espécies quimicas na forma de
radicais livres foi primeiramente descrita no ano de 1900,
quando a decomposi¢do de hexa-feniletano em 2 radicais
tri-fenilmetil foi demonstrada. Entretanto, reagGes
envolvendo radicais livres no meio biologico foram
consideradas de importancia ap6s 1940, com a introdugao
de técnicas que permitiram a detecgdo de radicais livres
e os estudos da cinética das reagdes envolvendo espécies
quimicas de meia-vida curta. Cita-se, como exemplo, a
Ressonancia de Spin de Elétron (ESR) e a Radidlise de
Pulso (BERGENDI et al., 1999).

As espécies quimicas na forma de radicais livres
centradas no oxigénio sdo de grande interesse na area
bioldgica porque a partir delas podem ser geradas espécies
reativas, envolvendo outros atomos. A evolugdo do
conhecimento sobre os radicais livres de oxigénio no meio
biologico foi gradativa, iniciando-se com a identificagdo

de enzimas cujos substratos sdo radicais livres
(McCORD; FRIDOVICH, 1969) e progredindo para: a
identificacdo de vias metabolicas geradoras de tais
espécies (TURRENS; BOVERIS, 1980), a detecgdo de
efeitos celulares e teciduais deletérios quando os radicais
livres alcangam concentragdes elevadas no meio
fisiologico (FREEMAN; CRAPO, 1982), a associagdo
do envolvimento de radicais livres com algumas condi¢des
patologicas (SIES, 1985) e a participacdo de espécies
reativas (do tipo radicais livres ou deles derivadas) em
vias de sinalizagdo celular (HADDAD, 2002 a).
Existem varias defini¢des para o termo “Radical
Livre”. Muitos autores adotam uma definicéo abrangente
e definem radical livre como “espécie que tem um ou
mais elétrons desemparelhados” (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990; DREHER; JUNOD, 1996;
JANSEN, 2003). Esta defini¢do engloba o atomo de
hidrogénio (que possui um elétron desemparelhado), a maio-
ria dos ions de metais de transi¢éo e o oxigénio molecular.
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A terminologia Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) inclui as espécies radicais livres e outras que,
embora ndo possuam elétrons desemparelhados, sao muito
reativas em decorréncia de sua instabilidade. Por esta
razio, esse termo tem sido mais utilizado.

A gerago de radicais livres ocorre em animais e
plantas. A conversdo de moléculas primarias a radicais
livres requer energia de ativacdo relativamente alta;
entretanto menor energia é requerida para decomposi¢des
subseqiientes (BERGENDI et al., 1999).

O conhecimento dos mecanismos de formagao e
de regulagéo dos niveis das Espécies Reativas de Oxigénio
in vivo sao de importancia para a compreensao de eventos
celulares relacionados ao controle da sobrevivéncia, da
morte e da proliferacao celular e possibilita a geragdo de
outros conhecimentos que permitam interferir na modulagéo
de tais processos, para se alcangar efeitos desejaveis em
sistemas bioldgicos animais e vegetais.

O objetivo desta revisdo ¢ abordar os aspectos
mais relevantes sobre a geragdo das Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) em mamiferos, especialmente seres
humanos, incluindo os sitios metabolicos de formagao de
EROs, seus efeitos em niveis fisiologicos e supra-
fisioldgicos e os principais mecanismos de defesa
antioxidante do organismo.

A reatividade do oxigénio molecular

Segundo a Teoria do Orbital Molecular, a molécula
do oxigénio diatdmico (O, = oxigénio molecular ou tripleto),
em seu estado fundamental, possui dois elétrons
desemparelhados no orbital antiligante ©t" (Figura 1a).
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Nota-se que os dois elétrons apresentam spins paralelos
e este fato restringe a reatividade da molécula, porque
quando a mesma tenta oxidar outro atomo ou molécula,
os elétrons que serdo aceitos pelo oxigénio devem também
ter spins paralelos para permanecerem nos orbitais vazios.
Entretanto, esta condig¢do ¢ dificil de ser encontrada,
porque a maioria das moléculas sdo ndo-radicais ligados
covalentemente e os dois elétrons que formam uma ligacao
covalente tém spins opostos, ocupando o mesmo orbital
molecular. Assim, a reatividade do oxigénio com
biomoléculas ¢ restringida pelo spin (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990). Entretanto, ¢ possivel eliminar a
restricdo de spin da molécula de oxigénio, movendo um
dos elétrons desemparelhados, o qual sofre uma inversao
de spin e assim, os dois elétrons passam a emparelhar-se
(Figura 1b). Isto requer energia e forma oxigénio simpleto,
o qual néo é designado de radical (por nao possuir elétron
desemparelhado), mas € uma forma excitada do oxigénio
molecular. Ha duas formas de oxigénio simpleto: uma com
os dois elétrons em orbitais diferentes (Figura 1d) e outra,
na qual os elétrons ocupam o mesmo orbital (Figura 1b).
A primeira forma ¢ considerada muito instavel e antes de
reagir com outras moléculas ela se converte no estado
'Ag (Figura 1b), o qual ¢ mais estavel (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990).

A excitagdo do O, ao estado simpleto pode
ocorrer quando pigmentos absorvem fotons, entram em
um estado de excitacdo eletronica e transferem energia
para o O,, resultando nas formas excitadas. Como
exemplo de sistemas pigmentados expostos a luz, cita-se
as lentes oculares no processo da visdo e os cloroplastos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).
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Figura 1. Estados do O, segundo a Teoria do Orbital Molecular. Adaptado de Halliwell; Gutteridge, (1990).
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Outras formas reativas do oxigénio de importancia
biologica podem ser formadas por redugdes parciais do
oxigénio, dando origem as espécies reativas: radical
superdxido (O, ™), perdxido de hidrogénio (H,0,) e
radical hidroxil ("”OH) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990).

Principais Espécies Reativas de Oxigénio geradas
no organismo humano

Todas as formas de vida aerdbica estdo
constantemente sujeitas ao efeito oxidante dos metabdlitos
reativos de oxigénio, uma vez que estas espécies sdo
produzidas durante o metabolismo aerébico (WARNER,
1994). As Espécies Reativas de Oxigénio, formadas in
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vivo, apresentam diferencas no potencial de reatividade
e tempo de meia-vida (Tabela 1).

Quanto ao potencial de reatividade das EROs no
meio bioldgico, o radical hidroxil é o mais reativo e em
teoria, pode oxidar qualquer molécula biologica. Assim, €
provavel que o radical reaja nas proximidades dos sitios
onde foi gerado (HALLIWELL; GUTERIDGE, 1990).
O peroxido de hidrogénio, mais estavel que o radical
hidroxil, pode permear membranas e esta propriedade
possibilita a ocorréncia de reagcdes com alvos bioldgicos
em compartimentos distantes do seu local de formagao
(HANCOCK; DESIKAN; NEIL, 2001). O oxigénio
simpleto pode reagir com lipidios de membrana, proteinas,
aminoacidos, acidos nucléicos, carboidratos e tiodis
(RYTER; TYRREL, 1998).

Tabela 1. Caracterizagdo das principais Espécies Reativas de Oxigénio formadas in vivo

Intermediario Comentario

Meia-vida Sitios de formagéo

Radical superdéxido Formado a partir da redugédo

Decomposi¢@o enzimatica na Reacdes de

autoxidacgéio

Peroxido de hidrogénio

parcial do oxigénio molecular por
1 elétron.

Formado a partir da reducéo

velocidade aproximada de S x envolvendo flavoproteinas e
10°Msec "' em pH 7,0. ciclos redox.

Decomposigdo enzimatica. Vias catalisadas por oxidases, e

parcial do oxigénio molecular por
2 elétrons.
Radical hidroxil Formado a partir da reducéo do
oxigénio molecular, por 3
elétrons nas reacdes de Fenton
e Haber-Weiss, catalisada por
metais.

Radical alcoxil Radical orgénico centrado no

oxigénio.
Radical peroxil Formado a partir de
hidroperoxidos orgénicos

Primeiro estado excitado do
Oxigénio Molecular com nivel de
energia de 22 kcal/moL acima do
estado fundamental ou oxigénio
tripleto (O ).

Oxigénio molecular
Simpleto. (1Ag02)

pela superoxido dismutase.

10~ segundos Locais adjacentes a formacdo de
anion superoxido/peroxido de
hidrogénio na presenca de
metais, principalmente ferro;
produto de reagdo do oxido
nitrico com o radical superdxido.

106 segundos Intermedidrio na peroxidacéo de

lipidios de membrana.

7 segundos Intermedario na peroxidacdo de
lipidios de membrana.

10~ °segundos Sem sitios metabdlicos
definidos.

Fonte: Bergendi et al., (1999); Sies, (1985); Halliwell; Gutteridge, (1990).

Ressalta-se que as EROs podem se combinar com
outros atomos e formar outras espécies reativas. Merece
comentario o 6xido nitrico (NO) que € uma espécie radical
centrada no atomo de nitrogénio, apresenta meia-vida de

1 a 10 segundos e desempenha importantes fungdes no
organismo humano. O 6xido nitrico pode reagir com as
EROs, principalmente radical superoxido, gerando
peroxinitrito (OONO") e outros produtos, que sdo muito
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toxicos por causar nitracdo de proteinas e induzir a
peroxidag@o lipidica (CARRERAS et al., 1994; GIASSON
etal., 2002).

Sitios fisiologicos de formacdo das Espécies
Reativas de Oxigénio

Radical superoxido

O radical superéxido (Q ), a primeira das espécies
formadas pela redugéo do oxigénio por um unico elétron,
pode agir como oxidante ou como redutor (FRIDOVICH,
1989), dando origem a outras espécies reativas. Ha varias
vias metabdlicas onde se forma o radical superoxido.

Cadeia respiratoria na mitocondria

O radical superoxido ¢ formado em todas as

RIBEIRO, S. M. R. et al.

células aerobicas (FRIDOVICH, 1995). Do total de
oxigénio consumido na cadeia respiratoria, 95 a 98% ¢
utilizado como aceptor final de elétrons pelas células
animais, sendo totalmente reduzido (por quatro elétrons)
com a formac@o de agua, através de etapas subseqiientes
de redugdes parciais por um elétron, que ocorrem na
cadeia respiratoria. Entretanto, cerca de 2 a 5% do oxigénio
¢ gerado como um intermediario reduzido por um elétron,
formando o radical superoxido - (TURRENS; BOVERIS,
1980). A reducdo completa da ubiquinona ou Coenzima Q
requer dois elétrons e dois protons e ocorre em duas etapas
por meio de um intermediario radicalar semiquinona
(NELSON; COX, 2000), que pode ser oxidado pelo oxigénio
molecular, dando origem ao radical superdxido. Afirma-se
que a formagdo de ocorre em decorréncia do
“vazamento” de elétrons na cadeia respiratoria, ao nivel
de Coenzima Q, entre os complexos [ e IIl (CARRERAS
et al., 2004), conforme o esquema seguinte:

NADH = e = Complexo I 2 Q> Complexo III = Cit.c > Complexo IV

[QH*——=> QH, ]

QH*+ O, ——=> radical superdxido

e = elétron; Q= Coenzima Q; Q H *= forma semiquinona da Coenzima; QH,_Coenzima Q reduzida

Via da xantina oxidase.

Virias enzimas catalisam a redugéo de O, por um
elétron, para formar . Uma delas ¢ a xantina oxidase, uma
flavoproteina que catalisa a conversao de hipoxantina em

Guanosina

l

Guanin

xantina, na via de catabolismo de purinas para formagao
de acido trico. No mecanismo da reagdo ha formagao de
radical superdxido, que participa como intermediario nas
reagdes que formam perdxido de hidrogénio (MURRAY
et al., 1996), conforme esquema a seguir:

Adenosina

|

Hipoxantina
¢ HO0+0,

Xantina O]

o 0.~[10]

(O]

\[fio]

Acido Urico

Via da NADPH oxidase em células fagociticas

Durante a explosao respiratoria ou “burst” das
células fagociticas (neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e

eosindfilos) ha formagéo do radical superdxido, na via
metabolica catalisada por NADPH oxidase, dando origem
ao acido hipocloroso que apresenta funcéo bactericida,
para alguns tipos de bactérias (Figura 2).
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0,\ 07 + H'> PEROXIDO DE HIDROGENIO

NADPH -—-=> NADP+

ZNE > 3%

(fagossomo)

0,

—»

Membrana celular

NADPH oxidase

> O] +H - > H,0,
¢ mieloperoxidase

HOCI (bactericida)

L

Figura 2. Formacao de radical superoxido em neutrofilos catalisada por NADPH oxidase. Adaptado de Sies, (1985).

Via da sintese de prostaglandinas no reticulo
endoplasmadtico liso

Na via metabdlica de sintese de prostaglandinas
ha formagdo de e outras EROs. Ha conversdo de
araquidonato em prostaglandinas e o processo inicia com
a formacdo de Prostaglandina-H, (PGH,), a qual ¢
precursora de outras prostaglandinas e de tromboxanos.
No mecanismo da reagdo ha adi¢cdo de oxigénio
molecular, com etapas de reducéo parcial por um elétron
e formacdo do radical superéxido (NELSON; COX,
2000).

Substrato A-H

—

Sistema NADPH citocromo P-450 redutase

microssomal

O sistema microssomal das monoxigenases ou
oxidases de funcdo mista, presente principalmente no
reticulo endoplasmatico liso, esta envolvido no
metabolismo de xenobioticos. O sistema utiliza o oxigénio
para hidroxilar as moléculas de xenobidticos, aumentando
sua polaridade para facilitar posteriores reagdes de
conjugacao, o que possibilita a excregdo pelas vias biliar
ou urinaria (MURRAY et al., 1996). No mecanismo da
reacdo de hidroxila¢do o radical superdéxido é um
intermediario, formando um complexo com o atomo de
ferro do citocromo (Figura 3).

AH

P450-Fe’ "=y, P450-Fe’' — P P450-Fe*

NADPH-Cit.P450 redutase

P450-AH

2 H+

H,O

AH m 02

Fe™-O;

A-OH (substrato hidroxilado)

Figura 3. Via metabdlica de biotransformagéo de xenobioticos pelo sistema NADPH Citocromo P450 redutase. A-
H : xenobidtico; P450 —Fe*': enzima; e : elétrons; A-OH : xenobidtico hidroxilado. Adaptado de Murray et

al., (1996).
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Peroxido de hidrogénio

Dois radicais superéxido formam peroxido de
hidrogénio, por conversao espontanea e enzimatica. Em
pH fisiolégico, a baixa concentragéo de protons reduz a
taxa de reagdo esponténea e o H,O, formado, in vivo, €
o produto da reagdo enzimatica para eliminag&o do radical
superdxido pela agdo da superdoxido dismutase
(HALLIWELL; GUTERIDGE, 1990). Assim, as vias
citadas anteriormente como geradoras de formam
subseqiientemente H O, . Entretanto, o peroxissomo € um
compartimento celular no qual ha geracdo de grande
quantidade de peroxido de hidrogénio, através da atuacéo
de oxidases envolvidas no catabolismo de aminoacidos e
na oxidacdo de acidos graxos. As flavoproteinas
desidrogenases, as quais introduzem duplas ligagdes, sdo
reduzidas e imediatamente oxidadas pelo O,, produzindo
peroxido de hidrogénio (NELSON; COX, 2000).

Radical hidroxil

A reagdo de Fenton (1) tem sido proposta como
a principal via de geragdo do radical hidroxil,in vivo,
através da decomposi¢do do perdxido de hidrogénio
catalisada por metal, principalmente ferro (SIES, 1985).

Fe** + HO, —» Fe’ + OH + OH (1)

As observacdes de que a formagdo de radical
hidroxil em sistemas geradores de , é inibida pela adi¢ao
de superoxido dismutase mostraram que o radical
superdxido esta envolvido na produgéo de radical hidroxil.
Assim, propds-se a reagdo de Waber Weiss (Reagdo 2),
que inclui a reducdo do Fe’* pelo radical superdxido
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

+HO, + Fe’* — O, +-OH + OH + Fe*" (2)

Efeitos fisiologicos das Espécies Reativas de
Oxigénio

As Espécies Reativas de Oxigénio podem ser
consideradas moléculas com fungdes de mensageiros
secundarios. Ser@o abordados dois aspectos basicos das
possiveis fungdes fisioldgicas das EROs: 1) a regulagdo
da expressdo de genes sensiveis aos sinais redox e 2) as
alteracdes da homeostase celular, através da sintese de
moléculas fisiologicamente ativas.

Por serem espécies quimicas reativas, o meio
biologico utiliza as EROs ou os produtos de suas reagdes
em vias de sinalizag@o. A regulagio da expressdo génica
baseada na oxidac@o-redugdo parece representar um
mecanismo regulatério fundamental da célula,
provavelmente por modulagdo da atividade de alguns

RIBEIRO, S. M. R. et al.

fatores de transcricio (HADDAD, 2002a).
Intermediarios reativos de oxigénio (radical superdxido,
perdxido de hidrogénio) e metabdlitos oxidados, em niveis
fisiolégicos (os quais a célula pode tolerar) mediam a
alteracdo da expressdo de genes (HADDAD, 2002b).

As EROs apresentam potencial para serem
consideradas moléculas de sinaliza¢do, uma vez que
preenchem os seguintes critérios (HANCOCK;
DESIKAN; NEILL, 2001):

i) s@o produzidas por células quando estimuladas;

ii) tém agdo na célula onde é produzida ou em

células proximas;

iii) quando removidas do meio, revertem o sinal.

A indug@o da expressdo génica pelo Fator Nuclear
K-B (NF-kB), envolvendo sinalizacdo redox, ¢ uma das
mais exploradas e ilustra alguns possiveis mecanismos
moleculares que podem ocorrer em vias de sinalizacdo
redox-sensiveis. O Fator Nuclear k-B (NF-kB) € um fator
de transcricdo que pode ser ativado por oxidantes e sua
atividade induzida € inibida por antioxidantes. No estado
inativo o NF-kB encontra-se no citosol complexado a uma
proteina inibidora (IkB). Sob condi¢des de estimulo, ha a
dissociacéo do complexo e a degradagdo da proteina IkB.
A proteina NF-kB transloca-se para o nucleo, guiada por
uma seqiiéncia sinal (a qual é exposta apos a dissociagéo
do complexo) e se liga aos sitios nas regides do promotor
dos genes alvo, ativando a transcri¢do de genes, cujos
produtos atuam como mediadores pro-inflamatorios
(HADDAD, 2002b). Sugere-se que algumas quinases
sejam sensiveis ao estado redox celular, tornando-se ativas
quando oxidadas, o que culmina na fosforilagdo de IkB e
dissociacéo do complexo, com sua posterior ubiquitinagio
e degradacdo (HADDAD, 2002a; KAMATA; HIRATA,
1999).

Presume-se que apds a dissociagdo de NF-kB
deve existir uma via regulatdria redox, mediada por
redutores celulares, tais como glutationa reduzida e
tiorredoxina, pois a ligagdo do Fator de Transcri¢do na
seqiiéncia de DNA dos genes alvo so ocorre se NF-kB
estiver reduzida (HADDAD, 2002a). De fato, a estrutura
da subunidade p50 de NF-kB que estabelece a ligagao
com o DNA contém uma cisteina 62, que pode ser um
alvo de regulacdo redox, por um doador de préton como
glutationa reduzida ou tiorredoxina (HADDAD, 2002b).

As evidéncias anteriores suportam a sugestao de
que o estado redox basal, tendendo a oxidacao, ¢ um pré-
requisito para ativacdo de vias de transdug@o que regulam
a atividade de genes dependentes de NF-kB.

Outros fatores de transcrigdo da familia AP-1,
que sdo relacionados aos produtos de oncogenes (c-fos
e c-jun), também podem ser regulados por alteragdes ao
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nivel de fosforilagdes e do estado redox (ABATE et al.,
1990). Os genes c-fos e c-jun sdo induziveis por estimulos
extracelulares e sdo reguladores de transcri¢do de
proteinas envolvidas em processos de proliferagdo e
transformagdo celular (SUN; OBERLEY, 1996).

O estado redox celular pode modular proteinas
quinases (PKC) por varios mecanismos, incluindo
regulagdo redox direta, fosforilagéo de tirosina e oxidagao
de lipidio. H4 comunicagdo entre os sistemas de
sinalizacdo celular e o estado redox da célula. Parece
que ndo s6 as vias de sinalizacdo estdo sujeitas a regulacio
redox, mas também os sistemas de sinalizagdo regulam o
estado redox celular (KAMATA; HIRATA, 1999).

Metabdlitos das reacdes de EROs sdo moléculas

RIBEIRO, S. M. R. et al.

candidatas a exercerem possiveis ac¢des fisioldgicas.
Recentemente, uma complexa familia de compostos,
isomeros das prostraglandinas, foram descobertos e
denominados de isoprostanos - iP’s (ADIYAMAN et
al.,1996). Ha varias possiveis estruturas de isoprostanos,
derivados dos acidos graxos poliinsaturados das
membranas (ROKACH et al., 2004).

Os isoprostanos (iP’s) sdo produzidos in vivo por
mecanismo envolvendo radical livre iniciado por EROs,
independente da via da ciclooxigenase, a qual gera
protraglandinas (Figura 4). Sao formados através de
peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados dos
fosfolipidios, sendo subseqiientemente liberados na forma
livre, por agdo de fosfolipases (ROKACH et al., 2004).

O R
=
O OOH

Fonte: Roberts II; Fessel, (2004).

Figura 4. Mecanismo mediado por radical livre (ndo-enzimatico) proposto para a formagdo de isoprostanos.

Concentragdes nanomolares de isoprostanos
foram detectadas no soro e sangue de individuos normais
e o aumento para varias ordens de magnitude foi
observado em algumas condi¢des patologicas (PRATICO
et al., 1998; CRACOWSKI; DURAND; BESSARD,
2002). Observou-se que niveis de F2-isoprostanos em
fluidos bioldgicos, em condi¢des normais, excede os niveis
de prostraglandinas (TABER et al., 2004) e que ha
eliminacdo urinaria de isoprostanos ( MOORE, 2004).0s
isoprostanos apresentam a¢des fisiologicas em
concentra¢gdes nanomolares (JANSEN, 2004) e
farmacoldgicas em niveis micromolares (JANSEN et
al., 2000). Sugere-se que os isoprostanos sdo mediadores
na regulagio de tonus vascular devido sua ag@o inibitoria
ou excitatoria, ja que os mesmos podem se ligar a
receptores de prostraglandinas e tromboxanos (JANSEN,
2004). A formagao elevada de isoprostanos ¢ prejudicial
ao organismo pois reagdes envolvendo rearranjo da
molécula de iP’s formam cetoaldeidos muito reativos, os

quais podem formar complexos com proteinas e contribuir
para injurias celulares, que culminam em condig¢des
patologicas (DAVIES; AMARNATH; ROBERTS, 2004;
CRACOWSKI, 2004).

As respostas celulares secundarias a agdo dos
isoprostanos estdo sob investigacdo e os mecanismos
moleculares presentes em células endoteliais sdo os mais
estudados.

Como existem varias classes de iP’s, alguns
induzem respostas vasodilatadoras e outros
vasoconstritoras. Os sinais de transdugdo para contragdo
vascular podem envolver ativagdo de fosfolipase C,
proteina quinase C, canais de calcio e conseqiiente sintese
de DNA e proliferagdo celular. A fosforilagdo da cadeia
leve de miosina (MLC) e o bloqueio de sua defosforilagido
por fosfatase tém sido propostos para explicar o
mecanismo molecular da agdo vasoconstritora de iP’s
(HABIB; BADR, 2004).
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Mecanismos de defesa antioxidante do organismo

O surgimento do oxigénio na atmosfera, ao longo
dos periodos evolucionarios, trouxe como conseqiiéncia
a sua toxicidade, ja que seus metabolitos sdo muito
reativos. Ha afirmacdes que em conseqiiéncia disso,
alguns organismos morreram, alguns escolheram
processos de obteng¢do de energia diferentes
(anaerobiose) e outros, considerados oportunistas,
utilizaram o oxigénio para extrair mais energia dos
nutrientes, em decorréncia de seu alto potencial
eletroquimico e tiveram que se adaptar para se
defenderem dos efeitos deletérios do oxigénio
(FRIDOVICH, 1989).

A formacdo enddgena de EROs ¢ uma
conseqiiéncia indiscutivel do metabolismo aerdbico
(MICHIELS et al., 1994).

Em concentragdes fisioldgicas as EROs tém
fungdes bioldgicas definidas, atuando como mensageiros
de sinalizagdo. Entretanto, concentragdes supra-
fisiologicas devem ser evitadas pelo organismo,
considerando que sua reatividade traz conseqiiéncias
celulares deletérias, causando a oxidacdo de biomoléculas
tais como proteinas, lipidios, carboidratos, DNA e o
rompimento da homeostase celular (SIES, 1985).

Para se defender da toxicidade das EROs, o
organismo apresenta mecanismos de defesa, em trés
niveis distintos (SIES, 1993):

1. Prevencdo da formagdo de EROs;

2. Eliminagao de EROs formadas;

3. Reparo de moléculas modificadas por EROs.

Prevengdo da formagdo de Espécies Reativas de
Oxigénio

A prevencdo da formagdo de Espécies Reativas
de Oxigénio inclui mecanismos antioxidantes, em sentido
mais amplo. Como exemplo, cita-se: a restri¢do de spin
do oxigénio que diminui a sua reatividade com
biomoléculas, o transporte de oxigénio na forma ligada e
ndo livre, a quelacdo de metais durante transporte e
armazenamento, evitando a ocorréncia da reacdo de
Fenton, a eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria que mantém a formagdo de EROs em
nivel controlado e a organizacdo estrutural do DNA em
cromatina (SIES, 1993).

RIBEIRO, S. M. R. et al.

Eliminag¢do de Espécies Reativas de Oxigénio
formadas

A eliminagdo, também denominada de intercep¢ao
(SIES, 1993), ¢ feita através de mecanismos enzimaticos
e ndo enzimaticos.

Mecanismo antioxidante enzimatico - As
enzimas envolvidas na protecéo antioxidante primaria do
organismo humano constituem uma prote¢éo intrinseca
(Tabela 2) e incluem superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (Se-Gpx), glutationa redutase (Gr),
glutationa S-transferases (GST), Catalase (MICHIELS
etal., 1994), tiorredoxina redutase (Txr) (NORDBERG;
ARNER, 2001) e as enzimas que catalisam reagdes
geradoras de equivalentes redutores nos compartimentos
citosolico e mitocondrial: glicose 6-fosfato desidrogenase,
6- fosfogluconolactona (CALBERG; MANNERVIK,
1975) e transidrogenase (KUROSAWA et al., 1990).

Através da agdo das enzimas antioxidantes:
superoxido dismutase, glutationa redutase, glutationa
peroxidase e catalase, o organismo mantém a
concentragdo de EROs dentro de limites fisiologicos
(Tabela 2) e através do Sistema Tiorredoxina regula o
nivel de alvos moleculares oxidados, os quais apresentam
comunicag@o estreita com os “ajustes finos” relacionados
a expressdo génica.

A glutationa reduzida (GSH) ¢ um tripeptidio,
formado por glicina, acido glutdmico e cisteina e constitui
o tiol redutor mais abundante no meio intracelular (SIES,
1985). A manutengio de niveis adequados de GSH é feita
as custas da atividade da glutationa redutase, a qual utiliza
equivalentes redutores do NADPH para manter glutationa
na forma reduzida, como substrato para glutationa
peroxidase (Figura 5). Assim, a atuacgdo eficiente de Se-
Gpx exige um sistema enzimatico seqiiencial que envolve
a glutationa redutase e as enzimas que mantém niveis de
NADPH, nos compartimentos citosélico e mitocondrial
(REMACLE et al, 1992).

O sistema glutationa peroxidase ¢ muito eficiente
na protecgdo antioxidante contra o peroxido de hidrogénio,
porque o valor de Km da enzima para este substrato ¢ de
1UM, o que auxilia na manutencéo de niveis baixissimos
do produto da reacao catalisada por superoxido dismutase
(FLOHE; BRAND, 1969).
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Tabela 2. Principais enzimas antioxidantes que catalisam a eliminacédo de EROs

Enzima Acgédo Comentdarios
Superdéxido dismutase —-SOD + +2H" > HO,+0, Descoberta em 1969 (McCORD:;
(Superodxido: superdxido oxido - FRIDOVICH, 1969). Presente no
redutase - EC.1.15.1.1) citosol, na mitocondria e extracelular

(MARKLUND, 1990).

Glutationa peroxidase - Se-Gpx: ROOH + 2GSH - ROH + H,O Foram descritas quatro diferentes

(Glutationa: perdxido de hidrogénio +GSSG enzimas Gpx em mamiferos: Gpxl,
oxido - redutase - EC.1.11.1.9) ROOH = peroxido; Gpx2, Gpx3 e Gpx4 (URSINI et al.,
GSH = Glutationa reduzida; 1995). Contém selénio e atuam no
GSSH = Glutationa oxidada citosol e na mitocondria. Juntamente

com GSH e Glutationa reduzida,
constitui o denominado Sistema Gpx.

Glutationa S-transferases (GSTs): Transferases que catalisam reagdes Sao peroxidases, independentes de
de conjugacdo entre glutationa selénio, utilizadas para remoc¢ao de
(GSH) e moléculas oxidadas. hidroperdxidos organicos (TAN et

al.,1987).
Catalase — (Perdéxido de hidrogénio: 2HO, >0,+2H0 A principal func¢@o da enzima ¢ eliminar
peroxido de hidrogénio o6xido- peréxido formado no peroxissoma,
redutase — EC 1.11.1.6) diminuindo o risco da formacgdo de

radical hidroxil, via Reagéo de Fenton
( NORDBERG; ARNER, 2001). O
Km da enzima para o perdxido de
hidrogénio é de 1,1 M (OGURA,

1955).
2H,0 GSSG NADPH <—— Via das pentoses (CITOSOL)
e
Gpx Gr Transidrogenase (mitocondria)
H»0, GSH NADP+
Gr = glutationa redutase GSH = glutationa reduzida
Gpx = glutationa peroxidase GSSG = glutationa oxidada

Figura 5. Vias enzimaticas de manutencdo da glutationa na forma reduzida. Adaptado de Remacle et al., (1992).

No sistema tiorredoxina incluem-se as reac¢des As tiorredoxinas (Trx) sdo enzimas recentemente
catalisadas pelas enzimas oxirredutases: tiorredoxinas e identificadas em mamiferos, as quais catalisam redugdes,
tiorredoxina redutase (NORDBERG; ARNER, 2001). utilizando varios substratos (CHAE; KANG; RHEE,
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1999). Em humanos, foram identificadas trés distintas
variantes de Trx, codificadas por genes separados. As
Trxs contém uma seqiiéncia conservada (Cys-Gly-Pro-
Cys) que ¢ o sitio ativo da enzima, sendo essencial para a
fun¢@o de uma potente proteina oxirredutase dissulfeto
(HOLMGREN, 1989). As tiorredoxinas doam
equivalentes redutores para proteinas, dissulfetos de GSH
ou GSSG, perdxido de hidrogénio, tornam-se oxidadas e
sdo reduzidas pela tiorredoxina redutase (TrxR)
(NORDBERG; ARNER, 2001).

A tiorredoxina redutase utiliza NADPH para
reduzir pontes de dissulfeto da tioredoxina, de outras
proteinas e de compostos de baixo peso molecular. A
Tiorredoxina redutase (TrxR) contém selénio na forma
de selenocisteina, o que ¢ essencial para a sua atividade
enzimatica (STADTMAN, 1996). Uma caracteristica da
enzima de mamiferos ¢ sua ampla especificidade por

NADPH +H -

Acido desidroascorbico

Acido ascorbico
Hidroperdxidos de

lipidios (RO‘?ID
Alcodis (ROH)

NADP

X :-: Gpx,,
prnd
Prxrcd
Prot

RIBEIRO, S. M. R. et al.

substratos, o que parece atribuir ao sistema tiorredoxina
a fungéo primordial na manutengio do estado redox da
célula, podendo atuar em sistemas de regulagdo da
expressdo de genes redox-sensiveis, através da ativagao
de fatores de transcricio (NORDBERG; ARNER, 2001).
Sugere-se que a TrxR possa funcionar como um sensor
redox celular (SUN et al., 1999).

Ha varios substratos que podem ser reduzidos por
TrxR: acido desidroascorbico, hidroperdxidos de lipidios,
sitio ativo da glutationa peroxidase, perdxido de hidrogénio,
glutationa oxidada (GSSG), peroxirredoxinas (Prx) e outras
proteinas oxidadas (Protox) (Figura 6). Em razdo do
elevado Km da TrxR para o peroxido de hidrogénio (2,5
mM), acredita-se que o papel da enzima seja importante
na protecao celular quando os niveis de substrato estdo
elevados (ZHONG; HOLMGREN, 2000).

GSSG
ZGSH

HO+O

0x

Prot“d

Figura 6. Substratos da tiorredoxina redutase (TrxR) e das tiorredoxinas (Trx). Ambas as enzimas TrxR e TrxS |
utilizam equivalentes redutores do NADPH para reduzir varios substratos oxidados, incluindo compostos
de baixo peso molecular e proteinas Trx (SH),. Adaptado de Nordberg; Arnér, (2001).

A expressdo de Trx ¢ induzida pelo estresse
oxidativo, através dos Elementos de Resposta a
Antioxidantes (ARE), presentes na regido do promotor
de Trx, o que resulta na redugdo de biomoléculas e
funciona como uma defesa antioxidante adicional
(NORDBERG; ARNER, 2001).

Glutarredoxinas (Grx) sdo tiorredoxinas que contém
um dissulfeto redox ativo e um sitio de ligagédo para GSH e
juntamente com NADPH, glutationa redutase e glutationa
formam o principal sistema oxirredutase de dissulfetos de
proteinas (NORDERBERG; ARNER, 2001).

As enzimas antioxidantes apresentam cooperagao
sinérgica para manter a concentragdo de EROs dentro
de limites fisioldégicos. Catalase e SOD agem
principalmente em regides hidrofilicas, enquanto o sistema
Gpx protege regides hidrofobicas, com especificidade para
perdxidos de lipidios (MICHIELS et al., 1994). Entretanto,

ainda ¢é objeto de investigac@o a prote¢do tecido-
especifica de cada enzima, isoladamente. O sistema
tiorredoxina, protege amplamente os componentes
celulares e auxilia as demais enzimas para ajustar o
estado redox celular (NORDBERG; ARNER, 2001).
Mecanismo antioxidante nido enzimatico - A
protecdo antioxidante por mecanismo ndo enzimatico ¢
feita por moléculas que protegem alvos biologicos da
oxidagdo, por apresentarem uma das trés propriedades:
supressdo da formacdo de radical livre (quelagdo de
metais ou inibi¢do de enzimas geradoras de radicais livres),
eliminagdo de radicais livres ou desativagdo, formando
um produto estavel e participagdo em processos de reparo
(BOURNE; RICE-EVANS, 1999). Ha uma variedade
de moléculas com potencial para apresentar uma destas
caracteristicas, incluindo algumas do proprio organismo
e outras exogenas, sintéticas ou naturais (SIES, 1993).
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Antioxidantes exogenos, componentes da dieta,
constituem o principal mecanismo antioxidante néo
enzimatico do organismo, incluindo moléculas lipofilicas ou
hidrofilicas, que protegem compartimentos apolares e
polares do meio bioldgico, respectivamente. Como exemplo,
cita-se: tocoferol, ascorbato, carotendides e compostos
fendlicos encontrados em alimentos de origem animal e
vegetal, os quais constituem um grupo heterogéneo de
antioxidantes ndo-nutrientes (STIPANUK, 2000).

Reparo

O mecanismo de reparo de danos causados por
EROs, mais estabelecido, até o momento, € o Sistema de
Reparo do DNA, embora as agdes de proteases e
fosfolipases possam ser consideradas formas de reparo
(VAN KUIJK et al., 1987; BOTA et al., 2002).

Se os mecanismos antioxidantes ndo conseguem
impedir os danos ao DNA, ocorrem injurias oxidativas, que
incluem a modificagio de bases, de aglicares e a formagao
de ligagdes cruzadas entre fitas duplas e simples.
Entretanto, as modificacdes mais compreendidas s@o as
que ocorrem nas bases, tendo sido identificados aproxima-
damente 20 produtos oxidados (DIZDAROGLU, 1991).

Trés mecanismos basicos foram descritos para
reparar danos oxidativos do DNA: Reparo de Excisdo
de Bases - REB, Reparo de Excisdo de Nucleotidio -
REN e Reparo de Erro de Pareamento - REP (LUNEC
etal., 2002).

Efeitos deletérios das Espécies Reativas de
Oxigénio

Estresse oxidativo

A condigdo fisiologica da célula exige equilibrio
entre as condi¢des pro-oxidante e antioxidante. O
rompimento do estado estacionario em favor da condi¢éo
pro-oxidante favorece injurias celulares, sendo a condi¢éo
denominada de estresse oxidativo, tendo como
conseqiiéncias danos as biomoléculas como o DNA, os
lipidios, as proteinas e os carboidratos (SIES, 1993).

As proteinas podem ser oxidadas através de
mecanismo catalisado por metais. O Ferro é considerado
de importancia em tais rea¢des, porque pode participar
de ciclo redox através de reacdo com oxigénio molecular
ou peroxido de hidrogénio, gerando EROs, as quais oxidam
aminoacidos alterando a funcéo das proteinas (LEVINE
et al.,1990). Metionina, histidina e triptofano séo alvos
que podem ser oxidados por oxigénio simpleto (SIES,
1985). Entretanto, considerando o nimero de 20
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aminoacidos presentes em proteinas e as possibilidades
de regides de oxidacdo na molécula, pode existir uma
variedade de produtos oxidados (EVANS; LYRAS;
HALLIWELL et al.,1999).

Outros alvos susceptiveis de oxidagao por EROs
sdo os acidos graxos poliinsaturados, presentes nas
membranas celulares e organelares. As reagdes de
peroxidagdo de lipidios s@o as mais exploradas no campo
da biologia. Os mecanismos propostos para a reagéo de
lipoperoxidagéo sugerem a participagéo do radical hidroxil,
oxigénio molecular e ferro. A reagfo inicia-se por
abstragdo de um hidrogénio do acido graxo, contendo
dupla ligacdo, com formagdo de radical lipidico (L), o
qual reage com o oxigénio molecular. Em seguida, ocorre
areacdo em cadeia e a formagéo de produtos de quebra,
como por exemplo, aldeidos (SIES, 1985). O
malondialdeido ¢ utilizado como marcador bioquimico da
peroxidagdo de lipidios em sistemas in vivo e in vitro.

Uma caracteristica das reagdes de peroxidagao
lipidica ¢ a ocorréncia de rea¢des em cadeia as quais, se
ndo terminadas, ocorrem continuamente, destroem fases
lipidicas, alterando especialmente as membranas (SIES,
1985) e modificam particulas de lipoproteinas
(HANDELMAN, 1999). Além das modificages citadas,
os produtos de quebra da peroxidagdo lipidica séo
considerados toxicos as células e podem alterar proteinas,
criando regides de epitopos, que desencadeiam respostas
imunolégicas (WITZUM, 1994).

Os danos no DNA causados por EROs envolvem
clivagem da ligacdo fosfodiéster, alteragdo de ribose e
oxidag¢do de bases. Muitas observagdes sobre os
mecanismos de tais injtrias foram feitas a partir de modelos
que utilizaram irradiacdo gama para provocar danos ao
DNA (SIES, 1985). O actimulo de lesdes no DNA tem
conseqiiéncias para a célula, relacionadas a mutagénese e
carcinogénese (MOREL et al., 2001). Afirma-se que
carcinogénese e envelhecimento estdo relacionados aos
danos oxidativos do DNA (NIE et al., 2001).

O estresse oxidativo ¢ considerado um evento
celular importante em muitos processos patolégicos, sendo
a hipdtese oxidativa uma das mais atraentes, na area da
medicina, para explicar mecanismos moleculares de
algumas doengas (SORG, 2004).

A hipotese oxidativa de algumas doencas

“Hipotese oxidativa de doencas™ ¢ um termo que
deve ser entendido como a ocorréncia da condigéo
oxidativa na célula durante o processo patoldgico e nao
exclusivamente a existéncia do estresse oxidativo como
etiologia da doenga.
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A associagdo do estresse oxidativo em varias
condigdes patologicas ¢ uma realidade. A questdo ¢é a
compreensdo se ele € a causa ou a conseqiiéncia da perda
da homeostase celular, apesar de existir ceticismo quanto
a importancia do estresse oxidativo na biologia e na
medicina (SORG, 2004).

A presenga do estresse oxidativo tem sido bem
documentada nas seguintes condi¢des patologicas:
aterosclerose (KEANEY; VITA, 1995; ESTERBAUER
et al.,1992; WITZTUM; STEINBERG, 2001), doengas
neurodegenerativas, incluindo Doeng¢a de Alzheimer
(GIASSON et al., 2002; BUTTERFIELD, 2004),
Esclerose Amiotrofica Lateral (SORG, 2004), Mal de
Parkinson (CUI et al., 2004), cancer (LOO, 2003) e
Sindrome de Down (JOVANOVIC; CLEMENTS; Mc
LEOD, 1998).

Ha evidéncias de que o estresse oxidativo esteja
associado ndo apenas aos processos patologicos, mas
também aos eventos fisiologicos relacionados a
senescéncia. Uma das teorias do envelhecimento aponta
que o estresse oxidativo decorrente do desacoplamento
de reacdes de transporte de elétrons e da elevagdo dos
niveis de metais causam aumento de EROs, oxidagao de
proteinas, elevacdo de proteinas inativas e conseqiiente
acumulo destas, por deficiéncia dos sistemas de
degradag@o protéica, levando a alteracdo da homeostase
celular (LINTON; DAVIES; DEAN, 2001).

Consideracgdes finais

- A geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
¢ uma condig@o fisiologica associada a vida aerobica;
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O organismo humano apresenta mecanismos
intrinsecos (endogenos) e extrinsecos (exogenos) para
manter a concentragdo de EROs dentro de limites
fisioldgicos;

Em baixas concentragdes, as EROs funcionam como
mediadores de sinalizagdo em mecanismos de ajuste
celular, relacionados a pressdo de oxigénio dentro de
compartimentos sub-celulares, proliferagéo, defesa e
morte celular. EROs s@o considerados mensageiros
secundarios;

Os mecanismos para controle de fatores de transcricdo
podem ocorrer via diminuigéo da ligagdo em regides
do promotor por alteracdo oxidativa do fator ou
ativacdo dos fatores por regulagéo redox;

O sistema tiorredoxina controla o estado redox de tidis
intracelular e esta envolvido em mecanismos de
comunicag@o entre citosol e nucleo para regular a
expressdo de genes especificos;

As reagdes de EROs com moléculas bioldgicas e o
nivel de envolvimento de EROs com os mecanismos
de regulagdo génica ndo estdo completamente
estabelecidos;

Em concentracdes elevadas EROs provocam injurias
celulares, por meio de modificacdes em proteinas,
lipidios, DNA e carboidratos, resultando na condi¢éo
denominada de estresse oxidativo, a qual pode estar
relacionada ao surgimento de condigdes patoldgicas
no organismo;

Ha varias condicdes patoldgicas associadas ao
estresse oxidativo e o conhecimento delas pode levar
ao progresso nos ambitos preventivo e terapéutico das
doengas.

ABSTRACT: The oxygen is used as electrons final acceptor by all the aerobic organisms, because it allows
a high energy production in respiration due to its high electrochemical potential. However, due to its electronic
configuration, the oxygen may be partially reduced and it might result in the production of free radicals and so, the
Reactive Oxygen Species (ROS) are constantly present in the eucaryotic cells. In this paper, we review the chemical
aspects involved in the formation of ROS, their main cellular sites of production in human metabolism, its physiological
effects as second messengers in cellular signaling systems, and the antioxidant defense mechanisms of the human
organism. When the cellular steady state between ROS formation and antioxidant defenses is disrupted, oxidative

stress arises, which may result in pathological consequences.

UNITERMS: Reactive Oxygen Species; Physiological Effects; Antioxidant Defense; Oxidative Stress.
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