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Resumo

O envelhecimento ¢ um fendmeno que se desenvolve ao longo do tempo,
dependente do declinio nas fungdes fisiologicas e que varia entre as espécies. Varias
teorias tém sido propostas para explicar esse processo. Dentre essas teorias, Harman
propds que os radicais livres produzidos durante a respiracdo aerdbica causam danos
oxidativos cumulativos em biomoléculas resultando em envelhecimento e morte. A
mitocondria tem um importante papel na producdo de espécies reativas de oxigénio
(radicais livres) e na destoxificacdo desses radicais através de defesas antioxidantes.
Mais de 2% do oxigénio consumido pela cadeia transportadora de elétrons sofre redugado
eletronica gerando radical superoxido e, subseqlientemente, outras espécies reativas de
oxigénio (EROS) como o H,O; e o radical hidroxila. Quando as defesas antioxidantes
sdo superadas pela geracdo de EROS, surgem diferentes formas de toxicidade, incluindo
lipoperoxidagdo de membranas celulares, degradacdo de proteinas, inativagdo
enzimatica e dano no DNA. Dentre os fenomenos decorrentes da acdo de EROS inclue-
se a transicdo da permeabilidade mitocondrial (MPT), que ¢ uma permeabilizagdo ndo
especifica da membrana mitocondrial interna. Os danos provocados por EROS podem
ser diminuidos através da utilizagdo de antioxidantes que podem ser enzimaticos
(superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) ou ndo-enzimaticos (glutationa,
vitaminas E, C, A e carotendides). O desequilibrio entre a formagdo de fatores pro-
oxidantes e antioxidantes gera um estado chamado estresse oxidativo. Além do sistema
de defesa antioxidante, sistemas de reparo também protegem as biomoléculas contra
danos oxidativos. Assim o mecanismo do estresse oxidativo ¢ fun¢do de trés fatores:
producdo de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e sistema de reparo de danos
oxidativos. A interagdo desses trés fatores pode desencadear o processo de

envelhecimento através do estresse oxidativo.

Palavras chaves: mitocOndria, espécies reativas de oxigénio (EROS), estresse

oxidativo, transi¢ao da permeabilidade mitocondrial (MPT) e antioxidantes.
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Introducao

O envelhecimento ¢ um processo inevitavel que acontece naturalmente durante a
vida de um organismo. Nesse processo ocorre uma diminui¢do progressiva da fungdes
fisiologicas e também na habilidade de responder a estresses ambientais, levando assim
a um aumento na susceptibilidade a doengas (Troen, 2003). Obviamente contribuem
para esse processo os fatores genéticos (predisponentes) e ambientais (desencadeantes)
(Ferreira, 2003).

O estudo do envelhecimento, pela sua natureza multidisciplinar tem sido
caracterizado por uma variedade de teorias, uma grande literatura e uma auséncia do
estabelecimento das causas primarias (Beckman & Ames, 1998).

Dentre as varias teorias, a que se destaca nesse trabalho ¢ a teoria dos radicais
livres. Essa teoria foi proposta por Harman a 45 anos atrds e a sua hipdtese € que os
radicais livres sdo os fatores principais envolvidos no processo do envelhecimento. O
principal ponto dessa hipotese ¢ que o envelhecimento ¢ causado pelo acimulo de
radicais livres que causam danos oxidativos a varias moléculas nas células dos tecidos.
Subseqiientemente, Harman redefiniu a hipdtese e sugeriu que a mitocondria € o
principal alvo dos ataques dos radicais livres, o que leva ao envelhecimento. Nas
ultimas duas décadas, a teoria dos radicais livres tem sido examinada e tem ganhado
suporte através de resultados obtidos em pesquisas em nivel celular e molecular (Wei &
Lee, 2002).

A expressdo radical ¢ muito antiga em quimica, tendo sido usada para designar
grupos de elementos que mantinham sua identidade através de uma série de reagdes.
Exemplos: radical metila, alcoila, sulfato, fosfato, etc. A expressao “radicais livres” tem
outro sentido e define um atomo, ou grupo de adtomos, com elétrons ndo pareados na
ultima camada eletronica. Essa condi¢do lhes d4 uma extrema capacidade oxidativa e,
por isso, tem-se tentado modificar seu nome para espécies oxidativas (Ferreira, 2003).

O oxigénio ¢ um composto essencial para os organismos aerobicos, a sua
redu¢do incompleta dentro das células leva a formagdo de intermediarios toxicos de
oxigeénio, denominados espécies reativas de oxigénio (EROS), que na sua maior parte
sdo radicais livres muito reativos que podem causar danos moleculares e alterar o estado

redox do material genético da célula (Tufion & Jiménez, 2002).



A principal fonte endogena formadora de espécies reativas de oxigénio (ROS) ¢
a cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias (CTE) (Ferreira, 2003). Em torno
de 2% do oxigénio consumido pela cadeia transportadora de elétrons sofre redugdo por
um elétron derivado da forma semiquinona da coenzima Q, para gerar o radical
superoxido e subseqiientemente outras EROS como o peréxido de hidrogénio e o radical
hidroxila. Sob condi¢des em que a geracdo de EROS mitocondrial ¢ aumentada (como
na presenca de Ca’") essas EROS podem levar ao dano irreversivel ao DNA
mitocondrial e nuclear, lipideos de membrana e proteinas, resultando em disfuncdo
mitocondrial e morte celular (Kowaltowski & Vercesi, 1999).

Dentre as disfungdes mitocondriais desencadeadas por EROS pode-se citar a
transicdo da permeabilidade mitocondrial (MPT). Esse evento ¢ uma permeabiliza¢do
ndo seletiva da membrana interna que precede a morte celular (Kowaltowski et al.,
2001). Vale ressaltar que a morte celular ¢ um dos eventos ligados ao processo do
envelhecimento.

As EROS sao capazes de interferir em varios processos bioldgicos, onde o dano
causado estd relacionado ao tipo da espécie reativa e a macromolécula atacada. Os
principais alvos das espécies reativas sdo lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(Ferreira, 2003).

Normalmente, os efeitos deletérios causados pelas EROS sdo neutralizados e
controlados por um sistema de defesa antioxidante da célula, integrado por um grupo de
enzimas (superdxido dismutase, catalase e glutationa oxidase) ou varios compostos nao
enzimaticos (glutationa, vitaminas E, C, A e carotendides) (Tufion & Jiménez, 2002).

A fun¢do primdria dos antioxidantes ¢ reduzir a velocidade de iniciagdo e/ou
propagacao dos processos radicalares, suprimindo a geragdo de espécies reativas ou,
eliminando-as, diminuindo, ou até inibindo o dano oxidativo a uma molécula alvo. Um
antioxidante ¢ entdo, qualquer substiancia que, mesmo quando presentes em baixas
concentragdes, comparadas aquelas de um substrato oxidéavel, atrasa, significativamente,
ou ainda evita, a oxidagao deste substrato (Ferreira, 2003).

A eficacia do sistema de protegdo fornecido pelas substincias e enzimas
antioxidantes ¢ limitada e pode ser insuficiente em situagdes especiais. Nestas condi¢des
em que ha um desequilibrio entre a formacao de fatores pr6 — oxidantes e a eficacia dos
antioxidantes ocorre o estado de estresse oxidativo, que tem influéncia sobre o processo

de envelhecimento (Tufiéon & Jiménez, 2002).



Além do sistema de defesa antioxidante, um outro sistema protege as células
contra a permanéncia do dano oxidativo. Esse ¢ o chamado sistema de reparo de
biomoléculas (por exemplo, o reparo por excisdo de bases no DNA). Desse modo o
mecanismo de estresse oxidativo € composto por trés componentes que interagem entre
si: geracdo de oxidantes, protecdo de antioxidantes e reparo do dano oxidativo
(Beckman & Ames, 1998).

Assim, o objetivo dessa monografia ¢ descrever o papel do estresse oxidativo no
envelhecimento, analisando os resultados obtidos em estudos com organismos

especificos.



1. Teorias do Envelhecimento

O envelhecimento ¢ um fendmeno multifatorial caracterizado pelo declinio nas
fungdes fisiologicas, sendo que esse declinio depende do tempo e varia entre diferentes
espécies (Mandavilli ez al., 2002). E um processo que envolve o corpo todo. Cada 6érgio
independentemente perde sua fungdo e o corpo se torna senescente. Sabe-se que 0s
individuos envelhecem em diferentes propor¢des, porém o processo que controla a
propor¢ao na qual uma pessoa envelhece e como essa senescéncia afeta o
desenvolvimento de doencas cronicas sdo pouco conhecidos (Harris, 2002). Assim,
varias teorias t€ém sido propostas para explicar esse processo.

A teoria do programa do envelhecimento propde que as células se reproduzem
por um numero de vezes finito e de modo programado e, entdo morrem. Se a
reproducao celular for temporariamente interrompida e entdo reassumida, a reproducdo
continua até que o niumero estabelecido seja alcangado (Harris, 2002).

A teoria do erro propde que o dano ambiental ao 4cido desoxirribonucléico
(DNA) resulta em erros no programa genético. Como conseqiiéncia ocorre a formagao
de mutacdes, teratogenos e a producdo de proteinas anormais (Harris, 2002).0s danos
normalmente acumulam em nivel suficiente para resultar em um declinio fisioldgico
associado ao envelhecimento. Por exemplo, exposi¢cdes graduais a radiagdo ionizante
diminuem a expectativa de vida (Troen, 2003).

A teoria celular relaciona o envelhecimento a criacdo de ligacdes cruzadas entre
macromoléculas (Harris, 2002). Por exemplo, a matriz extracelular desempenha um
importante papel na regulagdo da expressdo génica. Assim, a ligacdo cruzada de
macromoléculas como o colageno e elastina podem alterar esse processo (Troen, 2003).

Quase ha um século atras, foi notado que animais com altas taxas metabdlicas,
freqiientemente tinham curto periodo de vida. Essas observagdes levaram a formulagado
da “hipotese da taxa de vida” ou teoria do “desgaste” (Finkel & Holbrook, 2000). Essa
teoria propde que o ciclo de vida maximo em diferentes espécies estd relacionado ao
nivel metabdlico e ao tempo necessario para se alcancar a maturidade reprodutiva. Os
insetos e brisaranhos, por exemplo, t€ém taxas de metabolismo extremamente altas e
ciclos de vida curtos (Harris, 2002).

A teoria genética do envelhecimento assume que esse fendmeno é uma

continuagcdo do processo de desenvolvimento e diferenciagdo, e ¢ uma seqiiéncia de



eventos codificados pelo genoma. Em organismos como Drosophila, levedura,
Neurospora crassa (fungo) e Caenorhabditis elegans (nematdide), tem sido descrita a
presenca de genes que regulam a expectativa de vida. Em adi¢cdo, a redugdo da
temperatura tem modulado uma ampla variedade desses genes. Neste mesmo nivel, a
restricao caldrica tem reduzido a expressao de oncogenes, a velocidade de mutacdo e
transformagdo, bem como conservado o potencial replicativo, todos esses fenomenos
ligados a mudanca de expressdo de genes. Outro aspecto dessa teoria considera o
encurtamento do telomero como o reldgio molecular que dispara o processo de
envelhecimento. Telomeros sdo estruturas encontradas no final dos cromossomos de
células eucaridticas e sua presenga permite a completa replicagdo do DNA
cromossomal, além de proteger o final do cromossomo de danos. A enzima responsavel
pela geragcdo dessas estruturas ¢ a telomerase. Assim, grande atencdo tem sido dada a
essa enzima, uma vez que sua presenga em células tumorais tem sido relacionada a
inadequada replicagdo e crescimento das células (Gonzales et al, 2003).

A teoria de acumulo de danos focaliza a explicagdo para o envelhecimento no
acimulo progressivo de danos, em fun¢do do reparo e manuten¢do serem menores do
que os necessarios para a sobrevivéncia indefinida. O erro de sintese e/ou a falha no
reparo ou degradagcdo de moléculas defeituosas seriam entdo os grandes responsaveis
pela perda progressiva de fungdo celular. Uma das teorias mais populares, erro-
catastrofe, introduzida em 1963, sugeria que os erros na transcricdo do RNA e sua
tradugdo em proteina seriam responsaveis pelo acimulo de proteinas alteradas nao
funcionais. Com a idade e com a elevada ocorréncia, gerariam uma catastrofe de erros
cuja conseqiliéncia seria a perda completa da funcdo. Atualmente, sabe-se que esta
catastrofe ndo ¢ apresentada com tamanha intensidade, mas que a idade traz consigo a
reducdo da fidelidade de transcrig¢ao e tradugdo (Gonzales et al, 2003).

A primeira teoria do envolvimento de radicais livres no envelhecimento foi
proposta por Denham Harman no século passado na década de 50 (Finkel e Holbrook,
2000). Essa teoria tinha como hipdtese que os radicais livres produzidos durante a
respiragao aerdbica causam danos oxidativos cumulativos em proteinas, lipidios e DNA
resultando em envelhecimento e morte (Mandavilli et al., 2002).

A identificagdo da mitocondria como o maior produtor de EROS levou a teoria
mitocondrial do envelhecimento. Harman propds que o DNA mitocondrial (mtDNA) ¢
provavelmente alvo do ataque de EROS. Posteriormente Miquel ef al., (1980) sugeriam

que o processo do envelhecimento ¢ causado por ataques de EROS ao mtDNA,



causando danos. Esses danos sdo entdo incorporados ao mtDNA, diminuindo o
funcionamento mitocondrial e resultando conseqlientemente em um decréscimo na
producao de energia e morte celular (Mandavilli et al., 2002).

Uma modificagdo da teoria dos radicais livres € a teoria do estresse oxidativo. A
idéia central dessa hipotese ¢ que a velocidade do envelhecimento esta diretamente
relacionada com o dano oxidativo molecular irreversivel que se produz ao longo do
tempo; o acumulo progressivo do dano oxidativo, sem que seja reparado pela célula, faz
com que a capacidade dos mecanismos homeostaticos para manter as 6timas condi¢des
fisiologicas necessarias para a sobrevivéncia sejam superados. Uma constatacdo chave
dessa hipotese € que o processo de envelhecimento nao pode ser reduzido, nem a vida
média da espécie aumentada, sem a atenuagdo do dano originado pelo estresse oxidativo

(Tufiéon & Jiménez, 2002).

2. Radicais livres e estresse oxidativo

Considera-se como radical livre qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desempareados, sendo um
elétron desempareado aquele que ocupa sozinho um orbital atdmico ou molecular. A
presenca de elétrons desempareados confere a essa espécie carater paramagnético € na
maior parte dos casos, grande reatividade e uma vida média curta (Llesuy, 2002). E essa
condicdo lhes d4 uma extrema capacidade oxidativa e, por isso, tem-se tentado
modificar seu nome para “espécies oxidativas” (Ferreira, 2003).

Essas espécies originam-se, geralmente, de reagdes de quebra homolitica de
ligagdes que ocorrem devido a cisdo térmica, de todo tipo de radiacdo eletromagnética
ou ainda por processos de oxidacdo e redugdo (Santos, 1998). Os radicais livres
centrados em O, sdo gerados fisiologicamente nos sistemas bioldgicos a partir de
compostos enddgenos. Por sua vez, ao metabolizar certos compostos exdgenos ao
organismo, também se pode gerar radicais livres distintos (Llesuy, 2002).

Reagdes de espécies radicalares com espécies ndo radicalares tem uma
caracteristica especial que ¢ a amplificacdo da resposta de iniciacdo do evento através
de reacdo em cadeia. Isso acontece porque uma reagdo de um radical com um nao

radical sempre forma outro radical (Fridovich, 1998).



Os radicais livres podem sofrer reagdes de trés tipos principais: combinagao e
despropor¢do, que ocorrem entre duas espécies radicalares, e reacdes de transferéncia,
onde um agente de transferéncia reage com um radical (Santos, 1998). As reacdes de
radicais, usualmente, processam-se em seqiiéncias, ou cadeias, nas quais distinguem-se
trés fases: 1) iniciagcdo, quando se formam os radicais; 2) propagagao, onde o nimero de
radicais ndo muda e 3) terminacdo, que destroi os radicais e encerra a cadeia (Pryor,

1970).
2.1. Espécies reativas de Oxigénio (EROS)

Embora a redugdo do O, por 04 elétrons catalisada pela citocromo ¢ oxidase seja
quase sempre executada com grande rapidez e precisdo, o O, ¢, algumas vezes, reduzido
de modo parcial, produzindo espécies de oxigénio que facilmente reagem com uma
variedade de componentes celulares (Voet et al., 2002).

EROS ¢ o termo freqlientemente usado pelos pesquisadores da area para
designar ndo apenas os radicais de oxigénio, mas também algumas espécies ndo
radicalares derivadas de O, e com acdo oxidantes (Santos, 1998). Essas espécies
reativas estdo envolvidas numa série de processos degenerativos, devido a propriedade
de serem ou gerarem radicais livres.

A molécula de O; pode ser considerada como um birradical ja que possui dois
elétrons desemparelhados, cada um deles um em orbital molecular p. Ambos os elétrons
tem o mesmo numero quantico de spin, podendo dizer que tem spins paralelos. Esta
estrutura corresponde ao O, em estado fundamental também chamado de oxigénio
triplete *0,. O oxigénio ¢ um bom agente oxidante, por tanto, ao oxidar um composto,
se reduzira por ganho de elétrons. Este ganho ocorrera de um elétron por vez. Adiciona-
se um elétron ao oxigénio em seu estado fundamental, ¢ o produto obtido ¢ o anion
superoxido. (O;). A adi¢do de outro elétron dard lugar a formagdo do anion
superperoxido (0,%) que ndo & um radical livre dado que ndo possui elétrons
desempareados. Em geral, em sistemas biologicos, a redugdo parcial do oxigénio por
ganho de 02 elétrons da lugar a producao de peroxido de hidrogénio (H,O,). Por sua
vez, se 0 O, ganha 04 elétrons, uma molécula de agua serd formada. A ligacdo O-O no
peroxido de hidrogénio ¢ relativamente fragil e pode ser quebrada dando lugar a

formagao do radical hidroxila, que ¢ altamente reativo (Llesuy, 2002).



O H;0; nao ¢ um radical livre, mas sim uma espécie reativa de oxigénio, uma
vez que ndo possui elétrons desemparelhados no orbital externo. Suas propriedades sdo
de grande importancia no estudo de reagdes oxidativas, ja que esse composto atravessa
membranas facilmente, podendo atingir o interior de outras células e, até mesmo, o
nucleo da célula no qual foi gerado, levando a formagdao de oxidantes mais potentes
como o radical hidroxila (HO®) (Santos, 1998; Ferreira, 2003).

O radical hidrolixa, como mencionado anteriormente, ¢ uma das espécies
quimicas mais reativas que se conhece, ele tem a capacidade de retirar dtomos de
hidrogénio de moléculas bioldgicas, modificando suas func¢des. A velocidade de reacdo
deste radical é muito alta, combinando-se praticamente com qualquer molécula, in vivo,
assim que gerado, numa reacdo controlada pela velocidade de difusao do radical
(Ferreira, 2003).

Outra espécie reativa importante, o 6xido nitrico (NO®), um radical que ndo é
muito reativo, teve seu papel bioldgico identificado no final da década de 80, como
sendo o fator de relaxamento derivado do endotélio. O NO® é produzido em diversos
tipos de células a partir de L-arginina (aminoacido), NADPH e O, pela enzima NO
sintase (NOS). Atua como vasodilatador, neurotransmissor e pode estar envolvido na
eliminacdo de parasitas por macrofagos em algumas espécies de mamiferos (Santos,
1998; Ferreira, 2003). A intera¢do entre 0 O, ‘e NO® resulta em ONOO™ (peroxinitrito),
que ¢ um forte oxidante (Beckman & Ames, 1998).

Dada a sua alta reatividade, as espécies reativas de oxigénio (EROS) e de

nitrogénio (ERN) tém vida média curta (Ferreira,2003), conforme a tabela a seguir.



Tabela 01: Estimativa da meia vida das espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio (Ferreira, 2003).

Espécies Reativas de Oxigénio Meia vida em segundos

HO?®, radical hidroxila 10°
RO’ radical alcoxila 10°¢
10,, oxigénio singlete’ 10”°
NO°* radical 6xido nitrico lalo
ONOQO', peroxinitrito 0,5al
ROQ?, radical peroxila 7

1. Singlete é o oxigénio ativado por uma fonte energética qualquer (luz,

por exemplo) e que inverte o “spin” do seu ultimo elétron.

Além das reacdes envolvendo transferéncia de elétrons, um outro tipo de reacao
promove a producao de radicais de oxigénio, ou oxiradicais. Sdo reagdes entre o radical
carbonico e oxigénio molecular. Essa reacdo leva a formagdo de radicais peroxil e
consiste em uma das reacdes da etapa de propagacdo da peroxidacao lipidica que pode
também formar os radicais hidroperéxidos lipidicos (ROOH) e radicais alcoxila (RO")
(Branchaud, 1999).

A natureza aleatéria dos ataques realizados pelos radicais livres dificulta a
caracterizagdo de seus produtos de reacdo, mas todas as classes de moléculas bioldgicas
sdo suscetiveis as lesdes oxidativas causadas pelos radicais livres. As oxidac¢des dos
lipideos poliinsaturados nas células rompem a estrutura das membranas bioldgicas, e as
lesdes oxidativas no DNA podem produzir mutagdes pontuais. A fun¢do enzimatica
também pode ser comprometida devido a reag¢do dos radicais com a cadeia lateral dos
aminoacidos. Como a mitocondria é o principal sitio do metabolismo oxidativo das
células, seus lipideos, seu DNA e suas proteinas provavelmente sofrem maiores danos
provocados pelos radicais livres (Voet ef al., 2002).

Existem vérios sitios de geracdo de oxidantes, porém quatro deles tem atraido
muita atengdo: cadeia transportadora de elétrons (CTE) nas mitocondrias, metabolismo
de acido graxos nos peroxissomos, citocromo P450 e as cé¢lulas fagociticas (Beckman &
Ames, 1998). Como dito anteriormente, a mitocondria ¢ o principal sitio de geragao de

espécies oxidativas, assim ela seréd discutida mais amplamente adiante.



O segundo sitio de geragdo de ROS ¢ a B-oxidagdo de acidos graxos nos
peroxissomos. A primeira reagdo da -oxidacdo libera H,O, como um de seus produtos.
Os peroxissomos possuem altas concentragdes de catalase, que catalisa a dismutagdo do
H,0,. Além disso, o H,O, originado dos peroxissomos contribui significativamente
para o estresse oxidativo no citosol sob circunstincias normais (Beckman & Ames,
1998).

As enzimas microssomais citocromo P450 metabolizam compostos
xenobioticos, usualmente originados de plantas, através de reacdes univalentes de
oxidacdo e reducdo. Embora essas reagdes tipicamente envolvam NADPH e um
substrato inorganico, algumas das inimeras enzimas citocromo P450 reduzem O, para
O, ® e podem causar estresse oxidativo. Um caminho alternativo para a citocromo P450
mediar a oxida¢do envolve um ciclo redox, em que o substrato aceita um elétron do
citrocomo P450 e depois o transfere para o oxigénio. Assim € possivel que uma grande
geragdo de O, pela citocromo P450 é o prego que os animais pagam por sua habilidade
de destoxificar altas concentragdes desses xenobioticos (Beckman & Ames, 1998).

As células fagociticas atacam os patdogenos com uma mistura de oxidantes e
radicais livres incluindo O, °, HyO,, NO® ¢ hipoclorito. Embora a grande geragdo de
oxidantes pelas células imunes seja diferente da geragdo nos peroxissomos,
mitocondrias e citocromo P450, sendo um resultado da patogénese, isso €, apesar de

tudo, uma conseqiiéncia normal da imunidade (Beckman & Ames, 1998).

3. Antioxidantes

Para evitar danos causados pelas EROS, o organismo desenvolveu varios
mecanismos de defesa, isto €, potenciais de neutralizacdo das agdes dos radicais livres
chamados de antioxidantes. Estes antioxidantes estdo em permanente atividade no
organismo, visto que a producao de energia no organismo ¢ uma das principais causas
da formacao de radicais, necessitando estar presentes em quantidades suficientes para
neutralizacdo dos efeitos dos radicais livres normalmente produzidos. Quando esta
equivaléncia ndo existe, dizemos que esta ocorrendo um estresse oxidativo (Renz,

2003).

10



3.1. Sistemas de defesas antioxidantes

Existem diferentes estratégias celulares de defesa contra os processos mediados
pelas espécies reativas de oxigénio. Os antioxidantes podem ser classificados como
enzimaticos ¢ ndo enzimaticos (Meneghini, 1987; Llesuy, 2002). Ainda conforme a
acdo sobre os radicais livres, o antioxidante pose ser denominado de ‘“scavenger”,
quando ele age transformando um radical livre em outro menos reativo, ou “quencher”,
quando consegue neutralizar completamente o radical livre através da absor¢do de toda
a energia de excitacao (Renz, 2003).

A funcdo primaria dos antioxidantes ¢ reduzir a velocidade de iniciagdo e/ou de
propagacdo dos processos radicalares, suprimindo a geracdo de espécies reativas ou,
eliminando-as, diminuindo, ou até inibindo, o dano oxidativo a uma molécula alvo. Um
antioxidante ¢ entdo, qualquer substincia que, mesmo quando presente em baixas
concentragdes comparadas aquelas de um substrato oxidavel, atrasa, significativamente,
ou ainda evita, a oxidagdo deste substrato (Llesuy, 2002; Ferreira, 2003).

Segundo Beckman & Ames (1998), o sistema de defesa antioxidantes inclue: 01)
enzimas ‘“scavengers” como a SOD que acelera a dismutacdo do O, em H,O,, e a
catalase e glutationa peroxidase (GPX) que convertem H,O, em agua; 02) moléculas
“scavengers” hidrofilicas como o ascorbato e a glutationa (GSH); 03) “scavengers”
lipofilicos como os tocoferois, flavonoides, carotendides e ubiquinol; 04) enzimas
envolvidas na redu¢do de moléculas antioxidantes (GSH redutase e dehidroascorbato
redutase) ou responsaveis pela manutencdo de proteinas com grupamentos tidis
(tioredoxina redutase); e 05) a maquinaria celular que mantém o ambiente reduzido
(glicose-6-fosfato dehidrogenase, que regenera NADPH).

O balango entre a producdo de EROS e o sistema de defesa antioxidante
determina o estado de estresse oxidativo. Como a MPT ocorre devido a presenca de
EROS, a atuacdo de tipos variados de antioxidantes pode proteger o inicio desse evento

nas mitocondrias (Finkel & Holbrook, 2000; Kowaltowski et al., 2001).
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3.2. Sistema enzimatico

3.2.1. Superodxido dismutase.

Os radicais superoxidos (0O,") podem ser produzidos pela reagdo
monoeletronica do O, durante a respiragdo celular. A protonacdo do radical superdxido
produz o radical hidroperoxil (HO,"), que pode reagir espontaneamente com um outro
radical superéxido para formar H,O, (Stryer, 1996). Essas seqiiéncias de reagdes (01)

estdo esquematizadas abaixo:

0,+e¢ - 0," +H — HO," - 0, + H,0, (01)

O radical superdxido pode ser eliminado pela superdxido dismutase, uma enzima
presente em todos os organismos aerobicos, que catalisa a conversdo de dois desses
radicais em H,O e O, (Stryer, 1996).

A fungdo da superoxido dismutase ¢ de proteger os organismos aerobicos contra
os efeitos deletérios potenciais do superoxido. Essa enzima ocorre em diversos
compartimentos celulares diferentes. A enzima citosolica ¢ constituida de duas
subunidades similares, cada uma contendo um equivalente de Cu>" e um Zn*", enquanto
a enzima mitocondrial contém Mn2+, similar a enzima encontrada em bactérias. Estas
observacdes apdiam a hipotese de que a mitocondria evoluiu de um procarioto
(Fridovich, 1998; Murray et al., 2002).

Na SOD que contém Cu’” e Zn>" em seus sitios ativos, o Cu”” sofre mudancas de
valéncia durante o ciclo catalitico, formando Cu*" e Cu”. J4 0 Zn*" tem principalmente
papel estrutural. Essa enzima ndo ¢ s6 encontrada no citosol de células eucaridticas,
CuZnSODs também foram encontradas no periplasma de bactérias gram-negativas, nos
plastidio de plantas e no espago extracelular de mamiferos (Fridovich, 1998).

A MnSOD ¢ uma enzima tdo ativa quanto as CuZnSODs. Ela ¢ um
homotetramero que ¢ reduzido ao estado de oxidacao III para II e depois ¢ novamente
oxidado a IIl (Llesuy, 2002). Ratos “knockout”, incapazes de produzir MnSOD
mitocondrial, sdo severamente afetados pela auséncia da enzima e morrem poucos dias
ap6s o nascimento. Os efeitos deletérios do “knockout” do gene da forma citosolica

(CuZnSOD) sdo notaveis, porém, muito menos dramaticos (Fridovich, 1998).
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A conversdao de superoxidos em peroxido de hidrogénio (pela MnSOD e
CuZnSOD) segue duas reagdes (02, 03, 04) parciais, como mostrado abaixo (Ferreira,

2002).

SOD + 0, — SOD+0, (02)
SOD + 0," + 2H" — SOD + H,0, (03)

0, +0," +2H" — H,0, + 0, (04)

3.2.2. Catalase

A catalase ¢ uma hemoproteina que contém quatro grupos heme. Além de
possuir atividade peroxidasica, ela ¢ capaz de utilizar uma molécula de H,O, como um
substrato doador de elétrons, e outra molécula de H,O, como oxidante ou aceptor de

elétrons (reagdo 05) (Murray et al., 2002).

2H,0, —» 2H,0 + O, (05)

A atividade cataldsica, nos tecidos animais e vegetais, encontra-se,
predominantemente, em organelas subcelulares, circundadas por uma membrana
simples conhecida como peroxissomas (Ferreira, 2003). Também pode ser encontrada

na matriz mitocondrial (Kowaltowski et al., 2001).

3.2.3. Glutationa peroxidase (GPx)

Além de ser um doador de elétrons, em mamiferos o H,O, também pode ser
destoxificado por outra enzima além da catalase, a glutationa peroxidase, que esta
localizada no citosol e na matriz mitocondrial (Llesuy, 2002).

A GPx ¢ uma proteina contendo selénio com um absoluto requerimento por
glutationa como substrato. Essa enzima catalisa a redu¢do de hidroperdxidos, usando
GSH como agente redutor (Ferreira, 2002).

Assim, a GPx catalisa a redugdo do H,O,, com oxidagdo conjunta da glutationa

reduzida como mostra a reagao (06) (Ferreira, 2003).
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H,0 + GSH — GSSG + H,0 (06)

A GSSG produzida pela atividade da glutationa peroxidase ¢, economicamente,
recuperada pelas células na sua forma reduzida, através da atividade da glutationa
redutase, que utiliza como poder redutor o NADPH produzido na via das pentoses-

fosfato de acordo com a seguinte reagao (07) (Llesuy, 2002; Ferreira, 2003).

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP" (07)

3.3. Sistema antioxidante nao enzimatico

A outra parte da defesa contra os agentes oxidativos ¢ a defesa ndo enzimatica.
Antioxidantes ndo enzimdticos podem ser divididos em hidrossoluveis (glutationa,
vitamina C, inddis, catecdéis) e lipofilicos (bioflavonas, vitamina A, vitamina E) (Renz,

2003).

3.3.1.Glutationa (GSH)

A glutationa é um tripeptideo de acido a-glutdmico, cisteina e glicina que atua
como co-substrato da glutationa peroxidase. Uma alta concentracdo intracelular de GSH
protege as células do ataque de EROS através de dois tipos de reagdes: 1*) a GSH reage
ndo enzimaticamente com radicais como 0 O,"", 0 NO* e 0 HO®; 2*) GSH também atua
como doador de elétrons para a reducdo de peroxidos catalisada pela glutationa
peroxidase (reacdes 08 e 09) (Llesuy, 2002). Além desses dois papéis, a GSH esta
envolvida em muitos outros processos metabolicos, incluindo o metabolismo de acido
ascorbico, manuten¢do da comunicacgdo entre células e bloqueio da oxidacdo e liga¢do

cruzada de grupos —SH protéicos (Ferreira, 2003).

ROOH + (H,0,) + 2GSH — ROH + GSSH + H,0 (08)
GSSG + NADPH + H' — 2GSH + NADP* (09)
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Esse tripeptideo se localiza principalmente em fracdao citosdlica, porém, em
torno de 10% do conteudo celular de GSH estd compartimentalizado dentro das
mitocondrias. Como a mitocondria também contém glutationa peroxidase, glutationa
redutase ¢ NADPH, um sistema completo para a detoxificagdo de hidroperoxidos se

encontra presente no interior destas organelas (Llesuy, 2002).

3.3.2. Acido ascorbico (Vitamina C)

A vitamina C, acido ascérbico, um derivado da hexose, € sintetizada por vegetais
e na maioria dos animais a partir da glicose e galactose. Os seres humanos, outros
primatas, porquinhos-da-india, alguns morcegos e algumas espécies de aves, entretanto,
ndo possuem uma enzima, a l-glucolactona oxidase e desta forma ndo podem sintetizar
o0 acido ascorbico, o que para eles é, conseqlientemente, uma vitamina (Jr, 2002).

O 4cido ascorbico puro ¢ um solido cristalino branco, muito soltivel em agua,
possuindo dois grupos — OH ionizaveis (Ferreira, 2003). Ele funciona em muitas
fungdes metabdlicas como um co-fator enzimatico, um agente protetor e um reagente
com transi¢do de ions metalicos. Cada uma destas fungdes envolve as propriedades de
redugdo — oxidacao da vitamina (Jr, 2002).

O 4cido ascorbico pode reagir com radicais livres o que o torna um antioxidante,
pois ele ¢ submetido a oxidacdo de um unico elétron, ao radical ascorbil, que
desproporciona ascorbato a dehidroascorbarto (DHA) (figura 01). O radical arcorbil ¢
relativamente ndo reativo e parece ndo ser capaz de reduzir O, a O,". A fraca
reatividade do ascorbil ¢ a esséncia de muitos dos efeitos antioxidantes do ascorbato:
um radical reativo interage com o ascorbato € uma espécie muito menos reativa
(ascorbil) ¢ formada. O radical ascorbil sofre uma reacdo especifica, regenerando

ascorbato e dehidroascorbato (reacao10) (Jr, 2002; Llesuy, 2002; Ferreira, 2003).
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Figura 01: Reacdo de oxidacdo e reducdo da vitamina C. Fonte: Jr,
2002.

2 ascorbil — ascorbato + DHA (10)

Dentre os processos de regeneracdo molecular dos quais participa o acido
ascorbico, talvez, o mais importante, seja a reciclagem do a-tocoferol (reagaoll). Uma
vez que o acido ascorbico € uma vitamina hidrossoluvel, ndo podendo entrar no interior
das membranas hidrofobicas, esse mecanismo pressupde que o radical a-tocoferoxil
possa mover-se para perto da superficie da membrana, para sua reducdo pelo acido

ascorbico que se encontra fora da membrana (Ferreira, 2003).

a - tocoferoxil + acido ascorbico — a tocoferol + ascorbil (11)

3.3.3. Vitamina E

A vitamina E foi descoberta nos anos 20 como um fator lipossoluvel e chamada
de tocoferol. Sua funcdo estd relacionada a varios outros nutrientes e fatores enddgenos
que, coletivamente, compreendem um sistema que protege contra os efeitos
potencialmente prejudiciais das espécies reativas de oxigénio, que sdo formadas
metabolicamente ou encontradas no ambiente (Jr, 2002).

Ela ¢ o antioxidante lipossoluvel mais importante na célula. Est4 localizada nas
membranas biologicas, onde protege os fosfolipidios insaturados da membrana da
degeneragdo oxidativa. A vitamina E desempenha esta funcdo através de sua capacidade
de reduzir tais radicais a metabdlitos ndo prejudiciais — um processo chamado de

“varredura” de radicais livres (Jr, 2002).
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A forma mais eficiente, como antioxidante, presente nas membranas biologicas,
¢ a d-a-tocoferol, muitas vezes chamada de RRR-tocoferol. Os tocoferois inibem a
peroxidagdo lipidica porque seqiiestram radicais peroxila (ROO®) muito mais
rapidamente do que este radical pode reagir com os 4cidos graxos, ou com proteinas de

membrana (reagdo 12) (Ferreira, 2003).

a - tocoferol + ROO® — a - tocoferoxil + ROOH (12)

Entdo, o a-tacoferol intercepta os radicais peroxila (ROO’) doa um 4tomo de
hidrogénio, viabilizando a formacao de hidroperdxido lipidico (ROOH) transformando-
se em radical a-tacoferoxil. Se esse radical a-tacoferoxil reagir novamente com os
radicais peroxila (ROO’) forma-se a-tacoferil quinona (figura 02). O radical o-
tacoferoxil resultante ¢é relativamente estavel e, em circunstdncias normais,
insuficientemente reativo para iniciar a peroxidag¢do lipidica per si, um critério essencial
para um bom antioxidante. Varios agentes redutores, incluindo, GSH, 4cido ascérbico e

ubiquinona, podem reagir com o radical a-tacoferoxil e regenerar o a-tacoferol (Jr,

2002).
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Figura 02: Mecanismo de varredura de radicais livres centralizados
no oxigénio (ROO") pela vitamina E. Fonte: Jr, 2002.
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3.3.4. Carotenoides

Os carotenoides sao moléculas de cadeia longa, com 40 atomos de carbono € um
extenso sistema conjugado de duplas ligacdes. Dentre os que possuem efetiva agdo
antioxidante podemos citar o licopeno e o -caroteno, este ultimo com atividade de pro-
vitamina A. Essas substancias tém a capacidade de captar a energia de moléculas que se
encontram em alto estado energético, absorvendo-a e diminuindo, ou até anulando, tal
estado de excitacdo. Essas transi¢cdes entre os estados de energia estdo associadas com
alteragdes na configuracao de elétrons na molécula, o que pode influenciar a reatividade
dessas substancias com outras espécies. Os carotendides também podem atuar como
“varredores” de ROO® e outras EROS, caracteristicas do estresse oxidativo (Ferreira,

2003).

4. Estresse Oxidativo

A vida em aerobiose se caracteriza pela continua produg¢do de EROS, que ¢
contrabalanceada pelo consumo de defesas antioxidantes nao enzimaticas e pela
atividade das enzimas antioxidantes. Assim, em condic¢des fisiologicas, o balanco entre
agentes pro-oxidantes e as defesas antioxidantes ¢ mantido. Quando esse balango ¢é
quebrado em favor dos agentes oxidantes, diz que a célula ou organismo se encontra sob
“estresse oxidativo”, e estd sujeita a potenciais danos (Bell6-Klein, 2002). Duas razoes
principais explicam esse fenomeno: 1) diminuicdo da atividade antioxidante devido a
ma nutrigdo e doencas genéticas; e 2) producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio por acdo da poluicdo, do fumo, drogas, pesticidas, alcool, alto consumo de
gorduras insaturadas, colesterol, ferro e até mesmo o exagero em exercicio aerdbicos
(Santos, 1998).

As células podem suportar um estresse moderado sem maior dano, entretanto,
em casos mais severos pode ocorrer desarranjo metabdlico, danos em membranas e
morte celular. O excesso de radicais participa significativamente em processos
inflamatorios, danos em tecidos, degradacdo de proteinas, artrite, doencas
degenerativas, desenvolvimento de tumores cancerigenos e envelhecimento precoce.

Algumas evidéncias de ocorréncia de estresse oxidativo sdo o acumulo de pigmentos da
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idade, presenca de produtos da peroxidagdo lipidica e excrecdo pela urina de bases de

DNA danificado (Santos, 1998; Ferreira, 2003).

4.1. Evidéncias do estresse oxidativo

Como j4 mencionado anteriormente, o estresse oxidativo estd associado com
uma perturbacdo no balango entre pré — oxidantes (ROS e espécies reativas de
nitrogénio) e antioxidantes, em favor dos prés — oxidantes. Danos oxidativos no DNA,
proteinas e lipidios acumulam com a idade e contribui em doengas degenerativas e para
o fendmeno do envelhecimento ao causar desequilibrio na homeostase celular
(Fukagawa, 1999).

Evidéncias de que o estresse oxidativo causa o envelhecimento originaram-se de
estudos onde mutantes de Drosophila melanogaster, com expressdo aumentada dos
genes que codificam as enzimas antioxidantes Cu/Zn superoxido dismutase (SOD) e
catalase. Essas apresentaram um tempo de vida 34% maior que moscas selvagens. Uma
importante observacdo feita foi de que esse efeito aparece somente quando ocorre um
balango 6timo entre a SOD e a catalase. Em estudos prévios, a expressao aumentada
somente do gene da Cu-Zn SOD ou do gene da catalase tem apenas um pequeno
incremento no efeito médio da expectativa de vida e ndo na taxa maxima de expectativa
de vida. Em Caenorhabditis elegans, o mutante age — 1 vive duas vezes mais que o tipo
selvagem e também tem um aumento nos niveis de catalase ¢ SOD (Fukagama, 1999).
Diferente de Drosophila e C. elegans, ratos mutantes (Knock-out) nos genes GPX1,
SOD1, SOD2, ou SOD3, que codificam as enzimas glutationa peroxidase e superoxido

dismutase, ndo apresentam o fenotipo de envelhecimento rapido (Fukagama, 1999).
5. Alvos moleculares das espécies reativas de oxigénio

As EROS sao capazes de interferir em varios processos bioldgicos onde o dano
causado esta relacionado ao tipo da espécie reativa e a molécula atacada. Os principais

alvos moleculares dessas espécies reativas sdo: lipidios, proteinas, acidos nucléicos e

acucares (Ferreira, 2003).
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5.1. Danos a Lipidios

Os lipidios sdo substancias de origem bioldgica, soliveis em solventes organicos
como cloroformio e metanol (Voet et al., 2003). Em termos quimicos, os lipidios sao
uma mistura de compostos que partilham algumas propriedades baseadas em
similaridades estruturais, principalmente uma preponderancia de grupamentos apolares
(Campbell, 2003).

Se classificados de acordo com sua natureza quimica, os lipidios poderdo
pertencer a dois grupos. Um deles consiste de compostos com a cadeia aberta com
cabegas polares e longas caldas apolares e inclui os acidos graxos, os triacilglicerois, os
esfingolipideos, os fosfoacilglicerdis e os glicolipideos. O segundo grupo consiste de
composto de cadeia ciclica, os esterdides. Um importante representante desse grupo € o
colesterol (Campbell, 2003).

Geralmente, o termo peroxidagao lipidica ¢ usado para descrever a degradagao
ndo - enzimatica de lipidios (Sergent et al., 1999). Esse termo também tem sido definido
como dano oxidativo de lipideos polinsaturados. Os acidos graxos polinsaturados sdo
aqueles que contém ao menos duas duplas ligagdes carbono-carbono. Tanto as
membranas celulares como as de organelas (por exemplo, mitocondrias e os
peroxissomos), contém grandes quantidades de 4cidos graxos polinsaturados que podem
ser oxidados (Llesuy, 2002). Esse mecanismo de oxidacdo ¢ uma das principais
alteragdes oxidativas nas membranas bioldgicas e pode ser induzida por diferentes
agentes oxidantes (Kowaltowski & Vercesi, 1999).

Os acidos graxos polinsaturados isolados e aqueles incorpodados as gorduras sao
facilmente atacados por radicais livres e oxidados a perdxidos lipidicos. Ao contrario, os
acidos graxos monoinsaturados ou saturados sao mais resistentes ao ataque de radicais
livres (Santos, 1998).

O processo de peroxidacao lipidica ¢ iniciado por uma radical livre que retira um
atomo de hidrogénio de um acido graxo insaturado de membrana (reagdo 13), levando a
geracao de radicais lipidicos, que depois combinam com o oxigénio molecular (reagao

14) (Kowaltowski & Vercesi, 1999; Sergent et al. 1999).

LH + radical livrte — L°® + radical livre-H (13)

L'+0, —L0O0" (14)
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A lipoperoxidacao ¢ um processo de reagdo em cadeia que pode ser dividido em

trés etapas: inicia¢do, propagac¢do e terminagao (figura 03) (Llesuy, 2002).

LH

— — ""——-._\_
L” .’m’ria!ﬁ.}_u _] | f/ﬂir \
!

\‘-.
LTI B !
1* Propagaiion | L
.~ |
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\x.__q_ -..{/'I_____f’f
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¥
— . LOOH
Terminiaiion |
L*+L* —_— = lL
LOMD® + Laomy* ——= LOOL + 1,
Lo + L* — w L0
Lo + AH _— LAMIH + A"

Figura 03: Representacdo esquemadtica da peroxidag¢do lipidica. LH, &4cido graxo
insaturado; LOOH hidroperdxido lipidico; LO®, radical alcoxila; LOO®, radical peroxila;
AH, antioxidante. Fonte: Sergent et al., 1999.

A iniciacdo da peroxidagdo de lipidios ¢ causada pelo ataque de qualquer espécie
suficientemente reativa sobre um lipidio, capaz de extrair um atomo de hidrogénio de
um grupamento metil. O radical hidroxila ¢ uma das espécies capazes de iniciar a
peroxidagdo lipidica (reagdo 15). Dessa forma se gera um novo radical (-CH’-) que
geralmente se estabiliza através de um rearranjo molecular que forma um dieno

conjugado. Em condi¢des aerdbicas, esse radical se combina com O, levando a
formagao de radicais peroxil (ROQO") (reagdo 16) (Sergent et al., 1999; Llesuy, 2002).
-CH,- + HO® —» -CH" + H,0 (195)
R*+ 0, > ROO® (16)

Os radicais peroxil sdo capazes de extrair um atomo de hidrogénio de outra
molécula de lipidio, e assim comeca a propagacdo da peroxidagdo lipidica (reag¢do 17).
Um novo radical centrado em carbono podera reagir com o oxigénio para formar outro
radical peroxil e assim a rea¢do em cadeia da peroxidacao lipidica continua, permitindo
que o ciclo se repita (Llesuy, 2002).

ROO* + -CH- - ROOH + C* (17)
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A etapa de terminac¢do inclui todas as reagdes em que os radicais se combinam
entre si (figura 03). Se o sistema contém antioxidantes, a terminacdo pode ocorrer pela
reacdo dos radicais lipidicos com antioxidantes fisiologicos como a vitamina E,
glutationa, etc (Kowaltowski & Vercesi, 1999; Sergent et al., 1999).

Os efeitos gerais, decorrentes da peroxidagdo de lipidios sdo: diminuicdo da
fluidez de membranas, aumento da permeabilidade da bicamada da membrana a
substancias que habitualmente ndo a atravessam, a ndo ser através de canais especificos,
diminui¢dao no potencial de membrana e, inativacdo de sistemas enzimaticos ligados a
membrana (Sargent et al., 1999; Ferreira, 2003). Porém, esta claro que as células
possuem um sistema de reparo para lipideos oxidados (exemplo, a fosfolipase A2 cliva
os lipideos peroxidados em fosfolipideos) (Beckman & Ames, 1998).

Peroxidacao lipidica da membrana mitocondrial resulta em perda irreversivel das
fungdes mitocondriais como a respiracdo mitocondrial, fosforilagdo oxidativa e

transporte de ions (Kowaltowski, 1999).

5.2. Danos a proteinas

As proteinas desempenham uma variedade de fungdes essenciais em todos os
organismos. Essas podem ser agrupadas em dinamicas e estruturais. As fungdes
dindmicas incluem transporte, controle metabolico, contracdo e catalise de
transformagdes quimicas. Nas fungdes estruturais, as proteinas fornecem matriz para
ossos e tecido conjuntivo, dando estrutura e forma ao organismo humano (Devlin,
1997).

A exposic¢ao de proteinas a agdo de EROS ou a produtos de peroxidacao lipidica,
pode levar a oxidag¢dao de residuos de aminoacidos, a formagao de ligagdes cruzadas
entre proteinas e a oxidagao do nucleo estrutural, levando a fragmentagdo da proteina. A
oxidacdo de uma proteina pode desta forma, levar a perda de sua fun¢do. Por exemplo,
as espécies reativas podem, também, inativar as proteinas de reparo do DNA causando

danos em sua atividade (Ferreira, 2003).
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5.2.1. Oxida¢ao das cadeias laterais de aminoacidos

Todos os residuos de aminoéacidos das proteinas sdo susceptiveis a oxidagao por
OH’. Entretanto, os produtos formados pela oxida¢do de alguns residuos ndo tém sido
bem caracterizados (Berlett & Stadtman, 1997).

A tiolag@o do enxofre (S) de proteinas tem um papel protetor pela prevencao da
oxidacao irreversivel de residuos de cisteina. Proteinas contendo residuos de cisteina
oxidados sdo reativadas por detiolagdo, provavelmente redug¢do via glutationa,
glutaredoxinas, tioredoxinas ou proteinas disulfito isomerase. Proteinas
irreversivelmente inativadas pela formagdo de derivados de metionina sulféxido ou
carbonil ndo podem ser reparadas. Portanto, essas proteinas sdo alvo de vias

proteoliticas (figura 04) (Ferreira 2002).

Proteinas —SH +GSH > Proteinas S
celulares Py tioladas | > SCG

Peptideos e
amino:Aacidos

Fe2t Proteassoma-28 § T

w Proteases do vaciolo

Proteinas

oxidadas | (Ub)n

Proteinas Proteinas /
celulares oxidadas

\ Agregados de
proteinas oxidadas

Figura 04: S — Tiolagao de proteinas e proteodlise de proteinas oxidadas. Os grupos tiois
nas proteinas sdo protegidos da oxidacdo induzida por peroxido de hidrogénio pela S —
tiolagdo com glutationa. Radicais hidroxilas, gerados pela reagao de Fenton, danificam
irreversivelmente proteinas. Essas proteinas sdo ubiquitinadas e degradadas em
peptideos e aminoacidos pela proteassoma — 26 S e proteases do vacuolo. Proteinas
extensivamente oxidadas formam agregados que ndo podem ser degradados pelos
sistemas proteoliticos (Fonte: Ferreira, 2002).
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A oxidacdo de grupamentos tidis nas proteinas da membrana interna
mitocondrial ¢ também importante para formacdo da MPT. Dessa forma, ¢ conhecido
que MPT ocorre quando grupamentos tidis de proteinas da membrana interna
mitocondrial sdo oxidadas, resultando em mudangas conformacionais que, de alguma
forma, originardo um poro ndo seletivo. Interessantemente, ligagdes cruzadas entre
grupamentos tidis parecem ser essenciais para essa mudanca conformacional

(Kowaltowski et al., 2001).

5.2.2. Oxidacio da cadeia protéica
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Figura 05: Radicais de oxigénio mediando a oxidagdo de proteinas. Fonte:
Berlett & Stadtman, 1997.
Como ilustrado na figura 05, o ataque oxidativo a cadeia polipeptidica ¢ iniciado
pela retirada dependente de OH® de um atomo de hidrogénio de um residuo de
aminoacido para gerar um radical carbono centralizado (figura 10, reagéo ¢). O OH® que

participa dessa reacdo pode ser obtido pela quebra da 4dgua ou pela clivagem do H,O,
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catalizada por um metal (reagdes a e b). O radical carbono centralizado depois de
formado reage rapidamente com o O, para formar um radical peroxila intermediario
(reagdo d), que originara um radical hidroperdxido (reagdo f) seguindo para a formagao
de um radical alcoxila (reacdo h) que pode ser convertido a uma proteina hidroxila
derivada (reacdo j). Significativamente, muitos passos nessas reagdes que sao mediados
pelas interacdes com HO,® podem ser catalizados pelo Fe*" (reacdes e, g, e i) ou pelo
Cu' (ndo mostrado). Os radicais intermediarios formados durante esse percurso podem
sofrer reacdes com outros aminoacidos na mesma proteina ou com proteinas diferentes
gerando um novo radical carbono centralizado. Além disso, na auséncia de oxigénio,
quando a reagdo d na figura 10 é prevenida, o radical carbono centralizado pode reagir
com outro radical carbono centralizado para formar uma ligacdo cruzada proteina —

proteina (Berlett & Stadtman, 1997).

5.2.3. Fragmentacio protéica

A geragdo de radicais alcoxila proporciona condi¢des para a clivagem da ligacao
peptidica através da formagdo da diamida ou da o amidagdo (figura 06). No caminho
que leva a produgdo da diamida, o fragmento peptidico derivado da por¢do N — terminal
da proteina possui uma estrutura diamida no final do carbono terminal, enquanto o
peptideo derivado da por¢ao C-terminal da proteina possui uma estrutura isocianato no
final do nitrogénio terminal. Em contraste, através da o amidacdo, a fragmentagdo
peptidica derivada da por¢do N — terminal da proteina possui um grupamento amida no
final do carbono terminal, enquanto o residuo do aminoicido do N — terminal do
fragmento derivado da por¢do C — terminal da proteina existe como um derivado N - o -
cetoacil. Através da hidrélise acida, os fragmentos peptidicos obtidos pelo caminho da
diamida liberam CO,, NH3 e um 4cido carboxilico livre, enquanto a hidrdlise de um
fragmento obtido pelo caminho da o amidagao libera NH3 e um 4cido a cetocarboxilico
livre. A clivagem de cadeias polipetidicas pode ocorrer também como resultado do
ataque de EROS a cadeias laterais contendo prolina, glutamina e aspartina (Berlett &

Stadtman, 1997).
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Figura 06: Clivagem da cadeia polipeptidica pelo (a) caminho da
diamida e (b) caminho da o amidagdo. Fonte: Berlett & Stadtman, 1997.

5.2.4. Geracao de derivados carbonil das proteinas

Os radicais hidroxila gerados pela redugdo de H,O, catalisada por metais Fe** ou
Cu' (rea¢do de Fenton), sdo responsaveis pela maioria dos danos oxidativos induzidos
por H,O, (Mandavilli et al., 2002). A oxidacao de residuos de aminoacidos a derivados
de carbonil ¢ a maior causa de toxicidade do H,O; a proteinas. A formagdo de carbonil ¢
devido a oxidagdo de aminoacidos especificos (arginina, prolina, lisina e histidina) e a
excisdo da cadeia polipeptidica (em residuos de prolina, glutamato ou aspartato)
(Stadtman, 1992). Em adicdo, grupos carbonil podem ser introduzidos nas proteinas
pelas reagdes com aldeidos (4-hidroxil-2-nonenal, malondialdeido) produzidos durante
a peroxidagdo lipidica ou com derivados carbonil reativos (cetoaminas, cetoaldeidos)
gerados como conseqiiéncia da reacdo de reducdo de agucares e de reagdes de oxidagao
de proteinas com o grupamento lisina (reagdes de glicagao e glicoxidagdo) (figura 07)

(Berlett & Stadtman, 1997).
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Figura 07: Formagao de carbonils através da glicagdo, glicoxidacao, e
pela reagcdo com produtos da peroxidacdo lipidica. A, reacdo de
agucares com proteinas contendo grupamento lisina (P-NH,). B, adi¢ao
de Michael de 4-hidroxil-2-nonenal a proteina contendo lisina (P-NH>),
histidina (P-His), ou cisteina (PSH) como residuo. C, reacdo de
grupamentos aminos de proteinas (PNH;) com produtos da
peroxidagao lipidica. Fonte: Berlett & Stadtman, 1997.

5.2.5. Acumulo de proteinas oxidadas

Os niveis intracelulares de oxidagdo de proteinas refletem o balango entre a taxa

de oxidacdo protéica e a taxa de proteinas oxidadas degradadas. Esse balanco ¢ uma
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funcdo complexa de numerosos fatores que levam a formagdo de EROS de um lado, e
de multiplos fatores que determinam as concentracdes e/ou atividades de proteases que
degradam proteinas com danos oxidativos do outro. A figura 08 ilustra muitos processos
fisiologicos e ambientais diferentes que levam a formacdo de EROS. Coletivamente,
esses processos podem promover a geracao de uma variedade de EROS incluindo um
numero de radicais livres (OH®, O2*, R*. ROO®, RO*, NO°, RS®, ROS®, RSOO® ¢
RSSR*"), vérios nio radicais derivados de oxigénio (H,O,, ROOH, '0,, 05, HOCI,
ONOO~, O=NOCO,, 0,NOCO,", N,O,, NO;"), e espécies altamente reativas de lipidios
ou de carboidratos derivados de compostos de carbonos. Alguns desses EROS sao
capazes de promover a modificacdo de proteinas. Entretanto a habilidade das EROS de
causar danos oxidativos depende da concentra¢do de antioxidantes enzimaticos € nao —
enzimaticos, que sdo capazes de inibir a formagdo de EROS ou facilitar a sua conversao
em derivados inativos (Stadman, 1992; Berlett & Stadman, 1997). Como descrito
anteriormente, o acaimulo de proteinas oxidadas reflete, ndo somente a taxa de proteinas
oxidadas, mas também a taxa de proteinas oxidadas degradadas, que também ¢
dependente de muitas varidveis, incluindo a concentracio de proteases, que
preferencialmente degradam proteinas e numerosos fatores (ions metalicos, inibidores,
ativadores e reguladores de proteinas) que afetam suas atividades proteoliticas (Berlett

& Stadman, 1997).
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Figura 08: O actimulo de proteinas oxidadas ¢ dependente do balango entre pré —
oxidantes, antioxidantes e atividades proteoliticas. Fonte: Berlett & Stadtman, 1997.

5.3. Dano ao DNA

O DNA ¢ um polimero de desoxirribonucleotideos unidos por ligagdes
fosfodiéster que formam uma fita dupla (Voet et al., 2002). Todos os organismos
sofrem um certo numero de danos a esse material genético como resultado de operacdes
celulares normais ou de interagdes aleatorias com o ambiente. As reagdes endogenas
que contribuem para o dano no DNA sdo, oxidagdo, metilagdo, depurinagdo e
deaminacdo (Wiseman & Halliwell, 1996). Os danos oxidativos aos acidos nucléicos
incluem mudancgas de base ou do grupamento acucar, quebra da fita simples ou dupla e
ligacdes cruzadas com outras moléculas (Croteau & Bohr, 1997).

As principais conseqiiéncias do dano oxidativo as bases sdo o aparecimento de
mutagdes, diretamente pela acdo de EROS / ERN, ou durante as tentativas das células

de reaplicar ou reparar o DNA danificado (Ferreira, 2003).
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Algumas das modificagdes de base estdo mostradas na figura 09. Porém uma
das mais abundantes modifica¢gdes induzidas no DNA pelas EROS ¢ a oxidacdo da
guanina produzindo 7,8 — dihidro — 8 — oxoguanina (8 — 0xoG) chamada também de 8 -
hidroxiguanina. Esta base alterada pode parear com adeninas (A) como também com
residuos de citosinas (C), levando a uma freqiiéncia altamente crescente de mutacdes G

: C — T : A (Audabert et al., 2002).
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Figura 09: Exemplos de modificagdes de bases em DNA de mamiferos causadas por
oxidagoes. Fonte Croteau & Bohr, 1997.

O dano oxidativo ao DNA contribui para a carcinogénese, envelhecimento e
degeneragdes neurologicas. Estudos mostram que os danos oxidativos ao DNA
acumulam em tecidos cancerigenos. Por exemplo, altos niveis de danos oxidativos de
bases sdo observados em cancer de pulmao quando comparado com tecidos normais.
Um outro estudo relata um aumento em 8-0x0G e 2,6-diamina-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina em DNA proveniente de tecido mamario com cancer, quando
comparado com tecidos normais. No mal de Alzheimer alguns estudos t€ém mostrado
um acumulo de dano oxidativo no cérebro e um recente estudo com células de
familiares de pessoas que possuem essa doenca demonstrou uma deficiéncia no
processamento do dano ao DNA quando esse era induzido por luz fluorescente (Croteau
& Bohr, 1997).

O DNA ¢ um alvo biologicamente muito importante para EROS, porém o radical
superoxido (0,"") formado pela oxidagdo monovalente do oxigénio, assim como H,0,,

praticamente ndo reagem com o DNA. Na verdade, o H,0O, exerce seus efeitos
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citotoxicos através de sua participacao na reagdo de Fenton. Assim, o dano ao DNA,
dependente de H,O,, parece ndo ser devido aos radicais hidroxila que difundem até o
sitio de ataque, mas sim a oxidantes de Fenton produzidos sobre ions Fe associados com
o DNA (Beckman & Ames, 1997).

O DNA possui em sua cadeia grupos fosfatados carregados negativamente e sao
efetivamente um grande anion capaz de se ligar a muitos cations presentes no nucleo,
tais como ferro e cobre. Isto ndo quer dizer que esses metais estdo constantemente
interagindo na formagdo de OH®. Uma possibilidade é que o estresse oxidativo causa a
liberagdo de ions ferro e/ou cobre intracelular que, entdo, ligam-se ao DNA, tornando-o
um alvo ao ataque de H,O; (Ferreira, 2003).

O DNA mitocondrial (mtDNA) esta ligado a membrana mitocondrial interna e ¢
particularmente propenso ao dano oxidativo devido essa proximidade (Kowaltowski &
Vercesi, 1999; Mandavilli et al., 2002).

Devido ao fato do mtDNA codificar proteinas essenciais envolvidas no processo
da fosforilagao oxidativa, danos a esse material genético leva a uma disfuncao da CTE,
estimulando conseqiientemente uma maior geracdo de EROS e danos oxidativos ao
mtDNA (Kowaltowski & Vercesi, 1999).

Como a produgdo de EROS aumenta ao longo da vida, esses dados sugerem que
o funcionamento mitocondrial pode diminuir com a idade (Wallace, 1999). Além disso,
o acumulo de mutagdes no mtDNA tem sido associado com algumas formas de cancer e
doencas neurodegenerativas (Audabert ef al., 2002).

Alguns estudos usando HPLC, detecgdo eletroquimica da de base modificada 8
— hidroxiguanina (8 — 0x0G), sugeriram que o mtDNA ¢ de fato mais susceptivel ao
dano do que o nDNA (Audabert et al., 2002; Mandavilli et al., 2002). Essa maior
susceptibilidade do DNA mitocondrial ao dano oxidativo pode ser devido a alguns
fatores, incluindo: (01) a auséncia de uma organizagdo complexa da cromatina (auséncia
de histonas), que pode servir como barreira contra o ataque de EROS; (02) alteracdes na
atividade das enzimas de reparo do DNA; (03) a presenca localizada de ions metalicos
que podem funcionar como catalisadores na formag¢ao de EROS; (04) a estimulacdo de
reagdes de EROS secundérias devido ao dano a CTE e / ou através da peroxidacdo

lipidica (Ferreira, 2002) e (05) a auséncia de introns (Audabert et al., 2002).

31



5.4. Sistema de reparo do DNA

Devido ao fato de enzimas antioxidantes, as quais constituem o primeiro nivel de
defesa contra o ataque de EROS a componentes celulares, nem sempre serem capazes
de evitar totalmente o dano por essas espécies reativas, o processo evolutivo também
garantiu a manutencdo e desenvolvimento de sistemas de reparo de componentes
celulares danificados, que constituem a segunda linha de defesa contra oxidantes
(Stryer, 1996).

Sistemas de reparo do DNA estdo envolvidos na remoc¢do de pelo menos
algumas lesdes no DNA, que podem resultar do ataque do radical hidroxila e de outras
espécies reativas de oxigénio. Quebras na fita simples sdo usualmente reparadas
rapidamente. De fato, elas sdo geradas como intermediarias no reparo de outras lesdes.
Oito — hidroxiguanina, por exemplo, ¢ vagarosamente removida do DNA. A parte da
fita de DNA danificada ¢ removida seguida pela sintese do DNA e juncao da fita por
uma enzima DNA ligase (Ferreira, 2002).

Existem multiplas vias para reparar as varias formas de dano ao DNA, dentre
outras: reparo por excisdo de base (BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER),
reparo acoplado a transcricdo (TCR) e reparo por pareamento incorreto (MMR)
(Ferreira, 2002).

O BER ¢ um mecanismo de reparo multi-enzimatico baseado na retirada de
algumas bases da fita danificada em um trecho que envolva o erro, com subseqiiente
preenchimento e ligacdo da fita corrigida. Este € o tipo de reparo no caso de haver um
unico nucleotideo com dano, utilizado para danos nas bases produzidos por radiacdo
ionizante e por agentes metilantes e oxidantes (Gonzalez et al., 2003).

O NER ¢ um mecanismo que envolve pelo menos 30 proteinas capazes de corrigir
lesdes causadas por UV, adutos quimicos e algumas formas de dano oxidativo,
funcionam de um modo semelhante a “cortar e colar” (Hanawalt, 1994; citado em
Ferreira, 2002). Entdo esse mecanismo também envolve a retirada de um fragmento de
DNA em torno da lesdo. Este processo atua mais comumente em danos que causam
distor¢des volumosas na hélice de DNA. A excisao elimina oligdmeros que tém de 25 a

32 nucleotideos de comprimento (Gonzalez et al., 2003).
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6. Mitocondria e seu papel no estresse oxidativo.

6.1. Morfologia da mitocondria.

A mitocondria (do grego, mitos, linha + chondros, granulo) ¢ o sitio do
metabolismo oxidativo dos eucariotos (figura 10). Ela varia de tamanho e de forma,
dependendo de sua origem e de seu estado metabdlico, mas sdo freqiientemente
elipsoidais com dimensdes de aproximadamente 0,5 x 1,0 um — o tamanho de uma
bactéria (Voet et al., 2002). Uma célula pode conter desde uma centena, até muitos
milhares de mitocondrias. As células fisiologicamente ativas, como as encontradas nos
musculos, no figado e nos rins, t€m um grande numero de mitocondrias, porque usam
ATP em grande quantidade. As mitocondrias ficam em geral situadas em locais na
célula onde a necessidade de energia ¢ maior, como entre proteinas contrateis nas

células musculares (Tortora & Grabowski, 2002).

Rilmsnmos

lombrana interna

Mdermbrana externa

Figura 10: A esquerda, desenho esquematico de uma mitocondria,
mostrando sua morfologia e alguns dos seus componentes. A direita,
microscopia  eletronica mostrando também a morfologia
mitocondrial. Fonte: Nelson & Cox, 2002.

Diferentemente de outras estruturas membranosas, como os liSossomos € 0s
complexos de Golgi, as mitocondrias se auto-replicam, um processo que ocorre durante

os periodos de demanda de maior energia celular, ou antes da divisdo celular. Cada
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mitocondria contém seu proprio DNA, RNA e ribossomos. Ela possui multiplas cépias
de uma molécula circular de DNA, contendo, cada uma, 37 genes. O mtDNA humano
tem 16,5 kb de comprimento e codifica 13 polipeptideos envolvidos na fosforilagao
oxidativa, 2 rRNAs e 22 tRNAs (figura 11). Os genes mitocondriais junto com os genes
nucleares controlam a producdo de proteinas que as mitocondrias. Visto que os
ribossomos também estdo presentes na matriz mitocondrial, parte da sintese de proteinas
ocorre nas mitocondrias (Mandavilli et al., 2002; Nelson & Cox, 2002; Tortora &
Grabowski, 2002).

MELAS; CPED;
MIDM 3243

MICM 3260, 3303

_—

— MELAS 3243 G LOYT 14458 ND5

ND1

LHON 11778 A

MARP 8993 G

MERRF 8344 G l ATPase6

5 /
I |
SNHL 7445,7471 i Cﬂll//‘

SNHL 8344, 8356, 8636 \ FESN 8851
ATPaseB

5 kb deletion

\ HARF; MILS 8893

Figura 11: Genoma mitocondrial humano. O genoma mitocondrial humano possui 22
genes de tRNA (branco), dois genes de rRNA (amarelo) e genes que codificam 13
polipeptideos para o complexo I (azul), o complexo II (rosa), complexo IV (vermelho) e
ATP sintase (verde). A posicdo de varios pontos de mutagcdo e a delegdo de 5kb estdo
indicados. Fonte: Mandavilli et al., 2002.
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A mitocOndria estd envolvida por uma membrana externa lisa € contém uma
extensiva invagina¢do na membrana interna. O niimero de invaginagdes, chamadas de
cristas, reflete a atividade respiratéria da célula. A membrana interna divide a
mitocondria em dois compartimentos: o espaco intermembrana e a matriz mitocondrial
(Voet et al., 2002).

A membrana mitocondrial externa ¢ liviemente permeével a pequenas moléculas
e fons. Da mesma forma que a membrana plasmatica, essa membrana mitocondrial
contém porinas, proteinas que permitem a difusdo de moléculas de até 10kD. Portanto, o
espaco intermembrana ¢ equivalente ao citosol no que se refere as suas concentragdes
em metabolitos e fons. A membrana interna, composta aproximadamente de 75% de
proteinas, ¢ consideravelmente mais rica em proteinas que a membrana externa. Ela ¢
livremente permeavel somente a O,, CO, e a H,O, e ¢ impermeavel a maioria das
moléculas pequenas e ions, incluindo o H' . Ela contém, além das proteinas da cadeia
respiratoria, varias proteinas de transporte que controlam a passagem de metabdlitos,
como o ATP, o ADP, o piruvato, o Ca’" e o fosfato. A impermeabilidade controlada da
membrana mitocondrial interna para a maioria dos ions e dos metabolitos permite a
formagdo de um gradiente de ions através dessa barreira e resulta na
compartimentalizagdo das fun¢des metabdlicas entre o citosol e a mitocondria (Nelson
& Cox, 2002; Voet et al., 2002).

A matriz mitocondrial, cercada pela membrana interna, contém o complexo da
piruvato desidrogenase, as enzimas do ciclo do 4cido citrico, as enzimas da -oxidacdo
dos acidos graxos, as enzimas da oxida¢ao dos aminodacidos, além de DNA, ribossomos,
muitas outras enzimas, ATP, ADP, Pi, Mg”", Ca’", K* e muitos intermediarios
metabolicos soltveis. Em resumo, ela contém todas as vias da oxidacdo dos

combustiveis, exceto a glicdlise, que ocorre no citosol (Nelson & Cox, 2002).

6.2. Cadeia Transportadora de elétrons (CTE)

A energia derivada da oxidacdo dos combustiveis metabdlicos ¢ convertida em
ATP, que ¢ a energia de rapida mobiliza¢do na célula. Em células eucaridticas, sob
condicdes aerobicas, o ATP ¢é gerado como resultado do transporte de elétrons ao longo
da membrana interna da mitocondria, acoplado com o transporte de prétons através da
membrana interna. A cadeia transportadora de elétrons ¢ constituida por quatro

complexos enzimaticos intimamente relacionados, que estdo inseridos na membrana
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mitocondrial interna (Campbell, 2003). Segundo Mandavilli et a/ (2002), a CTE tem
cinco complexos: a NADH desidrogenase (complexo I), succinato desidrogenase
(complexo II), complexo do citocromo bc; (complexo III), citocromo c oxidase

(complexo IV) e ATP sintase (complexo V) (figura 12).

Complex: I I m v v
2x2H+ 2H+ AH+
— o o
Intermembrane
space
Inner
mitochondrial bpa)eal
membrang

NADH dehydrogenase

Subunits: >41/7 4/0 10/1 10/3

Succmle Fumarate
Succinate dehydrogenase

Cytochrome be 1 complex

y )
;02 2H+ H20
Cytochrome ¢ oxidase

NADH H+* NAD+

Figura 12: Cadeia transportadora de elétrons. Representacdo esquematica do complexo
transportador de elétrons em mamiferos. Os elétrons passam do NADH ou succinato
para o complexo I e II respectivamente, e subseqiientemente para a ubiquinona. Os
elétrons depois fluem da ubiquinona através dos complexos Il e IV até o aceptor final
(oxigénio). A passagem de elétrons por esses complexos ¢ acoplada ao movimento de
protons para o espago intermembrana, resultando em um gradiente de protons. O
complexo ATP sintase utilizada a energia gerada por esse gradiente para gerar ATP.
Fonte: Mandavilli et al., 2001.

Os complexos I e II catalisam a transferéncia de elétrons para a ubiquinona a
partir de dois doadores diferentes: O NADH (complexo I) e o succinato (complexo II).
O complexo III transporta elétrons da ubiquinona até o citocromo ¢, € o complexo IV
completa a seqiiéncia transferindo elétrons do citrocomo ¢ para o O, (Nelson & Cox,
2002). A seqiiéncia desses carreadores de elétrons, de um modo geral, reflete seus
potenciais de reducgdo, e o processo global de transporte de elétrons ¢ exergonico. Assim
os elétrons sdo passados ao longo dessa cadeia do menor ao maior potencial de redugdo
padrdo (Voet et al., 2002).

O complexo I (NADH — coenzima Q oxidorredutase ou, NADH: ubiquinona
oxidorredutase), que transfere elétrons a partir do NADH para a coenzima Q (CoQ), ¢ o

maior complexo protéico da membrana mitocondrial interna. Tem a forma de L, com
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um brago do L na membrana e o outro se prolongando em dire¢ao a matriz. Essa grande
enzima ¢ composta por 42 cadeias polipeptidicas diferentes, incluindo uma molécula de
mononucleotideo de flavina (FMN, um grupo prostético com atividade redox que difere
do FAD somente pela auséncia do grupo AMP) e pelo menos seis centros de Fe-S que
participam no transporte de elétrons. O complexo [ catalisa simultanea e
obrigatoriamente dois processos acoplados: (1) a transferéncia exergonica de um ion
hidreto do NADH para a ubiquinona e um préton da matriz e (2) a transferéncia
endergdnica de quatro protons da matriz para o espaco intermenbranoso (Nelson & Cox,
2002; Voet et al., 2002).

A coenzima Q, também chamada de ubiquinona, ndo ¢ nem um nucleotideo nem
uma proteina, mas um transportador de elétrons lipofilico. Como as coenzimas de
nicotinamida e, numa certa extensdo, o citocromo ¢, a coenzima Q serve como um
componente transportador “mdvel”, que opera entre as varias desidrogenases ligadas a
flavina (NADH desidrogenase, succinato desidrogenase e acil graxo CoA
desidrogenase) e o citocromo b na cadeia de transporte de elétrons (Delvin, 1998).

O ubiquinol (QH,, forma completamente reduzida da ubiquinona) difunde-se na
membrana interna, do complexo I até o complexo III, onde é oxidado a Q em um
processo que envolve movimento de protons para o espaco intermembranas (Nelson &
Cox, 2002).

O complexo II recebe o nome de succinato desidrogenase ou succinato —
coenzima Q oxidorredutase, possui a unica enzima do ciclo de Krebs que ¢ ligada a
membrana mitocondrial interna (succinato desidrogenase). Assim como 0O primeiro
complexo da CTE esse complexo transfere elétrons para a CoQ. Embora menor e mais
simples que o complexo I, este complexo contém dois tipos de grupos prostéticos e,
pelo menos, quatro proteinas diferentes. Uma proteina possui um FAD ligado
covalentemente e um centro Fe-S com quatro atomos de Fe; uma segunda proteina
ferro-enxofre também estd presente. Os elétrons passam do succinato para o FAD e,
entdo, através dos centros Fe-S, para a ubiquinona (Campbell, 2003; Nelson & Cox,
2002; Voet et al., 2002).

O terceiro complexo, chamado de complexos dos citocromos bc;, ou
ubiquinona-citocromo ¢ oxidorredutase, catalisa a oxidagdo da coenzima Q reduzida
(CoQH,). Esse complexo acopla a transferéncia de elétrons do ubiquinol (QH;) para o
citocromo ¢ com o transporte vetorial de protons da matriz para o espago

intermembranoso (Campbell, 2003; Nelson & Cox, 2002). Esse complexo contém dois
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citocromos tipo b, um citocromo ¢; ¢ um centro [2Fe-2S] (conhecido como centro
Rieske). Sua fung¢do ¢ permitir que uma molécula de CoQH,, um transportador
dieletronico, reduza duas moléculas de citocromo c, um transportador monoeletronico.
Isso ocorre por meio de uma bifurcagdo inesperada do fluxo de elétrons da CoQH, para
o citocromo c; e para o citocromo b (no qual o segundo fluxo também ¢ ciclico). Esse ¢
o chamado ciclo Q, que permite que o complexo III bombeie prétons da matriz para o
espaco intermembrana. A esséncia do ciclo Q ¢ que a CoQH; sofre uma reoxidacdo em
dois ciclos nos quais a semiquinona, CoQ"", é um intermediario estavel (Voet et al.,
2002).

Os elétrons que fluem do citocromo c¢; sdo transferidos para o citocromo ¢, o
qual difere dos outros citocromos da CTE por ser uma proteina localizada na periferia
membrana, ou seja, ¢ uma proteina solivel do espaco intermembranoso. Apds o seu
unico heme aceitar um elétron do complexo III, o citocromo ¢ se move pela superficie
externa da membrana mitocondrial externa em dire¢do ao complexo IV para doar o
elétron para um centro de cobre binuclear nessa enzima (Nelson & Cox, 2002; Voet et
al., 2002).

O quarto complexo, a citocromo ¢ oxidase, ¢ uma proteina grande da membrana
mitocondrial interna e catalisa a etapa final do transporte de elétrons, ou seja, a
transferéncia de elétrons do citocromo ¢ ao oxigénio. Além disso, ocorre um
bombeamento de prétons como resultado da reagdo (Campbell, 2003). O complexo IV
contém quatro centros redox: citocromo a, citocromo a3, um atomo de cobre conhecido
como centro Cug e um par de atomos de cobre conhecido como centro Cu,. Além disso,
ha um fon Mg*" e um ion Zn*" (Voet et al., 2002). A transferéncia de elétrons por meio
do complexo IV ocorre do citocromo ¢ para o centro Cuu, do heme a para o heme a3
para o centro Cup e, finalmente para o O,. Para quatro elétrons que passam através
desse complexo, a enzima consome quatro H' da matriz, convertendo o O, em 2H,0.
Esta reducao de quatro elétrons do O, envolve centros redox que transportam apenas um
elétron de cada vez e ela deve ocorrer sem gerar intermediarios incompletamente
reduzidos, tais como o peroxido de hidrogénio ou os radicais hidroxilas livres, que sdo
espécies muito reativas que podem danificar os componentes celulares. Os
intermediarios permanecem firmemente ligados ao complexo até serem completamente

convertidos em agua (Nelson & Cox, 2002).
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6.3. Geracao de espécies reativas de oxigénio na mitocondria

A CTE consume mais de 90% do oxigénio obtido pela célula, dessa
porcentagem, por volta de 1-5% é convertido em superdxido (O,") até mesmo durante o
estado fisioldgico normal. Essa taxa basal de produgdo de O," pode ser alterada em
condi¢des patoldgicas, resultando em elevado estresse oxidativo (Mandavilli et al.,
2002).

As estimativas sugerem que o maior sitio de produ¢do de EROS sdo as
mitocondrias. Nas mitocondrias em estado fisioldgico normal, o oxigénio ¢ reduzido a
H,O pela citocromo c¢ oxidase. A liberagio de intermediarios de oxigénio
incompletamente reduzidos ndo ocorre durante esse processo devido a alta afinidade da
citocromo ¢ oxidase por essas moléculas. Assim a produgido de O, através da redugio
monoeletronica do O, ¢ praticamente inexistente a nivel da citocromo ¢ oxidase
(Kowaltowski & Vercesi, 1999).

A produgdo de radicais superdxido na mitocondria ocorre em dois pontos da
CTE: no complexo I (NADH — coenzima Q oxidorredutase) e ao nivel da coenzima Q.
Sob condi¢des metabdlicas normais, a coenzima Q € o principal sitio de produgdo de
EROS (Finkel & Holbrook, 2000).

Como ja mencionado, o complexo I ¢ uma grande enzima composta por 42
cadeias polipeptidicas diferentes, incluindo uma molécula de mononucleotideo de
flavina (FMN). O FMN e a CoQ podem, cada um, adotar trés estados de oxidagao
(figura 13). Eles sdo capazes de aceitar e de doar um ou dois elétrons porque suas
formas semiquinonas sdo estaveis. As semiquinonas sdo radicais livres estaveis
moléculas com um elétron ndao pareado (Voet et al., 2002). Sao esses radicais que

podem doar elétrons ao O,, formando o radical superoxido (0,%).
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Figura 13: Estados de oxidagdo do FMN e da coenzima Q. Tanto o FMN (a) como a
coenzima Q (b) possuem estados de semiquinonas como radicais livres. Fonte: Voet et
al.,2002.

Na CTE de mamiferos funcionando normalmente, os elétrons sdo transferidos da
NADH - coenzima Q oxidorredutase para a coenzima Q (UQ) oxidada, produzindo a
forma reduzida da coenzima Q (UQH;). A UQH, quando transfere elétrons para o
complexo citocromo bcl € convertida novamente em UQ, passando primeiramente pela
forma intermedidria semiquinona (UQ®). Esse processo ocorre inicialmente na face
citoplasmdtica da membrana mitocondrial interna, e depois € repetido na face da
membrana voltada para a matriz (Kowaltowski & Vercesi, 1999; Finkel & Holbrook,

2000).
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Determinacdes da formacao de EROS pelas mitocondrias usando diferentes
inibidores da CTE tem demonstrado que a antimicina A (bloqueia a transferéncia de
elétrons do citocromo b para o citocromo c¢) estimula a formagdo de O,", enquanto
mixotiazol (impede a transferéncia de elétrons do centro Fe-S para a ubiquinona)
inibindo a formacdo desse radical na ubiquinona (Kowaltowski & Vercesi, 1998;
Nelson & Cox, 2002). A antimicina A estimula a formagdo de O," mitocondrial a nivel
da NADH - coenzima Q oxidorredutase e da coenzima Q, enquanto mixotiazol estimula
somente a formagdo de O, ao nivel da NADH — coenzima Q oxidorredutase. Por isso é
l6gico supor que a geragdo de O," pela CTE pode ocorrer preferencialmente ao nivel
coenzima Q, através do acimulo de UQ* ¢ a doagdo de um elétron da UQ" para o O,.
Essa suposi¢do ¢ confirmada pelo fato que a geracdo de EROS pela mitocondria na
presenca de rotenona (que mantém o complexo I em constante estado reduzido) ¢
largamente estimulado pela adigdao de succinato, que reduz a coenzima Q. No entanto,
embora O," parecer ser gerado na maioria dos casos a nivel da coenzima Q, ¢
importante notar que a NADH — coenzima Q oxidorredutase ¢ também um importante

sitio de geragdo de O," (Kowaltowski & Vercesi, 1999).

6.4. Transicao da permeabilidade mitocondrial e estresse oxidativo

A transi¢do da permeabilidade mitocondrial (MPT) ¢ uma permeabilizagdo nao
seletiva da membrana mitocondrial interna, tipicamente promovida pelo acumulo
excessivo de ions Ca?" e estimulada por uma variedade de componentes e condigdes,
dentre elas as espécies reativas de oxigénio. A permeabiliza¢do da membrana interna
causada por MPT resulta na perda de componentes da matriz, prejuizo para o
funcionamento mitocondrial, substancial incha¢o da organela (figura 14), ruptura da
membrana mitocondrial externa e liberacdo de citocromo c. A MPT ¢ um processo
parcialmente reversivel, mediado por oxidag¢des de proteinas de membranas e inibido
por ciclosporina A. Sabe-se que nenhum novo poro na membrana interna € construido
para mostrar as caracteristicas de MPT. Entdo, a MPT ¢ quase certamente causada por
um grupo de componentes que ja existem na membrana mitocondrial interna, porém,

esses estdo modificados (Kowaltowski & Vercesi, 1999; Kowaltowski et al., 2001).
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Figura 14: Células em meio de cultura (A) exibindo morfologia mitocondrial normal (B)
e com mitocondrias inchadas, apds a transi¢do de permeabilidade mitocondrial (C).
Fonte: Kowaltowski, 2003.

A MPT esté relacionada com o estado redox da mitocondria e pode ser causada
por espécies reativas de oxigénio (ROS) (figura 15). A CTE, inserida na membrana
mitocondrial interna, constantemente gera pequenas quantidades de radicais superoxido
(0,") que sdo liberados na matriz mitocondrial. Esses radicais sdo normalmente
removidos pela Mn-superoxido dismutase (MnSOD), que promove a geragdao de H,O,.
A H,0, ¢ depois reduzida a agua pela catalase ou pelas enzimas glutationa peroxidase
(GPx) e tioredoxina peroxidase (TPx), sendo que essas duas ultimas enzimas agem de
forma conjunta. Para que ocorra a reagao de redu¢ao do H,O, em H,O ¢ necessario que
a GPx oxide duas moléculas de glutationa (GSH) e que a (TPx) oxide duas moléculas de
tioredoxina (TSH), formando respectivamente as formas oxidadas GSSG e TSST. Essas
duas formas oxidadas sdo reconvertidas em GSH e TSH pelas enzimas glutationa e
tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH como doador de elétrons
originando a forma oxidada NADP'. NADP" ¢ reduzido por NADH com a utiliza¢do da
proteina de membrana NADP transidrogenase (TH). Quando a gerag¢do de O," aumenta
na presenca de Ca?" e Pi, e/ou os mecanismos de remocao de H,O, estdo de alguma
forma inativados, ocorre um acumulo de H,O, que na presenca de Fe*" gera o radical
hidroxila (OH") que é altamente reativo. Entdo esse radical oxida os grupamentos tidis
(-SH) do complexo de poros que irdo gerar a MPT, levando assim a montagem e a
abertura desses. Alternativamente, OH® pode promover a permeabilizagdo da membrana
através da peroxidagdo lipidica, um processo fortemente estimulado pela presenca de Pi

(Kowaltowski et al., 2001).
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Figura 15: Mecanismos de produ¢do/ destoxificagio de ROS na matriz mitocondrial e
suas relagdes com a geracdo de MPT. Fonte: Kowaltowski ef al., 2001.

MPT ocorrendo dentro das células pode ser uma maneira de eliminagdo de
mitocondrias individuais (“mitoptose”) quando ocorre uma produgdo excessiva de ROS.
Assim, a MPT pode ser a tltima linha de defesa celular contra a geragao de ROS pelas

mitocondrias (Kowaltowski ef al., 2001).
6.5. Papel da Mitocondria na apoptose durante o envelhecimento

O envelhecimento é caracterizado por um aumento na producdo de EROS nos
tecidos somaticos, € um aumento nessa producao de EROS pode promover a indugdo da

apoptose (figura 16). Varias evidéncias sugerem que o envelhecimento ¢ acompanhado

por alteracdes no processo apoptotico. Foi demonstrado que a super produgdo de
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oxidantes pode induzir estresse oxidativo e morte celular. A mitocondria ¢ o principal
sitio intracelular de producdo de EROS. Assim, os altos niveis de oxidantes produzidos
pelas mitocondrias podem induzir apoptose pela mudanca no potencial redox celular,
exaustdo na redugdo da glutationa, redu¢do nos niveis de ATP e diminuicdo nos
equivalentes de reducgdo, tais como o NADH e NADPH. Essas mudancas podem
facilitar a peroxidagdo lipidica e a abertura de poros de transicdo de permeabilidade,
levando a subseqiiente liberag¢do de citocromo c e de proteinas apoptogénicas no citosol.
Assim, declinio na funcdo respiratoria, producdo mitocondrial de EROS, estresse
oxidativo e suscetibilidade 4 apoptose sdo os eventos centrais do processo do

envelhecimento (Wei & Lee, 2002).
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Figura 16: Papel da mitocondria no envelhecimento e em doengas degenerativas

associadas ao envelhecimento. Fonte: Wei & Lee, 2002.

A CTE na membrana mitocondrial interna, contém subunidades protéicas
codificadas pelo mtDNA e pelo DNA nuclear, e esta ativamente envolvida na sintese de
ATP através da respiracdo que consume por volta de 90% do oxigénio que penetra nas
células. Uma fracdo do oxigénio ¢ incompletamente reduzida pela transferéncia de um
elétron para geragdo de EROS e radicais livres organicos, que usualmente sdo

degradados ou perdem sua atividade reativa pela acao dos antioxidantes. Se os radicais
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livres ndo forem destoxificados, eles podem causar danos oxidativos em proteinas,
lipidios e oxida¢des/mutacdes nas moléculas de mtDNA. O mtDNA com modifica¢des
oxidativas e/ou mutagdes sdo transcritos e traduzidos para produzir subunidades
protéicas defeituosas que sao unidas formando uma CTE defeituosa. A CTE defeituosa
ndo somente trabalha menos eficientemente na sintese de ATP, mas isso também gera
mais EROS, que ird aumentar ainda mais o dano a biomoléculas na mitocondria. Esse
ciclo vicioso ¢ propagado, e causa estresse oxidativo e mutacdo no mtDNA, o que leva a
um progressivo declinio na funcdo bioenergética de tecidos em processo de
envelhecimento. Por outro lado, enzimas antioxidantes, antioxidantes ndo enzimaticos e
sistemas de reparo de DNA podem diminuir o estresse oxidativo e tornar menos
eficiente o processo de envelhecimento. Em adigdo, altos niveis de oxidantes podem
induzir apoptose pela mudanga no potencial redox da célula, exaustdo na reducdo de
glutationa, reducao nos niveis de ATP e diminui¢ao nos equivalentes de redugdo como o
NADH e NADPH. Essas mudancas podem facilitar a peroxidagdo lipidica e a abertura
do poro de transi¢do de permeabilidade, levando a uma subseqiiente liberacdo de
citocromo c e fator indutor de apoptose (AIF). Assim o acumulo de danos oxidativos,
mutagdes nas moléculas de mtDNA e mitocondrias defeituosas, junto com o processo
de apoptose, agem para causar o declinio geral das fungdes bioquimicas e fisiologicas

nos tecidos em processo de envelhecimento (Wei & Lee, 2002).

6.6. A importancia do Ca®*, Pi e Fe

Alguns estudos sugerem que o Ca*" e o Pi podem, sozinhos, levar a condicao de
estresse oxidativo na mitocondria. De fato, mitocOndrias tratadas com Ca’" ¢ Pi tem um
grande aumento na geracdo de EROS. Apesar disso, ndo existe nenhum entendimento
de como o Pi, apesar de diminuir as concentragdes de Ca’" livre na matriz, aumenta a
geracdo de EROS e estimula a MPT. Isso ¢ possivel se o Pi catalisar reagdes a favor da
formagao de EROS, o que realmente acontece, pois Pi tem a habilidade de catalizar a
tautomerizacdo de aldeidos produzindo enois que, quando oxidados por proteinas
produz aldeidos em estagio triplete que sdo EROS por si mesmos (Kowaltowski et al.,
2001).

Estudos de indu¢do do estresse oxidativo por Ca”" em mitocondrias cerebrais

tratadas com rotenona (inibidor do complexo I) mostra que concentragdes micromolares
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de Ca*" (>10uM) estimulam fortemente a liberagcdo de EROS em cérebros tratados com
rotenona. A estimulacdo da liberagdo de EROS pelo Ca”" esta diretamente ligada com o

grau de inibi¢do do complexo I da CTE pela rotenona. Por outro lado, Ca®" ndo aumenta
a liberagdo de EROS mitocondriais na presenca do inibidor do complexo I da CTE 1-
metil — 4 — fenilpirimidina. A ciclosporina A ndo tem nenhum efeito na liberacao de
EROS estimulada pelo Ca* na presenca de rotenona, indicando que a MPT ndo envolve
esse processo (Sousa et al., 2003).

Uma hipdtese que explica como o Ca’" aumenta a formacdo de EROS

mitocondrial ¢ que o Ca’" altera a organizacdo dos lipideos da membrana mitocondrial
interna quando esse interage com a cabeca aniOnica da cardiolipina, abundante
componente nessa membrana (Kowaltowski et al., 2001). Além da interagdo com a
cardiolipina os fons Ca®" estimulam a producio de radicais superdxido e de peroxido de
hidrogénio, pela CTE; estimulam a reacdo de Fenton através da mobilizagdao de Fe para
matriz mitocondrial; e a formagdo de proteinas de membranas que regulam a abertura
do poro da MPT (Maciel et al., 2001). Essas alteracdes afetam a organizacdo da
membrana mitocondrial interna e conseqiientemente da CTE (Kowaltowski et al.,
2001).

O radical hidroxila é gerado através da interagdo entre o O," e o H,O,. Essa
reagao foi proposta por Fritz Haber junto com Joseph Weiss, em um trabalho publicado
em 1934. Essa reagao de Haber-Weiss ¢ termodinamicamente desfavoravel e necessita
de um catalizador para poder ocorrer. A reacdo de Haber-Weiss (reacdo 01) catalizada
pelo ferro, que faz uso da quimica de Fenton (reagdo 02), ¢ considerada como o

principal mecanismo de geragdo do radical hidroxila (Llesuy, 2002).

Fe3+ + 02.7 e d F€2+ + 0,

Fe*' + H,0, > Fe’ '+ HO"+OH ™~ (01)

0, + H,0, - HO® + O, + OH (02)

Além disso, o ferro e o cobre catalizam a clivagem de ROOH, levando a geracdo

de OH". Em humanos, o contetido de ferro aumenta com a idade (em homens ao longo
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de toda a vida e em mulheres apos a menopausa) e isso tem sugerido que esse acumulo

pode aumentar o risco de dano oxidativo com a idade (Beckman & Ames, 1998).

7. Sintese: Interacio da geracio de oxidantes, danos oxidativos e

reparo

Existe uma relagdo entre os trés componentes do estresse oxidativo (geragao de
oxidantes, prote¢do pelos antioxidantes e reparo do dano oxidativo), essa relagdao ¢

mostrada na figura 17 (Beckman & Ames, 1998).

—_—_—— e - —I The intersection of

‘ Defense Damage oxidants, antioxidants,

I and repair. Positive

| and negative feedback

| determine the outcome

I Generation of Oxidants for Aging (A).

| Mitochondrial electron transport

| Peroxisomal f-oxidation

Cytochrome P450
| Deferse] &8 Phagocytes Defense_
'_ § $ NO-, elc. !

e

(<

Figura 17: O estresse oxidativo é uma fung¢do da geragdo de oxidantes, defesas
antioxidantes e reparo do dano oxidativo. As setas em negrito denotam o estresse
oxidativo e as setas pontilhadas denotam as rotas de preven¢do e reparo. Devido aos

modos pelos quais esses processos podem interagir, multiplos “feedbacks” negativos e
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positivos sao possiveis. O envelhecimento (A) esta situado na intersecdo desses

processos. Fonte: Beckman & Ames, 1998.

8. Restricao caldrica.

Embora na década de 60 tenha sido observado que ratos de laboratério com uma
diminui¢dao da admissao calorica, porém, sem uma ma nutri¢do, extendiam seus niveis
maximos de vida, esse fenomeno permaneceu inexplorado até meados da década de 70
(Sohal & Weindruch, 1996).

A admissdo limitada de comida, ou restri¢do calorica, tem sido foco de estudo
por extender o tempo de vida em varias espécies (Finkel & Holbrook, 2000). Segundo
Sohal & Weindruch (1996), o entendimento dos efeitos da restricdo calorica ¢
importante devido a eficacia desse regime na prolongacdo do tempo de vida maximo em
mamiferos e também por causa de suas possiveis aplicagdes na saude humana.

Masoro (1998), publicou uma revisdo sobre os efeitos da restricdo caldrica no
envelhecimento e nas respostas contra agentes estressantes. Ele concluiu que a atividade
antienvelhecimento da restricdo caldrica ndo ¢ causada pela reducdo de gordura corporal
nem pela mudanga na taxa metabolica. Parece que a restrigdo caldrica diminui o
metabolismo de carboidratos e por isso tem sua atividade antienvelhecimento
(Fukagawa, 1999).

Embora vérias teorias tenham avancado ao longo dos anos para explicar os
efeitos antienvellecimento da admissao limitada de comida, a principal hipdtese propoe
que ocorre uma diminui¢do do estresse oxidativo (figura 18). Um suporte para essa
teoria ¢ que a taxa de geragdo de oxidantes ¢ significativamente menor em ratos
submetidos a restricdo caldrica do que em animais submetidos a uma dieta normal. Isso
acontece porque a restri¢do calorica reduz o acimulo de danos oxidativos associados ao
envelhecimento, previne a mudanga da expressdo e transcricdo de genes que
normalmente ocorrem durante o envelhecimento, incluindo elevagdes na expressdo de
proteinas heat-shock e a atenua a expressao induzida por estresse de Hsp70 (Finkel &
Holbrook, 2000). A restricdo caldrica também reduz a gordura corporal, atrasa
mudangas neuroendocrinas e imunoldgicas, aumenta a capacidade de reparo do DNA,
reduz a temperatura corporea e diminui a taxa metabolica (Sohal & Weindruch, 1996).

Finalmente, a restricdo calorica aumenta a habilidade de alguns roedores de resistir a
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uma gama de estresses fisiologicos, aumenta a termotolerancia e em ratos reduz danos

celulares induzidos por calor (Finkel & Holbrook, 2000).
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Figura 18: Efeito da restricdo caldrica na producdo de radicais livres na mitocondria.

Fonte: Lane et al., 2002.
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A tabela 02 resume alguns estudos com animais onde se observa a eficicia da

restricdo caldrica na redugdo de indices de injuria oxidativa.

Tabela 02: Estudos dos efeitos da restricdo calérica na injuria oxidativa. Fonte:

Fukagawa, 1999.

Espécies

Resultados

Camundongo!

Macaco Rhesus?

Rato?

Camundongo*

60% de restri¢do preveniu o aumento dos niveis de o0-o’-ditirosina
em musculos cardiacos e esqueléticos, mas ndo previne o-tirosina
30% de restri¢ao melhorou o aumento, associado ao envelhecimento,
de certas citocinas, provavelmente induzidas pelo estresse oxidativo.
40% de restri¢do preveniu o aumento, associado ao envelhecimento,
de dele¢des no mtDNA no figado, mas ndo no cérebro.

40% de restri¢ao atenuou o declinio, associado ao envelhecimento na

massa muscular esquelética e reduziu o dano oxidativo a lipideos e

proteinas em mitocondrias do tecido muscular esquelético.

1. Leeuwenburg ef al., 1997; citado em Fukagawa, 1999.
2. Kim et al., 1997, citado em Fukagawa, 1999.

3. Kang et al., 1998; citado em Fukagawa, 1999.

4. Lass et al., 1998; citado em Fukagawa, 1999.

9. Restricao calodrica e seus efeitos no estado reduzido da célula

Como ja citado anteriormente, a quantidade de macromoléculas modificadas
oxidativamente aumenta com a idade em tecidos de uma variedade de espécies
diferentes e esse dano ird depender do balango entre oxidantes e antioxidantes.

O estado redox das células reflete esse balango entre oxidantes ¢ antioxidantes e
esse estado ¢ determinado pela quantificacdo da taxa de interconversdo de varios
complexos redox (quantidades da formas reduzidas e das formas oxidadas). Por
exemplo: (i) glutationa na forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), (ii)) NADH e
NAD' e (iii) NADPH ¢ NADP". Entretanto, o complexo redox da glutationa é mais
abundante do que qualquer outro complexo, além disso, ele esta metabolicamente ligado
a outros complexos redox por doagdo direta ou indireta de equivalentes redutores para

as formas oxidadas. Entdo o complexo redox da glutationa é considerado um indicador
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representativo do estado redox nos tecidos. A forma oxidada dessa molécula pode
interagir com grupamentos cisteina de proteinas e forma ligagdes dissulfidicas entre a
proteina e a glutationa formando proteina-SSG, essa reacdo ¢ conhecida como S-
tiolagdo ou glutatiolagdo (Rebrin et al., 2003).

Rebrin et al. (2003), realizaram um estudo sobre os efeitos do envelhecimento e
da restri¢do caldrica no estado redox da glutationa em ratos. O objetivo desse estudo foi
caracterizar o estado redox da glutationa em uma variedade de tecidos diferentes de
ratos, comparar o estado redox da glutationa e o contetido de proteina-SSG em tecidos
homogeneizados e nas suas respectivas mitocondrias, em animais com diferentes idades,
alimentados normalmente ou sobre restricdo calorica. Através desse estudo cles
utilizaram o estado redox da glutationa e o contetido de proteina-SSG para determinar
se o desbalanco entre oxidantes e antioxidantes aumenta durante o processo de
envelhecimento.

Foram feitas comparagdes entre as mudancas no estado redox da glutationa
relacionadas com a idade e no contetido de proteinas-SSG em tecidos homogeneizados e
nas mitocondrias de seis 6rgaos diferentes de ratos C57BL/6Nnia. Os 6rgdos utilizados
foram o figado, rins, cérebro, coragdo, olhos e testiculos de ratos bem alimentados com
04, 10, 22 e 26 meses de idade. E, figado, rins, cérebro, coragao, olhos e testiculos de
ratos alimentados com uma dieta contendo 40% menos de calorias do que o grupo bem
alimentado com 04 meses de idade.

Os principais resultados desse estudo foram: (i) a GSH, GSSG, contetido de
proteinas-SSG e a relacao entre GSH:GSSG varia em diferentes tecidos e também exibe
uma disparidade entre as mitocondrias e seus respectivos tecidos homogeneizados; (ii) a
relagdo entre a GSH:GSSG nas mitocondrias e nos tecidos homogeneizados diminui
durante o envelhecimento, primeiramente devido a um relativo aumento na
concentracdo de GSSG; (iii) o potencial redox mitocondrial torna-se menos negativo
durante o envelhecimento, refletindo as taxas de oxidacdes; (iv) o contetido de
proteinas-SSG aumenta com a idade em alguns tecidos homogeneizados e nas
mitocondrias de todos os tecidos examinados e (v) a restrigdo caldrica diminui a
magnitude das alteragdes relacionadas com o envelhecimento relativas ao estado redox
da glutationa e ao conteudo de proteinas-SSG, nos tecidos homogeneizados e nas
mitocondrias. Assim foi observado que mudangas nas quantidades de GSH, GSSG,

proteina-SSG e na relacdo entre GSH:GSSG, associadas ao envelhecimento,
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demonstram que esse fendmeno estd associado com uma significante taxa de oxidagao

de todos os 6rgaos dos ratos examinados nesse estudo.
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Conclusao

Embora o papel classico da mitocondria na geracdo de ATP pelo metabolismo
aerobico tenha sido estabelecido por mais de meio século, a outra face da participagao
mitocondrial no envelhecimento em doencas humanas ndo era conhecida por volta de 15
anos atrds. Recentemente observou-se que a mitocondria ndo ¢ somente o sitio
metabolico de producdo de energia em organismos aerébicos, mas também ¢ o principal
sitio intracelular de produ¢dao EROS os quais sdo gerados pela cadeia respiratoria.
Como a maior producao intracelular de EROS ocorre nas mitocondrias, essa organela e
seus constituintes, incluindo o mtDNA, sdo particularmente vulnerdveis ao dano
oxidativo.

Sob condigdes fisiologicas normais, as EROS geradas pela cadeia respiratéria
podem ser eliminadas pelas defesas antioxidantes enzimaticas, € ndo enzimaticas
prevenindo assim os danos oxidativos nas células. Entretanto, como resultado do
envelhecimento, ocorre um aumento na produ¢ao de EROS pela cadeia respiratdria e
uma diminui¢do nas concentragdes de antioxidantes, conseqiientemente ocorre dano
oxidativo e apoptose.

Como se sabe que no envelhecimento hd um declinio da capacidade
antioxidativa, algumas medidas podem ser preventivas e minimizar o seu efeito. Por
exemplo: (i) suplementagdao dietética dos antioxidantes, (ii) reducdo da ingestdo de
gorduras insaturadas, (ii1) exercicios fisicos moderados e ritmicamente adaptados (sem
estresse, esforco aerdbico intenso ou destreinado), (iv) ndo exposicao a poluentes, (V)
ndo exposicdo a radiacdes e (vi) evitar o uso direto e indireto do cigarro, pelos efeitos
carcinogénicos do tabaco e a elevagdo da temperatura.

Ainda que as relagdes entre as modificacdes oxidativas, mutagdo no mtDNA,
disfungdo mitocondrial e envelhecimento tenham emergido, o mecanismos detalhados
pelos quais esses eventos bioquimicos e moleculares causam o envelhecimento humano
permanecem ndo totalmente elucidados. Assim o entendimento das mudancas
relacionadas com o envelhecimento na estrutura e funcionamento da mitocondria
durante esse processo ¢ um ponto critico para a elucidagdo das bases moleculares do
envelhecimento e para uma melhor administragdo desse fendmeno e das doencas

relacionadas a ele.
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