OXIDACAO E ANTIOXIDANTES'

Introducao

O elemento oxigénio se encontra em 53,8% da crosta terrestre e este composto
constitui cerca de 21% da composi¢cdo do ar. Este composto também ¢é considerado
indispensavel para a produgdo eficiente de energia tanto nos animais como nas plantas.
Existe porém um parodoxo, pois o oxigénio, assim como ¢ indispensavel para a vida,
pode resultar em danos reversiveis ou até irreversiveis quando seres vivos sao expostos
a ele em concentragdes superiores as encontradas na atmosfera, podendo inclusive levar
a morte celular. Por isto, com a evolu¢do dos seres vivos no planeta, surgiram
mecanismos para combater estes efeitos deletérios. Sdo os mecanismos antioxidantes,
compostos de mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos.

Estes efeitos deletérios sobre os seres vivos podem variar consideravelmente
conforme o tipo de organismo, seu estado fisiologico, suas defesas antioxidantes e sua
dieta, assim como diferentes tecidos de um mesmo ser vivo reagem e sdo afetados

diferentemente por estes efeitos.

Oxidacao

Os efeitos toxicos relacionados ao oxigénio ja sdo conhecidos desde o final de
século XIX, mesmo assim, a identificacdo dos radicais livres causadores desta
toxicidade somente foi possivel ha cerca de 50 anos, quando Denham Harman langou
sua teoria sobre o envolvimento destes radicais livres em processos de mutagénese,
cancer e envelhecimento.

Estas pesquisas foram aprimoradas com a descoberta da enzima superdxido
dismutase (SOD), em 1969. A partir de entdo, diversas foram as pesquisas visando
elucidar os efeitos dos radicais livres nas células bioldgicas.

E dificil fazer uma medi¢do direta da oxidagdo nos componentes celulares devido
a sua alta reatividade, porém ¢ possivel uma determinacao indireta pelos efeitos por eles
causados, através da oxidacao dos lipidios, dos grupamentos sulfidril das proteinas, das
bases puricas e pirimidicas, o que leva a uma alteracio no DNA e no balanco

tiol/dissulfeto.

" Seminario apresentado na disciplina Bioquimica do Tecido Animal, no Programa de Pés-Graduagio em
Ciéncias Veterinarias da UFRGS, pelo aluno SANDRO VOLNEI RENZ, no primeiro semestre de 2003.
Professor responsavel: Félix H. D. Gonzalez.



Conceito de oxidacao

As espécies reativas do oxigénio estdo envolvidas numa série de processos
degenerativos, devido a propriedade de serem ou gerarem radicais livres.

Radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de existéncia
independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, sendo assim,
altamente reativos e capazes de atacar qualquer biomolécula, e de meia vida curta.

A formacgdo deste compostos ¢ determinada pela perda ou ganho de um elétron,
ficando com um elétron desemparelhado. A formagdo destas espécies reativas de
oxigénio (ROS) ocorre durante os processos oxidativos biologicos, sendo assim
formados fisiologicamente nos sistemas bioldgicos a partir de compostos enddgenos. Da
mesma forma, podem ser oriundos do metabolismo de alguns compostos exogenos ao
organismo, gerando assim diferentes radicais livres. Dentre estes processos podemos
destacar a fosforilagdo oxidativa, reagdo responsavel pela geragdo de energia ao

organismo através do ATP na mitocondria.

Formacao dos ROS
Pela sua configuragdo eletronica, o oxigénio tende a receber um elétron de cada
vez, formando compostos intermedidrios altamente reativos, destacando-se o anion

radical superoxido (O;"), o perdxido de hidrogénio (H?0) ¢ o radical hidroxila (OH).

02 e- OZ'- e-+ 2 H+ HZOZ e- + H+! OH' e- + H+ HZO
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Conforme visto do esquema acima, o anion radical superoxido ¢ o primeiro
intermediario da redu¢do monovalente do oxigénio até agua, sendo formado a partir
dele os demais ROS. Algumas outras reagdes de formacdo de ROS nas mitocondrias
podem ser acompanhadas nas equacdes a seguir:

Oxidagao da semiquinona a partir da ubiquinona:

O, +UgH —» Oy +Ug+ H"
Oxidagdo da semiquinona a partir da flavina da NADH dexidrogenase:

O+ FpH —» O +Fp+H"



Reacdes de formagao de ROS no reticulo endoplasmatico apartir da citocromo Pysg
e a partir da flavoproteina NADPH-citocromo P4so redutase:
0, + Fe** —>» 0y + Fe’*
Reagdes de formagao de ROS no citosol pela enzima xantina oxidase:
O, + xantina —» Oy  + acido urico
Reacdes de geracdo dos perdxidos de hidrogénio nas mitocondrias, no reticulo
endoplasmatico, nos peroxissomas e no citosol, sendo que nas mitocondrias esta reagdo
¢ catalisada pela superéxido dismutase (SOD):
20 +2H" —» H;0; + 0,
No reticulo endoplasmatico o H,O, é gerado quimicamente pela autooxidagdo do
citocromo P59 (FMNHj3) da citocromo ¢ NADPH redutase:
FMNH; + O3 —» H;0; + FMN

O ROS podem ainda ser formados pelas reagdes enzimaticas da ciclooxigenase,
lipooxigenase, aldeido oxidase, além da autooxidacdo das catecolaminas, flavinas e
ferridoxinas e pelas reacdes catalizadas por metais de transicdo como o ferro e o cobre,
entre outras.

A partir destas O, e HO, podem surgir outras ROS, como o radical HO'.

O radical hidroxila ¢ uma dos mais potentes oxidantes, tendo a capacidade de
atravessar membranas e reagir com moléculas tais como lipidios insaturados e DNA.
Ele pode ser formado de outras formas, conforme pode ser visto abaixo:

H.0, + Fe*?/Cu* —  Fe™/Cu*® + OH + OH"
H.0, + 027 fex2/tuty,  OH' + OH

A peroxidacdo lipidica ¢ definida como a deterioracdo oxidativa dos lipidios
poliinsaturados. Acidos graxos poliinsaturados sio aqueles que contém ligagdes duplas
entre carbonos. Tanto as membranas celulares como as organelas (mitocondrias,
peroxissomas) contém grandes quantidades de 4acidos graxos poliinsaturados que
poderiam ser peroxidos. Estas reacdes ocorrem em 3 etapas: a inicia¢do, a propagacao e
a terminagdo (quando os radicais gerados reagem entre si). Algumas reacdes estdo
demonstradas abaixo:

-CHy + HO© ——  -CH" + H;0
R +0, —» ROO
ROO + -CH —» ROOH + -C~



R+R —3» R-R

R+ ROOO —» ROOR

ROO + ROO' —»[ROOOOR] — RO + ROH + 0,
—» ROH + O, + RO"

Patogenia da acao dos ROS

Ha muitas envidéncias de influencias dos ROS em doencgas degenerativas, como
ocorre na catarata, enfisema, artrite, doenga de Parkinson, diabetes, mutagdo, cancer e
envelhecimento (Figura 1). A forma como ocorrem estas doencas podem ser assim
classificadas: 1) Estresse oxidativo mitocondrial, quando ocorre um desequilibrio do
estado redox sistémico (balanco tiol/dissulfeto) e uma depuragao prejudicada de glicose,
sugerindo que a mitocondria do musculo esquelético seja o principal sitio de geragdo de
ROS; 2) Condi¢do oxidativa inflamatoria, quando ha uma estimulagdo excessiva da
atividade da NADPH oxidase por citoquinas e outros agentes.

A vida na aerobiose ¢ caracterizada por uma constante producao destes radicais
livres, a qual ¢ contrabalanceada com uma produgdo equivalente de mecanismos
antioxidantes visando neutralizar seus efeitos deletérios. Quando esta neutralizacdo nao
¢ possivel devido a uma sobrecarga do mecanismo antioxidantes, dizemos que hd uma
situagdo de estresse oxidativo, levando a geracdo de diversos danos aos sistemas
bioldgicos. Frente a um estresse oxidativo, ocorrem os seguintes processos: 1)
adaptagdo, por aumentos da resposta antioxidante; 2) dano tecidual por agressdo a
lipidios, carboidratos e proteinas; 3) morte celular por necrose ou apoptose. As
principais afec¢des envolvidas com a oxidacdo de componentes celulares sao

apresentadas na figura a seguir (Figura 1).
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Figura 1. Doencas associadas as ROS

Um dos danos causados as lipoproteinas de baixa densidade estdao ilustrados na
Figura 2.

A nivel molecular, os ROS agem da seguinte forma: oxida¢do de componentes tiol
vitais em dissulfetos, perda de GSH tecidual, desrregulagdo da geragdo de energia
(ATP, NADH, NADPH), inibi¢ao do transporte do calcio ¢ homeostase eletrolitica,
oxidacdo dos citocromos, clivagem de DNA em linha e promocao e inicio de processos

mutantes e carcinogénicos.

Efeitos benéficos dos radicais livres

Porém, ha relatos também de efeitos benéficos causados pelos radicais livres,
como ocorre com o anion superoxido e o perdxido de hidrogénio, que podem estimular
a producdo de segundos mensageiros como o0 GMPc, e o 6xido nitrico (NO), que age no
relaxamento da musculatura lisa vascular e na inibi¢do da adesdo plaquetaria. Por isto,
nos ultimos anos estao sendo realizadas pesquisas no sentido de elucidar as adaptagdes
dos organismo aos agentes oxidantes € os mecanismos desenvolvidos para obter
vantagens dos mesmos e de seus derivados, como a regulagdo do ténus vascular,
percepcdo da tensdo de oxigénio e regulacdo das fungdes que sdo controladas pela

tensdo de oxigénio (producao de eritropoietina), aumento da transducdo de sinal a partir



de varios receptores de membrana, incluindo o receptor de antigeno dos linfocitos e

respostas do estresse oxidativo que garantem a manutencao da homeostrase redox.
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Figura 2. Modelo hipotético de aterogénese a lipoproteinas de baixa densidade.

Antioxidantes

Para evitar os danos causados pelos ROS, o organismo desenvolveu varios
mecanismo de defesa, isto €, potenciais de neutralizagdo 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 formag¢ao de radicais,

necessitando estar presentes em quantidade suficientes para neutralizagdo os efeitos dos



radicais livres normalmente produzidos. Quando esta equivaléncia ndo existe, dizemos
que estd ocorrendo um estresse oxidativo.

O mecanismo de agdo dos antioxidantes ¢ bem variado, desde a remocdo do
oxigénio do meio, varredura dos ROS, sequestro dos metais catalizadores da formagao
de radicais livres, aumento da geracdo de antioxidantes endogenos ou mesmo a
interacdo de mais de um mecanismo. Os mecanismos de alguns aintioxidantes podem

ser acompanhados na Figura 3.

Classificacao e mecanismos de acao dos antioxidantes

Os antioxidantes podem ser classificados como enzimdticos e ndo enzimdticos,
conforme a estrutura do agente antioxidante. Ainda conforme a acdo sobre os radicais
livres, o antioxidante pode 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 absorcdo de toda a

energia de excitagao.

Sistema enzimadtico

O sistema enzimatico ¢ o primeiro a agir, evitando o acimulo de anion radical
superoxido e do peroxido de hidrogénio. O sistema enzimatico ¢ formado por diversas
enzimas, destacando-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutation
peroxidase (GPx).

A superoxido dismutase (SOD) age transformando dois &nions radicais
superoxidos em um peroxido de hidrogénio, a qual ¢ uma reagdo normal em pH
fisiologico porém muito acelerada através desta enzima. Possui meia vida curta (menos
de 10 minutos) e ndo penetra nas células. A SOD pode ocorrer de trés formas,
dependendo do metal associado a mesma (Cu e Zn no citoplasma de eucariontes, Mn na
matriz mitocondrial e Fe em bactérias). As equacdes abaixo demonstram as reagdes
catalizadas pela SOD:

SOD-Cu?t + 05 — » SOD-Cu* + 0O,
SOD-Cu™ + O, + 2HTY —»  SOD-Cu?* + H>0,

A SOD-Mn ¢ um homotetradmero que ¢ reduzido ao estado de oxidagao III para o

IT e depois ¢ novamente oxidado a III.
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Figura 4. Sistema Enzimatico antioxidante.

Outro antioxidante enzimatico ¢ a catalase, a qual possui a capacidade de
transformar o peroxido de hidrogénio em 4gua e oxigénio. Sua localizagdo estd nos
peroxissomas, tendo por isto acdo diminuida em 6rgdos como o coragdo, pulmio e o
cérebro (possuem pouco peroxissomas). Nestes orgdos a acdo antioxidante por esta
enzima ocorre quando os radicais livres atingem a circulacdo sanguinea, através da
catalase eritrocitaria.

2 H0, S8 0, + 2H,0

Além de ser um doador de elétrons, em mamiferos o H,O, também pode ser
desintoxicado por outra enzima além da catalase, ¢ a glutation peroxidase (GPx),

localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Sua a¢dao ocorre através da reducdo do



peroxido de hidrogénio e de hidropeptideos orgéanicos através da utilizagao da glutation
(GSH), o qual ¢ um tripeptideo de 4cido a-glutamico, cisteina e glicina que atua como
co-substrato da glutation peroxidase, com propriedade de doador de elétrons, a qual
podera ser regenerado através da glutation redutase (GR) com o transferéncia de
hidrogénio do NADPH. Assim, neste processo sdo transferidos dois hidrogénios dos
grupamentos sulfidrilas para os peroxidos, transformando-os em alcool e/ou agua,
resultando em glutation dissulfeto (GSSG). A glutation peroxidase geralmente ocorre
associada ao Se, mas pode ocorrer independente do mesmo. Os principais locais de acao

sdo o figado e eritrocitos, podendo ocorrer também no coragao, pulmdes e musculo.
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Figura 5. Mecanismo de a¢do do complexo glutation.

Ainda ha as enzimas chamadas glutation-S-transferases, as quais agem
detoxificando agentes alquilantes, incluindo herbicidas, pesticidas e xenobidticos,
através da catalizagdo das reacdes destes agentes com o grupo SH da glutation,
neutralizando-os e tornando-os mais facilmente metabolizaveis.

A outra parte da defesa contra os agentes oxidativos ¢ a defesa ndo enzimatica.
Estas podem ser divididas em antioxidantes hidrofilicos (glutation, vitamina C, indois,
catecois) e lipofilicos (bioflavonas, vitamina A, vitamina E). Entre os primeiros, a
vitamina C tem agdo como ‘“scavengers” e também regeneradora da vitamina E
(tocoferol). Como ¢ hidrossoluvel (vitamina C), possui agdo maior no plasma
sanguineo, enquanto que a vitamina E tem a¢do maior em membranas celulares, por ser
lipossoluvel. O acido urico também tem agao antioxidante pela capacidade dos uratos de
sequestrar radicais livre. Os estrogenos também sdo considerados antioxidantes pela sua
acdo como “scavengers”’, inibindo a oxidagdo lipidica das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) iniciada pelos ROS. A reacdo da vitamina E (tocoferol) esta

esquematizada abaixo:



a-TOH + ROy —> a-TO" + ROzH

Ja o radical resultante pode reagir com outro radical peroxilo para resultar em
produtos ndo radicais. O o-tocoferol também pode sequestrar e reagir com 'O,,
protegendo as membranas dessa espécie. Tanto o acido ascorbico como o ubiquinol
podem reciclar a vitamina E, sendo que o primeiro ¢ o de maior importancia nos seres
ViVOs.

J& os carotenoides sdao um grupo de compostos onde se destacam os -carotenos,
precursores da vitamina A no intestino. Na circula¢do, junto com as lipoproteinas
absorvidas na superficie intestinal, os carotendides agem como sequestrantes de
lipoperdxidos, principalmente.

O 4acido ascorbico (vitamina C) tem acdo antioxidante ndo enzimadtica através do
ascorbato, o qual tem propriedade doadora de elétrons:

AH™ + eOH > H,0 + A™
AH + O™ + H* > H,O, + A*
AH + ROO®* > RH + A™
AH + H,O + H* > 2H,0 + A

Ha relatos da influéncia dos horménio tireoideanos sobre o estresse oxidativo. E
sabido que os mesmos regulam o metabolismo de muitos tecidos, como o musculo
esquelético e cardiaco, figado, rim e cérebro, através de um aumento no consumo de
oxigénio, producdo de calor ¢ modulagdo de reacdes do metabolismo intermediario,
aumento da frequéncia e for¢a das contragdes cardiacas e pressdo arterial. Esta maior
funcdo mitocondrial pelo aumento do consumo de oxigénio e maior fosforilagdo
oxidativa levam a uma maior producdo de ROS. Assim, uma deficiéncia em hormonios
tireoidianos (hipotireodismo) leva a uma producdo diminuida de ROS. Com este
trabalho foi demostrado o efeito regulatorio de radicais livres através do nivel de
horménio tireoidianos através da relagdo GSH/GSSG e nivel de GR, os quais estavam
todos aumentados em hipotireoideos e voltou aos niveis normais apos a aplicacdo

exogena de T3.
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