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RESUMO - Os radicais livres estdo intimamente relacionados a vida aerdbica na Terra, seja ela vegetal ou
animal, tal fato decorre da natureza quimica do oxigénio que, embora seja um poderoso oxidante, é quase
impossivel evitar reagdes de oxidagdo secundaria, ou seja, oxidagdes ndo relacionadas aos processos
bioguimicos de obtengdo de ATP. Embora existam outras fontes celulares de geragdo de radicais livres tais
como as cicloxigenases e peroxissomas a maior parte é gerada na mitocondria. Em varios pontos ao longo da
cadeia de citocromos, elétrons derivados do NADH ou do FADH podem reagir diretamente com o oxigénio
dando origem as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s). Assim, a respiragdo celular aerdbica forneceu um
ganho energético incomparavelmente superior aos processos fermentativos, contudo, conduziu as células a um
ambiente altamente oxidante. Por essa razdo, as células desenvolveram uma poderosa maquinaria enzimatica
antioxidante. Essa revisdo trata da discussdo aprofundada dos elementos e processos envolvidos na
fosforilagdo oxidativa com enfoque na geragdo de ERO’s fornecendo assim um ponto de vista ndo convencional
dos processos mitocondriais de obtengdo de energia. Apresenta a utilizagdo do oxigénio como aceptor final de
elétrons em organismos aerdbios como uma saida bem sucedida para o desenvolvimento de organismos mais
complexos, mas que, inexoravelmente conduz esses organismos a um colapso lento e progressivo uma vez que
expGem as células a um ambiente fortemente oxidativo.

PALAVRAS CHAVE: Mitocondria, radicais livres, fosforilagdo oxidativa, cadeia respiratoria.

ABSTRACT - The free radicals are intimately related to the aerobic life in the Earth, vegetable or animal, this fact
elapses of the chemical nature of the oxygen that, although it is a powerful oxidant agent, it is almost
impossible to avoid reactions of secondary oxidation, in other words, oxidations not related to the biochemical
processes of obtaining of ATP (Sorg, 2004). Although other cellular sources of free radicals generation like
cicloxigenases and peroxissomes for exemple most of it is generated in the mitochondria (Lambeth, 2004;
Balaban et al., 2005). In several points along the citochomes chain, electrons from NADH or of FADH can react
directly with the oxygen creating reactivate species of oxygen (ROS’s). Like this, aerobic cellular process supplied
an incomparable increase of energy by the cell when it is compare to the fermentative process, however, it led
they to highly oxidant moiety. For that reason, the cells developed a powerful enzymatic antioxidant
apparatus.That revision treats of the deepened discussion of the elements and processes involved in the
phosphorilative oxidation with focus in the generation of ROS’s supplying like this a point of view non
conventional of the mitochondrial energy process. It presents the use of the oxygen as electron final aceptor in
aerobics organisms as an efficient for the development of more complex organisms, but that, inexorably it leads
those organisms to a slow and progressive collapse once they expose the cells to an strongly oxidative moiety.
KEY WORDS: Mitochondria, free radicals, oxidative phosphorilation, electron transport chain.
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INTRODUCAO

O paradoxo da vida aerdbica, ou
o “paradoxo do oxigénio”, refere-se ao
fato de que a maioria das células nao
pode existir sem o oxigénio, mas, ele &
inerentemente perigoso a sua
existéncia. Este  “aspecto  negativo”
desse gas esta diretamente relacionado
ao fato de que cada atomo de oxigénio
tem um elétron ndo pareado em sua
camada de valéncia externa, e oxigénio
molecular apresenta dois elétrons néao
pareados em sua camada de
valéncia. Assim, o oxigénio atbmico é
um radical livre e oxigénio molecular é
um bi-radical. A reducéao tetravalente do
oxigénio pela cadeia de respiratoria
mitocondrial que conduz a formacgao de
agua, € considerado um processo
relativamente seguro, no entanto, a
reducdo parcial do oxigénio gera
univalente intermediarios reativos. O
ambiente redutor do meio celular
oferece amplas oportunidades de
oxigénio para que 0 mesmo sofra
reducédo univalente.

Assim, o0 anion superoxido,
peroxido de hidrogénio e o radical
hidroxil extremamente reativos sao
produtos comuns em um ambiente
aerbbico, e estes agentes parecem ser
responsaveis pela toxicidade de
oxigénio. Para sobreviver em um
ambiente tdo “hostil’, os organismos
vivos geram - ou obtém de seu
ambiente - uma variedade de agentes
antioxidantes hidrossoluveis e
lipossoluveis. Além disso, uma série de
enzimas antioxidantes, cujo papel é o
de interceptar e inativar intermediarios
de oxigénio reativos, € sintetizada por
todos 0s organismos aerobios
conhecidos.

Embora extremamente
importante, as enzimas antioxidantes e
compostos antioxidantes nao
enzimaticos ndo sdo completamente
eficazes na prevencao da oxidacao de
celular. Para lidar com os danos

celulares que continuam a ocorrer, uma
série de enzimas de reparacao, de
moléculas importantes tais como,

proteinas, lipideos e DNA, ¢é
sintetizada. Finalmente, uma vez que o
grau de estresse oxidativo pode variar
ao longo do tempo, os organismos sao
capazes de adaptar-se a tais tensdes
flutuantes por induzir a sintese de
enzimas antioxidantes e por promover a
remocao/reparagcao de danos
moleculares. Contudo, apesar do
eficiente mecanismo antioxidante
previamente descrito danos celulares
continuam a ser um resultado inevitavel
da atividade aerobica.

As mitocondrias sdo organelas
que geram energia na forma de
gradiente eletroquimico de prétons
(AuH"), o qual por sua vez é utilizado
para todas as operacfes bioquimicas
que ocorrem na célula. A geracao desse
potencial energético se da através de
uma série de reacbes oxidativas que
tem lugar nos complexos protéicos da
cadeia respiratoria localizados na
membrana mitocondrial interna’. Os
transportadores de elétrons estédo
organizados, sequencialmente, em
quatro complexos supramoleculares
inseridos na membrana: complexo I
NADH - ubiquinona oxidorredutase;
complexo Il: succinato desidrogenase;
complexo Ill: ubiquinona — citocromo ¢
oxidorredutase e  complexo IV:
citocromo c oxidase.

A cadeia respiratdria pode ser
mais abundante em mitocondrias cujo
metabolismo energético € maior, por
exemplo, uma mitocondria de um
hepatdcito tipico pode apresentar cerca
de 10 mil sistemas de transporte de
elétrons (cadeia respiratoria) enquanto
que mitocoéndrias de cardiomiécitos
podem dispor de mais de 30 mil
sistemas transportadores de elétrons e
consequentemente  maior superficie
formada por cristas internas. Tecidos
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com taxa metabdlica elevada tais como
cérebro, coracdo e néfrons estdo
sujeitos a maior estresse oxidativo uma
vez que as mitocondrias devem operar
com taxas mais altas de transferéncia
de elétrons além de apresentarem
potencial transmembranar altamente
polarizada®.

A necessidade do oxigénio como
aceptor final de elétrons para a cadeia
respiratéria € que torna essa reacao
aerébia. Contudo, uma pequena fracao
do oxigénio consumido nao sofre
reducdo a H,O e da origem a espécies
reativas de oxigénio (ERO’s), os
radicais livres. O termo radical livre
designa o atomo ou molécula altamente
reativo, que apresenta elétrons néo
pareados em sua Ultima camada
eletronica®.  Considera-se que as
mitocOndrias sdo as maiores fontes de
ERO’s e também sao o alvo primario de
seus efeitos deletérios.

De fato, um atomo apresenta
elétrons que orbitam ao redor do nucleo
ocupando espacos com quantidades de
energia caracteristicas denominadas
niveis eletrbnicos ou camadas
eletrébnicas. Uma camada eletronica é
constituida por um grupo de orbitais

atbmicos com o0 mesmo valor de
ndamero quantico principal n. Para os
atomos conhecidos atualmente, os
elétrons ocupam 7 niveis de energia
(camadas de elétrons), representados
por letras maiusculas: K, L, M, N, O, P e
Q , e identificados através de "nimeros
quanticos", denominados "principais" ou
"primarios", que sao, respectivamente:
1,2,3,4,5,6e7 e seus subniveis, s, p,
d, f. Essa condicdo de ndo pareamento
eletrénico na ultima camada confere alta
reatividade a esses &tomos ou
moléculas. O anion superéxido (O,°) é
uma das ERO’s passiveis de serem
formadas no ambiente mitocondrial. A
formacdo do oxigénio molecular (Oy)
compreende a interagdo dois elétrons
solitarios do subnivel p de um elemento
oxigénio com outro formando um
composto estavel com representado na
letra A da figura 1. No entanto, quando
ocorre reducdo incompleta do O, esse
acepta um elétron, dando origem ao
radical superoxido (0,") que ¢é
eletronicamente instavel em funcdo de
possuir niamero impar de elétrons na
Gltima camada L. Sua representacéo
eletrbnica esta na letra B da figura 1.

O « 12 [V]

L 252 2p4 L1 [U[V1]
© « 12[1] L 2s22p5 [ [UTATT] L 2s22pa W] [T ]7] K 152 [11]

L 252 2p4 K 1s2 [11]

Figura 1 - Representacdo da distribuicdo eletrénica oxigénio molecular, letra A, e

anions superoéxido, letra B.

Os radicais livres existem na
natureza em intervalo de tempo de
milissegundos, isso porque apds sua

geracdo buscam imediatamente o
equilibrio  quimico, muitas vezes
aceptando elétrons de substancias
guimicas extremamente importantes

para a homeostasia celular
convertendo-as em radicais livres ou
mesmo interferindo em suas funcdes
biologicas. A essa cadeia de eventos de
acepcdo de elétrons por parte dos
radicais livres no sentido de restaurar
seu equilibrio eletrénico da-se o nome
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de cascata oxidativa. Os radicais livres
estdo intimamente relacionados a vida
aerbdbica na Terra, seja ela vegetal ou
animal. Isso porque a maior parte dos
seres vivos utiliza o O, como aceptor
final de elétrons em seus eficientes
processos de obtencéo de energia.

No entanto, sendo o0 oxigénio um
poderoso oxidante, é quase impossivel
evitar reacoes de oxidacdo secundaria,
ou seja, oxidacdes nao relacionadas
aos processos bioquimicos de obtencao
de ATP®. Essas oxidacdes secundarias
poderiam ter efeitos seriamente
deletérios para as células se nao
fossem neutralizados por uma eficiente
maquinaria bioquimica antioxidante. A
partir dessa evidéncia tedrica introduziu-
se conceito de estresse oxidativo, no
sentido de descrever uma condicdo em
gue a geracdo de ERO’s ou outras
formas quimicas com potencial deletério
para a célula suplantam os mecanismos
capazes de neutraliza-las®’. Na
verdade, ERO’s sdo gerados em
decorréncia da oxidacdo parcial do
oxigénio e, embora 0s organismos
apresentem grande capacidade de
adaptacdo prevenindo essas reacoes,
uma fracdo pequena de radicais livres
forma-se inevitavelmente durante a
respiracdo celular aerdébia escapando
do aparato antioxidante celular®. De
fato, em condic¢des fisiologicas, cerca de
1 a 2% do oxigénio consumido €
convertido em ERO’s.

A TOXIDADE DO OXIGENIO

A vida na Terra surgiu ha
auséncia de oxigénio e, foi nessas
condi¢cBes que 0s primeiros organismos
criaram mecanismo para produzir
energia, um desses mecanismos € a
glicélise, fase anaerdbia de producao de
ATP’s presente nas células eucariontes
e procariontes. Posteriormente, na Terra
primitiva 0s niveis de oxigénio
comecaram a aumentar e,
possivelmente nesse periodo as

mitocdndrias fundiram-se com as

primeiras células tornando possivel o
aproveitamento do oxigénio para a
continuagcdo da oxidagdo do piruvato.
De fato, a teoria da endossimbiose,
criada por Lynn Margulis, propde que
organelas ou organdides, que compdem
as células tenham surgido como
consequéncia de wuma associacéo
simbidtica estavel entre organismos ha
cerca de dois bilhdes de anos atras®.
Mais especificamente, esta teoria
postula que os cloroplastos e as
mitocondrias tém origem comum em um
procarionte  autotréfico—provavelmente
um antepassado das cianobactérias
atuais - que viveu em simbiose com um
organismo unicelular, mas
provavelmente de maiores dimensoes,
obtendo assim protecdo e fornecendo
ao hospedeiro energia. Christian de
Duve (premiado com o prémio Nobel de
medicina, em 1974) considera que 0s
peroxissomas podem ter sido o0s
primeiros endosimbiontes, que
permitiram as células adaptar-se a
quantidade crescente de oxigénio
molecular na atmosfera da Terra. No
entanto, como estas organelas também
ndo possuem DNA, esta teoria €
considerada especulativa e sem bases
solidas.

De qualquer forma, diversos
fatores sustentam o fato de que
mitocondrias e cloroplastos tiveram
origem em bactérias endossimbiontes
tais como: a) Tanto as mitocondrias
como os cloroplastos possuem DNA
bastante distinto do que existe no
nacleo celular e em quantidades
semelhantes ao das bactérias; b) As
mitocoéndrias  utilizam um  cdédigo
genético diferente do da célula
eucariotica hospedeira e semelhante ao
das bactérias e Archaea; c) Ambos
(cloroplastos e mitocondrias) sao
envolvidos por duas ou mais
membranas e a mais interna apresenta
diferencas na composicdo em relagéo
as outras membranas da célula e
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semelhangas com a dos procariotas; d)
Ambos se formam por fissdo binéria,
independente da divisdo celular como é
comum nas bactérias e em algumas
algas, como a Euglena. e) Tanto as
mitocondrias como o0s cloroplastos
possuem genomas muito pequenos, em
comparacdo com outros organismos, o
gue pode significar um aumento da
dependéncia destas organelas depois
da simbiose se tornar obrigatéria, ou
melhor, passar a ser um organismo
novo®*°.

As células passaram entdo a
aproveitar 0 poderoso potencial
oxidante do oxigénio para a obtencédo
de energia, surgia entdo a fosforilacéo
oxidativa. Contudo, as células néo
abandonaram a glicolise, embora sua
eficiéncia de geracdo de energia fosse
muito inferior a obtida por meio da
fosforilacdo  oxidativa. A  glicdlise
permanece entdo como um elo
metabodlico na evolucdo de organismos
eucariontes e procariontes. De fato, as
estruturas das enzimas presentes na
glicdlise e na fosforilacdo oxidativa
apresentam grande homologia em
muitos  animais'*. A fosforilacdo
oxidativa € um processo no qual tem
lugar um complexo aparato de proteinas
denominadas complexos I, II, Illl e 1V,
apresentando 42, 4, 11 e 13
subunidades (Figura 2), sendo que
somente as bombas de prétons

(complexos I, Ill e 1V) apresentam
subunidades adicionais nos organismos
eucariotas (19, 8 e 9
respectivamente)™*. Assim, a

capacidade dos organismos em
aproveitar o oxigénio para continuar a
oxidacdo do piruvato gerado na glicolise
proporcionou um imenso rendimento
energético, mas também propiciou o
aparecimento de substancias
extremamente deletérias & homeostasia
celular, os radicais livres.

Quimicamente os radicais livres
possuem um elétron despareado na
tltima camada de valéncia e por sua

natureza instavel promovem danos
moleculares que se propagam em
cadeia’®'®. Como consequéncia, pode
doar elétrons — atividade redutora —
ou retirar elétrons de outras substancias
para se estabilizar — atividade oxidante.
Varios elementos quimicos podem gerar
radicais livres (Tabela 1); porém, por
razoes de natureza eletronica, a
molécula de oxigénio apresenta forte
tendéncia a formar esses radicais. Os
principais radicais livres de importancia
bioldgica, formados a partir do oxigénio
molecular sdo o radical superdxido (O3)
e o radical hidroxila (OH®) sendo que no
homem o O, é o mais comumente
formado'. O oxigénio pode ainda
combinar-se para formar H,O, e,
embora essa molécula ndo seja
considerada um radical livre
propriamente dito pode originar o anion
OH®, considerado o radical livre mais
reativo existente™ sendo o responsavel
pela maior parte dos danos oxidativos
nas membranas celulares e pela
modificacdo do LDL-colesterol, passo
importante para a formacao da placa de
ateroma.
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Tabela 1 — Substancias que originam radicais livres.

Elemento Radical Propriedades
Provavel mediador de sinais em vasos. Relativamente pouco
Superéxido O, reativo, atravessa membranas celulares através de canais
Oxigénio iGnicos.
Relativamente inerte por si sé, pode, contudo originar
H,0, radicais citotéxicos. Bastante permeavel a membranas
Oxigénio bioldgicas.
Oxigénio Hidroxil OH O mais potente oxidante conhecido, passivel de ser formado
em condicdes biologicas
Radical livre gasoso. Pouco reativo per se, lipossoluvel e
NO altamente permeavel a membranas bioldgicas.
Nitrogénio
Nitrogénio ONNO’ Dé origem a um potente oxidante, o ion nitrénio (NO,")
Carbono Metil Possivel envolvimento em danos ao DNA
Enxofre Tiol Intermediario da oxidacdo e interconversdo de tidis.

Significado bioldgico incerto.

Adaptado de Halliwell B & Gutteridge’

Embora existam outras fontes
celulares de geracdo de ERO’s tais
como as cicloxigenases e peroxissomas
a maior parte dos radicais livres (cerca
de 90%) sao gerados na
mitocondria’®!’. Esses radicais s&o
decorrentes da fosforilacdo oxidativa |,
um processo que utiliza a oxidacéo
controlada de NADH e FADH no sentido
de gerar uma diferenca de potencial
elétrico (AY) entre a membrana
mitocondrial interna e externa (espaco
intermembranar) a medida que ocorre o
fluxo de elétrons pela cadeia
transportadora (Figura 2). Na verdade, a
energia decorrente do transporte de
elétrons através da cadeia respiratoria é
dissipada pela ejecdo de prétons de
hidrogénio para o espaco existente
entre a membrana mitocondrial externa
e membrana mitocondrial interna, dando
origem a forca préton motriz que é

utilizada para a fosforilar o ADP via F1-
F10 ATP ase.

Em varios pontos ao longo da
cadeia de  citocromos, elétrons
derivados do NADH ou do FADH podem
reagir diretamente com o0 oxigénio
dando origem a espécies intermediarias
de oxigénio reativo, os radicais de
oxigénio. Isso € possivel gracas a
configuracéo eletrénica da molécula de
oxigénio que apresenta a propriedade
de aceptar um elétron de cada vez
(tendéncia monoeletrénica do oxigénio).
E por essa razdo que, os radicais livres
mitocondriais sdo  necessariamente
espécie oriunda do oxigénio,
principalmente O,. Nessa sequencia de
eventos o complexo IV da cadeia
transportadora de elétrons tem a funcéo
de impedir a formacdo de espécies
intermediarias de oxigénio, uma vez que
forca a reacdo a ocorrer numa unica
etapa formando ao final H,O, ou seja,
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vencendo a tendéncia monoeletronica
do oxigénio (Figura 3).

Membrana
mitocondri
al externa

Membran
a
mitocondr

ADP + Pl ATP

Figura 2 - Modelo da cadeia transportadora de elétrons. Os prétons no espaco
intermembranar representam a forca préton motriz. A grande concentracdo de prétons
no espaco intermembranar tende a retornar para a matriz mitocondrial buscando
igualar o gradiente eletroquimico. Esse fluxo de protons se da através da subunidade
Fo da bomba de ATP sintase, quando isso acontece, a bomba sintetiza ATP. Note que
o bombeamento de prétons H* para o espaco intermembranar ocorre somente nos
complexos I, Il e IV. H4 ainda a presenca de uma oxidase alternativa (AOX) que aceita
elétrons oriundos diretamente da ubiquinona (UQ).

+é +é+2H" +6+HO  +é+H'

O, mmmlp- 02. > H,0, m—) HO® sy H,O

Figura 3 — Espécies intermediarias de oxigénio que
podem surgir na fosforilacdo oxidativa em funcdo da
tendéncia monoeletrénica do oxigénio.

Dessa forma, a cadeia de matriz mitocondrial para 0 espaco
citocromos é capaz de converter a intermembranar mitocondrial para cada
energia redox de moléculas bastante par de elétrons transferidos do NADH
estaveis como NADH e FADH em um para o oxigénio. Observando com maior
potencial energético AY que se atencdo nota-se que o0s dois maiores
concentram na forma protons no espaco sitios de geracgdo de radicais livres sdo
mitocondrial intermembranar. De fato, 0 complexo | e o Il uma vez que séo
um total de 10 H" sdo bombeados da locais onde ocorrem as maiores
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mudancas na energia potencial dos
elétrons relacionados a reducdo e a
oxidagao. Em manipulacdes
experimentais quando se aumentou O
potencial redox do complexo | ou Il
observou-se concomitante aumento de
espécies reativas de oxigénio'®*®
sustentando a hipotese de que o
potencial redox desses sitios é
relevante na formacao de radicais livres.

O potencial de oxi-redugéo
padrdo de um determinado par
oxidante/redutor é uma medida da
estabilidade termodinamica relativa das
duas formas oxidada/reduzida: quanto
maior o seu valor maior a estabilidade
da forma reduzida relativamente a forma
oxidada desse par. Dentre o0s
compostos envolvidos na cadeia
respiratéria merece especial destaque o
O, e 0 NADH. O valor positivo e elevado
do potencial redox padrdo do par
0,/H,0 (E® = +0,815) significa que 0 O
€ um potente oxidante e tem tendéncia
a aceitar elétrons de outros compostos
reduzindo-se a H,O. No outro extremo
da escala esta o par NAD'/NADH cujo
baixo (muito negativo; E® = -0,315)
potencial redox padrdo significa que o

NADH tem uma grande tendéncia a
ceder elétrons oxidando-se a NAD*. A
velocidade com que 0 processo ocorre

depende de catalisadores: 0S
complexos protéicos |, Il e IV da cadeia
respiratoria. Para melhor compreender a
dindmica de formacdo de espécies
reativas no interior da mitocondria pode-
se construir um modelo tedrico. Para
tanto, define-se que a energia liquida
necessaria a reducdo do oxigénio sera
denominada E., que pode ser estimada
como a diferenca entre o potencial
redox para a cessdo de um Unico
elétron ao oxigénio (E°= -160mV) e o
potencial redox de um doador de elétron
qualquer em um determinado local de
reacdo”. E importante ainda considerar
a tenséo parcial de oxigénio PO,, assim
tem-se a seguinte equacgao para o total
de ERO’s geradas na matriz
mitocondrial (Figura 4). Na equacéo
“sitio” representa todas as ERO’s
geradas na mitocOndria de uma
determinada célula. Uma vez que a
concentracdo de oxigénio € muito maior
que a de O, ou de H,O,, a reversao da
reacdo na equacado pode  ser

desconsiderada?®'.

4 sitio

sitio+n

Qeross ® 2 (Koxsitio Eoxsitio [Siti0]

~
(Balaban et al., 2005)

Onde:

PO,: Tensédo de oxigénio.

L uma dada célula.

Eox: Forca que direciona a reducdo do oxigénio.

K: Constante de reacdo de primeira ordem.
Qeros: Quantidade total de formacao de espécies reativas de oxigénio.
Sitio: Representa todos os sitios mitocondriais geradores de ERO’s em

J

Figura 4 — Equacdo que permite calcular a quantidade de
espécies reativas de oxigénio formadas durante os processos

aerobios de obtencao de energia.
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Baseado nessa abordagem,
qualquer alteracdo na fosforilacéo
oxidativa que modifique algum dos
termos presentes na equacado incluindo
a quantidade de mitocondrias ou
mesmo 0S proprios citocromos poderia
aumentar a génese de radicais livres.
Por exemplo, mantendo-se a
mitocondria em estado reduzido, ou
seja, sem aporte de ADP e nem de Pi
para a fosforilagdo oxidativa ou ainda
administrando-se inibidores do
transporte de elétrons® ocorre aumento
de Eox no sitio | ou Ill conduzindo a um
aumento de Qgro's>22>%4,

Experimentalmente pode-se
gerar uma quantidade grande de
radicais livres revertendo-se o fluxo de
elétrons na cadeia respiratoria, essa
condicdo € alcancada quando ha
succinato na presenca de um inibidor do
sitio Ill, gera-se assim um fluxo reverso
de elétrons do sitio Il para o sitio 17%%*. A
reversdo do fluxo de elétrons pode ser
responsavel pelo aumento dos niveis de
radicais livres durante a $-oxidacao que,
também gera elétrons para o sitio Il via
FAD®. Outro exemplo de aumento
enddégeno de Eox € ERO’s é durante a
apoptose, nesse caso, ocorre a
liberagdo da citocromo “c” resultando
em um bloqueio no fluxo de elétrons
que aumenta no sitio 1'®. Todas as
evidéncias indicam, portanto, que o0s
radicais livres sdo um subproduto
inevitdvel do eficiente processo de
respiracdo celular aerébia, mas cuja
génese pode ser reduzida por meio de
substancias denominadas
desacopladores.

A MITOCONDRIA E A GERAGCAO DE
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
Um dos maiores desafios do
campo de estudo da biologia dos
radicais livres é determinar qual é o sitio
especifico na cadeia respiratoria onde
ocorre a formagao de radicais livres em
niveis patologicos. A respiragdo celular
aerébica € a maior fonte de radicais

livres , uma vez que cerca de 0,2% de
todo o oxigénio consumido nao sofre
conversdo a 4gua mas sim em espécies
reativas de oxigénio, (sobretudo anions
superoxidos) em condicBes celulares
quiescentes®*?®. Os anions superéxidos
podem causar estresse oxidativo com
consequente reducdo das funcgles
mitocondriais se nao forem
adequadamente dismutados. A geracéo
de anions superdxidos ocorre mais
provavelmente quando os carreadores
redox apresentam alto potencial de
transferéncia de energia (elétrons),
panorama que esti presente no espago
compreendido entre a membrana
mitocondrial externa e interna conhecido
como espaco intermembranar?’. As
enzimas mitocondriais aconitase, a-
cetoglutarase desidrogenase, piruvato
desidrogenase, sdo grandes geradoras
de ERO’s, incluindo os complexos da
cadeia transportadora de elétrons I, Il e
N1%22°%  Outra fonte poderosa de
geracdo de ERO’s em mitocéndrias de
hepatdcitos e cardiomidcitos é a enzima
oxido nitrico sintase (NOS). Ao contrario
das células endoteliais onde a NOS esta
presente no citosol em cardiomidécitos e
hepatdcitos essa enzima encontra-se na
matriz mitocondrial®*?>. A producao
fisiolégica de NO por parte da NOS
mitocondrial deve-se a regulacéo
minuto-a-minuto da citocromo-c-
oxidase, taxas elevadas de NO
promovem reducdo da atividade da
citocromo-c-oxidase por meio de S-
nitrosilacdo dos residuos de cisteina do
complexo IV e | da citocromo-c-
oxidase®*3. O 6xido nitrico deprime a
atividade da citocromo-c-oxidase porque
compete com o oxigénio pelo sitio ativo
dessa enzima, outros gases também
interferem reduzindo o desempenho da
citocromo-c-oxidase como, por exemplo,
0 monoxido de carbono e o acido
sulfidrico®.

INTERACAO DE ERO’s COM
COMPONENTES DA MEMBRANA
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MITOCONDRIAL - Os radicais livres
séo ineficientes em romper membranas
biolégicas, sendo assim a membrana
mitocondrial atua como um escudo que
impede a propagacdo do dano oxidativo
para além das fronteiras mitocondriais.
Contudo, interagbes de ERO’s com
acidos graxos polinsaturados geram
hidroperoxidos lipidicos e a-B-aldeidos
insaturados o0s quais sao altamente
eletrofilicos e estaveis propagando-se
de forma eficiente através das
membranas mitocondriais sendo
capazes de reagir com proteinas e
acidos nucléicos celulares®. Essa
cadeia de reacbes de peroxidacéo
lipidica esta presente em condicbes
fisiopatolégicas tais como a génese da
placa de ateroma, isquemia, injuria de
reperfusdo dentre outras’. Um dos
primeiros alvos das espécies reativas de
oxigénio geradas no interior das
mitocondrias € a cardiolipina, um
fosfolipideo anidnico presente na
membrana mitocondrial interna cujas
funcbes incluem, estabilizacdo da
membrana, permitindo o  correto
funcionamento da cadeia respiratoria,
uma vez é necessaria para 0 processo
de transferéncia de elétrons nos
complexos | e Ill da cadeia respiratoria
mitocondrial e para a organizacao
estrutural dos complexos Il e IV em um
supercomplexo®. Além disso, a

cardiolipina também ancora o citocromo

¢’ na membrana mitocondrial interna de

modo que a oxidagdo dos grupos acila
das cadeias altamente insaturadas da
cardiolipina reduz sua interagdo com o
citocromo”c’causa seu desprendimento
da membrana mitocondrial interna’.
Esse evento associado ao aumento da
permeabilidade da membrana
mitocondrial externa resulta na liberacao
do citocromo “c” no citosol da célula e
formacéo de vesiculas de
apoptossomos com consequente
ativacdo da cascata das caspazes
culminando na cadeia de eventos que
conduz & apoptose®.

A aconitase-2 (ACO-2) € uma
proteina ferro-enxofre cuja funcdo e
promover a reacao de isomerizacdo do
citrato a isocitrato no ciclo de Krebs. A
presenca do ferro na ACO-2 a torna
susceptivel ao ataque de ERO’s, de
fato, o papel dos metais na formacao in
vitro de ERO’s é confirmado pelas
reacoes de Fenton e de Haber-Weiss
(Figura 5). Embora seja possivel a
reacdo de Haber-Weiss com o0s ions
cobre ela normalmente ocorre junto ao
ferro ja que € o metal pesado mais
abundante no organismo e esta
biologicamente mais apto para catalisar
as reacbes de oxidacdo de
biomoléculas”.

Reacdo de Fenton
Fe++ +0, €> Fet++ +0,"-
20,°- + 2H+ —> O, + H,0,
Fe++ + H,O, —> Fe+++ + OH + OH’

Reacdo de Haber-Weiss
Fe+++ + O,’- <> Fe+++ 0O,

Fe++ + H,0, —> Fe+++ + OH- + OH’
02‘- + H,0, —> 0O, + OH-+ OH

Figura 5 — Reacdo de Fenton e de Haber-Weiss. Em ambas os metais catalisggn a

formacao do anion hidroxil (OH®).
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A prolongada exposicao das
mitocondrias a espécies reativas de
oxigénio resulta em desagregacdo dos
centros  ferro-enxofre  [4Fe-4S]*,
carbonilacdo e degradacédo de enzimas

O COMPLEXO | COMO FONTE DE
RADICAIS LIVRES - Os elétrons
transportados pelo NADH entram na
cadeia respiratoria atraves do complexo
I, uma estrutura proteica formada por 45
polipetideos®’. Subsequentemente, uma
molécula de Flavina Mononucleotideo
aceita os elétrons e os conduz através
de sete centros ferro-enxofre
transferindo-s a UQ. A estrutura do
braco solavel do complexo |, onde estao
presentes o grupo FMN e o0s sete
centros ferro-enxofre é bem conhecida e
admite que o transito de elétrons
atraves dessa estrutura esta
relativamente  bem  protegido da
interacdo com o oxigénio®’. Os sitios de
geracdo de O," no complexo | sao
menos conhecidos quando comparados
com o complexo Ill. A caréncia de
detalhes relacionados ao processo
decorre da grande complexidade da
proteina. Sabe-se que o O,° ndo é
permeavel em membranas biologicas
por conta de sua carga fortemente
negativa, em contrapartida, sua forma
protonada HO,™ (pKa, 4,9) é permeavel,
contudo, representa menos de 0,2%%.
Nas células, cada compartimento
delimitado por uma  membrana
apresenta sua prépria enzima
superéxido dismutase, capaz de
neutralizar e acdo deletéria do O," e a
superexpressdao de uma enzima nao
compensa a perda de outra em outro
compartimento celular®. Dessa forma,

estabelecendo assim uma conexao

entre estresse oxidativo e inativacéo
enzimatica, tal como ocorre na isquemia
e na injuria de reperfusdo?.

dado o fato de que o superdxido é muito
seletivo em seus “alvos” e que, uma vez
lancado em um compartimento ligado a
membrana, a compreensao da
unilateralidade da liberacdo do &anion
superoxido por seus sitios de geracao €
essencial para esclarecer o papel da
producdo de superéxido mitocondrial
em diversas condicdes
fisiopatologicas™. Através da inibicdo do
complexo | utilizando-se rotenona foi
possivel determina o locus de formacao
de éanions superoxido reativas no
complexo I. Ele localiza-se em algum
sitio entre a flavina (FMN) e o local de
interacdo da rotenona®®, de modo que a
geracdo de superoxidos se da em
algum local da fracdo hidrofobica do
complexo |, ou seja, no braco que esta
inserido na membrana mitocondrial
interna (Figura 6). A  primeira
demonstracdo de que o complexo | €
uma fonte geradora de espécies
reativas de oxigénio deu-se quando
Hinkle em 1967* trabalhando com
mitocondrias isoladas desacoplou a
formacédo de agua como produto final da
cadeia transportadora de elétrons*.
Subsequentemente mostrou-se que o0
complexo | isolado na presenca de
NADH produz O;* e essa formacado de
0O,° é aumentada na presenca de
rotenona, um inibidor de UQ#. O
mecanismo de formacdo de O, por
parte do complexo | isolado esta4 agora
razoavelmente bem compreendido®?.
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AH"

Membrana
mitocondrial
interna

Matriz
mitocondrial

Rotenona

UQH:

NAD*+H" NADH

Figura 6 — Sitio de formacdo de superdoxido no complexo |I. Note que a
rotenona atua como inibidora do fluxo de elétrons. Os superdxidos gerados no
complexo | sdo liberados na matriz mitocondrial.

O complexo | produz O,* a partir
da reacdo de O, com FMN totalmente
reduzido, e a proporcdo do FMN, que é
completamente reduzido, é definido pelo
razdo NADH/NAD® “2. Este modelo
explica por que a inibicdo do complexo |
por meio da rotenona causa geracao de
O, ja os elétrons serdo conduzidos de
volta a FMN que por sua vez ir4 ser
responsavel pela formacéao de O,

Em mitocOndrias intactas a
proporcdo FMN totalmente reduzido
parece ser um ponto chave na relagédo
NADH/NAD®, de modo que, a inibi¢éo
da cadeia respiratéria por meio de
mutacdes, isquemia, alteragbes no
citocromo ¢ ou acumulo de NADH em
fungcdo da baixa demanda de ATP e
consequentemente baixa taxa
respiratéria pode aumentar a razéo
NADH/NAD+ conduzindo assim a
formacdo de O, “*. Em contraste,
quando a relacdo NADH/NAD"® ¢é
relativamente baixa pequenas

guantidades de O,* sdo formados no
complexo [**. De fato, a importancia da
relacio NADH/FAD" na geracéo de O;"
por parte do complexo | pode ser
demonstrada por meio da expresséo da
enzima NADH desidrogenase de
leveduras, causando assim deplecéo do
pool de NADH por meio de oxidacdo™.
Outra condicdo em que o complexo |
produz grandes quantidades de O," é
no transporte reverso de elétrons®.

O Transporte Reverso de
Elétrons (TRE), ocorre em mitocéndrias
gue estdo operando em circunstancias
em que o fornecimento de elétrons
reduz o pool de UQ, que em presenca
de uma forga proton motriz significativa
retornam de UQH, para o complexo | e
sdo capazes de reduz NAD" a NADH*'.
A geracdo de O,° é abolida pela
rotenona, um potente inibidor do
complexo |, confirmando assim que a
formacdo dessas espécies reativas de
oxigénio de fato ocorrem no complexo
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1*”. A produgdo de O;° por parte do
complexo | decorrente do transporte
reverso de elétrons também é abolida
em condicdes em que a forca proton
motriz est4 diminuida*® possivelmente
porque h& reducdo das forgas
termodindmicas que empurram 0S
elétrons para a formagdo de O;° no
interior do complexo I. Curiosamente a
geracao de O," no complexo | é mais
sensivel as variacbes de pH, um
componente da forgca préton motriz (Ao)
do que aos valores do potencial de
membrana (AY). Embora o mecanismo
exato pelo qual o complexo | gere O;”
em condi¢des de TRE néo esteja ainda
plenamente esclarecido a possibilidade
mais simples parece ser que o TER
force os elétrons para a FMN de modo
gue a geracdo de O," durante o TER
assemelhe-se entdo a formacao desse
radical em condicbes em que FMN
encontre-se reduzida em resposta a
elevada relacdo NADH/NAD" *°. De fato,
o difeniliodonio, um inibidor da flavina
abole a geracdo de O," através da via
de TRE por parte do complexo | .
Contudo, isso ndo confirma o
envolvimento da FMN na geracao desse
radical uma vez que o difeniliodonio tem
outras interacdes com a mitocondria®®.
Além disso, o desacoplamento de
UQ do complexo I em condicbes onde
estdo presentes um gradiente de pH
(ApH) geram O;° de forma mais
extensa do que a reducdo de FMN
isoladamente, sugerindo um importante
papel de UQ no transporte de elétrons e
consequentemente na sintese reversa
de O, *®. Essas evidéncias sustentam o
fato de que a geracao de O, * por parte
do complexo | ocorre em diferentes
circunstancias no transporte reverso de
elétrons e também da reducdo de FMN
pelo pool de NADH de forma simultanea
e que grande parte do O," formado
durante o TRE ndo é produzido na

FMN. Assim, se 0 O, ndo é gerado na
FMN durante a TRE entdo o foco se

volta para a UQ onde um par de
elétrons de um ndcleo ferro-enxofre
para UQ reduzindo-a a UQ,, enquanto
quatro protons de hidrogénio sao
bombeados através da membrana
mitocondrial interna para o0 espaco
intermembranar por um mecanismo

ainda pouco compreendido*’. A
intrigante dependéncia do pH e de ApH
para formacdo de O," durante o TRE
sugere que moléculas de semiquinonas
e semiquinolatos sdo formados durante
0 bombeamento protonico e reagiriam
gsiretamente com o O, para formar O

Conhecemos pouco ainda acerca
da estrutura do complexo | bem como
de seu exato mecanismo de
bombeamento de protons, de modo que
o0 estudo da formacao de O, através de
TRE pode contribuir para melhorar
NOSso conhecimento sobre as
particularidades moleculares do
complexo I. Em suma, o complexo |
produz grandes quantidades de O;*
por dois mecanismos: quando a relacao
NADH/NAD® aumenta na matriz
mitocondrial, levando a reducédo de FMN
e quando o fluxo de elétrons para o pool
de UQ ocorre em meio a elevada forca
préton motriz. Embora o local exato de
producdo de anions superoxido durante
o transporte reverso de elétrons néao
seja plenamente conhecido, a taxa de
producado de O," em condi¢cGes de TRE
parece ser a mais alta que pode ocorrer
em mitocdndrias”®.

O COMPLEXO Il COMO FONTE D
ERADICAIS LIVRES - a cadeia
transportadora de elétrons gera anions
O, como um subproduto inevitavel de
sua atividade. Existe consideravel
celeuma sobre o0 exato sitio de geracéo
de radicais livres na cadeia respiratoria.
Contudo, é consenso que o complexo Il
pode contribuir de forma relevante para
a formagcdo dessas espécies quimicas,
ja que durante o ciclo da ubiquinona
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hd& um momento onde ocorre a
formacdo de Q° e, em determinadas
condicbes pode-se formar O, . No
entanto, muitos detalhes relacionados a
formacdo de ERO’s por parte do
complexo Ill devem ser mais bem
esclarecidos como, por exemplo, por
que o complexo Il libera Q* para o
citosol e também para a matriz
mitocondrial®. No complexo Il a
transferéncia de elétrons do ubiquinol
(QHz) para o citocromo ¢ (e o
concomitante bombeamento de H') é
catalisado pelo ciclo da ubiquinona®. O
ciclo inicia-se com a transferéncia de
dois elétrons do ultimo aglomerado Fe-
S do complexo | para Q. Nesse
momento, Q converte-se em QH,,
transferindo um dos elétrons a um
aglomerado Fe-S e posteriormente ao
citocromo cl e, finalmente esse elétron
€ aceptado pelo citocromo c.
Concomitante a essa transferéncia de
elétrons dois H* sdo extrudidos para o
espaco intermembranar. O segundo
elétron € aceptado por dois citocromos
bL e bH respectivamente até ser
captado por outra molécula de Q
convertendo-a em Q°. O elétron que
segue pelos citocromos bL e bH é
captado por outra molécula de Q.

Ao captar esse segundo elétron
Q converte-se em Q. Q capta dois H*
da matriz mitocondrial originando QH
gue por sua vez reinicia o ciclo de
transferéncia de elétrons e prétons. Em
condicGes normais O™ é imediatamente
oxidada pela citocromo bL (préximo a
matriz mitocondrial) até Q em funcéo da
grande solubilidade do oxigénio no
ambiente hidrofébico das membranas
biologicas ele tende a se difundir pela
bicamada da membrana mitocondrial
podendo reagir com O," sobretudo em
circunstancias em que ocorre lentiddo
do fluxo de elétrons ao longo da cadeia
respiratéria, o que ocorre quando o
potencial elétrico da membrana
mitocondrial interna (AY) encontra-se
elevado. Essa reacdo gera O," , e em

fungéo da proximidade de Q do espaco
intermembranar o O, sendo um &nion
tenderia a ser expulso da membrana
mitocondrial interna para o ambiente
citosélico®. Contudo, sua migragéo
para o citosol é desfavorecida pelo
potencial eletronegativo da membrana
mitocondrial interna, embora® tenham
demonstrado que uma fracao de O
produzido no complexo Il é liberada na
matriz mitocondrial. Para que isso seja
possivel os autores propdem dois
modelos, o primeiro postula a existéncia
de um “tunel hidrofébico” através do
qual a QH® (sem carga elétrica) se
difundiria.

A subsequente reacdo de QH°®
com O, geraria O, com consequente
liberacdo de um préton da semiquinona.
O segundo modelo proposto por Muller
et al., (2004)*® sugere que, ao invés do
O, 0 HO®; (hidroperoxil, um conjugado
acido de 0,°) pode ser diretamente
formado devido a existéncia de um
residuo de glutamato proximal no sitio Q
que forneceria o0 préton necessario a
reacdo, embora os autores postulem
que o proton seja fornecido para a
oxidacao do ubiquinol,
independentemente do valor de pH. O
HO®, ai formado poderia reagir com
cadeias carblOnicas insaturadas de
acidos graxos que compdem 0s
fosfolipideos da membrana mitocondrial
interna causando  sérios  danos
quimicos. Durante o ciclo de Q o
segundo elétron ¢é primeiramente
transferido ao grupo heme de bL (cuja
localizacdo esta orientada para a face
citosélica) e subsequentemente esse
elétron é conduzido ao grupo heme de
bH, o qual est& situado proximo a matriz
mitocondrial. Essa organizacao
transmembranar dos dois grupos heme
do citocromo b em lados opostos é a
chave que permite a transferéncia de
elétrons em condic¢des de elevado AY, o
gue leva ao prolongamento do ciclo de
Q™. Assim, Q é formado contra a forca
proton motriz (AP=A@-59 ApH em mV).
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O prolongamento da meia vida de Q°
*favorece sua chance de interacdo com
0 oxigénio, consequentemente a
producdo de O;° aumenta em
condicbes de elevado AY>".

O segundo sitio de geracéo de Q°
*no cerne do complexo lll é o sitio Qi
(Qn) localizado na face voltada para a
matriz mitocondrial e proximal ao
citocromo bH o qual doa um elétron
para Q enquanto Q* é novamente
formado. Como consequéncia da
oxidacao do segundo QH, até Q, o
segundo elétron completa a reducdo do
Q™ até QH; no Qi e QH; retorna ao pool
da membrana. Demonstrou-se que 0 Oy’
A pode escapar do espaco
intermembranar em direcdo ao citosol
através de wuma porina voltagem
dependente denominada VDAC
(Voltage Dependent Anion-selective
Channels) a proteina mais abundante
da membrana mitocondrial externa
cujas funcbes estdo relacionadas a
eventos apoptoticos. Nao se sabe ao
certo se o transito do O;* através do
VDAC ocorra alguma influéncia do O,*
nas propriedades fisico quimicas do
VDAC.

DESACOPLADORES - O FREIO DA
FOSFORILACAO OXIDATIVA

Entende-se por desacoplador um
elemento que é capaz de bloquear o
fluxo de elétrons na cadeia respiratéria
diminuindo a eficiéncia na sintese
mitocondrial de ATP. As proteinas
desacopladoras (UCP) compdem uma
familia de proteinas bombeadoras de
prétons localizada na membrana
mitocondrial interna® e tém funcéo de
translocacdo dos protons e elétrons do
espaco intermembranar para a matriz
mitocondrial, dissipando o gradiente de
prétons através da membrana interna
da mitocondria®>. No processo de

sintese de ATP, a cadeia respiratoria
transporta prétons e elétrons atraves da
membrana interna da mitocondria para
0 espaco intermembranar, criando um
gradiente de protons.

No retorno dos prétons para a
matriz mitocondrial, as proteinas ATP-

sintases, numa reacdo acoplada,
utilizam a energia para fosforilar o ADP
(+ Pi) e sintetizar o ATP. Assim, tal
como as ATP’s-sintases, as UCP’s
também localizam-se na membrana
interna e servem como um canal
alternativo para que os prétons
atravessem de volta para a matriz.
Quando a UCP é estimulada, a energia
nao € aproveitada para a fosforilagdo do
ADP, gerando apenas calor®. A
geracdo de espécies reativas de
oxigénio por parte da mitocondria sofre
um controle fisiolégico pelas proteinas
desacopladoras. Cinco moléculas tém
sido identificadas como sendo membros
da familia de proteinas desacopladoras,
UCP1, é a forma classica das UCP’s, e
encontra-se presente no tecido adiposo
marrom, UCP2 (Figura 7) distribui-se
mais largamente em muitos tecidos
incluindo o sistema nervoso central e
musculos  esqueléticos e  UCP3
relacionada com o consumo de
substratos energéticos, sendo regulada
pela disponibilidade e metabolismo
desses  substratos®™**. A  UCP1
presente no tecido adiposo esta
relacionada a termogénese, enquanto
que a UCP2 e UCP3 estao envolvidas
na prevencdo da geracdo de anions
superéxidos e na regulacédo do ciclo de
acidos graxos no interior das
mitocondrias®. As funcées da UCP4 e
UCP5 nao foram plenamente
elucidadas, estdo presentes no tecido
neural, provavelmente para proteger da
acao deletéria de O, em funcédo da alta
taxa metabdlica desse tecido™.

25



Journa| of Amazon
Health Science

RTAAsaqy
\V GGL
L VTTR 69 rY QSEK 164 255
G LIMT R TATR H SHL
Q VE GG VYIE Y ACTR
S G G AEE Q GAMK
LEC 46 E 75 P A G 27,6 LEG
10G YSLR 149 R 172 | NSA P 266
VRLQ LGN AQA WLGR TRYM YEAR
TAK LGAV VRFQ TGK VVK FGK
FELD QRQ VVK VNPS SEVvD FSPM
LIT AFSM QETD NRA VIA LRL
CIAD RVS AVA NVIA FCTT NWSG
TAA YLGI ALAV EAC GAG MVV
LGAG VSD TTG YTVL TSAF YTVF
TVKF ;. | YFQK LAGS ILD PCHF LQE
Lic M T 105 IGSRLi120 “TDKg02 L 218 K 295
K G L D
R
G L D A
SEH P T L
SN LM M AQ

Figura 7 — Topologia da proteina desacopladora 2 (UCP-2) presente o tecido
adiposo marrom. Os desacopladores sé&o assim chamados porque desacoplam a
cadeia transportadora de elétrons da fosforilacdo oxidativa. Os desacopladores

desviam a energia que seria usada para sintese de ATP convertendo-a em calor.

O APARATO
CELULAR

ANTIOXIDANTE

da célula. De fato, a localizacdo de
enzimas antioxidantes tem relacdo com
o tipo, o local e a quantidade de EROS

O advento do oxigénio na sintese formada em cada compartimento
de ATP trouxe o risco de formacéo subcelular.
continua de radicais livres o que Por exemplo, enzimas

impulsionou as células a desenvolver
multiplos mecanismos de defesa
antioxidante no sentido de prevenir
danos & integridade celular®. Os
mecanismos de defesa celular contra
ERO’s séo: as enzimas antioxidantes
tais como superoxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa peroxidase. Além
das enzimas antioxidantes substancias
oriundas da dieta (tocoferdis, licopeno,
flavondides e &acido ascérbico, por
exemplo) com propriedades
antioxidantes também s&o utilizadas
pela célula com o propdsito de deter a
cadeia oxidativa inicializada por radicais
livres. Outra forma de protecéo celular
contra danos oxidativos é a
compartimentalizacdo, ou seja, a
separacdo de locais de formagao de
espécies reativas de oxigénio do resto

responsaveis pela sintese de peroxido
de hidrogénio estdo confinadas nos
peroxissomas onde a concentracdo de
enzimas antioxidantes (catalase e
superéxido dismutase) € extremamente
alta. JA as mitocondrias dispdem de
grandes quantidades de superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e
GSH. No entanto, as maiores
guantidades de enzimas antioxidantes
sdo encontradas no figado, nos rins e
nas adrenais, jA que nesses 6rgdos o
conteudo mitocondrial € extremamente
alto. Outra forma de
compartimentalizacao envolve o]
sequestro de ferro por proteinas intra e
extracelulares (ferritina e
hemossiderina). Ligado a proteinas, o
ferro € incapaz de participar da reacdo
de Fenton. Finalmente podemos definir
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um  antioxidante como  qualquer
substancia que, presente em baixas
concentragcbes quando comparada as
concentragcbes do substrato oxidavel,
impede a oxidagao desse substrato de
forma eficaz®®. Os antioxidantes podem
ser classificados também quanto a sua
localizacdo em enddgenos e exdgenos,
sendo que os primeiros estdo presentes
naturalmente no interior das células
enquanto que os exdgenos devem ser
obtidos por meio da dieta, por exemplo.
Outra forma de classificacdo dos
antioxidantes é quanto a sua polaridade,
uma vez que as espécies quimicas
reativas podem surgir tanto em meio
hidrofilico quanto hidrofébico. Os
antioxidantes enddgenos mais eficientes
séo as enzimas antioxidantes.

ANTIOXIDANTES DE
ENZIMATICA

NATUREZA

As enzimas antioxidantes
constituem uma importante linha de
defesa contra as espécies reativas de
oxigénio  formadas no ambiente
intracelular e também contra o0s
produtos celulares decorrentes das
reacdes em cadeia desencadeadas por
radicais livres. A SOD & uma enzima
tetramérica manganés-dependente por
apresentar um atomo deste mineral por
subunidade. A SOD citosolica é uma
enzima com duas subunidades, cada
uma contendo um atomo de cobre e um
atomo de zinco®’. Nos fluidos
extracelulares a SOD também é zinco
ou cobre dependente, é uma enzima
tetramérica também  apresentando
guatro atomos de cobre e quatro de
zinco em cada molécula. E secretada
pelas células endoteliais. A superéxido
dismutase é a enzima mais abundante
no organismo humano e a quinta
proteina no mesmo, mostrando desta
maneira a sua importancia bioquimica®’.

No entanto, a acdo da SOD nao
promove uma dismutacdo completa do

radical superéxido uma vez que surge
ao final da reacdo o perdéxido de
hidrogénio que, embora nao seja um
radical livre per se pode reagir com
metais de transicdo como, por exemplo,
o ferro ou cobre para formar um radical
poderoso, o radical hidroxil (OH®). Essa
reacdo é conhecida como reacdo de
Fenton. A reacao iniciada pela SOD é
completada pela catalase, uma
hemoproteina contendo quatro grupos
heme, dependente de ferro, encontrada
predominantemente nNos peroxissomos.
A catalase converte o peréxido de
hidrogénio (inorganico) em &agua e
oxigénio, apresenta o ferro como seu
principal cofator. Ela é mais importante
em condicdes onde ha uma grande
concentracdo de formacao H,O, como,
por exemplo, os peroxissomas, figado e
eritrocitos™ >’. Embora o peréxido de
hidrogénio per se ndo seja toxico, ele
pode atuar como precursor de anions
hidroxil nas reacdes de Fenton e Haber-
Weiss. O peroxido de hidrogénio é
lipossoluvel de modo que, pode se
difundir através das membranas
biologicas e gerar hidroxil em locais
onde o ferro ou o cobre estdo presentes
em abundancia como, por exemplo, as
mitocéndrias. E por essa razdo que a
degradacédo do peroxido de hidrogénio a
agua por parte da catalase € um passo
importante na prevencdo de danos
oxidativos. Outra enzima antioxidante
extremamente importante € a glutationa
peroxidase (GPX), um tripeptideo
formado por glutamato, cisteina e glicina
com um grupamento amino de cisteina
unido por uma ligacdo peptidica ao
grupo y-carboxila do glutamato®®. A GPX
pertencente a uma familia de enzimas
de selénio, estdo presentes nas células
tanto no citosol quanto nas mitocondrias
e sao o principal mecanismo de
remocdo de H,0,°°, uma vez que
promove dismutacdo mais completa do
peréxido de hidrogénio em decorréncia
de ser gerada apenas agua e também é
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capaz de reduzir peroxidos organicos
(R-OOH) (Tabela 2).

Tabela 2 — ReagOes envolvendo dismutacéo de radicais livres e enzimas relacionadas.

Reacéo Comentarios pertinentes

Dismutacdo do anion superoxido por meio da
enzima superoxido dismutase (SOD), uma enzima

o i SODE Q2+ Ha0e extremamente abundante no organismo humano.

A reacdo de Fenton é aquela que da origem ao
radical hidroxil (OH®) quando o peroxido de
hidrogénio reage com o ion ferro bivalente. Isso
ocorre em funcdo da incapacidade da SOD de
promover uma completa dismutacdo do radical
superoxido surgindo ao final da reacdo o peréxido
de hidrogénio.

Fe? + H,0, ——> Fe® OH + OH"

A dismutacdo do anion peroxil é realizada pela
catalase. Dessa forma a catalase conclui a reacéo
inicializada pela SOD convertendo o perdxido de
hidrogénio (inorganico) em agua e oxigénio.

OH +H,0, ———> OH +OH"
Fe™ / Cu*?

O anion superoxido pode reagir diretamente com
o peroxido de hidrogénio dando origem ao ion
hidroxido e ao radical hidroxil. Esse evento é
denominado reacdo de Haber-Weiss e ocorre
numa danica etapa, e nao requer ferro.

H,0,+ O, —> 0O, + OH + OH°

A GPX é uma enzima tetrameérica
com um atomo de selénio por
subunidade e existe em diversas
isoformas as quais sdo especificas para
atuar em meios hidrofilicos ou
hidrofébicos®. Nas reacfes catalisadas
pela GPX os grupos sulfidrila reagem de
modo a promover a reducdo do
peroxido de hidrogénio a agua e dos
peroxidos lipidicos a alcois atoéxicos.
Essas reacfes envolvem a oxidacao de
duas moléculas de glutationa que déao
origem a uma Unica molécula de
glutationa dissulfeto sendo que os
grupos sulfidrila também sdo oxidados

com radicais organicos em reacdes nao
enzimaticas de terminacdo de reacdes
em cadeia®. Uma vez formada a
glutationa oxidada (GSSG), sua
recuperacao é realizada pela glutationa
redutase (GSR), enzima presente nas
mitocondrias a qual ira utilizar via de
Warburg-Lipman-Hoerecker, para gerar
poder redutor, ou seja, NADPH + H* °’.
O magnésio também participa da
regeneracdo da glutationa reduzida,
pois € um cofator de enzimas do ciclo
das pentoses (NADPH). A razdo [GSH] /
[GSSG] é 10:1 (Figura 8).
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ROOH + 2GPX——> ROH + H,O + GSSG

H,O, + 2GPX ——> 2 H,0 + GSSG
GSSG + NADPH + H —— 2 GSH + NADP"

Figura 8 - Reacdes mediadas pela glutationa peroxidase (GPx) uma enzima

tetramérica dependente de selénio.

Catalisa a reducao de hidroperéxidos

organicos e inorganicos (HpO,) pela glutationa reduzida (GSH) para formar

glutationa oxidada e agua (ou alcoois).

Para a GPx continuar a catalisar esta

reacao, a glutationa oxidada necessita ser novamente reduzida (pela glutationa
redutase) para novamente servir de substrato, sendo que para essa reducao ela
ira utilizar a NADPH formada pela via das pentoses.

A atividade da GPX encontra-se
dois tercos no citoplasma e um tergco na
mitocondria. O selénio é seu cofator, e
além de potencializar sua atividade, ele
tem um efeito sinérgico com o0 a-
tocoferol, aumentando a inibicdo da
peroxidacao lipidica. Reacoes
envolvendo metais que podem gerar
espécies quimicas reativas sdo inibidas
pelas metalotioneinas. As
metalotioneinas sdo proteinas que
conttm 60 a 68 residuos de
aminoacidos, dos quais 20 séo
cisteinas. Todos os 7 atomos de zinco
presentes na proteina, estdo ligados
nestas moléculas de  cisteinas,
distribuidos em 2 dominios da proteina.

De fato, o zinco (Zn) difere dos
outros metais de transicdo, pois contém
a camada eletronica "d" completa e
assim nao participa de reacdes redox,
mas age como acido de Lewis para
aceitar um par de elétrons, fazendo com
gue seja um ion estavel. O zinco ocorre
naturalmente como 5 isétopos estaveis:
®zn, %zn®zn, %zn, e zn.
Geralmente se complexa com
aminoacidos, peptidios e nucleotideos e
tem afinidade com grupos tidis e
hidrogénio®®. Essas pequenas proteinas

reagem, portanto, com metais em
transicdo, impedindo-os de catalisar a
reacdo de Haber-Weiss e a reacdo de
Fenton, o que levaria a geracdo do
radical hidroxil (OH®). Uma vez que a
mitocondria é uma fonte de radicais
livres, o que pode ser confirmado ao
avaliar-se as operacfes da fosforilacédo
oxidativa, as células contam com a
coenzima Q (ubiquinol) que esta
presente na propria cadeia
transportadora de elétrons conduzindo
elétrons aos pares através dos
complexos da cadeia respiratoria
perfazendo assim, o denominado ciclo
Q.

Sua principal funcdo € atuar
como componente redox dos sistemas
de transporte de elétrons
transmembrana, como na cadeia
respiratoria mitocondrial. A coenzima Q
existe em 3 formas: QH,, Q e Q’, sendo
as duas primeiras sollveis (movem-se
pela membrana) e a semiquinona (Q°)
nao lipossoluvel fica presa, proximo a
fase aquosa da matriz. Dessa forma, a
coenzima Q cumpre uma funcao
ambigua, ao mesmo tempo em que €
um eficiente scavenger (varredor),
sobretudo em fases lipidicas pode
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também ser responsavel pela geracao

-1é

de superéxidos® (Figura 9).

-1é

QH;——>QH®* ——>Q

Figura 9 — Ubiquinol, carreador de elétrons por meio do
ambiente hidrofébico da bicamada lipidica atua como
scavenger e gerador de anions superéxidos.

ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS

Uma definicho possivel de
antioxidante é que sao substancias
capazes de inibir a oxidacdo de outras
substancias ou ainda uma dada
substancia que em concentracdes
baixas guando comparadas as
concentracbes do substrato oxidante
apresentam a propriedade de impedir a
oxidacdo de substancias suceptiveis®.
Os antioxidantes ndo enzimaticos
podem ter origem enddgena ou dietética
e atuam de modo a complementar a
funcio do aparato  antioxidante
enzimatico. De fato, o consumo de
frutas e vegetais estd associado a
reducéo do risco de desenvolvimento de
doencas relacionadas a radicais livres®’.
Esses antioxidantes podem agir
diretamente neutralizando a acdo das
espécies radicalares ou de forma
indireta atuando em sistemas
enzimaticos com propriedade
antioxidante®. Dentre os antioxidantes
de origem dietética destacam-se o acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E) e carotendides
(precursores da vitamina A)®'. Outros
carotenoides que ndo sao precursores
da vitamina A tais como, luteina,
licopeno e zeaxantina também tem
fungcdo antioxidante. Os minerais
também podem  exercer funcéo
antioxidante e dentre esses destacam-
se 0 zinco, cobre, selénio e magnésio®.
Diversos autores defendem que o0s
compostos antioxidantes da dieta s&o

mais efetivos quando atuam em sinergia
de modo que, a avaliagdo de uma
propriedade  antioxidante de um
nutriente isolado ndo mostra sua plena
capacidade de protecdo contra danos
oxidativos. De fato, as vitaminas C e E
atuam de forma cooperativa na inibicéo
da cascata oxidativa que conduz a
peroxidacdo de lipideos e danos no
DNA®L. Além disso, a determinacao in
vivo do potencial antioxidante dos
compostos ndo enzimaticos esta
condicionada a diversas variaveis tais
como: a) absorcdo e biodisponibilidade
em situacdes fisiologicas; b)
concentracdo plasmatica ideal da
substancia antioxidante para que a
atividade antioxidante seja exercida; c)
tipos de espécies radicalares geradas
no processo oxidativo assim como em
quais compartimentos celulares essas
espécies radicalares foram geradas e
de que forma foram geradas®’.

Alguns  antioxidantes podem
atuar de forma inversa ao esperado, ou
seja, podem exercer funcdo oxidativa,
isso ocorre com a vitamina C quando
entra em contato com metais de
transicdo, particularmente o ferro.
Nessa circunstancia, a vitamina C tende
a aumentar a absorcdo de ferro
tornando-o mais apto para atuar nas
reacBes de Fenton®. Os antioxidantes
nao enzimaticos sdo mais ou menos
efetivos de acordo com a polaridade de
cada compartimento celular ou tecido
onde atuam, por exemplo, a vitamina C
€ bastante eficiente em debelar
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contrapartida, os flavonoides tem a
propriedade de agir em ambos o0s

espécies radicalares geradas em
ambientes hidrofilicos sendo ineficiente
na prevencdo de peroxidagdo de meios, tanto
lipideos que ocorrem em meios hidrofébico®
hidrofébicos (Tabela 3). Em

hidrofilico guanto

Tabela 3 — Mecanismos de acdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.

Antioxidante Caréter Mecanismo de acao
Superéxido Hidrofilico Dismutacdo do O, em H,0; e O3
dismutase (SOD)
Antioxidantes Catalase Hidrofilico Dismutacao da H,O, em H,0 e O
enzimaticos Glutationa Hidrofilico Reducédo do R-OOH em R-OH
peroxidase (GPX) ou lipofilico
Glutationa Hidrofilico Reducéo do R-S-S-R a R-SH
redutase scavenger de radicais livres, cofator
da GPX.
Acido ascorbico  Hidrofilico Scavenger de radicais livres,
(vitamina C) regenera os tocoferdis (vitamina E),
Antioxidantes mantém enzimas em estado reduzido.
oriundos da Retindis e Lipofilico Sacvenger de radicais livres.
dieta carotendides
Tocoferdis Lipofilico  Previne lipoperoxidacédo e aumenta a
(vitamina E) absorcao do selénio.
Selénio Anfifilico  Constituinte da GPX e da tioredoxina
Outros Metalotioneinas  Hidrofilico Liga-se a metais de transicao
promovendo sua neutralizacao
Thioredoxinas Hidrofilico Reducéo do R-S-S-R a R-SH
Ubiquinol Lipofilica  Scavenger de radicais livres, previne
a lipoperoxidacéo.
Acido lipoico Anfifilico Scavenger de ERO’s
CONCLUSOES envelhecimento tém suas bases na

oxidacdo desencadeada por radicais
livres. Assim sendo o estresse oxidativo
parece ser um processo irreversivel e
inexoravel que, pode em algumas

Nos ultimos anos diversos
esforcos tem sido direcionados no
sentido de melhor compreender o papel
dos radicais livres nos organismos, circunstancias, ser reduzido, lentificado,
sobretudo no organismo humano. De porém nao totalmente eliminado.
fato, uma gama de doencas tém os Lentamente os radicais livres conduzem

radicais livres como seus precursores,
como por exemplo, aterosclerose e o
Alzeheimer. Até mesmo processos tao
inerentes a natureza humana como o

a alteracfes bioldgicas que como numa
reacdo em cadeia culminam levando o
organismo todo a um colapso. Sem uma
alternativa ao oxigénio seguimos
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respirando e por cerca de 75 a 80 anos.
Nesse periodo 0 oxigénio ja
desencadeou danos irreparaveis e,
chamamos esse periodo de
“expectativa de vida”.
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