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. Sumario

Os efeitos de varias substancias, sejam elas farmacos ou ndo, vao sendo acumulados
durante toda a vida de um organismo. Alguns desses efeitos podem ser mais
pronunciados relativamente a outros, pelo que vao desencadear respostas mais
acentuadas e marcadas. Ao longo deste trabalho, foram estudados os efeitos que alguns
farmacos poderdo exercer em sistemas bioldgicos, nomeadamente ao nivel do stress
oxidativo, incluindo a inducdo de alteracdes deletérias em lipidos, proteinas e DNA;
paralelamente, fez-se uma andlise da resposta bioldgica em relacdo a presenca de
agentes oxidantes, que envolve o metabolismo antioxidante. Entende-se por stress
oxidativo, uma situacdo em que ocorre um desequilibrio entre o sistema de defesa
antioxidante e a producdo de compostos oxidantes, que contribui para a geracdo de
radicais livres. Contudo, existem mecanismos de defesa, que tanto podem ser
enzimaticos, (ex.: certas enzimas, como a superdxido dismutase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase e catalase), como podem ser ndo enzimaticos (incluem-se nesta

categoria certas vitaminas, como a vitamina A, vitamina E, flavonoides e flavonas).
Il. Abstract

The effects from multiple substances, either drugs or not, accumulate during an
organism life time. Some of these effects may have a deeper impact than others,
triggering sharper and more intense responses. Throughout this dissertation project, the
effects that some drugs have on biological systems we be studied, namely at the level of
oxidative stress, including inducing deleterious changes in lipids, proteins and DNA. At
the same time, an analysis was made about the biological response concerning the
presence of oxidizing agents, which involves the metabolism antioxidant. Oxidative
stress refers to a situation where an imbalance occurs between the antioxidant defense
system and production of oxidizing compounds, which contributes to the generation of
free radicals. However, there are defense mechanisms, which can be either enzymatic
(certain enzymes such as superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione
reductase and catalase), as can be non-enzymatic (including on this category certain

vitamins, such as vitamin A, vitamin E, flavonoids and flavones.
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Palavras-chave — Stress oxidativo, metabolismo antioxidante, espécies reativas ao

oxigénio, espécies reativas ao azoto, classes farmacoldgicas, espécies-alvo.
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VI. Introducéo

Muitos compostos, na sua forma nativa, apresentam uma toxicidade relativamente
baixa. No entanto, sob a acdo de determinadas enzimas no organismo, ocorre uma
conversdo em formas intermediérias que interferem com a fisiologia e com a bioquimica
normal (Eaton & Gilbert, 2008). Este processo de conversdo biolégica de uns
compostos noutros denomina-se biotransformacdo e a sua ocorréncia é fundamental
para que muitos intermediarios sejam consideravelmente mais toxicos do que as

substancias iniciais.

Os efeitos toxicos num sistema bioldgico ndo serdo produzidos por um agente quimico,
a menos que esse agente ou 0s seus produtos de degradacdo metabdlica atinjam um
local apropriado no organismo, e numa concentracdo e periodo de tempo suficientes
para produzir uma manifestacdo toxica (Eaton & Gilbert, 2008). Assim, a principal
razdo porque alguns farmacos especificos sdo toxicos para um, mas nao para outro tipo
de tecido, é porque existem diferencas na acumulacdo do composto téxico final nos
varios tecidos. Por sua vez, isto pode acontecer devido a diferencas na capacidade de
varios tecidos em transportar e biotransformar o quimico no produto téxico final (Eaton
& Gilbert, 2008).

Muitos agentes toxicos podem interferir com a manutencdo das fungdes celulares.
Considerando um organismo multicelular, as células sdo obrigadas a manter a sua
propria integridade estrutural e funcional, bem como fornecer fungdes de suporte para
outras celulas. Porém, a manutencdo dessas funcbGes pode ser interrompida por
qguimicos, como resultado de uma resposta toxica (Gregus, 2008). As células,
normalmente modulam os seus sistemas de resposta ao stress, através de proteinas
reguladoras, que detetam o agente causador de stress, ou de um mensageiro. Com estes
mecanismos, a célula pode causar alteracdes ao nivel da transcricdo, ou ocasionalmente

ao nivel da translagdo ou da protedlise (Kumar et al., 2011).

Dependendo essencialmente do grau e do trajeto da exposi¢do, 0s quimicos podem
afetar a funcdo ou a estrutura de organismos vivos. A caraterizacdo qualitativa e
quantitativa destes efeitos toxicos, é fundamental para a avaliacdo do perigo potencial

representado por cada quimico em particular. Contudo, por vezes, um xenobidtico ndo
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reage diretamente com a molécula alvo especifica, mas influencia de forma adversa o
microambiente bioldgico, causando disfungdes a nivel molecular, celular e dos

organelos, levando a efeitos deletérios (Eaton & Gilbert, 2008).

Deste modo, verifica-se que a mais complexa via de toxicidade envolve varias etapas.
Primeiramente, o toxico é entregue ao alvo ou alvos, ap6s o qual o produto téxico final
interage com moléculas-alvo enddgenas, estimulando perturbagdes na funcdo celular
e/ou na estrutura, o qual inicia mecanismos de reparacdo celular, celular, bem como
mecanismos de adaptacdo que tém como objetivo, diminuir a entrega, aumentar a
capacidade de reparacdo e compensacdo para a disfuncdo. Quando as perturbacdes
induzidas pela substancia toxica excedem a capacidade adaptativa e de reparacédo, ou
quando a reparacdo e adaptacdo se torna ineficiente, ocorrem fendmenos de toxicidade
(Eaton & Gilbert, 2008).

De acordo com Oliveira e Schoffen (2010), a célula normal esta confinada dentro de um
intervalo estrito de estrutura e funcdo dos seus programas genéticos de metabolismo,
diferenciacdo e especializacdo e pelas limitagdes das células vizinhas e também pela
disponibilidade dos substratos metabdlicos. Por conseguinte, é defendido que condicdes
de stress fisiologico excessivo e acdo de alguns estimulos patoldgicos, podem levar a
alteracOes da fisiologia celular e a adaptacfes morfoldgicas. Assim, se os limites da
resposta adaptativa aos estimulos forem excedidos, ou se o ajuste for impossivel, podem
ocorrer uma série de eventos que causam dano celular, que em altimo caso, podem ser
irreversiveis. Portanto, se os estimulos forem intensos e continuos desde o inicio, a
célula atinge um ponto de nédo retorno e sofre danos irreversiveis, seguidos de morte
celular (Oliveira e Schoffen, 2010).

O oxigénio ndo é necessariamente uma molécula essencial para o processo de geragdo
de energia e muitos organismos vivem recorrendo ao processo de glicolise para garantir
todas as suas necessidades (McKee, 1999). Classicamente, a respiracdo aerobia,
segundo Di Giulio & Newman (2008), representa-se, de forma em que a molécula de
oxigénio age como o aceitador terminal de eletrdes, que é reduzido, em Gltima andlise,
em agua, quando intermediarios de elevada energia (NADH e FADH,), sdo oxidados e a

energia celular é capturada como ATP.

12



Efeitos de Farmacos em Sistemas Biologicos: Stress Oxidativo e Metabolismo Antioxidante

Perante uma situacdo em que ocorre um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacgdo dos sistemas de defesa antioxidante, ocorre aquilo que se designa
por stress oxidativo (Barbosa et al., 2010; Frustaci et al., 2012; Kumar et al., 2011;
Oliveira e Schoffen, 2010). Frustaci et al. (2012), refere que esta situacdo de stress
oxidativo pode desencadear ou aumentar a ativacdo de mastdcitos, que induz a secrecao
de vérios vasodilatadores, e moléculas pré-inflamatérias, tais como a histamina, o 6xido

nitrico ou o fator de crescimento endotelial vascular.

Deste modo, e segundo refere Barbosa et al. (2010), o stress oxidativo pode ser
caracterizado por um desequilibrio existente entre compostos com funcdo oxidante e as
defesas antioxidantes enddgenas (Tacchini, 2002), em que fica favorecida uma geracdo
excessiva de radicais livres, quando comparado com a velocidade de remocdo desses
mesmos radicais (Kumar et al.,, 2011). Todo este processo € responsavel pela
consequente perda da funcdo bioldgica de algumas biomoléculas, devido a sua
oxidacdo; assim, o stress oxidativo € um desequilibrio homeostatico que é passivel de

surgir e que se manifesta através de danos oxidativos contra células e tecidos.

No entanto, as fungdes das espécies reativas de oxigénio sdo mais vastas. Pandey &
Rizvi (2010), demonstraram que as espécies reativas de oxigénio sdo geradas por
processos metabolicos normais e estdo envolvidas, de certa forma, como moléculas
sinalizadoras e mecanismos de defesa como 0s observados na fagocitose, funcdo dos
neutréfilos, macrofagos e vaso-relaxamento, sendo que macréfagos e neutrofilos
realizam uma procura constante de microrganismos, bem como de células que se
encontrem danificadas (McKee, 1999). Desempenham assim um papel relevante na
protecdo do organismo contra agentes externos, ajudando a atividade dos neutréfilos e
dos macrdfagos, desde que tenham atividade bactericida através da degradacédo
oxidativa de lipidos, proteinas e DNA microbiano (Oliveira e Schoffen, 2010). No
entanto, e apesar destas funcgdes fisiologicamente importantes, a sua geracao excessiva
ou nédo controlada ¢ nefasta e leva ao stress oxidativo (McKee, 1999), ou seja, apesar da
sua contribuicdo fundamental para os mecanismos de defesa celular, eles podem ter um
efeito prejudicial para o organismo, se existir um seu aumento ou uma diminuigéo

excessiva na producao de antioxidantes (Oliveira e Schoffen, 2010).
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1. Papel fisiologico das ROS

Atendendo a situacBes em que h& respostas inflamatdrias, observa-se que estas sao
acompanhadas por um aumento da producdo de ROS e RNS, porém, as citoguinas pro-
inflamatdrias, como por exemplo, a IL-1 e TNF-0, melhoram os efeitos provocados
pelas ROS (Leonard, 2012). Corroborando esta ideia, Tacchini (2002), refere que a
reprogramacao da expressdo de genes emergiu como um mecanismo usado pelas células
para responder e possibilitar a adaptacdo a mudancas adversas de ambiente ou a
substancias toxicas. Maes et al. (2011), defende que as respostas inflamatdrias sdo
acompanhadas por indugéo de vias de stress oxidativo e nitrosativo. A participacdo do
oxigénio nestes processos metabdlicos esta relacionada com a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Exemplos de ROS incluem radicais superdxido, peroxido

de hidrogénio, radicais hidroxilo e atomo de oxigénio (McKee, 1999).

Os efeitos indiretos relacionados com o 6xido nitrico (NO) referem-se a reacgdes
mediadas por espécies reativas de azoto, que derivam do metabolismo do éxido nitrico.
Estes efeitos requerem que o CO seja inicialmente ativado pelo superdxido (O;) ou
oxigénio para formar as espécies reativas, que depois vao sofrer outras reacbes com
respetivos alvos bioldgicos. Estas reacdes adquirem uma especial importancia, quando
as concentracdes de NO sdo bastante altas ( > 1umol/L) e por longos periodos de tempo.
Os efeitos indiretos podem ainda ser divididos em stress oxidativo e nitrosativo (Wink,
2000).

McKee (1999), refere também que devido a elevada reatividade que caracteriza as
especies reativas de oxigénio, estas podem causar danos severos nas células vivas, se se
formarem em quantidades significativas. Normalmente, a formagdo de ROS é mantida a
um valor minimo pela acdo de mecanismos antioxidantes de defesa celular, ideia esta
gue também é defendida por Lushchak (2011).

Considerando Sonta et al. (2004), o stress oxidativo ocorre em tecidos vasculares. Entre
as varias fontes potenciais, 0 NAD(P)H oxidase vascular tem tido um aumento da
atencdo como sendo a mais importante fonte de producdo de ROS nos tecidos
vasculares. Assim, estes autores estudaram que elevados niveis de glucose e acidos

gordos livres estimulam a producéo de superdxido por via da proteina kinase (PKC),
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dependente da ativacéo vascular de NAD(P)H oxidase, observada em células de cultura
endotelial adrtica e células musculares lisas. Barbosa et al. (2010), corrobora esta ideia e
afirma que as enzimas livres de NADP(H) oxidase sdo uma importante fonte de geragéo
de radicais livres, sendo que, segundo este mesmo autor, existem pelo menos seis
isoformas, que diferem no que diz respeito ao local de expressdo e aos co-fatores
necessarios para a sua ativacdo. Mais concretamente, estas enzimas sdo proteinas
transmembranares altamente especializadas em transferir eletrdes através das
membranas celulares; sendo que o recetor habitual de eletrbes é o oxigénio, em

consequéncia deste processo ha geragdo de radicais superdxido (Barbosa et al., 2010).

Segundo Echeverri-Ruiz e Mockus-Sivickas (2010), é possivel definir uma situacao de
stress oxidativo como um estado em que a célula ndo apresenta as condicdes 6timas de
sobrevivéncia, sendo o stress oxidativo uma condi¢do que implica a geracao de radicais
livres nocivos para as estruturas celulares. De acordo com o preconizado por Barbosa et
al. (2010), a producéo continua de radicais livres que ocorre durante 0S processos
metabolicos, leva ao desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, que tém
como principal objetivo limitar os niveis intracelulares de espécies reativas, e assim

fazer um controlo de possiveis danos oxidativos que pudessem ocorrer.

As espécies reativas de oxigénio sdo geradas durante muitas outras atividades celulares,
além da reducdo do oxigénio para formar agua. Estas incluem o metabolismo de
xenobidticos e explosao respiratdria nos glébulos brancos. Adicionalmente, os eletrdes,
por vezes, difundem através das vias de transporte de eletrbes na mitocdndria e no
reticulo endoplasmatico, formando o radical superoxido, através da combinacdo com o

oxigénio.

Para se protegerem a si mesmos do stress oxidativo, muitos organismos desenvolveram
evolutivamente mecanismos de defesa antioxidante que empregam metaloenzimas e
molécula antioxidantes (McKee, 1999) que previnem a acumulacdo de moléculas
alteradas por oxidagdo (Vannuchi et al., 1998). Assim, sob circunstancias normais, 0s
mecanismos de defesa que tém por base a capacidade antioxidante, minimizam qualquer
dano que possa ocorrer (Mckee, 1999). Atendendo a que a mitocondria é o local onde

ocorre a maior producdo de ROS, é possivel criar stress oxidativo, que pode levar a
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disfungdo de organelos e em ultimo caso, a morte celular. A mitocondria tem sido
também frequentemente envolvida em fenémenos de toxicidade de varios farmacos,
bem como de outros xenobidticos, pelo que tem sido largamente estudada (Tripathi et
al.,, 2011).

Maes et al., (2011), refere igualmente que o stress oxidativo ocorre quando ha um
desequilibrio entre uma relativa escassez nas defesas antioxidantes, e um aumento da
producdo de espécies reativas, causada por baixas concentracGes de antioxidantes no
corpo e baixa atividade de enzimas antioxidantes. Além disso, € agora reconhecido que
certos tipos de células tém a capacidade de produzir elevadas quantidades de ROS. Por
exemplo, os macréfagos e neutréfilos fazem uma pesquisa constante pelo organismo de
microorganismos que possam vir a causar danos celulares, conduzindo a producdo de

ROS que vao ser usados para destruir e desmantelar essas células (McKee, 1999).

Os nutrientes essenciais atuam blogueando a ativacdo do fator de transcri¢cdo nuclear
Kappa-Beta (NF-kf), que faz a modulagdo da produ¢do de mediadores inflamatorios e
de moléculas de adesdo e € um regulador sensivel a substancias oxidantes. Contudo, a
baixa ingestdo de antioxidantes pode ser o fator responsavel para que ocorra a ativacao
do NF-xp (Volp et al., 2010).

Existem diversos fatores, tanto naturais como exdgenos, que podem ser responsaveis
pela ocorréncia de stress oxidativo. Os farmacos, tal como ja foi referido, séo, entre
muitos fatores, responsaveis pelo surgimento dessa situacdo, bem como exposi¢do a
contaminantes ambientais ou a radiagdes ultravioletas ou radiacGes ionizantes (McKee,
1999). Deste modo, nas situacOes de stress oxidativo, alguns danos sdo passiveis de
ocorrer. Estes danos podem consistir em inativacdo enzimatica, despolimerizacdo de
polissacarideos, rutura de acido desoxirribonucleico (DNA) e destruicdo de membranas
bioldgicas. Por conseguinte, algumas doencas, como por exemplo a ocorréncia de
cancro, enfarte do miocéardio, processos inflamatorios e de envelhecimento (McKee,
1999), doencas neuro-degenerativas (Barbosa et al., 2010), hipertensdo, angiopatia
diabética (Sonta et al., 2004) e ainda aterosclerose (Echeverri-Ruiz e Mockus-Sivickas,
2010; Kumar et al., 2011), tém sido associados & formacdo de derivados de oxigénio,

tais como os ROS.
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Assim, e possivel sustentar que os radicais livres, incluindo ROS tém entdo estado
implicados em varios aspetos de lesdo vascular, incluindo a oxidacdo de lipoproteinas,
hipertrofia de células musculares lisas e disfuncdo de células endoteliais. Por
conseguinte, varios mecanismos tém sido postulados, como o aumento da formacéo de
produtos de glicosilacdo avancada, aumento da libertacdo de superdxido pela
mitocondria, aumento da atividade da xantina oxidase e ativacdo da NAD(P)H oxidase
(Sonta et al., 2004). Leonard (2012), esclarece que a mitocondria produz a maior parte
da energia para a célula, armazenando sob a forma de ATP atraves de processos [-
oxidativos. Tal situacdo leva a que sejam constantemente gerados ROS e RNS que
podem provocar danos no mDNA, bem como na estrutura lipidica da membrana da
mitocondria. O mesmo autor refere que antioxidantes especificos, como a coenzima
Q10, acido lipdico e glutationa peroxidase, conferem a mitocéndria protecdo, contra

estes efeitos nefastos.

Echeverri-Ruiz e Mockus-Sivickas (2010), defendem que a teoria dos radicais livres e a
sua relacdo com o processo de envelhecimento, propdem que o envelhecimento normal
resulta de danos que ocorrem ao acaso nos tecidos, em consequéncia de stress oxidativo,
causado pelas ROS. Desta forma, e considerando este raciocinio, € expetavel que
animais mais velhos apresentem mitocondrias defeituosas, e podem produzir niveis

mais elevados de ROS comparativamente com animais mais novos.

Além disso, a exposicdo a calor, agentes toxicos ou condigdes desfavoraveis, como por
exemplo, situacdes de stress oxidativo, podem ativar a transcricdo de genes, que séo
definidos como genes de stress, que codificam para proteinas de stress (Tacchini, 2002).
A primeira etapa da transcri¢do depende da atividade de fatores especificos de proteinas
conhecidas por fatores de transcri¢cdo (TFs) e ainda que esses fatores possam, de forma
isolada, ter um papel determinante na expresséo de certos genes. Geralmente, a ativacéo
da transcricdo envolve a acdo sinérgica de mais do que um fator de transcrigdo
especifico (Tacchini, 2002). De acordo com 0 mesmo autor, o promotor de cada
sequéncia genética contém varias sequéncias para cada TFs diferente que pode
potenciar um papel de inducdo de expressdo, contudo, a ativacdo da ligacdo de DNA
desses TFs, pode ndo implicar necessariamente que esse gene venha a ser ativado

(Tacchini, 2002). Assim, verifica-se que a exposi¢édo das células a condigdes de stress,
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resulta na ativacdo de varias vias de transducgdo de sinal, que culminam na inducéo ou

estimulagdo de genes especificos.

Estudos tém mostrado que os ROS podem desempenhar funcao intracelular de segundos
mensageiros e que o stress oxidativo pode ser um mediador comum da apoptose, talvez

pela via de formacdo de hidroperdxidos lipidicos (Hickey et al., 2001).
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V1. Espécies reativas como agentes oxidantes

Entende-se por radical livre um atomo ou molécula que tem um ou mais pares de
eletrbes desemparelhados nas orbitais externas (Oliveira e Schoffen, 2010; Vannucchi et
al., 1998). A presenga de um ou mais destes eletrdes desemparelhados, determina uma
atracdo para um dado campo magnético, o que pode ser responsavel por tornar uma
substancia bastante reativa (Oliveira e Schoffen, 2010; Vannucchi et al., 1998).
Consequentemente, sdo intermediarios quimicos com vida extremamente curta e que
ttm uma tendéncia para adquirir um eletrdo de outras substancias, tornando-as
altamente reativas e capazes de atingir alvos celulares, como por exemplo membranas
(Mayes, 2000; Vannucchi et al., 1998). Contudo, nem todas as ROS sdo radicais livres,

como por exemplo, o oxigénio molecular e o peroxido de hidrogénio.
1. Formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Quando o oxigénio é reduzido a &gua pelo citocromo oxidase, sdo adquiridos quatro
eletrbes. Mayes (2000), considera também que, por vezes, é possivel ganhar eletrbes,
um de cada vez, através de uma reducdo univalente que pode ser responsavel pelo
consumo de um a cinco por cento do total de oxigénio consumido. Em consequéncia
disto e, atendendo a que uma molécula individual numa reducdo univalente é
extremamente reativa, ha uma elevada possibilidade de ocorrerem reacGes com
estruturas celulares, com consequentes danos a nivel dos tecidos. Entdo, o radical livre
do anido superoxido, perdxido de hidrogénio e radical livre de hidroxilo, sdo os maiores
responsaveis por esses danos. Posto isto, verifica-se que a citocromo oxidase controla a
geragdo de radicais livres, impedindo que sejam formados em excesso na mitocondria
(Barbosa et al., 2010).

A molécula diatomica de oxigénio € um dirradical, ou seja, (constituida por dois
radicais), e as propriedades do oxigenio estdo diretamente relacionadas com a sua
estrutura molecular. Desta forma, o dioxigénio é considerado um dirradical, pois possui
dois pares de eletrbes desemparelhados. Assim, por esta e por outras razdes, quando ele
reage, a molécula de oxigénio tem capacidade para aceitar apenas um eletrdo de cada
vez (McKee, 1999).
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A primeira espécie reativa de oxigénio formada durante a reducdo do oxigénio é o
radical superoxido (O;) (McKee, 1999; Wink, 2000) devido a adicdo de um eletrdo ao
oxigénio no estado fundamental (VVannucchi et al., 1998). Este primeiro radical vai atuar
como nucledfilo e, sob condicdes especificas, tem a capacidade de conseguir atuar tanto
como agente oxidante, que age como recetor de eletrdes das moléculas que oxida
(McKee, 1999; Vannucchi et al., 1998) ou agente redutor, que doa eletrdes, e a adicdo
de mais um eletrdo resulta na formacdo do i&o peréxido (O,%), que ndo é considerado
um radical (Vannucchi et al., 1998). Deste modo, devido as suas propriedades de
solubilidade (lipofilico), o radical superdxido, é capaz de causar danos consideraveis
nos componentes fosfolipidicos das membranas (McKee, 1999). Quando este radical €
gerado em ambiente aquoso, acaba por reagir consigo mesmo produzindo uma molécula

de oxigénio (O,) e peroxido de hidrogénio (H,0O,), segundo a seguinte equacao:
2H +2 O, — 05 + H,0O,

O perdxido de hidrogénio formado na reacdo anteriormente descrita ndo é considerado
um radical, dado ndo possuir nenhum par de eletrdes ndo ligante. A reacdo que se segue
ocorre entre 0 H,0, e 0 Fe?* ou outro metal de transicdo e resulta na producdo de um

radical hidroxilo (OH), que é uma espécie altamente reativa.
Fe’* + H,0;, — Fe** + OH + OH’

Radicais (como o hidroxilo), sdo especialmente perigosos, uma vez que sao altamente
reativos e podem iniciar uma reagdo autocatalitica em cadeia. Porém, a sua taxa de
difusdo apenas se da a uma curta distancia antes que ele reaja com qualquer biomolécula
e colida com ele. Metais de transi¢cdo especificos, como por exemplo o ferro, podem
reagir com peroxidos e superdxidos, formando desta forma, poderosas espécies como
oxo-metal ou radicais hidroxilo (Wink, 2000). Em suma, podemos incluir nas ROS e
RNS o anido superéxido, radicais hidroxilo, peréxido de hidrogénio, radicais peroxil
lipidico, 6xido nitrico e peroxinitrito, que sdo gerados por diferentes sistemas celulares

através de reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas (Pandey & Rizvi, 2010).

Tal como referido anteriormente, os i0es ferro e cobre sdo muito ativos em reacdes de

oxidagdo-reducdo, o que os torna eficazes catalisadores de reagOes de geracdo de
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radicais livres, sendo que a sua participagdo passa por reacOes, designadas de Fenton e
Haber-Weiss. Assim, considera-se que na reagdo de Fenton, ocorre a geracao do radical
superdxido, devido a reacdo do peroxido de hidrogénio com os ifes, enquanto que na
reacdo de Haber-Weiss os ides catalisam a reacdo do perdxido de hidrogénio com o

radical superdxido, com o objetivo de gerar o radical hidroxil (Barbosa et al., 2010).
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VI11. Efeitos oxidativos em moléculas especificas

Os radicais livres, atomos ou moléculas com um eletrdo ndo emparelhado, podem estar
relacionados com o envelhecimento, pois 0 DNA nas células somaticas pode estar
suscetivel a deterioracbes mais diretas, que resultam em mutagfes somaticas. Tal
situacdo, pode, entdo, levar ao surgimento de disfunc¢Bes celulares e, em ultimo caso, a
morte celular (Seeley, 2003), pois este radicais atuam nas células alterando as
carateristicas moleculares das membranas, promovendo mutacdes genéticas e
perturbando a homeostasia celular e colaborando com a formac&o de residuos quimicos
e outros componentes ligados ao processo de envelhecimento (Oliveira e Schoffen,
2010). Assim, e em consequéncia da sua acumulacao, os radicais livres podem ser outra
causa possivel de cancro (Kim e Lee, 1997). Além disso, tem sido descrito que a reagédo
entre as ROS e lipidos celulares ou DNA, provocam peroxidacao lipidica, devido a
inducdo da oxidacdo da membrana poli-insaturada dos acidos gordos (Milatovic et al.,
2011) e fragmentacdo de DNA (Amin, 2005), nomeadamente devido a acdo do radical
superdxido, que tem sido indicado como sendo o de maior potencial reativo e de
elevada instabilidade, carateristicas estas que fazem com que este radical esteja apto
para induzir danos oxidativos (Barbosa et al., 2010).

Assim, mediante a concentracdo em que eles se encontrem, tém varias consequéncias,
ou seja, se estiverem presentes em baixas concentracdes, sdo capazes de induzir a
resposta mitogénica, enquanto que se estiverem presentes em concentracbes mais
elevadas, provocam danos em lipidos, nas proteinas presentes nas membranas celulares
e ainda no DNA (Echeverri-Ruiz e Mockus-Sivickas, 2010; Leonard, 2012). Contudo,
esta condi¢do também varia de acordo com 0s organismos, tipo de célula e mesmo entre
células do mesmo tecido, por intermédio da diversificacdo da capacidade antioxidante
(Oliveira e Schoffen, 2010). O cérebro, por exemplo, carateriza-se por ter uma elevada
taxa metabdlica e baixos niveis de antioxidantes, e por conseguinte, é bastante
vulneravel a espécies reativas (Leonard, 2012). Atendendo a que o cérebro tem uma
reduzida capacidade antioxidante, isto faz com que os niveis de protecdo contra ROS e

processos inflamatorios sejam relativamente baixos (Leonard, 2012).
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Em funcdo do acima referido, é importante considerar que existem, fundamentalmente,
trés reacOes que sdo relevantes para o dano celular, em que a primeira diz respeito a
lipoperoxidacdo das membranas, a segunda tem que ver com a modificacdo oxidativa
nas proteinas e, por ultimo, a reacao que envolve lesdes que podem ocorrer ao nivel do
mitocondrial, que leva a deplecdo de energia e serve como uma fonte de espécies
reativas, causando os danos oxidativos e comprometimento de funcéo celular em varios

locais alvo (Milusheva et al., 2010).
1. Lipoperoxidacao

Durante a vida, a formacdo de radicais livres, tal como referido anteriormente, pode
levar ao aparecimento de fendmenos de peroxidacéo lipidica das membranas celulares
Agarwal et al., 2011), desequilibrios na homeostasia do organismo, mutacfes genéticas
e surgimento de doencas, conduzindo a morte celular. Além disso, Agarwal et al.
(2011), defende que o aumento de radicais livres leva a destrui¢do neuronal atraves do
aumento da peroxidacédo lipidica, diminuicdo dos niveis de glutationa e de superoxido

dismutase e ainda da diminuicdo da atividade da catalase.

Os radicais livres sdo produtos normais do metabolismo celular aerébio, porém, quando
a producéo de radicais livres aumenta ou 0os mecanismos de defesa do corpo diminuem,
estes radicais causam disfuncdo celular, através do ataque nos locais poli-insaturados
das membranas biologicas, levando a peroxidacéo lipidica (Agarwal et al., 2011). O
radical superdxido é o principal iniciador do processo de peroxidacao lipidica que leva a
alteracdo da funcéo biologica das membranas celulares, sendo que também consegue
atuar nas proteinas, alterando a sua funcéo bioldgica e a sua estrutura (Barbosa et al.,
2010). Tripathi et al. (2011), defende que a lipoperoxidacéo celular é tida como a maior
causa de destruicdo membranar e dano celular, uma vez que gera grande quantidade de

produtos de degradacdo, como o0 malondialdeido (MDA).

Os lipidos polinsaturados, que estdo presentes nas membranas de organismos
superiores, sdo uma classe de moléculas que sdo particularmente suscetiveis a sofrer
danos por oxidagdo, resultando em lipoperoxidagdo (Hickey et al., 2001).

Desprotegidas, estas moléculas tornam-se mais suscetiveis a acdo de radicais livres, por
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reacdo de auto-oxidacdo, que representam uma ameaca significativa a sua integridade e
funcionalidade. As situacdes de lipoperoxidagdo ocorrem quando as duplas ligagdes dos
acido gordos insaturados da membrana lipidica sdo atacados por radicais livres que
derivam do oxigénio, particularmente, o radical superoxido. As interacGes entre lipido e
radical geram peroxidos, que sdo instaveis e reativos e conseguem sobreviver a uma
reacdo auto-catalitica em cadeia, da qual pode resultar um extenso dano tanto nos
organelos, como nas membranas celulares (Oliveira e Schoffen, 2010). Contudo, a
presenca de abundantes radicais livres antioxidantes, como o a-tocoferol e reduzida
concentracdo de ubiquinona, permite manter essa tendéncia de sofrer auto-oxidagdo em
niveis relativamente reduzidos, conferindo assim, uma excelente protecdo contra

possiveis danos (Valentine, 2007).
2. Proteinas

Num estudo publicado por Pandey & Rizvi (2010), fica claro que as proteinas sdo
vulnerdveis ao stress oxidativo, por ataque de ROS, pelo que acabam por surgir
fendmenos de oxidacao, formacao de fragmentos carbonilados e produtos avangados de
oxidacdo proteica (AOPPs). Todavia, as proteinas sdo talvez o veiculo mais importante
para causarem stress oxidativo nas células, uma vez que elas sdo muitas vezes

catalisadores, ao invés de mediadores estequiométricos (Pandey & Rizvi, 2010).

O dano oxidativo prolongado em varios locais do cérebro, tem sido sugerido como
sendo a maior causa responsavel de complicacbes, a longo termo, como anomalias
morfol6gicas e dano cognitivo em desordens neuro-degenerativas (Agarwal et al.,
2011).

E bem designado que a exposicdo de proteinas a ROS pode levar a uma alteracio das
suas estruturas e propriedades fisico-quimicas, motivando a oxidacdo de grupos
existentes na cadeia lateral, cisdo proteica, fragmentacdo da estrutura principal,
reticulacdo e desdobramento. Tais alteragdes surgem como consequéncia da formacao
de novos grupos reativos, oxidacdo de grupos tiol (-SH), formacdo de ditirosina,
contendo produtos de ligacdo cruzada de proteinas, conhecidas como produtos de
oxidacdo avancada de proteinas (AOPPs) (Pandey & Rizvi, 2010). Portanto, conclui-se

que a modificacdo das proteinas devido ao dano oxidativo, pode ocorrer devido a agédo
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de radicais livres oxidantes que oxidam as cadeias laterais de residuos de aminoacidos,
formando ligagBes cruzadas de proteina-proteina e oxidando o esqueleto da proteina,

resultando daqui, a fragmentacéo da biomolécula (Oliveira e Schoffen, 2010).
3. DNA

Os radicais hidroxilo reagem com todos os componentes do DNA, formando adutos do
tipo 8-0x0-2-O-desoxiguanina (Ox08dG), acabando por danificar as suas bases de
purina e pirimidina, e também alterar o vinculo de desoxirribose. Tal situacao acaba por
induzir modificacbes permanentes no material genético, que resultam em dano
oxidativo, o que institui o passo inicial para a mutagénese, carcinogénese e
envelhecimento. Echeverri-Ruiz e Mockus-Sivickas (2010), referem ainda que uma
célula humana esta exposta a aproximadamente 1,5x10° choques oxidativos por dia, por
radicais livres e outras espécies reativas. Além disso, Leonard (2012), refere ainda que o
processo de formacdo destas espécies reativas, envolve a reacdo ndao s6 com proteinas e
acidos gordos, mas também com DNA mitocondrial. Tal situagdo, pode ser responsével
pela alteracdo das funcgdes e estrutura quimica da membrana de &cidos gordos, através
de processos oxidativos e ainda, por alteracdo funcional de proteinas, devido a
ocorréncia de processos oxidativos e nitrosativos. Oliveira e Schoffen (2010), refere que
as lesGes que ocorrem no DNA, ocorrem através de ligagdes com a timina no DNA
nuclear e mitocondrial, levando a producdo de quebras no DNA e alteragdes nos
processos de obtencdo de energia ao nivel mitocondrial. As ROS ao actuarem sobre o
DNA mitocondrial, podem também causando efeitos que envolvem muta¢Ges em genes
mitocondriais, relacionados com o processo de carcinogénese (Echeverri-Ruiz e
Mockus-Sivickas, 2010).

Os danos no DNA podem induzir a paragem do ciclo celular, a indugéo da transcricao, o
estimulo de vias de sinalizacdo, erros na replicacdo e instabilidade gendémica e ainda
processos associados a carcinogénese. O papel de transicdo de permeabilidade
mitocondrial € um mecanismo ndo especifico de dano mitocondrial que pode levar a
fendmenos de apoptose e/ou de necrose e tem adquirido relevante importancia, pelo que
tem sido alvo de intensos debates e resultados contraditdrios (Tripathi et al., 2011).
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4. Apoptose e Necrose

Vairetti et al. (2005), defendem que a apoptose e a necrose estdo envolvidas numa
variedade de alteracbes morfoldgicas e bioguimicas, e um aumento na oxidagédo

intracelular, pode determinar a ocorréncia de apoptose ou de necrose.

Hickey et al.(2001), menciona que existem dois tipos fundamentais de morte celular,
apoptose e necrose. Entende-se por apoptose a morte celular programada, em que as
células programam meticulosamente a sua prépria morte antes de enfrentarem uma
complexa sequéncia de perturbacdes que, segundo Tripathi et al. (2011), sdo iniciadas
por um estimulo especifico. Por necrose, entende-se a morte celular ndo programada ou
acidental e que normalmente segue danos quimicos ou patoldgicos, e ocorre quando a
célula recebe um quimico prejudicial que causa damos estruturais ou irreparéveis na
célula (Oliveira e Schoffen, 2010), pelo que se conclui que é uma consequéncia de uma
forte perturbacdo metabdlica, como ocorre numa situacéo de hepatotoxicidade induzida
por farmacos (Tripathi et al., 2011). O mesmo autor, defende que o mais carateristico é
o facto de as células morrerem devido a danos que sofrem e também a desintegracao e

digestdo por acdo das suas proprias enzimas liticas (Oliveira e Schoffen, 2010).

Hickey et al. (2001), defende ainda que, atualmente, esta bem estabelecido que a
apoptose se carateriza por uma fragmentacao ordeira do DNA e migracdo morfologica e
sequencial da cromatina e condensacdo e desintegracdo celular sem resposta
inflamatdria e fagocitose de células vizinhas (Hickey et al., 2001), que se caracteriza
por existir uma remocdo das células indesejadas do hospedeiro, através da ativacdo de
eventos programados (Oliveira e Schoffen, 2010). Este processo, ocorre durante o
desenvolvimento, como um mecanismo de defesa e um processo homeostatico capaz de
manter as células nos tecidos quando ocorrem erros devido a doengas ou processos de
envelhecimento (Oliveira e Schoffen, 2010). Surge também num estudo desenvolvido
por Oliveira e Schoffen (2010), que a exposicdo a pequenas doses de peroxido de
hidrogénio ou a acumulacdo de ROS pela reducdo de glutationa, induz a apoptose
descontrolada em células fungicas, o que indica que os ROS sédo reguladores chave da
apoptose nos organismos.
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No que concerne & necrose, devido ao aumento dos niveis de ROS no organismo,
Oliveira e Schoffen (2010), afirma que a necrose pode ser devida & permeabilidade de
transcricdo mitocondrial, desativando o poder e recuperacdo de ATP celular. Segundo
Regateiro (2005), a necrose é considerada um processo degenerativo passivo que pode
ser induzido por toxicos ou agressfes fisicas. Deste modo, considera que a agressdo
violenta a uma célula pode levar a necrose celular e, se essa agressdo for muito violenta,
pode provocar uma paragem temporaria no ciclo celular, em que depois pode haver uma
reparacao integral das lesdes do DNA, ou a reparacdo integral pode ndo acontecer e ai
acumulam-se as lesdes do DNA, por incapacidade de reparagdo integral (Regateiro,
2005). A necrose, leva ao aparecimento de edema celular, rutura das membranas
plasmaticase lise celular com vazamento de componentes celulares mantendo-se o
nicleo aparentemente intacto, e é sabido que ROS estdo diretamente envolvidos na
inducdo tanto da apoptose, como da necrose (Huang et al., 2012; Huk et al., 2004;
Regateiro, 2005; Vairetti et al., 2005).
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IX. Defesa antioxidante

Os organismos sdo providos de um sistema de defesa antioxidante que tem como funcao
inibir ou reduzir os danos causados pela acdo nefasta dos radicais livres ou de espécies
reativas. O sistema referido pode dividir-se em dois grandes grupos, ou seja, num
sistema enzimatico, do qual fazem parte a glutationa peroxidase, a catalase e a
superdxido dismutase (Kim e Lee, 1997; Tripathi et al., 2011) e num sistema néo
enzimatico, onde estdo contempladas substancias que tanto podem ser de origem
enddgena, como dietética (Barbosa et al., 2010; Oliveira e Schoffen, 2010). O
mecanismo de acdo pelo qual atua esta defesa antioxidante pode, de acordo com
Barbosa et al. (2010), ser de dois tipos diferentes, ou seja, pode atuar impedindo a
formacdo de radicais livres ou espécies ndo-radicais, impedindo a sua acdo, ou entao,

pode atuar favorecendo a reparacao ou reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas.

Assim, torna-se relevante definir o que se entende por substancia antioxidante, e
Vannucchi et al. (1998), esclarece que uma substancia antioxidante é aquela que quando
se encontra presente em baixas concentracbes comparativamente a concentracdo de
substrato oxidavel, apaga ou previne significativamente a oxidacdo desse produto. Por
substrato oxidavel, entende-se varias substancias que tanto podem ser encontradas em
alimentos, como em tecidos vivos, envolvendo proteinas, hidratos de carbono e DNA.
Oliveira e Schoffen (2010), corroboram a ideia anterior, afirmando que as substancias
antioxidantes, tém capacidade de reduzir, proteger ou prevenir a expansao do dano
oxidativo em biomoléculas, inativando ou prevenindo a geracdo de danos induzidos

pelos radicais livres.

Ao processo de perda de um eletrdo por parte de uma molécula designa-se oxidag¢do. Os
antioxidantes sdo fundamentalmente substancias que evitam a oxidacdo dos
componentes celulares, através da transferéncia de um eletrdo aos radicais livres
(Seeley, 2003) e segundo Barbosa et al. (2010), sdo qualquer substancia que é capaz de
inibir ou atrasar eficazmente a oxidacdo de um determinado substrato, sempre que se
encontrem em menor quantidade que o substrato oxidavel. A formacdo destes radicais
tanto pode ocorrer através da perda de um Unico eletrdo ou pelo ganho de um eletréo de

uma substancia ndo radical, sendo que eles podem ser formados quando se da uma
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quebra numa ligacdo covalente e um eletrdo de cada um dos pares continua em cada

atomo (Vannucchi et al., 1998).

Tendo em linha de conta o estudo desenvolvido por Echeverri-Ruiz e Mockus-Sivickas
(2010), os efeitos perniciosos das ROS podem ser compensados mediante a acao
antioxidante enzimatica e ndo enzimatica. Porém, o efeito dos danos oxidativos, apesar
da presenca do sistema de defesa antioxidante, acumula-se ao longo de toda a vida de

um ser Vivo.

A producdo de ROS e RNS ¢é firmemente regulada por substancias antioxidantes,
enzimas com capacidade antioxidante e algumas proteinas, através da limpeza e ligacdo
de ROS e RNS ou entdo, através da diminuicdo da producao destas espécies reativas. A
coenzima Q10 (Leonard, 2012; Maes et al., 2011), pro-vitamina A (p-caroteno),
vitamina C (&cido ascorbico) e vitamina E (tocoferois) (Maes et al., 2011; Seeley, 2003)

e a glutationa (Maes et al., 2011) séo antioxidantes importantes.

ROS como peroxidos e superoxidos podem também ser neutralizados através de
diferentes enzimas antioxidantes, tais como a superéxido dismutase (SOD) e a
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (Leonard, 2012; Maes e tal., 2011). Leonard
(2012), considera também, que proteinas de fase aguda, tais como a haptoglobina e a
albumina funcionam como antioxidantes através da ligacdo a ROS e RNS, bem como
residuos de triptofano e tirosina, que desempenham um papel fundamental como
antioxidante em camadas lipidicas, protegendo as membranas celulares de danos
oxidativos. Algumas proteinas, como por exemplo proteinas de fase aguda, como a
transferrina e ceruloplasmina, também podem funcionar como antioxidantes, na medida
que permitem a ligacdo de ROS e RNS, protegendo assim os tecidos (Maes et al.,
2011). Portanto, ndo ha davida que os antioxidantes desempenham um importante papel
na prevencdo de doengas humanas, incluindo, mas ndo limitando, o cancro,
aterosclerose, acidente vascular cerebral, artrite reumatdide e neuro-degeneragédo
(Milatovic et al., 2011).
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1. Sistemas Enzimaticos

O sistema enziméatico € composto por varia enzimas, designadas por Superdxido
Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GR ou GSH) e
Catalase (CAT) (Frustaci et al., 2012; Oliveira e Schoffen, 2010). Barbosa et al. (2010),
declara que as enzimas SOD, GPx e CAT atuam por mecanismo de prevencéo
impedindo ou controlando a formagé&o de radicais livres envolvidos com a iniciagdo das
reacOes em cadeia que terminam com a ampliacdo e propagacdo do processo, que
culmina com a ocorréncia de danos oxidativos. Relativamente as enzimas CAT e GPx,
elas atuam com a mesma finalidade, ou seja, de impedir que se acumule peroxido de
hidrogénio (Barbosa et al., 2010).

Atendendo ao facto de que o radical superéxido apresenta um elevado potencial e
também o facto de ndo existir uma defesa antioxidante enzimatica especializada, torna-
se relevante a manutencao de um equilibrio perfeito entre as enzimas antioxidantes, pelo
que assim se torne possivel manter a integridade celular (Barbosa et al., 2010). Além
disso, também pode ser necessario a presenca de co-fatores enzimaticos, que variam,
mediante os compartimentos celulares de acdo enzimatica e, que podem ser
antioxidantes de origem dietética (Barbosa et al., 2010). Por vezes, 0 uso de minerais,
como o zinco e o selénio com um papel antioxidante, estad ligado a dependéncia de
enzimas antioxidantes por esses minerais (Oliveira e Schoffen, 2010).
Consequentemente, niveis reduzidos destes minerais, podem levar a uma possivel
susceptibilidade a ocorréncia de danos oxidativos nas células e nos promotores de

processos de partenogénese (Oliveira e Schoffen, 2010).
i.  Superoxido Dismutase

Esta enzima, é uma enzima antioxidante do cérebro (Agarwal et al., 2011) e é uma
proteina do eritrocito que tem a capacidade de remover cataliticamente os radicais
superdxidos (Vannucchi et al.,1998). E ainda responsavel pela remocéo do radical O;",
catalisando a dismutacdo, em que um radical O~ é reduzido a H,O e outro é oxidado a
O, (Maes et al., 2011). Atendendo a que ocorre a remocao de radical O,", ha diminuicdo
do risco de formac&o do radical hidroxilo (OH"). Contudo, o0 H,0, ainda é téxico, e deve

ser eliminado através da acdo da catalase. Assim, ocorre dismutacdo direta do H,O, em
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O,. O potencial reativo do anido O,  pode causar alteracfes conformacionais en
enzimas dependentes do sulfidrilo e em proteinas através da oxidacdo do grupo —SH em
S-S (Kim e Lee, 1997). Deste modo, verifica-se que esta € uma enzima que desempenha
um importante papel na defesa contra ROS (Gill, 2012), pois esta enzima, encontrando-
se em baixa quantidade, pode levar a efeitos adversos, devido ao facto de os anides O;~
serem extremamente toxicos e poderem ficar acumulados nas células (Kim e Lee, 1997)
e segundo Vannucchi et al. (1998), esta é uma metaloenzima, que contém cobre, zinco e
manganés em sistemas eucarioticos e ferro e manganés no caso dos procarioticos.
Barbosa et al. (2010), vai mais longe, afirmando que esta enzima pode ser encontrada
sob duas formas, sendo que podem estar no citoplasma e ai € dependente do cobre e do
zinco (SOD-Cu/Zn) e na mitocondria, onde precissa do manganés como co-fator (SOD-
Mn), sendo que Kim e Lee (1997), também corroboram a mesma ideia. Segundo
Oliveira e Schoffen (2010), o zinco regula a expressdo de metalotioneina e protecdo de
grupos sulfidrilo da membrana proteica.

ii. Glutationa Peroxidase

E preciso dar especial énfase a esta enzima, que esta envolvida na eliminacdo de
radicais livres, pois a sua acdo € dependente da manutencdo do ciclo redox entre a
glutationa reduzida e a glutationa oxidada. E também relevante considerar que esta
enzima, a semelhanca da superdxido dismutase, existe em vérias isoformas, e segundo
Maes et al. (2011), duas das quais estdo presentes no sangue em elevada concenrtracao.
Dessas duas, uma é dependente e outra independente do selénio, sendo que pode
apresentar-se no citoplasma ou na mitocondria (Barbosa et al., 2010; Oliveira e
Schoffen, 2010).

E importante salientar que uma das funcdes fisioldgicas mais importantes do selénio é
exatamente a de se assumir como constituinte da Glutationa Peroxidase (GPx), que
desempenha um papel fundamental no combate ao stress oxidativo (Agarwal et al.,
2011), pois é um antioxidante enzimatico (Volp et al., 2010), que confere protecdo
contra o peroxido de hidrogénio, removendo-o de dentro das células (Vannucchi et al.,

1998), segundo a reacéo:

SH; + H,0, — S + 2 H,0 (Vannucchi et al.,1998).
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Atendendo ao estudo desenvolvido por Volp et al. (2010), o selénio é um mineral que se
encontra associado ao correto funcionamento dos principais processos metabélicos
celulares, conferindo protecdo contra os danos causados pelo stress oxidativo. Propde-se
assim que a ingestdo deste oligoelemento reduza o risco de aparecimento de doencas
cronicas resultantes do estado oxidativo e inflamatorio. Constata-se assim que a
ingestdo de selénio pode ser muito eficaz no que concerne a supressao da ativacao de
mediadores quimicos que sustentam estados inflamatorios, através do aprisionamento
de moléculas de radicais livres e favorecendo o sistema antioxidante de defesa, com um
efeito direto da minimizacdo do desenvolvimento de doengas cronicas, ficou
demonstrado igualmente que o uso de suplemento com selénio reverte 0 aumento de
citoquinas pré-inflamatorias, tais como a interleucina-6 (IL-6) e o Fator de Necrose
Tumoral-o. (TNF-a) (Volp et al., 2010), contribuindo indiretamente para debelar um

cendrio de stress oxidativo.
iii. Glutationa Redutase

A glutationa é um antioxidante enddgeno que se encontra presente principalmente na
forma reduzida no interior das células. A glutationa reage com os radicais livres e
previne a geracdo de radicais hidroxilo, que é a forma mais tdxica dos radicais livres.
Durante o processo defensivo, a glutationa reduzida é convertida a forma oxidada com a

ajuda da enzima glutationa peroxidase (Agarwal et al., 2011).
iv. Catalase

As catalases, ou mais corretamente, hidroperoxidases, sdo uma das mais estudadas
classes de enzimas (Chelikani et al., 2004). Esta € uma hemeproteina citoplasmatica,
que existe nos principais 0rgdos, mas principalmente no figado e eritrécitos. De acordo
com Weston (2000), a sua atividade depende do NADPH e a semelhanga da glutationa
peroxidase, esta enzima, nos lisossomas, tem a capacidade de remover o peréxido de
hidrogénio do interior das células, formado pela acdo da superdxido dismutase, em que
dismuta o peroxido de hidrogénio a oxigénio e agua, através da seguinte reagdo
(Agarwal et al., 2011; Chelikani et al., 2004; Kumar et al., 2011; Nicholls, 2012;
Vannucchi et al., 1998).
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2H,0, -2 H,O0+ 0,

Esta reacdo global, aparentemente simples, pode ser dividida em duas etapas, sendo que
0 que esta envolvido em cada uma delas, depende do tipo de catalase (Chelikani et al.,
2004).

As catalases, incluem as enzimas classicas com grupo heme, um pequeno grupo de
enzimas de manganésio e as catalase-peroxidases, enzimas heme que também tém
ligacGes covalentes triplas em cadeias laterais (Nicholls, 2012). Chelikani et al. (2004),
refere cada uma das trés classes de forma mais detalhada. A primeira classe, é a mais
difundida na natureza e também a mais estudada, € composta por grupos heme
monofuncionais, contendo enzimas e que se subdivide, mediante apresente subunidades
maiores (> 60 kDa) ou menores (< 60 kDa). A segunda classe, é composta por um
composto bifuncional contendo grupos heme, contendo catalase-peroxidases que se
relacionam diretamente com a sequéncia e estrutura de peroxidases vegetais. A terceira
classe inclui o ndo-heme, ou catalases contendo manganésio, e por isso, inicialmente
foram designadas de pseudocatalases. Estas, também incluem um diverso grupo de
proteinas, todas contendo heme, que tém niveis de atividade peroxidasica muito baixos,
que se devem a presenca do grupo heme, que por si sé exibe atividade catalitica. Aqui
incluem-se as cloroperoxidases, peroxidases vegetais e mioglobina (Chelikani et al.,
2004).

As catalases contendo um grupo heme, e atuam por um mecanismo comum, que
envolve duas etapas, para degradacdo do peroxido de hidrogénio. Primeiro, uma
molécula de perdxido de hidrogénio oxida o heme, para uma espécie de oxiferril, em
que um equivalente de oxidacdo € removido a partir do ferro e outro, a partir do anel de

porfirina:
Enzima (Por-Fe**) + H,0, — Composto I (Por*-Fe**=0) + H,0

Seguidamente, a molécula de perdxido de hidrogénio é usada como redutora do

composto I, para gerar a enzima, agua e oxigenio:

Composto | (Por*-Fe**=0) + H,0O — Enzima (Por-Fe*") + H20 + O, (Kumar et al.,
2004).
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Esta enzima medeia a sinalizacdo na proliferacdo celular, apoptose, metabolismo de
carbohidratos e ativacdo de plaquetas (Maes et al., 2011). E uma enzima constituida por
dois componentes (I e I1), sendo que o componente Il, que é cataliticamente inativo é
formado a partir do componente I. O componente Il pode ser tratado como interruptor
no tipo de coordenagdo do ferro de “idnico” a “covalente”. O componente I esta
envolvido em reacBes covalentes de peréxido com o circulo de porfirina (Nicholls,
2012).

As reacOes da catalase podem ser descritas, de acordo com Nicholls (2012), da seguinte

forma:
Catalase Fe** + H,0, — catalase FeO®*" + H,0O
Catalase FeO®" + H,0, — catalase Fe** + O, + H,0
Catalase FeO®*" + AH— catalase FeOH>* + A
Catalase FeOH®" + AH— catalase Fe*" + H,0
2. Sistemas N&o Enzimaticos

Neste sistema, estdo englobados, essencialmente, 0s compostos antioxidantes de origem
enddgena ou dietética, e onde as vitaminas, minerais e compostos fenolicos estdo em
destaque (Frustaci e tal., 2012; Barbosa et al., 2010). Plantas que contenham
antioxidantes naturais, como taninos, flavonoides, vitamina C ou 4cido ascorbico, e -
caroteno, percursores das vitaminas E (o-tocoferol) e A, respetivamente, também
conferem protecdo contra ROS (Patel, 2012; Barbosa et al., 2010) e ainda componentes

enddgenos, como por exemplo a bilirrubina (Oliveira e Schoffen, 2010).

A coenzima Q10 é néo s6 um antioxidante muito forte, como também é um agente anti-
inflamatorio, que tem como alvo a supressdo do gene NFkB (Leonard, 2012), bem
como a produgdo de citoquinas pré-inflamatorias, pelo que confere resisténcia ao dano
mitocondrial por acdo dos ROS e RNS (Maes et al., 2011).

Os carotendides sem atividade de vitamina A, como o licopeno, luteina, também

apresentam atividade antioxidante (Barbosa et al., 2010). Os carotenoides caraterizam-
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se por ter, pelo menos, dez ligacbes duplas conjugadas, o que vai conferir uma
coloragéo amarelada ou alaranjada, bem como a sua forte capacidade de se fixarem ao
oxigénio monomolecular durante os processos fotoquimicos, e de agir como agente
antioxidante. Os carotenodides podem, entéo, ser encontrados nas frutas e legumes e sdo
comummente referidos como tendo atividade antioxidante. A vitamina A, ou retinol,

atua sobre o crescimento e diferenciacdo dos tecidos (da Cunha e Roque, 2005).

Relativamente aos taninos, surge descrito na literatura que eles tém atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e tém também capacidade de complexar
macromoléculas de natureza proteica, como por exemplo, enzimas digestivas. Varios
estudos tém sugerido a existéncia de uma correlacéo entre o consumo de flavandides e
seus derivados e o decréscimo no risco de aparecimento de certas doencgas, pois através
de estudos in vivo, tem sido demonstrado que estes compostos intervém na modulagédo
de processos envolvidos na diviséo e proliferacdo celular, na coagulacgdo, inflamacéo e
resposta imunolégica (da Cunha e Roque, 2005).

O uso dos flavondides pode contribuir para uma panédplia de beneficios, devido a sua
atividade antioxidante. Ha& autores que defendem que essa atividade é devida a
existéncia de grupos hidroxilo 3’e 47, sendo que estes compostos polifendlicos sdo
inibidores de processos de peroxidacdo e de envelhecimento dos tecidos. Contudo,
também €é conhecido que eles podem atuar através de reacbes de complexacdo com o
ferro, extinguindo um dos processos catalisadores da oxidagdo da vitamina C e dos
lipidos. Além do j& referido, a protecdo da vitamina E nas membranas dos microssomas,
também é responsavel pela capacidade antioxidante destes compostos (da Cunha e
Roque, 2005).

No que aos minerais diz respeito, Barbosa et al. (2010), da énfase ao zinco, ao selénio e
ao magnésio. No estudo desenvolvido por Volp et al. (2010), observou-se que o selénio
ajuda a neutralizar o excesso de ROS, bem como fendomenos de peroxidagao lipidica.
Este mecanismo esta envolvido na reducdo do estimulo necessario para evitar a situacao
da cascata das citoquinas pro-inflamatorias, entre elas a proteina C reativa (PCR), sendo
a sua expressdo, secrecdo regulada por citoquinas, predominantemente 1L-6, TNF-a ¢

IL-1. Ao contrario, quando o processo oxidativo surge pelo aumento de perdxido de
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hidrogénio e peroxidacao lipidica, podem estimular a geracdo de 1L-6, a qual estimula a
producdo de PCR.

Quando se estuda o potencial antioxidante in vivo de compostos ndo enzimaticos, é
preciso atender a alguns fatores que podem interferir, nomeadamente a absorcao,
biodisponibilidade em condicGes fisiologicas, concentragdo plasmaética ideal, tipos de
radicais gerados no processo oxidativo e qual o compartimento em que séo gerados e a

forma como foram gerados (Barbosa et al., 2010).
i. Antioxidantes e protecdo conferida

A maior fonte de antioxidantes intracelulares é a dieta. H& provas incisivas que apontam
que as fontes nutricionais de alimentos com propriedades antioxidantes, como frutas,
legumes, cha ou vinho, contribuem para atenuar os danos teciduais causados por
desafios oxidativos (Pandey & Rizvi, 2010). Porém, muitas vezes, na maioria dos
estudos, s6 se contemplam compostos antioxidantes isoladamente e ndo como eles
habitualmente surgem na alimentagéo, o que acarreta uma limitagéo de resultados, dado
muitas vezes os alimentos atuarem em sinergia na protecdo contra danos oxidativos a

células e tecidos (Barbosa et al., 2010).

Oliveira e Schoffen (2010), estudaram o efeito de vitaminas, como a vitamina A, E e C,
flavondides, carotenoides e minerais, restricdo calorica e pratica de exercicio fisico, e
observaram os efeitos benéficos na satide humana, nomeadamente os efeitos ao nivel do

stress oxidativo e atraso do envelhecimento celular.

O resveratrol é uma fitoalexina polifendlica que estd naturalmente presente nas uvas,
amendoins e vinho tinto. Este composto tem sido descrito como apresentando varias
acOes tando a nivel fisiolégico como bioquimico, incluindo propriedades estrogenicas,
anti-plaquetérias e anti-inflamatorias. Por conseguinte, o resveratrol tem sido encarado
como sendo um potente antioxidante que pode inibir a geracdo de radicais livres no
cérebro, espinal medula, figado e membranas dos globulos vermelhos. Todavia, também
tem sido demonstrado que o resveratrol pode exibir propriedades pro-oxidantes,

conduzindo & quebra oxidativa de DNA celular, na presenca de iGes de metais de

36



Efeitos de Farmacos em Sistemas Biologicos: Stress Oxidativo e Metabolismo Antioxidante

transicéo tais como o cobre, dependendo da concentracdo de fitoalexinas e ainda do tipo
de célula (Pandey & Rizvi, 2010).

Ao encontro do estudado por Pandey & Rizvi (2010), também Patel (2012) indica que
os polifendis, que podem ser classificados em varios grupos, como flavonoides, taninos
e estilbenos, sdo conhecidos pelas suas propriedades benéficos para a salde,
nomeadamente na eliminacdo de radicais livres, inibicdo da atividade hidrolitica e de

enzimas oxidativas.

Barbosa et al. (2010), verificou que a vitamina C apresenta uma intensa atividade
antioxidante quando se encontra num meio com carateristicas hidrofilicas, pelo que
podem ndo ser capaz de impedir a propagacdo de radicais livres num ambiente
lipofilico. Por outro lado, os flavonoides tém capacidade de atuar como antioxidantes

tanto num ambiente hidrofilico, como num ambiente lipofilico.

No que concerne a Vitamina E, Milatovic et al. (2011), descreve-a como sendo 0 mais
potente e mais importante antioxidante. Segundo este autor, ela atua quebrando a cadeia
antioxidante e eliminando os radicais, conferindo deste modo protecdo as células da
peroxidacdo nos fosfolipidos e consequente degradacdo da membrana. Além disso, a
vitamina E, mantém a fosforilacdo oxidativa na mitocondria e acelera a restituicdo de
metabolitos de elevada energia. Esta vitamina pode ser encontrada nos 6leos vegetais
sob varias formas, como G-tocoferol, D-tocoferol, a-tocoferol e B-tocoferol, sendo que
o a-tocoferol é a forma antioxidante largamente distribuida nos tecidos e no plasma
(Oliveira e Schoffen, 2010). Esta vitamina é lipossoltvel, pelo que confere protecéo a
peroxidacdo lipidica das membranas celulares, impedindo as reacGes em cadeia, pois
tem a capacidade de interferir com a propagacdo dos radicais lipidicos (Ryan et al.,
2010).

Relativamente a vitamina C, que pode ser encontrada nos citrinos, tomates, morangos e
bréculos, ela atua eliminando os radicais livres e nutrindo as células (Oliveira e
Schoffen, 2010). Esta é uma vitamina hidrossoltvel, encontrada no fluido extracelular e
no citosol, que pode interagir diretamente com os radicais livres, prevenindo assim o
dano oxidativo (Ryan et al., 2010). Num estudo conduzido por Oliveira e Schoffen

(2010), verificou-se que o nivel plasmatico de &cido ascorbico sofreu reducdo em
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grupos animais diabéticos, comparativamente ao grupo controlo. E possivel que isto se
deva ao stress oxidativo, que promove um aumento da frequéncia de radicais livres e
uma diminuicdo de substancias responsaveis por combater esses radicais. As
concentracdes de &cido ascorbico nos tecidos também € reduzida, porque 0 seu

transporte, durante a hipoglicémia, é reduzido.

Segundo Oliveira e Schoffen (2010), as vitaminas atuam, prevenindo o alastramento de
reacOes induzidas por radicais livres nas membranas bioldgicas, minimizando, desta
forma, os erros que dai podem advir e que ja foram descritos anteriormente. Desta
forma, € possivel verificar que a combinacdo das vitaminas C e E, se traduz numa
melhoria do efeito antioxidante quando comparado com o efeito de cada uma
individualmente, e isto deve-se ao facto de apresentarem uma localizacdo subcelular
diferente (Ryan et al., 2010). Porém, a vitamina C, mesmo em pequenas quantidades,
tem a capacidade de proteger proteinas, lipidos, hidratos de carbono e &cido nucleico
dos danos provocados por pré-oxidantes, formados durante o metabolismo normal
(Ryan et al., 2010).

E descrito que os carotendides sdo percursores da vitamina A, e constituem a maior
fonte de B-caroteno. Podem ser encontrados nos espinafres, cenouras, abobora, manga
papaia e beterraba. A vitamina A, por seu turno, pode desempenhar papel de
antioxidante ou de pro-oxidante, uma vez que os carotendides influenciam a oxigénio
simples, inibindo a peroxidacao lipidica, descartando os radicais livres. Contudo, sob
elevadas concentracfes de oxigénio, hd perda da atividade antioxidante (Oliveira e
Schoffen, 2010).

Ryan et al. (2010), considera que os oxidantes gerados perto das membranas, podem
oxidar a vitamina E, formando o radical tocoferoxil. Contudo, a vitamina C pode
reduzir o radical da vitamina E, regenerando-a dessa forma. Esta reacdo forma o radical

da vitamina C (semi-dihidroascorbato), que por sua vez, é reduzido pela glutationa.

Em relacdo a alguns flavondides, flavonois e flavonas, que sdo encontrados na fruta,
vegetais, graos inteiros e em ervas, 0 estudo de Oliveira e Schoffen (2010), defende que

tém sido usados, na medicina, no tratamento de combate a osteoporose e inflamacao,
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pois eles conseguem inibir a producdo de prostaglandinas, diminuindo a sintese de

Oxido nitrico, tendo assim uma importante carateristica antioxidante.
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X. Formas de determinar a ocorréncia de stress oxidativo

Sempre que se verifica que a producao de radicais livres ou espécies reativas € superior
a capacidade que os antioxidantes tém de os eliminar, é mais do que provavel que
ocorram danos em biomoléculas, € em consequéncia desses danos, formam-se
metabolitos especificos que sdo marcadores do stress oxidativo e que podem ser
identificados e quantificados (Barbosa et al., 2010). Esses marcadores, habitualmente
derivam da oxidacdo das proteinas, DNA e lipoperoxidacdo, sendo que os ultimos
adquirem maior relevancia. Além destes, também existem métodos indiretos baseados
na capacidade antioxidante que permitem detetar situagdes de stress oxidativo (Barbosa
etal., 2010).

Atendendo a que a hiperglicemia pode induzir o stress oxidativo, este stress pode ser
medido através de trés mecanismos, que sdo a quantificacdo das atividades da
NAD(P)H oxidase, da xantina oxidase e da cadeia transportadora de -eletrdes
(Chakraborty, 2011).

No caso particular do estudo desenvolvido por Akanbi (2011), o stress oxidativo foi
determinado pela medicdo dos niveis de lipoperoxidacao, &cido ascérbico e glutationa
reduzida no soro. Outro estudo, elaborado por Hickey et al. (2001), também utilizou a
lipoperoxidacdo como indicador sensivel a determinacdo de stress oxidativo nas células
renais por intermédio do diclofenac. As células HepG2 séo frequentemente empregues
como ferramentas de avaliacdo dos efeitos oxidativos de numerosas substancias. Como
outra qualquer cultura modelo, o sistema celular HepG2 tem a limitacao de extrapolagéo
dos resultados in vivo, particularmente em humanos. Contudo, desde que as células
HepG2 mantenham a maior parte dos hepatdcitos morfologicamente normais e as
carateristicas metabdlicas, eles sdo comummente usados para identificar vias
metabolicas e alvos metabolicos para estudar a hepatotoxicidade de farmacos,
carcinogénese quimica — ativacdo metabdlica e destoxificagdo, e como um modelo in
vitro para respostas inflamatorias e alteragdes metabdlicas na hiperglicémia e

complicacdes relacionadas com o stress oxidativo (Raza, 2011).

A medicdo da geracdo intracelular de ROS também pode ser medida através de uma

sonda fluorescente de diacetato de 2°,7"-diclorofluoresceina (DCFH-DA) sensivel a
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oxidacdo. O DCFH-DA é uma membrana permeével corante que pela acéo das esterases
celulares é de-esterificado a 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCFH,). O DCFH, é
ainda oxidado a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) por agdo das ROS,

essencialmente por acdo do H,0, e radicais hidroxilo (Tripathi et al., 2011).

A avaliacdo da turgescéncia mitocondrial pode servir como um indicador bioldgico da
ocorréncia de fenémenos de stress oxidativo. Segundo Lal et al. (2009), os anti-
inflamatdrios ndo esterdides (AINES), sob condicGes de stress oxidativo, contribuem
para o inchaco da mitocondria. Assim, o0s autores deste estudo, sugerem que as
medicdes da turgescéncia mitocondrial detetam uma expansdo do volume da matriz, que
pode ser causada por uma acumulacdo de energia, que depende de solutos i6nicos do
volume externo, ou por uma acumulacdo da pressdo osmética coldide, que faz aumentar
a pressdo osmdtica interna, levando a acumulacdo de agua, expandindo desta forma o
volume (Lal et al.,, 2009). Deste modo, a turgescéncia pode ser monitorizada
espectrofotometricamente. Porém, existem limitagdes a este método, pois uma
diminuicdo na absorvancia, pode dever-se a outros fatores, tais como a rutura na

integridade da mitocondria, devido ao uso de detergentes (Lal et al., 2009).
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XI. Substancias que promovem stress oxidativo

Na primeira parte do presente trabalho, foi referido que um dos factores decisivos para o
exercicio de toxicidade de muitas substancias é a sua activacdo metabodlica. Alguns
exemplos de substancias com as quais tal acontece encontram-se na alimentacdo, e na
medicacdo commumente utilizada. Um exemplo interessante reside no etanol: através
do metabolismo hepético do etanol, ha geracdo de acetaldeido e/ou ROS, através da
enzima alcool desidrogenase e do CYP2ELl. O etanol também diminui a GSH
(glutationa) e selénio na mitocndria, reduz o fluxo de cisteina em GSH e aumenta a
geracdo de ROS e RNS mitocondrial (Choi, 2012). Assim, € de supor que o etanol possa

contribuir para o surgimento de stress oxidativo.
1. Farmacos

Sao relativamente comuns as reacdes adversas a farmacos e qualquer érgdo pode ser o
alvo principal, e até sistemas de 6rgdos podem ser conjuntamente afetados. E importante
atender a que todos os farmacos podem ndo s6 gerar efeitos benéficos, como também
lesivos, e podem ou ndo ter uma relacdo com a acdo farmacoldgica para o qual foi

destinado o fa&rmaco (Rang et al., 2008).

Assim, ou devido a elevadas concentracdes de farmaco que acabam por ser téxicas, ou
devido aos seus metabolitos, pode ocorrer necrose. Porém, pode ainda ocorrer outra
situacdo, pois metabolitos quimicamente reativos podem estabelecer ligacdes covalentes
com moléculas alvo e induzir nelas uma alteracdo atraves de interacdes ndo covalentes.
Aqui, o figado é dos oOrgdos que adquire uma grande relevancia, sendo que o0s
hepatdcitos sdo expostos a elevadas concentracbes de metabolitos que vdo sendo
formados durante a oxidacdo do farmaco, por parte do citocromo P450 (Rang et al.,
2008).

Portanto, é necessario verificar quais os tipos de interagcbes ndo covalentes que podem
ocorrer. De entre estas, destacam-se a peroxidacgéo lipidica e a geracdo de ROS, reacdes
que levam a deplegdo da glutationa e modificagdo de grupos sulfidrilo. Das interagdes

covalentes com moléculas-alvo que também podem surgir, pode considerar-se, por
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exemplo, a formacgdo de complexos entre um metabolito e um farmaco (por exemplo, o

paracetamol) e macromoléculas celulares (Rang et al., 2008).

Dietilditiocarbamato de sédio, diclofenac e cetoconazol sdo trés agentes
quimioterapéuticos importantes que sdo comummente associados a hepatotocicidade.
Assim, num estudo desenvolvido por Amin (2005), estudou-se o efeito destes agentes,
tendo sido possivel concluir que existe uma correlacdo positiva entre a sua
hepatotoxicidade e a fragmentacdo de DNA. Além disso, também estudaram a
implicacdo do calcio como um mediador potencial de stress oxidativo por inducéo de

farmacos associados com a hepatotoxicidade.

Hickey et al. (2001), refere que os farmacos classificados como anti-inflamatdrios néo
esterdides, pertencem a um diverso grupo de agentes quimicos que partilham
simultaneamente propriedades farmacologicas e largamente utilizados no controlo da
dor e inflamag&o e, sdo habitualmente classificados de acordo com a sua classificagcdo
quimica. Habitualmente, os efeitos adversos mais comuns sdo associados ao
desconforto gastrointestinal suave, porém, Asensio et al. (2007), refere que estes efeitos
tém sido associados ao dano oxidativo, bem como Hickey et al. (2001), que estudou o
efeito do diclofenac ao nivel da nefrotoxicidade associada ao stress oxidativo e a
fragmentacdo do DNA. Os resultados de uma série de experiéncias tém sido bastante
explicitos, quanto a implicagdo do diclofenac em fendmenos de inducdo de
nefrotoxicidade devido ao stress oxidativo. Assim, tem-se observado o colapso da
integridade do DNA gendémico numa endonuclease dependente de calcio e o
envolvimento de ambos na morte celular por apoptose e por necrose. Contudo, ainda
ndo é sabido se o diclofenac induz lipoperoxidacdo como resultado do stress oxidativo
devido ao impacto da producédo de espécies de quinoneimina durante o metabolismo nos
rins, ou se é devido aos efeitos posteriores das espécies de quinoneimina ou se é

consequéncia dos fatores em conjunto (Hickey et al., 2001).

Outros estudos sdo efetuados em outros animais e com outras substancias, com intuito
de observar o efeito que certos farmacos podem ter na indugdo de stress oxidativo.
Assim, Bussuan et al. (2010), avaliaram o marcador de apoptose Faz ligante (FasL)

num modelo de stress oxidativo induzido pelo azoximetano na cripta de colon de ratos,
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tendo aferido que este fA&rmaco induziu o stress oxidativo, reconhecido através de uma
diminuicéo significativa da expressdo da FasL. A proteina Fas e o ligando Fas séo duas
proteinas que interagem para ativar uma das melhores vias apoptoticas definidas. A Fas
e FasL sdo ambos membros da familia do Fator de Necrose Tumoral (TNF). A Fas é
parte da familia do recetor transmembranar e a FasL é parte da familia da membrana
associada a citoquina. A ligacdo do ligando Fas ao seu recetor induz a apoptose. As
interacdes do Fas entre o ligando e o recetor, desempenham um papel importante na
regulacao do sistema imunitario e na progressao do cancro. Quando se esta perante uma
situacdo em que h& uma expressao elevada do ligando Fas a superficie da célula, foi
provado que ocorre um derramamento da proteina e a forma soltvel do ligando Fas
pode desencadear fortemente a apoptose, atraves de ligacdo ao Fas (Bussuan et al.,
2010).

2. Classificagdo terapéutica e efeito ao nivel do stress oxidativo
i.  Anti-maléricos

A cloroquina, ¢ um dos poucos farmacos existentes usados no tratamento da malaria,
sendo sendo largamente utilizada em Africa, devido ao seu custo reduzido,
disponibilidade generalizada e a sua boa tolerancia oral. Contudo, este fArmaco ja ndo
pode ser usado no tratamento da maléria causada por Plasmodium falciparum, devido
ao desenvolvimento de resisténcias (Tafazoli, 2009). A amodiaquina, um derivado da
cloroguina e 4-aminoquinolina é usado como profilaxia e tratamento de malaria,
princioalmente contra P. falciparum resistentes a cloroquina (Tafazoli, 2009). Segundo
refere 0 mesmo autor, a amodiaquina € rapidamente absorvida e extensamente
metabolizada ap6s administracéo oral, sendo que o principal metabolito deste farmaco é
0 N-desetilamodiaquina e outros metabolitos menores que sdo o 2-

hidroxidesetilamodiaquina e N-bisdesetilamodiaquina.

O CYP2CS8, é a principal isoforma hepatica envolvida na remocdo da amodiaquina e o
seu metabolismo a N-desetilamodiaquina. A amodiaquina é rapidamente oxidada a
aquinomeimina que reage rapidamente e diretamente com outras proteinas, formando
conjugados tioéter. Esta oxidacdo facil, € uma consequéncia da presenca de p-

hidroxianilina, que é uma porcdo adjacente a um nucleo aroméatico na molécula de
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amodiaquina (Tafazoli, 2009). Desta forma, considerando o estudo desenvolvido por
Tafazoli (2009), verificou-se que a citotoxicidade da amodiaquina em hepatécitos
isolados de ratos, tem uma relagdo dependente da concentracdo. Segundo este autor, a
amodiaquina na presenca de peroxidase, forma radicais semiquinimeimina que reagem
com o oxigenio para formar peréxido de hidrogénio. O aumento da suscetibilidade dos
hepatdcitos & amodiaquina pelo sistema de geracdo de H,O, também poderia resultar em
parte a partir da inativacdo da catalase pela amodiaquina, devido ao aumento

significativo que se verificou nos niveis de H,O, enddgenos (Tafazoli, 2009).

Além do farmaco referido anteriormente, a primaquina também é um farmaco usado no
tratamento da maléria que causa stress oxidativo nos eritrécitos apos a sua reducao e
subsequente auto-oxidacdo a partir do peroxido de hidrogénio (Tafazoli, 2009).
Contudo, o estudo desenvolvido por Akanbi (2011), refere que o stress oxidativo em
pacientes com malaria € comum, nem que seja apenas 0 resultado da ativacdo de
respostas imunes pela presenca do parasita que causa esta patologia, libertando desta
forma ROS. Na maléria, 0 que se observa, no que diz respeito ao stress oxidativo é um
aumento do nivel de peroxidacao lipidica e diminui¢do do contetdo em &cido ascérbico

e glutationa redutase.

Assim, os antimalaricos referidos, sdo originadores do aumento dos niveis de
lipoperoxidacdo, enquanto diminuem os niveis plasmaticos de antioxidantes, como a
vitamina C, B-caroteno e GSH (Akanbi, 2011).

ii.  Anti-epiléticos

O valproato, farmaco utilizado no tratamento da epilepsia, é particularmente Util no
tratamento de certos tipos de epilepsia infantil, em que a sua baixa toxicidade e auséncia
de acdo sedativa sdo especialmente importantes. E também comummente utilizado em

adolescentes em que coexistem crises de pequeno e grande mal (Rang et al., 2008).

No que concerne ao mecanismo de acdo do valproato, ainda que seja um pouco
desconhecido, sabe-se que ele atua aumentando significativamente o conteddo de acido
gama-aminobutirico (GABA) do cérebro e é ainda um fraco inibidos de duas enzimas —
GABA transaminase e semialdeido succinico desidrogenase — que sdo enzimas que
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inativam o GABA. Além disso, sabe-se que também apresenta algum efeito sobre os
canais de sodio (Rang et al., 2008).

Também tem sido estudado o efeito de farmacos utilizados no tratamento da epilepsia e
a sua relacdo com o stress oxidativo. Assim, Agarwal et al. (2011), verificaram que ha
evidéncias que o uso prolongado de antipiléticos leva ao aumento de stress oxidativo. O
acido valprdico foi identificado como aumentando a peroxidagéo lipidica em pacientes
que facam esta terapéutica. Além do valproato, a carbamazepina e levetiracetam

também aumentam o stress oxidativo (Agarwal et al., 2011).

Ainda no mesmo estudo, levado a cabo por Agarwal et al. (2011), ficou demonstrado
que o tratamento com topiramato contribuiu para o aumento do stress oxidativo nos
astrocitos de ratos. Ficou também provado que este farmaco, induziu a formacgédo de
ROS, a sintese de o0xido nitrico, e a diminuicdo da atividade de glutamina sintetase e

reducdo da viabilidade das células em culturas primérias de astrocitos de ratos.
iii.  Anti-inflamatdrios ndo esteroéides

O diclofenac ¢ um &cido fenilacético (Hickey et al., 2001), e anti-inflamatério nédo
esterdide (AINE), que tem propriedades anti-piréticas, analgésicas e anti-inflamatdrias,
apresentando uma poténcia moderada (Amin, 2005; Asensio et al., 2007); Rang et al.,
2008), e, a semelhanca de outros AINEs, é prescrito com alguma regularidade (Tripathi
etal., 2011). Hickey et al. (2001), corrobora essas propriedades e além disso, afirma que
é usado na reducdo da dor associada a artrite e outras condi¢Ges, como a osteoartrite,
artrite reumatoide e espondilite anquilosante, e liga-se exclusivamente a albumina
plasmatica. Relativamente ao seu mecanismo de acéo, admite-se que esteja relacionada
com a acdo primaria dos farmacos, ou seja, a inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX)
de &cidos gordos, inibindo assim, a producdo de prostaglandinas e tromboxanos
(Asensio et al., 2007; Rang et al., 2008). E importante referir que existem trés isoformas
da enzima COX, sendo respetivamente a COX 1, COX 2 e COX 3, ainda que esta
ultima ainda seja um pouco desconhecida, no que se refere a sua funcionalidade no ser
humano. Assim, os AINEs, sdo inibidores tanto da isoforma COX1, como da COX2
(Lal et al., 2009), porém, cada farmaco apresenta uma afinidade diferente para cada

uma dessas isomorfas (Hickey et al., 2001; Rang et al., 2008). Assim, pensa-se que a
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acdo anti-inflamatéria tem que ver com a inibicdo da COX 2 e os seus efeitos
indesejaveis, tém que ver com a inibicdo da COX 1 (Asensio et al., 2007; Lal et al.,
2009; Hickey et al., 2001; Rang et al., 2008), nomeadamente no que concerne a sua
hepatotoxicidade (Tripathi et al., 2011). Devido ao uso desta classe terapéutica, podem
ocorrer efeitos colaterais, que tanto podem ser aumentos transitorios no valor sérico das
transaminases, que pode ser indicativo de dano a nivel hepatocelular ou colestase, que

em ultimo caso, pode levar a situacao de hepatite fulminante fatal (Tripathi et al., 2011).

Os processos inflamatdrios e de dano tecidual, aumentam a proliferacdo celular, que
pode resultar em crescimento descontrolado de células transformadas, como acontece
em muitos tumores. Portanto, o uso de anti-inflamatérios néo esterdides, como o &cido
acetilsalicilico reduz a inflamacdo inibindo a sintese de prostaglandinas, que sdo
sintetizadas por duas isoenzimas, a COX1 e a COX 2 — que € induzivel (Raza, 2011).
Hé& ainda que referir que os niveis de prostaglandina E2, encontram-se aumentados em

estados inflamatérios e em tumores.

Todos os AINEs tém propriedades anti-piréticas, analgésicas e anti-inflamatérias, ainda
que com acdo diferencial. Contudo, o mecanismo molecular pelo qual os AINEs
exercem a sua acao, tém multiplos efeitos que ainda nédo sdo totalmente claros. Além da
inibicdo do mecanismo do &cido araquidonico e da atividade da COX, outros
mecanismos, incluindo alteracdo na transdugdo do sinal, disfungdo mitocondrial e

inducdo da apoptose séo sugeridos (Raza, 2011).

O é&cido acetilsalicilico induz a apoptose através da libertacdo do citocromo ¢ da
mitocondria e outras vias dependentes da mitocondria, incluindo a baixa regulacdo do
gene de expressdo Bcl-2 e NF-«xB e inibi¢do das fun¢des do proteossoma. Neste estudo
em concreto, desenvolvido por Raza (2011), usaram-se células de hepatoma humano,
que elucidaram o mecanismo de acdo do &cido acetilsalicilico, depois do tratamento
com 5 e 10pmol/ml de farmacos durante 24 e 48 horas. Os resultados obtidos,
mostraram alteragcdo na respiracdo mitocondrial, repressdo do ciclo celular, e aumento
do stress oxidativo. A deplecdo dos niveis de GSH e aumento da producdo de ROS,
foram acompanhadas por um aumento da lipoperoxidacdo, que, presumivelmente,

desempenha um papel critico no stress oxidativo induzido por disfungdo mitocondrial e
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apoptose (Raza, 2011). E também sugerido que o transporte de GSH na mitocondria sob
situacBes de stress oxidativo, pode ser regulado por proteinas anti-apoptoticas, como a
Bcl-2. Esta proteina desempenha um papel regulador, ndo apenas na iniciacdo da
apoptose na mitocéndria, como também na regulacdo da homeostase da GSH neste
organelo (Raza, 2011). Finalmente, no decorrer deste estudo, verificou-se que existiu
uma reducdo da expressdo do Bcl-2 e também uma deplecdo acentuada de GSH celular,
depois do tratamento com acido acetilsalicilico. Assim, é evidente concluir que este
farmaco induz o aumento de stress oxidativo, levando a apoptose das células Hep2.
Além disso, também se verifica stress oxidativo, dependente da mudanga da
permeabilidade mitocondrial, levando a perda de potencial de membrana (Raza, 2011).

A semelhanca dos farmacos referidos anteriormente, o nimesulide, N-(4-nitro-2-
phenoxifenil)metanosulfonamida), € um AINE com propriedades anti-inflamatorias,
anti-piréticas e analgesicas e € um dos mais prescritos, comparativamente com outros da
mesma classe terapéutica (Tripathi et al., 2011). Relativamente ao nimesulide Tripathi
et al. (2011), refere que a geracdo de ROS intracelular é determinante para a associacdo
a toxicidade devido ao contacto com estes farmacos. Os efeitos adversos deste farmaco
a nivel mitocondrial prendem-se com o desacopolamento e com a oxidacdo do
NADP(H), contudo, apesar de a mitocondria ser o maior local de formacgdo de ROS,
ainda ndo esta totalmente esclarecido a sequéncia de eventos de dano mitocondrial, bem
como a relevancia in vivo ainda ndo é totalmente clara (Tripathi et al., 2011). Neste
estudo, ficou bem claro que a formacdo de ROS estd associada com lesdo hepética in
vivo, devido ao nimesulide. Além de a exposicdo a este farmaco causar alteragOes
significativas nos niveis de antioxidantes, levando ao stress oxidativo, também causa
uma répida geracdo de ROS, bem como deplecdo de GSH, alteragdo em genes
antioxidantes, despolarizacdo massiva da membrana mitocondrial, levando a apoptose
(Tripathi et al., 2011).

No que respeita ao diclofenac e aos outros AINESs, anteriormente referido, é defendido
que os seus efeitos tdxicos e apoptoticos, podem estar envolvidos em toxicidade renal e
hepatotoxicidade (Hickey et al., 2001) tanto em humanos, como em modelos animais
(Amin, 2005). Deste modo, no estudo desenvolvido por Amin (2005), verificou-se que a

hepatotoxicidade induzida em ratos pelo DDC foi associada com ROS e Hickey et al.

48



Efeitos de Farmacos em Sistemas Biologicos: Stress Oxidativo e Metabolismo Antioxidante

(2001), explica que a lesdo hepética grave pode dever-se a sua bioativacdo, levando a
formagdo de metabolitos reativos, conceito igualmente corroborado por Tripathi et al.
(2011). Assim, relativamente a este farmaco, o observado foi que induz danos no figado
através de varios mecanismos como alteracdo da permeabilidade mitocondrial, ativacédo
do citocromo P450 e finalmente, por geragdo de ROS (Amin, 2005). Hickey et al.
(2001), afirma que o metabolismo do diclofenac mediado pelo citocromo P450, leva a
formacdo de 5-hidroxidiclofenac e 4 -hidroxidiclofenac. Nos humanos, o citocromo
P450 2C9 e 3A4 metaboliza o diclofenac, embora o citocromo P450 2C9 seja capaz de
produzir benzoquinoneimina. Apenas o derivado de 5"-hidroxidiclofenac, o p-
benzoquinoneimina, tem sido o primeiro suspeito de causar danos celulares, através da
sua capacidade em estabelecer ligacdes covalentes com macromoléculas em situacdes
onde os niveis intracelulares de NADH, NADPH, GSH e outros agentes redutores sdo
bastante baixos (Hickey et al., 2001). Contudo, apesar de faltarem algumas evidéncias
solidas, é bastante possivel que o metabolismo do diclofenac através do citocromo P450
envolva a producdo de ROS, como O, HO', H,0, e NO™ (Hickey et al., 2001).

Além do referido anteriormente, no mesmo estudo, verificou-se que doses elevadas de
diclofenac sdo responsaveis por uma grande ocorréncia de degradacdo ordeira do DNA
do rim em vinte e quatro horas, sendo que o efeito nefasto em funcéo da dose e a morte
celular programada € precedida de stress oxidativo (Hickey et al., 2001).

Raza (2011), defende que parecem existir mecanismos moleculares comuns para as
alteracbes metabolicas observadas na inflamacdo, cancro, diabetes e obesidade. Os
mecanismos independentes da COX, proposto pelo mecanismo de acdo dos AINEs,
incluem alteracdo da respiracdo mitocondrial, aumento do stress oxidativo e aumento da
regulagcdo de proteinas pro-apoptdticas. A inibicdo da ativacdo do fator NF-kB pela
aspirina e por outros AINEs tem sido descrita em varios sistemas celulares, ainda que os
hepatocitos parecam ser insensiveis a inibicdo do NF-kf (Raza, 2011). Asensio et al.
(2007), refere que a inducdo da apoptose, por parte dos AINESs, provavelmente tem a

sua origem na inibicdo da COX, especialmente a COX-2.

Assim, no decorrer do estudo desenvolvido por Raza (2011), os autores verificaram que

existiu um aumento significativo de stress oxidativo e diminuicdo do potencial de
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membrana mitocondrial, seguido por uma baixa regulacdo de Bcl-2, que pode ser a
causa pela qual o acido acetil-salicilico induz a apoptose. Além disso, também se
observou que o farmaco em questéo, leva a uma diminuicéo significativa dos niveis de
ATP que sdo acompanhados pela inibicdo da atividade das enzimas que fazem parte da
cadeia respiratoria, nomeadamente NADH-ubiquinona oxidorredutase do complexo | e
citocromo c oxidase, do complexo IV (Raza, 2011). Este facto adquire particular
importancia, uma vez que é defendido que a inibicdo, tanto in vivo como in vitro, de
complexos respiratorios mitocondriais, € responsavel pelo aumento da producdo de

ROS e de stress oxidativo mitocondrial (Raza, 2011).
iv.  Anti-fungicos

O cetoconazol é um farmaco anti-fingico idéntico ao imidazol. Este farmaco é
caraterizado como tendo um amplo espetro de atividade e boa disponibilidade oral,
sendo bem absorvido pelo trato gastrointestinal (Amin, 2005; Rang et al., 2008), o que
contribui para aumentar fortemente as suas aplicagdes (Amin, 2005).

Este antifungico, pertence a classe dos agentes anti-fungicos sintéticos e a sua atividade
baseia-se no seu nucleo imidazol. O mecanismo de acdo desta classe terapéutica baseia-
se na capacidade que tém para inibir a enzima fangica 3 do citocromo P450, que se
denomina por lanosina 14a-desmetilase, que é a enzima responsavel por permitir a
conversdo do lanosterol em ergosterol, que é o principal esterol da membrana celular
dos fungos. Assim, vai haver uma consequente alteragdo da fluidez da membrana, que

vai interferir com a a¢do das enzimas de membrana (Rang et al., 2008).

Em relacdo ao cetoconazol, Amin (2005), refere que além da hepatotoxicidade, foi
também observada uma extensa fragmentacdo no DNA, bem como peroxidacéo lipidica,
como uma consequéncia direta do stress oxidativo, dado ter-se verificado uma
diminuicdo da atividade de enzima glutationa redutase e superoxido dismutase no

figado. Tal facto, também é contemplado no que concerne ao diclofenac e ao DDC.
v. Dietilditiocarbamato de sddio (DDC)

DDC é um composto ditiocarbamato que é largamente utilizado na inddstria e

agricultura, porém, é também usado na medicina, pois é considerado um agente protetor
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da radiacdo, bem como em imunoterapia no cancro da mama. Além disso, tem também
levantado interesse, no ambito do tratamento da sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), devido a sua acdo imunomodeladora e atividade antiviral contra o
virus da SIDA (Amin, 2005).

Considerando o estudo desenvolvido por Amin (2005), constata-se que os tiocarbamatos
induzem a apoptose, por mediacdo pela via de ativacdo da caspase-3, diminuindo o
potencial de membrana mitocondrial, aumentando a producdo de radicais livres e
esgotando a glutationa reduzida. Devido a sua aptiddo para formar complexos
lipofilicos, o0 DDC pode atravessar facilmente as membranas celulares, aumentando os
niveis de cobre intracelular, destruindo assim a homeostase intracelular de cobre. Este
aumento, pode levar ao acontecimento de stress oxidativo, devido a producdo de
radicais livres e pode ainda interferir com as reaces enzimaticas dependentes de cobre,

como por exemplo, a superoxido dismutase (Amin, 2005).

Relativamente & fragmentacdo do DNA, o estudo mostrou que DDC mostrou ter efeitos
na fragmentacdo de DNA nos timocitos de ratos, a semelhanca do diclofenac que
também induz apoptose e fragmentacdo de DNA em rins de ratinhos e hepatocitos de
ratos. A hepatotoxicidade do cetoconazol deve-se a sua capacidade de deplecdo de
glutationa redutase hepética, que indica uma crucial associacdo entre a geracdo de ROS
e 0 dano oxidativo nas membranas lipidicas e no DNA (Amin, 2005).

O stress oxidativo e a inflamagdo resultam em danos teciduais e sdo caracteristicas de
doencas crénicas, como a diabetes. Nestes casos, observa-se um aumento da producéo e
uma eliminacdo ineficiente de ROS, produtos avancados da oxidacdo de proteinas e
acumulacdo de produtos de glicosilacdo avancada, que tém um papel decisivo nesta
patologia (Chakraborty, 2011). Contudo, e a titulo de exemplo, existem farmacos que
tém um papel inverso ao que tem sido estudado, ou seja, que exercem um efeito
benéfico no que concerne a formacdo de ROS. Entdo, no estudo desenvolvido por,
Chakraborty (2011), verificou-se que foram identificadas um grande numero de
desordens relacionadas com ROS, aquando da iniciagdo e progressao da diabetes tipo 11,
pois verificou-se a geracdo destas espécies no sistema intracelular. Ainda no mesmo

estudo, constatou-se que ap6s vinte e quatro semanas de administracdo de metformina
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aos pacientes, houve uma reducdo significativa da producdo de espécies reativas nos
glébulos brancos. Tal facto indica que este farmaco exerce efeitos ao nivel da
diminuicdo do stress oxidativo em pacientes diabéticos com esta terapia (Chakraborty,
2011; Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Bonnefont-Rousselot et al. (2003), considera
que isso pode dever-se a carateristica deste farmaco em limitar a formagéo de produtos
finais de glicosilacdo avancada (AGESs) e ainda a capacidade de diminuir o excesso de
producdo de radicais livres em pacientes diabéticos. Assim, neste estudo, em que 0
objetivo foi pesquisar a capacidade que a metformina, in vitro, tem em modular a acéo
das ROS, constatou-se que este farmaco, em concentracdes farmacologicamente
relevantes, in vitro, foi capaz de eliminar o radical hidroxilo, mas ndo o radical

superdxido.
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XIII. Conclusdes

A cronicidade do processo de stress oxidativo tem implicacdes importantes sobre o
processo etiologico de numerosas enfermidades cronicas ndo transmissiveis, como por

exemplo, a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancro.

A instalacdo do stress oxidativo ocorre devido a um desiquilibrio entre os fatores pro-
oxidantes e oxidantes, em favor dos primeiros. O sistema de defesa antioxidante, tem
como objetivo principal manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiologicos e
passiveis de regulacdo, impedindo que os danos oxidativos se amplifiquem. Os
mecanismos de geragdo de radicais livres ocorrem sobretudo nas mitocondrias,

membranas clelulares e citoplasma.

Existem evidéncias de que os fatores exdgenos, como xenobidticos, farmacos, radiaces
ionizantes, metais pesados, tabagismo, ingestdo de alcool agem sobre a geracdo de
radicais livres, bem como sobre a atuagcdo dos sistemas de defesa antioxidante. No
entanto, ainda ndo é possivel determinar com seguranca, sobretudo em humanos, os

niveis de exposicao que seriam potencialmente nocivos.

A célula deve responder a condicfes de stress por deficiéncia ou excesso de aporte
energeético, para controlar processos de morte celular, envelhecimento e senescéncia.
Contudo, mesmo na presenca de mecanismos potentes de defesa antioxidante dentro das
células, muitas vezes, estes mecanismos podem ser superados pelos fatores oxidantes,
resultando em lesdes teciduais, por meio da peroxidacdo das membranas lipidicas de
células, organelos, a desnaturagé@o funcional de proteinas estruturais, lesées mutagénicas
dos &cidos nucleicos e a desnaturacdo de componentes polissacarideos de componentes
do intersticio de membranas basais. Consequentemente, esta toxicidade local dos
radicais livres e outros produtos toxicos do oxigénio constituem a via comum final da

leséo tecidual numa variedade de doencas.

O uso de farmacos, é cada vez mais encarado como um ato que apenas traz beneficios
ao paciente. Porém, apesar do consumo generalizado e acesso facil a muitos farmacos, é
preciso considerar que alguns deles tém nédo so os efeitos benéficos pretendidos, como

também tém a capacidade de induzir alteracGes e danos celulares, que podem ser
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irreversiveis, nomeadamente devido ao efeito que tém na inducgdo de stress oxidativo.
Tal como foi desenvolvido durante o trabalho, algumas das classes terapéuticas mais

frequentemente prescritas e utilizadas sdo causadoras desse mesmo dano, pelo que deve

ser sempre considerado o seu real beneficio.
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