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. Oxidorredutases — as desidrogenases
¢ oxidases catalisam reagdes de transferéncia
de eletrdes, ou seja, reagdes de oxirredugiio;
® Transferases — As quinases e as
transaminases, por exemplo, catalisam
reagdes de transferéncia de grupos
funcionais, como grupos amina, fosfato,
carboxil, etc.;

° Hidrolases — as peptidases, por
exemplo, catalisam reagdes de hidrélise de
ligagdes covalentes; as liases catalisam
quebras de ligagdes covalentes € a remogdo
de moléculas de dgua, amdnia e gas
carbénico;

o Isomerases — catalisam reagdes de
interconversio entre isomeros 6timos ou
geométricos. As epimerases sdio exemplos;

° Ligases - catalisam reagdes de
formagdc e novas moléculas a partir da
ligagdo de duas ja existentes, sempre & custa
de energia (ATP). As sintases sfio um

exemplo.

. Oxidorredutases — as desidrogenases
e oxidases catalisam rea¢des de transferéncia
de eletrdes, ou seja, reagdes de oxirredugdo;
. Transferases — As quinases e as
transaminases, por exemplo, catalisam
reagdes de transferéncia de grupos
funcionais, como grupos amina, fosfato,
carboxil, etc.;

° Hidrolases - as peptidases, por
exemplo, catalisam reagdes de hidrélise de
ligages covalentes;

. Liases- catalisam quebras de
ligagdes covalentes € a remoglo de
moléculas de dgua, amdnia e gis carbénico;
. Isomerases — catalisam reagdes de
interconvers3o entre isdmeros Otimos ou
geométricos, As epimerases s3o exemplos;
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formagdio e novas moléculas a partir da
ligagdo de duas ji existentes, sempre 4 custa
de energia (ATP). As sintases sfo um

exemplo.
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Atualmente existe no mercado uma
ampla variedade de medicamentos a
base de enzimas para aplicagdo como
anti-inflamatérios, antissépticos,
auxiliares digestivos, na reposi¢do de
enzimas hemostaticas, na inibicdo da
coagulagdio, na reposi¢do de enzimas
metabdlicas, no tratamento da fibrose
cistica bem como na terapia contra o
cancro (Cruz er al., 2008; Zimmer et
2009). No

atualmente, uma ampla variedade de

al., mercado existe,

medicamentos com base enzimadtica,

para aplicagio como auxiliares

digestivos, anti-inflamatérios, anti-
sépticos, na reposi¢do de enzimas
da

coagulagdo, na prevencio de lesdes de

hemostdticas, na  inmibigdo
reperfusdo, no tratamento da ictericia
neonatal, no tratamento da fibrose
cistica, na reposicio de enzimas
metabolicas e na terapia do cancro

(Cruz et al., 2008).

Atualmente existe no mercado uma
ampla variedade de medicamentos a
base de enzimas para aplicagdo como
anti-inflamatorios, antissépticos,
auxiliares digestivos, na reposicdo de
enzimas hemostaticas, na inibigfo da
coagulagdo, na reposi¢do de enzimas
metabolicas, no tratamento da fibrose
cistica bemn como na terapia contra o
cancro (Cruz et al., 2008; Zimmer et
al., 2009).




Resumo

A literatura apresenta uma evidéncia crescente de que o stress oxidativo promovido
pelas espécies oxigénio-reativas (ROS) pode ter um papel vital na etiologia das doengas
neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer, a doenga de Parkinson ou a
esquizofrenia, entre outras. As ROS possuem um papel duplo, tanto benéfico quanto
prejudicial, no organismo humano. Estas sdio geralmente reguladas por enzimas
antioxidantes endégenas para que o balango oxidativo seja mantido mas, por factores
enddgenos e exdgenos, pode ocorrer uma alteragdo com produgdo excessiva que resulta
em stress oxidativo. Este stress oxidativo constante promove danos nos componentes

celulares, como nas proteinas, nos lipidos ou nas bases do ADN,

O mecanismo de oxidagio é particularmente importante no cérebro, uma vez que este
estd exposto a grandes quantidades de oxigénio, promotor do aparecimento de radicais
livres e de ROS. O mecanismo adaptativo de defesa antioxidante apresenta, também ele,
uma importincia acrescida neste orgdo na tentativa de evitar que os componentes
cerebrais sejam afetados e, consequentemente, o desenvolvimento de doengas

neurodegenerativas.

Este trabalho pretende permitir um melhor conhecimento sobre a natureza bioquimica
das ROS, as fontes dos radicais livres, o dano proteico, lipidico e no ADN promovido
por estes, o papel das enzimas antioxidantes enddgenas na regulagio das fungdes
fisiologicas e a implicagio do stress oxidativo na etiologia das doencas
neurodegenerativas. Para tal foi realizada uma revisio bibliogrifica da literatura

existente sobre o tema.

Palavras-chave: “endogenous enzymes”, “ROS”, “neurodegencrative diseases”

“neuropatology diseases and enzymes”.



Abstract

The evidence in the literature that the oxidative stress promoted by reactive oxygen
species have a vital role in the etiology of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and schizophrenia, among other, is growing.
ROS are generally governed by endogenous antioxidant enzymes to maintain the
oxidative balance in the organism but, because endogenous or exogenous oxidative
factors may occur, this balance can be corrupted and lead to oxidative stress. Constant
oxidative stress can result in damage in the cellular components such as proteins, lipids
or DNA bases.

The oxidation mechanism is particularly important in the brain since it is exposed to
large quantities of oxygen promoting the appearance of free radicals and ROS. The
adaptive antioxidant defense mechanism is also important in this organ in the attempt to
prevent the components of the brain from being affected and then developing

neurodegenerative diseases.

This paper aims to provide a better understanding of the biochemical nature of ROS, the
sources of free radicals, damage protein, lipid and DNA promoted by these, the role of
endogenous antioxidant enzymes in the regulation of physiological functions and the
involvement of oxidative stress in the etiology neurodegenerative diseases. For this we

conducted a literature review of the existing literature on the subject.

Key-words:  “endogenous enzymes”, “ROS”, “neurodegenerative diseases”

“neuropatology diseases and enzymes”.
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Capitulo I — Introdugio

A existéncia de espécies quimicas na forma de radicais livres foi primeiramente descrita
no decorrer do ano de 1900, quando a decomposi¢o do hexafeniletano em dois radicais
fenilmetil foi demonstrada. Entretanto, as reagSes no meio biologico envolvendo
radicais livres foram consideradas de extrema importancia apos 1940, com a introdugdo
de técnicas que permitiram a detegfio dos radicais livres e o estudo da cinética das
reaces das espécies quimicas. A evolugiio do conhecimento sobre as espécies oxigénio-
reativas foi gradual, iniciando-se com a identificagdo de enzimas cujos substratos eram
radicais livres, progredindo para a identificagio das suas vias metabélicas, para a
detegiio do seu efeito nas células e nos tecidos e, por fim, para a associagiio do
envolvimento dos radicais livres em algumas das condigdes patoldgicas conhecidas
(Ribeiro et al., 2005; Zhang er al., 2006).

As ROS abrangem todas as formas reativas ao oxigénio, incluindo radicais e ndo
radicais, que participam na iniciagdo e progressiio de reagdes em cadeia. Estes processos
oxidativos celulares séo criticos para a vida aerdbia mas, a0 mesmo tempo, o produto
das ROS ¢ toxico e contribui para o aparecimento de diversas patologias se houver uma
falha no balango oxidativo (Cerqueira ef al., 2007). O stress oxidativo resulta da
presenga em excesso de moléculas pré-oxidantes, em desfavor das antioxidantes,
manifestando-se de diversas formas e afectando através do dano oxidativo as bases do

DNA e as fungdes lipoproteicas (Balamaran, 2013; Behl e Moosmann, 2002).

O stress oxidativo tem uma dualidade de fungdes, ativando positivamente uma resposta
especifica do mecanismo adaptativo desenvolvido para proteger as células contra as
ROS, mediando a toxicidade e mantendo o balango redox do tecido. Simultaneamente,
esta resposta requer o aumento da expressdo proteica e das enzimas antioxidantes
enddgenas (Cerqueira ef al., 2007; Schrag ef al., 2013; Zimmer ef al., 2009). A cinética
enzimética qualitativa e quantitativa mostra que as enzimas se comportam de forma
mais previsivel em sistemas ideais simples, como os utilizados para classificar ¢
caracterizar as preparagdes enzimaticas, Trabalham de forma méxima em valores

especificos de pH, temperaturas e concentragdes de substrato. Em concentragdes de
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substrato fixo, as taxas de rea¢do enzimética dependem da concentragiio da enzima,

dependendo da eficiéncia do volume enzimético especifico (Food Brasil, 2011).

O cérebro & particularmente susceptivel ao dano oxidativo uma vez que utiliza grande
parte do oxigénio inspirado, ja que as membranas celulares sdo particularmente ricas em
lipidos ¢ existe pouca catalase na substéncia cinzenta e branca e quantidades moderadas
de glutationa peroxidase e glutationa redutase. Patologias como a doenga de Alzheimer,
a esquizofrenia, a esclerose lateral amiotréfica, a doenga de Parkinson, a esclerose
maltipla e outras doengas degenerativas dos ganglios da base, atrofia sistémica multipla
¢ degeneragdo supranuclear progressiva, sio teorizadas como sendo mediadas pelas
ROS e que o stress oxidativo parece estar intimamente ligado ao despoletar destas
(Pérto, 2001).

A presente revisdo bibliografica tem como objetivo principal discorrer sobre o estado da
arte do papel do stress oxidativo no aparecimento de patologias neurodegenerativas,

com a elaboragfio de subtemas como:

e 0 que sdo as enzimas e o seu papel;

o identificacio do estado da arte na literatura sobre as enzimas antioxidantes,
principalmente as endégenas;

e etiologia das doengas neurodegenerativas e ag@o do stress oxidativo;

e clarificagiio sobre o papel das enzimas antioxidantes enddgenas em algumas
patologias neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer, doenga de

Parkinson, esquizofrenia, esclerose lateral amiotrofica e esclerose multipla;

Para tal, a metodologia empregue iniciou-se com uma pesquisa bibliogrifica na
literatura existente sobre este tema, disponivel em acesso livro, tendo sido utilizadas
publicacdes cientificas obtidas electronicamente. Os artigos encontram-se disponiveis
na base de dados bibliogrificos da Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade
Fernando Pessoa e limitam-se as linguas portuguesa e inglesa, e foram obtidos através
dos motores de busca Pubmed, Scielo e Sciencedirect, com as seguintes palavras-chave:

“endogenous enzymes”, “ROS”, “neurodegenerative diseases” e uma combinagdo entre
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diferentes palavras-chave como “neuropatology diseases and enzymes”, com restrigdes

temporais entre o ano de 2000 e 2013.

Apés a leitura dos resumos de cada artigo, foram aplicados os seguintes critérios de
inclus@io: a) similaridade entre o tema deste trabalho e o titulo dos artigos; b) datarem

entre 2000 e 2013; ¢} nimero de palavras-chave em comum.
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Capitulo II - Desenvolvimento

1. Estado da arte sobre as enzimas

1.1. Historico enzimatico

A altura exata em que estas moléculas comegaram a ser utilizadas nas atividades
quotidianas das sociedades ndo se encontra totalmente esclarecida, mas sabe-se que o
conhecimento era empirico, ou seja, ndo havia um conhecimento pormenorizado do seu

conceito e da sua func¢do (Zimmer ef al., 2009).

No século XVIII, o cientista italiano Spallanzini estudou a agfo digestiva das secre¢Oes
estomacais sobre a carne sem, no entanto, conseguir identificar a molécula envolvida. A
identificagiio da amilase s6 viria a acontecer em 1833, num trabalho desenvolvido pelos
franceses Anselme Payen e Jean-Fragois Persoz (Food Brasil, 2011; Mira, 2013;

Zimmer et al., 2009).

Num breve resumo cronolégico, em 1831, o quimico sueco Jons Jacob Berzelius (1779-
1848) constatou que certas substdncias continham uma forga catalitica que lhes permitia
acelerar determinadas reagdes e, dois anos mais tarde, os quimicos franceses Anselme
Payen (1795-1871) e Jean-Frangois Persoz (1805-1868) encontraram uma substancia
termolabil no precipitado do dlcool, onde o extrato de malte tinha a capacidade de
converter o amido em agiicar. Pouco depois, Berzelius publicou a sua primeira teoria
sobre as enzimas, decorria o ano de 1835 (Zimmer ef al., 2009). No entanto, foi o
quimico francés Louis Pasteur (1822-1895) o primeiro a concluir que a fermentacfo era
catalisada por “fermentos” (enzimas), postulando que “estes fermentos eram
insepardveis das estruturas das células vivas do lévedo e a fermentagdo alcodlica um ato
correlacionado & vida e a organizagfio das células do fermento e nfio 4 sua morte ou
putrefagiio”, estabelecendo o conceito de que as enzimas seriam organismos vivos
(Mira, 2013; Zimmer et al., 2009). Somente em 1878 foi esclarecida a distingdo entre 0s
organismos inteiros e as moléculas capazes de realizar a catalise, passando a denominar-
se pelo termo cunhado por Alexander Friedrich Khune, enzimas, do Grego “no fungo”,

¢ a agdo destas moléculas chamada de fermentagio (Mira, 2013; Zimmer et al., 2009).

4
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Em 1898, Pierre Emile Duclaux (1840-1904), diretor do Instituto Pasteur, estabeleceu a
designagiio das enzimas pelo nome do substrato no qual a sua agio foi primeiramente
observada, seguida pelo sufixo — ase (Mira, 2013). No fim desse século, Eduardo
Buchner (1860-1917) provou que as enzimas permaneciam ativas no exterior das
células que as produziam, demonstrando que a agdo enzimatica seria independente das
mesmas, o que lhe valeu o prémio Nobel da Quimica de 1907. Todavia, passado um
quarto do século XX, a natureza destas permanecia desconhecida, até que em 1926 o
bioquimico James Batcheller Summer (1887-1955), da Cornell University, isolou e
cristalizou a urease, demonstrando que os cristais desta consistiam inteiramente em
proteinas. A descoberta postulou que todas as enzimas siio proteinas, embora esta ideia
tivesse permanecido controversa por algum tempo. James Summer ganhou o prémio
Nobel da Quimica em 1946, com John Howard Northrop (1891-1987) e Wendell
Meredith Stanley (1904-1971), norte-americanos professores/pesquisadores no
Rockefeller Institute for Medical Research, ap6s a confirmagiio desta teoria. Entre 1930
e 1936, John Northrop e os seus colegas cristalizaram a pepsina, a quimotripsina ¢ a
tripsina bovina, estabelecendo totalmente na comunidade cientifica a natureza proteica
das mesmas (Mira, 2013). O bidlogo e geneticista inglés John Burdon Sanderson
Haldane (1892-1964) descreveu também ele, em 1930, num tratado intitulado Enzymes,
a notével sugestio de que as interagdes por ligagdes fracas entre a enzima e o substrato
poderiam ser utilizadas para distorcer a molécula do substrato e catalisar uma reagao

(Food Brasil, 2011; Mira, 2013).

Figura | — Jons Jacob Berzelius (1779-1848), Louis Pasteur (1822-1895) e Justus von Liebig
(1803-1873). Adaptado de Mira (2013).
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Em 1955 foi desenvolvido um método de determinagdio da estrutura primaria das
proteinas, sendo a insulina a primeira a ser sequenciada e, aproximadamente, dez anos
depois, a cristalografia de raio x determinou a estrutura tridimensional da lisozima,
iniciando-se assim a bioquimica e a biologia estrutural responsével pela compreenséo

do funcionamento enzimatico (Zimmer ef al., 2009),

1.2, Definigio de enzima

As enzimas sdo proteinas, polimeros de cadeia longa com aminoacidos interligados
através de ligagSes peptidicas sucessivas numa determinada sequéncia genética, que
apresentam atividade catalitica. Estas sdo catalisadoras de reagSes bioquimicas, isto €,
atuam possibilitando uma nova reagio que exige uma energia de ativagiio menor,
acelerando o processo. A sua eficiéncia é medida pelo nimero de transformagdes
moleculares, ou seja, esquematicamente, é explicada pelo nimero de moléculas de
substrato convertido em produto, por unidade de tempo. Isso significa que, em geral,
uma enzima catalisa um e s6 um tipo de reagio quimica. Consequentemente, o tipo de
enzima encontrado numa célula determina o tipo de metabolismo que a célula efetua

(Mira, 2013).

Estas cadeias polipeptidicas dobradas sdo mantidas juntas por forgas moleculares
relativamente fracas. A estrutura dobrada determina a integridade do sitio catalitico
dentro da enzima e pode ser facilmente rompida por mudangas energéticas no ambiente
da enzima. Este fendmeno é chamado de “desnaturagdo” e pode ser reversivel ou ndo,

dependendo da severidade da deformacdo e dos danos estruturais (Food Brasil, 2011).

As enzimas contém um centro ativo, denominado apoenzima e, algumas vezes, um
grupo ndo proteico, denominado co-enzima. Ao total da molécula é dado o nome de
haloenzima. Dependendo do tipo de ligagdo, o grupo prostético pode ser separado da
proteina. Em alguns casos, as enzimas ligam-se ainda a moléculas organicas de baixo
peso molecular ou a ides metdlicos, cuja fungdo ¢ ativar as enzimas a eles ligados,
denominados co-fatores (Food Brasil, 2011). A natureza quimica destes € muito
variavel, derivando, por exemplo, de um ou mais ides metalicos (como o ferro) ou de

uma molécula organica (como a vitamina B12) e podendo participar diretamente na
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reagiio enzimatica. Os cofatores que possuem uma forte ligagio s enzimas distinguem-
se das outras co-enzimas por ndo se libertarem do sitio ativo durante a reago
catalisadora (Mira, 2013).

Por outro lado, existem os inibidores enzimdticos, que diminuem ou eliminam a
atividade enzimatica e esta inibigiio pode ser reversivel ou irreversivel. A inibigfo
reversivel engloba dois tipos: a competitiva e a ndo competitiva. A primeira ocorre
quando o inibidor se liga reversivelmente ao mesmo sitio de ligagdo do substrato e o
efeito é revertido com o aumento da concentragdo do substrato (sitio ativo). Este tipo de
inibicdo depende das concentragBes do substrato e do inibidor. A inibigdo enzimatica
reversivel ndo-competitiva ocorre quando o inibidor se liga reversivelmente & enzima
num local proprio (sitio alostérico), podendo estar ligado ao catalisador ao mesmo
tempo que o substrato. Este tipo de inibi¢do depende apenas da concentragio do
inibidor. Na inibi¢8o enzimdtica irreversivel, hda uma modificagéio covalente e definitiva

no sitio de ligagdo ou no sitio catalitico da enzima (Mira, 2013).

1.3. Classificagfio e estrutura

As reagdes quimicas que ocorrem no organismo sio de diferentes tipos, necessitando de
catalisadores diferentes, pelo que as enzimas foram agrupadas em seis classes principais

segundo o seu tipo de reagdio (Mira, 2013):

s Oxidorredutases — as desidrogenases e oxidases catalisam reagdes de
transferéncia de eletrdes, ou seja, reagdes de oxirredugdo;

» Transferases — As quinases e as transaminases, por exemplo, catalisam reages
de transferéncia de grupos funcionais, como grupos amina, fosfato, carboxil,
etc.;

e Hidrolases — as peptidases, por exemplo, catalisam reagbes de hidrolise de
ligaghes covalentes; as liases catalisam quebras de ligagGes covalentes e a
remog¢do de moléculas de agua, amdnia e gas carbonico;

s |somerases — catalisam rea¢des de interconversdo entre isomeros Otimos ou

geométricos. As epimerases sdo exemplos;
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e Ligases — catalisam reagdes de formagdio e novas moléculas a partir da ligagdo
de duas ja existentes, sempre a custa de energia (ATP). As sintases sd0 um

exemplo.

Podem ainda ter uma estrutura primdria, secundaria, tercidria ou quaterndria sendo que a
primdria refere-se ao tipo de sequéncia dos aminodcidos na molécula proteica; a
secundéria a estrutura espacial, tridimensional, que a molécula assume. E formada pela
associagdo dos membros préximos da cadeira polipeptidica e é mantida através de
pontes de hidrogénio; a terciaria, também chamada de estrutura helicoidal, é a forma
segundo a qual a secundaria se arranja, se dobra e se enovela, formando estruturas
globulares rigidas, estabilizada por ligagdes de diversos tipos como pontes de
hidrogénio, hidrofébicas, idnicas, eletrostiticas e covalentes, estas titimas representadas
por pontes de dissulfito entre os residuos de cisteina; a quaternaria é a forma como as

diversas estruturas tercidrias ou as subunidades se assoctam (Mira, 2013).

Cada classe enzimatica divide-se em subclasses que identificam a enzima em termos
mais especificos, representadas pelo segundo algarismo da sua designagdo. O terceiro
algarismo define o tipo de atividade enzimatica e o quarto corresponde ao nimero da
enzima dentro da sua classe. As enzimas podem também ser designadas por nomes que
obedecem a uma sistemitica e sdo constituidas por duas partes: uma indicando o
substrato e a outra indicando a natureza da reagdo, mas sdo normalmente identificadas
através de nomes triviais para simplificar. Por exemplo, a enzima classificada como
3.2.1.2 é denominada sistematicamente de a-l14-glucanmalto-hidrélise mas ¢€

comummente conhecida como amilase (Food Brasil, 2011).

1.4. Especificidade enzimatica

A sua especificidade faz com que estas s6 hidrolisem ou sintetizem um composto em
especifico e deve-se, principalmente, & existéncia de um sitio ativo, parte da enzima que
difere da proteina, local de ligagdo do substrato. O sitio ativo de uma enzima € o arranjo
tridimensional de aminoacidos de uma determinada regido da molécula, geralmente
complementar 4 molécula do substrato e, ideal espacial e eletricamente, para a ligagio

do mesmo (Mira, 2013).
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Figura 2 — Modelo de agdo enzimdtico. Adaptado de Fogaga, 2013.

O composto intermedidrio resultante, o complexo enzima-substrato (ES), ¢
posteriormente decomposto em enzima e produto da reagiio (P) (Figura 2). A quantidade
de enzima exigida no processo ¢ pequena e ndo influi na variagdo genética da reagio.
No entanto, a cinética das reagbes € influenciada pela concentragdo do substrato e da
enzima, uma vez que o aumento da concentragfio da enzima é diretamente proporcional
ao crescimento da velocidade de reagfio, para uma mesma concentragdo de substrato.
Ocorrendo o contrdrio, temos uma subutilizagio do sitio ativo da enzima e,
consequentemente, pouco produto é formado. Se o substrato for aumentado, a reaglic
atinge a velocidade méxima até certo ponto, produzindo a méxima quantidade de
produto para uma quantidade de enzima pré-determinada — reagdio saturada — e, a partir

desse momento, a velocidade ndo mais se altera (Mira, 2013).

1.5. Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica

Cada enzima tem uma temperatura especifica para o seu desempenho méaximo mas a
maioria € eficaz em temperaturas que variam entre os 30°C e os 70°C, nio resistindo,
em geral, a temperaturas acima dos 100°C. O aumento da temperatura no intervalo
médio anterior faz com que a velocidade da reagéo duplique a cada aumento de 10°C até

a velocidade maxima, a partir da qual comega a decrescer (Mira, 2013).
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O efeito da temperatura ¢ muito complexo, uma vez que tanto pode acelerar uma reagéo
como acabar por inativar a enzima, causando uma desnaturagdo proteica pelo calor. A
diminui¢do da temperatura abaixo do minimo requerido para que determinada enzima

exerca a sua fungdo pode também levar a inativagido da mesma (Mira, 2013).

Ji quanto ao pH, cada rea¢io tem também um pH Otimo que, para a maioria das
enzimas, situa-se entre os 4.5 e os 8.0. Valores muito baixos ou altos de pH podem
causar uma desnaturagiio proteica considerdvel e consequente inativagiio enzimatica. E
portanto util saber em que faixa de pH a enzima ¢ mais estdvel j& que o pH de maxima

estabilidade nem sempre coincide com o de maxima atividade (Mira, 2013).

As variagbes de temperatura e pH sobre os aminodcidos que compdem a estrutura
enzimatica podem provocar ainda mudangas que ficam aquém da desnaturagéo,
distorcendo apenas o sitio ativo ou reduzindo o niimero ligagdes, diminuindo a sua
atividade (Food Brasil, 2011).

1.6. Mecanismos de agfio enzimitica

As enzimas podem atuar de diversas formas (Mira, 2013):

¢ Baixando a energia de ativagiio, através da criagiio de um ambiente no qual o
estado de transigiio é estabilizado (por exemplo, distorcendo a forma da
molécula do substrato) — a enzima distorce o substrato, gastando energia de
modo a baixar a energia do estado de transig¢do da reagfio catalisada, resultando
numa diminuigdio global da energia requerida para completar a reagéo;

s Providenciando uma via alternativa, por exemplo, reagindo com o substrato para
formar um complexo enzima-substrato de existéncia impossivel sem a presenga
de enzima;

¢ Reduzindo a variagiio da entropia da reaciio ao orientar os substratos de forma
correta para facilitar a reagfio. Na auséncia da enzima, as moléculas colidem em
todas as diregBes possiveis de forma aleatéria, um processo menos eficiente do

que na presenca da enzima. Pesquisas recentes apresentaram novos

conhecimentos sobre a ligagéo entre a dindmica interna de uma enzima e o seu
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mecanismo de catidlise. A dindmica interna de uma enzima € descrita como o
movimento de partes internas (como aminodcidos individuais, grupos de
aminodcidos, um laco de cadeia, uma hélice alfa, folhas beta vizinhas ou até
dominios proteicos internos) destas biomoléculas que podem ocorrer a diversas
escalas de tempo. Redes de residuos de aminoacidos de uma estrutura podem
contribuir para a catalise através de movimentos dindmicos. Os movimentos em
proteinas sdo importantes para diversas enzimas, mas o tipo de reagfio que elas
catalisam é que determina que tipos de movimento sdo mais importantes:
pequenas e rapidas vibragdes ou lentas e significativas alteragdes. Estes estudos
tém consequéncias na compreensfo dos efeitos alostéricos, na produgdo

industrial de enzimas e no desenvolvimento de novos farmacos;

0Os mecanismos de a¢do enzimatica e as interagdes das enzimas com o ambiente fisico e
quimico podem ser descritos com razoavel precisdo mas, na maioria das equagdes, as
constantes € a cinética enzimatica foram elaboras para situagdes que ocorrem em
condi¢bes previsiveis dentro das células vivas. A compreensdo da relagdo entre as
sequéncias de aminoécidos e a eficiéncia das estruturas tridimensionais e cataliticas das
enzimas sdo agora suficientemente compreendidas para permitir que os cientistas
moleculares mudem as estruturas das enzimas para melhorar as suas propriedades de
transformagiio tecnologicas, tais como a resisténcia ao calor, definigiio do pH étimo,
resisténcia aos inibidores cataliticos e mesmo preferéncia de substratos, através da

engenharia proteica (Food Brasil, 2011).

1.7. Instabilidade e estabilidade enzimatica

As enzimas possuem um tempo de vida finita, ou uma meia-vida, devido 4 instabilidade
fisica inerente a agdo de antagonistas/inibidores € a intoxicagdo por contaminantes na
mistura de reagdio. A maioria dos inibidores de enzimas néo estd presente, por exemplo,
nos alimentos porque geralmente sfio agentes venosos (metais pesados ou compostos

organometalicos), sendo muito comum a sua presenga (Food Brasil, 2011).

11
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1.8. Funcdes biolégicas enzimaticas e a sua utilizacio

As enzimas exercem uma ampla variedade de fungdes nos organismos vivos sendo
indispensédveis na transdug@io de sinais ou na regulagdio celular. Através da sua agdo,
podem gerar movimento, as ATPases que funcionam como bombas i6nicas na
membrana celular e estdo envolvidas no processo de transporte ativo ou como algumas
fungdes mais especiais como a luciferase que gera a luz nos pirilampos. Os virus podem
ainda conter enzimas que auxiliam na infegéio de células (por ex., no HIV a transcriptase
reversa) ou na libertagiio celular de virus (neuraminidase no virus influenza) (Mira,
2013).

Por outro lado, enzimas como a amilase e as proteases quebram grandes moléculas,
como o amido e as proteinas, respetivamente, em moléculas de menores dimensoes de
maneira a que estas possam ser absorvidas no intestino. Diferentes enzimas atuam sobre
diferentes tipos de alimentos, trabalhando em conjunto ou seguindo uma ordem de
atuaciio especifica, formando vias metabdlicas. Nestas, a enzima atua sobre um
substrato e o seu resultado é entregue a outra enzima para ser catalisado, e por ai
adiante. Sem a presenga de enzimas, o metabolismo néo progride através dos mesmos
passos, nem ¢ suficientemente ripido para que sirva as necessidades da célula. A
glucose, por exemplo, pode reagir diretamente com o ATP para transformar um produto
fosforilado em um ou mais carbonis mas, na auséncia de enzimas, este processo é tio

lento que se torna insignificante (Mira, 2013).

1.8.1 Enzimas de uso terapéutico

Atualmente, as enzimas sio utilizadas em massa nos produtos de limpeza, na drea
petroquimica produzindo biodiesel através do uso de lipases, na produgfio de sumos
com a utilizagdo das pectinases, na terapéutica e no diagndstico, entre outras dreas

(Zimmer et al., 2009).

O uso terapéutico das enzimas remonta ao final do século XIX, quando preparagdes de
enzimas pancredticas de origem suina eram utilizadas como auxiliares digestivos. A

pureza, a fonte e a dose sdo consideradas cruciais em enzimas utilizadas nas aplicagdes

12



Enzimas antioxidantes e neuropatologias degenerativas: estado da arte

digestivas. No entanto, o uso endovenoso de enzimas microbianas requer uma
purificagdo de alta seletividade, acoplada a preservagiio da atividade enzimaitica e
evitando a desnaturagio proteica. Diversos requisitos devem ser considerados aquando
do uso de enzimas com fins terapéuticos, entre eles a baixa resposta imunoldgica, a alta
atividade e a estabilidade no pH fisioldgico, a baixa taxa de eliminagio e a
independéncia de cofatores exdégenos. Além disso, quando se utilizam microrganismos
como fonte destas moléculas, devem-se optar por espécies ndo patogénicas evitando a
presenga de toxinas nas preparagdes. A relevincia do uso de enzimas como
medicamento advém do fato de pequenas quantidades de catalisador biolégico poderem
produzir efeitos bastante especificos em condigdes fisiologicas. Enzimas especiais
exigem alto nivel de pureza na decorréncia da sua aplicagio e ¢ necessiria uma
sequéncia de processos de purificagéio até a obtengdo final da enzima. Este processo €
de extrema complexidade e o custo desta etapa pode representar cerca de 80% do custo

do produto final (Zimmer et al., 2009).

Na pratica, poucas enzimas possuem as propriedades necessdrias para este fim, uma vez
que a instabilidade dos biocatalisadores, a suscetibilidade ao ataque de proteases, a
dificuldade de acesso ao oOrgio-alvo e a antigenicidade representam algumas das
limitagSes da terapia enzimatica. Estas dificuldades sfo contornadas através de
diferentes estratégias de formulagiio como a conjuga¢iio quimica com polimeros
utilizada para diminuir a resposta imune, um dos efeitos mais comuns das enzimas
microbianas. Além disso, a incorporagdo de enzimas em lipossomas (vesiculas
microscépicas compostos por uma ou mais membranas lipidicas envolvendo um
compartimento aquoso) confere diminuigio da toxicidade, direcionando o acesso ao

orgdo-alvo e reduzindo a resposta imunoldgica (Zimmer et al., 2009).

De entre as principais enzimas terapéuticas de origem microbiana, destaca-se a L-
asparaginase utilizada para o tratamento da leucemia linfocitica aguda. Esta enzima ¢é
capaz de esgotar o stock de asparagina plasmatica, causando a morte das células
blasticas que ndo possuem a enzima, ndo afetando as sadias uma vez que ndo
necessitam do aporte exdgeno de asparagina. Esta enzima € obtida principalmente
através de microrganismos como a Escherichia coli, havendo férmulas no mercado da

enzima nativa de ambos os organismos (Zimmer ef al., 2009).
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De acordo com a finalidade, as enzimas podem ser administradas por via topica, oral,
intravaginal e parenteral, apresentando-se no ultimo caso, geralmente na forma de
preparagdes liofilizadas contendo sais tamponantes biocompativeis. Atualmente existe
no mercado uma ampla variedade de medicamentos a base de enzimas para aplicagfio
como anti-inflamatérios, antissépticos, auxiliares digestivos, na reposi¢iio de enzimas
hemostaticas, na inibicdo da coagulag@o, na reposi¢do de enzimas metabdlicas, no
tratamento da fibrose cistica bem como na terapia contra o cancro (Cruz ef al., 2008;
Zimmer et al., 2009). No mercado existe, atualmente, uma ampla variedade de
medicamentos com base enzimdtica, para aplicacdo como auxiliares digestivos, anti-
inflamatdrios, anti-sépticos, na reposi¢do de enzimas hemostdticas, na inibigdo da
coagulagio, na prevencdo de lesbes de reperfusio, no tratamento da ictericia neonatal,
no tratamento da fibrose cistica, na reposi¢do de enzimas metabdlicas e na terapia do

cancro (Cruz et al., 2008).

1.8.2. Enzimas e a indastria alimentar

A induastria alimenticia beneficia também das enzimas que tornam os alimentos mais
saborosos, nutritivos, digestivos e até mais bonitos onde, por exemplo, a amilase
maltogénica permite a fabricagiio de pdes mais macios e volumosos com sabor e aroma
mais agradaveis e que permanecem frescos por muito mais tempo; a quimosina a
coagulagdo do leite para a produgio dos mais variados tipos de queijo e a B-glicanase
urn tom mais atrativo a cerveja, deixando-a mais clara e com um tom dourado. Néo sdo,
no entanto, consideradas aditivos alimentares como os adogantes ou antioxidantes
porque embora permanegam no produto final ndo exercem qualquer fungéo neste (Mira,
2013).

Industrialmente sdo obtidas através de microrganismos e consideradas fontes atrativas e
de baixo custo na produgio de metabolitos, podendo ser cultivados em grandes
quantidades e em tempo relativamente curto. Acrescenta-se ainda a vantagem da
produgiio de ndio estar condicionada por questdes sazonais ou geogrificas e pela
possibilidade do uso de matérias-primas pouco dispendiosas. Uma ampla gama de
enzimas, com diferentes fontes e para diversos usos terapéuticos e diagndstico

encontram-se no mercado (Zimmer ef al., 2009).
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O interesse no uso de enzimas para o processamento de alimentos deve-se a diversos
fatores, entre eles a especificidade de agio, agdo rapida e eficiente em baixas
concentragdes, atividade em condigdes moderadas de pH, temperatura e pressdo, ficil
controlo da reagio e baixa toxicidade. De acordo com a sua origem, as séo classificadas
em microbianas, de origem animal e de origem vegetal. Com o desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante, o uso de células microbianas como fonte de enzimas
foi alargado a escala industrial, permitindo nfio sé o aumento na produgfio de enzimas ja
obtidas por outros processos mas também a produgio de novas enzimas de interesse

comercial (Mira, 2013).
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2. Sistema de defesa: enzimas antioxidantes

Os primeiros organismos a sofrerem o processo evolutivo de adaptagio ao meio
terrestre eram essencialmente anaerdbios uma vez que a atmosfera da altura era pobre
em moléculas de oxigénio. A medida que a concentragio desta molécula aumentava, os
longos periodos de evolugdo e de adaptagdo biologica dos seres trouxeram
consequéncias toxicoldgicas para estes, ja que os metabolitos do O sio muito reativos.
Como resposta, enquanto alguns organismos desapareceram, outros desenvolveram
defesas antioxidantes contra a toxicidade do O, e das suas espécies derivadas (Cerqueira
et al., 2007; Matos & Fernandes, 2005). Os processos de pressédo seletiva e de evolugéo
natural fizeram com que surgissem iniimeros mecanismos de defesa como os
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, cujo principal objetivo € a protec#io celular
dos danos causados pela absorgio das moléculas de O, (Matos & Fernandes, 2005;

Ribeiro et al., 2005).

2.1. Radicais livres ¢ ROS

Os radicais livres sdo espécies quimicas (dtomos ou ides) que apresentam um eletriio
por emparethar na 6rbita externa da sua estrutura anatdmica e que tém uma grande
instabilidade e alta reatividade (Cerqueira ef al., 2007; Zimmermann & Kirsten, 2008).
Sdo conhecidos quimicamente desde o inicio do século XX, inicialmente usados para
descrever os compostos intermedidrios em quimica organica e inorgénica, sendo que um
rol de defini¢des quimicas foi sugerido para os mesmos. Em 1954, o trabalho pioneiro
de Daniel Gilbert e Rebecca Gersham foi publicado (cit in Cassarino e Bennett, 2000) e
referiram-nos como importantes nos ambientes biologicos e responsaveis por processos
celulares de delegdo. Em 1956, Herman Denham (cit in Cassarino e Bennett, 2000)
sugeriu que estas espécies estariam envolvidas em processos fisiologicos e no processo
de envelhecimento. Esta hipotese, a teoria da implicagdo dos radicais livres no
envelhecimento, inspirou numerosos estudos que se debrugavam sobre estes e as
espécies oxigénio-reativas {ROS) como chave nas rea¢des bioquimicas € na resposta

celular.
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A propria molécula de O, no seu estado fundamental, contém dois eletrSes
desemparelhados no Gltimo orbital molecular, mas reage lentamente com os compostos
na mesma condig¢do, sendo capaz de uma existéncia independente em intervalos de
tempos variaveis, o que faz com que nio seja considerada, totalmente, como um radical
livre (Cerqueira et al., 2007; Zimmermann & Kirsten, 2008). Desde a descoberta do O,
no século XVIII por Antoine Lavoisier, a necessidade de controlar os niveis deste nos
organismos foi reconhecida. Esta molécula tem papéis contraditorios, sendo essencial
para a vida mas também uma substincia toxica, como descreveu Priestly (cit in
Cassiano e Bennett, 2000), em 1775, comparando a sua toxicidade no organismo ao
efeito de uma vela a arder. Por exemplo, os casos de cegueira em recém-nascidos
prematuros, durante os anos 40, foram associados as altas concentragdes de oxigénio
nas incubadoras recém-inventadas e esta patologia, denominada de prematuridade de
retinopatia, foi facilmente controlada pela modulagio da concentragiio do O; no seu

interior (Cassiano e Bennett, 2000).

A produgiio de radicais livres advém de diversas fontes como a cadeia respiratdria
mitocondrial (que envolve o complexo coenzima NADHQ redutase ou outras formas
reduzidas da coenzima Q), da fuga de eletrdes oriundos do citocromo P-450 € B5 no
reticulo endoplasmatico (que metabolizam toxinas que reagem com o oxigénio
absorvido originando mais radicais livres), pela agio de células fagocitirias ou de
peroxissomas (que degradam o tecido lipidico e outras moléculas) e por agdes
ambientais como a exposigfio ao tabaco ou a radiagfio ionizante (Gilgun-Sherki et al.,

2001; Porto, 2001).

Estas espécies tendem a ligar-se formando recetores (oxidantes) e doadores (redutores)
de eletrGes e obtendo, como produto, espécies oxigénio-reativas ou agentes pro-
oxidantes como os radicais hidroxilo (OH), o perdxido de hidrogénio (H203), os anides
superoxido (0%), o éxido nitrico (NO-) e o perdxido (ROO-) (Zimmermann e Kirsten,
2008) (Tabela I). Estima-se que cerca de 0.1% do oxigénio utilizado durante a

respiragdo mitocondrial forme ROS (Cerqueira ef al., 2007).
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Tabela | - Caracterizagiio das principais ROS formadas in vivo. Adaptado de Ribeiro et al.

(2005).
Intermediario Formagio Vida iI:,ocals (_ie
ormagiio
Forma d6 'a T i Decomposig#o Reagdes de auto-
Radical redugéio parcial do enznmé_téc; ik c;xldadgio'
superéxido oxigénio molecular VE.IOCI ace envolventiojciclos
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oxigénio molecular
com nivel de
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10 segundos
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radical superoxido;
Intermedidrios da
peroxidagéo lipidica
da membrana
Intermedidrios na
peroxidacdo de
lipidos da
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Locais metabolicos
por definir

Embora, numa primeira leitura, a formagio das ROS pareca uma falha evolutiva das

estruturas aerdbias, evidéncias mostram que estas sio imprescindiveis nas mais variadas

fungdes fisioldgicas como a participagiio em vias de sinalizagdo celular, papel na defesa

imunitéria e transdugio do sinal neuronal (Beh! & Moosmann, 2002; Cerqueira ef al.,

2007; Olempska-Beer ef al., 2006).
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Figura 3 — Formagdo do radical superdéxido com a catalisagdo do O, pela NADPH oxidase.
Adaptado de Ribeiro et al. (2005).

Estes radicais tém, por exemplo, a capacidade de subtrair o hidrogénio das cadeias,
formando espécies reativas lipidicas ou um radical lipidico ndo estabilizado apdés uma
reestruturagdo molecular, tendem a combinar-se com o O, e a produzir o radical
peroxilo. O potencial oxidativo deste € suficiente para atacar o hidrogénio das cadeias,
formando novos perdxidos e radicais que perpetuam a reagdio oxidativa. Estas agdes,
quando ocorrem nas membranas celulares, levam ao decréscimo da fluidez da
membrana, a inativagio de enzimas metabdlicas chave e a intensificagfio da perda de
potencial de membrana e de homestase idnica, inclusive, nas células neuronais (Pérto,

2001).

O organismo confronta-se e controla a presenga destas moléculas pro-oxidantes
continuamente (Cassiano e Bennett, 2000). Para se defender dos radicais livres
naturalmente formados, o organismo apresenta mecanismos de defesa em trés niveis
distintos (Ribeiro et al., 2005): preven¢io da formagio de ROS com eliminag@o dos
radicais livres, eliminagiio das ROS e reparagiio das moléculas modificadas pelas ROS.
O balango entre os pro-oxidantes e os antioxidantes é altamente regulado pela sua
importdncia na manutengdo celular e nas fungdes bioquimicas (Cassiano e Bennett,
2000).

A prevengdo da formagio destas inclui mecanismos antioxidantes, no seu sentido mais
amplo, citando-se a restrigdo do spin do oxigénio, que diminui a sua reatividade com
outras moléculas, o transporte de oxigénio na forma ligada, a quelagio de metais
durante o transporte e armazenamento, evitando a ocorréncia da reagio de Fenfon, a

eficiéncia da cadeia de transporte de electrdes na mitocOndria, mantendo controlada a
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formagio de ROS e a organizagdo estrutural do DNA em cromatina (Ribeiro ef al.,
2005). Por outro lado, os mecanismos de reparo incluem o sistema de reparo do DNA e
o sistema reparador de proteinas lesadas. As enzimas envolvidas nesta reparacéo sio,
entre outras, a DNA-glicosilase, a DNA AP endonuclease ou a DNAligase, que agem
por excisdo ou por recombinagdio, assim como a ativagfo da polissintase. No entanto, o
excesso deste mecanismo de resposta pode levar a uma extensa lesdo do DNA por
suicidio celular. H4 ainda sistemas proteoliticos no citosol e nas mitocondrias das

células que reconhecem as proteinas lesadas (Gilgun-Sherki ef al., 2011; Porto, 2001).

Prevention
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(e.g., IINA-repair enzymes} (e.g., prevention of {e.g., stabilization of
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Figura 4 - Classificagdo dos antioxidantes. Adaptado de Kohen e Nyska (2002).

Os antioxidantes enddgenos e exogenos, como as glutationas (GSH), a catalase (CAT),
a superdxido dismutase, as vitaminas C e E, os carotenoides ou os flavondides, sio
poderosas armas contra os pro-oxidantes (Esposito ef al., 2002; Gilgun-Sherki ef al.,
2001). Este sistema de defesa antioxidante pode ser classificado em defesa primaria
(complexos antioxidantes, vitaminas ou enzimas antioxidantes) e defesa secundaria
(enzimas reparadoras de DNA). Normalmente existe um equilibrio entre a formagio das
ROS e a sua eliminagiio pelo sistema antioxidante chamado de balango oxidativo

(Ribeiro et al., 2005; Zimmermann & Kirsten, 2008).
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Quando ocorre um desequilibrio entre a produgdo e a eliminagio das ROS, com
tendéncia para o predominio da produgéo (aumento de ROS), diz-se que entrou em
stress oxidativo (Figura 5), ja que a produgfio de radicais livres excede a capacidade de
defesa antioxidante da célula, com subsequente dano para as macromoléculas celulares
como as proteinas, os lipidos ou as moléculas de DNA. Tal ocorre como resultado de
um mecanismo de prote¢dio defeituoso, pelo aumento anormal da concentragdo de ROS
(ou ambos) ou mesmo como resultado de uma lesfo radical direta, possivelmente de
origem ambiental, como o tabaco ou raios ultra-violeta (Barbosa et al., 2006; Esposito
et al., 2002; Gilgun-Sherki ef al., 2001; Kalyanaraman, 2013; Kohen e Nyska, 2002;
Padgett e al., 2013; Pdrto, 2001; Schreibelt ef al., 2007). Além de induzirem o sfress
oxidativo e de atuarem como segundos mensageiros, as ROS afetam ainda a maturagio
adaptativa por promogdo da sintese de citoquinas pro-inflamatdrias como a TNF-a e a
IL-1 por macréfagos e células dendriticas, que induzem uma terceira resposta imune e

levam ao aparecimento de células T de memodria (Padgett et al., 2013).

Exogenous Endogcnous sources
sources Cells (e.g., neutrophiis)
¥ irradiation Direct-producing ROS Enzymes
UV irradiation {8, NO synihase)}
Uliresound — Indirect-producing ROS enzymes
Food (e.g.. nanthin oxidase)
Drugs Metabolism (e.g., milochondrin)
Pollutants Diseases (e.g., metal disorders, ischemic
Xenobiotics processes)
Toxins

!

Reactive Oxygen
Species (ROS)

Figura 5 — Fontes exdgenas e endégenas das ROS. Adaptado de Kohen € Nyska (2002).

A exposigio celular a radiagGes, a poluentes, a tabaco, a alimentos, a medicamentos ¢ a
contaminantes industriais constitui uma das principais fontes a formagdo de ROS ¢ 4 sua

presenga em excesso (Kohen e Nyska, 2002).
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Figura 6 — Balango oxidativo vs stress oxidativo. Adaptado de Nicholls e Budd (2012).

Quando produzidos num volume suficiente que alcance o stress oxidativo podem
promover distirbios metabdlicos e celulares (Figura 6), incluindo quebra das bases do
DNA, aumento do calcio livre intracelular, lesio do mecanismo de transporte idnico da
membrana ou outras proteinas especificas, oxidacio de residuos de cisteina, das
proteinas citoplasmaticas ou peroxidagdo de lipidos (Porto, 2001). Quanto ao DNA,
ocorre oxidagfio de residuos dos hidratos de carbono e modificagiio extensa das quatro
bases. A timina, por exemplo, é convertida em timina glicol e 5-hidroximetiluracil
(excretado na urina humana, podendo por isso ser usada como indice do nivel de ataque
ao DNA pelos radicais livres) e a 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, que se forma pelo
ataque do hidroxilo sobre a base guanina. Em média ocorrem 10000 ataques/dia ao
DNA celular humana, os quais sfio abortados pelo seu sistema de reparagio ou pelo
sistema antioxidante, tendendo a acumular-se no processo de envelhecimento (Pérto,
2001). Tal como nas membranas celulares, o DNA mitocondrial (mtDNA) ¢
particularmente susceptivel ac ataque dos radicais livres, apresentando uma tendéncia
de lesdio 10 vezes maior quando comparado com o DNA nuclear em cérebros humanos.
Esta vulnerabilidade é consistente com a sua proximidade a cadeia respiratdria
mitocondrial, ao fluxo continuoc de ROS e a falta de mecanismos reparadores eficientes
(Kohen e Nyska, 2002; Porto, 2001).
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A peroxidagio lipidica ocorre nos dcidos gordos poliinsaturados (PUFA) por oxidagio
ndo enzimética, os quais sdo elementos constitucionais das membranas celulares. Entre
as ROS capazes de iniciar a peroxidacéo das PUFA encontram-se o OH e o NOa. Estes
radicais subtraem o hidrogénio das cadeias de PUFA, formando espécies reativas
lipicias ou radicais lipidicos, estabilizados apés a reestruturagio molecular ¢
combinando-se com o O, para a produgdio de radicais livres. Estes atacam o hidrogénio
das cadeias adjacentes, formando perdxidos lipidicos e novos radicais livres, além de
perpetuarem a reagdio oxidativa. Metais como o ferro € o cobre sio conhecidos por
serem aceleradoras da decomposiciio destes peroxidos lipidicos, levando a uma
infinidade de produtos finais que facilitam os cross-links entre proteinas. Em geral, a
lesdo lipidica e proteica resulta no decréscimo da fluidez da membrana, na inativaggo de
enzimas metabdlicas chave como as ATPases e na intensificagdo da perda do potencial
de membrana e homeostase idnica como no caso do calcio, levando & estimulagdo de
fosfolipases e a subsequente libertagdo de dcido araquidénico que intensifica a formagao

de mais radicais livres (Kohen e Nyska, 2002; Pérto, 2011).
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Figura 7 — O nas células. Adaptado de Fogaca, 2013.

O conhecimento da capacidade antioxidante dos scavengers quimicos especificos e da

sua atividade nos diferentes oxidantes é fundamental para compreender e prever a
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suscetibilidade dos tecidos biolégicos ao stress oxidativo. No entanto, a complexidade
do balango celular entre um determinado oxidante e a resposta antioxidante dificulta que
se generalize o impacto causado pelas ROS ou a sua resposta a um agente antioxidante
(Matos & Fernandes, 2005).

2.2, Defesa e enzimas antioxidantes

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substéncias formados por vitaminas,
minerais, compostos vegetais e ainda enzimas que bloqueiam o efeito danoso dos
radicais livres no corpo (Tabela II). O termo antioxidante significa que estas moléculas
“impedem a oxidagfio” que ocorre durante as reagdes metabolicas ou que ¢ causada por

fatores exdgenos, como as radicag¢des ionizantes (Figura 8) (Messias, 2009).

Tabela 11 — Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Adaptado de Matos & Fernandes

(2005).
Sistema Acdio
Nio enzimitico

o Vitamina E Quebram reagdes em cadeia
¢ B-caroteno Quencher do oxigénio
e Ubiquinol-10 Scavenger de radicais
« Vitamina C (ascorbato) Diversas fun¢des antioxidantes
e Glutatizio (GSH) Diversas fun¢des antioxidantes
O Scayenger de radicais.
e Bilirrubina Antioxidante plasmatico

I Antioxidante de plantas
¢ Flavondides Lisacio d .

. . igacdo de metais
» Proteinas plasmaticas
Enzimsiticos
o Superoxido dismutase Dismutagio do radical superdxido
Redugio do peroxido de hidrogénio e de

e Glutatido peroxidase outros hidroperoxidos
o Catalase Dismutaggio do peroxido de hidrogénio
e Glutatido S-tranferase Redug#io de perdxidos
e NADPH-quinona oxidoredutase RMei“'iiz:; d;us elfiztirﬁgs it

= anu o dos niveis de
: E;?:}:ggg Or;e:: K’,;‘ZD PH NADPH ara GSSG redutase
s Sistemas transportadores g’{p graciolic (?SSG

. xportag#o de tidster

¢ Sistemas reparadores

Sistema de reparagdo de DNA
Turnover de proteinas oxidadas
Turnover de fosfolipidos oxidados
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Halliwell & Gutteridge (cit in Zimmermann & Kirsten, 2008) definiram antioxidante
como uma substincia presente em concentragdes baixas, quando comparada as
concentragdes existentes do substrato oxidante (como substrato oxidante consideram-se
quase todas as substiincias orginicas e inorginicas que se encontram nas células vivas
como as proteinas, os lipidos, os carbohidratos e as moléculas de DNA), que agem
sacrificando a sua prépria integridade molecular para evitar alteragdes nas moléculas e
previnem ou atrasam significativamente a oxidago dos substratos susceptiveis (Tabela

I} (Zimmermann & Kirsten, 2008).

Tabela 111 — Principais enzimas antioxidantes que catalisam a eliminagdo de ROS. Adaptado de
Ribeiro er al. (2005).

Enzima Aciio Comentario
" Descoberta em 1969 e
Superdxido dismutase ++2H — H,0, + 0, presente no citosol, na

mitoc6ndria e extracelular;
Foram descritas quatro
enzimas diferentes Gpx em
mamiferos: Gpx1, Gpx2,
Gpx3 e Gpx4. Contém
selénio e atuam no citosol e
na mitocdndria. Juntamente
com GSH e glutationa
reduzida, constitui o
denominado sistema Gpx;

ROOH + 2GSH — ROH +
H»>0 + GSSG

Glutationa peroxidase ROOH = peréxido

GSH = glutationa reduzida

GSSH = glutationa oxidada

- S#o peroxidases,
Transferases que catalisam . . .
: independentes de selénio,
reagdes de conjugacéo e 2
Glutationa S-transferase : , utilizadas para a remogéo
entre glutationa (GSH) e ; -
A de hidroperoxidos
moléculas oxidadas; Ak
organicos;

A principal fungio da
enzima € eliminar perdxido
formado no peroxissoma
Catalase 2 H:0; — Q2 + 2 H,0 diminuindo o risco da
formacéo de radical
hidroxilo, via reacgiio de
Fenton;

Através da a¢lio das enzimas superoxido dismutase, glutationa redutase, glutationa
peroxidase e catalase, o organismo mantém a concentragio de ROS dentro dos limites
fisiologicos e através do sistema tiorredoxina regula os niveis de alvos moleculares

oxidados, os quais apresentam uma comunicagéo estreita com os ajustes relacionados a
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expressiio genética (Tabela 111) (Ribeiro ef al., 2005). Uma falha no balango oxidativo
continuo leva a stress oxidativo, implicados numa variedade de desordens patoldgicas e,
apesar de os alvos de cada doenga diferirem entre patologias, hi pontos comuns

previamente identificados (Behl e Moosmann, 2002):

e Aumento dos niveis de metabolitos oxidativos encontrados em tecido pés-morte
de pacientes com doengas degenerativas;

e Reagdes compensatorias de defesa e uma resposta ao stress oxidativo nas células
nervosas;

¢ Distirbios no metabolismo mitocondrial, que levam & fuga de ROS vindos da

cadeira de respiragiio;

Os principais mecanismos de a¢fio para obtengdo do balango oxidativo por compostos
antioxidantes incluem a captagio de radicais e supressores dos estados excitados,
sistemas cataliticos que neutralizam ou eliminam as ROS e a ligagdo de ides metilicos a
proteinas, o que os torna indisponiveis para a produgdo de espécies oxidantes (Cerqueira
ef al., 2007; Zimmermann & Kirsten, 2008). Se as células ndo tiverem capacidade de
suprimir esta falha no balango, ocorrem alteragdes como o aparecimento de aldeidos
pela peroxidagdo lipidica capazes de induzir a apoptose celular PCI2 em ratos,
mostrando-o como mediador do stress oxidativo indutor da apoptose ou de bases de
DNA oxidadas (Schreibelt ef al., 2007; Zimmermann & Kirsten, 2008).

A transcrigio de genes codificadores da maioria destas enzimas é regulada pela
transcricio do fator nuclear fator-E2-relacionado (Nrf2) e por elementos de resposta
antioxidante (ARE) nos genes que codificam os antioxidantes enzimaticos (Schreibelt er
al., 2007). No entanto, um aumento da expressdo destas enzimas enddgenas esta
constantemente a ativar esta transcri¢dio, funcionando de maneira semelhante a um
mecanismo de doenga auto-imune, onde a cascata Nrf2/ARE pode vir a ser um alvo

terapéutico positivo (Schreibelt ef al., 2007).

O potencial terapéutico pode também ser benéfico nas desordens neurogenerativas
associadas d presenga excessiva de ROS, como na doenga de Alzheimer, Parkinson,

esquizofrenia ou na doenga do neurdénio motor. A expressio da cascata Nrf2/ARE foi
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detectada no sistema nervoso central de pacientes com esclerose multipla, ji que esta
cascata estd envolvida na regulagiio da proteina-1 quimioatrativa dos mondcitos e na
molécula-1 de adesio de células vasculares, sendo que ambas as proteinas estdo

implicadas na patogénese da esclerose multipla (Schreibelt e al., 2007).

Tendo ainda como base a agfio antioxidante destas enzimas, diferentes tipos de drogas
farmacéuticas tém sido desenvolvidas a partir das carateristicas destas, com principal

acdo na (Behl & Moosmann, 2002):

» Inibigiio da formagéo de radicais livres;

e Scavenging quimico direto (ndio enzimatico) de radicais livres gerados por
compostos antioxidantes;

e Detoxificagiio enzimitica de ROS acumulados;

e Suporte a longo termo e indu¢do de defesa celular pela iniciagdo da

transcrigiio genética;
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Figura 8 — Esquema das reagdes e respetivas enzimas (azul) envolvidas na formagao de ROS.
SOD: superdxido dismutase, GPx: glutationa peroxidase, Prx: peroxirredozinas, GR: glutationa
redutase, TrxR: tiorredoxina redutase, GSH: glutationa reduzida. Adaptado de Barbosa ef al.,
2006.
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2.2.1. Superéxido dismutase (SOD)

A superdxido dismutase (SOD) foi isolada a partir de sangue bovino como uma proteina
verde-azulada com cobre na sua constituigio e que se julgava ser responsavel pelo
armazenamento deste metal. Em 1969 foi descoberta a sua fungéo catalitica, alterando a
sua primeira designagiio. As SOD sfo utilizadas como agentes protetores num alargado
conjunto de estados patoldgicos diretamente relacionados com a presenga de ROS,
como é o caso dos danos causados por radiagdo, processos inflamatérios, isquemia
celular, mecanismos indutores da carcinogénese ¢ patologias neurodegenerativas, sendo
que se observa que o stress oxidativo induz ou possibilita a atividade das SOD em

procariotas e eucariotas (Matos & Fernandes, 2005).

Os radicais superdxido que resultam de reagdes de fosforilagio oxidativa das
mitocéndrias sdo uma constante nos organismos aerdbios. Sugere-se gue o mecanismo
de catélise envolvido na dismutagiio do radical superéxido seja semelhante a um
mecanismo de ping-pong, no qual o ido localizado na enzima oscila entre dois estados
oxidativos. As SOD, juntamente com a catalase, formam a defesa enzimdtica
antioxidante primaria mais eficiente, convertendo o radical hidroxilo e o perdxido de
hidrogénio em dgua e O,. InvestigagDes efetuadas em vérios organismos revelam
existirem trés tipos diferentes de SODs, cujas diferengas se baseiam no ifio metalico
presente nos sftios ativos, existindo casos que contém cobre e zinco, manganésio ou

ferro (Matos e Fernandes, 2005; Porto, 2001; Schreibelt ef al., 2007).

Estes diferentes tipos de SOD podem ser distinguidos pela diferente sensibilidade que
apresentam ao cianeto de potdssio ¢ ao H»0;, sendo a Cu/Zn-SOD caraterizada por ser
sensivel aos dois inibidores, a Fe-SOD sensivel ao H,0; e a Mn-SOD resistente a ambos
os inibidores. Em termos de estrutura quimica, a Fe-SOD e a Mn-SOD s#o semelhantes,
enquanto a Cu/Zn-SOD n#o apresenta qualquer tipo de relagiio com as restantes (Pdrto,

2001; Schreibelt et al., 2007).

Exceptuando alguns casos, a Cu/Zn-SOD ¢ encontrada em quase todos os eucariotas.
Nos animais encontra-se no citosol, no nicleo, nos peroxissomas, nos lisossomas € no

espago intermembranar das mitocOndrias. Quanto 4 sua presenga em procariotas, tem
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vindo a aumentar o nimero de trabalhos que referem a sua presenga em bactérias e
cianobactérias. A Mn-SOD encontra-se na matriz mitocondrial de plantas, animais € em
bactérias. A Fe-SOD estd presente em procariotas e nalgumas plantas, ndo tendo sido

possivel localizd-la em tecidos animais (Matos e Fernandes, 2005).

A produgdo de peréxido de hidrogénio através do superoxido leva a que este seja
difundido pelas membranas por ser mais leve e altamente reativo com os radicais
hidroxilo. No entanto, as SODs atuam em conjunto com outras enzimas como a
catalase, a GPx e as Prxs , removendo o perdxido de hidrogénio e protegendo as células
contra o dano oxidativo. Consequentemente, pensa-se que o co-tratamento com enzimas
eliminadoras de perdxido de hidrogénio possa ser mais eficaz no tratamento de doengas
neuroinflamatdrias do que os eliminadores dos superoxidos isoladamente, embora ainda
seja desconhecido o real potencial destas enzimas (Behl & Moosmann, 2002; Schreibelt
et al., 2007).

2.2.2, Catalase (CAT)

Contrariamente ao anido superdxido, que se verificou ser menos reativo, o H20 parece
ser um bom candidato para explicar a maioria dos efeitos produzidos pelas ROS nos
organismos j& que este facilmente se difunde pelas membranas celulares. E formado
pela redu¢dio do O, molecular por agdio de enzimas como a xantina oxidase ¢ a oxidase
do acido urico ou por dismutagio do anidio superdxidos. A sua toxicidade pode ser
direta ou indireta; de um modo direto, conduz a deplegéio do ATP, do glutatido reduzido
(GSH) e¢ do NADPH, induz o aumento citosolico de Ca®* livre (ativando,
consequentemente, varios processos metabdlicos dependentes do célcio) e ativa algumas
polimerases, conduzindo a morte celular; de um modo indireto, devido a quebra da
ligagdio do perdxido por meio da reagdio de Fenton, conduzindo a formagio do radical
hidroxilo. Por sua vez, este induz a degradagiio de macromoléculas: dos lipidos, devido
a peroxidagiio lipidica, hidratos de carbono, devido a sua oxidagéio, proteinas, pela
oxidagdo dos grupos tiol e dcidos nucléicos devido a quebra da sua cadeia (Matos e

Fernandes, 2003).
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A catalase é uma enzima antioxidante intracelular que se encontra localizada
normalmente nos peroxissomas celulares, dado existirem ai inimeras enzimas capazes
de gerar perdxido de hidrogénio, protegendo as células da acumulagfio desta molécula,
dismutando-a, formando H;O e O3 ou utilizando-a como um antioxidante. Segundo
Halliwell & Guiteridge (cit in Matos e Fernandes, 2005) € possivel encontra-la também
no plasma ¢ Radi e/ al. (cit in Matos & Fernandes, 2005) encontraram-na na matriz
mitocondrial do coragdo de ratos. Apesar de se encontrar bastante confinada,
desempenha um papel importante na defesa contra o stress oxidativo dado que o Hz0;
e, até ha data, foram descritos dois modos de agdio para a catalase: como dismutase ou

como peroxidase (Matos & Fernandes, 2005; Schreibelt et al., 2007).

Esta enzima é particularmente importante no caso do desenvolvimento de tolerdncia ao
stress oxidativo celular por parte do corpo e a expressdio desta no sistema nervoso
central é demonstrada em todos os tipos de células, in vitro e in vivo (Schreibelt et al.,

2007).

2.2.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase é uma enzima presente em numerosos tecidos animais,
catalisando a redugfio do peréxido de hidrogénio. A GPx ndo se encontra geralmente
presente nas plantas superiores, ocorrendo apenas nas algas e fungos e bactérias. A
redugdo do H»O; nos eritrocitos, na presenga de GSH e da glutationa peroxidase, esta
associada & oxidagfio da glucose-6-fosfato e do fosfogluconato, gerando o NADPH
necessdrio & vida das pentoses-fosfato. Esta rota metabdlica do H20; é responsavel pela
redugfio de muitos perdxidos orgénicos e, como tal, ¢ importante na proteciio dos lipidos

das membranas contra a peroxidacdo (Johnsson ef al., 2012; Matos & Fernandes, 2005).

A familia das GPxs oxida as moléculas de glutationa e foram identificados seis tipos
diferentes nas células des mamiferos. As GPx1 estiio expressas, geralmente, no citosol e
na matriz mitocondrial das células, a GPx2, GPx4, GPx5 e GPx6 em orgios e tecidos
especificos e a GPx3 nas glicoproteinas extracelulares. A GPx1, x2 e x3 sdo expressas

em homotetrameros enquanto a GPx4 ¢ um mondmero (Schreibelt ef al., 2007).
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No cérebro, a atividade da GPx1 ¢ mais alta do que a da catalase. Em adigéio, uma vez
que a catalase é predominantemente expressa em peroxissomas e a GPx1 ¢ encontrada
no citosol e nas mitocondrias, ha maiores quantidades de superdéxido formado e a GPx
parece ser mais importante do que a catalase na remogéo do perdxido de hidrogénio do
sistema nervoso central. No entanto, como se encontra em grandes quantidades no
figado e no citosol, por exemplo, o H10; acaba por ser mais vezes removido pela
catalase do que por estas. Tajouri et al. (cit in Schreibelt et al., 2007) demonstrou que o
aumento expressio do gene das GPx significa um aumento da desmielinizagéo ativa em
patologias neuronais. Em adiciio, em 1989, Guy er al. (cit in Schreibelt et al., 2007)
mostrou que a GPx reduz a perda da barreira hemato-encefaclica, sugerindo que o
tratamento com esta ¢ benéfico na terapia de doengas neuroinflamatorias (Matos &

Fernandes, 2005; Schreibelt et ai., 2007).

2.2.4. Glutationa redutase (GR)

A pglutationa redutase é um flavoproteina existente em organismos procariotas e
eucariotas, nomeadamente nas células de mamiferos como os eritrocitos humanos, de
suinos e nas células hepdticas de camundongos. Foi detectada pela primeira vez em
1930 e isolada posteriormente a partir de varias fontes. Quanto as suas fungGes, esta
enzima esta envolvida no scavenging do H,0; nos cloroplastos bem como na protegiio
contra o stress oxidativo induzido, por exemplo, por eletrdes que se perdem na cadeia
da fotossintese e por determinados gases oxidantes como o ozono. Nos animais, a sua
acdo € mais facilmente observada quando estes sfio expostos a drogas, pesticidas e
compostos quimicos capazes de gerar perdxidos (Johnsson et al, 2012; Matos &

Fernandes, 2005).

2.2.5. Glutationa S-transferase (GST)

A GST, glutationa S-transferase, é uma enzima que se encontra nas plantas, nos insetos
e nos animais em geral. Nos mamiferos, a sua concentragéio ¢ elevada em determinados
tecidos como o figado. A GST desempenha fung¢Bes diversas a nivel do metabolismo do
etanol, dos metais pesados, de determinadas drogas e na redugdo de perdxidos
(Johnsson et al., 2012; Matos & Fernandes, 2005).
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De facto, a conjugagdo da GST constitui o primeiro passo na desintoxicagdo dos
xenobioticos e dos metabolitos. No entanto, verifica-se frequentemente que os produtos
resultantes sfio mais toxicos e causam mais danos (conjuga¢do do GST com alguns
hidrocarbonetos halogenados). Por outro lado, elevadas concentragdes de xenobidticos
podem diminuir a concentragio hepatica de GST, reduzindo e prejudicando a

capacidade de defesa antioxidante do figado (Matos & Fernandes, 2005).
2.3. Danos oxidativos no corpo humano

Como a extensa gama de defesas antioxidantes do corpo humano nfio é capaz de
prevenir e reparar por completo as lesdes que o stress oxidativo provoca nas
biomoléculas, tecidos e fluidos de individuos saudéveis, s@o frequentemente
apresentados niveis basais de produtos finais da peroxidag#o lipidica e da oxidagfio das
proteinas. O DNA de individuos saudaveis contém também niveis de bases modificadas
como a 8-oxo-desoxiguanosina (produto gerado pela reagio com o radical hidroxilo),
além de produtos gerados pela reagio de bases com os aldeidos finais da peroxidagiio
lipidica (Barbosa et al., 2006).

Os danos provocados pelo stress oxidativo fazem, por isso, parte do mecanismo
intermediario de patologias que envolvam isquemia, inflamagéo, trauma, morte celular,
inativagio enzimdtica, septicemia, resposta inflamatoria sistémica, hepatites e
insuficiéncia cardiaca e respiratdria, entre outros (Barbosa ef al., 2006). As doengas
neurodegenerativas sdo definidas, no geral, como a perda progressiva das populagSes
celulares neuronais e a associagdo a agregados de proteinas depositados na massa
cinzenta e branca do cérebro {Kalyanaraman, 2013). Evidéncias crescentes mostram que
o stress oxidativo tem um papel na patofisiologia das mesmas, uma vez que foram
encontradas alteragdes bioquimicas nas células neuronais de pacientes com este tipo de

patologia (Bell e Moosmann, 2002; Kalyanaraman, 2013).

Os marcadores para ¢ sfress oxidativo foram detetados em concentragdes aumentadas
nos estudos clinicos que tém por base a anilise do cérebro de pacientes e de modelos

animais que mimetizem a doenga de Alzheimer, a doenga de Parkinson e a esclerose
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maltipla, assim como relatam niveis alterados da expressdo de determinadas enzimas

antioxidantes (Barbosa ef al., 2006; Behl & Moosmann, 2002).
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3. Patologias neurodegenerativas e enzimas antioxidantes

3.1. Cérebro, neurénios e stress oxidativo

Os organismos vivos interagem com o meio ambiente visando manter um ambiente
interno que favorega a sobrevivéncia, o crescimento, a reprodugdo celular e,
consequentemente, a manutengdo do organismo. O oxigénio molecular obtido da
atmosfera € vital para os organismos aerdbios mas as ROS formadas intracelularmente a
partir deste ameagam a integridade celular, podendo comprometer processos bioldgicos

celulares importantes (Cerqueira ef al., 2007).

Como explicado anteriormente, o dano oxidativo pode manifestar-se de diferentes
maneiras como afectando o DNA por oxidagdio dos nucledtidos, dimerizagdo e,
eventualmente, mutagio durante o processo de replicagdo; modificagdo da fungdo
proteica, por alteragiio das estruturas e da funcdio das enzimas ou, ainda, destruindo-as;
afectando os lipidos das membranas, levando & sua oxidagdo, a disfungdes e a lise
celular (Beh! & Moosmann, 2002). Estes efeitos toxicos do O, sdo associados ao
envelhecimento e ao desenvolvimento de doengas crénicas, inflamatdrias e

degenerativas (Cerqueira ef al., 2007).

Todos os tecidos humanos podem sofrer lesdes oxidativas, mas o sistema nervoso
central (SNC) é especialmente sensivel & acio das ROS uma vez que (Barbosa ef al.,
2006; Gilgun-Sherki et al., 2001; Parto, 2001; 27):

1. Apresenta uma capacidade reduzida de regeneragéo celular quando em
comparagiio com os outros Orgdos, uma vez que os neurdnios do individuo
adulto sdio células pds-mitdticas. Assim, a morte neuronal induzida por
toxinas ou pelo processo natural de envelhecimento pode causar sérios
comprometimentos ao SNC;

2. O cérebro consome cerca de 20% do total de O, inspirado, em repouso, por
individuo adulto, para que possa manter o potencial de membrana e o fluxo

de neurotransmissores. Tal significa que os neurdnios dependem da
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eficiéncia das mitocondrias que, quando lesadas, entram num ciclo vicioso
onde cada vez mais eletrdes vazam da sua cadeia transportadora;

3. Os neurdnios utilizam extensamente o glutamato como neurotransmissor. A
morte celular ou as disfungdes metabolicas podem causar aumento da
quantidade deste, elevando a concentragiio de cilcio intracelular a niveis
patolégicos, resultando na num excesso de ativagiio das fosfolipases e do
oxido nitrico e a produgdo elevada de oxido nitrico;

4, Os neurotransmissores sdo também oxidaveis. A dopamina reage com o O,
gerando o anidio radical superdxido, per6xido de hidrogénio e quinonas
reativas que diminuem as reservas da enzima glutationa. A oxidagéo dos
neurotransmissores é um dos principais mecanismos a gerarem peroxido de
hidrogénio no cérebro;

5. No fluido do cérebro espinal, os ides de ferro estfio na transferrina, a qual se
encontra saturada. Uma lesfo no cérebro resulta na libertagdo dos ides de
ferro capazes de catalisar a formagfo do radical hidroxilo e a cascata de
peroxidagao;

6. Além disso, a eficiéncia do gene expressivo das enzimas antioxidantes, fruto
de uma linha genética adaptativa, pode diminuir com a idade e tornar-se
menos efectivo contra o dano oxidativo, sendo o cérebro o primeiro afectado
uma vez que os antioxidantes exodgenos tém dificuldades acrescidas em
atravessar a barreira hemato-encefilica; contém também baixos niveis de

enzimas antioxidantes quando comparado com outros 6rgdos;

Com o envelhecimento da populagdo mundial, parece prevalecer ¢ até aumentar a
incidéncia do nimero de patologias relacionadas com a idade e, uma vez que a etiologia
das mesmas é quase desconhecida, niio hi ainda um tratamento que altere
significantemente a progresséo de qualquer uma dessas desordens (Esposito ef al., 2002,
Gilgun-Sherki et al., 2001).

Apesar das fontes das ROS e das estruturas-alvo afectadas diferirem entre patologias

neuronais, ha efeitos comuns como (Behl & Moosmann, 2002):
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1. Niveis aumentados de metabolitos oxidativos sdo encontrados em tecidos post-
mortem de pacientes com doengas neurodegenerativas;

2. Reagdio compensatdria de defesa ao sfress oxidativo nas células nervosas
afetadas faz com que a concentragdo de enzimas antioxidantes no cérebro esteja
aumentada;

3. Disttrbios no metabolismo mitocondrial, com incremento da cascata de ROS e

originando reagdes das cadeias respiratorias;

Patologias como a doenga de Alzheimer (AD), a doenga de Parkinson (PD), a
esquizofrenia (E), a esclerose lateral amiotrofica (ALS) e a esclerose miltipla (EM),
doengas degenerativas dos ginglios da base com atrofia sistémica multipla e
degeneragio supranuclear progressiva, sio teorizadas como estando sob mediagdo dos
radicais livres e do stress oxidativo (Esposito ef al., 2001; Gilgun-Sherki et al., 2001,
Johnson, 2007; Pérto, 2001). Apesar desta observagdo, ainda ndio é claro se o stress
oxidativo inicia o processo de neurodegeneragiio ou se este ¢ uma consequéncia

derivado as cascatas patolégicas (Kalyanaraman, 2013).

Dos factores de risco ja identificados, a idade parece ser o elemento comum a todas
clas. As enzimas antioxidantes mais comuns no cérebro incluem a Cu/Zn-SOD (SOD-1)
e a Mn-SOD (SOD-2), que catalisam a conversio do oxigénio em peroxido de
hidrogénio e posteriormente em dgua pela catalase ou pela glutationa peroxidase (GPx)
(Esposito er al., 2001; Gilgun-Sherki et al., 2001), estando provado que o avangar da
idade leva a uma diminuigio da eficicia scavenger destas (Esposito et al,, 2001;
Gilgun-Sherki et al., 2001).

Os niveis de catalase no cérebro sdo reduzidos em todas as regides (aproximadamente
11 unidades/mg proteina no cérebro contra 1300 unidades/mg proteina nos eritrocitos e
no figado), sendo um pouco mais elevada a concentragdo no hipotalamo e na substéincia
negra do que no cortex ou no cerebelo (Barbosa ef al., 2006). Assim, todas as dreas do
cérebro contém enzimas antioxidantes CuZn-superéxido dismutase (SOD), Mn-SOD,

glutatidio peroxidase, glutatidio redutase, tiorredoxinas e tiorredoxina redutase.
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Antioxidantes de baixo peso molecular também sdo encontrados no cérebro:
concentragdes milimolares de GSH e concentragbes de ascorbato maiores do que no
plasma (Barbosa et al., 2006; Johnson, 2007).

O tecido do SNC de modelos animais com esclerose multipla, onde foi estudada a
expressdo da cascata Nrf2/ARE reguladora das enzimas antioxidantes, mostra que as
ROS estdo envolvidas na redugdo quimioatrativa de mondcitos proteina-le na adeséo
vascular celular de moléculas-1, proteinas implicadas na patogénese da EM. O aumento
da expressdo de enzimas antioxidantes enddgenas reflete-se no stress oxidativo e na
ativagiio desta cascatas nas patologias, funcionando como outro mecanismo de defesa

contra a toxicidade celular ROS-mediada (Ribeiro ef al., 2005; Schreibelt ef al., 2007).

Como mecanismo de defesa cerebral, pode ser citado o facto de o endotélio dos vasos
sanguineos cerebrais ser muito menos permedvel, fazendo da barreira hemato-encefélica

um meio protector do mesmo (Barbosa ef al., 2006).

3.2. Patologias neurodegenerativas

3.2.1. Doenga de Alzheimer

A forma mais comum de deméncia, a doenga de Alzheimer, afeta aproximadamente 5,2
milhdes de pessoas apenas nos EUA e cerca de 30 milhdes por todo o mundo, sendo que
se espera que este valor quadruplique em 2050. Em Portugal, em 2011, estavam
registados 110 mil casos. Esta doenga pode ser hereditdria ou ndo, tendo sido descoberta
por Alois Alzheimer em 1907 e o seu diagnostico sé pode ser realizado, com certeza,
apos a morte do portador (Nicholls e Budd, 2000; Reed, 2011). Os sintomas mais
comuns sio a disfungfio da meméria, perda do léxico, desorientagéio temporal e espacial
e dificuldade na orientagdo e, histopatologicamente, observa-se a perda de sinapses
neuronais, a deposigio da proteina B-amildide extracelular e a precipitagio
intrancuronal de aglomerados neurofibrosos (Gilgun-Sherki et al., 2001; Sompol et al.,
2008). Os sintomas podem surgir a partir da quarta ou quinta década de vida, mas ¢
mais comum a partir dos sessenta anos (Gilgun-Sherki et al., 2001; Ricciarelli ef al.,
2007; Sompol er al., 2008).
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£ uma desordem neurodegenerativa e, embora a sua etiologia ndo seja totalmente
conhecida, pensa-se que pode ser despoletada pela mutagdo de proteinas precursoras de
R-amildides (APP) em genes do cromossoma 21 ou do 14. Os péptidos produzidos pelo
processamento destas proteinas causam neurodegeneragdo e interrompem a fungdo
cognitiva através de diversos mecanismos, incluindo o stress oxidativo ¢ a cascata de

radicais livres no cérebro (Schrag ef al., 2013; Sompol et al., 2008).

O mecanismo da patogénese ¢ desconhecido mas ¢ dada uma particular atengio a perda
massiva do neurotransmissor acetilcolina e & possivel implicagdo do stress oxidativo
neste desenvolvimento, achando-se que servem de iniciadores por alteragdes do sinal
mitotico e sdo cruciais para a sua propagacio. Marcadores de oxidagio sdo encontrados
no cértex de pacientes portadores da mesma, principalmente no DNA mitocondrial
devido 2 sua susceptibilidade. Estes factos demonstram que os pacientes que
desenvolvem Alzheimer tém uma atividade antioxidante enzimética inadequada e uma

hiperprodugiio de radicais livres (Ricciarelli et al., 2007; Sompol et al., 2008).

A doenga de Alzheimer manifesta-se por uma perda patologica das sinapses, dos
neurénios e a formagfo de ligagSes fibrosas neuronais e depositos extracelulares de B-
amil6ide. Os pacientes com a patologia exibem uma dramética redugdo da cascata Nrf2,
havendo a hipdtese de que o decréscimo na expressdo desta cascata e das enzimas fase
11 possam ser a etiologia da patologia. Para que esta hipdtese seja estudada, a ativagdo e
a expressio deste factor deve ser observado nos estdgios iniciais da doenga (Valko ef
al., 2007). Estudos recentes investigam o papel da Nrf2/ARE e os seus potenciais
valores terapéuticos para os modelos da doenga de Alzheimer (Valko ef al., 2007;

Torrao, 2012).

A teoria do sfress oxidativo nesta patologia é uma analogia da teoria do envelhecimento
celular causado por radicais livres, associando-se a aspectos de degeneragdo num largo
espectro de doengas como o cancro, a falha cardiovascular e as desordens
neurodegenerativas. A neurotoxicidade da deposicéo de amildides, em vérios tamanhos
de cadeia de aminoicidos, foi encontrada em tecido de pacientes com doenga de
Alzheimer, post-mortem. Estudos mostram que existem sinais de stress oxidativo entre

as manifestagdes iniciais da doenca de Alzheimer e que o local de maior aumento da
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falta de balango oxidativo é no citoplasma de neurénios vulneraveis (Ricciarelli ef al.,

2007; Sompol et al., 2008; Torrédo, 2012).

Este dano oxidativo pode ainda ser observado através do contetdo carbonilo proteico
elevado em pacientes com Alzheimer ou do marcador mais consistente da oxidagio do
DNA, o 8-hidroxi-2_-dioxiguanosina, elevado em pacientes com doengas
neurodegenerativas (Esposito ef al., 2002) ou a ativagdio do fator transcriptional nuclear
fator-kappa B (NF-_B) que pode ser ativado pelas segundas mensagens da resposta
mediadora intracelular das ROS e que pode influenciar a expressdo de um largo niimero
de genes, incluindo o SOD-2, e a expressio das proteinas inibidoras da apoptose (IAPs)

e Bcl-2 (Esposito et al., 2002; Ricciarelli et al., 2007).

O cérebro do paciente com doenga de Alzheimer mostra um extenso dano oxidativo
associado a acumulagiio de péptidos amildides, o principal constituinte das placas
cerebrais, assim como a deposigio de neurofibroses no cérebro. As evidéncias que
suportam o aumento do stress oxidativo no cérebro incluem: 1) o aumento de alguns
ides como o ferro; 2) aumento da peroxidagdo lipidica e diminui¢fio do contelido de
acidos gordos poliinsaturados e o aumento 4-hidroxinonenal; 3) aumento das proteinas e
da oxida¢io de DNA; 4) diminuigdio da energia metabélica (Pérto, 2001; Valko er al,,
2007).

Mild cognitive Alzheimer's
impairment disease

Normal

Figura 9 — Comparagdo de um cérebro normal e de um paciente com doenga de Alzheimer.

Adaptado de Torrdo, 2012.
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O papel da MnSOD ¢ essencial na sobrevivéncia das células neuronais, uma vez que os
modelos animais mostram que camundongos nascidos sem a mesma morrem pouco
tempo depois e com severas patologias neuroldgicas. Os pacientes que sofrem de
Alzheimer parecem apresentar um declinio tanto desta enzima como da Cu/Zn-SOD nas
regides cerebrais, validando a teoria do stress oxidativo como uma das suas causas
etiologicas (Sompol et al., 2008). O estudo de Sompol ef al. (2008) demonstra ainda
que os neurdnios pouco maduros apresentam menos capacidade de produgdo da enzima
e que esta resposta adaptativa deficitaria faz com que alguns sistemas nio se previnam

devidamente contra a doenga de Alzheimer (Esposito ef al., 2002; Sompol ef al., 2008).

Nove estudos reunidos por Schrag e al. (2013) analisam a atividade da glutationa
peroxidase, tanto no plasma como nos eritrdcitos, mas ndo encontram uma associago
significante entre a doenga de Alzheimer e estes, mesmo em estados iniciais da
patologia, tal como o ocorrido com a glutationa redutase noutros seis estudos e o mesmo
acontecendo com a catalase (Schrag et al., 2013). Na andlise do estudo de Schrag ef al.
(2013), as evidéncias do aumento do sfress oxidativo no sangue, nos eritrocitos € nos
linfocitos circulantes na doenga de Alzheimer sdo particularmente importantes nos
lipidos talvez pelo défice de scavengers de radicais livres, embora néo parecesse existir
nenhuma evidéncia de alteragdes nos antioxidantes enzimaticos do sangue (Schrag ef
al., 2013).

Os resultados do estudo de Sompol et al (2008) demonstram que os neurdnios
adaptam-se inicialmente ao stress oxidativo, com o aumento da sua defesa antioxidante
enzimatica. A prevengio do declinio do sistema de defesa antioxidante pode promover o
desenvolvimento de uma intervencdo eficaz antes de despoletar a doenca
neurodegenerativa, mesmo que esta esteja associada ao processo de envelhecimento. O
estudo de Sompol ef al. (2008) atesta ainda que a altura para comegar 0 aumento do
sistema antioxidante para protegio do SNC do stress oxidativo deverd comegar antes do
ptimeiro ano de vida. Este aumento devera continuar na infancia e estadios de idades
posteriores para que o cérebro alcance uma protecio eficaz contra as doengas

degenerativas neuronais causadas por stress oxidativo (Sempol ef al., 2008).

40



Enzimas antioxidantes e neuropatologias degenerativas: estado da arte

A terapia da doenca de Alzheimer &, atualmente, quase exclusivamente efetuada
baseando-se em hipoteses existindo apenas um nimero limitado de drogas utilizadas na
estabilizagfio das sinapses que mantém a neurotransmissdo. Muitos autores defendem
que as terapias poderiam passar para alvos como a formacdo, deposigio e fungdo da
amildide do tecido nervoso, através dos seguintes processos {Behl e Mossmann, 2002;

Esposito ef al., 2002):

¢ vacina¢do — imunizagio com indutores da amildide levaria a uma resposta do
sistema imune que levaria a uma prevengéo da formagfo dos agregados;

s segregaciio de inibidores — baseado no conhecimento de detalhes do
processamento de APP, incluindo a clonagem das enzimas responséveis pelo
aparecimento amiloide;

e drogas anti-inflamatérias — existe uma reagio inflamatéria forte no cérebro
com doenga de Alzheimer e pacientes com terapia cronica de anti-
inflamatérios parecem ter um risco diminuido de desenvolverem doengas
neurodegenerativas;

e uma vez que o stress oxidativo é uma das caracteristicas das doengas
neurodegenerativas, pensa-se que uma terapia antioxidante pode contribuir
para a diminui¢do da patogénese e progressio da doenga de Alzheimer e para

a sua prevengio.

3.2.2, Doenga de Parkinson

A segunda forma mais conhecida de deméncia, primeiramente descrita como “espasmo
trémulo”, foi descoberta por James Parkinson, em 1817, depois de observar vérios
pacientes com carateristicas de sintomas semelihantes e afecta, actualmente, cercade 1 a
2% da populagdio com mais de 60 anos. Caracteriza-se pelo declinio da fun¢éio motora,
pelo tremor e por rigidez muscular, sendo estas atribuidas a agregados proteicos que
alteram a fungiio mitocondrial e a formagiio de veiculos de sinapse, que degeneram
(Cassarino e Bennett, 2000; Gilgun-Sherki et al., 2001; Reed, 2011; Torrdo et al,
2012),
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A doenga de Parkinson é uma desordem incurdvel, caraterizada histologicamente pela
perda progressiva e irreversivel de neurdnios dopaminérgicos da substéncia negra e pela
deposi¢do de corpos de Lewy em algumas partes do cérebro (Nicholls e Budd, 2000;
Reed, 2011, Valko er al.). O mecanismo de morte celular envolvido nesta patologia ndo
se encontra totalmente desvendado, mas o stress oxidativo aumentade e a fungio
mitocondrial alterada siio considerados os iniciadores ¢ mediadores do dano neuronal
(Behl e Mossmann, 2000; Cassarino e Bennett, 2000; Esposito e al., 2002; Ricciarelli
et al., 2007; Torrdo ef al., 2012).

Cut section Substantia nigra

of the midbrain
where a ion
. of the substantia
nigra is visible

Diminished substantia
nigra as seen in
Parkinson’s disease

Figura 10 — Observago da matéria negra de um cérebro pertencente a um paciente com doenga
de Parkinson. Adaptado de Torrdo (2012).

A evidéncia do envolvimento de radicais livres e do papel! do stress oxidativo nestes
pacientes pode ser observada pela oxidagio da dopamina, na formagiio excessiva de
peroxido de hidrogénio, de anides superdxido e de hidroxirradicais, com toxicidade
seletiva para a substincia negra, induzindo sintomas semelhantes aos da doenga de
Parkinson em primatas. Tal como noutras patologias neurodegenerativas, a cascata
molecular da doenca de Parkinson foi encontrada nas células musculares dos pacientes
(Ricciarelli ef al., 2007). Migliore ef al. (cit in Esposito ef al., 2002) depararam-se, em
pacientes sem tratamento, com o aumento do dano no DNA primério e do dano
oxidativo em linfécitos periféricos, assim como marcadores de peroxidagio lipidica e

oxidagfo lipo-proteica no plasma destes.

Hi marcadores do stress oxidativo como o 8-hidroxi-2_-desoxiguanosina e da
peroxidagdo lipidica em niveis aumentados, assim como modificagSes nos antioxidantes

existentes na substdncia negra. Segundo o estudo de Pérto (2001), a glutationa
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peroxidase é encontrada em concentragdes abaixo do normal e as concentragdes de Cu-
ZnSOD e de MnSOD estio acima do normal, mas € interessante que tenha sido
observado valores iguais das cascata que ativa a sintese da glutationa. No entanto,
nenhum destes dados indica com precisdo se o stress oxidativo € um evento primério ou
secunddrio (Cassarino ¢ Bennett, 2000; Gilgun-Sherki er al., 2001; Pdrto, 2001;
Ricciarelli et al., 2007).

Por outro lado, estudos post-mortem em pacientes com doenca de Parkinson (cit in
Nicholls e Budd, 2000; Valko et al., 2007) revelam que a Nrf2 expressa-se em niveis
mais elevados na substéncia negra dos neurdnios e que esta observagdo pode derivar de
uma tentativa compensatoria da defesa antioxidante como resposta a toxicidade
oxidativa (Esposito ef al., 2002; Ricciarelli et al., 2007; Valko ef al., 2007).

3.2.3. Esquizofrenia

As atividades periféricas de enzimas antioxidantes bem como outros indices de
peroxidagiio lipidica no plasma, hemécias e liquido cefalorraquiano, podem estar
anormais em pacientes esquizofrénicos, segundo artigos encontrados na literatura.
Acredita-se que a atividade enzimatica antioxidante esteja associada a deterioragéo
observada desde a infincia até a adolescéncia. Para além disso, a desregulagdo
metabodlica dos radicais livres, também relacionada com a atividade antioxidante
alterada, associa-se a discinesia tardia, aos sintomas negativos e aos sinais neurologicos,
bemn como &s anormalidades tomograficas. Aqui também existem estudos elucidativos
sobre o papel exercido pelos radicais livres/antioxidantes nos doentes com esquizofrenia

(Gilgun-Sherki et al., 2001; Porto, 2001).

E evidente que um excesso na produgdo de radicais livres € o stress oxidativo estdo
envolvidos na fisiopatologia dos pacientes com esquizofrenia. Niveis elevados de SODs
sdo constantemente encontrados em pacientes com esta patologia crénica (Zhang ef al.,
2006). Além disso, altos niveis de produtos decorrentes de peroxidago lipidica sdo
detetados no plasma, no sangue e no liquido cefalorraquidiano de pacientes
esquizofrénicos, apesar das discrepancias encontradas nos estudos sobre as enzimas

antioxidantes e os produtos da peroxidaggo lipidica (Zhang et al., 2006).

43



Enzimas antioxidantes e neuropatologias degenerativas: estado da arte

Alteragdes nas enzimas antioxidantes ou na peroxidagio lipidica estdo associadas a uma
alterac@io dos sintomas. Q uso de antioxidantes, como as vitaminas, extrato de Gingko
biloba ou de acidos gordos polinsaturados melhora alguns dos sintomas
psicopatologicos dos pacientes mostrando que os radicais livres se encontram

envolvidos no desenvolvimento da patologia (Zhang e al., 2006).

O Cérebro na Esquizofrenia

Muitas regides do cérebro e ststemas operam anormalmente na esquizofrenia, incluindo aqueles
destacados abaixo. Desbatango do neurotransmissor dopaming )4 fol considerado como causdy primdriy
da esquizofrenla. Mas novos achados sugerem que receptores de glutamalo possam estar envolvidos na
ampla gama de sintomas desta desordem.
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Figura 11 — Alteragdes no cérebro com esquizofrenia. Adaptado de Wikia (2013).

Verificou-se que os niveis de SOD encontram-se aumentados, os da catalase diminuidos
e os das GSH-Px parecem ndo sofrer alteragSes em casos de esquizofrenia cronica,
quando tratados com antipsicéticos tipicos (Zhang et al., 2006). O mesmo grupo de
investigadores, mais tarde, reportou baixos niveis de SOD e poucas alteragdes nos
niveis de catalase e GSH-Px em pacientes com o primeiro episédio de esquizofrenia e
que nunca haviam sido medicados antes. Os resultados sugerem que os tratamentos com
antipsicoticos podem aumentar as SOD e decrescer as concentragSes de catalase mas

ndo de GSH-Px. Recentemente, Yao et al. (cit in Zhang et al., 2006) reportaram
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atividades altas de SOD e GSH-PX em pacientes esquizofrénicos que ndo eram tratados
com medicac¢io. Mais recentemente, Akyol ef al. (cit in Zhang et al., 2006) reportaram
niveis de SOD reduzidos no plasma em pacientes com doses muito altas de
neurolépticos, O recente estudo de Zhang et al. (2006) mostra uma diminuigéo
significante nas quantidades iniciais de SOD no sangue em pacientes tratados com o
antipsictico atipico risperidona, uma alteragdo que pode estar associada a diminuiggo
dos sintomas negativos. Ranjekar et al. (cit in Zhang et al., 2006) também reporta uma
significante diminuicio das trés enzimas antioxidantes de defesa (SOD, catalase e GSH-
Px) em pacientes esquizofrénicos predominantemente tratados com antipsicoticos
atipicos. Assim, pensa-se que o efeito dos agentes antipsicoticos nas enzimas
antioxidantes merece um estudo mais aprofundado uma vez que a verdadeira alteragéo
das enzimas antioxidantes pelos diferentes medicamentos da patologia € ainda
desconhecida (Cassarino e Bennett, 2000; Gilgun-Sherki et al., 2001; Zhang et al,
2006).

3.2.4. Esclerose lateral amiotrofica

A esclerose lateral amiotréfica é uma doenga neurodegenerativa progressiva fatal de
causa desconhecida que leva i perda dos movimentos num periodo entre 1 € 5 anos
causada pela perda progressiva de neurdnios motores no cortex cerebral. A sua
incidéncia mundial ronda os 1.8/100.000 pessoas, com uma predomindncia no género

masculino (Esposito ef al, 2002; Ricciarelli ef al., 2007).

Esta doenga foi descoberta em 1869 por Jean-Martin Charcot e tem um progresso muito
rapido apos a descoberta dos sintomas que pode levar a morte. Pode ser hereditéria ou
ndo, o que ocorre em 95% dos casos, e caracteriza-se pela atrofia muscular, perda de
forga e espasmos. Vinte por cento dos portadores da patologia apresentam uma mutagdo
na enzima antioxidante superdxido dismutase, o que leva a toxicidade celular, ja que
reduz a habilidade de reduzir os radicais livres, induzindo altos niveis de peroxidacéo
lipidica (Esposito ef al., 2002; Gilgun-Sherki ef al., 2001; Reed, 2011; Ricciarelli ef al.,
2007).
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A evidéncia mais convincente da atividade das ROS na patogénese da
neurodegeneragio veio da andlise da esclerose lateral amiotréfica familiar (ELAF), com
defeitos no gene SODI! responsavel pela codificagdo de Cu-ZnSOD ou das SOD
citoplasmdticas A super-expressdo do gene SODI| humano causa stress oxidativo e
consequente lesdo neuronal para, finalmente, levar a mudangas degenerativas (Esposito
et al., 2002; Gilgun-Sherki et al., 2001; Porto, 2001).

Virias drogas redutoras de ROS tém sido utilizadas como agentes potencialmente
terapéuticos em camundongos trangénicos que expressam uma mutagdio no gene

humano da enzima SOD1 (Esposito et al., 2002).

3.2.5. Esclerose miiltipla

A esclerose multipla é uma doenga auto-imune inflamatéria cronica do SNC, com
lesdes tipicamente localizadas na matéria branca do cérebro e, embora seja considerada
multifatorial, ainda n#o foi totalmente identificada a sua etiologia. No entanto, aceita-se
que a proliferagiio de células inflamatérias, como as células T, no SNC, dano nos
oligodendrdcitos e nos axénios via neuroinflamagio e stress oxidativo possam estar

envolvidos no inicio e progressdo da doenga (Valko ef al., 2007).

A desmielinizagiio que os portadores desta patologia sofrem acarreta uma variedade de
sintomas clinicos, incluindo alteragdes na sensagiio, problemas visuais, fraqueza
muscular e dificuldade de coordenagéo e de falar. O exame macroscopico do tecido do
SNC de pacientes com esclerose multipla revela placas demarcadas na matéria branca
que, patologicamente, atravessam a barreira hemato-encefalica, destruindo a mielina e
levando & morte celular, verificando-se, ainda, perda axonal, formagio de cicatrizes
fibrosas e presenca de infiltrados inflamatérios que consistem quase todos em linfécitos

e macrofagos (Schreibelt e al., 2007).

Pensa-se que os macrofagos tém um papel central na esclerose miltipla embora se
especule que esta possa ser uma doenga vascular. Para além disso, durante a inflamagao,

os macréfagos produzem uma variedade de mediadores inflamatérios como as
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citoquinas, quimiocinas, Oxido nitrico e espécies oxigénio-reativas (ROS) que

contribuem para o desenvolvimento e progressdo da doenga (Schreibelt ef al., 2007).

Pacientes com lesdes por esclerose multipla apresentam nos estudos efetuados ao seu
soro, vdrios marcadores do dano oxidativo como a concentragio reduzida de diversas
enzimas antioxidantes (Schreibelt et al., 2007), sugerindo que os altos niveis de espécies
oxigénio-reativas podem resultar em deplegdo dos antioxidantes celulares nestes

pacientes.

Aparentemente, estas espécies e o sfress oxidativo contribuem para a formagdo €
persisténcia das lesGes da esclerose miltipla, ja que na sua fase inicial de formagéo as
ROS produzidas podem induzir a migragéo de leucocitos (Schreibelt er al., 2007). As
scavengers das ROS podem interferir a diversos niveis durante a formago da leséo da
esclerose multipla, esperando-se que a terapia com antioxidantes possa ser benéfica
nestes pacientes (Schreibelt ef al., 2007). No entanto, parecem existir vdrios reveses no
uso dos antioxidantes exdgenos no tratamento desta doenga, uma vez que a maioria néo
atravessa corretamente a barreira hemato-encefilica, sio muito instiveis no corpo
humano e altas doses sdio geralmente requisitadas para alcangar efeitos positivos, sendo
por isso necessdria a maior estimulagio dos antioxidantes endégenos (Schreibelt ef al.,
2007).

Esta patologia pode ser iniciada pela ativagdo anormal de células T CD4+ expostas a
péptidos antigénicos na periferia que atravessam a barreira hemato-encefalica,
resultando numa série de efeitos toxicos, ativagiio excessiva dos macrofagos, células da
microglia e astrocitos, gerando ROS e promovendo lesdes diretas nos tecidos. E
interessante que o Nrf2 pode modular as respostas da neurcinflamagio auto-imune em
modelos de esclerose multipla. Modelos animais com défice de Nrf2 exibem uma
expressio aumentada de enzimas inflamatdrias, citoquinas e quimiocinas além de serem
altamente sensiveis a neuroinflamagdes e demonstram um aumento da infiltragdo na
microglia e nos mediadores da expressdo inflamatoria. Tecidos post-mortem de
pacientes diagnosticados com esclerose multipla mostram as mesmas caracteristicas

(P6rto, 2001).
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Pensa-se que a atividade das enzimas antioxidante pode ter um papel importante de

protegio na patogénese da esclerose milltipla em niveis distintos (Figura 12) (Schreibelt
etal.,2007):

1) enzimas antioxidantes podem ter um efeito scavenger diretamente nos produtos
dos radicais livres, restaurando a integridade da barreira hemato-encefilica
reduzindo a migragiio dos leucdcitos;

2) o aumento dos niveis das enzimas redox pode inibir a fagocitose da mielina;

3) aregulagdio destas enzimas previne o dano axonal das ROS.

enzyme inducers:

rocyl \ ,F - macrophage
=t e B Rost(. activation tert-butylhydroquinone
N dimethylfumarate
/ foamy 2 sulforaphane

macrophage

3-hydroxycoumarin

myelinfoligodendrocyte

Figura 12 — Expressdo das enzimas antioxidantes na protegdo da patogénese da EM
por 1) protegiio da integridade da barreira hemanto-encefélica e redugo da
migragdo de leucécitos, 2) inibigdo do dano na mielina e fagocitose e 3) prevengao

do dano axonal induzido pelas ROS. Adaptado de Schreibelt ef al. (2007).
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Capitulo HI — Conclusio

O aparecimento das espécies oxigénio-reativas (ROS) ¢ uma condigio fisiologica
associada a vida aerébia e ao organismo humano, resultando do metabolismo natural
celular. Simultaneamente, este apresenta mecanismos intrinsecos e extrinsecos para
manter a concentragiio das ROS nos limites fisioldgicos, jd que estas estdio envolvidas
em processos fisiolégicos, como mediadores secundirios da sinalizagdo, em

mecanismos de ajuste celular, de defesa celular, de proliferagdo e morte celular.

Um desequilibrio no balango oxidativo leva ao estimulo de algumas vias intracelulares
podendo levar a danos oxidativos que promove a peroxidagio das PUFA nas
membranas celulares, das proteinas e das bases nitrogenadas do DNA. Os danos
promovidos pelas ROS nas células sdo combatidos por uma variedade de mecanismos
de defesa antioxidante como as enzimas antioxidantes enddgenas. No entanto, uma
reduciio destas pode levar ao desencadeamento de algumas patologias, entre elas as
doengas neurodegenerativas. A discussio se a neurodegeneragiio ¢ uma causa direta das
ROS ou se esta resulta da progressdo da doenga ainda é controversa pelo que sio
precisos mais estudos que demonstrem que a degeneragéio neuronal € o stress oxidativo

estdo intimamente ligados no inicio das patologias.

Patologias como a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose lateral
amiotréfica, esquizofrenia ou esclerose miltipla tém em comum processos oxidativos e
alteragdes decorrentes destes, com alteragdes nas enzimas antioxidantes ou nas suas

cascatas, como na importante superdxido dismutase ou na catalase.

A expressio destas enzimas é ainda regulada pela cascata Nrf2/ARE, comum nas
patologias observadas, sugerindo um dano continuo causado por stress oxidativo e
vérios estudos mostram que a terapia antioxidante ¢ benéfica in vifro. Mas, nos poucos
modelos in vivo existentes, ha uma evidéncia limitada do efeito neuroprotetor dos
antioxidantes, sendo que os autores atribuem tal facto & necessidade da utilizacdio de um
“cocktail” de enzimas antioxidantes ao invés de apenas a combinaggo de duas, como €
feito na maioria das vezes. No entanto, um dos entraves a este tipo de tratamento

prende-se com o facto de, quando os sintomas surgem e a maioria das doengas
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neurodegenerativas sio diagnosticadas, j& ocorreu uma considerdvel perda neuronal e
este podem servir apenas para reduzir os sintomas das patologias. Podera por isso ser

interessante observar a intervengdo antioxidante em idades mais novas.

Como tal, a indugio do aparecimento de enzimas endégenas por ativadores do
Nrf2/ARE pode ser interessante na aproximagfo dos niveis suficientes de antioxidantes
para interferir com os processos patologicos das doengas neurodegenerativas como a
migragdio de leucdcitos e dano axonal. Estudos futuros devem providenciar mais dados
sobre o valor da Nrf2/ARE indutoras de enzimas para o tratamento das doengas
neuroinflamatérias. A utilizacdo de um tratamento antioxidante baseia-se nas
observagbes in vifro. Outra das limitagdes, ndo desenvolvido neste trabalho, ¢ a
limitagio do conhecimento baixo que existe sobre a penetragdo da barreira hemato-
encefalica de diferentes antioxidantes sistémicos e, como tal, a utilizagfio ou o estimulo
da cascata de ativagio das enzimas antioxidantes teriam mais impacto do que a

administragdo de drogas com estas enzimas.
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