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Resumo

A mitocondria ¢ a principal responsavel pelo fornecimento de energia, trifosfato de
adenosina, ATP (adenosine triphosphate), as células e a maior produtora de espécies
reativas do oxigénio, ROS (reactive oxygen species), tais como o anido superdxido
(0,7), o perdxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxilo (OH"). A manuten¢do de
um equilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes ¢ crucial para o bom
funcionamento do organismo humano. No entanto, pode ocorrer um desequilibrio
devido a produgao excessiva de ROS ou a deficiéncia de defesas antioxidantes. A este
desequilibrio da-se o nome de stress oxidativo. O excesso de ROS pode danificar o
DNA, os lipidos ou as proteinas; e levar ao aparecimento de diversas doengas, incluindo
0 cancro.

O genoma mitocondrial ¢ mais susceptivel a mutagdes por possuir limitagdes nos
mecanismos de reparagdo. As lesdes ao nivel do DNA mitocondrial (mtDNA) podem
ser mutagdes nas regides codificantes ou na regido D-loop (displacement loop), ou
simplesmente alteragcdes do niimero de copias de mtDNA.

Para se defender do stress oxidativo, o organismo desenvolveu mecanismos de defesa
enddgena antioxidante. As defesas dividem-se em enzimaticas como por exemplo a
superoxido dismutase, a glutationa peroxidase e a catalase; € em ndo enzimaticas, como
por exemplo as vitaminas A, C e E. Uma alimentacdo rica em nutrientes com
propriedades antioxidantes pode ser benéfica na prevengdo contra a oxidagdo. No
entanto, o excesso de nutrientes com propriedades antioxidantes ou mesmo de

suplementos antioxidantes podem ser cancerigenos.

Palavras-chave: Stress oxidativo; Mitocondria; ROS; Cancro.






Abstract

Mitochondria are mainly responsible in supplying cells with energy, ATP (adenosine
triphosphate) and are also the major producer of reactive oxygen species (ROS) such as
superoxide anion (O;"), hydrogen peroxide (H»,O,) and hydroxyl radical (OH").
Maintenance of equilibrium between ROS production and antioxidant defences is a
crucial condition for a good organism functioning. However, an imbalance can occur
due to excessive production of ROS or antioxidant defences deficiency. This imbalance
is called oxidative stress. Oxidative stress can damage DNA, lipids or proteins, and lead
to several diseases, including cancer.

The mitochondrial genome is more susceptible to DNA damage due to scarcity of
repairs mechanisms. Lesions of mitochondrial DNA can be mtDNA coding sequences
or the displacement-loop region or simply changes in the mtDNA copy number.

To protect against the oxidative stress, the organism has developed mechanisms of
endogenous defence. The defences are divided into enzymatic such as superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and catalase; and in non-enzymatic, such as vitamins,
C, E and A. A diet rich in nutrients with antioxidant properties can be beneficial in
preventing oxidation. However, excess of nutrients with antioxidant properties or even

antioxidant supplementation can be carcinogen.

Keywords: Oxidative Stress; Mitochondria; ROS; Cancer
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Lista de abreviaturas

AIF Fator indutor da apoptose (apoptosis inductor factor)

APAF-1 Protease apoptdtica activadora do factor 1 (Apoptotic protease
activating factor 1)

ATP Adenosina trifosfato (adenosine triphosphate)

Bak Proteina pro-apoptdtica da familia Bcl-2

Bax Proteina pro-apoptdtica da familia Bcl-2

CAT Catalase

CDK Proteina quinase ciclina dependente (Cyclin-dependent kinases)

CO;, Di6xido de carbono

CRM Cadeia respiratoria mitocondrial

Cu?* I30 ciprico

D-loop Displacement loop

DNA Acido desoxirribonucleico

FAD Dinucleétido de flavina-adenina

FADD Proteina plasmatica associada ao dominio de morte Fas (Fas-

associated death domain)

FADH, Dinucleétido de flavina-adenina reduzida

Fe**/Fe** I40 ferroso/ férrico

GSH Glutationa na forma reduzida

H,0, Peréxido de hidrogénio

HC Cadeia pesada do DNA mitocondrial (Heavy chain)
IAP Inibidor da apoptose

LC Cadeia leve do DNA mitocondrial (Light chain)
MEM Membrana externa mitocondrial

MIM Membrana interna mitocondrial

mtDNA DNA mitocondrial

mTERF Fator de transcricao de terminacao mitocondrial
NADH Nicotinamida-adenina dinucleétido reduzida

nDNA Genoma nuclear

MOMP Permeabilizacio da membrana externa mitocondrial
mtSSBP Proteina estabilizadora da cadeia simples do DNA mitocondrial
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OXPHOS
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tRNA

Oxido nitrico

Oxigénio molecular

Aniao Superoéxido

Radical hidroxilo

Fosforilacao oxidativa (oxidative phosphorylation)

Pares de bases azotadas

Fosfato inorganico
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Radical semi-ubiquinona

Acido Ribonucleico

Espécies reativas do azoto (reactive nitrogen species)

Espécies reativas do oxigénio (reactive oxygen species)

RNA ribossémico

Segundo activador das caspases derivado da mitocondria
(Second mitochondria-derived activator of caspases)

Fator de necrose tumoral (Necrosis tumoral factor)

Proteina associada ao dominio de morte do receptor TNF (TNF-
receptor-associated- death domain)

RNA transferéncia
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Introducdo

I. Introducao

1.1 A Mitocondria

1.1.1 Estrutura e funcoes

As mitocondrias sdo organelos intracelulares fundamentais, que desempenham
varias fungdes importantes, principalmente na respiragdo celular. Estdo presentes na
maioria das células eucaridticas e sdo responsaveis por produzir energia sob a forma de
adenosina trifosfato (ATP) através do processo de fosforilagdo oxidativa (Hanson,
1989).

A respiracao celular envolve a reducao do oxigénio molecular (O,) a dgua (H,O)
pela cedéncia de electroes provenientes da oxidacio do NADH e do FADH; num
sistema de complexos enzimaticos denominado de cadeia respiratdria mitocondrial

(CRM) ou cadeia transportadora de electroes (Beattie, 2007).

A mitocondria (Figura 1) ¢ constituida por duas membranas: a membrana
externa e a membrana interna. O espaco entre as duas membranas chama-se espago
intermembranar. A membrana interna ¢ a mais complexa, constituida por dobras
denominadas de cristas e contém essencialmente proteinas. A membrana externa, lisa e
esférica, € constituida por proteinas maioritariamente integrais, as porinas, € por lipidos.
O espaco limitado pela membrana interna chama-se matriz mitocondrial onde estdo os

ribossomas, as proteinas € 0 DNA mitocondrial (mtDNA) (Scheffler, 2007).
Estes organelos além de desempenharem um papel relevante na respiracao

aerobia, também participam na sinalizagdo celular, destacando-se a regulagao da

permeabilidade da membrana e da morte celular por apoptose (Li & Dewson, 2015).
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Stress oxidativo mitocondrial e cancro

DNA  Ribossomas Matriz

Membrans Esterna Membrana Interna

Cristas Espac¢o Intermembranar

Figura 1 — Estruturas da mitocondria. A mitocondria possui duas membranas: a membrana interna e a
membrana  externa  delimitadas por um  espago  intermembranar. (Adaptado  de

http://pt.dreamstime.com/fotografia-de-stock-royalty-free-mitoc-ndria-image31606337).

1.1.2 Cadeia Respiratéria Mitocondrial

A cadeia respiratoria mitocondrial € composta por quatro complexos
enzimaticos ¢ ¢ uma das etapas da sintese de ATP. Estes complexos sdo constituidos por
enzimas que estdo organizadas de acordo com o crescente potencial redox: a NADH
desidrogenase (Complexo I), a succinato desidrogenase (Complexo II), a ubiquinol-
citocromo ¢ oxidorredutase (Complexo III) e a citocromo ¢ oxidase (Complexo IV); e a
ATP sintase. Os transportadores intermediarios sdo a ubiquinona € o citocromo ¢

(Quintas, 2008).

1.1.2.1. Complexo I - NADH: ubiquinona oxidorredutase (NADH Desidrogenase)

A NADH desidrogenase ¢ uma enzima composta por aproximadamente 40
cadeias polipeptideas diferentes, em que se inclui o FMN e pelo menos seis centros de
Fe-S, 2 de 2Fe-2S ¢ 4 de 4Fe-4S. O complexo insere-se na membrana interna da
mitocondria e tem a forma de L (Figura 2). O brago da matriz encontra-se
perpendicular a matriz da mitocondria, € o bragco membranar perpendicular 8 membrana

(Nelson & Cox, 2005).
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Introducdo

A reagdo ¢ dada pela reacao 1:

NADH + H+ + FMN = NAD" + FMNH; (Reagdo 1)

4H*

Complexo I Espaco Intermembranar
o S
Q 3
2e7, \
, N2 > QH,
Fe-S
Bra brs |
raco membranar \ F¥‘N- Y \ Matl‘il
20
/-L\ 28" Braco da matriz
NADH NAD* + H*

Figura 2 - Estrutura do Complexo I. (Adaptado de Nelson & Cox, 2005).

A flavoproteina € constituida pelo cofator enzimatico FMN e por um centro de
ferro-enxofre (Fe-S). Apds o NADH se ligar a flavoproteina, ocorre a transferéncia de

electroes para o FMN, reduzindo-o (Quintas, 2008).

Esta enzima bombeia 4 protdes da matriz para o espaco intermembranar da mitocondria,
e reduz a coenzima Q (ubiquinona) através da transferéncia de dois electroes da cadeia
dos centros de Fe-S para uma molécula de ubiquinona na membrana. A forma reduzida

da ubiquinona (Q) ¢ o ubiquinol, QH; (Nelson & Cox, 2005).
A reacdo geral do complexo ¢ dada pela reagao 2:
NADH + nH"(interna) + H + Q =2 NAD" + QH, + nH " (externa) (Reagdo 2)

1.1.22 Complexo II - Succinato: ubiquinona oxidorredutase (succinato

desidrogenase)

O complexo II ¢ o segundo ponto da cadeia transportadora, e contém quatro
subunidades proteicas; um cofactor, o dinucleotido de flavina e adenina (FAD); centros

de Fe-S e um grupo heme. Localiza-se na face interior da membrana interna

17



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

mitocondrial e transfere dois electrdes do succinato para a ubiquinona (Reagdo 3). Este
complexo esta envolvido no metabolismo aerdbio através da cadeia transportadora
como também pelo ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico (Nelson & Cox, 2013). No
ciclo de krebs, produz-se por ciclo 3 NADH, 1 FADH,, 1 ATP e 2 CO; nas reagdes de
descarboxilagdo oxidativa. A reagdo de oxidacdo do succinato a fumarato, catalisada
pela enzima succinato desidrogenase, ¢ uma das etapas do ciclo de Krebs (Figura 3). A
succinato desidrogenase ¢ uma enzima exclusiva deste ciclo, pois estd ligada a

membrana interna da mitocondria (Quintas & Ascenso, 2008).

A oxida¢do do succinato da origem a FADH; e a fumarato. Dois electrdes sao
cedidos pelo succinato para o FAD. O FAD ¢ reduzido a FADH, que transfere electrdes
para a ubiquinona através dos centros de Fe-S. Em simultdneo ocorre a redugdo da

ubiquinona (Q) em ubiquinol (QH>) (Nelson & Cox, 2013a).
Succinato @ fumarato + 2H+ + 2e-
UQ + 2H+ + 2e- =@ UQH;

Geral: Succinato + UQ = fumarato + UQH> (Reagdo 3)

Aceti-CoA
Citrato
Matriz
mitocondrial
Oxaloacetato Isocitrato
NADH
Clclﬂrdt‘l dcido g, NADH
citrico

Malato
alfa-cetoglutarato

€0,

NADH

Succinil-CoA

GTP
(ATP)

Figura 3 - O complexo II e o ciclo do acido citrico. (Adaptado de Nelson & Cox, 2013c, e adaptado de
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/97/Succinate_Dehydrogenase 1YQ3 Electron Carri
ers_Labeled.png).

18



Introducdo

Neste complexo, ndo ha bombeamento de protdes para o espago intermembranar

(Quintas, 2008).
1.1.2.3 Complexo III — Ubiquinol: citocromo c oxidorredutase

Este complexo também ¢ conhecido pelo nome de complexo citocromo be. Os
centros redox sdo o citocromo b, o citocromo cl e a proteina Fe-S de Rieske. Neste
passo, ocorre a transferéncia de 2 electrdes entre a ubiquinona e os centros redox do
citocromo (Beattie, 2007). Os citocromos sdo proteinas que contém pelo menos um
grupo heme fortemente ligado a proteina. Os ides de ferro pertencentes ao grupo heme
tanto estdo na sua forma oxidada (Fe’) como na sua forma reduzida (Fe*"). O complexo
catalisa (Reagdo 4) a oxidag¢ao do ubiquinol e a reducdo de 2 moléculas de citocromo ¢

(Nelson & Cox, 2005b):
OH, + 2 cit ¢ (oxidado) + 2 H™ = Q + 2 cit ¢ (reduzido) + 4 H" (Reagdo 4)

O QH; ¢ oxidado a Q e as duas moléculas de citocromo ¢ sao reduzidas. Apos
aceitar o electrao proveniente do Complexo III no seu grupo heme, o citocromo vai doar

o electrao ao Complexo IV (Figura 4) (Nelson & Cox, 2013a).

Citocromo ¢
(reduzido) Espaco intermembranar

2 H*

Matriz Mitocondrial

Figura 4 — Estrutura do complexo III. (Adaptado de Nelson & Cox, 2013).
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Stress oxidativo mitocondrial e cancro

Neste complexo, ocorre o bombeamento de 4 protdes, sendo dois protdes para cada

citocromo c¢ reduzido (Quintas, 2008).
1.1.2.4 Complexo IV — Citocromo c: O, oxidorredutase

O Complexo IV e ultimo da cadeia transportadora, transfere electrdes do

citocromo c¢ para o O,, aceitador final de electrdes, reduzindo-o a H,O (Figura 5).

A energia gasta na transferéncia de electrdes ¢ utilizada para o bombeamento de
protdes. A redug¢do de uma molécula de oxigénio requer 4 protdes para originar uma

molécula de agua juntamente com mais 4 que sdo bombeados (Nelson & Cox, 2005b).

A reagdo 5 traduz o complexo IV:

4 Cit ¢ (reduzido) + 8H' + O, — 4 Cit ¢ (oxidado) + 4HY + 2H,0 (Reagdo 5)

Este complexo contém dois citocromos, a € as, € dois centros de cobre, Cup e
Cug. A subunidade I esté ligada aos dois grupos heme e também a um atomo de cobre
(Cup), que juntamente com o heme a; forma um centro binuclear que aceita eletroes do
heme a para o oxigénio ligado ao heme a;. A subunidade II contém dois atomos de
cobre ligados por um grupo sufridilo a residuos de cisteina (Cua) € ¢ onde se liga o
citocromo c¢ reduzido. A subunidade III disponibiliza o oxigénio para as subunidades I e

IT (Nelson & Cox, 2005b).

Em resumo, os electrdes sao transferidos do citocromo c¢ reduzido para o CuA na
subunidade II e de seguida para o heme a na subunidade I do complexo IV. Sao entao
deslocados para o centro binuclear, Cug e a3, e finalmente para o oxigénio. No inicio
dois electroes sao transferidos para o oxigénio ligado ao centro binuclear, e forma-se
um derivado do perdxido de hidrogénio (O,%). Os outros dois electrdes sdo necessarios
para captar quatro protdes para formar H,O. Os derivados do oxigénio, espécies muito
reativas, formadas durante este complexo continuam sempre ligadas ao centro binuclear
com o intuito de impedir que se libertem até que se produza a agua (Nelson & Cox,

2013a).
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4 citocromo ¢

o Hemea; _ | i \ centro
2 —_‘_\\ \;,_\J‘f} (S Cu
XA
. . \&
Subunidade C
1T __“B\A Heme a

4H"

44" 2HO

Figura 5 — Estrutura do Complexo IV. A transferéncia de electrdes comega com a intervengdo do
citocromo ¢, que doa 2 electrdes para o centro de Cu,. Os electrdes passam pelo heme o até ao centro Fe-
Cu. O oxigénio liga-se ao heme a3 e é reduzido a O,> por 2 eletrdes do centro Fe-Cu; e posteriormente
com a liberta¢do de mais dois electrdes do citocromo vai converter-se em duas moléculas de H,O com um

consumo de 4 protdes da matriz. (Adaptado de Nelson & Cox, 2013).

1.1.2.5 ATP Sintetase

A ATP Sintetase catalisa a conversao de ADP em ATP através de um gradiente
de protdes na membrana interna mitocondrial. A ATP Sintase € constituida pelos
complexos F1 e Fo. O complexo F1 ¢ uma proteina periférica da membrana com uma
porcao hidrofilica e forma de bola; o complexo Fo ¢ uma proteina integrada na
membrana com uma por¢ao hidrofobica e forma de veio central; tendo em conjunto um

aspeto de cogumelo (Nelson & Cox, 2013a).

O Fo ¢ constituido por trés subunidades: a, b e c. Estas subunidades dividem-se
numa parte movel, o rotor, ¢ numa parte fixa, a escora. O rotor apresenta varias

subunidades c, e a escora apresenta as subunidades b e ¢ (Weber & Senior, 2003).

O F1 ¢ constituido por nove subunidades, sendo a de maior relevancia a
subunidade y. Esta subunidade vai ser a responsavel pela associagdao entre o Fl ¢ a

subunidade b do Fo (Weber & Senior, 2003).

A ATP Sintetase permite a ligagdo do ADP ao fosfato inorganico (Pi), a
formacao de ATP e a sua libertacao (Quintas, 2008).
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Stress oxidativo mitocondrial e cancro

A reagdo geral (reacdo 6) do complexo traduz-se em :
ADP + Pi +4H" = ATP + H,0 + 4H" (Reagdo 6)

O transporte de electroes ao longo da cadeia respiratoria s6 € possivel gragas ao

conjunto das enzimas que formam os complexos referidos acima. (Figura 6).

120, | HO ATP Sintetase
+2H"

NADH | NAD*  FADH, FAD

ADP . ATP

Forma Oxidada O Forma Reduzida — —  Transporte de electrdes

Figura 6 - Esquema geral dos complexos (I ao V) da Cadeira Respiratoria Mitocondrial.

(Adaptado de https://www.bioscience.org/2009/v14/af/3509/fig5.jpg).

1.1.2.6 Inibidores

O conjunto de complexos da CRM sao independentes um dos outros. Este
sistema transportador de electrdoes localizado na membrana interna, por vezes sofre a
acdo de inibidores. Os inibidores ligam-se a sitios especificos e bloqueiam o fluxo de

electroes (Quintas, 2008).

Sao exemplos de inibidores: a rotenona, o malonato, a antimicina, o cianeto € o

monoxido de carbono (Nelson & Cox, 2005b).

A rotenona (Figura 7) ¢ um inibidor do complexo I, impede a transferéncia de

electrdes para a ubiquinona e consequentemente a redugao desta.

22



Introducdo

ROTENONA

®

NADH —— Q —— Cithb —— Citc, — Citc¢ —— Cit(a+ a;) > 0,

Figura 7 — Inibi¢do do complexo I pela agdo da rotenona. (Adaptado de Nelson & Cox, 2013).

O malonato inibe o complexo II por ter uma estrutura parecida ao succinato,
pelo que ha uma competicao pelo centro ativo. O malonato ocupa entdo o lugar do

succinato, inibindo o complexo (Quintas, 2008).

A Antimicina € responsavel pela inibicdo do Complexo III (Figura 8) entre os
citocromos b e c. Interrompe a transferéncia de electrdes até ao O, (Nelson & Cox,

2005b).

ANTIMICINA

NADH Q b Cite, — Citc —— Cit(a+a;) — 0,

Figura 8 — Inibicdo do complexo III pela a¢do da antimicina. (Adaptado de Nelson & Cox, 2013).

O cianeto, a azida e o mondxido de carbono inibem o complexo IV (Figura 9).

. . . N . + .
O cianeto e a azida ligam-se a forma oxidada do heme a; (Fe’") e bloqueiam a
transferéncia de electrdes do heme a para o centro binuclear. O monoxido de carbono

liga-se a forma reduzida do heme a3 (Fe*") e impede o transporte de electrdes para o O,

(Quintas, 2008).

MONOXIDO DE CARBONO OU CIANETO
NADH ——Q — Cit b — Cit¢ — Citc — Cit(a+a) — 0,

Figura 9 - Inibicio do complexo IV pela acdo do mondxido de carbono ou do cianeto. (Adaptado de

Nelson & Cox, 2013).

A oligomicina bloqueia a transferéncia de electrdes em qualquer um dos

23



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

complexos, por inibir a ATP sintase (Beattie, 2007).

A inibi¢do de pelo menos um dos complexos ¢ suficiente para parar a CRM por

completo (Figura 10).

Antimicina Cianeto, Azidae
Monéxido de Carbono

Malonato

H* Oligomicina

Clv

H,0 ATP Sintetase

+2H*

NADH | NAD*  FADH, FAD

ADP . ATP

Forma Oxidada o Forma Reduzida — —  Transporte de electrdes

Figura 10 — Acdo dos inibidores dos complexos da CRM: rotenona, malonato, antimicina, cianeto, azida, monoxido

de carbono, e oligomicina. (Adaptado de https://www.bioscience.org/2009/v14/at/3509/fig5 jpg).

A inibicdo da cadeia vai influenciar a producdo de energia durante a
fosforilagdo oxidativa, colocando em causa a sobrevivéncia das células do organismo

(Beattie, 2007).

1.1.2.6 Transportadores Intermediarios

A ubiquinona ¢ uma benzoquinona lipossoluvel que aceita um electrao
transformando-se em semiquinona (QH) ou aceita dois transformando-se em ubiquinol.
A molécula de CoQ difunde-se rapidamente pela bicamada lipidica da membrana
mitocondrial interna por ser hidrofobica. Permite o transporte de electrdes entre os
complexos I e II, e o complexo III. Por outro lado, pode originar espécies reativas do

oxigénio com a interacdo entre o radical QHe e o O, (Nelson & Cox, 2013a).

Os citocromos sdo proteinas que estdo ligadas ao grupo heme que contém ferro.
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O ferro de um citocromo ¢ alternadamente oxidado ou reduzido, ao contrario do que
acontece com o da hemoglobina (Fe*"). Os citocromos das mitocéndrias estdo divididos
em a, b e c. Os citocromos do tipo a e b sdo proteinas integrais da membrana interna da
mitocondria, ja o citocromo ¢ liga-se a superficie externa da membrana interna por
forcas electroestaticas. O citocromo ¢ ¢ um transportador mével de electroes (Nelson &

Cox, 2013a).

Nas proteinas de ferro-enxofre, o ferro encontra-se ligado a 4tomos de enxofre,
ao contrario dos citocromos que esta ligado ao grupo heme. O centros de ferro-enxofre
(Fe-S) podem apresentar-se com apenas um atomo de ferro ligado a quatro grupos de
residuos de cisteina —SH (Figura 11) ou com mais do que dois atomos de ferro (Beattie,
2007).

1 11 111 . - S—Cys
(=
S
CysTS S\ 570 Cren @ Fe T
Cys—S N S—Cys Fe Fe S
Fe ST cys—s— @™ ",
SN B S ___Fe-5—Cys
Gy @ Opty: @ S—Cys 5
Proteina

Figura 11 - Centros de ferro-enxofre. Estes centros podem conter um atomo de ferro (1), dois atomos de

ferro (IT), ou mais do que dois atomos de ferro (III). (Adaptado de Nelson & Cox, 2013).

1.1.3 DNA mitocondrial e genoma mitocondrial

O DNA mitocondrial humano (Figura 12) contém cerca de 16.539 pb. As
mitocondrias tém o seu proprio genoma, um DNA circular que codifica 2 RNAs
ribossomais (rRNA), 22 RNAs transferéncia (tRNA) e 13 proteinas: 7 subunidades do
complexo I da CRM, 3 subunidades do complexo IV, 2 subunidades do complexo V e o
citocromo b (complexo III) (Ojala, Montoya, & Attardi, 1981). O mtDNA tem dupla
cadeia; uma cadeia leve e uma cadeia pesada. A mitocondria possui duas moléculas de
mtDNA (Shokolenko & LeDoux, 2011). O DNA mitocondrial ndo possui intrdes e
encontra-se na matriz da mitocondria proximo da cadeia respiratéria mitocondrial.
Como se encontra junto a CRM torna-se mais susceptivel a danos oxidativos e a uma

elevada taxa de mutagdo (Smith, 2015).
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A integridade do DNA mitocondrial ¢ crucial para o normal funcionamento da
célula. Em células normais, existem entre 2-10 cdpias de mtDNA por mitocondria e
cada célula humana pode conter 1000 a 10000 copias de DNA mitocondrial. Defeitos
no genoma mitocondrial podem levar ao aparecimento de patologias degenerativas,
envelhecimento e cancro (Falkenberg, Larsson, & Gustafsson, 2007).

O mtDNA, como o DNA nuclear, também ¢ replicado, transcrito e traduzido. A
replicacdo e a transcricdo dependem da DNA polimerase y (POLy) (Taanman, 1999).

A replicagcdo tem origem na regido D-loop (displacement loop) pela agdo da
POLYy na cadeia pesada, HC (heavy chain) replicando constantemente 0 mtDNA, que é
estabilizado pelas proteinas que ligam cadeias de DNA simples mitocondrial, mtSSBP
(mitochondrial single stranded binding-protein). A D-loop ¢ uma regido ndo codificante
entre nucledtidos que contém um fragmento da cadeia pesada, que estd ligada a uma
cadeia complementar (Taanman, 1999). Quando se chega ao fim da cadeia pesada, a
cadeia leve, LC (Light chain) ¢ replicada em sentido contrario; tratando-se de uma
replicacdo bidirecional (Schapira, 2006). Por acdo da DNA ligase forma-se uma
molécula de mtDNA idéntica a cadeia-made. A transcricdo, ¢ executada a partir de
promotores ¢ a cadeia pesada ¢ transcrita no sentido oposto ao dos ponteiros do relégio

(Taanman, 1999).

Figura 12 — Estrutura do DNA mitocondrial, com o mapa de genes. ND1-ND6 codificam as subunidades
do complexo I; os genes COI,COII e COIII codificam subunidades da citocromo ¢ oxidase, ATP6 e
ATP8 codificam subunidades da ATP sintetase; e cyt b corresponde ao citocromo b do Complexo III da
CRM. Os genes que codificam os dois rRNAs estdo representados por 12S e 16S. (Adaptado de
Shokolenko & LeDoux, 2011).
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A expressao de genes na mitocondria tem algumas caracteristicas peculiares: os
genes sdao todos expressos na mesma direcdo, ou seja, no sentido dos ponteiros do
relogio; os genes dos RNA transferéncia estdo localizados entre os genes que codificam
os RNA ribossomais; ndo ha intervalos entres os genes; ndo existem promotores entre
os genes, pois as regides codificantes de rRNA estdo intervaladas pelos genes de tRNA;
existe um unico promotor na regido D-loop, responsavel pela transcrigdo que se inicia

em frente ao gene 12S da a volta ao ciclo e para na regido D-loop (Singh et al., 2005).

Na transcri¢do vai formar-se 0 mRNA a partir do DNA. Os genes sdo transcritos
afim de garantir a tradug¢do das 13 proteinas mitocondriais. O factor de terminagdo da
mitocondria, mTERF, vai-se ligar num local entre o 16S e o ND1 (Kruse, Narasimhan,

& Attardi, 1989).

A tradugdo do DNA mitocondrial ¢ semelhante a das bactérias. Os RNA
transferéncia ligam-se aos aminodcidos correspondentes formando os complexos
aminoacil-tRNAs. Estes complexos funcionam como adaptadores da sintese protéica e
associam-se aos ribossomas e as mitocondrias, sendo os péptidos sintetizados em 3

fases (Nelson & Cox, 2013b; Taanman, 1999):

v" Modifica¢do pos-transcri¢do
v’ Poliadenilag¢io, pela polimerase poli(A)

v" Processamento do RNA transferéncia

As mutagdes no genoma sao alteragdes aleatdrias na sequéncia de bases do DNA
ou simplesmente alteragdes nas regioes codificantes de genes em que ha alteracdao na
proteina codificada. As mutagdes pontuais podem ser dele¢des, inser¢des e substituicdes
de bases por outras. A taxa de mutagdo mitocondrial ¢ maior do que a do DNA nuclear
devido: o mtDNA nao esta envolvido por proteinas, ndo tem um sistema de reparagao
tao eficiente, e ha producao de espécies oxidativas durante o processo de obtencao de
energia que colocam em causa a integridade do material genético na mitocondria (Belle,
Piganeau, Gardner, & Eyre-Walker, 2005). Assim, o mtDNA essencial para a funcdo
normal da mitocondria e a POLy a tnica DNA polimerase ativa na mitocondria ¢ que

pode replicar o mtDNA (Shokolenko & LeDoux, 2011).
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II. Desenvolvimento

2.1 As Espécies Reativas de Oxigénio

A fosforilagdo oxidativa é a fase final na sintese de ATP onde ocorre a
fosforilagdo de ADP em ATP. Para além da obten¢do de energia, a cadeia respiratoria/
fosforilagdo oxidativa mitocondrial é responsavel pela produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Os radicais livres sdo espécies que apresentam um ou mais electrdes
nao emparelhados, ou seja, possuem orbitais com apenas um electrdo. Os radicais livres
que derivam do oxigénio sdo chamados de espécies reativas do oxigénio (ROS)
(Ferreira & Abreu, 2007).

Consideram-se trés principais espécies reativas: o anido superoxido (O*%), o
perdxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxilo (OHe®). Estes trés ROS primarios
causam diferentes efeitos celulares (Dakubo, 2010).

De uma forma geral, a adigdo de um electrdo ao O, forma o anido superdxido,
sendo produzido nas mitocondrias, onde ocorre uma “libertacdo” continua de electrdes.
Os electroes libertados na cadeia respiratoria em vez de reduzirem o O, em moléculas
de H,0, reduzem-no a anido superdxido (Cadenas & Sies, 1998). O anido superoxido
pode reduzir-se a perdxido de hidrogénio ou ser reduzido ao radical hidroxilo
(Weidinger & Kozlov, 2015).

O anido superdxido € produzido essencialmente pelos complexos I e I1I, atua na
regulagdo do processo inflamatorio através da eliminagao de corpos estranhos pelo
sistema imunitario, e na regulacdo da sintese de citoquinas (Weidinger & Kozlov,
2015).

Os fagocitos possuem uma enzima denominada NADPH oxidase, responsavel
por catalisar a redugcdo de um atomo de oxigénio dando origem ao anido superoxido.
Este ¢ utilizado na degradacao de bactérias fagocitadas, sendo capaz de inativar algumas
proteinas Fe-S das bactérias e gerar compostos responsaveis pelo combate a
“invasores”, como ¢ o caso do peroxido de hidrogénio e do peroxinitrito (ONOQO)
(Barreiros, David, & David, 2006).

O anido superoxido ¢ convertido em perdxido de hidrogénio pela superdxido
dismutase (SOD). A SOD interfere também com a sinalizacao celular. O perdxido de
hidrogénio ¢ capaz de ultrapassar facilmente as membranas celulares e dar origem ao

radical hidroxilo. Este ¢ utilizado na obten¢do de 4cidos hipohalogenados (4cido
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hipocloroso) pelos fagdcitos no combate a virus, bactérias e outros corpos estranhos; no
entanto sdo prejudiciais quando entram em contacto com moléculas bioldgicas
(Barreiros et al., 2006).

O radical hidroxilo ¢ obtido no organismo ou através da reducio do peroxido de
hidrogénio ou através da homolise da agua por exposi¢do a radiagdo ionizante
(Barreiros et al., 2006). O radical hidroxilo tem maior poder oxidante que os restantes
ROS e apresenta um tempo de semi-vida muito curto, sendo o que mais danos provoca
principalmente ao nivel do DNA (Halliwell & Gutteridge, 1990).

O H;0, ndo ¢ considerado um radical, mas da origem ao radical hidroxilo
(Reacdo 7). Esta reagdo, denominada de Fenton (Figura 13), envolve a participacao de
um metal de transi¢do, o ido ferroso (Fe’") (Iwabuchi, Yoshimoto, Shigetomi, &

Kobayashi, 2015).

0>" + Fe (Ill) > Fe (II) + O;
Fe (Il) + H,O,=»OH* + OH + Fe (IIl) (Reacdo 7)

HZOZ
Peréxido de hidrogénio

*OH ' OH- |
Radical hidroxilo 1 I Ido hidroxilo :

—_—— e e ————

Figura 13 - Reacéo de Fenton. (Adaptado de Smith, Marks, & Lieberman, 2004).
Por outro lado, o anido superoxido pode interagir com outras moléculas e com o

peroxido de hidrogénio, produzindo o radical hidroxilo, pela reacdo Haber-Weiss

(Smith et al., 2004) (Figura 14).
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Figura 14 — Reacdo de Haber-Weiss. (Adaptado de Smith et al., 2004).

No entanto, os ROS também atacam o RNA, as proteinas, os lipidos e as
membranas celulares (Barreiros et al., 2006). O ataque mais comum do radical hidroxilo
¢ aos lipidos das membranas, estando na origem da peroxidacao lipidica (Miguel &
Cordero, 2012). A peroxidacao lipidica trata-se de um processo de oxida¢do das
membranas celulares e degradagdo dos lipidos levando a formag¢do de um radical
lipidico. De seguida, reage com uma molécula de oxigénio formando o radical

lipoperoxilo (Ferreira & Abreu, 2007).

2.2 Stress Oxidativo Mitocondrial

O oxigénio ¢ um elemento essencial a vida e necessario na obtengdo de energia
pela mitocondria, contudo pode ser prejudicial em certas condigdes. Na respiragdao
celular, o oxigénio ¢ reduzido a agua. H4 uma pequena percentagem do oxigénio que
nao ¢ reduzido e vai dar origem a formagdo de radicais livres. Uma vez produzidos
grande parte dos radicais livres sdo removidos por mecanismos de defesa antioxidante
da célula (Figura 15). Um equilibrio entre a producdo de radicais livres e a sua
eliminacdo ¢ essencial para o normal funcionamento do organismo (Ferreira & Abreu,
2007). Os ROS podem ter beneficios para a célula, em concentracdes baixas a
moderadas, participando em processos de sinalizacdo e regulacdo celular. J em excesso
podem danificar o DNA, proteinas e lipidos celulares; provocando em diversos locais da

célula danos oxidativos (Fridovich, 1999).
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Figura 15 - Formagao de ROS ¢ a a¢@o das enzimas antioxidantes na mitocondria. (Adaptado de Nelson

& Cox, 2013).

Os ROS:

1) inibem a correcdo de possiveis erros do RNA transferéncia, para formar a
sequéncia funcional de aminoacidos da proteina, resultando na sintese de
proteinas anomalas;

2) oxidam os aminoacidos cisteina e metionina alterando a estrutura e fungao das

proteinas;
3) provocam modificacdes nas hélices do DNA, o que altera a expressao genética

e favorece o aparecimento de possiveis patologias (Silva & Ferrari, 2011).

Quando este equilibrio estd a favor da producdo de radicais livres, ocorre um

desequilibrio denominado de stress oxidativo (Ferreira & Abreu, 2007).
Segundo o bioquimico alemao Helmut Sies, stress oxidativo (Figura 16) ¢

definido como “um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, a favor dos oxidantes,

que potencialmente geram danos” (Sies, 1997).
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Oxidantes

b

/ Antioxidantes

Figura 16 — Stress Oxidativo. Balanga que ilustra o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes no

stress oxidativo. (Adaptado de https://vocevaientender.files.wordpress.com/2012/03/balanc3a7a.png).

A produgdo destas espécies tem diversas causas naturais e ndo naturais. As
causas naturais podem englobar processos de inflamagdo e pratica de exercicio fisico
intenso; enquanto que as ndo naturais (Figura 17) destacam-se a presenca de compostos
quimicos estranhos ao organismo, os xenobidticos, ¢ doengas (Lahance, Nakat, &

Jeong, 2001).

Poluentes

Processos

. o Xenobiodticos
inflamatérios

L

4 \o

Regime ‘

alimentar

Exercicio

excessivo

Figura 17 — Causas que levam a formagio de radicais livres . (Adaptado de Ferreira & Abreu, 2007).
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Uma forma de controlar esta produ¢do elevada de ROS é melhorar a qualidade
do regime alimentar com niveis adequados de antioxidantes; evitar comportamentos
indutores de stress oxidativo como o alcool, o tabaco e a pratica de exercicio fisico

exagerado; a exposicdo a agentes poluentes e a xenobioticos (Lahance et al., 2001).

2.3 Defesa Celular Enzimatica e Nao Enzimatica

A constante exposi¢do diaria do ser humano aos radicais livres, levou o
organismo a desenvolver mecanismos de defesa para eliminar estes radicais e assim
proteger-se. Estas defesas que mantém o equilibrio redox nas células podem dividir-se
em enzimaticas € ndo enzimaticas. As defesas enzimdticas (Figura 18) mais relevantes
sdo: a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(Krishnamurthy & Wadhwani, 2012).

A superdxido dismutase € uma enzima extremamente eficiente que catalisa a
conversao do superdxido em perdxido de hidrogénio, que de seguida transforma-se em
agua pela catalase nos lisossomas, ou pela glutationa peroxidase nas mitocondrias
(Krishnamurthy & Wadhwani, 2012).

Existe trés formas de SOD que variam consoante o cofactor metdlico: a forma
citoplasmatica, contém cobre e zinco no seu centro ativo, ndo sendo afectada pelo stress
oxidativo; a forma mitocondrial, presente na mitocondria, contém manganés no centro
ativo e a sua atividade aumenta com o stress oxidativo; e a forma extracelular que

possui 0s mesmos metais que a citoplasmatica (Barreiros et al., 2006).

A SOD divide-se em:

» A SOD 1 (CuZnSOD), que ¢ uma proteina dimérica e encontra-se no
citoplasma;

» A SOD 2 (MnSOD), uma proteina tetramérica e localiza-se na mitocondria;

» A SOD 3 (CuZnSOD) ¢ uma proteina tetramérica extracelular (Kulbacka,
Saczko, Chwilkowska, Choromanska, & Skotucka, 2012).

A catalase encontra-se numa estrutura, o peroxixoma. A catalase converte em agua e
oxigénio, o peroxido de hidrogénio. Possui quatro cadeias peptideas, cada cadeia liga-se

a um grupo heme, e cada grupo heme contém um ido de ferro, sendo este a reagir
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diretamente com o peroxido de hidrogénio. O grupo heme estad presente em
concentragdes elevadas nos peroxissomas € em menor quantidade nas mitocondrias e no
citoplasma(Beattie, 2007).

A glutationa peroxidase ¢ uma enzima que depende da glutationa reduzida (GSH)
que sofre oxidacdo e converte-se em glutationa oxidada (GSSG). Por sua vez, a
glutationa redutase regula os niveis de GSH e a a¢do da glutationa peroxidase, ao
reduzir a GSSG em GSH através da oxidacdo do NADPH proveniente da via das
pentoses (Kulbacka et al., 2012).

[ Reacdo catalisada pela SOD: \
202+ 2H*=» H202 + 02

Reacao catalisada pela CAT:
2H202=» 2H20 + O3

Reacdo catalisada pela glutationa peroxidase:
H202 + 2GSH =» 2H20 + GSSG

- /

Figura 18 — Reagoes gerais da ac@o das defesas antioxidantes (Adaptado de Kulbacka et al., 2012).

Além das defesas de natureza enzimatica, existem outras moléculas
antioxidantes denominadas de nao enzimaticas, que podem ser produzidas pela propria
célula (glutationa na forma reduzida (GSH), coenzima Q, acido urico, o acido lipdico e
a bilirrubina) ou obtidas pela dieta (vitamina C ,vitamina E, vitamina A, etc) (Barreiros

et al., 2006).

O glutationa (Figura 19) ¢ um tripéptido de baixo peso molecular e “scavenger”
de radicais livres, atuando como cofator de enzimas antioxidantes anteriormente
referidas, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase. Durante o processo de
destruicao dos radicais livres, o glutationa ¢ oxidado formando um radical reativo, o
GSe. O GSe rapidamente reage com um outro radical GSe, dando origem a uma
molécula, a glutationa dissulfito (GSSG), ndo oxidante (Pastore, Federici, Bertini, &

Piemonte, 2003).
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Figura 19 — Ciclo de reagdes do glutationa.

A coenzima Q, também conhecida como ubiquinona, encontra-se principalmente
na membrana interna da mitocondria, nas vesiculas do complexo de Golgi e nos
lisossomas. A principal fungdo da ubiquinona rege-se principalmente ao nivel da
mitocondria onde as desidrogenases transferem electrdes para a ubiquinona;
convertendo-a em ubiquinol (Krishnamurthy & Wadhwani, 2012). A oxida¢ao do
ubiquinol ocorre com a doagao de um hidrogénio a um radical livre ou ao complexo III.
A reoxidagdo leva a formacdo de ubiquinona com a inativagdo de dois radicais livres. A
ubiquinona também ¢ responsavel por regenerar o tocoferol na forma reduzida
(vitamina E) na membrana mitocondrial e reduz o nitrito a 6xido nitrico (Barreiros et

al., 2006).

O 4cido urico ¢ um produto resultante do metabolismo das purinas pela agdo da

enzima xantina oxidase. A formagdo de 4cido urico € proporcional & quantidade de
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enzima. As purinas degradam-se em hipoxantina, e posteriormente em xantina. A
xantina converte-se em acido Urico e urato de sodio. Encontra-se no sangue humano na
forma de urato monossodico e ¢ eliminado se necessario através da urina (Barreiros et
al.,, 2006). O acido turico desempenha um papel antioxidante no plasma humano,
funciona como “scavenger” de radicais livres e previne a peroxidagdo proteica (Duk-

Hee Kang & Sung-Kyu Ha, 2014).

O écido lipdico ¢ uma molécula também denominada de a-acido lipdico. A
forma reduzida é o acido dihidrolipoico. O &cido lipdico encontra-se de forma natural
na mitocondria e atua como coenzima da piruvato desidrogenase. E um antioxidante
pois atua como “scavenger” de radicais hidroxilo de oxigénio; € um 6ptimo regenerador
da vitamina C e E; reduz o NADPH oxidase; e aumenta a expressdo mitocondrial das
enzimas antioxidantes. Por ser tanto lipossolivel como hidrossoluvel consegue atuar
em qualquer parte do organismo; sendo um antioxidante enddégeno e exdgeno (Goraca

et al., 2011).

A bilirrubina possui propriedades pro-oxidantes como também antioxidantes.

Quando exerce um papel antioxidante, a bilirrubina encontra-se ligada a albumina

sérica, reagindo com os radicais peroxilo. Regenera a vitamina E (Larson, 1997).

A vitamina C ou &cido ascorbico ¢ hidrossoluvel, ou seja, soluvel em agua
encontrando-se nos compartimentos aquosos dos tecidos humanos, nomeadamente
figado, no bago, nos rins. Geralmente, sdo absorvidas pelo intestino e transportadas
através do sistema circulatorio até aos tecidos onde vao ser utilizadas. Este tipo de
vitaminas ndo sdo armazenadas no organismo, sendo o excesso excretado através da
urina. Se estiver em deficiéncia, a absor¢ao ¢ maxima ¢ ndo ¢ eliminada pela urina
(Romero, Hernandez, Ceron, & Chavez, 2013). A vitamina C possui uma atividade
antioxidante ao nivel dos radicais livres formados, regenera a vitamina E; ou liga-se a
glutationa reduzida, que tem a capacidade de restabelecer a atividade tanto da vitamina
C como da vitamina E (Pérez-Matute, Crujeiras, Férnandez-Galilea, & Prieto-Hontoria,

2012).

A vitamina E ¢ uma vitamina lipossoluvel, solivel em lipidos, encontra-se nas

membranas celulares e desempenha um papel fundamental na prote¢do do organismo
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contra os ROS formados metabolicamente ou pelo ambiente. Por se encontrar na parte
lipidica das membranas, a vitamina E protege os fosfolipidos da peroxidacao lipidica,
mantendo a integridade da membrana celular (Pérez-Matute et al., 2012).

Quando ha um ataque de espécies reativas forma-se um radical fendlico pouco
reativo (vit E*). No entanto, a vitamina C reage com esse radical e regenera a vitamina
E ao seu estado inicial. Os radicais tanto da vitamina C como da E ndo s3o espécies
reativas do oxigénio, pois o electrdo desemparelhado de cada um ¢ energeticamente
estavel (Fang, Yang, & Wu, 2002). A vitamina E ¢ constituida por quatro tocoferois e
quatro tocotriendis, sendo o alfa tocoferol o mais ativo (Romero et al., 2013). De todos,
o alfa tocoferol ¢ o mais abundante nos tecidos e no plasma e o que possui maior
atividade biologica. Atua como dador de hidrogénio ao radical peroxilo interrompendo
a reagdo radicalar, evitando assim as lesdes ao nivel das proteinas e das bases azotadas

do DNA (Fang et al., 2002).

A vitamina A ¢ uma vitamina lipossoluvel e pode ser encontrada nos alimentos
de origem vegetal como os carotendides (Silva & Jasiulionis, 2014). Apresenta diversas
formas: retinol, retinal, acido retindico e palmitato de retinol (Romero et al., 2013). Do
grupo dos carotenoides, o beta caroteno ¢ a maior fonte de vitamina A (Silva &
Jasiulionis, 2014). A sua biodisponibilidade aumenta na presenca de outros
antioxidantes. Os carotendides capturam o oxigénio molecular, reduzindo assim a
oxidacdo do DNA responsaveis por doencas degenerativas como ¢ o caso do cancro

(Romero et al., 2013).

2.3.1 Polimorfismo genético das enzimas

Como foi anteriormente referido no ponto 2.3, as defesas antioxidantes
protegem o organismo do stress oxidativo, no entanto isto s6 ¢ vidvel se a enzimas
estiverem funcionais. E se sofrerem alguma modificacdo ou se forem degradadas, o que
vai alterar?

Todas as enzimas, incluindo as que estdo envolvidas na defesa contra os ROS, podem

sofrer alteracdes. Os polimorfismos genéticos sdo alteragdes genéticas (Figura 20)
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decorrentes de mutagdes. Estes polimorfismos podem provocar defeitos nos genes que

codificam as enzimas antioxidantes , como € o caso de deficiéncia enzimatica

(Gospodaryov & Lushchak, 2012).

Inibicdo das enzimas Diminui¢do da sintese
envolvidas na sintese de — ou consumo de
GSH, na redugédo de bioredutores (GSH,
GSH e NADP (GR, NADPH, tocoferol,
GP6PDH)

Inibigdo das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx)

Oxidagao de

componentes €«

N

Inibicdo de enzimas responsaveis pela reparagao de
moléculas oxidadas pela Grx

Figura 20— Modificagdes ao nivel das enzimas antioxidantes que podem levar ao aumento da quantidade
de ROS produzidos. Legenda: G6PD — glucose-6-fosfato desidrogenase; CoQH, — ubiquinol; Grx -
glutaredoxina.(Adaptado de Gospodaryov & Lushchak, 2012).

A glucose-6-fosfato desidrogenase, G6PD, catalisa a primeira etapa da via das
pentoses fosfato e produz NADPH. E uma enzima que mantém os niveis adequados de
NADPH nas células, mas quando ha um déficit relaciona-se com a produgdo do anido

superoxido e do peroxido de hidrogénio (Gospodaryov & Lushchak, 2012).

2.4 A morte celular por apoptose

A morte celular programada ou apoptose caracteriza-se por um processo de
autodestruicdo celular, que provoca alteragdes na membrana plasmatica e no DNA. O
DNA ¢ fragmentado pela acdo das endonucleases. Durante o processo, o citoplasma
fragmenta-se e formam-se os corpos apoptoticos. Estes posteriormente vao ser
fagocitados pelos macrofagos (Saikumar & Venkatachalam, 2013). A apoptose esta

relacionada com a manutencdo da homeostasia do organismo e pode ser estimulada por
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variadas situagdes incluindo lesdes ao nivel do material genético (DNA), células
danificadas, entrada de células em fase S de uma forma descontrolada, ¢ defesa contra
microorganismos patogénicos (Nelson & Cox, 2005b).

A ativacdo das caspases (cysteine-aspartic proteases), as quais possuem
especificidade para residuos de acido aspartico; ¢ um ponto-chave para desencadear a
apoptose. As caspases podem ser ativadas por duas vias principais: a via intrinseca ou
via do receptor de morte (Figura 21) e pela via extrinseca ou via mitocondrial (Beattie,
2007). A via dos receptores de morte ¢ iniciada quando ocorre a propagacdo de um sinal
vindo do exterior da célula. O fator de necrose tumoral (TNF) liga-se a receptores
especificos na superficie da membrana que estdo em contacto com um dominio de
morte. Esse dominio vai propagar o sinal de morte por proteinas plasmaticas, que ¢
exemplo a proteina associada ao dominio de morte do receptor TNF, TRADD (TNF-
receptor-associated- death domain) (Quintas, 2008). O dominio de morte Fas liga-se a
proteina plasmatica associada ao dominio de morte Fas, FADD (Fas-associated death
domain), ativa a caspase 8 que vai atuar na mitocondria. O citocromo c liga-se ao efetor
da caspase 9, e promove a ativagdo da caspase 9. A caspase 9, por sua vez, vai estimular

a degradacao proteica e do DNA, culminando num processo apoptotico (Nelson & Cox,

2005b). @
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Figura 21 — Via dos receptores da Morte. Esta via inicia-se quando um ligando extracelular liga-se com o
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seu receptor de morte na membrana plasmatica. (Adaptado de Nelson & Cox, 2005).
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2.4.1 A mitocondria e a apoptose

Vamos focar-nos apenas na via mitocondrial ou via intrinseca (Figura 22). Esta
via controla a deslocagdo de certas proteinas por poros, como ¢ o caso do citocromo c,
num processo denominado de permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa,
MOMP (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). O citocromo ¢ ¢ importante
no transporte de electrdes na cadeia transportadora entre os complexos III e IV, e na

ativagdo das caspases (Gillies & Kuwana, 2014).

Os canais responsaveis pela a deslocagdo do citocromo ¢ através da membrana
abrem-se devido a agdo da proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak (Li & Dewson, 2015).
Uma vez no citoplasma, estas proteinas ligam-se a protease apoptdtica ativadora do
factor 1, APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1) e a pro-caspase 9, formando
um complexo heptamérico, o apoptossoma (Lopez & Tait, 2015). O apoptossoma vai
activar a pro-caspase 9 em caspase 9, que ¢ libertada e estimula uma cascata das
caspases. Além do citocromo c, hd outras proteinas que promovem o MOMP como ¢
exemplo o segundo ativador das caspases derivado da mitocondria, SMAC (second
mitochondria-derived activator of caspases), este pode ligar-se ao inibidor das proteinas
da apoptose, IAP (Inhibitors of apoptosis proteins), activar a pro-caspase 3 em caspase 3
ou estimular a caspase 9. Ja o fator indutor da apoptose e a endonuclease G entram no
nucleo, degradam o DNA e estimulam a apoptose (Gillies & Kuwana, 2014). O fator
indutor da apoptose, AIF (Apoptosis inducing factor) ¢ uma proteina que causa a
fragmentacdo do DNA e condensag¢do da cromatina, atua como uma NADH oxidase e
regula a permeabilidade da membrana mitocondrial na apoptose . A endonuclease G,

passa da mitocondria para o nicleo para promover a degradacdo do DNA (Nelson &

Cox, 2005b).

A familia de proteinas Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) € outro tipo de proteinas que
atuam na regulacdo da integridade da membrana mitocondrial externa. O BCL-2 ¢ um
proto-oncogene encontrado nos linfomas ndo Hodgkin que produz a proteina Bcl-2,

inibidora da apoptose (Lopez & Tait, 2015).
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A familia divide-se em subfamilias: a subfamilia de proteinas pro-apoptdticas
(Bax e Bak), a subfamilia de proteinas pro-apoptoticas de dominio BH3 (Bid, Bad) e a
subfamilia de proteinas anti-apoptdticas de Bcl-2 (bcl-2, bel-x1) (Lopez & Tait, 2015).

A Bax e a Bak s3o proteinas chave na apoptose, sem elas as células ganhariam
resisténcia a maioria dos estimulos apoptdticos. Nas células normais, a Bax desloca-se
do citoplasma para a membrana externa da mitocondria durante a morte celular
programada no intuito de participar na destruicdo membranar, enquanto que a Bak
localiza-se mesmo na membrana (Chipuk, Moldoveanu, Llambi, & Parsons, 2011).

Durante o stress apoptotico, para que ocorra a ativagdo da Bak e a Bax ¢
necessario que haja interagdes com as proteinas de dominio BH3, originando alteracdes
conformacionais em ambas (Li & Dewson, 2015).

Esta ativacdo € explicada com base em dois modelos diferentes: o modelo direto
e o modelo indireto.

O modelo direto defende que certas proteinas de dominio BH3 denominadas de
ativadoras (Bim e tBid), podem ligar-se diretamente a Bax e a Bak e promover a sua
ativacdo. As restantes proteinas deste grupo sdao denominadas de “sensibilizadoras”
(Pflaum, Schlosser, & Muller, 2014).

Ja o modelo indireto defende que se todas as proteinas anti-apoptoticas de bel-2
forem degradadas pelas proteinas de dominio BH3, o processo de apoptose ¢ ativado

mesmo sem a presenca de ativadores (Gillies & Kuwana, 2014).

As proteinas inibidoras da apoptose, como a bcl-2 e a bcl-xl, impedem que
ocorra a permeabilizagdo mitocondrial e a apoptose, quer quando se ligam as proteinas
de dominio BH3, impedindo-as de se ligarem a proteinas pré-apoptoticas, quer quando
se ligam diretamente a Bax e a Bak, impedindo-as de se associarem e abrirem os canais

da membrana que sao responsaveis pela passagem do citocromo ¢ (Lopez & Tait, 2015).
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Figura 22 - Apoptose Mitocondrial. Durante o stress apoptético, ocorrem interagdes entre as proteinas
de dominio BH3 ¢ a associa¢do de Bax/Bak, que sdo proteinas pro-apoptdticas. Estas vao abrir canais na
membrana afim de permitir a passagem de citocromo ¢ para o citoplasma. No citosol, liga-se a APAF-1
formando o apoptossoma que resulta na activa¢do das caspases; enquanto que o SMAC ¢ o Omi

neutralizam o inibidor das caspases (XIAP). (Adaptado de Lopez & Tait, 2015).

2.4.2 O papel da p53 na apoptose

Nas ultimas décadas tem-se estudado o papel da apoptose na prevencdo de
doengas degenerativas, principalmente no cancro. O cancro ¢ a proliferacdo anormal de
células no organismo humano. As células crescem e dividem-se para originar novas
células, no entanto elas também envelhecem e morrem dando lugar a células novas. Por
vezes, este processo pode-se descontrolar e originar células em excesso, formando um
tumor (Novakovi, Jovi, & Gruji, 2015). Caso o tumor seja maligno, d4 origem a o
cancro. O principal objectivo do tratamento desta doenca ¢ matar as células
cancerigenas. A indugdo seletiva da morte celular através de farmacos antineoplasicos

tem sido a estratégia mais utilizada (Marquez, Tsao, Faust, & Xu, 2013).
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A relagdo entre a divisdo celular e a apoptose é um fator critico no
desenvolvimento de cancro. Os proto-oncogenes sdo genes que codificam proteinas que
promovem a divisdo celular ou a resisténcia a apoptose. Sdo exemplos de proto-
oncogenes: genes de fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento,
proteinas quinases da cascata MAPK e fatores de transcri¢do (Beattie, 2007). Os genes
supressores de tumores codificam proteinas que controlam a divisdo celular. Mutagoes
neste tipo de genes pode levar a formagdo de tumores onde os proto-oncogenes siao
transformados em oncogenes que se transformam em células cancerosas. Quando
ocorrem mutagdes, os genes supressores de tumores tém que perder a sua atividade e a
p53 responsavel pela apoptose fica inativa na maioria das células cancerigenas. A
proteina do retinoblastoma, a pRb também é um supressor de tumor uma vez que

captura os fatores de transcricdo E2F e inibe a entrada na fase S (Nelson & Cox, 2013a).

O fator de transcricdo apoptotico pS3 (Figura 23) ¢ uma proteina citoplasmatica
reconhecida como a “guardida do genoma” (Kulbacka et al., 2012).

Os niveis desta proteina sdo controlados pelos factores de transcricio E2F ou
Myc durante o ciclo celular. Para além de sintetizarem proteinas com fungdes
especificas nas fases G1 e S da divisdo celular, estes factores também levam a célula a

morte quando a divisdo celular estd comprometida (Kulbacka et al., 2012).

Quando ocorrem danos no DNA, a p53 ¢ ativada e desencadeia um conjunto de
reacoes no intuito de ativar proteinas de reparacao do material genético ou induz
diretamente a morte celular se as lesdes forem irreversiveis. A p53 ativa a p21, inibidor
das CDK (proteinas que regulam o ciclo celular). A p21 vai interromper o ciclo celular
em G1 e vai impedir a entrada na fase S (Pflaum et al., 2014). A fase S ¢ uma fase

critica que decide se a célula continua a dividir-se ou se leva a célula a morte.

A p53 induz a apoptose através da transcrigao de proteinas pro-apoptéticas bel-2
e ativacdo da Bax, com o intuito de se ligar 8 membrana mitocondrial. No citosol, a p53
forma complexos com inibidores da apoptose, bcl-xl e bcl-2, que conduzem a

permeabilizagdo da membrana mitocondrial e a libertagao de citocromo ¢ (Pflaum et al.,

2014).
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Figura 23 — Mecanismo de agdo da proteina P53. (Adaptado de Pflaum et al., 2014).

Quando ocorre uma lesdo genética no DNA pertencente ao grupo de genes
GADDA45, a proteina GADD45A ¢ ativada pela p53. Esta proteina esta envolvida na
regulagdo de funcdes celulares, o controlo do ciclo celular e a reparagdo do DNA

(Tamura, Vasconcellos, Sarkar, Libermann, & Zerbini, 2012).

2.5 O Stress Oxidativo Mitocondrial e o0 Cancro

Como ja foi referido anteriormente no ponto 2.1, o stress oxidativo caracteriza-
se por um desequilibrio entre a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de azoto (RNS), e as defesas antioxidantes Estas espécies reativas
interferem com mecanismos essenciais do organismo como a via de transducao do sinal,
que regula o crescimento celular e o estado redox (oxidacdo-reducdo) (Miguel &
Cordero, 2012).

O stress oxidativo tem sido relacionado com algumas doencas, incluindo a

carcinogénese (Figura 24). A proliferacdo celular pode ser estimulada por mutagdes
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derivadas da oxidacdo de 4cidos nucleicos, enquanto que a oxidagdo de certas proteinas

danifica as células (Gospodaryov & Lushchak, 2012).

ROS

!

Expressdo genética alterada Mutagdes genéticas
Danos no DNA

—

Figura 24— Relacdo entre a formagdo de ROS e o processo de carcinogénese. (Adaptado de Klaunig,

Kamendulis, & Hocevar, 2010).

A carcinogénese caracteriza-se por ser um processo multistep, que transforma
uma célula normal numa célula maligna: iniciacdo, promoc¢do, progressao € metastases.
Na fase inicial, ocorre uma mutacdo do DNA, que produz uma alteragdo na célula
procedida de sintese de DNA, “fixando” a mutagdo. A célula pode parar a divisdo
celular, para tentar reparar a lesdo (Klaunig et al., 2010). A fase de promogao
caracteriza-se pela expansdo das células mutadas na fase inicial, estimulando a
proliferacdo celular e a inibicao da apoptose dando origem a uma lesdo. No entanto, esta
lesdo ¢ reversivel. Na progressdo, ultima fase da carcinogénese, ocorrem alteracdes
celulares e moleculares formando-se uma neoplasia. Esta fase € irreversivel e provoca a
malignidade da célula (Miguel & Cordero, 2012).

Ao comparar uma célula normal com uma célula cancerigena, a segunda tem
duas propriedades que a distingue: divisdo celular descontrolada e resisténcia a
apoptose. No entanto, as cé€lulas cancerigenas também induzem a angiogénese, tém
capacidade metastatica e apresentam capacidade de se dividir indefinidamente (Silva &
Jasiulionis, 2014). A angiogénese da origem ao crescimento de novos vasos sanguineos
nos tecidos, que fornecem oxigénio e nutrientes necessarios a sobrevivéncia do célula
maligna. A metastizacdo ¢ a formagdo de uma nova lesdo cancerigena em multiplos
locais do organismo disseminada pela corrente sanguinea. A capacidade da célula se

dividir indefinidamente ¢ denominada de imortalidade celular (Schultz, 2007).
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As mitocondrias sdo o principal local de produgdo de ROS, sendo portanto o

DNA mitocondrial o mais predisposto a a¢do destes (Dakubo, 2010). As mitocondrias

tém a capacidade de replicar o seu proprio DNA e possuem uma alta taxa de mutacao

verificando-se uma baixa eficiéncia na reparacdo de erros no material genético. As

mutacdes no genoma mitocondrial interferem com a cadeia respiratoria mitocondrial e

com a sintese de ATP (Tokarz & Blasiak, 2014). E conhecido que a mitocondria esta

envolvida na carcinogénese (Miguel & Cordero, 2012). Por serem metabolicamente
muito ativas, as células cancerigenas necessitam de ATP constantemente. A integridade
do mtDNA ¢ muito importante. Lesdes no mtDNA podem trazer graves consequéncias,
sendo de extrema relevancia as seguintes etapas: replicacdo do mtDNA, reparagdo de
erros e degradacao:
% Replicacdo — A replicagdo do DNA mitocondrial difere da do DNA nuclear no
que se refere ao ciclo celular, podendo ocorrer em qualquer fase do ciclo. A
DNA polimerase y ¢ a enzima responsavel pelo processo de replicagdao
(Shokolenko & LeDoux, 2011).

* Reparagdo do DNA - este processo protege o genoma de lesdes que
consequentemente podem levar a mutacdes nocivas. O DNA pode sofrer
oxidacdao das bases e erro no emparelhamento das bases. Uma vez localizado o
erro, sdo ‘“enviadas® moléculas especificas ao local para proceder a sua
reparagao através excisao de bases (BER- base excision repair), excisdo de
nucleotideos (NER-nucleotide excision repair) ou reparo de mau

emparelhamento (MMR-mismatch repair) (Martin, 2011).

¢ Degradag¢ao de DNA — Quando o DNA mitocondrial possui diversas lesdes que
j& se consideram irreversiveis a unica solucdo ¢ a degradagdo do mesmo e

previne-se assim a mutagénese. Esta degradacao fica a cargo da endonuclease G.

(Martin, 2011).

Contudo, nem sempre a manuten¢do da integridade do DNA mitocondrial ¢ um
sucesso. Se a taxa de lesoes for superior a capacidade de reparo, a acumulagao de lesdes

gera mutagdes que pode resultar em apoptose ou no aparecimento de cancro (Martin,

2011).
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Como ja foi mencionado anteriormente no ponto 2.1, os ROS provocam lesdes
no DNA e os agentes carcinogéneos produzem lesdes nas células. Algumas vitaminas e
outros elementos atuam no sentido de contrariar estes radicais (Abdulla & Shukla,
2014). Quando o stress oxidativo aumenta, ocorrem alteragdes ao nivel do genoma
mitocondrial que vai dar origem a mutacdes. Essas mutagdes alteram as sequéncias
codificantes, o nimero de copias do mtDNA, a regido displacement-loop (D-loop), uma
regido nao codificante que participa no reparacdo do DNA. Estas alteragdes vao
provocar uma mudanga na cadeia respiratoria mitocondrial com falha no transporte de
electrdes, conduzindo a uma produgdo crescente de ROS. A constante repeticdo deste
ciclo, acumula mutagdes, que se tornam irreversiveis e posteriormente levam a

formagao de células pré-cancerosas, por inibicao da apoptose (Tokarz & Blasiak, 2014).

2.6 Antioxidantes

Nos tltimos anos, tem-se estudado inimeras estratégias para combater o stress
oxidativo. Os antioxidantes sdo moléculas capazes de retardar a lesdo oxidativa,
consequéncia da acdo dos radicais livres. A terapia antioxidante baseia-se numa dieta
rica em micro e macronutrientes com propriedades antioxidantes ou na toma de

suplementos com componentes antioxidantes (Pérez-Matute et al., 2012).

2.6.1 Terapia Antioxidante

O tratamento mais utilizado atualmente no cancro ¢ a destrui¢do das células
cancerosas que consequentemente também destroi células saudaveis/normais. E
conhecido que a alimentagdo ¢ um factor de risco no desenvolvimento de cancro no
organismo humano (Abdulla & Shukla, 2014).

Existem estudos que comprovam que a ingestao de antioxidantes ajuda na eficacia do

tratamento como também na atenuacao dos efeitos secundarios.

47



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

Os antioxidantes podem atuar (Trinidad, Gutiérrez, Orozco, & Orozco, 2013):

> Bloqueio do cancro — protecdo das células contra a oxidagdo; impedindo

a proliferacdo de células cancerigenas,

> Supressdo do Cancro — Inibi¢do da progressdo apds a formagdo de uma

pré-neoplasia.

Assim sendo, os antioxidantes presentes na alimentagdo assumem uma enorme
importancia na protecdo do organismo humano contra o stress oxidativo. Os
fitoquimicos sdo compostos encontrados em sementes, folhas, frutos, raizes, cereais ou
vegetais; que possuem beneficios para a saude (Miguel & Cordero, 2012). Quando os
niveis de defesas antioxidantes sofrem variacdes em contacto com oxidantes, o
organismo tem de restabelecer essas defesas através do consumo de antioxidantes

naturais nos alimentos ou em suplementos vitaminicos (Abdulla & Shukla, 2014).

Os fitoquimicos sdo substancias presentes nos alimentos de origem vegetal com
propriedades antioxidantes e dividem-se em carotendides, compostos fendlicos: acidos
fenolicos, flavonoides, alcaldides, compostos azotados, € compostos organosulforados

(Ferreira & Abreu, 2007).

Os mais estudados sdo os compostos fendlicos e os carotendides. Os compostos
fenolicos sdo os que se encontram mais frequentemente nos vegetais, que inibem a
peroxidacao lipidica. A oxidagao lipidica ¢ inibida por “scavengers” de radicais livres

que ¢ o caso do butil-hidroxi-tolueno (BHT) (Novaes, Silva, Achkar, & Vilegas, 2013).

Os chas sdao fonte de catequinas, um dos tipos de flavonoides pertencentes ao
grupo dos compostos fenolicos. Os efeitos dos polifendis do cha sao: bloqueio dos
radicais superoxido e hidroxilo, e diminui¢do da concentragdo sérica de malondialdeido

(MDA), biomarcador do stress oxidativo (Grotto et al., 2008).

Os cogumelos também sdo fonte de compostos fenolicos, assim como as uvas,

nozes, os morangos ¢ as mac¢as (Achkar, Novaes, José, & Silva, 2013) .
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As uvas contém maioritariamente flavonoides, tendo as uvas pretas maior
percentagem. O resveratrol ¢ um polifenol encontrado na pele das uvas, que ativa a
SIRT1, um regulador celular do stress. Regula também a proliferacdo celular de
tumores ao interferir com as fases da carcinogénese pelas via de sinaliza¢do celular. O

resveratrol esta presente no vinho (Pérez-Matute et al., 2012).

Os carotendides tém a capacidade antioxidantes, inativam os radicais livres.
Reagem com estes e formam radicais estaveis devido a disponibilidade de electrdes

livres ao longo da sua cadeia (Ferreira & Abreu, 2007).

Como ja foi referido no ponto 2.3, sio também grandes antioxidantes: a

vitamina E e a vitamina C. Estas vitaminas estdo presentes em diversos alimentos.

A vitamina C encontra-se presente nos frutos citricos e nos vegetais, em maioria
nas laranjas, limdes, limas, uvas, nos tomates, broculos e nos espinafres.

A vitamina E esta presente nos 6leos vegetais, no farelo de arroz, na gema do
ovo, em améndoas, avelas, no frango, no peixe ou na manteiga.

A vitamina A estd presente no leite, queijo, gema de ovo, nas cenouras, nos

espinafres, nas batatas ou nos frutos vermelhos (Romero et al., 2013).

Os antioxidantes podem nao ser s6 provenientes da alimentacdo, sendo obtidos
também por suplementos. No entanto, estudos demonstraram que os antioxidantes
provenientes da alimentacdo sdo mais eficazes do que por intervengdo farmacolodgica

(C. T. Silva & Jasiulionis, 2014).

2.6.2 Controvérsias ao uso de antioxidantes

Os antioxidantes tém a capacidade de proteger o organismo contra os radicais
livres e de poder prevenir o aparecimento de cancro a longo prazo.

No entanto, caso ja possua um tumor, os antioxidantes podem proteger as
células tumorais e permitir que o tumor torne-se mais agressivo. Esta agressividade
pode levar a duplicacdo das células tumorais (Valadez-Vega et al., 2013).

Numa investigagdo feita por cientistas suecos na Universidade de Gothenburg,

relacionou-se a toma de antioxidantes com a progressdo do cancro do pulmdo em
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ratinhos geneticamente modificados que possuem os oncogenes K-RAS e B-RAF. Os
radicais livres também atacam células tumorais, e danificam-nas. No caso do cancro do
pulmdo, para se protegerem dos ROS, as células tumorais do pulmao multiplicam-se e
dividem-se mais rapidamente (Sayin et al., 2014).

Nesta investigacdo foram administrados dois antioxidantes: a N-acetilcisteina
(NAC) e a vitamina E. Estes antioxidantes aumentam a proliferagdo do tumor a
expressdo da p53, responsavel pela destruicao de células tumorais; e diminuir o stress
oxidativo. Os resultados obtidos revelaram que os antioxidantes triplicaram o niimero
de células cancerigenas e aumentaram a sua severidade, e consequentemente os ratos
morreram duas vezes mais rapido (Figura 25). Quanto maiores forem as doses de
antioxidantes, maiores serdo estes efeitos (Sayin et al., 2014).

Com estas evidéncias, conclui-se que grupos de risco de desenvolver cancro do
pulmao como ¢ o caso dos fumadores e de pessoas com doenca obstrutiva pulmonar
cronica (DPOC) que tomam acetilcisteina para diminuir a produgdo de muco nas vias

respiratorias; devem evitar tomar suplementos antioxidantes (Sayin et al., 2014).

Numa investigagdo mais recente, os investigadores da Academia de
Sahkgrenska em Gotenburg relacionaram os antioxidantes com o melanoma maligno na

pele (Gal et al., 2015).

Nas células de ratinhos estudados foi observada a rapidez com que o melanoma
atingiu os ganglios linfaticos; ja nas células humanas observaram a rapida multiplicacao
de células cancerigenas na pele incluindo metastases.

Mais uma vez foi evidenciada a precaugdo na toma de suplementos
antioxidantes por grupos considerados de risco, no entanto uma dieta com alimentos

ricos em antioxidantes ndo deve ser considerada um fator de risco (Gal et al., 2015).
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Figura 25— Avaliagdo da incidéncia de cancro do pulmio em varios estadios (I ao IV) em ratinhos K-

RAS tratados com os antioxidantes Vitamina E e N-acetilcisteina. (Adaptado de Sayin et al., 2014).

Diversos estudos tém posto em causa os efeitos benéficos dos antioxidantes face

ao cancro. Pode-se ver resumido na tabela seguinte alguns deles (Tabela 1).

Tabela 1- Estudos que demonstram a aco de certos antioxidantes na prevencao do cancro.

Estudos

Antioxidantes

abordados nos

Doenga

Resultados

estudos
Estudo 1 (Arain Vitamina E Cancro colorectal Efeito pouco
& Abdul significativo na
Qadeer, 2010) prevengao do cancro
colorectal
Estudo 2 Vitaminas E,C,A, Cancro Nao ocorreu efeito

(Myung, 2010)

betacaroteno, €

selénio

significativo na
prevencdo de cancro.
Aumento do risco de

cancro da bexiga.
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Estudo 3 Betacaroteno, Cancro do pulmao Aumento
(Bardia, 2008) | vitamina E e selénio significativo na
incidéncia de cancro

nos fumadores pelo

betacaroteno
Estudo 4 Vitamina E Cancro da prostata | Reducdo significativa
(Alkhenizan & da incidéncia do
Hafez, 2007) cancro da prostata

A toma excessiva de suplementos contendo antioxidantes pode provocar outros
efeitos que ndo a protecdo antioxidante do organismo. No entanto, uma dieta rica em
alimentos com antioxidantes ¢ muito mais benéfico devido a variedade de varios
antioxidantes do que a toma de um suplemento apenas com um Unico antioxidante

(Ferreira & Abreu, 2007).

No caso do consumo excessivo de beta caroteno ou carotendides, em fumadores,
ha um aumento significativo do risco de incidéncia de cancro do pulmao (Kulbacka et

al.,, 2012).

Nos estudos ATBC (a-Tocopherol, B-Carotene Cancer Prevention Study)
elaborado na Finlandia e 0 CARET (Carotene and Retinol Efficacy Trial) nos Estados
Unidos, os resultados revelaram que a toma de altas doses de suplementos de beta

caroteno aumentam o risco de cancro do pulmao em fumadores (Druesne-Pecollo et al.,

2010).

Ja outro estudo feito pelo Instituto Americano do cancro (American Institute for
Cancer Research) através de ensaios clinicos aleatorizados revelou que o risco elevado
de cancro do pulmdo em fumadores deve-se ao facto de o fumo dos cigarros criar
condicdes favoraveis a um alto stress oxidativo onde o beta caroteno exerce o seu papel

de pro-oxidante (Gallicchio et al., 2008).
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O consumo excessivo de suplementos de selénio pode ser carcinogéneo nos
homens. O consumo de selénio foi relacionado com risco de desenvolver cancro da
prostata. Num estudo feito na Universidade da Califérnia por investigadores do Instituto
do Cancro Dana-Farber comprovou-se a relagdo existente entre elevadas doses de
selénio no sangue e o cancro da prostata. Foi testado um grupo de homens com
diferentes variantes genéticas do gene responsavel pela superdxido dismutase 2 (SOD?2)
(Chan et al., 2009).

Numa das variantes, homens que possuiam doses toxicas de selénio no sangue
apresentaram um risco duas vezes superior de progressao do cancro da prostata do que
homens com niveis mais baixos de selénio no sangue.

Em contrapartida, 25 % dos homens com uma variante diferente do gene
responsavel pela SOD2 e que possuiam niveis altos de selénio no sangue apresentaram
um decréscimo do risco de desenvolver cancro da préostata mais agressivo em 40 %

(Chan et al., 2009).
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III1. Conclusao

De uma forma geral, os defeitos genéticos da CRM levam a uma disfun¢do
energética mitocondrial, que pode ter como consequéncias a diminuigao das reservas de
ATP celular e o aumento da producao de radicais livres de oxigénio. Esta producao de
radicais livres leva a um desequilibrio entre estes e as defesas antioxidantes

denominando-se de stress oxidativo mitocondrial.

Por sua vez, a disfun¢do energética pode ser mais acentuada e pode também
levar ao aumento da ocorréncia de mutagdes no mtDNA, resultando em lesdes

irreversiveis e culminando na morte celular.

A exposicdo do organismo as espécies reativas do oxigénio levou ao
desenvolvimento de mecanismos de defesa afim de inibir ou reduzir as lesdes causadas

pela acao destas espécies.

Este trabalho teve como objectivo principal destacar os principais mecanismos
de produgdo de ROS, bem como a agdo do sistema de defesa antioxidante; com o intuito
de sublinhar as consequéncias adjuvantes do stress oxidativo mitocondrial. Este
processo oxidativo tem sido associado com algumas patologias incluindo o cancro, o

qual esteve em destaque.

A relagao entre os ROS e o cancro pode ter duas vertentes: uma que relaciona a
acdo dos ROS com a instabilidade no genoma mitocondrial, devido a lesdes no DNA, e
com as alteragdes ao nivel da proliferacao celular, da divisao celular descontrolada, da
resisténcia a apoptose e da angiogénese que contribuem para a carcinogénese; enquanto
que a outra vertente associa os ROS como possiveis agentes na morte de células
cancerigenas através de niveis citotoxicos de ROS e na inibigdo do sistema antioxidante

das células tumorais.

Nesta perspetiva, a ingestao de alimentos ricos em antioxidantes assumiu grande
importancia na protecdo do organismo contra as lesdes oxidativas ou mesmo a toma de

suplementos de minerais e vitaminas antioxidantes.
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Contudo, alguns estudos publicados recentemente colocaram em causa a
utilizacdo de antioxidantes na prevencdo do cancro. Os resultados obtidos
demonstraram que certos antioxidantes aumentam o risco potencial de desenvolver
cancro. No entanto, os dados ainda ndo sdo conclusivas nas doses que seriam

potencialmente nocivas.

55



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

IV. Bibliografia

Abdulla, M., & Shukla, S. (2014). Dietary Aspects in Cancer Prevention — A Mini-
Review. In F. Atroshi (Ed.), Pharmacology and Nutritional Intervention in the

Treatment of Disease (pp. 179—-187). InTech.

Achkar, M. T., Novaes, G. M., José, M., & Silva, D. (2013). Importancia Na Dieta E Na
Conservacdo De Alimentos. Revista Da Universidade Vale Do Rio Verde, 11(2),
398-406.

Alkhenizan, A., & Hafez, K. (2007). The role of vitamin E in the prevetion of cancer: a
meta-analysis of randomized controlled trials. Ann Saudi Med., 27(6), 409—414.

Arain, M. A., & Abdul Qadeer, A. (2010). Systematic review on ‘“vitamin E and
prevention of colorectal cancer.” Pak J Pharm Sci., 23(2), 125-130.

Bardia, A. (2008). Efficacy of antioxidant supplementation in reducing primary cancer
incidence and moratality: systematic review and meta-analysis. Mayo Clin. Proc.,

83(1), 23-34.

Barreiros, A. L., David, J. M., & David, J. P. (2006). Estresse oxidativo: Relacao entre
geragdo de espécies reativas e defesa do organismo. Quimica Nova, 29(1), 113—

123. http://doi.org/10.1590/S0100-40422006000100021

Beattie, D. S. (2007). Bioenergética e metabolismo oxidativo. In Manual de Bioquimica

com Correlagdes Clinicas (6" ed., pp. 521-568). Editora Blucher.

Belle, A., Piganeau, G., Gardner, M., & Eyre-Walker, A. (2005). An investigation of the
variation in the trasition bias among various animal mitochondrial DNA. Gene,

355, 58-66.
Cadenas, E., & Sies, H. (1998). The lag phase. Free Radic Res, 28, 601-609.

Chan, J. M., Oh, W. K., Xie, W., Regan, M., Stamfer, M. J., & King, 1. B. (2009).
Plasma Selenium, Manganese Superoxide Dismutase, and Intermediate- or High-
Risk Prostate Cancer. Journal of Clinical Oncology, 27(22), 3577-3583.
http://doi.org/10.1200/JC0O.2008.18.8938

Chipuk, J. E., Moldoveanu, T., Llambi, F., & Parsons, M. J. (2011). The BCL2 family
reunion. Author Manuscript, 37(3), 299-310.

56



Referéncias bibliogrdficas

http://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.01.025.

Dakubo, G. (2010). Mitochondrial reactive oxygen species and cancer. Handbook of
Free Radicals: Formation, Types and Effects, 99-116.
http://doi.org/10.1186/2049-3002-2-17

Druesne-Pecollo, N., Latino-Martel, P., Norat, T., Barrandon, E., Bertrais, S., Galan, P.,
& Hercberg, S. (2010). Beta-carotene supplementation and cancer risk: A

systematic review and metaanalysis of randomized controlled trials. International

Journal of Cancer, 127(1), 172—184. http://doi.org/10.1002/ijc.25008

Duk-Hee Kang, M. D., & Sung-Kyu Ha, M. D. (2014). Uric Acid Puzzle : Dual Role as
Anti-oxidantand. Electrolyte Blood Press, 12, 1-6.

Falkenberg, M. ., Larsson, N. ., & Gustafsson, C. (2007). DNA Replication and

Transcription in Mammalian Mitochondria. Annu. Ver. Biochem., 76, 679—699.

Fang, Y. Z., Yang, S., & Wu, G. (2002). Free radicals, antioxidants, and nutrition.
Nutrition, 18(10), 872-879.

Ferreira, 1., & Abreu, R. (2007). Stress Oxidativo, Antioxidantes e Fitoquimicos.

Sociedade Portuguesa de Bioanalistas Da Saiide, 32—39.

Fridovich, 1. (1999). Fundamental aspects of reactive oxygen species or what’s the

matter with oxygen? Ann N Y Acad Sci, 893, 13—18.

Gal, K. G., Ibrahim, M. X., Wirl, C., Sayin, V. 1., Akula, M. K., & Karlsson, C. (2015).
Antioxidants can increase melanoma metastasis in mice. Science Translational

Medicine, 7(308). http://doi.org/10.1126/scitranslmed.aad3740

Gallicchio, L., Boyd, K., Matanoski, G., Tao, X. G., Chen, L., Lam, T. K., ... Alberg,
A. J. (2008). Carotenoids and the risk of developing lung cancer : a systematic. The
American Journal of Clinical Nutrition, 88(2), 372-383.

Gillies, L. A., & Kuwana, T. (2014). Apoptosis Regulation at the Mitochondrial Outer
Membrane.  Journal  of  Cellular ~ Biochemistry,  115(4), 632-640.
http://doi.org/10.1002/jcb.24709

Goraca, A., Huk-kolega, H., Piechota, A., Kleniewska, P., Ciejka, E., & Skibska, B.
(2011). Lipoic acid - Dbiological activity and therapeutic potential.
Pharmacological Reports, 63, 849—-858.

57



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

Gospodaryov, D., & Lushchak, V. (2012). Oxidative Stress : Cause and Consequence of
Diseases. In Oxidative Stress and Diseases (pp. 13-28). InTech.
http://doi.org/10.5772/38093

Grotto, D., Valentini, J., Boeira, S., Paniz, C., Maria, L. S., Vicentini, J., ... Garcia, C.
(2008). Avaliagdo da estabilidade do marcador plasmatico do estresse oxidativo-

malondialdeido. Quim. Nova, 31(2), 275-279.

Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (1990). Role of free radicals and catalytic metal ions

in human disease: an overview. Methods Enzymol, 186, 1-85.
Hanson, R. W. (1989). The role of ATP in metabolism. Biochem. Educ., 17(86).

Iwabuchi, T., Yoshimoto, C., Shigetomi, H., & Kobayashi, H. (2015). Oxidative Stress
and Antioxidant Defense in Endometriosis and Its Malignant Transformation.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2015, 1-7.
http://doi.org/10.1155/2015/848595

Klaunig, J. E., Kamendulis, L. M., & Hocevar, B. A. (2010). Oxidative Stress and
Oxidative Damage in Carcinogenesis. Toxicologic Pathology, 38(1), 96—109.
http://doi.org/10.1177/0192623309356453

Krishnamurthy, P., & Wadhwani, A. (2012). Antioxidant Enzymes and Human Health.
In Antioxidant Enzyme (pp. 3-18). InTech.
http://doi.org/http://dx.doi.org/10.5772/48109

Kruse, B., Narasimhan, N., & Attardi, G. (1989). Termination of transcription in human
mitochondria: identification and purification of a DNA binding protein factor that

promotes termination. Cell, 58(2), 391-397.

Kulbacka, J., Saczko, J., Chwilkowska, A., Choromanska, A., & Skotucka, N. (2012).
Apoptosis , Free Radicals and Antioxidant Defense in Antitumor Therapy. In
Antioxidant Enzyme (pp. 265 — 302). InTech. http://doi.org/10.5772/2895

Lahance, P. A., Nakat, Z., & Jeong, W. S. (2001). Antioxidants: an integrative
approach. Nutrition, 17, 8358.

Larson, R. A. (1997). Naturally occuring Antioxidants. Journal of Food Lipids, 4(4),
319.

Li, M. X., & Dewson, G. (2015). Mitochondria and apoptosis: emerging concepts.

58



Referéncias bibliogrdficas

F1000prime Reports, 7(April), 42. http://doi.org/10.12703/P7-42

Lopez, J., & Tait, S. W. G. (2015). Mitochondrial apoptosis: killing cancer using the
enemy  within.  British  Journal of  Cancer, 112(6), 957-962.
http://doi.org/10.1038/bjc.2015.85

Marquez, R. T., Tsao, B. W., Faust, N. F., & Xu, L. (2013). Drug Resistance and
Molecular Cancer Therapy : Apoptosis Versus Autophagy. In Apoptosis (pp. 155—
177). http://doi.org/105772/55415

Martin, S. A. (2011). Mitochondrial DNA Repair. In F. Storici (Ed.), DNA repair- On
the pathways to fixing DNA damage and errors (pp. 313—-326). InTech.

Miguel, M., & Cordero, M. D. (2012). Oxidative Therapy Against Cancer. In Oxidative
Stress and Diseases (pp. 497-514). InTech. http://doi.org/10.5772/33251

Myung, S. K. (2010). Effects of antioxidant supplements on cancer prevention: meta-

analysis of randomized controlled trials. Ann. Oncol., 21(1), 166—179.

Nelson, D., & Cox, M. (2005a). Biosignaling. In Lehinger, Principles of Biochemistry
(4th ed., pp. 421-474). W. H. Freeman.

Nelson, D., & Cox, M. (2005b). Oxidative Phosphorylation and Photophosphorylation.
In Lehinger, Principles of Biochemistry (4th ed., pp. 690-722). W. H. Freeman.

Nelson, D., & Cox, M. (2013a). Oxidative Phosphorylation and Photophosphorylation.
In Lehinger, Principles of Biochemistry (6th ed., pp. 731-766). W. H. Freeman.

Nelson, D., & Cox, M. (2013b). Protein metabolism. In Lehinger, Principles of
Biochemistry (pp. 1117-1122). W. H. Freeman.

Nelson, D., & Cox, M. (2013c). The citric acid cycle. In Lehinger, Principles of
Biochemistry (6th ed., pp. 633—-649). W. H. Freeman.

Novaes, G. M., Silva, M. J. D., Achkar, M. T., & Vilegas, W. (2013). Compostos
Antioxidantes E Sua Importancia Nos. Revista Da Universidade Vale Do Rio

Verde, 11(2), 535-539. http://doi.org/10.5892/ruvrd.v11i2.535539

Novakovi, B., Jovi, J., & Gruji, M. (2015). Lifestyle Changes May Prevent Cancer. In
Cancer prevention- from mechanisms to translational benefits (pp. 151-166).

InTech.

59



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

Ojala, D., Montoya, J., & Attardi, G. (1981). tRNA punctuation model of RNA

processing in human mitochondria. Nature, 290, 470-474.

Pastore, A., Federici, G., Bertini, E., & Piemonte, F. (2003). Analysis of glutathione:
implication in redox and detoxification. Clin Chim Acta, 333, 19-39.

Pérez-Matute, P., Crujeiras, A. B., Férnandez-Galilea, M., & Prieto-Hontoria, P. (2012).
Compounds with Antioxidant Capacity as Potential Tools Against Several
Oxidative Stress Related Disorders: Fact or Artifact ? In Oxidative Stress and

Diseases (pp. 543-566). InTech.

Pflaum, J., Schlosser, S., & Muller, M. (2014). p53 Family and Cellular Stress
Responses in  Cancer. Frontiers in  Oncology, 4(October), 1-15.

http://doi.org/10.3389/fonc.2014.00285

Quintas, A. (2008). Cadeia transportadora de electrdes e fosforilagdo oxidativa. In

Bioquimica Organizacdo Molecular da Vida (pp. 387-408). LIDEL.

Quintas, A., & Ascenso, C. (2008). Ciclo do acido citrico. In Bioquimica Organizacdo

Molecular da Vida (pp. 371-385). LIDEL.

Romero, A. C., Hernandez, E. G. O., Ceron, T. F., & Chavez, A. A. (2013). The
Exogenous Antioxidants. In Oxidative Stress and Chronic Degenerative Disease -

A Role for Antioxidants (pp. 33—56). InTech. http://doi.org/10.5772/52490

Saikumar, P., & Venkatachalam, M. A. (2013). Apoptosis and cell death. In J. Rudner
(Ed.), Apoptosis (pp. 29—40). InTech.

Sayin, V. I., Ibrahim, M. X., Larsson, E., Nilsson, J., Lindahl, P., & Bergo, M. O.
(2014). Antioxidants accelerate lung cancer progression in mice. Science

Translational Medicine, 6(221), 1-6. http://doi.org/10.1126/scitranslmed.3007653
Schapira, A. H. V. (2006). Mitochondrial Disease. Lancet, 368(9529), 70-82.

Scheffler, 1. E. (2007). Biogenesis of Mitochondria. In Mitochondria (2nd ed.). 978-0-
470-04073-7.

Schultz, R. M. (2007). Ciclo celular, morte celular programada e cancer. In Manual de
Bioquimica com Correlacoes Clinicas (pp. 987-1000). Editora Blucher.

Shokolenko, I., & LeDoux, S. (2011). Mitochondrial DNA damage, repair, degradation

and experimental approaches to studying these phenomena. In DNA repair - On the

60



Referéncias bibliogrdficas

pathways to fixing DNA damage and errors (pp. 339-350). InTech.

Sies, H. (1997). Oxidative stress: Oxidants and antioxidants. Exp. Physiol, 82(2), 291—
295.

Silva, C. T., & Jasiulionis, M. G. (2014). Relacao entre estresse oxidativo, alteragdes

epigenéticas e cancer. Cienc. Cult., 66(1), 38—42.

Silva, W., & Ferrari, C. K. B. (2011). Metabolismo Mitocondrial, Radicais Livres ¢

Envelhecimento. Revista Brasileira de Geriatria E Gerontologia, 14(3), 441-451.

Singh, K. K., Kulawiec, M., Still, I., Desouki, M. M., Geradts, J., & Matsui, S. (2005).
Inter-genomic cross talk between mitochondria and the nucleus plays an important

role in tumorigenesis. Gene, 354, 140-146.

Smith, C., Marks, A. D., & Lieberman, M. (2004). Oxygen toxicity and free radical

injury. In Mark’s basic medical biochemistry: a clinical approach (2nd ed.).

Smith, D. R. (2015). The past, present and future of mitochondrial genomics: have we
sequenced enough mtDNAs? Briefings in Functional Genomics, 1-8.

http://doi.org/10.1093/bfgp/elv027

Taanman, J.-W. (1999). The mitochondrial genome: structure, transcription, translation
and replication. Biochimica et Biophysica Acta - Bioenergetics, 1410(2), 103—123.
http://doi.org/10.1016/S0005-2728(98)00161-3

Tamura, R., Vasconcellos, J., Sarkar, D., Libermann, T., & Zerbini, L. (2012).
GADDA45 proteins: central players in tumorigenesis. Curr Mol Med., 12(5), 634—
651.

Tokarz, P., & Blasiak, J. (2014). Role of mitochondria in carcinogenesis. Acta Biochima

Polonica, 61(4), 671-678. http://doi.org/10.1016/0959-8049(93)90598-A

Trinidad, E. M. M., Gutiérrez, S. L. de I., Orozco, A. M. T. L., & Orozco, M. L. (2013).
Disease and Therapy: A Role for Oxidants. In Oxidative stress and chronic

degenerative diseases - a role for antioxidants (pp. 357-374). InTech.

Valadez-Vega, C., Delgado-Olivares, L., Gonzalez, J. A. M., Garcia, E. A., Ibarra, J. R.
V., Moreno, E. R., ... Ramos, Z. C. (2013). The role of natural antioxidants in

cancer disease. In Oxidative stress and chronic degenerative diseases - a role for

antioxidants (pp. 391-418). InTech. http://doi.org/10.5772/51503

61



Stress oxidativo mitocondrial e cancro

Weber, J., & Senior, A. E. (2003). ATP synthesis driven by proton transport in F1FO0-
ATP synthase. FEBS Letters, 545(1), 61-70. http://doi.org/10.1016/S0014-
5793(03)00394-6

Weidinger, A., & Kozlov, A. V. (2015). Biological Activities of Reactive Oxygen and
Nitrogen Species: Oxidative Stress versus Signal Transduction. Biomolecules,

5(2), 472—84. http://doi.org/10.3390/biom5020472

62



