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Resumo

A carcinogénese € um processo complexo e generalizado de formacgdo de
patologia neopldsica, que pode ser influenciado e desencadeado por meio de ataques
indiscriminados por parte de espécies reativas derivadas do oxigénio. Estas espécies tém
um papel fundamental em cascatas vias de sinalizacdo e fatores de transcri¢ido
fundamentais para o bom desempenho celular. Esta sinalizacdo bem como os fatores de
transcricdo sdo essenciais para fendmenos como proliferacdo, crescimento e divisao

celular, tal como eventos tumorais evasivos como a angiogénese e a metastizagao.

Esta revisao monogrifica tem como objetivo, o esclarecimento do processo
complexo de formacdo de cancro. Focando-se no papel das vdrias espécies reativas do
oxigénio entre outras e dos seus ataques sem discriminacdo ao conteudo intracelular e

extracelular.

Para produgao desta monografia, foi efetuada pesquisa bibliografica de diversos
artigos cientificos e alguns livros, compreendidos, na sua generalidade entre os anos 1999
e 2019. Deste modo, para a pesquisa feita foram utilizadas algumas bases de dados como

ScienceDirect, Google Scholar e PubMed, mediante a utiliza¢ao de palavras-chave.

Palavras-chave: Antioxidantes; Carcinogénese; Espécies reativas do oxigénio; Stress

Oxidativo






Abstract

Carcinogenesis is a complex and widespread process of neoplasic pathology
formation wich can be influenced and unleashed by indiscriminated attacks by reactive
oxygen species. These particular species have a remarkable role in cell signaling and
transcription factors that are fundamental for the optimal cell performance. This signaling
as well as the transcription factors are necessary for phenomenon such as proliferation,

growing and mithosis like tumour evasive events such as angiogenesis and metastasis.

This monography as the purpose to clarify the complex process of tumefaction by
focusing on the role of diverse reactive oxygen species and their undiscriminated attacks

to the intra and extracellular content.

To produce this monography, the bibliographic research included scientific
articles and books, edited between 1999 and 2019. The used search engines where
ScienceDirect, Google Scholar and Pubmed throught the combined use of selected

keywords.

Keywords: Antioxidant; Carcinogenesis; Reactive Oxygen Species; Oxidative Stress
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Introducdo

L. Introducao

As espécies reativas derivadas do oxigénio sdo particulas com vérios papéis
distintos no nosso sistema bioldgico. A sua natureza pode advir de fatores exdgenos, ou
como produtos de metaboliza¢do intrinsecos. O seu desempenho concreto in vivo ainda

estd longe de se compreender a um nivel detalhado (Reczek & Chandel, 2017).

Hoje em dia, compreende-se que a reatividade destas particulas sdo indispensaveis
ao bom funcionamento celular, através da sua ag¢do sobre as vias de sinalizacdo. No
entanto, o seu papel pode ser ambiguo devido a sua envolvéncia no processo de formacao
de neoplasias. Desta forma as espécies reativas derivadas do oxigénio tém sido associadas
a varias doencas neurodegenerativas, metabdlicas e oncoldgicas (Reczek & Chandel,

2017).

A exposi¢do de tecidos, células e matriz extracelular a fontes exdgenas, tais como
radiacdes, quimicos, farmacos, tabagismo e outros xenobidticos levam através do
metabolismo intracelular a producio de compostos resultantes da ativa¢do ou redugdo do
oxigénio molecular, as espécies reativas do oxigénio (ROS), que juntamente com as
espécies reativas de azoto (RNS), constituem uma grande variedade de moléculas que se

dividem por radicais e nao radicais. (Gao & Schottker, 2017)

Estes radicais livres sdo indispensaveis a correta atividade celular, especialmente
em eventos de transmissao de sinal, no entanto, o seu caracter reativo, torna estas espécies

perigosas, provocando lesdes nas estruturas celulares. (Reczek & Chandel, 2017)

Para contrabalancgar os efeitos nocivos de ROS, o organismo € aprimorado com
uma diversidade de antioxidantes, que se dividem em duas categorias, as enzimadticas e
as ndo enzimaticas, de origem endégena e exdgena. Estas moléculas formam uma linha
de defesa capaz de inibir os danos oxidativos provenientes quer de ROS como de RNS,
através da inibicdo da formacdo de radicais livres, eliminacdo, neutralizac@o e reparacao
a danos celulares levando a uma diminuicdo do stress oxidativo. Fendmeno que se
caracteriza pelo desequilibrio entre a sobreproducao de espécies reativas e a saturagdo de
particulas antioxidantes. Este evento concebe um microambiente reativo, predisposto aos
ataques nocivos de ROS que consequentemente poderd comprometer o bom

funcionamento celular de estruturas fundamentais (Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum,
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Influéncia de Espécies Oxidativas na Carcinogénese

& Kalayci, 2012; Mironczuk-Chodakowska, Witkowska, & Zujko, 2018; Moloney &
Cotter, 2018).

A Oncologia é a ci€ncia que estuda um conjunto patologias neopldsicas que
presentemente continuam a afetar milhdes de individuos, em todo o mundo. Sendo esta
uma das dreas de maior interesse na Medicina. A American Cancer Society relata um
decréscimo na taxa de mortalidade desde 1991. No entanto, novos casos de cancro em
2019 continuam a ser um problema de saidde publica, especialmente nos paises em
desenvolvimento que contrariam a estatistica que relata a diminuicdo de mortalidade

relacionada com a doenca (Siegel, Miller, & Jemal, 2019).

Em Portugal tal como no resto da europa, observa-se um acréscimo na incidéncia
da doenca com uma taxa constante de 3% ao ano. Este fendmeno pode resultar de varios
fatores, tais como, o envelhecimento populacional, o aumento na taxa de sucesso dos
novos tratamentos de patologia aguda e cronica, e a alteracdo do comportamento do estilo
de vida. A direcdo geral de satde real¢a a importancia de intervencdo nas seguintes areas:
cessao tabdgica, protecdo solar, erros alimentares como a obesidade, consumo excessivo

de dlcool e infecao por alguns virus (Oncolégicas, 2017).

O progresso clinico da doenca € diretamente dependente da precocidade e da
qualidade do diagndstico. Consequentemente, a taxa de mortalidade depende da espécie

de tumor que poderd ser benigno ou maligno (Siegel et al., 2019).

A espécie benigna é caracterizada por ser estruturalmente regular, o seu
crescimento € expansivo, progressivo, lento e localizado. Inclui uma baixa taxa de
crescimento celular com morfologia bem diferenciada (semelhante as células do tecido
original). Possui um diagndstico benévolo com baixa taxa de recidiva pos recessao. Por
outro lado os tumores de cardcter maligno caracterizam-se por fronteiras imprevisiveis
com fisionomias irregulares e indiferenciadas, definem-se por uma ripida proliferagdo,
expansiva e invasiva por estruturas anatomicas adjacentes com producio de metastases
por outros 6rgaos. Apresenta um elevado indice mitético com possibilidade de recidiva
pos tratamento Sendo estes ultimos designados por cancro, termo globalmente utilizado
para descrever um grande niumero de doencas (K. Purves, Sadava, H.Orions, & Heller,

2002; Pain & Adults, 2018).

Em meados dos anos 70, através de estudos cinéticos que visaram observar a

proliferacdo celular, descobriu-se transversalmente um “fator de perda celular” associado

14



Introducdo

aregressdo do cancro. Inicialmente associou-se a necrose, (fendmeno catastréfico e morte
celular ndo programada) pela perda macica de massa celular, estudos posteriores
levantaram a hip6tese destas regressdes estarem envolvidas com apoptose, tendo em
conta as coincidéncias sucessivas de regressao espontanea de tumores relacionado com o

aumento deste tipo de morte celular (Lowe & Lin, 2000).

Lowe & Lin (2000) preconiza que as células que sofrem de mutagdes oncogénicas
envolvidas na diminuicdo da apoptose e que posteriormente suportam episédios de
selec@o natural nas varias fases da carcinogénese, tem maior probabilidade de se tornarem
malignas. Desta forma, conclui-se que a auséncia da apoptose contribui para a progressao
e proliferacdo de células neoplésicas, sendo um fator importante para a malignidade e que
dificulta de forma direta o sucesso dos procedimentos terapéuticos com citotéxicos (Lowe

& Lin, 2000).

Tem-se chegado a conclusdo que a quantidade infinita de genes mutados que
expressam células malignas e que partilham alteracdes nas mesmas vias metabdlicas,
representam uma grande dificuldade na investigacdo de novos tratamentos. Este fato
inflaciona o esfor¢o financeiro para o desenvolvimento de novas tecnologias para as dreas

de diagnéstico e de terapéutica da doenca (Wishart, 2015).

De acordo com Gao & Schottker (2017) niveis excessivos de ROS e RNS podem
reagir diretamente com 4acidos nucleicos levando a instabilidade genémica tanto a nivel
do DNA nuclear como do DNA mitocondrial o que promove a carcinogénese. Para além
do dano oxidativo, as espécies reativas estdo envolvidas na interrup¢ao da sinalizacdo e
regulacdo redox. Esta interferéncia nas vias de sinaliza¢do por parte do stress oxidativo
pode promover alguns eventos importantes na biologia do cancro, como, a sobrevivéncia,
o crescimento, a proliferacdo celular, metastizacdo, a angiogénese, a inibi¢do da morte

celular programada, e por fim resisténcia a quimioterapia e radioterapia (Gao &

Schottker, 2017).

Contudo a acumulacio de evidéncias indica que as espécies reativas podem agir
como promotoras ou supressoras de cancro, esta dupla funcionalidade depende do

contexto oxidativo que a célula se encontra (Gao & Schoéttker, 2017).

Além disso a bibliografia relata que o stress oxidativo incorpora uma diversidade

de fatores de risco para algumas patologias neopléasicas, reforcando a importancia das vias
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de sinalizacdo redox como novas oportunidades para reconhecer novos alvos de

tratamento e prevengdo no cancro (Gao & Schéttker, 2017).

16



Desenvolvimento

I1. Desenvolvimento

2.1. Carcinogénese

A carcinogénese € um processo de vdrias fases que envolve mutacdes em genes
criticos, seguido pela proliferacdo seletiva de células andmalas. Além disso, estas
modificacdes genéticas induzem a promocao de crescimento celular, o aumento da taxa
de divisdo celular, e a diminuicdo na taxa de morte celular programada ou apoptose.

(Klaunig & Wang, 2018)

A célula cancerigena é desta forma caracterizada por diversas particularidades
estruturais, moleculares e comportamentais. A acdo coletiva de um conjunto de alteracdes
€ essencial para o desenvolvimento maligno da célula. Desta forma, o foco fisiolégico do
cancro deve direcionar-se para a autossuficiéncia em sinais de crescimento, a
insensibilidade a sinais inibitérios do crescimento, potencial replicativo ilimitado,

angiogénese sustentada, invasao tecidual e metéstase (Klaunig & Wang, 2018).

No decorrer da proliferacao descontrolada da célula mutada, acompanhado de um
meio de instabilidade gendmica, torna-se suscetivel o aparecimento de novas alteracdes

genéticas e epigenéticas (Klaunig & Wang, 2018).

De forma a caracterizar estas mudancas, dividiu-se o processo neopldsico em trés

principais fases: iniciagdo, promog¢do e progressdo (figura 1) (Klaunig & Wang, 2018).

Oxidative stress/ damage

SN N

Repair quaptn,cj:\' Apoptosis Growth
O = g advantage
Damage Proliferation Proliferation and genetic
instability
Normal cell  Initiated cell Focal Lesion Neoplasia
Initiation Promotion Progression

Figura I - Etapas da carcinogénese (adaptado de klaunig & Wang, 2018)
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A fase de iniciacdo € causada por incidentes genotdxicos. Estes incidentes sdo
produzidos por agentes carcinogénicos fisicos, como as radia¢des e luz UV e/ou agentes
carcinogénicos quimicos com propriedades mutagénicas que provocam danos no acido
desoxirribonucleico, DNA, havendo formacgdo de alteragdes numa célula. A esta célula
mutada pode se dar o nome de célula preneoplésica, que contém alteracdes no genoma.
Nesta fase é impossivel detetar clinicamente um tumor. Para além, da exposicdo celular
ao material genotdxico, estudos relatam a existéncia de mutacdes adquiridas por erros nos
mecanismos de reparacdo de DNA, durante o processo de proliferacao celular. (Klaunig

& Wang, 2018)

Apesar desta etapa ser de cardcter irreversivel, o processo de iniciagdo €
dependente do contacto continuo com o agente genotéxico. Contudo, em ambiente in
vivo, nunca foi nitidamente identificado um relacionamento direto entre a supressdo da
exposi¢ao do agente genotéxico com a diminui¢ao do risco de cancro, exceto radiagdes.
Este tema continua controverso pela dificuldade de associar a frequéncia de exposicao de

fatores de risco com o surgimento tardio da neoplasia (Klaunig & Wang, 2018).

A fase de promocgao € caracterizada por haver clonagem seletiva da célula mutada
(pré neoplasica), observando-se um aumento na taxa de divisao e crescimento celular e/ou
uma diminuicdo da morte celular programada (apoptose)la. Este crescimento clonal
seletivo pode ser explicado através da exposi¢cdo de agentes quimicos ou fatores
fisiolégicos enddgenos, que envolve modulacio da expressdo genética que
consequentemente influencia a divisdo celular e apoptose. Resumidamente, a etapa de
promocao tumoral altera a expansdo da célula pré neopldsica para uma lesao localizada

(Klaunig & Wang, 2018).

Apesar da reversibilidade que qualifica esta etapa do processo neopldsico, os
eventos da fase de promocdo também sdo dependentes do contato continuo dos agentes

neopldsicos, igualando o ocorrido na fase de inicia¢ao (Klaunig & Wang, 2018).

ApOs a fase de promocao, ocorre transformacdes celulares e moleculares na célula
pré neopldsica transitando assim para o estado neopldsico. A etapa da progressdo é
geneticamente instdvel, irreversivel e envolve rutura da integridade cromossomica. Ao
contrario do que acontece no estdgio de promocao do tumor, a progressao € caracterizada

por ser irreversivel e independente da exposi¢do continua aos estimulos presentes na fase
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de iniciagdo e promoc¢do. E nesta fase que surge as primeiras manifestacdes clinicas

(Klaunig & Wang, 2018).

A classificagdo do processo de carcinogénese em miultiplas fases simplifica de
algum modo, a compreensdo deste processo bastante complexo, facilitando o
enquadramento da atuacdo dos vdrios fatores determinantes de cancro. Estes podem
interagir em todas as etapas do processo, ou apenas, em fases seletivas. Por exemplo, as
particulas promotoras de tumor apenas atuam na fase de promocao tumoral (Klaunig &

Wang, 2018).

2.1.2. Ciclo celular

Para que haja um bom funcionamento de organismos multicelulares
nomeadamente mamiferos, € essencial a existéncia de uma correta vigilancia e controlo
do ciclo celular. Toda a arquitetura celular de cada tecido deve conferir de modo preciso
para haver uma reproducdo fiel ao programa de desenvolvimento completo de cada

individuo (Otto & Sicinski, 2017).

As células cancerigenas sdo caracterizadas pela sua proliferacdo descontrolada,
que é, consequente da atividade aberrante, de proteinas que integram e regulam os varios

processos do ciclo celular (Otto & Sicinski, 2017).

Para compreender o processo da carcinogénese € necessario interiorizar os varios
eventos que ocorrem durante o ciclo celular, bem como os seus pontos de controlo e
regulacdo. Para a maioria das células o ciclo celular € dividido em duas etapas
fundamentais a interfase, que por sua vez inclui trés subfases identificadas como G1, S e
G2, e amitose (fase M). No entanto alguns tipos de células perdem a capacidade de dividir
por mitose a medida que amadurecem e permanecem na interfase, numa quarta fase

designada por GO (Otto & Sicinski, 2017).

A progressao no ciclo celular através da passagem de uma fase para a outra é
controlada através de fatores de regulacdo, de modo geral proteicos, que atuam nos
chamados pontos de controlo. De entre essas proteinas as que se destacam sdo as ciclinas
que controlam a passagem da fase G1 para a fase S, da fase G2 para a mitose e o ultimo

controlo durante a mitose mais propriamente na metafase (K. Purves et al., 2002).
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Estes pontos incluem a sinalizacdo de fatores de crescimento e de proteinas que
monitorizam a integridade fisica do DNA, verificando a auséncia ou presenca de danos

genéticos, possivelmente causados por ROS. (Malumbres & Barbacid, 2009)

2.1.2.1. Fase G1

O periodo entre o fim da mitose e o comeco da fase S € designado por fase G1
também conhecido por primeiro intervalo, € caracterizado pelo aumento de volume
celular e biossintese de enzimas e componentes celulares, Imediatamente apds a
conclusdo deste evento, as células que apresentam dimensdes adequadas e com a
formacdo dos componentes moleculares necessarios para as etapas posteriores cruzam
um ponto em G1 denominado por INICIO (START). Na origem deste momento a diviséo

celular torna-se irreversivel (K. Purves et al., 2002).

2.1.2.2. Fase S

Na fase S, a célula sintetiza uma cépia completa do seu DNA, através da
replicacdo ativa dos cromossomas. Nesta fase também ocorre a duplicacdo da estrutura
responsavel pela formacdo de microtibulos, os centrossomas. Esses microtibulos,
também conhecidos como fuso acromatico, ajuda na separacdo dos cromossomas através

da sua movimenta¢do durante o processo de mitose (K. Purves et al., 2002).

2.1.2.3. Fase G

Durante a segunda fase do, ou fase G2 a célula apresenta um maior volume. Nesta
fase € restabelecido os niveis de energia, ocorre a producdo de proteinas necessarias a
segregacao de cromossomas. O citoesqueleto reorganiza-se dando origem a recursos, para
a fase mitGtica. As ultimas preparagdes, devem ser finalizadas e verificadas para o comego

normal da mitose (K. Purves et al., 2002).
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2.1.2.4. Fase M

Na fase mitética (M) o processo € continuo e envolve dois processos distintos: a
mitose e a citocinese. A mitose é composta por vdrias etapas; a profase, a prometéfase, a
metafase, a andfase, a tel6fase. Em suma este processo capacita a divisdo celular,
quebrando o involucro nuclear, encaminhando os cromossomas por biorientacdo para o
plano equatorial do fuso acromadtico. De seguida, ocorre a separa¢do do cromossoma € 0s
cromatideos migram para pdlos opostos. Quando essa migracdo € finalizada as células
iniciam a remontagem e a divisao do involucro nuclear, dando-se por finalizada a mitose.
A divisao do citoplasma da célula é efetuada na citocinese por acdo do anel contratil
levando a formagdo de um sulco de clivagem que separa as células-irmas. Apds este
processo as duas novas células contém todos os compostos de uma célula completa (K.

Purves et al., 2002).

2.1.2.5. Fase Gy

Hipoteticamente podemos falar numa quinta fase da interfase, visto que nem todas
células seguem o regime cldssico do ciclo celular, no caso das células nervosas ou do
musculo cardiaco, bem como, a maioria das células constituintes de varios tecidos onde
subsiste o intervalo Gy, um estdgio inativo que espera pela estimulacdo de fatores

mitogénicos para retomar o progresso do ciclo celular (Otto & Sicinski, 2017).

Assim sendo, para manter coeréncia na arquitetura tecidual as células dum ser
humano adulto dividem-se apenas quando necessario evitando o aparecimento de lesdes

proliferativas neoplasicas (Lodish et al., 2014).

2.1.2.6. Regulacao do ciclo celular

A articulacdo e a concordancia entre o crescimento e a divisdo celular € essencial
para uma replicagdo celular saudavel, mantendo a replicacdo de DNA precisa e completa
antes de iniciar a divis@o celular. Em caso contrdrio a probabilidade de ocorrer alteracdes

genéticas aumentam exponencialmente, e se estas resultarem na perda do controlo do
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crescimento e divisdo celular, a probabilidade do surgimento do processo neopldsico sobe

radicalmente (Lodish et al., 2014) .

A descoberta de intimeras proteinas envolvidas na detecdo de danos genéticos,
bem como, na sua reparacdo durante o processo do ciclo celular, revelou significancia

relativamente ao processo de formacao de neoplasias (Otto & Sicinski, 2017).

Pesquisas demonstram a infinidade de danos possiveis ao DNA limitando a
utilizacdo de reparadores de danos genéticos por parte da célula, possibilitando a
interrupcao do ciclo celular ou a sua entrada no processo apoptético, e consequentemente

impedindo a propagacdo do erro genético (Malumbres & Barbacid, 2009).

Posto isto, as vdrias etapas do ciclo celular sdo conduzidas por proteinas quinases
dependentes de ciclinas (CDK), que atuam formando complexos com as suas ciclinas
andlogas. Fatores que promovem a carcinogénese como instabilidade gendmica,
instabilidade cromossémica e proliferacdo celular ndo programada sdo reguladas de

forma direta e indireta pelas CDK s(Malumbres & Barbacid, 2009).

A progressao do ciclo celular € monitorizada por pontos de verificacdo (CHK) que
deteta possiveis erros durante a sintese de DNA e segregacdo cromossémica. Quando
estas vias de verificacdo detetam defeitos no ciclo celular relacionados com agentes
genotéxicos, inibem as CDK’s, promovendo a interrup¢do do ciclo celular. Os fatores
mitogénicos sdo responsdveis pela ativagdo de redes de sinalizacdo intracelulares por
meio de mecanismos fosforilacdo. Estas embatem nas CDK possibilitando a célula
recuperar o progresso do ciclo celular podendo transitar da fase G1 para a fase S e da Fase

G2 para a fase M (figura 2) (Malumbres & Barbacid, 2009).
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Figura 2 - Ciclo celular e proteinas reguladoras do seu progresso; Moléculas a roxo sdo indutoras do
progresso do ciclo celular; Moléculas a azul sdo inibidoras do ciclo celular (adaptado de Otto &
sicinski, 2017)

A presenca de CDK’s anomalamente ativadas em varios tipos de cancro introduz
um possivel mecanismo de acdo para o desenho de novas drogas anticancerigenas através
da inibi¢dao das quinases dependentes de ciclinas que consequentemente interferem no

progresso do ciclo celular (Otto & Sicinski, 2017b).

Para além disso, estudos em mamiferos demonstraram que a inibi¢do de CDK néo
s6 pode levar a inibicdo do progresso do ciclo celular e consequentemente a inibi¢do do
progresso da neoplasia, como também, levar células cancerigenas a sua senescéncia ou
até mesmo a apoptose. Este fendmeno demonstra “dependéncia” das células tumorais a
presenca de CDK, suscitando a possibilidade da sua inibicdo ser seletiva apenas para

células cancerigenas, evitando tecidos sauddveis (Otto & Sicinski, 2017).

2.2. Espécies reativas derivadas do oxigénio

No sistema bioldgico o oxigénio (O2) encontra-se em lipidos, proteinas, hidratos de
carbono e aminoécidos, dcidos gordos, acucares, hormonas e vitaminas. O caminho do

O segue-se pela sua redugdo em (*O2’), por consequéncia de varios mecanismos da
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mitocondria, reticulo endoplasmético e enzimas (Hrycay & Bandiera, 2015; Z. Li,

Pearlman, & Hsieh, 2016).

Entende-se como radical livre uma molécula ou 4&tomo que se encontra num estado
de desemparelhamento eletrénico, apresentando-se altamente instdveis e com uma
elevada reatividade devido ao desemparelhamento dos eletrGes nas suas orbitais. Estas
espécies reativas sio regularmente produzidas como produtos metabdlicos, € o caso dos
derivados da degradacdo da cadeia de oxigénio denominados por espécies reativas
derivadas do oxigénio. Estes radicais livres sdo indispensdveis para a sinalizacdo de
processos inflamatérios e comunicagdo intracelular e intercelular. Estas espécies sao
principalmente produzidas como subprodutos da cadeia respiratéria mitocondrial em

troca da producio de adenosina trifosfato (ATP) (Z. Li et al., 2016).

Quando a mitocondria estd presente num ambiente aerdbico, o tropismo da-se no
sentido de producdo de ROS, em forma de anido superéxido (*O2), perdxido de
hidrogénio (H202), radical hidréxilo (OHe), radical peroxil (ROO¢) e radical hidroperoxil
(HOO¢) (Reuter, Gupta, Chaturvedi, & Aggarwal, 2010).

Sob condi¢des de hipdxia a cadeia respiratéria mitocondrial inicia o fabrico de

espécies reativas do nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO) (Reuter et al., 2010).

As principais ROS distribuem-se em dois grupos principais, os radicais livres e a sua
forma nado radical como € possivel observar na tabela 1, assim como, visualizar a
associacdo de ROS e RNS com a descricdo da sua origem e reatividade (Hrycay &

Bandiera, 2015).

Uma consequéncia do metabolismo que todos os organismos aerdbios estdo sujeitos,
em condi¢Oes de stress oxidativo, € o fato de gerar ROS. Os intermedidrios formados tais
como o radical superoxido e o peroxido de hidrogénio, pode dar origem a diversos
radicais de oxigénio téxicos, que podem causar peroxidacdo de lipidos, lesdes celular e

afetar a estrutura de proteinas funcionais (Hrycay & Bandiera, 2015; Reuter et al., 2010).
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Tabela 1. Exemplos de Espécies reativas do oxigénio - Radicais livres e ndo radical (Hrycay & Bandiera,

Reactive Oxygen Species

Desenvolvimento

2015).

Description and/or Reactivity

Free radicals

hl_'lF:H:'l'l.'ll"ildE ['i].lj.lL:].]. S0,
. ':.-J:_

COme—electron reduction state of O, fomed as a
byvproduct of the CY P-dependent microsomal
electron transpont chain: alko fonmed in reactions
catalvzed by MNADPH oxidases and santhine oxidase

Hydrmoperoxyl cadical,
HOO:

Protonated formm of O™ and more lipid soluble

Hydrosoyl radical, < OH

Exrtremdy reacuve; three—electron reduction state of
Oz primarily foremed by the Fenton reaction

Peroxyl cadical, RO

Grenerited by hydrogen atom radicil abstracgon from
a polyunsatumated farey acid by a reactive oxygen
radical species (e.g., "OH), generating a lipad radcal
(P} that then reacts wath O,

Alkereyl radical, RO

Generated by the rexction of a ipid hydroperoxide
with ferrows iron or purified CYP1A2

MNonradicals

. —

Peroxide dianion, O~

Pwo—electron reduction state of O primarily formed
bw the one-electron reduction of " (e~

Hydrogen percsade, H, 0O,

Protonated fomm of O generated by dismmuation
of superoxide amon catlvzed by superosxade

dermutase: HAOrs 18 converted to water by catalaze and
5 utilized for generation of the more highly reactive

“0OH radical

Smglet molecular oxveen
(known simply as smglet
oxygen), 'AgO,,
abbreviated as 'Qo

Highly reactive; red or infored photoemission;
nonradical singlet oxygen ('Ag()) is genermted from
the radical singlet oxvgen state | If:_: :_:i () v tially
fonmed from toplet '1{'3_1_

COrzome, Oy

Noxic oxidizmg species formed m air

Enquanto algumas destas espécies podem ser altamente reativas no organismo
interagindo com lipidos, DNA e proteinas, outras sdo reativas somente com os lipidos.
Existem ainda algumas espécies pouco reativas o peroxido de hidrogénio mas com a
(Galadari, Rahman, Pallichankandy, &
Thayyullathil, 2017; Hrycay & Bandiera, 2015).

capacidade de gerar espécies nocivas

O anido superoxido € considerado uma ROS priméria, que € rapidamente
convertida em peréxido de hidrogénio pela acdo da superéxido dismutase (SOD). A carga
negativa desta espécie derivada de oxigénio impede a capacidade de se transportar entre

N

membranas, a excecdo dos canais anionicos transmembranares. O *Oz" desempenha

funcgdes no sistema imunoldgico que consequentemente recorre a uma extensa produgdo
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deste metabolito para mecanismos dependentes de oxigénio na degradacdo de
microrganismos patologicos. Apesar de ndo ser um oxidante forte, € considerado um
percussor de outras espécies como o peréxido de hidrogénio, o radical hidréxilo e

peroéxinitritos (Hrycay & Bandiera, 2015) (Galadari et al., 2017).

O peréxido de hidrogénio tem facilidade em atravessar a membranas pelo seu
cardcter lipofilico, sendo util na sinalizacdo celular e € crucial no estado redox do meio.
O peréxido de hidrogénio nao € propriamente uma espécie reativa, contudo a sua
capacidade de atravessar membranas conjuntamente com o seu poder oxidante torna esta

espécie um potencial perigo para a estrutura celular (Toyokuni, 2016).

Na presenga de ferro, o peréxido de hidrogénio origina (O2) e (OHe) num

processo denominado reac¢do de Fenton (Toyokuni, 2016):
02" + Fe (IIT) — Fe(Il) + O2

Fe (IT) + H2O2 — Fe(Ill) + OHe + OH" (reacdo 1)

Na figura 3 € possivel visualizar a conversio do anido superéxido em peréxido de
hidrogénio através da SOD, que posteriormente pode ser convertido no radial hidroxilo
pela reag¢do de Fenton ou neutralizado em 4gua pela a acdo de catdlases (Galadari et al.,

2017).

Endogenous sources Exogenous sources
hitochondrial ETC T Radiation
MNADPH oxidase Drugs
Hanthine oxidase Chemicals
Lipoxygenase Heany metals
Cwtochrome P450 Pollutants

GPx system catalase Prx system

MNADP GSSG TRX,,. MNADHP
HGR Gpu\ Prx TerH
MNADPH GSH TRX, .4 NADPH
H,O

Figura 3 - Representacdo das fontes e conversdo de ROS (adaptado de Galadari et al., 2017)

2
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O radical hidréxilo € a espécie reativa com maior potencial oxidante e por isso o
seu tempo de semivida € muito reduzido. E a espécie reativa que mais dano provoca,

especialmente a nivel do DNA (Galadari et al., 2017).

Para além da reacdo de Fenton, com uma magnitude bastante inferior, o radical hidréxilo

pode ser obtido através da reacdo de Haber-Weiss:
*O>" + H" + H202 = O + OHe + H>O (reagao 2)

O OHe Também pode ser produzido a nivel hepatico, por reacdes oxidativas
realizadas por enzimas-CYP. Como o radical hidroxilo ndo consegue ser eliminado por
reacOes enzimaticas, apenas pode ser neutralizado por moléculas oxiddveis adjacentes.

(Hrycay & Bandiera, 2015) (Z. Li et al., 2016; Toyokuni, 2016).

O radical peroxil é formado através de reacdes que envolvem radicais hidroéxilo,
onde este inicialmente adquire um protao de hidrogénio a partir de residuos de cadeias
poli-insaturadas de acidos gordos. Consequentemente € libertado um radical de 4cido
gordo (Re) que reage rapidamente com O». O radical peroxil tem a capacidade de reagir,
oxidando proteinas membranares, colesterol e cadeias de acidos gordos (Hrycay &

Bandiera, 2015).

2.3. Fontes de ROS

O potencial reativo destas espécies, que danificam vdrias estruturas celulares
conduzindo a alteragdes funcionais, levou a uma extensa procura pelas varias vias e
mecanismos possiveis de producio de espécies reativas. ROS e RNS intracelulares, sdo
geradas através de organelos tais como, o reticulo endoplasmadtico, as peroxissomas, a
mitocOndria e enzimas como NADPH oxidase (NOX), a xantina oxidase (XO), a
lipoxigenases (LOX), a cicloxigenases (COX) e o citocromo p450 (figura 4) (Galadari et
al., 2017).
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Figura 4 - Fontes intracelulares de ROS e RNS (adaptado de Gao & Schottker, 2017)

Estes mecanismos podem ser fortemente influenciados por fontes exdgenas como
a exposicdo a radia¢des ultra violeta, medicamentos como citotoxicos, nicotina entre
outros produtos quimicos, poluentes tais como, radicais livres provenientes da camada de
ozono, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos e compostos organicos volateis
provenientes de centrais elétricas, veiculos a motor, incéndios e inceneragao de residuos.
Fatores como a acumulagdo de ides metélicos, processos inflamatoérios e exercicio fisico
excessivo também tem um papel preponderante no desenvolvimento de stress oxidativo

celular ().

2.3.1. Organelos Produtores de ROS e RNS

2.3.1.1. Mitocondria e cadeia respiratoria

As mitocOndrias (figura Y) sdo organelos intracelulares presentes em células
eucaridticas, a sua evolucdo foi proposta a partir dum fenémeno endossimbidtico entre
bactérias aerdbicas englobadas com células pré-eucaridticas. Desempenham um
importante papel na respiracdo celular e consequentemente na producio de energia sob a
forma de adenosina trifosfato, induzem e regulam a producdo de espécies reativas do

oxigénio, regulam a apoptose e sintetizam intermedidrios necessarios a producdo de

biomassa (K. Purves et al., 2002; Srinivasan, Guha, Kashina, & Avadhani, 2017).
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As mitocondrias encontram-se em concentragdes diferentes, proporcionalmente a
necessidade metabdlica de cada espécie de célula eucariota (Fuentes, Araya-Maturana, &

Urra, 2019; Srinivasan et al., 2017).

Apresentam uma estrutura de dupla membrana lipidica com o espaco
intermembranar a separd-las. Este organelo € limitado por uma membrana externa que
contem protefnas que operam como canais de trocas idnicas, transportadores, recetores e
componentes da cadeia de transporte de eletrdes, e apresentam uma membrana interna
com uma configuracdo invaginagdes para o interior denominadas cristas, esta membrana
entra em contacto com a matriz mitocondrial, zona onde ocorre o processo de fosforilacdo
oxidativa. Na matriz mitocondrial estdo presentes, o0 DNA mitocondrial (mtDNA),
ribossomas, granulos e ATP sintases e enzimas que entram na fosforilagao oxidativa (K.

Purves et al., 2002; Lodish et al., 2014).

Complexos F F,

Espacgo Cristas
intermembranas

Membrana Jungdoes das cristas
externa

Membrana

Figura 5 - Estrutura anatomica da mitocondria (adaptado de Lodish et al., 2014)

Quando o ambiente € aerdbio e a célula necessita de suprimir as suas necessidades
energéticas ocorre o processo designado como respiracdo celular. Este processo €
composto essencialmente por cinco etapas, a decomposi¢do de glicose em piruvato pela
acdo de enzimas citosolicas (etapa I ou glicélise), que ocorre no citoplasma celular. Ja na
matriz mitocondrial os produtos da reagcdo da etapa I como o piruvato é degradado numa
coenzima, denominada por coenzima A (CoA) produzindo diéxido de carbono e acetil

coenzima A (acetil CoA) (etapa II) (K. Purves et al., 2002; Lodish et al., 2014).

Parte da energia da oxidacdo da primeira etapa € preservada pela redugdo de

NAD+ para NADH + H*. A reagdo entre o acetil CoA, e o dcido oxaloacético é o ponto
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de partida para o inicio de inimeras reagdes quimicas do ciclo de 4cido citrico (etapa I1I)
onde se promove a oxidacdo do grupo acetil em dois d&tomos de carbono, produzindo
dioxido de carbono e gerando trés moléculas de NADH+H* e uma FADH,.
Posteriormente e ja nas cristas mitocondriais, estas moléculas de NADH+H" ¢ FADH>
entram na cadeia transportadora de eletrdes, constituida por ubiquinona e citocromo C
(etapaIV), e composta por quatro complexos proteina-lipidos. E por fim a sintese de ATP

(etapa V) pela acdo da ATP sintase. (Purves et al., 2002; Moreira, 2013).

A respirac@o mitocondrial € constituida por quatro complexos proteina-lipidos que
conectam o movimento de eletrdes ao bombeamento de protdes, até chegar a génese de
ATP, sendo eles o complexo I (NADH-ubiquinona oxiredutase), o complexo II
(succinato-CoQ redutase), o complexo II (CoQH»-citocromo ¢ oxidoredutase) e por fim
o complexo IV (citocromo ¢ oxidase) (Ferreira, Aguiar, & Vilarinho, 2008; Moreira,

2013).

e i
%] A i R g
indy - | Paaimisrana snimsgmdial invem
Gligose
2 WAL -y £ tapan = -
2 MADH =~ 2 AT cos e
: Uil : ; N
2 Piruvato = Piruvato — = =" = Aot o — o : 4 =X Cilig Tl +2 00
e ; | Ciela da solda -~
Agido graza Trans RN MAD MADH Lo~ TeALXM \ it ;J -
BIw+ | j s paDe \ o [
HEGoA | : s, | = FADMg o A -
ANP & A “ome——" FADHZ %
LG o RAD ¢
= i
o tan - : 3 MAGH (LI —
Graxo A3 -
o Eaps W Exapa IV =
JMADH [ NN s AT BT gty TP
-_ Budginuto 1 ADP- Y - ADP
";'}i___D' NEeTeaz M .iﬂz « Hal | I m"‘,.l
e R : U i L
[ I::Tm‘ b 'if‘" \'-._‘FU"'I'JWID"I;.E.._“::U Ly & “aH
b I [m[T] 'ﬁﬁ'fpill | Tnd 1 3 H* =g =
1 | e
1 EE) L L | L .
Lyt 3h
Oadaln transportadnds da slétrons Complens FF,

Figura 6 - Resumo da oxidagdo aerobia de dcidos gordos e da glicdlise (Lodish et al., 2014)

2.3.1.1.1. Complexo I
No complexo I (NADH-ubiquinona oxiredutase), os eletrdes de alta energia
transportados pelo NADH e FADH; (na etapa III) sdo transferidos para coenzima Q-

citocromo ¢ (Complexo III), favorecida pela atuagdo do complexo NADH-CoQ redutase

(figura 6) (Ferreira et al., 2008; Lodish et al., 2014; Moreira, 2013).
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Figura 7 - Resumo do caminho efetuado pelos protoes e eletroes no complexo I (adaptado de Lodish et
al., 2014)

Este complexo € composto por quatro subdominios e encontra-se num formato em
L, com o braco integrado na membrana levemente curvado. Possui mais de quarenta
subunidades quem beneficiam como intermedidrios de eletrdes. A flavina
mononucleotideo (FMN) derivado do dinucle6tido de flavina e adenina (FAD), que se
encontra na extremidade periférica, zona de ligacdo do NADH capta os eletrdes doados
por NADH e transfere-os para os aglomerados de Ferro-enxofre (Fe-S). Nesta fase os
eletrdes sdo captados pela ubiquinona na parte interna da membrana. A FMN neste

processo bombeia quatro protdes para o espaco intermembranar (Lodish et al., 2014).
A reagdo global do complexo I di-se por:

NADH + COQ + 6H+(internos) 4 NAD+ + H+ + COQH2 + 4H+(externo) (I'ea(;‘ﬁo 3)
(Reduzido)  (Oxidado) (Oxidado) (Reduzido)

2.3.1.1.2. Complexo II

No complexo II a succinato-CoQ redutase oxida a molécula succinato a fumarato
com a libertacdo de dois eletrdes, este fendmeno acontece paralelamente no ciclo do 4cido
citrico, havendo por isso um acoplamento deste ciclo a cadeia de transporte de eletrdes.
Estes seguem caminho pelo dinucleétido de flavina e adenina FAD e sdo posteriormente

transferidos para centros Fe-S. A reacdo geral deste complexo entende-se por:

Succinato + CoQ — fumarato + CoQH2 (reacdo 4)

(reduzido) (oxidado)  (oxidado) (reduzido)
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Este complexo (figura 2) encontra-se na face interior da membrana interna, é
formada por quatro subunidades e apesar do diferencial energético ser negativo, a energia

libertada € insuficiente para bombear protdes para o espacgo intermebranar (Lodish et al.,
2014).

Complexo 11

Succinato Fumarato + 2H "

Swuccinato-Co} redutase
[complexo 11)

Figura 8 - Resumo do caminho efetuado pelos protoes e eletroes no complexo Il ((adapado de Lodish et
al., 2014)

2.3.1.1.3. Complexo IIT

O Complexo III também conhecido por CoQH»-citocromo c¢ oxiredutase
composto por onze subunidades, realiza uma série de eventos denominados ciclo Q

(figura 9) (Lodish et al., 2014).

Erging 6aj2al
intermembranas

coaH, —il- El - coa

(2e}) E

CoQ El - coaH,
=, (Z'e7)
Matriz ;
2Ht

CoQOH, -citocromo ¢
redutase (complexo )

Figura 9 - Resumo do ciclo Q do complexo 11l mitocondrial (adaptado de Lodish et al., 2014)
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Desta forma, ocorre uma reacdo de oxidacdo da CoQH; gerada anteriormente no
complexo I ou no complexo II, estes eletrdes sdo libertados no local dos condutores Qo.
Estes condutores transferem os eletrdes para os centros de Fe-S ou de forma alternativa

para o citocromo by, (Lodish et al., 2014).

Na primeira op¢ao os eletrdes chegam ao citocromo ¢ reduzindo-o, através do
intermedidrio citocromo ci. Na segunda alternativa os eletrdes através do citocromo by,

tém como destino a ubiquinona por meio do citocromo by (Lodish et al., 2014).

O diferencial energético do complexo III € suficientemente negativo para bombear
2 protdes para o espaco intermembranar por cada citocromo ¢ reduzido (Lodish et al.,

2014).
A reagdo global do complexo (III) d4-se por:

CoQH: + 2Cit ¢** + 2H* Ginterno) = CoQ + 2Cit c** + 4H (exterion (reagdio 5)

(Reduzido) (Oxidado) (Oxidado) (Reduzido)

2.3.1.1.4. Complexo IV

O 1ltimo complexo na cadeia transportadora de eletrdes é o complexo IV ou
citocromo c oxidase, e € constituido por treze subunidades distintas mas aparentemente o

processo catalitico apenas ocorre em 3 subunidades.

A reacdo que expressa o complexo IV é:
4 Cit ¢** + 8H* (interno) + O2 = 4Cit ¢** + 2H20 + 4H* extemoy  (reagio 6)
(reduzido) (oxidado)

Citocromo c¢ oxidase vai reoxidar as moléculas de citocromo c reduzido
produzidas no complexo III, enquanto os eletrdes sdo transferidos do citocromo ¢ para o
O aceitador final na cadeia Para a haver reducao de O2em H>O € necessério oito protdes,
em que, quatro sdo bombeados pela subunidade 1 e quatro disponiveis no substrato da

matriz mitocondrial, como demonstrado na figura 9 (Lodish et al., 2014).
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Espagco
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Figura 10 - Fluxo de protdes e eletroes no complexo IV mitocondria (adaptado de Lodish et al., 2014).

A subunidade 1 estd diretamente ligada aos grupos heme dos citocromos a e az e
a um centro de cobre (Cup>") a sua funciio é aceitar eletrdes e redireciona-lo para o
oxigénio. A subunidade 2 composta por centro de cobre (Cu,>*) e é o ponto de liga¢io do
citocromo c¢ reduzido, redirecionando os eletrdes para o citocromo a localizado na
subunidade 1. A subunidade 3 cede oxigénio para o interior do complexo IV
possibilitando assim todos os materiais necessario para produgdo de dgua e de energia.
Neste complexo forma-se espécies derivadas do oxigénio que ficam ligadas ao centro

binuclear formado pelo grupo (Cuy>*) e o citocromo as (Lodish et al., 2014).

Como referido anteriormente a mitocondria € considerada a principal fonte de
ROS e RNS, como consequéncia da transferéncia de eletrdes da cadeia respiratdria
mitocondrial. Estima-se, mediante a cadeia de transporte de eletrdes, os complexos com
maior contributo para a génese de ROS € a NADH-ubiquinona oxiredutase (complexo I)

e ubiquinona-citocromo c oxiredutase (complexo III) (Gao & Schéttker, 2017).

A instabilidade gendmica no DNA mitocondrial (mtDNA) e no DNA nuclear
provocada por excesso de ROS pode levar a alteragdes metabolicas mitocOndrias,

conduzido a inflagdo destas moléculas (Gao & Schottker, 2017).
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Estas alteracdes metabdlicas tém sido sistematicamente associados a uma grande
diversidade de neoplasias, devido a producdo acrescida do anido superdxido por

mitocOndrias mutadas (Galadari et al., 2017).

2.3.1.2. Reticulo endoplasmatico

7

Outra estrutura responsdvel pela producdo de ROS e RNS € o reticulo
endoplasmadtico. Organelo indispensdvel na funcdo celular eucariota, € constituido por
uma rede extensa de microtibulos. O compartimento interior do RE, conhecido como
lumen, é separado e diferente do citoplasma que o rodeia. Existem dois tipos de RE, o
rugoso e o liso. Esta denominagdo € atribuida a presenca de ribossomas na fase externa
das suas membranas, conferindo um aspeto rugoso quando observado ao microscépio
eletrénico. Da sua responsabilidade € englobada, o processo de enrolamento de proteinas,

biossintese, translocacdo (Farooqi et al., 2015; K. Purves et al., 2002).

As proteinas entram no RE, de forma a iniciar o processo de enrolamento. Quando
este processo nao ocorre num periodo de tempo especifico, as proteinas sdo
reencaminhadas para a via de degradacdo dos lisossomas ou protedlise (Zeeshan, Lee,

Kim, & Chae, 2016).

No momento em que a homeostase celular é comprometida, sucede a agregacio
de proteinas nao enroladas levando a um estado de stress do reticulo endoplasmatico. De
forma a restaurar o equilibrio, o organismo recorre a uma cascata de rea¢des, denominada
de resposta a proteina ndo enrolada, que funciona como uma resposta citoprotetora. Em
casos extremos de stress do RE a reposta a proteina nio enrolada pode desenvolver

caracteristicas citotoxicas, induzindo a célula a apoptose (Zeeshan et al., 2016).

Por meio de uma rede complexa de intermediarios o reticulo endoplasmatico em
condi¢Oes de stress pode promover a produgdao de ROS e RNS. A sua associacdo a este
tipo de espécies estende-se também pela libertacdo de ides nomeadamente o ido célcio
que poténcia a producdo de ROS e RNS derivadas dos fendmenos mitocondriais (Tse,

Yan, Chan, Tian, & Huang, 2016)
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Figura 11 - Representacdo da comunicagdo redox do reticulo endoplasmdtico (adaptado de Zeeshan et
al., 2016)

2.3.1.3. Peroxissoma

O peroxissoma, ¢ mais um organelo celular que se insere no grupo de produtores
de espécies reativas, € delimitada por uma tinica membrana, sendo que em alguns casos,
apresentam uma estrutura cristalina interna denominada de nucledide. Esta estrutura é
formada pela acumula¢do de uma determinada enzima peroxissémica, a urato oxidase,
que se cristaliza no seu interior. Este organelo tem um papel polivalente e importantissimo
nao s6 na produg¢do como também na decomposicio de ROS e RNS (Antonenkov,

Grunau, Ohlmeier, & Hiltunen, 2010).

O alto teor de enzimas oxidativas, tais como a D-aminoacido oxidase e a urato
oxidase, que se encontram armazenadas nos peroxissomas sdao responsiveis pelo
consumo peroxissomico de Oz e pela producdo do anido superdxido, peroxido de

hidrogénio, radical hidréxilo e 6xido nitrico (Schrader & Fahimi, 2006).

A urato oxidase € uma enzima presente na maioria dos animais, exceto na espécie

humana. Este facto ocorre devido a presenca de mutacdes de genes e impede a codificagcdo
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de urato oxidase funcional. Estima-se que a perda de atividade desta enzima esteja

associada a fator protetor contra ROS (Schrader & Fahimi, 2006).

Dentro das enzimas peroxissdmicas, a acetil-CoA oxidase entra na f-oxidacdo de
cadeias longas de 4cidos gordos, contribuido para a formacdo H>O» e acetil-coenzima A,
que posteriormente € enviada para o citoplasma celular podendo ser utilizada em rea¢des
de sintese ou para o fornecimento de energia nas mitocondrias. Estes, dois exemplos
demonstram uma pequena parcela da infinidade de enzimas que habitam nos
peroxissomas entrando em varios processos do metabolismo celular (Antonenkov et al.,

2010; Schrader & Fahimi, 2006).

2.3.2. Enzimas Produtoras de ROS e RNS

2.3.2.1. NADPH-oxidase (NOX)

O complexo enzimdtico denominado NADPH-oxidase (NOX) é composto por
sete moléculas distintas, (NOX 1-5) e duas moléculas homélogas, dupla oxidase (DUOX
1-2). Estas espécies de enzimas encontram-se acopladas a membrana plasmatica (Gao &

Schottker, 2017)

Inicialmente acreditava-se que haveria exclusividade das NOX’s em células
fagocitarias com funcgdo protetora do hospedeiro contra microrganismos, no entanto
foram encontradas numa infinidade de células diferentes, incluido no epitélio neoplasico
do pulmdo. A NOX 4 € expressa em células endoteliais do cortex renal e em células no
cancro do pulmado, cérebro e ovarios. Enquanto a NOX1 e DUOX2 estdo inteiramente
ligadas ao carcinoma coloretal, cancro pancredtico e doencas inflamatdrias intestinais

(Han et al., 2016).

A responsabilidade de producdo de ROS € repartida em cada membro da familia
NOX, o anido superoxido € produzido pela NOX 1-3 e NOX 5, em contra partida o
perdxido de hidrogénio € do encargo NOX 4 e DUOX1-2 (Han et al., 2016).

A producdo de ROS e a interferéncia de vias de sinalizag¢do celular causadas pela
sobre expressdo de NOX1 esta associada na inibicdo de fatores de supressdo tumoral

como a p53 (Gao & Schottker, 2017).
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2.3.2.2. Cicloxigenases (COX)

As cicloxigenases (COX) sdo enzimas essenciais em processos inflamatorios e
outras condicdes fisiopatologicas, existem trés isoformas desta enzima, que sao expressas
por genes diferentes, COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-3 é uma derivacao da COX-1,

contudo ndo € expressa em humanos (Gao & Schottker, 2017).

Ambas sao expressas na grande maioria dos tecidos, e participam na sintese de
eicosanoide através da metaboliza¢do do 4cido araquidonico, originando posteriormente
prostaglandinas e tromboxanos. Estes sdo derivados de cadeias de 4cidos gordos que
regulam varios processos e fun¢des a nivel microscopico, como a nivel macroscépico

(Kumar, Kumar, & Kaur, 2012).

As prostaglandinas por sua vez, desempenham um papel fundamental na
promocdo e na resisténcia tumoral, devido a sua acd@o pro6 inflamatéria (Gao & Schottker,

2017).

Apesar da COX-2 ser codificada em varios tecidos distintos, esta enzima € quase
indetetdvel e a sua expressdo é fortemente influenciada por citoquinas, endotoxinas e
outros fatores de transcri¢do. Foram relatadas, vdrias associacdes desta isoforma a
processos inflamatdérios patogénicos, como doenca a inflamatéria pulmonar (Kumar et

al., 2012)

Desta forma, cicloxigenase é cada vez mais um fator a contabilizar na pesquisa de
novas terapéuticas para o cancro, ndo s pelo seu papel no processo inflamatério mas

também pela producio de hidroperdxidos lipidicos (Kumar et al., 2012).

O consumo de glutationa reduzida por parte das enzimas cicloxigenases provoca
stress oxidativo e consequentemente incitam respostas inflamatdrias através da ativagao

de fatores de transcri¢do como NF- Kb, AP-1 e STAT-3 (Gao & Schottker, 2017).

2.3.2.3. Lipoxigenase (LOX)

O 4cido araquiddnico € similarmente metabolizado por lipoxigenases (LOX) a

semelhangca da cicloxigenase. No entanto, distintamente das COX, as lipoxigenases
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originam leucotrienos, outros eicosanoides derivados de cadeias de dcidos gordos e ROS

como subproduto da oxida¢ao (Cho, Seo, & Kim, 2011).

No ser humano, foram encontradas seis enzimas funcionais e diferenciadas de
lipoxigenases, 5-LOX, 12-LOX, 12R-LOX, 15-LOX, 15-LOX-2 e ELOX-3, esta
classificacdo da-se pela posi¢ao de inser¢do do oxigénio no dcido araquidénico (Gao &

Schottker, 2017).

Existem trés tipos bem definidos de 12-LOX, as plaquetérias, as leucocitdrias e as
epidérmicas. Apesar de os detalhes do mecanismo de sinalizacdo entre 12-LOX e NOX
ndo serem bem estabelecidos, estas lipoxigenases conseguem mediar a producdo e
migracdo de ROS através da NADPH-oxidase. Existem vérios relatos da atuacdo 12-LOX

no adenocarcinoma do colon através da instigacdo de NOX (Cho et al., 2011).

A 5-LOX sendo a isoforma com maior ndmero de estudos, também esta envolvida
na producdo de leucotrienos e ROS através da metabolizacdo do 4cido araquiddnico.
Especificamente os eicosanoides da LOX-5 estdo associados a proliferacdo celular e
angiogénese. Para além disso a sua sobre expressao estd envolvida em vdrias doengas
oncoldgicas e neurodegenerativas. A ativagdo descontrolada LOX-5 € ainda envolvida
em crises oxidativas nos fibroblastos (Catalano, Rodilossi, Caprari, Coppola, & Procopio,

2005; Gao & Schottker, 2017).

Devido ao carécter de atuagcdo das enzimas que entram no metabolismo de acido
araquiddnico, anti inflamatérios ndo esteroides como a acido acetilsalicilico, naproxeno
e ibuprofeno, inibidores seletivos da COX -2 como etoricoxib e celecoxib, e anti-
leucotrienos como o montelucaste, sao consideradas, cada vez mais, principios ativos com
maior potencial naquela que se acredita ser uma nova gama de terapias anti tumorais (Cho

et al., 2011; Gao & Schottker, 2017).

2.3.2.5. Oxido nitrico sintases (NOS)

A familia enzimatica de Oxido nitrico sintases (NOS) € a principal fonte de
espécies reativas de nitrogénio, catalisam o aminodcido L-arginina, originando radicais
de 6xido nitrico como produtos da reagdo. Este grupo enzimético é constituido por trés

principais isoformas, NOS neurais (nNOS), NOS endoteliais (eNOS) e NOS indutiveis
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(INOS). A forma nNOS distribui-se principalmente pelo tecido neurolégico
desempenhando func¢des sinalizacdo neuronal, a segunda forma localiza-se nos tecidos
endoteliais do sistema vascular, entrando em mecanismos de regulacdo de pressdao
arterial, estas sdo extensivamente reguladas e estimuladas pela intera¢io entre Ca®* e
calmodulina, enquanto iNOS, concentram-se nos macréfagos e neutréfilos, dependendo
assim de estimulacdo imunoldgica, expressando-se em altos niveis sob condicdes
fisiopatoldgicas, contribuido para mecanismos de morte celular (de Oliveira et al., 2017;

Figueroa et al., 2016; Schrader & Fahimi, 2006).

2.3.2.6. Citocromo P450

O grupo de enzimas classificado por citocromo p450 € uma fonte indispensavel
de espécies reativas derivadas do oxigénio. Estas enzimas desempenham fungdes de
metabolizagdo de compostos enddgenos e xenobidticos, sdo conhecidas na comunidade
farmacéutica por metabolizar firmacos, drogas entre outros produtos quimicos. Cré-se
que ao longo do tempo, o aumento dos niveis de oxigénio atmosférico levaram a uma
evolucdo destas enzimas em organismos multicelulares. A atividade desta familia
enzimdtica ¢ dependente da performance e da concentragdo de NADPH, oxigénio

molecular e do sistema de transporte de eletrdes (Hrycay & Bandiera, 2015) .

Na espécie humana, as CYP localizam-se no reticulo endoplasmaético liso,
peroxissomas e citoplasma, encontram-se em varios tipos de células sendo com maior
relevancia nos hepatdcitos e em certos 6rgdos como timo, pancreas e intestino (Go,

Hwang, & Choi, 2015).

Estas enzimas, desencadeiam a reducao de hidroperéxidos bioldgicos, dentro dos
quais, hidroperéxidos lipidicos, hidroperdxidos esteroides, hidroperéxidos orgénicos e
peroxido de hidrogénio. Funcionam como oxidases terminais no final da cadeia de
transporte de eletrdes. O grupo prostético heme contido nas CYP desempenha um papel
indispensavel na atividade enzimadtica, local onde sdo recebidos eletrdes, anteriormente
adquiridos por parte da flavoproteina NADPH. A atividade do citocromo p450 € cada vez
mais relevante no equilibrio do plano de patologias neopldsicas, ndo sé devido a sua

capacidade de produzir ROS como também na metaboliza¢@o e interacdo com farmacos
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destinados ao tratamento do cancro (Hrycay & Bandiera, 2015; Khan, Wajid, & Khan,
2016).

2.4. Antioxidantes

OS niveis elevados de ROS podem desencadear carcinogénese e em toxicidade

extrema pode levar a morte da célula (Moloney & Cotter, 2018).

Para equilibrar esses niveis o organismo utiliza moléculas antioxidantes de
origem enzimdtica e ndo enzimdtica. Os antioxidantes sdo essenciais para manter a
homeostase celular e permitir a sobrevivéncia e sinalizacdo celular normal. As células
cancerigenas apresentam niveis de ROS mais elevados comparativamente com células
normais, esta diferenca resulta na estimulacdo de produgdo de antioxidantes na tentativa
de contrabalancar o acréscimo de stress oxidativo. Em suma, quando ocorre um
desequilibrio do ambiente celular, a célula desencadeia varias reagdes de modo a ativar
diversos mecanismos de defesa. A figura 12 representa a producdo e regulacio de ROS

(Moloney & Cotter, 2018; Prasad, Gupta, & Tyagi, 2017).
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Figura 12 - Representagdo da produgdo e regulacdo de espécies reativas do oxigénio (adaptado de
Moloney & Cotter, 2018)

A defesa celular antioxidante compreende mecanismos de prevencao, onde se
impede a reatividade dos radicais livres, mecanismos de reparacdo, que se envolvem na
interrupcao de reagdes de oxidacdo e por fim mecanismos de inativacdo que englobam a

eliminacgdo de estruturas danificadas (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Desta maneira, os antioxidantes dividem-se em dois grupos, os enddgenos e
exdgenos (antioxidantes provenientes da dieta). Dentro do grupo dos antioxidantes
endégenos, ainda se podem dividir em enzimdticos € ndo enzimaticos. Moléculas nao
enzimdticas compreendem vitaminas (C e E), flavonoides, albumina, transferrina,
glutationa, enquanto particulas enzimaticas incluem, a superoxido dismutase (SOD),
superoxido redutase (SOR), catdlase, glutationa peroxidase (GPX), peroxirredoxina

(PRX) e tiorredoxina (TRX). Estas moléculas sdo responsdveis por eliminar espécies
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reativas do oxigénio como o peréxido de hidrogénio e o anido superdxido, por eventos de
reducdo, de modo a manter os niveis necessdrios a sinalizacao celular (Moloney & Cotter,

2018).

2.4.1 Primeira linha de defesa antioxidante

A primeira linha de defesa antioxidante atua na prevengdo de formacgao de
espécies reativas sendo responsdvel pela limitacio da producio de ROS, como
demonstrado na figura 13. Esta gama de antioxidantes inclui proteinas ndo enzimaticas
de ligacdo metdlica, como a ceruloplasmina, ferritina, transferrina e albumina, que
sequestram ides metdlicos de transicdo, detendo a capacidade do organismo em promover
a formacdo de espécies reativas. Para além das moléculas mencionados anteriormente, as
enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPX), glutationa
redutase (GR) e peroxirredoxinas (PRX) também representam um papel crucial na

prevencao da formacao de moléculas reativas (Ighodaro & Akinloye, 2018).
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Figura 13 - Representacdo da primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo (adaptado de
Ighodaro & Akinloye, 2018)

Dentro dos antioxidantes endégenos, a superéxido dismutase assume relevancia
pelo fato de reduzir o anido superdxido em peroxido de hidrogénio. Existem trés
isoformas de SOD, como, a superéxido dismutase que contem cobre/zinco (SODI1),
encontrada no citosol, a superéxido dismutase que contém magnésio (SOD2) presente na
parte interna da mitocondria e a superoxido dismutase extracelular (SOD3) ( Moloney &

Cotter, 2018).

Os restantes antioxidantes enddgenos assumem a responsabilidade de
neutralizar o per6xido de hidrogénio, convertendo-o em dgua e em moléculas de oxigénio.
As propriedades primérias dos antioxidantes surgem pela presenca de grupos bissulfetos

(-SH) nestas moléculas (Babula et al., 2012).
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2.4.2 Segunda linha de defesa antioxidante

A segunda linha de defesa envolve antioxidantes ndo enzimdticos, € sdo
caracterizadas por serem capazes de inativar rapidamente espécies reativas e particulas
oxidantes, tais como, 4cido ascorbico, dcido trico e glutationa como hidrofilicos e

tocoferol e ubiquinol como lipofilicos (Muftuoglu, Mori, & Souza-Pinto, 2014).

2.4.3 Terceira linha de defesa antioxidante

A terceira linha de defesa atua sobretudo nos danos causados por espécies
reativas, empregando mecanismos de reparacdo. Estes mecanismos acontecem pela acao
de antioxidantes enzimdticos que para reparar alteragdes no DNA, proteinas danificadas,
interromper a propagacdo de radicais peroxil-lipidicos, consertar moléculas celulares

danificadas e combater lipidos oxidados. (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Ighodaro & akinloye (2018) preconiza a existéncia de uma possivel quarta linha
de defesa, descrevendo antioxidantes envolvidos em mecanismos de adaptacdo que
utilizam sinais necessarios a producao e a reacdo de radicais livres, que impedem a reagao
destes. Estes sinais induzidos pelos préprios radicais livres promovem a formacao e o

transporte de antioxidante para o local certo (Ighodaro & Akinloye, 2018).

A nutricdo tem uma grande influéncia na funcdo antioxidante. Na dieta
encontram-se vdrias formas de antioxidantes exdgenos como os polifendis (flavonoides,
acidos fenodlicos), vitaminas (E e C), carotenoides e alguns minerais como o zinco, cobre
e selénio. Estes por norma encontram-se em frutas, vegetais, frutos secos e bebidas como
chd e café. O trabalho conjunto destas substancias com os antioxidantes endogenos € um
fator chave para a defesa e satude celular. Os seus beneficios também incluem o atraso de
senescéncia celular e ajuda em diversas patologias como doenca cardiovascular e diabetes
(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018; Zujko, Witkowska, Waskiewicz, & Sygnowska,
2012).

Selecionando a linha de antioxidantes endégenos ndo enzimdticos, as proteinas

de ligacdo metdlica como a albumina, ceruloplasmina, metalotioneinas, ferritina,
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mioglobina, transferrina e lactoferrina, foram os primeiros antioxidantes enddgenos
relatados e sdo os principais responsdveis pelo aporte antioxidante no plasma

(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

As propriedades dos antioxidantes endégenos ndo enzimaticos sdao explicadas
pela capacidade de ligacdo a i0es metdlicos. Estes quando estdo em estado redox podem
ser excessivamente pré-oxidantes reagindo com perdxido de hidrogénio catalisando
formacdo de espécies reativas derivadas do oxigénio na reacao de Fenton. Algumas destas
proteinas como a albumina conseguem ser verdadeiras sequestradoras de espécies
reativas, devido a grupos de cisteina livres. Desta forma acabam por ser responséveis pela
eliminacdo de radicais hidroxilo (OHe¢) (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018; Taverna,

Marie, Mira, & Guidet, 2013).

Ja a transferrina, a ferritina e a lactoferrina atuam como inibidores de radicais
livres que constituem a rea¢ao de Fenton. Em contra partida, a ceruloplasmina pode atuar
como um inibidor de espécies reativas ligando-se a ides metdlicos como Cu®**e Fe?

(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Outros exemplos de antioxidantes internos nao enzimaticos sao:

e A Coenzima Qio que tem a sua atividade no transporte de eletrdes tanto na cadeia
respiratoria mitocondrial como no transporte de eletrdes fora da mitocondria. Tem
ainda um papel importante nas reagdes redox das desidrogenases, citocromos e
outras proteinas nado-heme. Esta encontra-se na maioria dos tecidos e as suas
caracteristicas antioxidantes reproduzem-se apenas na sua forma reduzida ubiquinol
(CoQioH) que permite a sua ligacio com moléculas de hidrogénio, formando
radicais livres de ubisemiquinona (CoQioHz). Estes radicais por sua vez tém
propriedades antioxidantes capazes de reagir com formas de oxigénio molecular e
potenciar a reducdo do tocoferol (forma reduzida de tocoferol apresenta fortes
caracteristicas antioxidantes). Normalmente, baixas concentracdes séricas de
coenzima Qo, estdo associadas a doencgas cardiovasculares, diabetes mellitus e
cancro. Alguns estudos demonstram beneficios clinicos na utilizagdo de
suplementos com CoQ10, em utentes com doenga arterial corondria, bem como na
prevencao antioxidante contra o enfarte agudo do miocardio, pela capacidade de

diminuir o stress oxidativo e pela capacidade de aumentar a atividade de enzimas
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antioxidantes (Bentinger, Tekle, & Dallner, 2010; Blatt & Littarru, 2011; Cooney et
al., 2011; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018);

Outro antioxidante endégeno ndo enzimdtico é a glutationa (GSH) que é um
composto de baixo peso molecular e constituido por trés aminodcidos como a
glicina, a cisteina e o dcido glutamico. Tal como a coenzima Q10, a GSH também ¢
sintetizada em muitos tecidos distintos, no entanto, produzem-se mais nos
hepatdcitos. As moléculas de glutationa podem apresentar-se na sua forma reduzida
ou na sua forma oxidada, sendo a primeira a forma a mais prevalente. Estas
moléculas podem ser encontradas em altas concentragdes no citoplasma,
mitocOondria e nicleo, apresentando menores concentragdes no reticulo
endoplasmadtico. Quando comparadas as concentracoes de GSH o meio intracelular
em relacdo extracelular, constata-se que existe uma maior prevaléncia a nivel
intracelular ( Lowe & Lin, 2000; Samuelsson, Vainikka, & Ollinger, 2011).
O papel da GSH varia consoante a sua concentracao, podendo funcionar
como um potente antioxidante contra ROS, atuando nos processos de
eliminacdo e de desintoxicac¢ao de xenobidticos, assim como em processos
inflamatérios através de mecanismos metabdlicos de prostaglandinas e
leucotrienos. Dentro das suas funcionalidades como antioxidante a
glutationa atua em vdrias linhas de defesa contra o stress oxidativo,
podendo participar na eliminagao de espécies reativas € a0 mesmo tempo,
atuar em processos de reparagdo tanto em células danificadas, como em
proteinas ou até mesmo regenerar pequenas moléculas como vitamina C e
E (Alli, Kehinde, Kosoko, & Ademowo, 2014; Chatterjee, 2013; Maiuolo,
Oppedisano, Gratteri, Muscoli, & Mollace, 2016; Mironczuk-
Chodakowska et al., 2018).

O 4cido urico é também um composto organico ndo enzimdtico de baixo peso
molecular que atua como antioxidante hidrofilico. Este € gerado durante os
processos metabolicos das purinas. O ser humano ao contrdrio de outras espécies €
incapaz de metabolizar o 4cido drico, usufruindo da sua grande capacidade de
eliminacdo de uma alta por¢do de espécies reativas, incapacitando a génese de
radicais livres através da inibicdo da reacdo de Fenton e Haber-Weiss. Além disso,

o 4cido trico promove protecdo a vdrias enzimas antioxidantes, como a superéxido
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dismutase quer seja a nivel intra ou extracelular. No entanto, a hiperuricemia,
elevados valores de dcido urico, estd associada a patologias cardiovasculares,
insuficiéncia renal, diabetes de mellitus, hipertensdo, arterial e cardiopatia
isquémica (Ekpenyong, 2014; Lippi, Montagnana, Franchini, Favaloro, & Targher,
2008; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

¢ A melatonina e a bilirrubina também fazem parte desta gama de antioxidantes, sendo

que, a primeira € classificada como indol e usufrui da capacidade de atravessar

membranas bioldgicas e reagir com componentes celulares. Executa processos de

eliminacdo de radicais livres, extremamente eficazes contra o radical hidroxilo. Para

além disso a melatonina € capaz de prevenir a formacgao de espécies reativas através

da regulacdo da atividade enzimas antioxidantes e estimulando outros antioxidantes

enddgenos nao enzimaticos que metabolizam ROS (Laudon & Frydman-Marom,
2014; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Por outro lado, a bilirrubina é um produto de degradagcao da hemoglobina

e outras proteinas contendo o grupo heme. Este produto normalmente

circula pelo plasma ligado a albumina onde € posteriormente captado pelo

figado. Apesar da bilirrubina apresentar-se com propriedades toxicas em

certas condi¢des, alguns estudos demonstram beneficios relacionados com

propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, sendo eficaz na

eliminacdo de radicais peroxil (Bhutani, Wong, & Stevenson, 2016;

Zelenka et al., 2016; Ziberna, Martelanc, Franko, & Passamonti, 2016).

Dentro da gama de antioxidantes enzimaticos, a familia de superdxido dismutase
desempenha um papel essencial na mitigacao dos efeitos nocivos de ROS e alteragdes no
seu funcionamento podem levar a condigbes patologicas como cancro. Como ji
anteriormente referenciado, as isoformas de SOD assumem relevancias diferentes. A
SOD 1 € conhecida pela catélise de superéxido para peroxido de hidrogénio, localiza-se
no citosol. No entanto, estudos relatam a importincia desta enzima na sinalizag¢do redox,
assumindo propriedades semelhantes a um fator de transcri¢cao nuclear, colaborando na
regulacdo da resisténcia ao stress oxidativo (Tsang, Liu, Thomas, Zhang, & Zheng, 2014;

Young, Purcell, Kuang, Charette, & Dupré, 2015).

Ao contrério da SODI, a SOD 2 localiza-se na mitocondria, e paralelamente as

suas isoformas, a sua disfungdo € associada a carcinogénese. Acredita-se que a sua
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expressao depende da concentracio de espécies reativas assumindo-se como um essencial

mecanismo de defesa celular (Griess, Tom, Domann, & Teoh-Fitzgerald, 2017).

O meio extracelular conta com a presenca da SOD3 que ao contrario das enzimas
homoélogas presentes no citoplasma assume um papel na transdugdo de sinal. A auséncia
de sOD3 pode influenciar negativamente os prognésticos de cancro, explicado pela perda
de regulacdo redox no meio extracelular que auxilia de alguma forma o microambiente
favordvel ao progresso da neoplasia. A evidéncia ciéntifica indica que a sobreexpressao
deste antioxidante inibe o crescimento tumoral e impede a ocorréncia de metdstases

(Griess, Tom, Domann, & Teoh-Fitzgerald, 2017).

Um dos modelos enzimdticos mais importantes na defesa antioxidante celular € o
sistema de glutationa composto por NADPH, glutationa redutase (GR) glutaredoxina
(GRX). Este sistema estd associado a reparacdo de DNA em células neopldsicas através
da doacdo de eletrdes para a ribonucleotido redutase que entra em processos de replicacao

de DNA (Ren et al., 2019).

A glutationa peroxidase (GPX) € capaz de reduzir peréxido de hidrogénio em 4gua
e peroxidos lipidicos aos seus correspondentes dlcoois com a glutationa como dador de
eletrées, impedindo a formagdo de ROS. Faz parte do grupo de peroxidases tiol e a sua

atividade depende de micronutrientes como o selénio (Ighodaro & Akinloye, 2018).

Outro modelo enzimatico eficaz contra stress oxidativo, € o sistema antioxidante
de tiorredoxina (TRX), constituido por NADPH, tiorredoxina redutase e tiorredoxina
(TRX). Estudos em células mamiferas sugerem a divisdo deste sistema em TRX
citosdlico e TRX mitocondrial. O TRX citos6lico possui mais grupos de cisteina na sua
estrutura, o que permite um maior desempenho na regulagdo do stress oxidativo,
comparativamente ao TRX mitocondrial. A principal fun¢do antioxidante deste sistema é
demonstrada principalmente pela ativagdo de peroxirredoxinas (Lu & Holmgren, 2014;

Ren et al., 2019).

As peroxirredoxinas (PRX) s@o uma familia de peroxidases tiol tal como GPX,
que usufruem de particularidades fisicas e bioquimicas unicas diferenciando-se dos
antioxidantes classicos. A presen¢a de PRX na célula permite a manutencdo do equilibrio
redox, agindo como antioxidante ou ainda como sensor redox. Este grupo de
antioxidantes encontram-se em varios compartimentos celulares, no entanto as enzimas

PRX mitocondriais distinguem-se através do seu funcionamento independente,
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comparativamente com as enzimas homdlogas a nivel citoplasmatico. Apesar de existir
evidéncias sobre a envolvéncia dos PRX mitocondriais na sinalizacdo celular, o seu
verdadeiro desempenho continua em especulagdo na comunidade cientifica. Contudo a
nivel de reducdo de espécies reativas as PRX desempenham um papel fundamental na
eliminacdo de peréxidos (Cox, Winterbourn, & Hampton, 2010; Moloney & Cotter,
2018).

A catalase € outra enzima que entra na primeira linha de defesa celular, sendo o
antioxidante mais abundante nos peroxissomas de células mamiferas, e estd presente em
quase todos os tecidos vivos que utilizam oxigénio. A enzima utiliza ferro ou manganés
como cofator catalisando a reducdo do peréxido de hidrogénio. Este antioxidante atua
decompondo o H>O» nas reag¢des catabdlicas das enzimas dismutases sendo extremamente
eficaz na redugdo global de stress oxidativo. Este evento pode ser explicado pela presenca
de uma ligacdo de NADPH a cada subunidade tetramétrica da catalase. As mutacdes nesta
enzima tem sido associadas a varias condi¢Oes patoldgicas, incluido suscetibilidade a
cancro ou uma maior pré-disponibilidade a diabetes mellitus tipo 2 (Antonenkov et al.,

2010; Ighodaro & Akinloye, 2018).

2.5. Stress oxidativo

Um microambiente equilibrado entre pro-oxidantes e antioxidantes € crucial para
a sadde celular (figura 14). Desta forma, perante um microambiente reativo, resultante da
producao de espécies reativas como ROS e RNS, o corpo humano utiliza mecanismos de
protecdo antioxidantes. Quando ocorre desequilibrio as células em questdo entram em
stress oxidativo, fendmeno que provoca danos moleculares e interrupcdo de vias de
sinalizacdo redox. A cronicidade deste microambiente gera instabilidade gendmica, danos
no DNA e descontrolo da proliferacio celular através dum ataque continuo das espécies
reativas as estruturas e funcdes celulares. Estes fatores refletem na influéncia direta do
stress oxidativo em varias doencgas, tais como doencas neurodegenerativas, diabetes,

obesidade, inflamatdrias, doengas vasculares e cancro (Reuter et al., 2010).
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Figura 14 - Modelo do equilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes (adaptado de Reuter et al., 2010)

O conjunto de patologias conhecidas como neoplasias ndo podem ser
simplesmente reduzidas a um grande volume de células em proliferacdo descontrolada,
estas massas celulares sdo constituidas por estruturas dindmicas que efetuam um vasto
espetro de atividades biol6gicas com requisitos metabdlicos distintos. Esta variedade de
valéncias € explicada pelo efeito Warburg, fenémeno conhecido pela producdo de ATP
pela glicélise aerébia (Danhier et al., 2017; Nagao, Kobayashi, Koyasu, Chow, & Harada,
2019).

As células neopldsicas ndo sé conseguem sobreviver a hipdxia como recorre
preferencialmente a via de metabolizacdo da glicose paralelamente a fosforilacdo
oxidativa. Esta via apesar de ser menos competente na produ¢do de energia em forma de
ATP, € mais eficiente na produgdo de biomassa. Os lactatos, produtos de metabolizacao
da glicélise diminuem o pH do meio extracelular dificultando a sobrevivéncia de células
normais adjacentes e a0 mesmo tempo facilita o caracter invasivo das células neoplasicas

por auséncia do espago ocupado (Iommarini, Ghelli, Gasparre, & Porcelli, 2017).

A resisténcia adquirida das células neopldsicas em comparacdo com células
homodlogas sds, ndo se resume sO a capacidade de sobrevivéncia em meio extracelulares
de pH baixo, a sua resiliéncia engloba também niveis elevados de stress oxidativo que
sdo inflacionados em condi¢des como inflamacdo, exposicdo a radiagdo ultravioleta,
excesso de ingestao de ferro e metais pesados e a ingestdao de substancias carcinogénicas

(Toyokuni, 2016).

Desta forma, o equilibrio do estado redox € essencial nos processos responsdveis

pela satde celular. Esta coeréncia interfere na transducdo de sinal, na proliferacdo celular,
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na diferenciacdo celular e na apoptose. Contudo este estado € altamente inconstante,
comprometendo o equilibrio que € dependente do resultado de uma variacdo entre a
exposicdo exdgena e endégena de espécies oxidativas com a produgdo endogénica e
consumo de antioxidantes. A diferente sensibilidade a ROS por parte das células normais

e cancerigenas € representada na figura 15 (Reuter et al., 2010).
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Figura 15- Representagdo da sensibilidade de células normais vs células neopldsicas (adaptado de
Reuter et al., 2010).

2.6. O papel do microambiente celular no cancro

H4 anos que a comunidade cientifica discute a etiologia do cancro, contudo a
influéncia da pré-disponibilidade genética, releva a complexidade de produzir novos
tratamentos. Contudo, para além do peso econdmico, também a dificuldade de tratar uma
infinddvel variedade de genes associados ao cancro, se tornam indiscutivelmente
gravatativos. Apesar da associagdo do metabolismo com o cancro ja ter sido debatida num
passado distante, os ultimos anos revelaram a autoridade deste fator na capacidade de
detecdo e triagem no diagndstico como em possiveis novos tratamentos da doenca

(Wishart, 2015).

Assim sendo, os radicais livres fazem parte de uma parcela importantissima para
a carcinogénese. Estas espécies reativas influenciam varios eventos bioldgicos, dentro
dos quais, a adaptacdo metabdlica, a proliferacdo celular, a diferenciagdo, a angiogénese,

o dano e a instabilidade gendmica, a autofagia, a resisténcia a terapia e a morte celular.
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Esta influéncia depende diretamente da genética do cancro, das espécies reativas de

oxigénio, da sua concentragdo e da durabilidade da exposi¢ao (Moloney & Cotter, 2018).

A intensificacdo da investigacdao sobre ROS, apresentou um papel complexo e
ambiguo no que diz respeito a carcinogénese, quando estas espécies geram stress
oxidativo, podem facilitar o crescimento celular, a proliferacdo e a sobrevivéncia através
da regulacdo de varios fatores de transcri¢do e vias de sinalizacdo bem como mutagdes
em fatores de supressdao tumoral, em contraste os niveis concentragdes toxicas de ROS
conduzem a morte celular. A figura 16 demonstra o a posi¢cdo da célula face a

concentracdo de ROS (Moloney & Cotter, 2018).
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Figura 16 - Fluxograma da influencia de ROS na célula (adaptado de Moloney & Cotter, 2018)

2.6.1. A importancia de ROS nas cascatas de transducao de sinal

quinase/fosfatase

Os componentes quem promovem as vias de sinalizacdo consideradas criticas
reguladas por ROS como a proteina tirosina fosfatase (PTP), a proteina tirosina quinase
(PTK) e a proteina quinase ¢ (PKC), ativam a familia de proteinas quinases mitogeno-
ativadas (MAPK) e a fosfonositideo-3-quinase (PI3K). Quando estas vias de sinalizacdao
sdo afetadas pela acdo de uma interface oxidativa pode levar ao descontrolo da célula. A
interface oxidativa sendo os limites da concentracdo de ROS com capacidade de ativar

moléculas de sinalizagdo que consiste principalmente na regulacdo redox de residuos de
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cisteina constituinte estrutural da proteina. Estas moléculas desenvolvem transformacdes
oxidativas que danificam a estrutura e consequentemente a funcdo proteica (Glasauer &

Chandel, 2014; Ray, Huang, & Tsuji, 2012).

Em conjunto estas alteragdes, ativam fatores e hormonas de crescimento, que s
por si sdo insuficientes para iniciar a carcinogénese. E necessdrio haver um conjunto de
eventos, como a adaptacdo metabdlica por parte da célula cancerigena, que prefere o
consumo de glicose explicado pelo efeito Warburg, descrito anteriormente. A resisténcia
a hipéxia € outra das principais caracteristicas numa célula cancerigena, por baixas
concentragdes de oxigénio e pela incapacidade de difusdo em tumores nao vascularizados,
resultando no aumento de produc¢do de ROS por parte do complexo III da mitocondria.
As ROS regulam a atividade dos fatores de inducgdo de hipoxia (FIH’s) através da ativagcao
da cascata MAPK/PI3K. O aumento da expressao destes fatores € encontrado em vérios
tipos de tumores estando relacionados com a vascularizag¢do, invasdo e metastizagao do

tumor (Gao & Schottker, 2017; Glasauer & Chandel, 2014).

A presenga de concentracdes necessdrias de antioxidantes de forma evitar
concentragdes toxicas de ROS, sdo cruciais para a adaptacao da célula ao préprio stress
oxidativo inflacionado. Nao s6 as células cancerigenas incorporam a elevada capacidade
de producdo de ROS, como possuem resisténcia acrescida ao stress oxidativo. O papel da
p53 na ativacdo de genes produtores de antioxidante € indispensdvel para o controlo de
ROS. Quando a ativagdo destes genes € afetada, compromete a prevencdo de danos em

proteinas, lipidos e DNA (Glasauer & Chandel, 2014).

Mutagdes que refletem a perda da atividade da p53 s@o observadas em mais de
50% dos cancros diagnosticados, estando relacionados com um aumento de estresse

oxidativo e crescimento drastico do tumor (Glasauer & Chandel, 2014).

2.6.1.1. A via de sinalizacao PI3K/AKT

Na espécie humana, dentro da familia de proteinas fosfonositido-3-quinase
(PI3K), existem trés classes com diferentes tipos de enzimas, classe I, classe II, e classe
III, sendo a primeira a mais importante nos estudos oncoldgicos. Quando as PI3K sdo

ativadas fosforilam fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
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que consequentemente atua como moléculas de sinalizacdo de modo a recrutar proteinas
contendo o dominio de homologia de pleckstrin, como a quinase-1 dependente de
fosfoinositideos e proteina quinase B (PKB), também conhecida como AKT (Gao &
Schottker, 2017; Moloney & Cotter, 2018).

A expressdo anémala de PI3K é desencadeada por fatores de crescimento e em
alguns casos por ROS. Esta irregularidade encontra-se presente na maioria dos casos de
cancro, com ocorréncias frequentes em glioblastomas, neoplasia da mama, cancro do
pulmdo, tumores gastrointestinais e cancro do endométrio. Esta via estd envolvida na
regulacdo do microambiente tumoral, como capacidade de vasculariza¢do tumoral, na
remodelacdo da matriz extracelular, na infiltracdo de células imunes, e na resposta imune
a células malignas. Para além desta gama de capacidades, PI3K também tem implicagdes
na proliferacdo, no crescimento, na motilidade, no metabolismo, na sobrevivéncia celular
e interfere com o estdgio de iniciagdo, na promoc¢ao e no progresso da doencga (Liu et al.,
2018).

Desta forma, o foco para estudos de moléculas inibitérias desta via sdo
inevitaveis, havendo complica¢des em torno do real funcionamento destas, na terapéutica
da doenga, visto que existe varias isoformas de PI3K, que por sua vez, dividem as suas
acoes em anticancerigenas e procancerigenas (Liu et al., 2018).

Dentro dos mecanismos de regulacio da proteina tirosina fosfatase, um dos mais
apreciados € a regulacdo redox, mediada por estimulos de espécies reativas. Inicialmente
delineou-se um cardcter maligno e téxico, contudo a produgdo controlada de ROS ¢é
indispensdvel nos processos de sinalizacdo celular. Mecanismos de regulacdo de
sinalizacdo celular dependentes de fosforilagdo sdo amplamente comprometidos devido a
presenca de ROS, através da transfiguracdo de residuos de cisteina em acido sulfénico
inativando as PTP’s (Z. Yu & Zhang, 2018).

A proteina quinase B (PKB) ou AKT, juntamente com a via PI3K, também estao
envolvidas em multiplos processos celulares, e quando esta via € ativada, é diretamente
relacionada com acumulagdo excessiva de ROS através do aumento do metabolismo
mitocondrial. AKT também contém a capacidade de inibicdo da familia de fatores de
transcricdo “forkhead box O” (FOXO), que promovem a defesa celular. FOXO estd
diretamente conectado em genes reguladores do estado redox, a paragem do ciclo celular

e na apoptose (Gao & Schottker, 2017; Moloney & Cotter, 2018).
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O homdlogo da fosfatase e tensina pode regular negativamente a via PI3K/AKT,
contudo pelo ataque de ROS ou pela mutacdo do gene codificante, esta proteina
supressora de tumor pode ser inativada, havendo consequentemente, um descontrolo

previsivel de PI3K/AKT (Gao & Schéttker, 2017).

2.6.1.2. A influéncia da familia de proteinas quinases mitogeno-

ativadas (MAPK)

Por norma a via de sinalizacdo MAPK consiste na ativacdo de trés quinases
sequenciais, primeiramente da-se ativacdo da MAPK quinase (MAPKK) por parte da
MAPK quinase quinase. Posteriormente a MAPKK vai ativar o dltimo constituinte da
cadeia MAPK (figura) . Dentro desta familia existe quatro constituintes que sio afetados
pela presenca de ROS e RNS, “c-Jun N-terminal kinases” (JNK), “Quinases reguladoras
de sinal extracelular ” (ERK1/2), proteina quinase mitogénica ativada p38 (p38) e “big
MAPK quinase 1” (BMKI1) (Gao & Schéttker, 2017; Yang & Lee, 2011).
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Figura 17 - Representacdo da influéncia de ROS na regulacdo de proteinas quinases mitogeno-ativadas
(MAPK) (adaptado de Jalmi & Sinha, 2015).

A via de sinalizacio ERK(1/2) € ativada através de um eixo de quinases por
resposta a estimulo por parte de fatores de crescimento. Esta acarreta um potencial
metastatico contribuindo para a dissemina¢do da neoplasia, colaborando também com a
sua proliferacdo. Mutacgdes nos genes codificantes do eixo de quinases estd diretamente
relacionado com o desenvolvimento da doenga, estando presente em vdrias patologias

oncolégicas (Gao & Schottker, 2017; Yang & Lee, 2011).

Para além das ERK (1/2) que se ativam a partir de uma matriz de quinases com
auxilio de mitogenos, as MAPK p38 e JNK também utilizam esta matriz, no entanto sao
mediados por fatores ambientais e processos inflamatérios como por exemplo citotéxicos
e citoquinas. As concentracdes destas moléculas encontram-se desreguladas em varios
tumores a semelhanca de outras MAPK. No entanto a p38 e JNK sdo fortemente ligadas
a eventos de inflamag¢do bem como na homeostase celular. Diferentes tipos de células

utilizam estas vias de sinalizacdo de forma a antagonizar a proliferacdo celular e
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diferenciacdo. Em contra partida as células neopldsicas revertem o normal fluxo destas
vias, para seu proprio beneficio, isto explica o facto de se encontrar um grande diferencial
no que toca a expressao e as atividades da JNK e p38 comparativamente com uma célula
normal. Estas vias sdo também conhecidas pela sua relagdo e o seu papel no progresso do
ciclo celular, esta regulacdo d4-se por mecanismos dependentes de fatores de transcricdo,

bem como, mecanismos independentes destas proteinas (Wagner & Nebreda, 2009).

A resposta mediada pela via de sinalizacdo JNK € bastante complexa, € necessario
considerar o género de estimulo, a intensidade e a durabilidade de ativacdo
compreendendo respostas desde a sobrevivéncia celular até a indugdo de apoptose. O
relacionamento entre JNK e JUN € associado a uma regulacdo negativa do fator de

supressao tumoral pS3 (Wagner & Nebreda, 2009).

O percurso da p38 € correlacionada a regulacdo negativa do progresso do ciclo
celular, através de mecanismos de sub-regulacdo da expressao de ciclinas ou por sobre-
regulacdo de (CDK) que atuam como inibidores da p53, atuando tanto na transicdo de

fase G1 para S como na transi¢cdo da fase G2 para mitose (Wagner & Nebreda, 2009).

Emrelacdo a BMKI1, é expressada de forma universal nas células cancerigenas, e tal como
ERK-1/2 ¢ ativada por estimulos desencadeados por fatores de crescimento. A expressao
de BMKI1 permite um caracter proliferativo, de sobrevivéncia alterada, capacidade de
resisténcia a tratamento citotoxico, angiogénese e poder metastitico. Tal como os
diferentes membros da familia MAPK, BMKI1 também, detém a capacidade de modular

o ciclo celular nas fases G1 para S e G2 para mitose (Yang & Lee, 2011).

No presente, o panorama farmacé€utico ja engloba algumas moléculas experimentais
inibidoras desta via, como XMD&g&-92, MEKS5, BIX 02188, BIX 02189, contudo ainda
existem estudos que revelam duvidas sobre a sua eficicia em animais (Yang & Lee,

2011).

2.6.1.3. O Papel das proteinas tirosina fosfatase (PTFs) e proteinas

tirosina quinase (PTKs)

Nas células normais, a coeréncia das vias de sinalizagdo, é mantida pela

coordenacdo das PTF’s e PTKs, que consequentemente controlam a amplitude e duragcdo
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de sinal. Normalmente a interrupcao destas vias advém da hiper-ativacdo de PTK ou da
inativacao da PTF (Bollu et al., 2017).

PTF € uma superfamilia de enzimas, que tipicamente remove grupos de fosfato
de proteinas, através da hidrélise. De acordo com as suas func¢des existem dois grandes
grupos que dividem proteinas fosfatases supressoras de tumores que fomentam a
carcinogénese por inatividade, e proteinas fosfatases oncogénicas que promovem a
doenca pelo crescimento abrupto de atividade. A tabela 2 cruza dados das proteinas
tirosinas fosfatases, vias de sinalizacdo afetadas, o respetivo cancro e o mecanismo que

leva a reducdo da sua expressao (Bollu et al., 2017).

Tabela 2. Exemplos de PTF’s supressores de tumor (Bollu et al., 2017)

Mechanism for Reduced Altered Signaling
PTe Cancer Expression Pathway
PTEN Prostate & breast Mutations & delebions PREK
INPPS] Breast Transcnpbional repression PE3K
SHPY tf;:;ﬁ;"‘:af' Melthylation of promotar JAKISTAT signaling
DEP1 Breast & colon Mutations & deletions ;';T_jhﬁg”' 12 & Al
PTPRF » PDGF, Akt and PLC
PTPRG = JAK and integnn
PTERT Colon, breast & : g‘:;':;ﬁ:ﬁ“m"ms’ « STAT3 and Paallin
PTP | : .
Prpﬁa ung . Mataion of bromoter ieoloni iGFH‘.-HAF‘K signaling
« Src signaling
PTFN14 « YAF signaling
PTPMN12 Breast Mutations EGFR, HER2 mTOR
Colon & .
PTPREK hmnehoma Methwiation of promaber EGFR and Akt signaling
DuUsPe :T_f:"'"f""‘“- Mg & | pethylation of promoter MAPK signaling
DLUSPS E'ﬁ;;m“““’“" Copy number loss MAPK, JNK, Rb and NFEB
PTEPRO ;‘:__“;;'““ g8 | prathwiation of promoter PELFOXMI

As perdas de funcgdes associadas as PTF’s supressoras de tumores sdo
frequentemente observadas na neoplasia, devido a delecdes de genes, mutagdes
epigenéticas, promotores de metilacdo e supressdo transcricdo. Um caso bastante
frequente no cancro da mama e da prostata € a presenca de mutacao disfuncional do gene

PTEN, provocando uma ativacao aberrante da via PI3K (Bollu et al., 2017).
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De forma oposta as PTF oncogénicas (tabela 3), estdo presentes em vdrias
patologias neopldsicas, funcionando como oncogene para a progressio e
desenvolvimento tumoral. PTPN11 primeiro PTF oncogénico descoberto, estd envolvido
em leucemias e cancro da mama, a inflagao da sua expressao leva alteracdo de vias MAPK

.(Bollu et al., 2017).

Tabela 3. Exemplos PTF’s oncogénicas e a referente patologia oncologica (Bollu et al., 2017)

Altered Signaling

PTP Cancer Expression
P Pathway
SHP2 (PTPN11) grsl?os:ﬁl;ukemla g:tteggéﬂ;essmn & activating EGFR/Ras/MAPK
PTP1B (PTPN1) Ovarian, gastric, Overexpression Src/Ras/Erk & PI3K/Akt

prostate & breast

PDGF, Integrin & EphA

PTP4A3 (PRL3) Breast, gastric & | e rexpression DGF
signaling

colon

Moléculas inibidoras desta via podem ser bastante atrativas, no entanto,
apresentam complicagdes, visto que é necessdrio uma grande seletividade tendo em conta
a quantidade de subfamilias de enzimas fosfatases que detém tropismo aos mesmos
recetores, desencadeando respostas adversas, podendo inibir as PTF supressoras de tumor

em células saudaveis (Bollu et al., 2017).

A superfamilia de proteinas tirosinas quinases (PTK) € responsavel pela
fosforilagdo da tirosina, que € uma modificacdo covalente resultando de processos de
comunicacdo intercelular em organismos multicelulares. Assim sendo, as PTK catalisam
a fosforilacdo de ATP para residuos de tirosina acoplados a substratos proteicos. A
hiperatividade das proteinas tirosinas quinases (PTK) tem sido encontrada em diversas

células cancerigenas, estas exercem-se como oncoproteinas (Gao & Schottker, 2017;).

Em relacdo a classificacdo das PTK, a superfamilia pode dividir-se em duas
familias distintas, a de recetores de tirosina-quinases (RTK) e a de citoquinas nao-
recetoras de tirosina-quinases (NRTK). As RTK localizam-se ancoradas na superficie da
membrana plasmdtica agindo como recetores celulares para moléculas de sinalizacao
incluindo fatores de crescimento, hormonas, citoquinas e outros como o peréxido de

hidrogénio (Regad, 2015).
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As RTK’s quando sdo ativadas através da ligacdo a proteinas integrinas ficam
inseridas em eventos de regulacdo da divisdo, adesdo, angiogénese, motilidade e

sobrevivéncia de células cancerigenas (Gocek, Moulas, & Studzinski, 2014).

A familia de recetores tirosina quinase compreende vdrias subfamilias como o
recetor de fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), que se liga ao fator de
crescimento endotelial vascular, induzindo vasculogénese e angiogénese em tumores
s6lidos, recetores do fator de crescimento epidérmico, recetores do fator de crescimento
de fibroblastos e recetores do fator de crescimento de hepatdcitos também incorporam a

familia de RTK (Gocek et al., 2014; Regad, 2015).

A representacdo das vias de sinalizacdo desencadeadas por RTK no cancro sao
imprescindiveis, levantando o poder terapéutico dos inibidores destes recetores. A
interrupcao da ativagdo das vias de sinalizac@o associadas ao recetor tirosina quinase €
conseguida através de anticorpos monoclonais seletivos a RTK, que atuam ligando-se ao
dominio de tirosina quinase do RTK impedindo a auto-fosforilagdo e consequentemente

a descontinuagdo de transducdo de sinal (Regad, 2015).

Em vaérios géneros de malignidades é encontrado mutacdes que envolvem os RTK,
ou componentes das vias de sinalizacdo ativadoras de RTK como as MAPK’s e
P13K/AKT, resultando num descontrolo da proliferacdo, da sobrevivéncia e da invasao
celular. Desta forma a segmentagado das vias de sinalizacdo RTK geram um grande desafio

quer no contexto de investigacdo quer no contexto clinico (Regad, 2015).

Regad (2015) preconiza que existem vdrios exemplos de farmacos que atuam nas vérias

subfamilias destes recetores como descrito na tabela 4 (Regad, 2015).
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Tabela 4. Exemplos moléculas anticancerigenas direcionadas a via de sinalizagdo RTQ (adapado de
Regad, 2015).

Target Compound Cancer
EGFR family
Trast ab
HER2 -rai LIZI.J!'I.'I.:I HER2-positive breast cancer
(Herceptin)
EGFR Cetuximab (Erbitux)

Panitumumab
(Vectibix)
Gefitinib (Iressa)
Erlotinib (Tarceva)

Metastatic colorectal cancer
(RAS wild type)
Metastatic non-small-cell lung cancer

EGFR and HER2

Lapatinib (Tykerb)

Afatinib

HER2-positive breast cancer
(Trastuzumab-resistant)
NSCLC
HERZ2-positive breast cancer

VEGFR Sorafenib (Nexavar) Eenal. liver and thyroid cancer
Sunitinib (Sutent) Renal cell cancer
Gastrointestinal stromal tumor (GIST)
Bevacizumab . .
e Metastatic colorectal carcinoma
{Avastin)
PDGFR Imatinib (Gleevec) GIST (KIT+)
PDGFR and VEGFR Sunitinib Angiogenesis
Soratinib
Pazopanib
Milotinib
Brivanib Human hepatocellular carcinoma

FGFR and VEGFR

(BMS-540215)

model

VEGFE, PDGFR,
FLT-3, c-KIT and

CHIR-258 (TKI-258)

Multiple myelomas

FGFR

MET SGXS23 MDCK and A549 cells and GTL16
xenograft models

C-KIT Imatinib (Gleevec) GIST

Como se pode observar na tabela 4, existem véarios principios ativos capazes de
inibir uma larga gama de subfamilias de RTK, como por exemplo o imatinib que pode
inibir o recetor do fator de crescimento de células estaminais (também conhecido C-KIT),
tendo influéncia nos tumores de estroma gastrointestinais controlando a proliferacdo
celular e a manutengdo da sobrevivéncia da célula cancerigena. O recetor do fator de
crescimento endotelial vascular pode ser inibido bevacizumab havendo assim um
controlo metastédtico do carcinoma colorretal, ou ser inibido por sorafenib no tratamento
do cancro renal, hepético e tiroide. O brivanib também € inibidor do recetor de fator de
crescimento endotelial vascular atuando na angiogénese e vasculogénese limitando a

progressao do cancro (Regad, 2015).

Tal como a classe dos recetores tirosina quinase, o bom desempenho da classe da

familia de citoquinas ndo-recetoras de tirosina-quinases ¢ fundamental na satde celular.
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A desregulacdo ou alteracio da expressao celular também esté fortemente ligada a origem

de células malignas (Gocek et al., 2014).

A classe NRTK é uma componente necessdria as vias de sinalizacdo, que estdo
envolvidas em vdrias fungdes celulares, sendo responsdveis pela regulacdo da apoptose,

diferenciagdo, proliferagdo e sobrevivéncia celular (Gocek et al., 2014).

Apesar de existirem vdrias subfamilias de NRKT, a SCR é o maior grupo dentro
das proteinas NRTKs, inserindo-se na regulacdo da via PI3K desenvolvendo resposta

bioldgica celular associada a mobilidade celular (Gocek et al., 2014).

A protefna quinase C abrange uma numerosa familia de serina/treonina quinase,
incluindo 3 subfamilias de isoenzimadticas. A primeira, PKC’s convencionais dependentes
de cdlcio (Ca®*) de diacilglicerol (DAG) e fosfolipidos para a sua ativacdo. A segunda,
nova PKC apenas requer DAG. Por fim a terceira, PKC atipica nome justificado pela
independéncia tanto de DAG quanto de Ca®*. ROS e RNS podem modular PKC através
de um ataque alterando regides de cisteina. Por exemplo, o per6xido de hidrogénio é
capaz de ativar PKC’s através de mecanismos de fosforilacdo enquanto, o 6xido nitrico
consegue inativa-la. Em contra partida PKC nao sé é regulada por ROS, como também,
estd articulada com a producdo destas particulas reativas a partir da capacidade de

potenciar NOX (Giorgi et al., 2010).

A PKC, também detém, a capacidade de sinalizar e controlar a expressdo de genes
relevantes a progressao do ciclo celular e esta implicada em muiltiplos processos celulares
como, proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo, metdstase, angiogénese e apoptose de células

cancerigenas (Garg et al., 2014).

Os niveis de expressdo das isoenzimas de PKC podem estar alteradas em células
malignas, contudo, por dificuldade de anélise devido a seletividade imunoldgica, € dificil
concluir um relacionamento causal da alteracdo da expressdo e o progresso da doenca.
Importante referenciar que muitos dos estudos in vifro ndo tem que ser necessariamente
transpostos para in vivo, sendo necessario mais estudos sobre a verdadeira fungdo PKC

no cancro (Garg et al., 2014).
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2.6.2. Fatores de transcricao criticos na carcinogénese

Fatores de transcricdo sdo estruturas proteicas com a capacidade de regular a
expressao genética. O genoma humano expressa mais de 2000 fatores de transcricdo que
impulsionam o destino celular, revelam atividade desde a divisdo a morte celular(Yadav,

Chauhan, Zhuang, & Gan, 2018).

Estudos realizados concluem que a maioria das rotas cldssicas para ativagdes de

transcricao sdo reguladas por interacdes redox (Brigelius-Flohé & Flohé, 2011).

Dentro dos inimeros fatores de transcricdo, alguns sdo considerados criticos na
carcinogénese, como fator Nrf2, NF-Kb, fator de inducdo de hipoxia (FIH), fator de
supressao tumoral pS3, STAT, FOXO e AP-1 (Brigelius-Flohé & Flohé, 2011; Gao &
Schottker, 2017).

2.6.2.1. Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)

O fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) € inserido em cascatas de
sinaliza¢do que regulam proteinas antioxidantes, gerando resposta celular no que toca a
defesa contra o ataque de espécies oxidativas, tanto de origem endégena como exdgena.
Em células saudaveis, t€m como reposta a sua defesa quando as vias relacionadas com
Nrf2 sao ativadas, ndo sé no cancro, mas em varias doencas relacionadas com a idade,
como patologia neurodegenerativa. Apesar deste fator de transcri¢do levar a efeitos
duplos quanto a carcinogénese, quando ativadas em células cancerigenas, Nrf2 apresenta
expressao de genes citoprotetores aumentada, levando condi¢des fisioldgicas favoraveis
a proliferacdo celular, reprogramacdo metabdlica e inibigdo da morte celular programada
como consequéncia do aumento de sobrevivéncia celular (Leinonen, Kansanen, P616nen,

Heindniemi, & Levonen, 2014).

Neoplasias com sobreexpressdo de Nrf2, podem afetar a angiogénese e tendem a
evitar sinalizacdo de anti crescimento celular e sinalizacdo apoptdtica, provocando um
aumento na resisténcia tanto na quimioterapia como na radioterapia por parte da célula
(figura 18). O principal mecanismo de agdo da radioterapia assim como, alguns dos

principios ativos utilizados na quimioterapia como a cisplatina, o tamoxifeno e a
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doxorrubicina, é a inducdo de producdo de ROS e RNS de modo a converter o
microambiente celular favordvel a autodestruicdo de células cancerigenas. No que diz
respeito aos mecanismos de protecdo contra morte celular associados a Nrf2, foram
delineadas duas propostas, o aumento de enzimas antioxidantes e a interacdo com

proteinas envolvidas na apoptose (Leinonen et al., 2014; Shelton & Jaiswal, 2013).

Angiogenesis

Proliferation via
metabolic
reprogramming

Effects of
Nrf2
dysregulation

Chemoresistance
radloresistance

/ Inhibition of

apoptosis

Figura 18 - Consequéncias oncoldgicas da ativacdo Consequente de Nrf2 (adaptado de Leinonen et al.,
2014).

Desta forma varias dividas foram formadas em torno da concreta fungao de Nrf2, tendo
em conta que pode agir como supressor de tumor, visto que € o principal regulador da
defesa antioxidante equilibrando as concentracdes toxicas ROS, reduzindo a
instabilidade gendmica e processos inflamatorios. Contudo, Nrf2 também € conhecida
por regular vérios genes que promovem o cancro, a capacidade de interferir com
componentes antitumorogénicos refletem a capacidade oposta de Nrf2, como promotor
de tumor. Um exemplo € o facto deste fator de transcri¢do ter demonstrado capacidade
reguladora na proteina antiapoptética Bcl-2, a capacidade de reprogramaciao metabdlica

também foi considerada crucial no crescimento neoplasico (Shelton & Jaiswal, 2013).

Apesar de Nrf2 ajudar a manter o balango redox, a sua inibicio € um mecanismo
sedutor contra células cancerigenas dependentes de Nrf2, por evitar a progressao de
cancro e provocar diminui¢do de resisténcia a quimioterapia e radioterapia por parte da

N

célula cancerigena, levando a espectativa de coadjuvar inibidores de Nrf2 com
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z

terapéuticas padrdo. No entanto, € necessdrio perceber em quais dos estdgios da
carcinogénese Nrf2 € benéfica, bem como, os niveis de concentracdo desta em células
sauddveis de forma evitar o descontrolo do estado redox. Esta segmentacdo do Nrf2 pode
melhorar significativamente a eficicia de citotoxicos e evitar potenciais efeitos adversos

relacionados com os mesmos (Shelton & Jaiswal, 2013).

2.6.2.2. Fator nuclear kappa B (NF-kB)

O fator nuclear NF-kB consiste numa familia de fatores de transcricdo que
executam funcdes essenciais na regulacdo de respostas imunoldgicas, inflamatdrias,
desempenham um papel complexo na replicagdo viral e atuam no estdgio de iniciacdo e

progressdo do cancro (Tilborghs et al., 2017).

A ativacdo macréfagos associados a neoplasias, o recrutamento de células
precursoras endoteliais para incentivar a angiogénese e vasculogénese, tal como a
capacidade aumentada de motilidade em células neopldsicas sdo eventos impulsionados
pela ativagdo do NF-kB, que contribui para a disseminagdo de células cancerigenas (Otto

& Sicinski, 2017).

O estado redox tem a capacidade de regular o NF-kB, compreendendo fenémenos
citoplasmadticos e nucleares na sua ativagdo, degradacdo dos seus inibidores e regulacio
da capacidade de ligacdo ao DNA influenciando a atividade transcricional (Otto &

Sicinski, 2017).

Estudos mostraram que a alta atividade NF-kB concomitantemente com o
acimulo de citoquinas pro-inflamatdrias expressadas pelo proprio fator de transcrigdo,
promove o microambiente procancerigeno. A sua ativacio pode resultar de diferentes vias
de sinalizacdo desencadeadas por citoquinas, alguns membros da superfamilia de
proteinas tirosina quinase como recetores do fator de crescimento epidérmico e recetores
do fator de crescimento de insulina. A familia de recetores do fator de necrose tumoral
(r'TNF) e vias de sinalizacdo relacionadas com MAPK e PI3K/AKT também podem estar
associadas a eventos de ativagdo do aumento de expressao de NF-kB. Niveis altos de NF-
kB sdo menos frequentemente encontrados em cancros sélidos, contudo a sua presenca

foi fortemente ligada ao cancro cervical induzido por papilomavirus humano (HPV) e
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cancro colorretal (Dolcet, Llobet, Pallares, & Matias-Guiu, 2005; Y. Li et al., 2017;
Tilborghs et al., 2017).

2.6.2.3. Proteina ativadora-1 (AP-1)

A proteina ativadora 1 (AP-1) tem func¢des como, a transcri¢do, a modificacao
pos-trasducional e interagdes com outras proteinas. Tem sido descrita a ligacdo entre
stress oxidativo e AP-1 resultando na sua regulacdo tanto positiva quanto negativa (Trop-

Steinberg & Azar, 2017; Vurusaner, Poli, & Basaga, 2012).

A sua implicacdo na ciéncia oncolégica abrange o controlo de vdrias células
cancerigenas em diferentes géneros de cancro. Concentragdes anémalas de AP-1 sdo
encontradas em amostras de pacientes com carcinoma da mama, cancro colorretal,
linfoma hodgkin provocando um potencial aumento no aparecimento de metastases. Ap-
1 executa ligacdes a promotores de genes especificos, numa sequéncia especifica, de
maneira a ativa-los ou a inibi-los, estando envolvida na transcri¢ao de varios genes. Ap-
1 em diferentes espécies de neoplasia pode reagir como supressor de tumor ou servir de

marcador para progressao de cancro (Trop-Steinberg & Azar, 2017).

2.6.2.4. Proteina STAT

O grupo de fatores de transcricdo denominados STAT (“signal transducer and
activor transcription”), tal como NF-kB e AP-1, também executam tarefas na resposta
inflamatoria, na sobrevivéncia e na proliferacdo celular. Membros desta familia
relacionados com a carcinogénese podem ser desencadeados por fatores ambientais
extrinsecos como o tabagismo, exposicao a luz solar e quimicos. Foi relatado que ROS e
RNS detém a capacidade de regular positivamente e negativamente o fator de transcri¢ao,
por exemplo, o stress oxidativo pode inibir citoquinas constituintes vias de sinalizagdo
mediadoras de STAT através da sua oxidagdo. Em contrapartida o per6xido de hidrogénio
demonstrou ser suficientemente apto de ativar a via através da inibicdo de PTK e PTP,
além disso proteinas STAT a nivel intracelular detém a capacidade de migrar para dentro
das mitocondrias controlando a producio de espécies reativas e subsequentemente regular

ambiente redox na célula (Bourgeais, Gouilleux-Gruart, & Gouilleux, 2013).
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STAT também estd conectado com a conversdo de metabolismo, por parte da
célula cancerigena, para glicélise aerdbica, apesar deste fendmeno ser dependente da
regulacdo positiva de HIF é compartilhada responsabilidade por membros da familia do

fator de transcri¢do (Bourgeais et al., 2013).

A inflamacgdo € uma resposta de defesa, essencialmente induzida por lesdes nos
tecidos, quer seja de causa fisica ou microbiolégica, que por norma ativa fatores de
transcricdo como NF-kB, STAT e AP-1, mediados por citoquinas como fator de necrose
tumoral (TNF). Este fendémeno coordena proliferacio celular de compensacdo e
remodelacdo tecidual de forma a permutar tecidos lesados. Além disso, estudos em ratos
relataram a presenca de inflamagao em diferentes tecidos como consequéncia de eventos
apoptéticos andmalos. O papel da inflamacdo no estdgio inicial do cancro bem como a
progressao maligna tem vindo a ser reconhecido, pois, condi¢des inflamatérias podem
iniciar e/ou promover alteracdes oncogénicas e mutagdes genéticas e epigenéticas, além
disso podem gerar um microambiente inflamatério, fértil a propagacdo tumoral. O
trabalho conjunto de fatores pré-inflamatoérios tem vindo a ser fortemente associado a
resisténcia de tratamentos oncoldgicos (Annibaldi & Meier, 2018; Ji, He, Regev, &

Struhl, 2019; H. Yu et al., 2009).

2.6.2.5. HIF

O fator de inducdo de hip6xia (HIF) tem sido considerado um fator de risco para
cancro, em alguns casos associado a um mau prognéstico. Existe forte evidéncia que
correlaciona concentragdes elevadas de HIF, metdstase tumoral e angiogénese (Masoud

& Li, 2015).

A sua ativagdo tem sido relacionada com a acumulacdo de ROS induzidos por
baixos niveis oxigénio. Estes encontram-se presentes em grande parte de tumores s6lidos,
devido a sua capacidade de proliferacio celular descontrolada, que resulta num aumento
de compressdo nas estruturas adjacentes (vasos sanguineos que sdo responsaveis pelo
aporte de O2), limitando assim o fornecimento de oxigénio as células localizadas no
interior do tumor. Desta forma, as células em questdo sentem a necessidade de se adaptar,
ativando diferentes vias de sobrevivéncia sendo a ativagao HIF-1 a mais comum (Melillo,

2006)(Masoud & Li, 2015)(Cheng et al., 2018).
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Como referido anteriormente, os fatores de transcricdo da familia HIF sdo
responsdveis pela alteracdo que ocorre no metabolismo em células malignas. Assim, a
ativacdo HIF-1 permite a célula obter energia pela glicélise através da ativacdo de
enzimas envolvidas no processo como por exemplo, os transportadores de glicose que
sofrem um aumento de expressdo. A bibliografia refere o elevado potencial transcricional
do HIF-1 na promocdo de angiogénese pela estimulagdo do fator de crescimento
endotelial vascular e na metastizacdo através da ativacdo de fatores de crescimento

oncogénicos como por exemplo fator de crescimento endotelial (Laderoute et al., 2002).

Segundo a evidéncia cientifica a presenca do efeito Warburg em células malignas
mesmo em condi¢des de oxigenacdo normal. Além disso alguns tumores t€ém uma maior
afinidade pela via metabdlica de fosforilagdo oxidativa a glicélise, fendémeno explicado

pela heterogeneidade genética de cada tumor (Nagao et al., 2019).

2.6.2.6. “Forkhead Box O” (FOXO)

A familia de fatores de transcricdo FOXO sdo tradicionalmente considerados
supressores de tumor, as suas func¢des cldssicas incluem promogao da apoptose, regulacao
do ciclo celular, crescimento celular, autofagia, resisténcia ao stress oxidativo, reparo de
DNA e recentemente, tem vindo a ser associado a normalizagdo do metabolismo em

células neoplésicas (Yadav et al., 2018).

A ativacdo de FOXO é complexa, havendo varias vias possiveis de mediar o
fator de transcricdo. O stress oxidativo pode afetar a ativacdo de FOXO através da
estimulagdo de componentes de vias de sinalizacdo como PI3K/AKT e MAPKs (Gao &
Schottker, 2017; Hornsveld et al., 2018; Yadav et al., 2018).

A capacidade de interrupc¢do do ciclo celular, por parte do fator de transcricao
FOXO ¢ essencial pela sua capacidade de supressdo de neoplasias, a regulacdo positiva
de FOXO, pode interferir na transicao de G1-S e G2-M. Este fendmeno explica-se pela
capacidade de FOXO mediar a expressao de inibidores de CDK. Além disso, estes ainda
sdo capazes de remodelar a funcdo metabdlica através de reprogramacdo da expressao

genética (Yadav et al., 2018).
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Estudo recentes mencionam que a influéncia de FOXO na inibi¢do do efeito
Warburg, leva a uma diminui¢ao do aporte bioenergético na célula tumoral influenciando

em Varios aspetos a progressao de tumor (Yadav et al., 2018).

A relacdo deste fator de transcricdo com o stress oxidativo engloba a
manutencdo do seu equilibrio através da remodelacdo da expressdo de antioxidantes
resultando na diminui¢do de toxicidade de ROS. A dificuldade de segmentar a funcdo real
de FOXO, relaciona-se com o simples facto, das suas funcdes celulares sobreporem-se as
da p53. Desta maneira, € necessdrio novas investigacdes com o objetivo de compreender
melhor o papel de FOXO na longevidade da célula através da mediacdo de ROS
(Hornsveld et al., 2018; Yadav et al., 2018).

2.6.2.7. Proteina P53

A proteina p53 conhecida como fator supressor de tumor, também é um fator
de transcri¢do. Inicialmente foi associada a supressao tumoral através de interagdes com
oncoproteinas virais, no entanto, a sua mutagao tem sido fortemente associada a diferentes
tipos de cancro em diferentes locais anatémicos. (Hornsveld et al., 2018; Labuschagne,

Zani, & Vousden, 2018).

Na realidade a capacidade do fator p53 na supressdo tumoral € de alguma forma
atribuida a vérios fatores, como a capacidade de inibir o crescimento celular, envolvendo-
se em fendmenos de apoptose, através da transcricdo do grupo proteinas pro-apoptéticas
Bcl-2. A interferéncia no progresso do ciclo celular ainda inclui eventos de senescéncia e
diferenciacdo celular. Para além disso, a pS3 consegue suportar a integridade gendmica
através de funcdes de reparacdo de DNA. O metabolismo e a capacidade de influenciar o
microambiente celular também entram na diversidade de funcionalidades da p353,
colaborando na fun¢do saudédvel da mitocondria e evitando o efeito Warburg, por inibi¢dao
de transportadores de glucose, tema discutido in vitro. A figura 19 representa influéncia
de ROS na p53 e consequentemente na sobrevivéncia e proliferacdo celular (Issaeva,

2019; Labuschagne et al., 2018).
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Figura 19 - Diagrama explicativo da influéncia da p53 na sobrevivéncia e proliferagdo celular
(Labuschagne et al., 2018)

No entanto € necessario considerar que em contra partida o apoio a sobrevivéncia
celular, em condi¢des de homeostase normal e com estabilidade gendmica, por parte da
p53. No que diz respeito a eliminacdo celular, o papel da p53 pode ser dubio,
desenvolvendo fungdes criticas em diversas patologias como doengas neurodegenerativas

e metabdlicas (Labuschagne et al., 2018).

A ativacdo da proteina supressora de tumor pode ser feita a partir de sinais
resultantes de danos agudos no genoma, ou desencadeado por stresses metabdlicos como

o stress oxidativo, hipdxia, e fatores de crescimento (Labuschagne et al., 2018).

Tal como a FOXO, a P53 também consegue regular os niveis de ROS através
da ativagdo de genes pro-antioxidantes, resultando na diminui¢do de producdo dos
mesmos na mitocondria. A pS3 ainda poderd estar envolvida na ativagdo de genes que
reprimem a producdo de ROS por parte da familia COX e NOS (Hornsveld et al.,
2018)(Jiang, Hickman, Wang, & Gu, 2015; Labuschagne et al., 2018).

Em suma, se o sinal desencadeado pelo stress for transitorio ou reversivel, a p53
assume fun¢do protetora, garantido a sobrevivéncia da célula, em caso contrario, se o
potencial ativador for carcinogénico a p53 recorre a apoptose, ferroptose (morte celular
ndo programada que envolve i0es de ferro) e senescéncia celular, de forma a impedir o
progresso da malignidade. No entanto é necessdrio isolar o desempenho da proteina,

diferenciando, o gene p53 normal e mutado, num ambiente in vivo, de forma a sequenciar
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uma melhor abordagem sobre p53 e sua influéncia no cancro e em células saudédveis

(Labuschagne et al., 2018).
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III. Conclusao

Presentemente a carcinogénese continua a ser um processo demasiado complexo
que compreende numerosas lacunas sobre a sua etiologia, devido a diversidade de fatores
que podem influenciar o processo de formacdo de neoplasias. As espécies reativas
derivadas do oxigénio integram neste vasto leque de fatores devido a sua capacidade de

reagir com moléculas essenciais para o normal funcionamento celular.

Atualmente, a nossa compreensao acerca da formacdo de neoplasias encontra-se
mais clara devido a existéncia de informagao que coloca em causa a possibilidade de ROS
possuirem a capacidade de contribuir para a carcinogénese ou para impedir o processo.
Para além destas caracteristicas, ROS s3o indispensdveis para uma correta sinalizacao
celular. O equilibrio entre os promotores e inibidores destas espécies € fulcral, ditando
assim o destino no qual a célula ou desencadeia a apoptose ou entra na fase de iniciacao

do processo de formacdo de cancro.

Apesar de existir uma crenga generalizada na atuacdo de antioxidantes como
supressores de tumor, existe evidéncia cientifica que argumenta que o excesso de
consumo destes micronutrientes pode levar a uma opressao excessiva do stress oxidativo
e consequentemente comprometer a sinalizacdo celular e promover a prépria

carcinogénese.

A comunidade cientifica ainda carece de respostas para muitos enigmas que
envolvem ROS e carcinogénese. A determinagdo das concentracdes necessdrias de ROS
para desencadear o processo bem como a clarificacdo de frequéncia de exposicao

incorporam algumas das dificuldades atualmente.

No entanto, a evolucdo dos estudos neste tema tém contribuido para o
aparecimento de novos mecanismos de acdo e naturalmente moléculas anticancerigenas

que tem como base os eventos associados a acdao de ROS.

Este trabalho permitiu-me despertar para a importancia da realizacdo de pesquisa
cientifica relativamente a funcionalidade e atividade de ROS, na medida em que num
futuro préximo poderdo contribuir como um aliado da medicina atual no tratamento da
patologia oncolégica que continua a causar perdas na satde publica bem como a

representacao do peso econdmico-financeiro em tratamentos oncolégicos.
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