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do DNA mais vulneravel
aos radicais livres?
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Os radicais livres sdo moléculas ou dtomos instdveis que contém um ou mais elétrons desem-
parelhados que os tornam reativos. Alguns apresentam maior potencial de dano e podem
atacar biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA. Todas as quatro bases do DNA sio
suscetiveis ao ataque dos radicais livres, mas a Guanina é a mais vulneravel. Essa caracteristica
ajuda a explicar o grande nimero de lesées que podem ser geradas nessa base. A lesio mais
frequentemente formada na Guanina é a 8-0x0G, uma modificagio oxidativa importante nos

estudos de mutagénese. Apesar dessa alteracio local, estudos mostram que a 8-0xoG nio

provoca distor¢des significativas na estrutura geral da dupla hélice do DNA e ainda pode for-
mar um pareamento estdvel com a Citosina segundo o modelo de Watson-Crick. A 8-0xoG
é considerada uma lesdo pré-mutagénica, pois adquire a capacidade de parear com a Adenina
durante a replica¢io. Esse pareamento incorreto pode resultar em uma mutagio génica, caso
a les3o nio seja removida antes da préxima rodada de replicagdo. Este artigo discute a vulne-

rabilidade da Guanina.

O que sdo os
radicais livres e
como surgem?

Os radicais livres sio dtomos ou moléculas
que possuem um ou mais elétrons desempa-
relhados em seus orbitais atdmicos e podem

la (*OH). Essa reagdo pode ser representada
da seguinte forma:

Fe** + H,0, > Fe** + OH + +OH

O radical hidroxila formado é considerado
uma das espécies mais reativas no meio bio-
16gico, sendo capaz de atacar lipidios, protei-
nas, DNA e outras estruturas celulares de
maneira praticamente inespeciﬁca‘ Por isso,

existir de forma independente, podendo se
formar por cisées homoliticas. A presenca
desses elétrons desemparelhados pode con-
ferir reatividade a essas espécies, embora
essa caracteristica varie bastante entre os di-
ferentes tipos de radicais livres.

Em alguns casos, essa reatividade permite

que o radical interaja com moléculas préxi-

a reagio de Fenton é vista como um ponto
critico no estresse oxidativo, especialmente
em ambientes ricos em ferro livre ou mal re-
gulados em termos de metabolismo do ferro,
uma caracteristica frequentemente observa-
da em processos inflamatérios, envelheci-
mento e doengas crdnicas como o cincer e
distarbios neurodegenerativos.

mas para capturar um elétron, o que define
sua capacidade oxidante. A capacidade oxi-
dativa estd associada aos danos bioldgicos
em células e organismos, mas nem todos os
radicais livres possuem o mesmo potencial
de causar tais efeitos.

Assim, a geragio de radicais livres por vias
como a reagio de Fenton exemplifica como a
reatividade dessas espécies pode variar dras-
ticamente e como certos contextos bioquimi-
cos amplificam seu potencial lesivo.

Um exemplo classico da geragio de radicais
altamente reativos ocorre na reagio de Fen-
ton, um processo quimico em que o perdxido
de hidrogénio (H,0,), na presenca de fons
ferrosos (Fe®"), d4 origem ao radical hidroxi-
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Os radicais livres sio gerados por diversos
processos biolégicos, tanto endégenos quan-
to exdgenos, e desempenham papéis impor-
tantes em condicdes fisioldgicas normais. No
ambiente intracelular, esses radicais sio con-
tinuamente formados como subprodutos do

8-0x0G é a sigla usada
para a lesdo 8-oxo-7,8-
dihidroguanina, uma forma
oxidada da base Guanina.

Cisdes homoliticas sao
quebras de ligacdes covalentes
nas quais cada dtomo envolvido
retém um dos elétrons que
antes eram compartilhados.

Reatividade corresponde a
tendéncia dos elétrons livres
de se agruparem em pares, seja
em orbitais atdmicos ou em
ligagdes covalentes.

Capacidade oxidante é a
capacidade de uma molécula
ou espécie quimica de remover
elétrons de outras moléculas,
promovendo reagoes de
oxidacdo.
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metabolismo mitocondrial, como é o caso da
respiracio celular, além de estarem envolvi-

reagdes de 6xido-reducio, como a reagio de
Fenton, na qual ions metalicos como o ferro

dos em processos enzimdticos mediados por
oxidases, que os produzem como subpro-
dutos. Células endoteliais e leucécitos, por
exemplo, geram radicais livres como parte da
resposta inflamatéria contra patdgenos e al-
gumas espécies participam ativamente da si-
nalizagio celular e de reacgées biossintéticas

participam da geragio de espécies altamente
reativas. A exposi¢do a fatores ambientais,
como luz ultravioleta (UV), radiagio ioni-
zante, polui¢io atmosférica e tabaco, também
é reconhecida como um importante gatilho
para a formagio de radicais livres. A radiagio
ionizante, por exemplo, pode quebrar molé-

especificas. Além dessas fontes fisioldgicas,
os radicais livres também podem surgir por

culas de 4gua intracelulares, gerando radicais
hidroxila altamente reativos (Figura 1).

Poluicao

Radiacao

Raios UV

Tabaco

Inflamacao

Metabolismo

Diversos estudos evidenciam que os radicais
livres participam de importantes processos
fisiolégicos, mas, quando em excesso, estio
diretamente envolvidos na oxidagio de bio-
moléculas como proteinas, lipidios e DNA.
Os danos ao DNA associados aos radicais
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livres gerados endogenamente durante o me-
tabolismo celular normal sio mais frequen-
tes do que os danos causados por fatores am-
bientais. No entanto, os papéis benéficos ou
prejudiciais dos radicais livres dependem do
contexto celular.
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Respiracdo celular é o
processo no qual moléculas
organicas sdo oxidadas para
gerar ATP, a principal fonte de
energia da célula.

Reacdes biossintéticas sdo
processos em mltiplas etapas
que ocorrem Nos organismos
vivos para produzir compostos
quimicos complexos.

Figura 1.

O DNA celular pode ser
danificado por radicais livres
gerados a partir de diversas
fontes. Essas espécies
reativas podem se originar
endogenamente, por meio de
processos como o metabolismo
mitocondrial, a resposta
inflamatoria e a atividade

do sistema imune. Fontes
exdgenas, como radiacao
ionizante, luz UV, poluicdo
atmosférica e fumaca do
cigarro, também contribuem
significativamente para a
formacdo de radicais livres no
organismo.
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Os radicais livres mais estudados estdo in-
cluidos entre as chamadas espécies reativas
de oxigénio (ROS) e espécies reativas de

hidroxila (¢OH) e o éxido nitrico (¢NO),
sio radicais livres. Assim, os termos ROS e
RNS referem-se a um conjunto de molécu-

nitrogénio (RNS). Contudo, é importan-

te destacar que nem todas as ROS e RNS
sdo, de fato, radicais livres. Algumas dessas
moléculas, como o peréxido de hidrogénio
(H,0,) e o peroxinitrito (ONOO?), sio
altamente reativas, mas nio possuem elé-
trons desemparelhados, e por isso nio sio
classificados como radicais. J4 outras molé-
culas dentro desses grupos, como o radical

las que pode incluir tanto radicais quanto
compostos nio-radicais, todos com po-
tencial para modificar biomoléculas. Além
dessas, também existem outras espécies
reativas contendo metais como ferro e co-

bre, ou enxofre, que participam de proces-
sos celulares importantes, mas que também
podem estar associadas ao estresse oxidati-
vo (Figura 2).
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ROS significa espécies reativas
de oxigénio (abreviacdo

do inglés Reactive Oxygen
Species).

RNS significa espécies reativas
de nitrogénio (abreviacao

do inglés Reactive Nitrogen
Species).

ROS

lon Peroxido

0,> Radical Hidroxila

RNS

Triéxido de Dinitrogénio

O estresse oxidativo é um fendmeno causa-
do pelo desequilibrio entre a producio dos
radicais livres nas células e a capacidade do
sistema antioxidante do organismo em ina-
tivar essas espécies reativas (Figura 3). As-
sim, o estresse oxidativo ¢ o resultado tanto
de um aumento na concentragio de radicais
livres quanto de uma redugio na atividade
do sistema antioxidante protetor. As células
possuem um sistema de defesa composto por
antioxidantes para se protegerem dos danos
induzidos por essas espécies reativas, basea-
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do principalmente em enzimas como: Supe-
réxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Glutationa Peroxidase (GPx) e Peroxirredo-
xinas (Prxs). Apesar do fato das células pos-
sufrem uma capacidade intrinseca de elimi-
nar os radicais livres, em algumas situagdes
nio ¢ suficiente para conter a quantidade
produzida, principalmente pelas mitocon-
drias. Além disso, virios antioxidantes nio
enzimdticos, como vitamina C, vitamina E,
vitamina B6, flavonoides e polifendis atuam
na defesa e combate ao estresse oxidativo.

. S ) N,0;
Peroxido de Hidrogénio *OH Radical Oxido Nitrico s
5 H,0, Radical Superoxido *NO ONOO-
lon Hidroxido 0ye"
-OH
Figura 2.

Diagrama de Venn ilustrando

a relacdo entre radicais livres,
espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS). Nem todas
as ROS e RNS sdo radicais
livres, alguns exemplos, como

o peréxido de hidrogénio
(H203) e o peroxinitrito
(ONOO"), sao moléculas
reativas, mas nao apresentam
elétrons desemparelhados. Por
outro lado, moléculas como

o radical hidroxila (¢OH) e

o oxido nitrico (¢NO) estao
presentes nas intersecoes,
sendo classificadas tanto como
radicais livres quanto como
ROS ou RNS. A figura destaca a
sobreposigdo parcial entre esses
grupos, reforcando que, embora
compartilhem propriedades
oxidantes, seus conceitos nao
sdo equivalentes.
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Estresse
Oxidativo

Homeostase Redox

Os danos as biomoléculas induzidos por ra-
dicais livres durante o estresse oxidativo sio
fatores-chave na patogénese e fisiopatologia
de diversas doengas crénicas, incluindo con-
dig6es neurodegenerativas (como Parkinson,
Alzheimer, doenga de Huntington e escle-
rose lateral amiotréfica), enfisema, doengas
cardiovasculares e inflamatérias, catarata e
cincer. O estresse oxidativo também influen-
cia negativamente os mecanismos celulares
do envelhecimento, comprometendo fun¢oes
fisiolégicas, promovendo o desenvolvimento
de doengas e reduzindo a expectativa de vida.

Oxidacao da
Guanina e
seus produtos

Alguns radicais livres possuem potencial
redox suficientemente alto para reagir comT

Base Potencial redox

Timina 1.7V
Citosina 1.6V
Adenina 1.4V
Guanina 13V
8-oxoG 06V

A vulnerabilidade da Guanina ajuda a ex-
plicar o grande nimero de lesées que po-
dem ser originadas a partir da oxidagdo
da Guanina. A lesio formada com maior
frequéncia é denominada de 8-oxoguanina
(8-0x0@), a qual difere da Guanina normal
pela presenca de um hidrogénio em N7
(nitrogénio numerado com o niimero 7 no
anel dessa base nitrogenada) e a substitui-
¢io do hidrogénio por um oxigénio em C8
(carbono numerado como 8, Figura 4-A).
A 8-0x0G é uma lesio que pode ser forma-
da diretamente na molécula de DNA, mas

diversas biomoléculas, como as proteinas,
lipidios e até a molécula de DNA. Estudos
demonstraram que todas as bases do DNA
sdo susceptiveis a esse tipo de ataque, mas a
Guanina é a mais frequentemente oxidada
devido ao seu baixo potencial redox (Tabe-
la 1). Por essa razio, a Guanina é a base do
DNA mais vulnerdvel a sofrer oxidacio.
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também pode ser originada em nucleotideos
livres, os quais podem ser incorporados no
genoma pelas polimerases durante a sintese
de DNA. A presenca da 8-0x0G no DNA ¢
frequentemente usada como um marcador
celular para indicar a extensdo do estres-
se oxidativo, sendo estimado que cerca de
100 mil lesées do tipo 8-0x0G sdo forma-
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Figura 3.

O estresse oxidativo ocorre
quando ha um desequilibrio
entre a producdo de espécies
reativas (ROS/RNS) e a
capacidade do organismo de
neutraliza-las por meio de seus
sistemas antioxidantes. Quando
a geracdo de radicais supera

o potencial antioxidante, a
balanca pende para o lado das
espécies reativas, levando a
danos celulares.

Tabela 1.
Potencial redox das bases de
DNA.

Potencial redox é uma medida
da tendéncia de uma espécie
quimica em ganhar ou perder
elétrons, determinando seu
comportamento como agente
redutor ou oxidante. O valor do
potencial redox é expresso em
volts (V).
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das diariamente no genoma de cada célula,
mesmo em condi¢des fisiolégicas normais.

A 8-0x0G é uma modificagio oxidativa im-
portante nos estudos de mutagénese, pois,
em condi¢cdes normais, assim como a Gua-
nina, é capaz de parear com a Citosina, for-
mando um par de bases que segue o modelo
proposto por Watson-Crick (Figura 4-B).
Dessa forma, a 8-0x0G é considerada uma
lesio de baixa citotoxicidade, uma vez que
nio causa bloqueios significativos durante o
processo de replicagio do DNA, nem cons-
titui barreira para a transcrigio, ji que sua
estrutura permite um bypass eficiente pelas

polimerases de DNA e de RNA.

A 8-0x0G é classificada como um produto
pré-mutagénico devido A sua capacidade de
rotacionar na fita de DNA, aumentando
a chance de pareamento incorreto com a
Adenina durante a replicagio. A formacio
do par 8-0x0G:Adenina ¢ estivel e segue o
Modelo de Hoogsteen (Figura 4-C). Esse (
pareamento é frequentemente observado
durante a sintese de DNA, ji que muitas
polimerases tendem a inserir uma Adeni-

na em frente 4 8-0xoG. Caso essa lesio nio
seja removida do genoma pelas enzimas de
reparo, uma mutagio do tipo transversio
podera ser fixada no DNA apés duas ro-
dadas consecutivas de replicagio (Figura

4.D).

A 0
</N NH
|
o N)\ NH;
Guanina
B H
............ H—N
N 7\
Vi | N—H--=---- N)\> o
<H N7 ON—He-e-- 0>‘N\
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Par de base (Watson & Creek)
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o
H
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o= |
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H
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Par de base (Watson & Creek)

C
Lo~
HN N—H--nnnuu-un N P
— \ J N/
N\ OLCEEL H—N NJ
b .L
NH,

8-0x0G : Adenina
Par de base (Hoogsteen)

8-0x0G : Citosina
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Bypass & um termo em inglés
que se refere a capacidade

de algumas polimerases
ignorarem uma lesdo no DNA e
continuarem a sintese da fita.

Modelo de Hoogsteen é
uma variagdo do pareamento
de bases do DNA proposto por
Watson e Crick, em que uma
base nitrogenada realiza uma
rotacdo na fita de DNA para
estabelecer pareamento com
outras bases.

Transversao é um tipo de
mutacgao por meio da qual
uma base pdrica (A ou G)

é substituida por uma base
pirimidica (C ou T) no DNA.

Figura 4.

Representacao esquematica
das consequéncias da
oxidacdo da Guanina. (A)
Diferencas estruturais entre a
Guanina e sua forma oxidada,
8-0x0G, destacadas em
vermelho. (B) Tanto a Guanina
quanto a 8-oxoG podem parear
com a Citosina por meio da
conformacao anti, formando
pares de bases do tipo Watson-
Crick. (C) No entanto, durante
a replicacdo do DNA, a 8-oxoG
pode adotar a conformacao
syn, permitindo a formagao

de um par estavel com a
Adenina, sequindo o modelo
de Hoogsteen. (D) Caso a lesao
8-0xoG nao seja removida antes
da replicagao, o pareamento
inicial com a Adenina pode
levar a fixacao de uma mutacao
do tipo transversao (G:C -
T:A) ap0s duas rodadas de
replicagao.

OG eplicacao OG eplicacao |
T IIT > TTI AT TT LA T1T

Mutacao

Curiosamente, a 8-0xoG possui uma maior
vulnerabilidade ao ataque de radicais livres
do que a guanina nio lesionada, devido ao
seu menor potencial redox, ou seja, a 8-0xoG
doa elétrons com mais facilidade, tornando-
-se um alvo preferencial para novos ataques
oxidativos (Tabela 1). A 8-0x0G, ao sofrer
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uma nova oxidagio, pode originar outras le-
sdes com grande potencial mutagénico. Nu-
merosos produtos da oxida¢io de 8-oxoG
jé& foram identificados e sio chamados de
produtos “hiper-oxidados” por resultarem de
dois eventos oxidativos sequenciais da agdo
dos radicais livres.
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Consequéncias
da 8-oxoG e
dos produtos
hiper-oxidados

A lesio 8-0x0G induz predominantemente
mutagdes do tipo G:C — T:A no genoma. Este

fato foi evidenciado com um experimento de
replicacio que utilizou um plasmideo conten-
do uma dnica lesio do tipo 8-0x0G em uma
posicio previamente determinada. A analise re-
velou a presenca de uma Timina no local onde
antes se encontrava a 8-0xoG e, consequen-
temente, uma Adenina na fita oposta (Figura
4-D). Além disso, foi constatado que os produ-
tos hiper-oxidados também sio mutagénicos e
podem originar mutagdes tanto do tipo G:C >
T:A quanto do tipo G:C > G:C. Essas lesoes
podem interferir na taxa de bypass, influenciar o
tipo de nucleotideo inserido na posi¢io oposta
alesio e ativar distintos mecanismos de reparo.
Estudos recentes demonstraram que, enquanto
a 8-0x0G ¢ removida exclusivamente pela via
BER, os produtos hiper-oxidados como SP1 e

dar a ativar outros processos que modificam
o DNA e influenciam a atividade dos genes,
mostrando que a presenca da 8-0xoG pode
ser um sinal usado pela célula para controlar
funges importantes. Apesar do sistema de re-
paro ser eficiente, a 8-0x0G pode permanecer
em algumas regides do DNA, especialmente
em genes que sio menos ativos. J4 em genes
muito ativos, a remogio da 8-0xoG acontece
mais rapidamente. Isso sugere que a presenca
dessa modificacio pode estar relacionada com
o controle da atividade genética.

Além disso, a 8-0x0G estd envolvida em pro-
cessos celulares importantes, como a diferen-
ciagio das células-tronco e o metabolismo, e
sua acumulagio estd ligada a condi¢ées como
o envelhecimento precoce e o desenvolvimen-
to de tumores. Nas regides chamadas teld-
meros — que protegem as extremidades dos
cromossomos, a 8-0x0G pode contribuir para
0 seu encurtamento, um processo relacionado
a0 envelhecimento celular. Por fim, muitos es-
tudos ainda estio sendo feitos para entender
melhor como a 8-0xoG funciona como um

Gh podem ser removidos tanto pela via BER
quanto pela via NER.

O papel
epigenético da
guanina oxidada

Tradicionalmente, a oxidagio da base guanina
que resulta em 8-oxoguanina (8-0x0G) era
vista apenas como um tipo de dano a0 DNA,
que precisava ser reparado para evitar muta-
¢Oes e problemas nas células. No entanto, pes-
quisas recentes indicam que a 8-0x0G pode
ter um papel especial além de ser um dano:
ela pode funcionar como um sinal que ajudaa
controlar a forma como os genes sio ativados
ou desativados — ou seja, pode atuar como
um marcador epigenético. Isso significa que,
além de ser uma lesio, a 8-0xoG pode ajudar
a regular a expressio dos genes, influenciando
o funcionamento das células.

As células possuem uma enzima chamada
OGG1, que identifica e inicia o reparo da

sinal epigenético e se essa oxidagio da guanina
pode ter um “c6digo” que altera de forma espe-
cifica o comportamento das células. Essa nova
visdo mostra que a 8-0xoG nio é apenas um
dano para o DNA, mas uma peca importante
na regulacio da vida celular.
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G:C — T:A representa uma
mutagdo em que um par de
base do tipo Guanina:Citosina é
convertido em Timina:Adenina.

Plasmideo é uma pequena
molécula de DNA circular,
presente em bactérias e alguns
outros microrganismos, que

é fisicamente separada do
genoma e pode se replicar de
forma independente.

BER é a sigla em inglés para
Base Excision Repair (reparo
por excisao de bases).

NER é a sigla em inglés

para Nucleotide Excision
Repair (reparo por excisao de
nucleotideos).

OGGT é uma enzima
responsavel por reconhecer
e iniciar o reparo da 8-oxoG,
removendo essa base
danificada e contribuindo
para a manutencao do
material genético. A fungao
da OGG]1 ja foi discutida em
uma publicacdo anterior da
Genética na Escola: https://
doi.org/10.55838,/1980-3540.
ge.2022.429.

Sociedade Brasileira de Genética

75


https://doi.org/10.55838/1980-3540.ge.2022.429
https://doi.org/10.55838/1980-3540.ge.2022.429
https://doi.org/10.55838/1980-3540.ge.2022.429

