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Resumo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERN) ou radicais livres sdo produtos do metabolismo
orgéanico normal e seu acumulo pode gerar o estresse oxidativo. Este, por sua vez, causa injdrias celulares podendo
leva-las a morte, estando este processo envolvido com a degeneracao e/ou apoptose celular durante o desenvolvimento
embrionario e em diferentes 6rgaos, como o ovario mamifero. No ovario de camundongas sdo produzidas EROs durante
a regressao luteal que estdo envolvidas no processo de ativagdo folicular e retomada esponténea da meiose em 06citos.
Embora sejam produzidos durante processos fisiolégicos, 0o acimulo de radicais livres no ovario mamifero pode
desencadear patologias. No embrido, os radicais livres sdo produzidos normalmente devido ao metabolismo normal.
Porém, em ambientes in vitro com altas concentragdes de oxigénio, o desenvolvimento do embrido pode ser prejudicado.
O oxido nitrico é considerado um radical livre e participa de processos patoldgicos e fisiolégicos como inflamagéo,
ovulagdo, implantacdo embriondria e contracdo uterina. Para proteger os sistemas bioldgicos dos danos celulares
causados pelos radicais livres, o organismo utiliza enzimas como catalase, superdxido-dismutase e glutationa
peroxidase, e mecanismos que incluem substancias antioxidantes tais como vitamina C, vitamina E, S-caroteno dentre
outras.
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Abstract

Reactive oxygen (ROS) or nitrogen (RNS) species or free radicals are products of normal organic metabolism and their
accumulation can generate the oxidative stress. Then, this stress causes cellular damage, leading to death. This process
is involved with cellular degeneration and/or apoptosis during embryos development and in different organs, such as the
mammalian ovary. In murine ovary, ROS are produced during luteal regression and they are involved in the process of
follicular activation and spontaneous meiosis resumption in oocytes. Although these are physiological processes,
accumulation of free radicals in the mammalian ovary may unchain pathologies. In the embryo, free radicals are
normally produced due to normal metabolism. However, in in vitro environment with high oxygen concentrations,
embryo development can be damaged. Nitric oxide is considered a free radical and takes part in pathologic and
physiologic processes, such as inflammation, ovulation, embryo implantation and uterine contraction. To protect the
biological systems from cellular damage caused by free radicals, the organism uses enzymatic mechanism, which
involves, for instance, catalase, susperoxide-dismutase and glutation peroxidase and others that include antioxidants
substances, such as vitamin C, vitamin E, p-carotene, etc.
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Introducéo

A geracdo de radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
radical hidroxila (OH), o peroxido de
hidrogénio (H,0,) e ainda as espécies de
nitrogénio (ERN), como o éxido nitrico, é um
processo que ocorre naturalmente no
organismo devido ao metabolismo celular
normal (ORHAN et al.,2006). Portanto, esses
radicais participam de reacGes fisioldgicas
normais no ovario e no embrido (WELLS et
al., 2005), sendo também responsaveis pela
inducdo de processos inflamatérios e
respostas imunes (MIGNOTTE e
VAYSSIERE, 1998). No entanto, sabe-se que
0 acimulo desses componentes em condicdes
onde 0s mecanismos antioxidantes de defesa
estdo deficientes pode levar ao estresse
oxidativo. Este, por sua vez, é um fendbmeno
necessario ao crescimento, desenvolvimento e
diferenciacdo celular (TUCKER e
TOWNSEND, 2005) e estd envolvido em
diferentes tipos de injurias celulares, incluindo
a peroxidagdo lipidica, oxidagdo de
aminodcidos e acidos nucléicos, apoptose e
necrose (HALLIWELL, 1992).

Nos dltimos anos tem  sido
intensivamente estudado o papel dos radicais
livres e do estresse oxidativo na reproducao
da fémea mamifera, haja vista os prejuizos
causados por estas moléculas no que se refere
as patologias reprodutivas e quadros de
infertilidade (AGARWAL et al., 2003). A
presente revisdo sumariza a origem dos
radicais livres e suas principais implicacGes
no ovario e embrido mamifero.

Origem das espécies reativas de oxigénio e
do estresse oxidativo

O balango intrinseco entre a vida e a
morte celular pode ser influenciado por varios
fatores ambientais. O acimulo intracelular das
EROs, como o anion superéxido (Oy),
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical
hidroxila (OH") pode resultar de um insulto
toxico ou do processo metabdlico normal. As
EROs podem alterar o sistema de defesa
antioxidante natural das células, resultando
em danos nas principais classes de

macromoléculas bioldgicas, incluindo os
acidos nucléicos, as proteinas, os carboidratos
e os lipidios (CHANDRA et al.,, 2000).
Fisiologicamente, varias moléculas reagem e
degradam-se quando expostas ao oxigénio,
dentre elas encontram-se 0s acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares,
enzimas, vitaminas e DNA (HALLIWELL,
1997). Estas reacBes quimicas também
resultam na formacdo das EROs ou radicais
livres e na presenca de ions e de alguns metais
no organismo, estes radicais tornam-se
altamente reativos, gerando mais radicais
livres, sendo entdo perpetuado o0 processo
(EARLE, 2001).

Partindo-se do principio que as
reacbes quimicas, geralmente, ndo sdo
guantitativas, pode-se estimar que cerca de
5% do oxigénio inalado seja convertido em
EROs (CHANCE et al., 1979). Durante o
processo de oxidacdo que normalmente ocorre
nas células, o oxigénio é reduzido a agua e 0s
estagios intermediarios desse  processo
correspondem as EROs (SETIADI et al.,
2003). Os prejuizos causados no organismo
devido a acdo dos radicais livres podem se
acumular ao longo do tempo e implicar ndo
somente em processos bioldgicos, como o
envelhecimento, mas também em processos
patoldgicos, como inflamacéo, carcinogénese,
Sindrome de Parkinson, catarata (CHANDRA
et al.,, 2000), ooforite (BEHRMAN et al.,
2001) e até mesmo resultar em
desenvolvimento embrionario anormal
(WELLS et al., 2005). As EROs séao
extremamente reativas e possuem vida curta.
No entanto, o aumento na sintese dessas
moléculas ndo causa, necessariamente,
injarias celulares se 0os mecanismos de defesa
antioxidantes estiverem funcionando
normalmente (ORHAN et al., 2006).

Os radicais livres podem induzir
morte celular por necrose ou apoptose,
dependendo das concentracBes. Niveis baixos
de EROs podem induzir apoptose, enquanto
gue o acumulo de altos niveis dessas
moléculas gera necrose ou pode levar as
celulas comprometidas por apoptose a uma
morte celular  semelhante &  necrose
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(MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998).

O estresse oxidativo é definido como
uma elevacdo intracelular da concentracdo das
EROs (BEDAIWY et al., 2004). As injdrias
causadas pelo estresse oxidativo nas células
em condicBes in vivo e in vitro ocorrem em
conseqiiéncia da exposicdo a agentes
exogenos (radiacdo, produtos quimicos) e
devido ao metabolismo celular normal
(OLSON e SEIDEL JR., 2000). Sob
condigbes oxidativas extremas ou Se 0S
mecanismos de protecdo antioxidantes estdo
comprometidos podem ocorrer injdrias e
morte celular por necrose ou apoptose
(NASR-ESFAHANI et al., 1990) em
decorréncia da peroxidacdo lipidica e de
danos ao DNA (HIGUCHI, 2003).

Mecanismos protetores contra as EROs

O organismo possui dois tipos de
mecanismos para eliminar ou minimizar a
acdo da geracdo excessiva das EROs. Um
desses mecanismos compreende as reagdes
enzimaticas, enquanto o0 outro utiliza
substancias antioxidantes para regular o
processo (SETIADI et al., 2003). No primeiro
mecanismo € necessdria a presenca de
magnésio, vanadio, cromo, manganés, ferro,
cobre, zinco ou selénio no sitio ativo de
algumas enzimas, como por exemplo,
superoxido dismutase (SOD), catalase
(KITAGAWA et al.,, 2004) e glutationa
peroxidase (SETIADI et al, 2003) que
removem as EROs das células. A enzima
SOD participa da doacdo do O, ao H,0O,
sendo este ultimo convertido pela catalase a
oxigénio e agua (FRIDOVICH, 1995). A
glutationa e a glutationa peroxidase
desempenham o maior papel no controle
celular da oxidagdo e sdo 0s mecanismos de
defesa primarios para remocdo de per6xidos
(HIGUCHI et al, 2003), envolvendo
diretamente a acdo de varios microelementos.
O selénio encontra-se ligado a glutationa
peroxidase, agindo como um carreador
temporario de oxigénio. O cobre e o zinco
estdo presentes na SOD juntamente com
manganés, ferro e niquel. Estes dois ultimos
elementos também podem estar presentes na

catalase. A responsabilidade da remocéo do
peroxido de hidrogénio dos sistemas
bioldgicos é do ferro presente na catalase e do
selénio contido na glutationa peroxidase
(SETIADI et al., 2003).

No segundo mecanismo entram em
acdo as vitaminas C e E (BEHRMAN et al.,
2001), licopeno, B-caroteno, flavonas, acido
lipdico dentre outras substancias (AMIS e
SHIGENAGA, 1992; CHASSE et al., 2001).
Esses antioxidantes sdo encontrados em
frutas e vegetais e suas necessidades no
organismo sdo supridas pela ingestdo
através da dieta.

A vitamina E (a-tocoferol e
derivados) € um antioxidante lipossoluvel
presente nas células animais, protegendo-as
das injarias causadas pelos radicais livres
(WANG et al., 2002; POVALISHEV et al.,
2006). O a-tocoferol, por sua vez, reage com
outros radicais livres de forma muito rapida
(DUTTA e DUTTA, 2003), evitando a
propagacdo desses radicais pela sua propria
conversdao num produto oxidado, o radical
livre a-tocoferoxil (INGOLD et al., 1987). A
forma original do a-tocoferol pode ser
regenerada através de sua reducdo (doacdo de
hidrogénio) pela vitamina C (SCHNEIDER,
2005), aumentando a capacidade antioxidante
da vitamina E (TUCKER e TOWNSEND,
2005) e sugerindo o conceito de reciclagem
dos antioxidantes. A regeneracdo do o-
tocoferol implica na manutencdo da
concentracdo dessa substdncia na membrana
celular (SEN et al., 2006).

A vitamina C (&cido ascorbico) é um
importante antioxidante hidrossoluvel que
limita a difusdo do anion superdxido na
membrana celular e atua também na remogéo
do H,0,, protegendo os lipidios e as proteinas
da membrana celular das injarias oxidativas
(KRAMARENKO et al., 2006).

Espécies reativas de oxigénio no ovario
Varios estudos sugerem que as EROs
estejam envolvidas no processo de apoptose
ou morte celular programada no ovario
(AGARWAL et al., 2003; McCLUSKEY et
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al., 1999). Sabe-se que o O,, 0 H,O;, e 0s
peréxidos lipidicos sdo gerados pelas células
luteais durante a regressdo natural do corpo
liteo ou induzida por prostaglandina em
camundongas (BEHRMAN et al.,, 2001),
sendo esta resposta associada a uma deplecéo
reversivel do acido ascorbico presente nessas
células (ATEN et al., 1992; RILEY e
BEHRMAN, 1991).

Em odcitos imaturos, os antioxidantes
bloqueiam a retomada espontanea da meiose e
a maturagdo  oocitaria induzida por
gonadotrofinas, as quais podem ser revertidas
pela geracdo de radicais livres (TAKAMI et
al., 1999; TAKAMI et al., 2000). Tanto nos
foliculos quanto no corpo lateo, os leucécitos
sdo a maior fonte de EROs (BEHRMAN et
al., 2001). E também conhecido que a maioria
dos foliculos presentes no ovério (cerca de
99%) ndo chega a ovular, mas morre pelo
processo de atresia, a qual pode ocorrer por
via degenerativa ou apoptotica
(FIGUEIREDO et al., 1995), podendo esta
Gltima ser influenciada pelas EROs.

A geracdo de radicais livres pode
desempenhar importante papel fisioldgico no
ovario, no entanto, a producdo ciclica destes
agentes durante anos pode ocasionar
patologias ovarianas, as quais, provavelmente,
podem ser exacerbadas sob condigdes
antioxidantes precarias. Como exemplo,
podem ser citadas a ooforite e a faléncia
ovariana prematura autoimune (BEHRMAN
etal., 2001).

Espécies reativas de oxigénio no embrido
As EROs podem ser originadas do
metabolismo embrionario normal (GOTO et
al, 1993), podem alterar vérios tipos de
moléculas celulares, bem como podem induzir
0 bloqueio ou o retardo do desenvolvimento
(GUERIN et al.,, 2001) e comprometer a
viabilidade embrionaria (OLSON e SEIDEL
JR., 2000). No entanto, o papel exato do
estresse  oxidativo no  desenvolvimento
embrionério ainda n&o esta bem elucidado.
Estudos mostram que durante a
embriogénese pode ocorrer morte celular por
apoptose (PARCHMENT, 1991; PIERCE et

al.,, 1991). Sendo este um fenémeno que
ocorre naturalmente nos embrides sob
condicdes in vivo, muitos autores sugerem que
a apoptose em embrides produzidos in vitro
pode ser exacerbada devido as condicdes de
cultivo (BYRNE et al., 1999; MATWEE et
al., 2000; VAN SOOM et al., 2002). Uma
funcdo muito importante da apoptose no
desenvolvimento embrionario é a eliminacédo
de uma minoria de células anormais ou
supérfluas e no controle do nimero de células
embrionarias (FABIAN et al., 2005).

Os embrides mamiferos em estagios
iniciais de desenvolvimento sdo susceptiveis
as injarias causadas pelas EROs e aumentam a
producdo de radicais livres quando cultivados
in vitro (GOTO et al., 1993). Embrides de
ratos (UMAOKA et al., 1992), ovinos
(THOMPSON et al., 1990) e bovinos
(KHURANA e NIEMANN, 2000) cultivados
in vitro e submetidos a baixas concentracdes
(5%) de oxigénio mostraram altas taxas de
desenvolvimento quando comparados com
embrides cultivados sob altas concentragdes
(20%) deste gas. Este fato é indicativo de que
uma alta concentracdo de oxigénio reduz o
desenvolvimento embrionario devido ao
actimulo de EROs (KITAGAWA et al., 2004),
estando, portanto, 0 estresse oxidativo
envolvido no desenvolvimento embrionario
anormal (BEDAIWY et al., 2004).

Oxido Nitrico

Um outro componente resultante das
reacBes metabdlicas e também considerado
um radical livre, é o &xido nitrico. Este
composto é um gas, cuja molécula é pequena
e hidrofébica, podendo facilmente passar
através de membranas (KIECHLE e ZHANG,
2002). Trata-se de um mediador importante de
processos fisiologicos e patoldgicos de
injarias  celulares e, provavelmente, da
apoptose. Todavia, 0s mecanismos pelos quais
0 Oxido nitrico induz esse processo
permanecem desconhecidos (KIECHLE e
ZHANG, 2002). O oxido nitrico é produzido
por trés tipos de enzimas sintetases: Oxido
nitrico sintetase endotelial (eNOS), &xido
nitrico sintetase neuronal (NNOS) e 6xido
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nitrico sintetase indutora (iNOS), que sdo
expressas em Vvarios tecidos (VINAS et al.,
2005). O perfil fisiolégico normal da
producdo de 6xido nitrico é dificil de ser
definido, contudo, sabe-se que, quando seus
niveis estdo aumentados podem ocorrer
efeitos toxicos, visto que o éxido nitrico é um
radical livre. Também é conhecido que esta
molécula exerce um feedback negativo sobre
si  mesmo, inibindo as enzimas NOS
(MITCHELL et al., 2004), bem como que
possui um papel duplo como mediador ou
supressor na morte celular (KIECHLE e
ZHANG, 2002).

O Oxido nitrico € um mensageiro
bioquimico com diversas acdes nos sistemas
fisiologicos e esta envolvido em varios
processos reprodutivos nas fémeas, tais como
ovulacdo, implantacdo e contracdo uterina
(MAUL et al., 2003). O oOxido nitrico pode
prevenir a apoptose em Vvarios tipos celulares,
como células endoteliais (DIMMELER et al.,
1997) e foliculos ovarianos (CHUN et al.,
1995). A inibicdo da apoptose pelo Oxido
nitrico pode envolver a regulacéo de sistemas
antioxidantes intracelulares, além da inibicédo
de enzimas pro-apoptéticas, como as caspases
(KIECHLE e ZHANG, 2002).

No ovario, o 6xido nitrico influencia
positivamente a remodelacdo tecidual na
ovulacdo (JABLONKA-SHARIFF e OLSON,
1997). Estudos demonstraram a presenca das
enzimas NOS em foliculos de camundongas
em varios estagios decrescimento, onde o
desenvolvimento folicular foi comprometido
quando foram utilizados inibidores para essas
enzimas (MITCHELL et al., 2002). O papel
das enzimas NOS também foi demonstrado na
maturacdo oocitaria em murinos, as quais
agem poucas horas antes da ovulacdo
(NAKAMURA et al, 2002). E também
conhecido que o dxido nitrico é um inibidor
da esteroidogénese de células da granulosa
cultivadas in vitro (DAVE et al., 1997). No
embrido, o Oxido nitrico pode alterar a
sinalizacdo  embriondria e iniciar a
hidroxilagio e nitragdo das proteinas
embrionarias e do DNA, afetando diretamente

0 desenvolvimento embrionario (MAUL et
al., 2003).

Estudos evidenciaram que o O6xido
nitrico pode levar a morte celular devido a sua
alta reatividade com o anion superoxido. Esta
reacdo aumenta a producdo de peroxinitrito,
um oxidante altamente téxico que danifica as
células (HSIEH et al., 2006). Sob condicdes
fisiol6gicas, o peroxinitrito reage rapidamente
com o diéxido de carbono (CO,), resultando
na formacdo de dioxido de nitrogénio (NO,) e
anion carbonato (CO3) (UPPU et al., 1996).
Esses radicais participam da nitracdo
aromatica da tirosina que pode interferir em
importantes mecanismos de  sinalizacdo
celular (MONTEIRO, 2002), como
proliferacdo e  diferenciacdo  celular
(MONDORO et al., 1997).

Consideracoes Finais

A geracéo de radicais livres ou EROs
(peréxido de hidrogénio, anion superéxido e
radical hidroxila) e ERN (éxido nitrico e
peroxinitritos) ocorre  em processos
metabdlicos normais, tais como crescimento e
diferenciacdo celular. Essas moléculas podem
funcionar como sinalizadoras e indutoras de
processos que causam injurias as células,
como a peroxidacdo dos lipidios das
membranas, danos ao DNA e morte celular
por apoptose ou necrose, ou simplesmente
participar de processos fisiologicos como
ovulacdo, regressdo do corpo luteo e
crescimento  embriondrio.  Os  niveis
intracelulares dessas substancias € que vao
determinar se a célula continua viva ou
morre por apoptose ou necrose. Desta
forma, observa-se que o papel das substancias
e enzimas antioxidantes no organismo € de
fundamental importancia para manutencdo do
equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes
nos sistemas bioldgicos.
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