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Resumo geral 

 

O gastrópode terrestre Helix aspersa (Müller) é um herbívoro generalista, que habita 

a região mediterrânea. Os gastrópodes terrestres em geral entram em estados dormentes 

durante o seu ciclo de vida. A dormência é uma forma de inatividade associada a uma redução 

na taxa metabólica, sem grandes alterações no estado hídrico do animal (Withers & Cooper, 

2010). Os gastrópodes terrestres quando saem de um estado dormente podem apresentar um 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas mitocôndrias (Turrens et al., 

1982) levando a um quadro de  possível estresse oxidativo (Hermes-Lima & Zenteno-Savin, 

2002). Cerca de 0,1% a 2% da respiração normal celular in vitro resulta em formação de 

ânion superóxido (Fridovich, 2004; Murphy, 2009; Hamanaka & Chandel, 2010). Muitos 

estudos apontam para um aumento na produção de ROS (Duranteau et al., 1998; Chandel et 

al., 1998; Wood et al., 1999; Killilea et al., 2000) durante a hipóxia. O estresse oxidativo é 

definido como o desequilíbrio no balanço entre agentes pró-oxidantes e agentes antioxidantes, 

em favor dos pró-oxidantes, levando a uma perturbação na sinalização e no controle redox 

e/ou dano molecular (Sies & Jones, 2007). A GSH é o principal grupo sulfidrila não proteico 

encontrado em células de mamíferos. Esta normalmente em uma concentração de 1 a 10 mM, 

enquanto a GSSG é encontrada em uma concentração de 10 a 100 vezes menor (Rossi et al., 

1995; Griffith, 1999). A GSH atua desativando radicais livres, preservando o status redox 

celular e defendendo o organismo contra xenobióticos (Meister, 1995a). A ativação do 

sistema de defesa antioxidante, incluindo aumento da atividade de enzimas antioxidantes, 

durante situações de depressão metabólica foi chamada de “preparo para o estresse oxidativo” 

(Hermes-Lima et al., 1998). Esta ativação protege o organismo durante o hipometabolismo e 

durante a reoxigenação/despertar de um possível estresse oxidativo. 

Os objetivos deste estudo foram: analisar as possíveis respostas durante um ciclo de 

anoxia e reoxigenação do sistema de defesa antioxidante de Helix aspersa com níveis 

reduzidos de glutationa total (eq-GSH); e examinar a liberação de ROS em mitocôndrias 

isoladas de Helix aspersa em estivação. O metabolismo de GSH mostrou-se em nosso estudo 

como importante fator na manutenção do equilíbrio redox de Helix aspersa durante a anoxia e 

reoxigenação, lidando com um provável aumento de produção de ROS durante a 

reoxigenação. E durante a estivação, foi demonstrado que as mitocôndrias de glândula 

digestiva de Helix aspersa liberam mais H2O2 in vitro. Este aumento na liberação de ROS na 

mitocôndria pode estar relacionado com a indução de respostas antioxidantes, que ocorrem 



durante a estivação em gastrópodes terrestres em diversos estudos (Hermes-Lima & Storey, 

1995; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima, 2003; Ramos-Vasconcelos et al., 2005).  

 

Abstract 

 

The gastropod Helix aspersa (Müller) is a generalist herbivore that inhabits the 

Mediterranean region. The terrestrial gastropods generally go into dormant states during their 

life cycle. Dormancy is a form of inactivity associated with a reduction in metabolic rate, 

without major changes in the water status of the animal (Withers & Cooper, 2010). The 

terrestrial gastropods when they leave a dormant state may experience an increased 

production of reactive oxygen species (ROS) in mitochondria (Turrens et al., 1982) leading to 

a potential oxidative stress (Hermes-Lima & Zenteno-Savin, 2002). About 0.1% to 2% of the 

normal cellular respiration in vitro results in formation of superoxide anion (Fridovich, 2004; 

Murphy, 2009; Hamanaka & Chandel, 2010). Many studies point to an increased production 

of ROS (Duranteau et al. 1998; Chandel et al., 1998, Wood et al. 1999; Killilea et al., 2000) 

during hypoxia. Oxidative stress is defined as the imbalance between pro-oxidant agents and 

antioxidants in favor of pro-oxidants, leading to a disruption of redox signaling and redox 

control and/or molecular damages (Sies & Jones, 2007). GSH is the main non-protein 

sulfhydryl group found in mammalian cells. It´s usually in a concentration of 1 to 10 mM, 

whereas GSSG is found at a concentration of 10 to 100 times lower (Rossi et al. 1995; 

Griffith, 1999). GSH acts by disabling free radicals, maintaining the cellular redox status and 

defending the body against xenobiotics (Meister, 1995a). The activation of the antioxidant 

defense system, including increased activity of antioxidant enzymes, during situations of 

metabolic depression is called "preparation for oxidative stress (Hermes-Lima et al., 1998). 

This activation protects the body during hypometabolism and during recovery of a possible 

situation of oxidative stress. The objectives of this study were: to analyze the possible 

response during a cycle of anoxia and reoxygenation of the antioxidant defense system of 

Helix aspersa with reduced levels of total glutathione (GSH-eq) and to examine the release of 

ROS in isolated mitochondria from Helix aspersa in aestivation. The metabolism of GSH 

presented itself in our study as an important factor in maintaining the redox balance of Helix 

aspersa during anoxia and reoxygenation, dealing with a probable increase in ROS 

production during reoxygenation. And during aestivation, it was demonstrated that the 

digestive gland mitochondria of Helix aspersa released more H2O2 in vitro. This increased 



release of ROS in mitochondria may be related to induction of antioxidant responses that 

occur during aestivation in terrestrial gastropods in several studies (Hermes-Lima & Storey, 

1995; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima, 2003, Ramos- Vasconcelos et al., 2005). 

 

Introdução geral 

 

Helix aspersa, dormência e depressão metabólica 

 

O molusco gastrópode pulmonado terrestre Helix aspersa (Müller) também 

conhecido como Cornu aspersum é um herbívoro generalista, que habita a área mediterrânea 

e Europa Ocidental (Guiller & Madec, 2010). Sua reprodução ocorre até seis vezes por ano e 

demora dois anos para atingir a maturidade em seu ambiente natural (Bezemer & Knight, 

2001). Seus centros neuroendócrinos responsáveis pela ovulação são dependentes de fotofase 

maior que nove horas, sendo que o gastrópode Helix pomatia também apresenta dependência 

de fotoperiodo para ovular (Stephens & Stephens, 1966; Bailey, 1981; Gomot, 1990; Jess & 

Marks, 1998). 

Os gastrópodes terrestres em geral durante o inverno hibernam e durante períodos de 

calor e de baixa umidade estivam, formando uma membrana muco protéica, o epifragma, que 

proporciona um isolamento do meio e uma diminuição da perda de água (Barnhardt, 1983). 

Segundo Vorhaben e colaboradores (1984) o gastrópode Helix aspersa apresenta três fases de 

atividade: durante a noite, uma fase ativa e de procura de alimento; uma fase de torpor durante 

o dia, em que o consumo de oxigênio é reduzido em 50-60% em relação a fase ativa; e uma 

fase dormente de longa duração (estivação), em que o consumo de oxigênio é 80% menor que 

na fase ativa (Tabela 1). Outros gastrópodes como Otala lactea e Bulimulus dealbatus 

também mostram este descréscimo de consumo de oxigênio em estado dormente (Herreid, 

1977; Horne, 1973). A dormência (estivação/hibernação) nos gastrópodes terrestres é 

caracterizada por depressão metabólica, acidose extracelular, hipoxia, hipercapnia e ativação 

das defesas antioxidantes (Barnhart, 1986; Barnhart & McMahon, 1987; Barnhart  & 

McMahon 1988; Hermes-Lima et al., 1998).  

Além dos gastrópodes terrestres, outros organismos respondem com a diminuição da 

taxa metabólica quando as condições do ambiente são desfavoráveis a vida, fazendo com que 

a energia e a água sejam economizadas e haja condições de sobrevida (Storey & Storey, 

1990). Desde o torpor diário visto em pequenos mamíferos, aves e gastrópodes, passando pela 



hibernação, estivação e diapausa programadas, até em momentos de falta de oxigênio que 

acometem organismos intermareais, mamíferos marinhos e tartarugas durante mergulho; e em 

organismos que toleram desidratação extrema e congelamento (Storey & Storey, 1990; Guppy 

& Withers, 1999). A anidrobiose, a osmobiose e a criobiose aliam a depressão metabólica a 

um estado celular alterado hidricamente e com o acúmulo de solutos. Já a dormência é um 

estado menos extremo de inatividade, englobando: a hibernação, que é um torpor longo 

durante o inverno; o torpor diário; e a estivação, que é um torpor longo durante o verão 

(Withers & Copper, 2010). 

 

Tabela 1. Taxa metabólica de gastrópodes terrestres pulmonados em estado normal e 
deprimido (extraído e modificado de Guppy & Withers, 1999). 
 

Espécie Massa 
(g) 

Temp 
(°C) 

Normal 
(µl/h) 

Deprimido 
(µl/h) 

Razão 
(D/N) 

Referência 

Sphincterochila boissieri 4 25 393 4,8 0,01 Schmidt-Nielsen 
et al., 1971 

Rabdotus schiedeanus 4,5 25 563 27 0,05 Riddle, 1977 

Rhagada tescorum 3 25 146 14,1 0,1 Withers et al., 
1998 

Bulinus dealbatus 1 22 120 20 0,17 Horne, 1973 

Oreohelix spp. 0,3 25 55,1 9,42 0,17 Rees & Hand, 
1990 

Helix aspersa 5 27 500 100 0,2 Vorhaben et al., 
1984, Pedler et al., 
1996 

Otala lactea 7 20 350 98 0,28 Herreid, 1977 

 

Em endotermos, a depressão metabólica envolve uma mudança fisiológica na 

regulação da temperatura corporal, reduzindo o valor a ser defendido de temperatura e 

consequentemente reduzindo a produção de calor (Guppy & Withers, 1999; Withers & 

Copper, 2010). Já em ectotérmicos, a depressão metabólica que ocorre nos estados dormentes 

é intrínseca (Churchill & Storey, 1989; Storey & Storey, 1990; Rees & Hand, 1991; Storey, 

2002). Durante a depressão metabólica em moluscos gastrópodes, os carboidratos são 

essenciais em longos períodos dormentes (Von Brand, 1944; Oudejans & van der Horst, 1974) 

e também durante o metabolismo normal (Livingstone & De Zwaan, 1983). Sendo que o 

principal metabólito acumulado nos tecidos e na hemolinfa em gastrópodes terrestes durante 

períodos de privação de oxigênio são o D-lactato e succinato (Wieser, 1981; Churchill and 



Storey, 1989, Michaelidis et al., 1999).  

Em depressão metabólica, as células dos animais exibem diversas características 

comuns como: mudanças de pH, mudanças no estado de fosforilação protéica,  diminuição de 

degradação protéica, mudanças na expressão gênica, manutenção dos gradientes iônicos e 

regulação diferenciada da síntese protéica (Storey & Storey, 1990; Guppy et al., 1994; 

Hochachka & Lutz, 2001; Storey & Storey, 2004). 

 

 Despertar, estresse oxidativo e antioxidantes 

 

Os gastrópodes terrestres e outros grupos animais quando saem de um estado 

dormente estão passando de um estado hipóxico ou anóxico para um estado transiente e 

relativo de hiperoxia para depois voltarem ao estado normóxico (Hermes-Lima et al., 1998). 

Durante este aumento de tensão e consumo de oxigênio no despertar, pode ocorrer um 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas mitocôndrias (Turrens et al., 

1982) levando a um quadro de  possível estresse oxidativo (Hermes-Lima & Zenteno-Savin, 

2002). Estes organismos respondem geralmente de três formas: aumentando as defesas de seu 

sistema antioxidante durante a depressão metabólica, antes da fase de recuperação do 

metabolismo basal (Hermes-Lima & Storey, 1993; Hermes-Lima & Storey, 1995; Lushchak et 

al., 2001; Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima, 2003);  possuindo altos níveis constitutivos 

de antioxidantes (Willmore & Storey, 1997a; Willmore & Storey, 1997b); ou tolerando o 

estresse oxidativo (Grundy & Storey, 1998). 

Dois fatores essenciais contribuem para a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) durante a hipóxia e depois durante a reoxigenação: a redução parcial do oxigênio na 

cadeia respiratória mitocondrial, produzindo, ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radical hidroxil (.OH) (Ruuge et al., 1991; Inoue et al., 1993; Fridovich, 2004; 

Murphy, 2009; Hamanaka & Chandel, 2010); e a geração de radicais livres de oxigênio pela 

enzima xantina oxidase (figura1) (Granger, et al., 1981; McCord, 1985; Yager et al., 1992). 

Outras fontes de espécies reativas de oxigênio nos organismos seriam: o sistema 

citocromo P450 no retículo endoplasmático; a auto-oxidação de oxihemoglobina e 

oximioglobina; a enzima NADPH oxidase de fagócitos; a enzima superóxido dismutase e 

outras enzimas como as ciclo-oxigenases, lipo-oxigenases e amino-oxidases, entre outros 

(Hermes-Lima, 2004). 

O estresse oxidativo é definido como o desequilíbrio no balanço entre agentes pró-



oxidantes e agentes antioxidantes, em favor dos pró-oxidantes, levando a uma perturbação na 

sinalização e no controle redox e/ou dano molecular (Sies & Jones, 2007). O estresse 

oxidativo tem potencialidade de danificar macromoléculas tais como: DNA, lipídios e 

proteínas. O controle do estresse oxidativo é realizado pelo sistema de defesa antioxidante 

(figura 2), do qual participam enzimas e outros compostos de natureza não-enzimática 

(Storey, 1996; Hermes-Lima, 2004). 

 

Figura 1. Produção de ROS pela enzima xantina oxidase. Extraído de Granger, 1988. 

 

 

Figura 2. Via de formação de espécies pró-oxidantes e vias de detoxificação pelo sistema 

de defesa antioxidante enzimático. 



 

 
 Espécies reativas de oxigênio 

 

As espécies reativas de oxigênio podem ser não-radicalares e radicalares. As espécies 

radicalares contêm pelo menos um elétron não-emparelhado, ou seja, o elétron está sozinho 

no orbital atômico ou molecular e  estas spécies radicalares podem possuir cargas  ou podem 

ser neutras (Slater, 1984; Cadenas, 1995; Halliwell & Gutteridge, 2007).  

A molécula de oxigênio  possui dois elétrons desemparelhados em  spins paralelos, 

tornando difícil a redução destes elétrons ao mesmo tempo e facilitando a formação de  outras 

ROS, como o ânion superóxido O2
- (Gregory & Fridovich, 1973; Gregory et al., 1974; 

Fridovich, 1983; Fridovich, 1995) e em sequência o peróxido de hidrogênio. 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é uma espécie não-radicalar e também um fraco 

agente oxidante, mas é altamente estável e ultrapassa membranas biológicas com facilidade 

(Halliwell & Gutteridge, 2007).  

Já o radical hidroxil (.OH) é altamente reativo em comparação , porém de meia vida 

baixa (Sies, 1988). Uma das grandes fontes do  radical hidroxil  seriam as reações de Fenton e 

Haber-Weiss, nas quais o peróxido de hidrogênio, o ânion superóxido e metais de transição 

participam (Halliwell  & Gutteridge, 2007).  

Outras espécies reativas importantes são: as derivadas de ácidos graxos 

poliinsaturados (hidroperóxido de alquil, radical peroxil de alquil, radical alquoxil); o 
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oxigênio singleto, espécie não-radicalar, com alto poder oxidante; o ozônio, espécie não-

radicalar, altamente tóxica a vegetação, mas com efeito protetor contra os raios ultravioleta 

quando localizado em alta altitude; e outras espécies reativas com átomos de nitrogênio 

(óxido nítrico, dióxido de nitrogênio e peroxinitrito),carbono e enxofre, entre outros (Hermes-

Lima, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007). 

 

Sistema de defesa antioxidante 

 

Os possíveis danos oxidativos infligidos pelas espécies reativas em geral podem ser 

controlados nos organismos aeróbicos atuais por um sistema  de defesa antioxidante. Este 

sistema foi classificado (Sies, 1997; Hermes-Lima, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007) em  

quatro sub-divisões: defesas primárias, tanto enzimáticas, como não-enzimáticas, que agem 

diretamente sobre as ROS; defesas auxiliares, que suportam as funções das defesas primárias; 

proteínas que complexam metais e outros compostos de baixo peso molecular que previnem 

ou minimizam a participação de metais na geração de ROS; e sistemas de reparação de 

biomoléculas danificadas, principalmente DNA. 

 A enzima superóxido dismutase (SOD) possui diversos tipos, tendo como co-fatores 

cobre, zinco, ferro, manganês ou niquel (Tainer et al., 1983; Borgstahl et al., 1992; Barondeau 

et al., 2004). Ela catalisa a dismutação do O2
- em H2O2 e O2 (McCord & Fridovich, 1969). A 

CuZn-SOD está presente no citossol de eucariotos e em muitas bactérias.  A MnSOD é 

encontrada em mitocôndrias tanto de eucariontes como em procariontes, é insensível a cianeto 

e a peróxido de hidrogênio (Prohaska & Sunde, 1993; Ahmad 1995). A FeSOD é encontada 

no citossol de bactérias e em cloroplastos de vegetais superiores (Hermes-Lima, 2004). Já a 

NiSOD é encontrada em procariontes (Barondeau et al., 2004). 

A catalase (CAT) em suas diversas formas possui o grupo prostético heme, que é 

geralmente acompanhando de uma molécula de NADPH (Fridovich, 1998). Decompõe o 

H2O2  em  H2O e O2, e existe em muitos animais, plantas, bactérias e fungos. No cérebro de 

vertebrados sua atividade é baixa, já  em fígado, rim, tecido adiposo e hemácias sua atividade 

é alta (Hermes-Lima, 2004).  A enzima glutationa peroxidase (GPx) descorbeta em 1957 por 

Mills também possui diversos tipos, contendo selênio nos seus sítios ativos. Remove 

hidroperóxidos inorgânicos e orgânicos, reduzindo-os a H2O ou  a álcoois acoplado com a 

oxidação de glutationa reduzida, GSH (Halliwell & Gutteridge, 2007). A enzima glutationa 

redutase (GR) recicla a glutationa oxidada (GSSG) no processo de remoção de 



hidroperóxidos. Possui duas sub-unidades, cada uma com um FAD em seus sítios ativos. Para 

reduzir a GSSG, a GR utiliza o poder redutor de NADPH, que tem como principal fonte em 

animais a via das pentoses fosfato, onde o NADPH é catalisado pela enzima glicose-6-fosfato 

desidrogenase. 

A  família das enzimas glutationa-S-transferase (GST) utilizam primariamnete a 

GSH para conjugar xenobióticos ou material celular danificado. Algumas GSTs exibem 

atividade parecida com a GPx, mas apenas com hidroperóxidos orgânicos, não são capazes de 

reduzir H2O2,  por isso são chamadas de GPx independentes de selênio (Halliwell & 

Gutteridge, 2007). A GSH é um tripeptídeo formado por glutamato, cisteína e glicina (figura 

3), e está presente amplamente em animais, plantas, fungos e bactérias, mesmo em 

organismos que não possuem GPxs (Hermes-Lima, 2004). Além de participar como substrato 

para a GPx e GST, tem atividade antioxidante per se (Sies, 1993; Sies, 1999; Dickison & 

Forman, 2002). Agindo como um inativador de radicais livres, com grande importância para a 

preservação do status redox celular e como defesa contra ROS e xenobióticos (Meister, 1995). 

A GSH é sintetizada a partir de seus aminoácidos constituintes pela ação seqüencial da 

enzima dimérica y-glutamato-cisteína ligase (GCL) e GSH sintetase (Griffith, 1999).  

Outros antioxidantes não enzimáticos importantes são: o ácido ascórbico, o ß-

caroteno, o ɑ-tocoferol, a melatonina, a melanina, o ácido úrico e polifenóis em geral. Eles 

agem principalmente interrompendo a cadeia de propagação das reações radicalares (Cadenas, 

1995). 

Figura 3. Metabolismo da glutationa em células de fígado, extraído de Hermes-Lima, 2004. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Funções da glutationa e proteínas relacionadas 

 

Uma classe de compostos orgânicos de enxofre é conhecida como tiol e possui como 

centro reacional pelo menos um grupo sulfidrila (-SH). Os tióis podem ter grande massa 

molecular (proteínas) ou ter pequena massa molecular (não proteicos). O estado redox dos 

tióis nas células está envolvido em diversos processos de sinalização e de transcrição e 

também nas vias mediadas pelas ROS (Dalle-Donne, 2009).  

A GSH é o principal grupo sulfidrila não proteico encontrado em células de 

mamíferos. Esta normalmente em uma concentração de 1 a 10 mM, enquanto a GSSG é 

encontrada em uma concentração de 10 a 100 vezes menor (Rossi et al., 1995; Griffith, 1999). 

A GSH atua desativando radicais livres, preservando o status redox celular e defendendo o 

organismo contra xenobióticos (Meister, 1995a). 

Segundo Dalle-Donne e colaboradores (2008) a GSH é mais resistente à oxidação do 

que a cisteína, sendo um composto mais apropriado para manter o potencial redox da célula. A 

distribuição da GSH nos compartimentos celulares é diferenciada. É encontrada no citosol, no 

retículo endoplasmático rugoso, no núcleo e na mitocôndria (Lu, 2000; Circu & Aw, 2008). 

A presença de GSH no núcleo celular protege o DNA da ação danosa da radiação 

ionizante (Cotgreave, 2003); mantém o ambiente em um estado redutivo, protegendo as 

proteínas envolvidas na transcrição de genes (Chen et al., 2003); e contribui para a síntese de 

DNA pela doação de hidrogênio na reação que reduz ribonucleotídeo a desoxirribonucleotídeo 

(Holmgren, 1977; Holmgren, 1989). 

Na mitocôndria de murinos e de humanos não há síntese de GSH (Circu & Aw, 

2008). A GSH encontrada na matriz mitocondrial é importada do citosol pelos transportadores 

dicarboxilato e 2-oxoglutarato que se encontram na membrana interna mitocondrial (Chen & 

Lash, 1998). Há uma correlação negativa entre o aumento da quantidade de GSH mitocondrial 

e o aumento de danos no DNA mitocondrial (De La Asuncion et al., 1996). Foi hipotetizado 

que o estado redox da GSH mitocondrial é um importante contribuinte para a integridade do 

DNA mitocondrial (Circu & Aw, 2008). E que combinados podem controlar a iniciação da 

apoptose e o destino da célula que passa por um desafio oxidativo (Circu & Aw, 2008).  

A razão GSH/GSSG é amplamente reconhecida como um indicativo da situação 

redox celular. A equação de Nernst foi usada por Schafer & Buettner (2001) para determinar o 

potencial redox de GSH intracelular: 



 

E= -240- (59.1/2 )  log ( ([GSH]²)/([GSSG])  ) = mV 

 

Porém, Han e colaboradores (2006) sugeriram usando a equação que, quanto mais 

GSH celular, maior a capacidade redutora, mesmo quando a razão GSH/GSSG é a mesma em 

dois tipos celulares. 

A GSH está em menor concentração que os grupos sulfidrilas proteicos (15-25 mM) 

encontrados em células de mamíferos, já as proteínas glutationiladas estão em pequenas 

concentrações (Gilbert, 1984; Niketic et al., 1992). A S-glutationilação é um mecanismo que 

liga de forma reversível a GSH a proteínas. Resulta de uma modificação pós traducional, 

formando dissulfetos mistos entre a GSH e grupos sulfidrilas proteicos (Rokutan, et al., 1989; 

Dalle-Donne et al., 2008). 

A glutationilação proteica (PSSG) ocorre em condições basais, com papel provável 

na sinalização celular e regulação redox das funções proteicas (Giustarini et al., 2004; Ghezzi 

et al., 2005; Ghezzi, 2005). Em situações de estresse oxidativo, a glutationilação pode ocorrer 

também, funcionando como um reservatório de GSH e protegendo proteínas, pela prevenção 

da oxidação irreversível dos tióis proteicos (Lii et al., 1994; Maher, 2006).  

Os mecanismos de formação das proteínas glutationiladas (figura 4) são muitos 

(Dalle-Donne et al., 2008; Dalle-Donne et al., 2009): 

Oxidação do grupo sulfidrila da proteína ou da GSH por ROS, formando radical PS. 

ou GS. (catalisado por glutaredoxina), reagindo com GSH ou sulfidrila proteica 

respectivamente, formando proteína glutationilada, sem grandes mudanças na razão 

GSH/GSSG; 

Oxidação do grupo sulfidrila da proteína por ROS, gerando intermediários de ácido 

sulfênico, reagindo com GSH e formando por fim proteínas glutationiladas; 

Sulfidrilas proteicas reagindo com tióis nitrosilados, como glutationa nitrosilada 

(GSNO), glutationa ligada a ácido sulfênico (GSOH) e proteínas nitrosiladas (PSNO), 

formando proteínas glutationiladas por fim (Giustarini et al., 2004; Martinez-Ruiz & 

Lamas,2007); 

E em menor escala, a presença de GSSG e sulfidrilas proteicas, levando a reações de 

troca tiol-dissulfeto. Gerando proteínas glutationiladas, quando o ambiente celular esta com 

uma razão GSH/GSSG baixa. Porém segundo Wang e colaboradores (2001) este mecanismo é 

improvável de acontecer in vivo. 

Já o processo de desglutationilação (figura 4) pode ocorrer:  



Por reações de troca direta do tiol/ dissulfeto com GSH, em uma condição redox celular 

(GSH/GSSG) adequada (Schafer & Buettner, 2001); 

Ou por reações catalisadas pelo sistema glutaredoxina (Fernandes & Holmgren, 

2004) e em menor grau por tioredoxina/tioredoxina redutase e outros compostos (Findlay et 

al., 2006; Holmgren et al., 2005). Sendo que a glutaredoxina é capaz também de glutationilar 

proteínas, mas por um mecanismo diferente da desglutationilação (Starke et al., 2003; 

Fernandes & Holmgren, 2004; Shelton et al., 2005). 

A família das glutaredoxinas (Grxs) são oxiredutases dependentes de GSH. 

Isoformas de Grx estão presentes em praticamente todos os grupos taxonômicos e possuem 

alto grau de homologia em sua sequencia de aminoácidos (Fernandes & Holmgren, 2004). 

Reduzem dissulfetos e dissulfetos mistos, podendo formar GSSG e o grupo sulfidrila 

(mecanismo monotiol, usado na desglutationilação) ou formando apenas sulfidrilas reduzidas 

(Kalinina et al., 2008). A Grx oxidada é reduzida por duas moléculas de GSH (figura 5), esta 

redução é dependente de NADPH. 

 

 

 

Figura 4. Mecanismos da S-glutationilação e desglutationilação, extraído de Dalle-Donne et 

al., 2009. 

 

 



Figura 5. Reações do sistema glutaredoxina, extraído de Kalinina et al., 2008. 

 

 

Trê isoformas de Grx são encontradas em mamíferos, uma citosólica e duas 

mitocondriais (Lundberg et al., 2001; Wingert et al., 2005). Duas isoformas são apenas 

encontradas em eucariotos inferiores (Kalinina et al., 2008). 

As tioredoxinas (Trxs) são proteínas de baixo peso molecular, contendo um sítio 

ativo tiol/dissulfeto e atividade de oxirredução (figura 6) (Kalinina et al., 2008). São 

encontradas em procariontes e em eucariontes (Powis & Montfort, 2001) e existem mais de 

dez isoformas conhecidas. A Trx 1, citosólica e a Trx 2, mitocondrial, são capazes de reparar a 

atividade catalítica de peroxiredoxinas e GPxs (Rhee et al., 2001). A Trx 1 reduz diretamente 

H2O2 e GSSG (Norberg & Arner, 2001); e também é cofator de muitas enzimas (Arner & 

Holmgren, 2000) como as peroxiredoxinas, ribonucleotídeo redutases e metionina sulfóxido 

redutases e também esta envolvida no reparo de DNA (Powis & Montfort, 2001). 

 

Figura 6. Reações do sistema tioredoxina, extraído de Kalinina et al., 2008. 

 

 

As tioredoxina redutases (TrxRs) são enzimas dependentes de NADPH, reduzem 

primariamente os centros ativos dissulfetos nas Trxs oxidadas (Arner & Holmgren, 2000; 

Holmgren  & Björnstedt, 1995; Holmgren, 1989; Gromer et al., 1999). Há três isoformas de 

TrxR em mamíferos: a TrxR 1, citoplasmática; a TrxR 2, mitocondrial; e a tioredoxina 

glutationa redutase (TGR) que reduz além de Trx, a GSSG (Miranda-Vizuete et al., 1999; Sun 

et al., 1999; Sun et al., 2001). A TrxR 1 reduz também hidroperóxidos lipídicos e H2O2 

(Zhong & Holmgren, 2000; Bjornstedt et al., 1995). Em Drosophila melanogaster não há GR, 

a atividade de redução de GSSG é feita pela TGR (Kanzok et al., 2001) caracterizando uma 

sobreposição do sistema Trx e do sistema GSH (Kalinina et al., 2008). 

A família das peroxiredoxinas (Prxs) são peroxidases independentes de selênio. 



Degradam H2O2, hidroperóxidos orgânicos e peroxinitrito (Hofmann et al., 2002; Wood et al., 

2003). As isoformas de 1 a 5 usam Trx como agente redutor, já a isoforma Prx 6 usa GSH 

(Manevich & Fisher, 2005). A ação das Prxs sobre H2O2 forma ácido sulfênico, porém sua 

atividade catalítica é bem menor (105- 106 M-1. sec-1) que a atividade catalítica da GPx (108 

M-1. sec-1) e mesmo assim tem um papel importante na detoxificação de  H2O2 

(Menshchikova et al., 2006). 

A família das glutationas peroxidases dependentes de selênio (Se-GPxs) reduzem 

H2O2 e/ou hidroperóxidos orgânicos a água ou a álcool, usando primariamente GSH como 

agente redutor. Em mamíferos possuem quatro principais isoformas: a clássica GPx1, que 

reduz hidroperóxidos solúveis e alguns hidroperóxidos orgânicos (Forstrom et al., 1979); a 

GPx2,  gastrointestinal, similar na ação à GPx1(Chu et al., 1993); a GPx3, plasmática, que 

reduz também hidroperóxidos lipídicos mais complexos (Yamamoto & Takahashi, 1993) e 

pode usar tioredoxina e glutaredoxina ao invés de GSH como tiol-agente redutor (26);  e a 

GPx4, fosfolipídio hidroperóxido glutationa peroxidase, que reduz lipoproteínas, ésteres de 

colesterol e hidroperóxidos em membranas (Sattler et al., 1994; Thomas et al., 1990; Ursini & 

Bindoli, 1987).  As GPxs 1-3 são homo tetrâmeras e a GPx4, um monômero (Brigelius-Flohé 

et al., 1994). A GPx5 não possui selenocisteína no sítio ativo (Ghyselinck et al., 1990); assim 

como a GPx7, uma nova fosfolipídio hidroperóxido glutationa peroxidase (Utomo et al, 

2004); e a GPx6 é achada no epitélio olfatório de humanos e porcos (Thisse et al., 2003).  

Segundo Margis e colaboradores (2008) a família dos genes da GPx tomou caminhos 

evolucionários independentes e diferentes. As GPxs dos moluscos e cnidários são 

classificadas como do tipo 4 e são mais próximas das GPxs dos insetos do que das GPxs tipo 

4 dos vertebrados (Margis et al., 2008). 

Enzimas relacionadas à detoxificação de xenobióticos, como a família das 

glutationas transferases (GSTs), existem em procariontes e eucariontes por mais de 2,5 

bilhões de anos (Nebert, 1994; Nebert & Dieter, 2000). E evoluíram de um ancestral parecido 

com a Trx, devido a pressões seletivas de estresse oxidativo (Koonin et al., 1994; Martin, 

1995). As GSTs participam de forma decisiva na fase II de detoxificação (Sheehan et al., 

2001). A fase I é de responsabilidade do sistema P450 (Guengerich, 1990). A fase II 

corresponde à conjugação de xenobióticos lipofílicos com substratos mais hidrofílicos, como 

a glutationa, neste caso a conjugação é catalisada por GSTs (Hayes & McLellan, 1999). E a 

fase III, corresponde à eliminação dos conjugados mais hidrofílicos formados para fora da 

célula. 

 



 Ação das ROS e danos oxidativos 

  

Como já foi dito antes, a geração de espécies reativas de oxigênio mais rápida do que 

a produção de agentes antioxidantes para balancear esta equação pode promover danos nos 

componentes das células (Halliwell & Gutteridge, 2007).  

As principais consequências dos danos oxidativos que ocorrem no material genético 

como as quebras simples ou duplas na fita do DNA e as modificações nas bases púricas e 

pirimidínicas são as mutagênicas e carcinogênicas (Halliwell e Gutteridge 1990; Aruoma e 

Halliwell 1995). O DNA danificado tanto nuclear quanto o mitocondrial pelas espécies 

reativas estão relacionados a muitas doenças e a muitas condições estressantes que os 

organismos enfrentam (Hermes-Lima, 2004).  

 A peroxidação lipídica foi definida como a deterioração oxidativa dos ácidos 

poliinsaturados (PUFAs). Os principais alvos da lipoperoxidaçao são as membranas 

biológicas, por conterem grande quantidade de PUFAs, as lipoproteínas e os lipídios 

provindos da dieta. O principal efeito da peroxidação lipídica é a diminuição da fluidez da 

membrana, aumentando a passagem de produtos que normalmente seriam impedidos de 

atravessar a membrana, levando a vários efeitos secundários importantes e comprometendo a 

integridade da membrana. Outros efeitos seriam a produção de moléculas citotóxicas como 

alcanos, aldeídos, isoprostanas, cetonas e a peroxidação de lipoproteínas de baixo peso 

nuclear. (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

A peroxidação de um PUFA pode começar pela a adição de uma única espécie reativa 

como o radical hidroxil, subtraindo um átomo de hidrogênio de um grupo metil, resultando 

em um radical de carbono. Este radical de carbono pode se rearranjar com outros iguais 

formando dienos conjugados ou se combinar com O2, formando radical peroxil (ROO.) O 

radical peroxil pode então tomar um próton de um ácido graxo adjacente formando um 

hidroperóxido lipídico (ROOH) e um outro radical de carbono, iniciando a fase de 

propagação. Um única peroxidação pode gerar potencialmente vários peróxidos numa reação 

em cadeia (Halliwell & Gutteridge, 2007). Uma medida de peroxidação lipídica in vivo muito 

utilizada é a quantificação de aldeídos (TBARS), o malondialdeído (MDA) reage com o ácido 

tiobarbitúrico, formando um aduto MDA-TBA2 (Buege & Aust, 1978). 

As proteínas podem ser danificadas diretamente por espécies reativas ou por 

produtos gerados pela peroxidação lipídica, como os aldeídos. A nitrosilação, a nitração, a 

glutationilação, a formação de sulfóxido de metionina e a introdução de grupos carbonis são 



exemplos de danos protéicos. As proteínas carboniladas são vastamente aceitas como 

biomarcadores de estresse oxidativo (Lenz et al. 1989) e seu aumento está relacionado com o 

envelhecimento e várias doenças como artrite reumatóide, doença de Alzheimer, Parkinson, 

diabetes, fibrose cística (Hermes-Lima, 2004). Algumas das estratégias para lidar com estes 

danos são: o reparo do resíduo de aminoácido danificado ou remoção das proteínas 

danificadas pelos lisossomos e proteassomos (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

A apoptose é uma morte celular programada (Lockshin & Williams, 1964; Kerr et al., 

1972) e pode ser influenciada por ROS (Circu & Aw, 2010). Pela via extrínseca (Ashkenazi & 

Dixit, 1999) a apoptose pode ser iniciada a partir da ativação dos sistemas: Fas/FasL (ligante 

de Fas); TNFα/TNFR1 (receptor de fator de necrose tumoral); e TRAIL/TRAIL- R1 (receptor 

de ligante indutor de apoptose relacionado a TNF). E pela via intrínseca a ativação da 

apoptose pode ocorrer devido a danos no DNA mitochondrial ou por ROS, permeabilizando a 

membrana mitocondrial externa e liberando citocromo c e proteínas pró-apoptóticas (Ryter et 

al., 2007). 

As ROS também podem ativar JNK (c-Jun quinase N- terminal), que por sua vez 

pode induzir a apoptose extrínseca ou intrínseca (Dhanasekaran & Reddy, 2008). Em um 

estudo, foi proposto que a Trx1 se liga a ASK1 (quinase reguladora de sinal apoptótico), 

inibindo a ativação de ASK1 e a propagação do sinal apoptótico (Saitoh et al., 1998). Altos 

níveis de ROS induzem a oxidação de Trx1, permitindo que ASK1 fique ativa (Fujino et al., 

2007). A ativação de ASK1 e outras proteínas ativam JNK (Fujino et al., 2006). Contdo, se a 

ativação de JNK for pequena, pode ao invés de ativar a sinalização apoptótica, ativar a via de 

sobrevivência celular por NF-КB, mas este tipo de ativação provavelmente não esta ligada a 

ASK1 (Liu et al., 2002; Deng et al., 2003). JNK ativado por ASK1 e encaminhado para o 

núcleo ativa AP-1 (proteína ativadora) que ativa TNFα, FasL e Bak (Fan et al., 2001). E na 

mitocôndria, JNK promove a liberação de citocromo c, iniciando a cascata de sinalização 

apoptótica (Kharbanda et al., 2000). 

 

Preparo para o estresse oxidativo 

 

A ativação do sistema de defesa antioxidante, incluindo aumento da atividade de 

enzimas antioxidantes, durante situações de depressão metabólica foi caracterizada como 

“preparo para o estresse oxidativo” (Hermes-Lima et al., 1998). Esta ativação protege o 

organismo durante o hipometabolismo e durante a reoxigenação/despertar de um possível 

estresse oxidativo. Já em animais sem esta proteção durante a isquemia-reperfusão ocorre um 



desequilíbrio nos gradientes iônicos, diminuição nos estoques de ATP e morte celular por 

apoptose (Lutz, 1992; Dong et al., 2000; Hochachka e Lutz, 2001). 

O aumento da atividade de enzimas antioxidantes em mamíferos é proporcional ao 

aumento da taxa de sintese delas (via aumento da taxa de síntese de RNA mensageiro ou 

aumento da estabilidade deste) ou do decréscimo da sua degradação durante a isquemia-

reperfusão (Singh et al., 1993). Fatores de transcrição como o HIF-1, e NfĸB, e diversos 

genes envolvidos em transdução de sinal, glicólise, produção de energia, transporte de 

membrana, crescimento celular, entre outros são expressos e regulados pela hipoxia 

(Gassmann & Wenger, 1997; Li et al., 1999; Jiang et al., 2002).  

Dos vários vertebrados e invertebrados com este tipo de resposta (tabela 2) muitos 

apresentaram um aumento da atividade da Se-GPx e aumento da quantidade de GSH, sendo 

que alguns modelos foram expostos a mais de um tipo de estresse fisiológico (Hermes-Lima 

& Zenteno-Savin, 2002). A enzima Se-GPx aparenta ter um papel chave na defesa contra o 

aumento de radicais livres durante o estresse fisiológico, evitando danos oxidativos (Hermes-

Lima & Zenteno-Savin, 2002; Ferreira-Cravo et al., 2010). 

 

Tabela 2. Estresse fisiológico e preparo para o estresse oxidativo em alguns animais, baseado 
em: Abele et al., 1998; Cooper et al., 2002; Ferreira et al., 2003; Hermes-Lima & Storey, 
1993; Hermes-Lima & Storey, 1995; Hermes-Lima & Storey, 1996; Hermes-Lima & Storey, 
1998; Joanisse & Storey, 1996; Lushchak et al., 2001; Lushchak et al., 2005; Oliveira et al., 
2005; Pannunzio & Storey, 1998; Ramos-Vasconcelos et al., 2005; Willmore & Storey, 1997a; 
Willmore & Storey, 1997b. 

 

Animal Estresse fisiológico Preparo para o estresse 
oxidativo 

Serpente Thamnophis sirtalis 

parietalis 

Anóxia por 10 h 
(5ºC) 

↑ SOD e GSH 

Anfíbio anuro Rana pipiens Anóxia por 30 h  
(5ºC) 

↑ catalase, Se-GPX  e GST 

Tartaruga Trachemys scripta Anóxia por  20 h (5ºC) ↑   GR 

Peixe Carassius auratus Anóxia por 8 h ↑ catalase, G6PDH e Se-GPX 

Caranguejo Chasmagnathus 

granulata 

Anóxia por 8 h ↑ catalase e GST  

 Gastrópode aquático 
Biomphalaria tenagophila  

Anóxia por 24 h 
(26-27ºC) 

↑ Se-GPX  e ↓ catalase 

Gastrópode marinho Littorina 

littorea 

Anóxia (6 dias) ↑ GSH-eq 

Peixe Cyprinus carpio Hipóxia por 5 h ↑ catalase e Se-GPX  



Animal Estresse fisiológico Preparo para o estresse 
oxidativo 

Peixe Leiostomus xanthurus Hipóxia por 12 h ↑ atividade de SOD 

Poliqueto Heteromastus 

filiformis 

Hipóxia ↑ catalase 

Anuro Rana pipiens Desidratação severa ↑ Se-GPX e catalase e ↓ SOD e 
GR 

Anuro Rana sylvatica Congelamento (24 h) ↑ Se-GPX  e GST 

Serpente Thamnophis sirtalis 

parietalis 

Congelamento (5 h) ↑ catalase e Se-GPX 

Gastrópode terrestre Otala 

lactea 

Estivação (30 dias) ↑ catalase, Se-GPX, SOD e 
GST 

Gastrópode aquático 
Biomphalaria tenagophila 

Estivação (15 dias) ↑ Se-GPX e ↓ SOD 

Gastrópode terrestre Helix 

aspersa 

Estivação (20 dias) ↑ Se-GPX e ↑[ GSH-eq]  

 

Conclusões 

 

A diminuição da concentração da GSH via inibição da GCL por BSO foi satisfatória, 

mas não foi total. As concentrações de GSH restantes nos órgãos foram suficientes para 

impedir danos oxidativos importantes em Helix aspersa durante a anoxia e reoxigenação. A 

quantidade de eq-GSH encontrada nos animais injetados com BSO é parecida com a 

quantidade de GSH encontrada em Littorina littorea, que é tolerante a anoxia por dias e não 

apresenta danos oxidativos expressivos (Pannunzio & Storey, 1998). Talvez o processo de 

glutationilação de proteínas seja um mecanismo importante em Helix aspersa, uma forma de 

armazenamento de GSH, impedindo que haja uma baixa realmente comprometedora para as 

funções da célula. A baixa de GSH nos animais injetados com BSO pode ter ativado o 

mecanismo de desglutationilação, impedindo por fim uma redução drástica de GSH 

intracelular. A queda nas concentrações de GSH e o aumento das concentrações de GSSG, 

juntamente com o aumento da razão GSSG/eq-GSH em muitos tipos celulares iniciam a 

cascata de sinalização que leva a apoptose ou necrose (Lu, 2009; Garcia-Ruiz & Fernández-

Checa, 2007; Circu & Aw, 2010). Mas existem tipos de células que ativam vias que 

aumentam a expressão e atividade de enzimas antioxidantes (incluindo a GCL) e levam a 

célula a inibir a geração exagerada de ROS e impedir a iniciação de vias que sinalizam a 

morte programada (Lee et al., 2008; Chia et al., 2010).  



Por meio dos nossos resultados vimos que a GSH é um fator importante na 

manutenção do balanço redox do organismo e este balanço redox é regulado de forma 

diferencial em glândula digestiva e musculo do pé. A GSH possivelmente impede a produção 

exagerada de ROS, que pode levar a danos oxidativos em Helix aspersa durante um ciclo de 

anóxia e reoxigenação e também poderia favorecer a ativação de vias de sinalização de morte 

celular programada. 

Vários estudos demonstram que em estados dormentes como a estivação e a 

hibernação em gastrópodes terrestres ocorre um aumento das atividades de enzimas 

antioxidantes, um “preparo para o estresse oxidativo” (Hermes-Lima & Storey, 1995; Ramos-

Vasconcelos & Hermes-Lima, 2003; Ramos-Vasconcelos et al., 2005; Nowakowska et al., 

2009a; Nowakowska et al., 2009b; Nowakowska et al., 2010). Estas respostas enzimáticas 

podem ser em parte uma consequência da ação de HIF-1, juntamente com a fosforilação 

diferenciada e reversível de enzimas que ocorre durante a dormência (Storey, 2002). Porém, o 

aumento das atividades de enzimas peroxidases especificamente serviria como uma 

retroalimentação negativa, inibindo a continuidade da ação de HIF-1. Ou este aumento, 

principalmente de Se-GPx durante a estivação (Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima, 2003; 

Ramos-Vasconcelos et al., 2005) é compartimentado e não afeta a via de sinalização de 

estabilização de HIF-1α.  

O presente estudo demostra que durante a estivação, as mitocôndrias de glândula 

digestiva de Helix aspersa liberam mais H2O2 in vitro. Estas ROS podem sinalizar vias que 

induzem a ativação de HIF-1 e sinalizar também por outras vias a ativação do sistema de 

defesa antioxidante, prevenindo um possível estresse oxidativo durante a estivação e durante o 

despertar no gastrópode terrestre Helix aspersa. 
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