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INTRODUÇÃO

O oxigénio molecular é imprescindível à existência dos sis
temas biológicos aeróbios. Paradoxalmente, exerce nesses
mesmos organismos uma toxicidade potencial, que se mani
festa sempre que a concentração do oxigénio é superior à
normal ou em caso de falência dos sistemas anti-oxidantes.

A toxicidade do oxigénio exerce-se através da formação
de radicais livres de oxigénio, estruturas químicas únicas,
obtidas por redução parcial do oxigénio, extremamente reac
tivas e por isso mesmo muito instáveis.

Quando um sistema biológico é exposto à acção de radi
cais livres algumas das suas moléculas são afectadas. Se a
capacidade dos sistemas de defesa anti-oxidantes for ultra
passada pela produção de radicais livres gera-se um estado
de stress oxidativo. As consequências biológicas deste pro
cesso, vão desde mutações, aberrações cromossómicas e car
cinogénese á degenerescência de componentes químicos da
célula relacionados com o envelhecimento ~.

A sensibilidade de um organismo ao oxigénio depende de
vários factores. Assim, por exemplo, a idade ou a dieta
influenciam a capacidade de resistir à acção tóxica do oxigé
nio. Ratinhos jovens são menos sensíveis à hiperoxia do que
os adultos ~, e uma dieta rica em ácidos gordos polinsatura
dos ou deficiente em anti-oxidantes como a vitamina E,
torna os ratos mais sensíveis à acção deletéria do oxigénio 6

No entanto, nos seres vivos a síntese controlada de radi
cais livres é uma etapa necessária e extremamente útil para o
normal desenrolar de processos essenciais como a fagocitose
ou a síntese de prostagiandinas e nucleótidos cíclicos7.

Em 1954, Rebecca Gershman e Daniel Gilbert sugeriram
que os efeitos deletérios do oxigénio seriam devidos à acção
de radicais livres de oxigénio ~.

Desde então, o nosso conhecimento nesta área aumentou
consideravelmente e envolve a mais diversa patologia. Por
isso, torna-se essencial compreender os mecanismos bioquí

micos básicos implicados na formação e destruição dos radi
cais livres e o seu envolvimento em algumas áreas da
Medicina. Ë esse o objectivo desta breve revisão.

NOÇÕES ELEMENTARES DA FÍSICA E QUÍMICA
DOS RADICAIS LIVRES

Urri radical livre é uma molécula ou parte desta com um
ou mais electrões desemparelhados, que simbolicamente se
representa por um ponto (R •). Esta definição lata abrande
espécies químicas como o átomo de hidrogénio, metais de
transição e o oxigénio molecular (dioxigénio), e implica que
os radicais livres tanto possam ser electricamente neutros
como positivos ou negativos ~

A formação de um radical livre pode ocorrer pela acção
do calor ou energia da radiação ionizante ou electromagné
tica por clivagem homolítica de uma ligação covalente
(A.. B — A + B ).

Numa molécula ou átomo, em cada orbital encontram-se
dois electrões que de acordo com o princípio de exclusão de
Pauli tem spins antiparalelos, ou seja, tem números quânti
cos de 5pm diferentes (+ 1 2 e — 1/2), o que dota a estrutura
de relativa estabilidade (Fig. 1). Neste caso, dado que os
electrões tem spins opostos, os respectivos momentos magné
ticos anulam-se mutuamente. Quando se trata de um radical
livre, o momento magnético do electrão solitário não é com
pensado pelo de um outro electrão pelo que o radical
quando submetido a um campo magnético (Fig. 1) tem um
momento magnético que é igual ao do seu electrão solitário.
As espécies químicas que exibem este efeito dizem-se para-
magnéticas, e algumas das técnicas utilizadas para o estudo
dos radicais livres (espectrometria de ressonância electrónica
de 5pm (ESR) ressonância paramagnética electrónica
(EPR)) baseiam-se nesse efeito.

ver referência 42.
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RESUMO

Um radical livre é uma estrutura química que contém um número ímpar de electrões, sendo por
isso extremamente instável e muito reactiva. A formação de radicais livres de oxigénio ocorre durante o
decurso de processos metabólicos quer fisiológicos quer patológicos. Este trabalho pretende rever de
forma sintética mas sistemática alguns conceitos físico-químicos relevantes para a compreensão da bio
química dos radicais livres, dos mécanismos envolvidos na sua formação, das reacções químicas a que
os mesmos dão origem, bem como dos sistemas endógenos de defesa contra esses radicais. Finalmente,
aborda-se de forma crítica o papel dos radicais livres de oxigénio na biologia do envelhecimento, na
carcinogénese, na lesão de reperfusão e na síndrome de dificuldade respiratória do adulto.

SUMMARY

Oxygen radicais in medicine

Free radicais are highly reactive molecules, and therefore transient, which have an odd number of
electrons and are generated in vivo as byoproducts of normal metabolism. In this review we survey
basic concepts on the chemistry of oxygen free radicais, their celiular sources and the reactions they can
undergo. We also discuss the ceilular defenses against free radicais induced damage. The disfunction
induced by free radicais may thus be a major component of several pathological conditions. The critical
role played by free radicais in ageing, carcinogenesis, reperfusion injury and respiratory distress is
reviewed.

Ali respiring organisms are caught in a cruel bind, in that the
oxygen which supports iheir lives is a toxic subsiance in
whose presence they survive oniy by virrue of an elaborate
system of defenses

1. Fridovich (1975)*
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MOLECULA RADICAL LiVRE

Campo Magnético

Fig. 1 Sobre a acção de um campo magnético o electrão solitário
do radical livre, ao contrário da molécula, apresenta um momento
magnético a que correspondem dois estados energéticos possíveis (+
I2ou 12).

A instabilidade dos radicais livres faz com que estes sejam
extremamente reactivos. Se um radical livre reage com uma
molécula normal, outro radical livre é produ7ido,
estabelecendo-se um processo de propagação em cadeia, que
se não forem os sistemas de defesa ou a possibilidade de
reagir com outro radical e assim se eliminarem mutuamente,
tenderia a autoperpetuar-se.

O oxigénio molecular no seu estado fundamental contém
dois electrões desemparelhados com o mesmo número quân
tico de 5pm, isto é, com spins na mesma direcção (Fig. 2),
comportando-se como um radical livre, mais precisamente
um biradjca/. O facto de ambos os electrões terem o mesmo
spin limita a capacidade do oxigénio oxidar outras substân
cias, já que isso implicaria que a outra substância contivesse
dois electrões desemparelhados com spin idêntico por forma
a encaixar na molécula de oxigénio. Este condicionamento
imposto pela restrição de spin conduz a que a redução com
pleta do oxigénio se processe em etapas, isto é: reage inicial-•
mente com um electrão formando um novo radical livre e só
depois reage com outro electrão.

o2 + e O (Eq. 1)

0+e H~0 (Eq.2)

A excitação do oxigénio molecular conduz á absorção de
energia por parte deste, tornando-se numa espécie muito ins
tável, o singleto ‘~. o qual já não está sujeito a restrição de
spin (Fig. 2).

(H:~:H) H20

RADICAIS LIVRES DO OXIGÊNIO BIOLOGICAMENTE
ACTIVOS

Na membrana interna da mitocôndria o complexo
citocromo-oxidase reduz o oxigénio a água através da adição
de 4 electrões a cada oxigénio molecular.

02 + 4e + 4H 2H20 (Eq. 3)

No entanto, várias reacções celulares acompanham-se da
redução parcial do oxigénio, conduzindo neste caso à gera
ção de radicais livres dc oxigénio e outros compostos
intermediários.

Por outro lado, a excitação do oxigénio molecular conduz
à formação do singleto, o que permite aumentar a reactivi
dade potencial do oxigénio, já que se deixa de ~eriflcar a
restrição de spin.

Superóxido

A activação de células fagocitárias, neutrófilos. monócitos
e macrófagos, acompanha-se da formação de superóxido. O
papel biológico que este desempenha é evidenciado na
doença granulomatosa crónica, cujos doentes tem um efeito
congénito que não permite a formação de superóxido IS

estando associada a infecções graves e repetidas que se mani
festam desde a infância.

Quando o oxigénio aceita um electrão a pH neutro,
converte-se no anião superóxido. um radical mais activo do
que o oxigénio, pois não tem restrição de spin.

A redução monovalente do oxigénio, em condições tão
diferentes como a fagocitose ‘~. a auto-oxida~ão de catecola
minas20 a acção da enzima xantina-oxidase-’ ou citocromo
P-450 reductase 22 ou o transporte de oxigénio pela hemoglo
bina 23, conduz à formação de superóxido. Também a radia
ção ultravioleta e ionizante 24 bem como certos compostos
como o paraquat 2% a adriamicina 25 ou o aloxano ~ são
potenciais fontes geradoras de superóxido.

o superóxido pode actuar como um redutor, cedendo o
seu electrão e convertendo-se em oxigénio (eq. 4) ou como
um oxidante, sofrendo redução para peróxido de hidrogénio
(eq. 5).

cit. C (Fe3 ~) + 0 cit. C (Fe2) + O. (Eq. 4)

SH2 H + o; — SH + H20. (Eq. 5)

No entanto, a sua capacidade oxidante é muito redu,ida
só se verificando na presença de compostos que possam
ceder H como o catecol ou o a-tocoferol (vit. E). Assim, a
sua actuação fundamental é a de reduzir substâncias (eq.
4) 25.29

Em solução aquosa o superóxido sofre dismutação
segundo a seguinte reacção:

o; + o; + 2H H202 + O. (Eq. 6)

Esta pode ser espontânea ou catalizada pela enzima supe
róxido dismutase. A dismutação espontãnea é mais rápida a
pH 4.8.A pH neutro ou alcalino é praticamente inexistente
devido à repulsão electrostática que impede a aproximação
dos dois aniões. A superóxido dismutase exerce a sua activi
dade numa larga faixa de pH permitindo a remoção rápida e
eficai do superóxido.

Sendo o superóxido o único substrato da superóxido dis
mutase, e revelando esta um efeito protector em organismos
sujeitos a stress oxidativo 3031, a teoria de que a acção tóxica
do oxigénio se exerce através do superóxido 332u recebeu
confirmação parcial, se bem que indirecta. Porém, em certos
casos a presença de superóxido dismutase não é suficiente

+ 1 1w
2

ou

1
— — liv

2

MOLECULA DE AGUA

• O: H) OH’ RADICAL HIDROXILO

(H:o:o:H) H202 PEROXIDO DE HIDROGENIO

(:0:0.) O~ ANIÃO SUPEROXIDO

(~. O: 0.q~) 02 OXIGENIO MOLECULAR

(~.~3:~5.q~) Z’O2 ~‘O2 (O:O:4.’?~) SINGLETO

Fig. 2 Excitação e redução do oxigénio molecular.
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para evitar o efeito tóxico do superóxido, o que levou a
sugerir que o superóxido pode gerar outros radicais livres e
através destes exercer parte da sua acção deletéria ~

Peróxido de Hidrogénio

O peróxido de hidrogénio (hidroperóxido) é o mais estável
dos produtos intermediários da redução do oxigénio. Como
não tem nenhum electrão desemparelhado não é um radical
livre. Forma-se ou através da dismutação do superóxido,
sendo neste caso um produto da acção da superóxido dismu
tase (eq. 6), ou por redução bivalente do oxigénio molecular.
Neste caso a reacção é catalizada por oxidases 36 que se
encontram nos peroxisomas, e que transferem dois electrões
para o oxigénio.

O2+2H~+2e —‘ H202

Embora altas concentrações de peróxido de hidrogénio
sejam capazes de matar a maioria das células 303738, o peró
xido de hidrogénio puro é muito pouco ‘reactivo e por isso
difunde-se facilmente através da célula ~. Porém, na pre
sença de certos metais decompõe-se rapidamente para dar
origem ao radical hidroxilo29, que como veremos adiante é
altamente tóxico.

Radical Hidroxilo

O hidroxilo (hidroxilo ~ é um radical livre altamente oxi
dante, com uma semivida da ordem dos nanosegundos e que
reage de imediato com as moléculas vizinhas, produzindo
radicais secundários e iniciando a propagação de reacções
em cadeia 4042• A toxicidade do hidroxilo está aumentada
pela ausência de sistemas específicos da sua destruição
(scavengers) ~.

A formação de hidroxilo requer a presença de peróxido de
hidrogénio e superóxido pelo que de início se pensou que os
mesmos reagiriam directamente para formar o radical
hidroxilo.

0 + H202 —‘ OH + 0W + 02

Porém, esta reacção, conhecida por reacção de Haber
-Weiss (eq. ~ não só tem uma velocidade próxima de
zero, como as diminutas concentrações de superóxido e
peróxido de hidrogénio existentes na célula, tornam total
mente improvável que a mesma possa ocorrer44’45. No
entanto, a redução de complexos contendo Fe , forma
Fe 2+ que é um potente catalizador do hidroxilo a partir do
peróxido de hidrogénio.

Durante esta reacção, designada por reacção de Fenton
(eq. 1 l)46~8, ou reacção de Haber-Weiss, catalizada pelo
ferro, o ferro é inicialmente reduzido pelo superóxido, após
o que é oxidado pelo peróxido de hidrogénio.

O~ + Fe3’~ 02 + Fe2
Fe2’~ + H202 —~ Fe3’1’ + OH + 0H

O~ + H202 —‘ O~ + OH + 0W

Como se viu, a reacção de Fenton requer a presença de
metais de transição, sendo o ferro especialmente activo.
Implicitamente, um determinante importante na toxicidade
do superóxido e do peróxido de hidrogénio in vivo é a dispo
nibilidade em ferro dos locais de formação desses
compostos ‘~.

Agentes redutores, como o ascorbato, podem também
reduzir o ferro, o que implica que o peróxido de hidrogénio
na presença de metais de transição pode gerar hidroxilo na

ausência de superóxido ~o. Este facto condiciona alguns com
portamentos clínicos ‘~. Assim, doentes com sobrecarga fér
rica devem evitar consumir suplementos de ácido
ascórbico 51, o que, a verificar-se, se ~pode acompanhar de
manifestações patológicas indesejáveis 2 A um perigo seme
lhante estão sujeitos doentes com anemia tratados com pre
parados de ferro endovenoso ~ já que a rápida saturação
da transferrina condiciona o aparecimento de catalizadores
plasmáticos de hidroxilo.

A reacção de Fenton ocorre in vitro 24.55 sendo estimulada
por agentes quelantes como o EDTA56 e inibida por outros
quelantes como a desferroxamina ~

Existem indicadores da formação de hidroxilo in vivo ~ A
formação de hidroxilo foi demonstrada em neutrófilos acti
vados )5,58,59, em mitocôndrias incubadas com antimicina 60

e em microssomas incubados com NADPH61.
A demonstração de que em sistemas geradores do superó

(Eq. 7) xido, o manitol, um scavenger do hidroxilo, protege contra
os efeitos do superóxido e do peróxido de hidrogénio, siste
mas esses, aonde a superóxido dismutase e a catalase só tem
um efeito protector parcial, é uma demonstração indirecta
da formação de hidroxilo in vivo 9.62

Singleto

A absorção de energia pelo oxigénio leva a que um dos
seus electrões solitários salte para uma orbital de maior ener
gia ou inverta o seu 5pm, o que conduz à formação do sin
~leto ( 02)63. Dois estados energéticos são possíveisTM: O
~ g + 02 e o ‘~~gO2 (o oxigénio molecular no seu estado não

excitado é um tripleto e é representado por: 3~gO2) (Fig. 2).
Relativamente ao oxigénio, o ‘!g +02 tem uma energia

mais elevada do que o ‘z~g02 (37 vs 22 Kcal) e é por isso
mais instável, tendo uma semivida bastante mais curta (lO

12 a 1 s vs 2X10 6 s)30.
Assim, o I~g+o2 não chega a reagir com qualquer molé

cula já ~ue decai rapidamente para a forma menos energé
tica, o ~gO2. Este não é um radical livre (Fig. 2), tendo
uma orbital desocupada, o que o torna fortemente electrofí
lico reagindo avidamente com moléculas em que se verifique
uma alta densidade electrónica (que contenham, por exem
plo, ligações duplas carbono-carbono).

Em solução aquosa o ‘~gO2 decai rapidamente para o
estado basal. No entanto em ambiente hidrófobo como o
interior das membranas a sua semivida está aumentada 65.66

Quando o singleto decai para um nível energético inferior,
emite luz, dissipando o excesso de energia, e o seu espectro
de emissão está na base de alguns dos métodos que permitem
avaliar a formação e importância do singleto em processos
biológicos.

Uma série de compostos destroem o singleto, num pro
cesso em que a desactivação se processa sem reacção
(quench) isto é, durante o processo não são consumidos (oxi
genados). Estão neste caso, alguns amino-ácidos e proteínas,

(Eq. 9) as vitaminas A, C e E, alguns fenóis e certos componentes da
(Eq. lO) cadeia mitocondrial de transporte de electrões são entre

outros, efectivos desactivadores do singleto 65.67.68

Embora os métodos para detectar o envolvimento do sin
(Eq. II) gleto em processos biológicos devam ser considerados com

bastante reserva, algumas reacções são capazes de gerar o
singleto, havendo certa evidência de que possam ocorrer “in
vivo”.

HO~ + 0~ + H” —~ ‘02 + H202 (Eq. 12)

OCI + H202 —ø ‘02 + Cl + H20 (Eq. 13)

A primeira reacção (eq. 12) é pouco provável que possa
ocorrer em sistemas biológicos já que o pKa da ionização do

(Eq. 8)
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superóxido é de 4.8 (eq. 14), e assim a pH fisiológico o radi
cal existe quase exclusivamente na forma aniónica (não
protónica)29

H0 <===> O~ pKa4.8 (Eq. 14)

Em leucócitos activados, o processo de fagocitose
acompanha-se de um consumo súbito de oxigénio com pro
dução de superóxido6970. A partir deste, o hidroperóxido de
hidrogénio e o hidroxilo podem formar-se, participando na
destruição das estruturas fagocitadas. Porém, o leucócito,
contém a enzima mieloperoxidase (MPO) que a partir do ião
cloro e de peróxido de hidrogénio forma hipoclorito (eq. 15)
que é um bactericida, cerca de cem vezes mais potente do
que o peróxido de hidrogénio ‘~.

M P0
H202 + Cl > OC1 + H20 (Eq. 15)

Como durante a fagocitose se observa quimioluminescên
cia ~ foi sugerido que se formaria singleto (eq. 13) durante
este processo, o que a verificar-se seria um importante res
ponsável pela acyão microbicida verificada durante a activa
ção leucocitária 6 Esta hipótese mantém-se por provar.

MECANISMOS DA TOXICIDADE DO OXIGÉNIO

Os radicais livres são potenciais causadores de modifica
ções químicas com consequente lesão de vários componentes
químicos da célula, nomeadamente ácidos nucleicos, proteí
nas, lipídeos e glicídeos (Fig. 3). Se a formação desses radi
cais ultrapassar a capacidade endógena de dëfesa, são de
esperar diversas manifestações patológicas.

Devido à forte instabilidade dos radicais livres, a sua
actuação é restrita às moléculas vizinhas (a difusão do hidro
xilo não ultrapassa os 100 nm 1)~ Se a formação de radicais se
verificar perto de ADN, podem observar-se efeitos mutagéni
cos e cancerígenos devido a perturbações da desoxiribose e
ou das bases nitrogenadas77’8; também a cisão das cadeias
do ADN se pode verificar devido à reacção de um radical
com o esqueleto fosfato-açúcar 7980~

A susceptibilidade de uma proteína ao ataque por radicais
livres, depende não só dos amino-ácidos que a constituem,
mas fundamentalmente dos amino-ácidos atacados se encon
trarem nas regiões da molécula que lhe conferem actividade.
Os amino-ácidos mais sensíveis são os que contêm o grupo
tiol (— SH), a cisteína, cistina e metionina, e os aromáticos,
fenilalanina, tirosina, histidina e triptofano ~. Também
várias proteínas citosólicas podem ser alteradas pela acção
dos radicais livres, nomeadamente certas hemoproteínas
como a oxihemoglobina82 (eq. 16 e 17). Neste caso a reacção

do superóxido ou do peróxido de hidrogénio com a oxihe
moglobina leva à formação de metahemoglobina.

De provável relevância clínica, são as alterações que os
radicais livres podem provocar no colagénio e no ácido hia
lurónico. Este último é necessário à manutenção da viscosi
dade do líquido sinovial, sofrendo despolimerização por
acção do ói83 O ataque de radicais livres ao colagé
nio, conduz à formação de radicais de carbono que ao reagi
rem entre si formam pontes intermoleculares, causando uma
diminuição da flexibilidade da molécula84

A ligação covalente de radicais livres a componentes das
membranas, altera a sua estrutura, modificando as condições
antigénicas e de permeabilidade da membrana 85•

Muitas das alterações provocadas pelos radicais livres
devem-se à oxidação dos grupos tiol (eq. 18), essenciais à
actividade de muitas enzimas. Por vezes, à abstracção dum
electrão dum grupo tiol segue-se a formação de dímeros (eq.
19) com profunda alteração do comportamento enzimático.

E-SH + R —~ E-S + RH (Eq. 18)

E-S + E-5 —* E-S-S-S (Eq. 19)

Os efeitos deletérios na retina de altas concentrações de
oxigénio devem-se pelo menos em parte, à oxidação do
grupo tiol da enzima glicolítica desidrogénase gliceraldeido
3-fosfafato, essencial às necessidades energéticas da retina86.

Um dos mecanismos principais pelo qual o oxigénio
exçrce os seus efeitos indesejáveis é o da peroxidação lipí
dica87. Este processo que está na base da rancidez de gordu
ras e óleos inicia-se pela abstracção de um hidrogénio
(Fig. 4). A camada lipídica das membranas é rica em ácidos
gordos polinsaturados. A oxidação destes, envolve a geração
de um radical de carbono, o radical peróxido, devido à abs
tracção de um hidrogénio do esqueleto de hidrocarbonetos
(Figs. 4 e 5). A reactividade do radical conduz à geração de
um hidroperóxido de lipídeo; este forma-se à custa da abs
tracção de um hidrogénio lipídeo vizinho, iniciando-se assim
uma reacção em cadeia, a reacção de propagação. Os hidro
peróxidos decompõem-se em aldeidos, como o malondial
deído (MDA) e numa mistura complexa de hidrocarbonetos.
Uns e outros são tóxicos para as membranas alterando a sua
fluidez, o transporte iónico e por vezes acarretando mesmo
perda de integridade da membrana 88.90 A nível do DNA tem

O~ + Hb-Fe2~—O2 Hb-Fe3~ + H2O2 + 02(Eq. 16)

H2O2+ 2Hb-Fe2~—O2 -_~ 2Hb-Fe3~+2H2O+
02 (Eq. 17)

Acidos Bases Mutações
Nucleicos~ Nitrogenadas~ Cancro

Proteinas Desnaturaçõo~
Enzimas Polimerizaçõo alterações

estruturais e

Glicidos —) poiimerizuçõoJ funcionais
RADICAIS LIVRES

(A) Lipidos •~

Ali. transp. ionico
Alt.. fluidez
Alt. fluHo de C~

Fig. 3 Interacção de radicais livres de oxigénio com componentes moleculares da célula, e algumas das perturbações patológicas consequentes.
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Fig. 4 Ataque dum ácido gordo polinsaturado por um radical
livre, com formação de um radical de carbono por abstração de um
hidrogénio.

4CZ
II

Fig. 5 Peroxidação Lipídica. 1 Ataque de ácido gordo polinsa
turado pelo radical hidroxilo com abstracção de um hidrogénio. II

Formação de um radical de carbono. III Rearranjo da arqui
tectura molecular do ácido gordo com formação de um dieno conju
gado. IV Formação do radical peróxido após captação de um
oxigénio molecular. V — Abstração de um hidrogénio de outro lipí
deo (L-H), transformando este num radical de carbono (L), com
formação de um hidroperóxido de lipídeo.

um efeito mutagénico ~ A reacção de iniciação, abstracção
do hidrogénio, pode ser desencadeada pelo radical hidroxilo,
por isso o peróxido de hidrogénio na presença de metais de
transição92 93 (eq. lO) é muito tóxico para as membranas,

dando origem ao processo auto-catalítico da reacção de pro
pagação. Também radiações de vários tipos, poluentes
ambienciais, oxigénio hiperbárico e ainda uma dieta pobre
em anti-oxidantes ou exageradamente rica em ácidos gordos
polinsaturados podem de~encadear a iniciação da peroxida
ção lipídica.

Foi sugerido, que durante a decomposição dos hidroperó
xidos se poderia formar singleto de oxigénio, o qual por sua
vez ao induzir mais peroxidação ~ iria contribuir para a
auto-propagação desta. Contudo, tal hipótese é pouco pro
vável, dado que se baseia em estudos de sistemas experimen
tais em que a evidência para a existência do singleto, se
baseava na utilização de scavengers do singleto que do modo
algum são específicos deste radical.

Um aspecto particularmente pertinente é se a peroxidação
lipídica é a causa da lesão e morte celular ou se pelo contrá
rio é a lesão e morte celular que provocam um aumento da
peroxidação lipídicat7 O facto da lesão celular se acompa
nhar da inactivação de alguns anti-oxidantes95 e da liberta
ção de iões metálicos 96, torna a última hipótese plausível,
pelo menos em certas situações.

MECANISMOS DE DEFESA CONTRA OS RADICAIS
LIVRES

A sobrevivência dos organismos aeróbios depende da efi
cácia de um conjunto de sistemas cuja função é prevenir e
destruir os radicais livres de oxigénio impedindo ou minimi
zando os seus efeitos deletérios (Fig. 6).

ENZIMATICO

SUPEROXIDO DISMUTASE
CATALASE
GLUTATIÃO PEROXIDASE
OUTRAS (GSSG Reductase, G6PD...)

NÃO ENZIMATICO

alpha-TOCOFEROL (Vii E)
ASCORBATO (Vit. C)
beta-CAROTENO (Vit. A)
OUTROS (Ceruloplasmina, ferritina, urato...)

Fig. 6 Principais mediadores dos mecanismos de defesa dos siste
mas biológicos contra a agressão pelos radicais livres.

Embora em situações normais mais de 95% do oxigénio
consumido sofra redução tetravalente através da citocromo
oxídase com formação de água, certas situações como a defi
ciente perfusão de um tecido, pode desviar o metabolismo do
oxigénio daquela via, com a consequente formação de radi
cais livres de oxigénio.

A demonstração de que a inibição ou destruição desses
mecanismos de defesa, acarreta a morte dos respectivos
organismos, revela de forma insofismável tanto a toxidade
desses radicais como o papel crítico dos sistemas de
defesa ~

Superóxido dismutase

As superóxido dismutases (SOD) são metaloproteínas que
catalizam a dismutação do superóxido (eq. 6). A supéroxido
dismútase foi inicialmente purificada a partir de eritrócitos,
tendo a sua actividade sido atribuida a uma proteína já

H + 0H ø~ + 1120

4
III

402

Iv

cS. 4 c~:
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então conhecida, a eritrocupreina~. Três tipos de supero
xido dismútase foram até hoje encontrados, sendo todas elas
absolutamente específicas para o superoxido e contendo
metal no centro activo. A superoxido dismútase do citosol
de células eucariotas é uma molécula dimérica de 32.500 D,
contendo cobre (Cu) e zinco (Zn) 00 Q Cu participa na reac
ção catalítica 28 que envolve ciclos alternados de redução e
reoxidação do metal, enquanto o Zn parece ter um papel
estrutural ~ podendo ser substituído por outros metais sem
comprometer a actividade catalítica. Em procariotas e nas
mitocôndrias de mamíferos, encontra-se uma superóxido dis
mutase contendo manganésio (Mn) 102.1 3• Embora nas bacté
rias a enzima seja um dímero e nas mitocôndrias um
tetrâmero, existe uma grande homologia na sequência pro
teica de ambas as enzimas 104• Pelo contrário, a CuZn-SOD
não mostra homologia com qualquer outra superóxido dis
mutase. Finalmente, em certas bactérias e algas, encontra-se
uma superoxido dismutase contendo ferro (Fe), que tem
uma composição muito semelhante à Mn-SOD 05

A concentração intracelular em superoxido dismutase é
influenciada por muitos factores. Normalmente a sua con
centração, é baixa, sendo a síntese da enzima induzida de
imediato por um aumento da tensão de oxigénio I06~ Tam
bém certos compostos, como o paraquat ou a estreptoni
grina, que após entrarem na célula iniciam um conjunto de
reacções de oxidação-redução estimulam a biossíntese de
SOD “. A redução da cadeia mitocondrial de transporte de
electrões, obtida, por exemplo, por acção do cianeto, pro
voca um aumento imediato da produção de superóxido que
se acompanha também de um imediato aumento da biossín
tese de SOD o~ Uma dieta pobre em vitamina E, ao promo
ver indirectamente um estado de stress oxidativo é também
um estímulo para a biossíntese de SOD l09~

A importância biológica da superóxido dismutase é bem
demonstrada ?elo facto de que só os organismos anaeróbios
a dispensam ~, e, como seria de prever, mutantes com
defeito na molécula de superóxido dismutase são ultrasensí
veis à acção do oxigénio III

Catalase

Presente em praticamente todos os organismos, com
excepção dos anaeróbios obrigatórios, a catalase é uma
cr0 mo-proteína com um peso molecular de 250.000 D, que
cont~rn quatro grupos heme e cataliza a seguinte reacção:

2H202 catalase > 2H20 + 02

Esta reacção tem uma Vtnax muito grande, o que lhe per
mite catalizar rapidamente a dissociação de grandes quanti
dades de peróxido de hidrogénio 112 No entanto, dada a
baixa afinidade da enzima para o substrato, é quase ineficaz
a decompor pequenas concentrações de peróxido 30.39 A
reacção é complicada do ponto de vista cinético, implicando
a interacção de duas moléculas de peróxido com o centro
activo da enzima 113

A catalase localiza-se essencialmente a nível dos peroxiso
mas, não existindo evidência citoquímica da sua presença no
citosol 14 A sua importância parece ser reduzida, dado que
doentes com um defeito genético que se traduz na síntese de
uma enzima instável e cm consequentes níveis baixos de
actividade de catalase no sangue não mostram nenhum
defeito significativo ou alteração grave

Sistema do glutatiào

As células contêm concentrações milimolares de um tri
peptídeo (GLY-CYS-GLU) que contém o grupo tiol (-SH),
o glutatião 30~ Este em conjunto com diversas enzimas e o

NADPH é capaz de reduzir o hidroperóxido de hidrogénio
bem como peróxidos orgânicos e outros radicais. Além
disso, o glutatião é um importante cofactor de determinadas
enzimas como a isomerase dos endoperóxidos de
prostaglandina 116

Através do sistema do glutatião a célula está protegida de
um excesso de peróxido de hidrogénio. Este sistema (Fig. 7)

GSH NADPI1E~,,_>R5-P

GR 166PD1

GSSG NADP~ G 6-P

Fig. 7 Sistemas do glutatião. Para explicação ver texto. Legenda:
GP, glutatião peroxídase; GR, glutatião redúctase; G6PD, glicose 6

fosfato desidrogénase; G6P, glicose 6 fosfato e R5P. ribulose 5
fosfato.

consiste na oxidação do glutatião reduzido (GSH) por acção
da enzima glutatião peroxidase (eq. 21), a que se segue a
redução do glutatião oxidado (GSSG) pela enzima glutatião
reductase (eq. 22).

glutatião
2GSH + H202 > GSSH + 2H20(Eq. 21)

peroxidase

glutatião
GSSG + NADPH H + > 2GSH NADP

reductase
(Eq. 22)

A glutatião peroxidase apresenta-se como um tetrâmero
de 84000 D em que cada subunidade contém, selénio, sendo
este indispensável à actividade da enzima. A glutatião pero
xidase coopera com a catalase na metabolização doperoxido
de hidrogénio, tendo, por razões de ordem cinetica, um
pápel preferencial na destruição do peróxido de hidrogé
nio . No entanto, em situações em que a concentração de
peróxido de hidrogénio é muito elevada, a catalase tem um
papel preferencial fl8 A acção cooperativa destas duas enzi
mas permite evitar uma depleção em GSH, com consequente
aumento em GSSH. Em certas situações de stress oxidativo
pode verificar-se um aumento de GSSG, o que é extrema
mente tóxico, já que diversas enzimas (E-SH) podem ser oxi
dadas com consequente inactivação (E-SSG) (eq. 23); estão
neste caso enzimas envolvidas na síntese proteica 119 e a ade

(Eq. 20) nilciclase 120 por exemplo.

E-SH + GSS H < > E-SSG GSH (Eq. 23)

Para evitar um excesso de GSSG a enzima glutatião
reductase desempenha um papel extremamente importante.
Esta enzima, que cataliza a reacção 22, encontra-se larga
mente distribuída nos organismos aeróbios sendo NADPH
dependente. O equilíbrio da eq. 22 favorece a redução do
GSSG, daí o quociente GSH GSSG ser em condições nor
mais sempre muito elevado 121 Das reacções 21 e 22 torna-se
evidente que uma depleção de GSH provocada por um qual
quer stress oxidativo se acompanha de um consumo de
NADPH, o que é confirmado pela activação da enzima gli
cose 6-fosfato desidrogenase 122 Esta enzima oxida a glicose
6-fosfato em ácido 6-fosfoglucónico, o que se acompanha da
redução da coenzima NADP em NADPH, iniciando o
shunt das pentoses. Este shunt, que normalmente é responsá
vel por cerca de 10 do metabolismo celular da glicose, per
mite a manutenção de um poo1 de NADPH necessário ao
funcionamento da glutatião reductase.

Além da redução do peróxido de hidrogénio a glutatião
peroxidase, é um importante protector contra a peroxidação
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reperfusão

Fig. 8 A isquemia provoca uma deplecção em ATP, com forma
ção dos seus metabolitos, nomeadamente a hipoxantina. A reintro
dução de oxigénio durante o período de reperfusão, conduz à
formação de superóxido através da acção da oxídase da xantina.

lipídica (eq. 24), reduzindo os peróxidos de lipídeo (ROOH)
a compostos estáveis, os hidroxiácidos (ROH).

glutatião
R-OOH + 2GSH > L-OH + GSSG (Eq. 24)

peroxidase

O papel da actividade da glutatião peroxidase na protec
ção contra a peroxidação lipídica não se limita à acção da
peroxidase já referida e que contém selénio. Em diversos
tecidos, incluindo o fígado humano, aquela actividade é
desempenhada ror uma glutatião peroxidase que não con
tém selénio 23,1 4~ Esta enzima distingue-se da outra por não
catalizar a degradação do peróxido de hidrogénio, actuando
exclusivamente nos peróxidos orgânicos 123~

O papel do selénio no sistema do glutatião não está total
mente esclarecido. O selénio é um elemento essencial 125.126

tendo sido identificado como um factor necessário à preven
ção da degenerescência necrótica do fígado do rato 25

Porém, dado que a maior parte do nosso conhecimento
sobre o papel biológico do selénio foi obtido em estudos
veterinários e de agricultura, deve-se ser bastante cauteloso
no ajuizar da sua importância. Um dos poucos casos em que
o seu papel é irrefutável é o da doença de Kesham 27 Esta é
uma grave cardiomiopatia endémica em certas partes da
China, onde o suporte dietético em selénio é extremamente
baixo, e que uma dieta com suplementos em selénio permite
evitar 28 Embora tal não esteja provado, é sugestivo atribuir
a uma diminuição da actividade em glutatião peroxidase um
papel na fisiopatologia da doença.

Outros

Um vasto conjunto de moléculas colabora com as enzimas
acima referidas inibindo a formação ou destruindo diversos
radicais livres, ou muito simplesmente protegendo e preser
vando os sistemas e seus componentes encarregados da pro
tecção contra os radicais.

A vitamina E (a tocoferol) é uma molécula polar que nas
membranas biológicas estabelece diversas interacções físico-
químicas com os ácidos gordos polinsaturados dos fosfolipí
deos tornando a membrana mais compacta, o que dificulta o
acesso de radicais e desencadeadores do processo de peroxi
dação lipídica 30,I29~ A vit. E é o principal antioxidante hidró
fobo que protege as membranas mitocondriais das células
musculares 130~ Além disso, a vit. E destrói com eficácia os
radicais peróxidos que se formam na membrana durante a
peroxidação lipídica, sendo ainda um desactivador do ~lP

gleto de oxigénio65 e um scavenger do superóxido e d~ radi
cal hidroxilo 131.132 Porém, o papel da vit. E não está
totalmente estabelecido, não sendo suficientemente claro se é
ou não um componente essencial à dieta do homem 30~ Ratos
e coelhos deficientes em vit. E apresentam um processo dege
nerativo muscular associado um aumento da peroxidação
lipídica e que é revertido pela vit. E ~ No entanto, embora o
papel antioxidante da vit. E esteja bem estabelecido,
desconhece-se se a sua acção se limita a este papel 33 A
situação em que se encontram os nossos conhecimentos
sobre a vit. E foi bem sintetizada por Dormandy (1978) ~

Within lhe lasi thirty years, viramin E has been hailed as an
* 0~ elixir of ljfe and dismissing as a tonic for tired sheep’

O ácido ascórbico é um composto polar essencial pelo
menos para a vida animal 35 que se comporta como um sca
venger dë vários radicais2. O cristalino humano é rico em
ácido ascórbico e pobre em superóxido dismutase, e a este
nível o ascorbato é provavelmente um importante agente na
destruição do radical superóxido 36 Uma das mais impor
tantes funções do ascorbato é manter os tocoferois na forma
reduzida (reduzindo o radical tocoferil em a-tocoferol) 13

No entanto, o ascorbato, como já se viu, pode ter uma acção
deletéria, na medida em que pode reduzir o ferro, o que con
duz à formação de radical hidroxilo (eq. 10) 50~

O /3-caroteno tal como o a-tocoferol é um composto
hidrófobo que no interior das membranas além de impedir a
peroxidação lipídica funciona como um scavenger do sin
gleto 38 Também o ácido ascórbico e o GSH são rapida
mente oxidados pelo singleto68 impedindo a acção deste. O
acido úrico protege os eritrócitos da peroxidação lipídica,
destruindo al~uns dos radicais que iniciam o processo de
peroxidação 1 Além do ácido ascórbico e do GSH outras
moléculas comportam-se como anti-oxidantes; é o caso da
cistein~ e da ceruloplasmina. Esta última, além de catalizar a
oxidação do Fe 2+ em Fe 3+ colaborando assim na defesa
c?ntra a peroxidação Iipídica (eq. 10) 40 actua no superó
xido destruindo-o, se bem c~ue numa base estoiquiométrica e,
portanto, nao enzimatica2’ o~ Finalmente, algumas proteínas
como a ferritina e a transferrina ao ligarem-se ao ferro
removem-no de lugares em que aquele poderia participar nas
reacções de iniciação de processos de peroxidação I41~
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