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RESUMO

Um radical livre é uma estrutura quimica que contém um numero impar de electrdes, sendo por
isso extremamente instavel e muito reactiva. A formagio de radicais livres de oxigénio ocorre durante o
decurso de processos metabdlicos quer fisioldgicos quer patologicos. Este trabalho pretende rever de
forma sintética mas sistematica alguns conceitos fisico-quimicos relevantes para a compreensdo da bio-
quimica dos radicais livres, dos mécanismos envolvidos na sua formagio, das reacgdes quimicas a que
os mesmos dido origem, bem como dos sistemas endogenos de defesa contra esses radicais. Finalmente,
aborda-se de forma critica o papel dos radicais livres de oxigénio na biologia do envelhecimento, na
carcinogénese, na lesdo de reperfusdo e na sindrome de dificuldade respiratoria do aduilto.

SUMMARY
Oxygen radicals in medicine

Free radicals 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 radicals, their cellular sources and the reactions they can
undergo. We also discuss the cellular defenses against free radicals induced damage. The disfunction
induced by free radicals may thus be a major component of several pathological conditions. The critical
role played by free radicals in ageing, carcinogenesis, reperfusion injury and respiratory distress is
reviewed.

All respiring organisms are caught in a cruel bind, in that the
oxygen which supports their lives is a toxic substance in
whose presence they survive only by virtue of an elaborate
system of defenses

I. Fridovich (1975)*

INTRODUCAO

O oxigénio molecular é imprescindivel & existéncia dos sis-
temas bioldgicos aerdbios. Paradoxalmente, exerce nesses
mesmos organismos uma toxicidade potencial, que se mani-
festa sempre que a concentragio do oxigénio é superior &
normal ou em caso de faléncia dos sistemas anti-oxidantes.

A toxicidade do oxigénio exerce-se através da formagdo
de radicais livres de oxigénio, estruturas quimicas unicas,
obtidas por redugdo parcial do oxigénio, extremamente reac-
tivas e por isso mesmo muito instaveis.

Quando um sistema bioldgico ¢ exposto a ac¢do de radi-
cais livres algumas das suas moléculas sdo afectadas. Se a
capacidade dos sistemas de defesa anti-oxidantes for ultra-
passada pela producdo de radicais livres gera-se um estado
de stress oxidativo. As consequéncias bioldgicas deste pro-
cesso, vio desde mutagdes, aberragdes cromossdmicas e car-
cinogénese a degenerescéncia de componentes quimicos da
célula relacionados com o envelhecimento ',

A sensibilidade de um organismo ao oxigénio depende de
varios factores. Assim, por exemplo, a idade ou a dieta
influenciam a capacidade de resistir & ac¢iio téxica do oxigé-
nio. Ratinhos jovens sdo menos sensiveis 4 hiperoxia do que
os adultos ®, ¢ uma dieta rica em acidos gordos polinsatura-
dos ou deficiente em anti-oxidantes como a vitamina E,
torna os ratos mais sensiveis 4 ac¢do deletéria do oxigénio %

No entanto, nos seres vivos a sintese controlada de radi-
cais livres € uma etapa necessaria e extremamente util para o
normal desenrolar de processos essenciais como a fagocitose
ou a sintese de prostaglandinas e nucleétidos ciclicos .

Em 1954, Rebecca Gershman e Daniel Gilbert sugeriram
que os efeitos deletérios do oxi§énio seriam devidos & acgdo
de radicais livres de oxigénio ®.

Desde entdo, o nosso conhecimento nesta drea aumentou
consideravelmente ¢ envolve a mais diversa patologia. Por
isso, torna-se essencial compreender os mecanismos bioqui-
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micos basicos implicados na formagéo e destruigdo dos radi-
cais livres e o seu envolvimento em algumas 4reas da
Medicina. E esse o objectivo desta breve reviso.

NOCOES ELEMENTARES DA FISICA E QUIMICA
DOS RADICAIS LIVRES

Um radical livre ¢ uma molécula ou parte desta com um

ou mais electrdes desemparelhados, que simbolicamente se
. L

representa por um ponto (R°). Esta defini¢do lata abrande
espécies quimicas como o atomo de hidrogénio, metais de
transicdo e o oxigénio molecular (dioxigénio), e implica que
os radicais livres tanto possam ser electricamente neutros
como positivos ou negativos >,

A formagdo de um radical livre pode ocorrer pela ac¢do
do calor ou energia da radiagdo ionizante ou electromagné-
tica por clivagem homolitica de uma ligacdo covalente
(A**B—A"+B").

Numa molécula ou atomo, em cada orbital encontram-se
dois electrdes que de acordo com o principio de exclusio de
Pauli tem spins antiparalelos, ou seja, tem nimeros quénti-
cos de spin diferentes (+1/2 e —1/2), o que dota a estrutura
de relativa estabilidade (Fig. 1). Neste caso, dado que os
electrdes tem spins opostos, os respectivos momentos magné-
ticos anulam-se mutuamente. Quando se trata de um radical
livre, 0 momento magnético do electrdo solitdrio ndo é com-
pensado pelo de um outro electrdo pelo que o radical
quando submetido a um campo magnético (Fig. 1) tem um
momento magnético que é igual ao do seu electrdo solitario.
As espécies quimicas que exibem este efeito dizem-se para-
magnéticas, e algumas das técnicas utilizadas para o estudo
dos radicais livres (espectrometria de ressonéncia electrénica
de spin (ESR)/ressonidncia paramagnética electrénica
(EPR)) baseciam-se nesse efeito.

* ver referéncia 42. 93
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Fig. 1 —Sobre a acgio de um campo magnético o electrio solitario
do radical livre, ao contrario da molécula, apresenta um momento
magnético a que correspondem dois estados energéticos possiveis (+
1 2 ou 1/2).

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 produzido,
estabelecendo-se um processo de propagacde em cadeia, que
se ndo 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 electroes desemparelhados com o mesmo nimero quan-
tico de spin, isto €, com spins na mesma direc¢do (Fig. 2).
comportando-se como um radical livre, mais precisamente
um hiradical. O facto de ambos os electrdes terem o mesmo
spin limita a capacidade do oxigénio oxidar outras substan-
cias, jd que isso implicaria que a outra substancia contivesse
dois electrdes desemparelhados com spin idéntico por forma
a encaixar na molécula de oxigénio. Este condicionamento
imposto pela restri¢io de spin conduz a que a redugio com-

pleta do oxigénio se processe em etapas, isto é: reage inicial--

mente com um electrdo formando um novo radical livre e $6
depois reage com outro electrio.

O,+e —™ O

0; +e¢e —™ H,O

A excitagdo do oxigénio molecular conduz a absorcéq de
energia por parte deste, tornando-se numa espécie muito ins-
tavel, o singleto '*, o qual ja ndo esta sujeito a restrigio de
spin (Fig. 2).

(Eq. D)
(Eq. 2)

(H:0: H) H,0 MOLECULA DE AGUA
F -
(-Q:H) OH’ RADICAL HIDROXILO
F a
(H:Q O:H) H, 0, PEROXIDO DE HIDROGENIO

®

ANIAO SUPEROXIDO

OXIGENIO MOLECULAR

O o> P,

(¥-0:0-4) 'O, A'0, (Q:Q: ¥t

SINGLETO

Fig. 2 — Excitagdo e redugdo do oxigénio molecular.
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RADICAIS LIVRES DO OXIGENIO BIOLOGICAMENTE
ACTIVOS

Na membrana interna da mitocéndria o complexo
citocromo-oxidase reduz o oxigénio a agua através da adigio
de 4 electrdes a cada oxigénio molecular.

O: + 4e¢

+4H" — 2H,0 (Eg. 3)

No entanto, varias reac¢des celulares acompanham-se da
redugdo parcial do oxigénio, conduzindo neste caso a gera-
¢do de radicais livres de oxigénio e outros compostos
intermediarios.

Por outro lado. a excita¢do do oxigénio molecular conduy
a formacdo do singleto. o que permite aumentar a reactivi-
dadc potencial do oxigénio, ja que se deixa de verificar a
restricdo de spin.

Superéxido

A activagdo de células fagocitarias. neutrofilos. mondcitos
e macréfagos, acompanha-se da formagio de superoxido. O
papel biolégico que este desempenha é evidenciado na
doenga granulomatosa crénica, cujos doentes tem um efeito
congénito que ndo permite a formagio de superéxido "
estando associada a infecgdes graves e repetidas que se mani-
festam desde a infancia.

Quando o oxigénio aceita um electrio a pH necutro,
converte-se no anido superoxido. um radical mais activo do
que o oxigénio, pois ndo tem restrigio de spin.

A redugdo monovalente do oxigénio, em condi¢des tdo
diferentes como a fagocitose ¥, a auto-oxidac“éo de catecola-
minas * a ac¢do da enzima xantina-oxidase"' ou citocromo
P-450 reductase ** ou o transporte de oxigénio pela hemoglo-
bina *, conduz & formacio de superoxido. Também a radia-
¢do ultravioleta e ionizante ™ bem como certos compostos
como o paraquat >, a adriamicina ® ou o aloxano - sio
potenciais fontes geradoras de superéxido.

O superéxido pode actuar como um redutor. cedendo o
seu electrdo e convertendo-se em oxigénio (cq. 4) ou como
um oxidante, sofrendo redugiio para peroxido de hidrogénio
(eq. 5).

cit. € (Fe3’) + OF — cit. C (Fe2') + 0, (Eq. 4)
SH, H 4+ 07 — SH + H,0, (Eg. 5)

No entanto, a sua capacidade oxidante é muito reduzida
6 se verificando na presenca de compostos que possam
ceder H * como o catecol ou o a-tocoferol (vit. E). Assim. a
sua %cluacﬁo fundamental é a de reduzir substancias (cq.
4) >,

Em solu¢do aquosa o superéxido sofre dismutacio
segundo a seguinte reaccdo:

0; + 0 +2H — H.O0,+ 0, (Eg. 6)

Esta pode ser espontdnea ou catalizada pela enzima supe-
roxido dismutase. A dismutagio espontinea é mais rapida a
pH 48.A pH neutro ou alcalino ¢ praticamente inexistente
devido a repulsio electrostatica que impede a aproximagio
dos dois anides. A superéxido dismutase exerce a sua activi-
dade numa larga faixa de pH permitindo a remocio rapida ¢
eficaz do superéxido.

Sendo o superéxido o dnico substrato da superéxido dis-
mutase, e revelando esta um efeito protector em organismos
sujeitos a stress oxidativo ¥"', a teoria de que a acgdo téxica
do oxigénio se exerce através do superéxido * 2 recebeu
confirmagdo parcial. se bem que indirecta. Porém. em certos
casos a presen¢a de superoxido dismutase ndo é suficiente



RADICAIS LIVRES DO OXIGENIO EM MEDICINA

para evitar o efeito téxico do superdxido, o que levou a
sugerir que o super6éxido pode gerar outros radicais livres e
através destes exercer parte da sua acgio deletéria 5,

Per6xido de Hidrogénio

O peréxido de hidrogénio (hidroperoxido) é o mais estavel
dos produtos intermediarios da redugdo do oxigénio. Como
ndo tem nenhum electrdo desemparelhado ndo é um radical
livre. Forma-se ou através da dismuta¢io do superdxido,
sendo neste caso um produto da ac¢do da superéxido dismu-
tase (eq. 6), ou por redugio bivalente do oxigénio molecular.
Neste caso a reacgdo é catalizada por oxidases*® que se
encontram nos peroxisomas, ¢ que transferem dois electrées
para o oxigénio.

O, +2H* + 2 — H0, (Eq. 7)

Embora altas concentra¢Ges de perdxido de hidrogénio
sejam capazes de matar a maioria das células 33 o peré-
xido de hidrogénio puro é muito pouco reactivo e por isso
difunde-se facilmente através da célula . Porém, na pre-
sen¢a de certos metais decompde-se rapidamente para dar
origem ao radical hidroxilo?, que como veremos adiante é
altamente téxico.

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 secundérios e iniciando a propaga¢io de reacgdes
em cadeia “**2 A toxicidade do hidroxilo estd aumentada
pela auséncia de sistemas especificos da sua destrui¢ido
(scavengers)®.

A formagio de hidroxilo requer a presenga de peréxido de
hidrogénio e superéxido pelo que de inicio se pensou que os
mesmos reagiriam directamente para formar o radical
hidroxilo.

O; + H,0, — OH + OH® + 0O, (Eq. 8)

Porém, esta reac¢do, conhecida por reac¢do de Haber-
-Weiss (eq. 8)*, ndo s6 tem uma velocidade préxima de
zero, como as diminutas concentra¢des de superdxido e
peréxido de hidrogénio existentes na célula, tornam total-
mente improvdvel que a mesma possa ocorrer ***3, No
entanto, a reducdo de complexos contendo Fe**, forma
Fe?* que é um potente catalizador do hidroxilo a partir do
peréxido de hidrogénio.

Durante esta reacgdo, designada por reac¢do de Fenton
(eq. 11)** ou reacgio de Haber-Weiss, catalizada pelo
ferro, o ferro é inicialmente reduzido pelo superéxido, apos
o que ¢ oxidado pelo peroxido de hidrogénio.

0; + Fe™* — 0, + Fe?' (Eq. 9)
Fe?* + H,0, — Fe™* + OH + OH® (Eq. 10)
0; + H,0, — O, + OH + OH" (Eq. 11)

Como se viu, a reac¢io de Fenton requer a presenga de
metais de transi¢do, sendo o ferro especialmente activo.
Implicitamente, um determinante importante na toxicidade
do superoxido e do peréxido de hidrogénio in vivo é a dispo-
nibilidade em ferro dos locais de formac¢io desses
compostos ¥.

Agentes redutores, como o ascorbato, podem também
reduzir o ferro, o que implica que o perdxido de hidrogénio
na presenga de metais de transicio pode gerar hidroxilo na

auséncia de superéxido *’. Este facto condiciona alguns com-
portamentos clinicos . Assim, doentes com sobrecarga fér-
rica devem evitar censumir suplementos de dcido
ascérbico’!, o que, a verificar-se, se pode acompanhar de
manifestag¢Ses patolégicas indesejdveis>2. A um perigo seme-
lhante estdo sujeitos doentes com anemia tratados com pre-
parados de ferro endovenoso 3>*, ja que a rapida saturagio
da transferrina condiciona o aparecimento de catalizadores
plasmaticos de hidroxilo.

A reacgdo de Fenton ocorre in vitro sendo estimulada
por agentes quelantes como o EDTA % e inibida por outros
quelantes como a desferroxamina ¥

Existem indicadores da formagdo de hidroxilo in vivo *. A
formagio de hidroxilo foi demonstrada em neutréfilos acti-
vados **%5° em mitoc6ndrias incubadas com antimicina A ¢
e em microssomas incubados com NADPH ¢!

A demonstragdo de que em sistemas geradores do superd-
xido, o manitol, um scavenger do hidroxilo, protege contra
os efeitos do superdxido e do perdxido de hidrogénio, siste-
mas esses, aonde a superéxido dismutase e a catalase s6 tem
um efeito protector parcial, ¢ uma demonstra¢do indirecta
da formagdo de hidroxilo in vivo *%,

24,55

Singleto

A absor¢do de energia pelo oxigénio leva a que um dos
seus electrdes solitarios salte para uma orbital de maior ener-
gia ou inverta o seu spin, o que conduz & formacdo do sin-
%leto ('02)%. Dois estados energéticos sdo possiveis®: 0

>gt0,e0 'AgO, (o oxigénio molecular no seu estado ndo
excitado é um tripleto e é representado por: *%g0,) (Fig. 2).

Relativamente ao oxigénio, o 'Z gt 0, tem uma energia
mais elevada do que o 'AgO, (37 vs 22 Kcal) e ¢ por isso
mais instavel, tendo uma semivida bastante mais curta (10

Zal "5 vs 2X10 ¢ )%,

Assim, 0 'S g* 0, néio chega a reagir com qualquer molé-
cula ja (}ue decai rapidamente para a forma menos energé-
tica, o 'AgO,. Este nio é um radical livre (Fig. 2), tendo
uma orbital desocupada, o que o torna fortemente electrofi-
lico reagindo avidamente com moléculas em que se verifique
uma alta densidade electronica (que contenham, por exem-
plo, ligagdes duplas carbono-carbono).

Em solugdo aquosa o 'AgO, decai rapidamente para o
estado basal. No entanto em ambiente hidréfobo como o
interior das membranas a sua semivida estd aumentada 5%,

Quando o singleto decai para um nivel energético inferior,
emite luz, dissipando o excesso de energia, € 0 seu espectro
de emissdo esta na base de alguns dos métodos que permitem
avaliar a formagdo e importancia do singleto em processos
bioldgicos.

Uma série de compostos destroem o singleto, num pro-
cesso em que a desactivacdo se processa sem reacgdo
(quench) isto é, durante o processo ndo sio consumidos (oxi-
genados). Estdo neste caso, alguns amino-acidos e proteinas,
as vitaminas A, C e E, alguns fendis e certos componentes da
cadeia mitocondrial de transporte de electrdes sdo entre
outros, efectivos desactivadores do singleto %367-68,

Embora os métodos para detectar o envolvimento do sin-
gleto em processos bioldgicos devam ser considerados com
bastante reserva, algumas reacgSes sdo capazes de gerar o
singleto, havendo certa evidéncia de que possam ocorrer “in
vivo”,

HO; + O0; + HY — 0, + H,0,
oCl— + H,0, — 'O, + €I~ + H,0

(Eq. 12)
(Eq. 13)

A primeira reacgdo (eq. 12) é pouco provavel que possa

ocorrer em sistemas biol6gicos ja que o pKa da ionizacio do
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super6xido é de 4.8 (eq. 14), e assim a pH fisiologico o radi-
cal existe quase exclusivamente na forma anidnica (ndo
protdnica) Z.

(Eq. 14)

Em leucdcitos activados, o processo de fagocitose
acompanha-se de um consumo stibito de oxigénio com pro-
ducdio de superéxido 7. A partir deste, o hidroperéxido de
hidrogénio e o hidroxilo podem formar-se, participando na
destrui¢do das estruturas fagocitadas. Porém, o leucdcito,
contém a enzima mieloperoxidase (MPO) que a partir do ido
cloro e de perdxido de hidrogénio forma hipoclorito (eq. 15)
que é um bactericida, cerca de cem vezes mais potente do
que o peréxido de hidrogénio’'74

MPO

H,0, + CI > OCl~ + H,0 (Eq. 15)
Como durante a fagocitose se observa quimioluminescén-
cia” foi sugerido que se formaria singleto (eq. 13) durante
este processo, o que a verificar-se seria um importante res-
ponsavel pela acg;i microbicida verificada durante a activa-

¢io leucocitdria /S, Esta hipétese mantém-se por provar.

MECANISMOS DA TOXICIDADE DO OXIGENIO

Os radicais livres sdo potenciais causadores de modifica-
¢Oes quimicas com consequente lesdo de virios componentes
quimicos da célula, nomeadamente acidos nucleicos, protei-
nas, lipideos e glicideos (Fig. 3). Se a formag¢io desses radi-
cais ultrapassar a capacidade endégena de defesa, sio de
esperar diversas manifestacGes patoldgicas.

Devido a forte instabilidade dos radicais livres, a sua
actuagdo ¢ restrita 4s moléculas vizinhas (a difusdo do hidro-
xilo ndo ultrapassa os 100 nm !). Se a formagio de radicais se
verificar perto de ADN, podem observar-se efeitos mutagéni-
cos e cancerigenos devido a ?erturbacﬁes da desoxiribose e
ou das bases nitrogenadas’’’%; também a cisio das cadeias
do ADN se pode verificar devido 4 reac¢io de um radical
com o esqueleto fosfato-agucar 40,

A susceptibilidade de uma proteina ao ataque por radicais
livres, depende n&o s6 dos amino-acidos que a constituem,
mas fundamentalmente dos amino-acidos atacados se encon-
trarem nas regides da molécula que lhe conferem actividade.
Os amino-icidos mais sensiveis sdo os que contdm o grupo
tiol (—SH), a cisteina, cistina ¢ metionina, e os aromaticos,
fenilalanina, tirosina, histidina e triptofano®. Também
varias proteinas citosolicas podem ser alteradas pela acg¢do
dos radicais livres, nomeadamente certas hemoproteinas
como a oxihemoglobina® (eq. 16 ¢ 17). Neste caso a reacgiio

Rcidos
Nucleicos

Proteinas

/ Enzimas
RADICAIS LIVRES <:
(R°) \

Lipidos

Glicidos —) Polimerizagédo

~—) Peroxidagdo

do supqréxido ou do peréxido de hidrogénio com a oxihe-
moglobina leva a formagdo de metahemoglobina.

Os + Hb-Fe?*—0, — Hb-Fe** + H,0, + O4Eq. 16)

H,0,+ 2Hb-Fe?**— 0, — 2Hb-Fe** + 2H,0 +
0, (Eq. 17)

De provavel relevincia clinica, sdo as alteragdes que os
radicais livres podem provocar no colagénio e no 4cido hia-
lurénico. Este ultimo é necessario 4 manuten¢do da viscosi-
dade do liquido sinovial, sofrendo despolimerizacdo por
acgio do superdxido ®. O ataque de radicais livres ao colagé-
nio, conduz a formagdo de radicais de carbono que ao reagi-
rem entre si formam pontes intermoleculares, causando uma
diminuigdo da flexibilidade da molécula *.

A ligacdo covalente de radicais livres a componentes das
membranas, altera a sua estrutura, modificando as condigdes
antigénicas e de permeabilidade da membrana 3.

Muitas das alteragdes provocadas pelos radicais livres
devem-se 4 oxidag¢do dos grupos tiol (eq. 18), essenciais a
actividade de muitas enzimas. Por vezes, a abstrac¢io dum
electrdo dum grupo tiol segue-se a formagdo de dimeros (eq.
19) com profunda alteragdo do comportamento enzimatico.

E-SH + R* — E-$* + RH
E-S* + E-S° — E-S-8§

(Eq. 18)
(Eq. 19)

Os efeitos deletérios na retina de altas concentrages de
oxigénio devem-se pelo menos em parte, & oxidagdo do
grupo tiol da enzima glicolitica desidrogénase gliceraldeido-
3-fosfafato, essencial as necessidades energéticas da retina®,

Um dos mecanismos principais pelo qual o oxigénio
exerce os seus efeitos indesejaveis é o da peroxidagdo lipi-
dica®’ Este processo que esta na base da rancidez de gordu-
ras ¢ Oleos inicia-se pela abstracgdo de um hidrogénio
(Fig. 4). A camada lipidica das membranas € rica em &cidos
gordos polinsaturados. A oxidagio destes, envolve a geragio
de um radical de carbono, o radical peréxido, devido a abs-
trac¢do de um hidrogénio do esqueleto de hidrocarbonetos
(Figs. 4 e 5). A reactividade do radical conduz a geragio de
um hidroperéxido de lipideo; este forma-se a custa da abs-
trac¢do de um hidrogénio lipideo vizinho, iniciando-se assim
uma reac¢io em cadeia, a reac¢do de propagagdo. Os hidro-
peréxidos decompdem-se em aldeidos, como o malondial-
deido (MDA) e numa mistura complexa de hidrocarbonetos.
Uns e outros sdo téxicos para as membranas alterando a sua
fluidez, o transporte idnico ¢ por vezes acarretando mesmo
perda de integridade da membrana *-® A nivel do DNA tem

Bases Mutagdes
Nitrogenadas Cancro
Desnaturagdo ~
Polimerizagido nlterqc;oe‘s
estruturais e
funcionais

Alt. transp. ionico
AlIt. fluidez
Alt. fluxo de Ca "

Fig. 3— Interacgdo de radicais livres de oxigénio com componentes moleculares da célula, e algumas das perturbagdes patoldgicas consequentes.
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H + OH —— *+ H0

Fig. 4— Ataque dum &cido gordo polinsaturado por um radical
livre, com formagdo de um radical de carbono por abstragdo de um
hidrogénio.

11 /\=/L—/\__/

TIr \M

Q
Iv M
o
I -
O* L-H

Fig. 5 — Peroxidagdo Lipidica. | — Ataque de acido gordo polinsa-
turado pelo radical hidroxilo com abstracgio de um hidrogénio. 11
— Formagédo de um radical de carbono. III — Rearranjo da arqui-
tectura molecular do 4cido gordo com formagio de um dieno conju-
gado. IV — Formagio do radical peréxido apds captagioc de um
oxigénio molecular. V — Abstragio de um hidrogénio de outro lipi-
deo (L-H), transformando este num radical de carbono (L), com
formagdo de um hidroperéxido de lipideo.

um efeito mutagénico®. A reacgio de iniciagdo, abstracgdo
do hidrogénio, pode ser desencadeada pelo radical hidroxilo,
por isso o peréxido de hldrogemo na presenga de metais de
transi¢io °* *? (eq. 10) é muito téxico para as membranas,

dando origem ao processo auto-catalitico da reacgio de pro-
paga¢io. Também radiagGes de virios tipos, poluentes
ambienciais, oxigénio hiperbarico e ainda uma dieta pobre
em anti-oxidantes ou exageradamente rica em acidos gordos
polinsaturados podem desencadear a iniciagdo da peroxida-
¢do lipidica.

Foi sugerido, que durante a decomposicio dos hidroperd-
xidos se poderia formar singleto de ox1gemo o qual por sua
vez ao induzir mais peroxidacio®, iria contribuir para a
auto-propagagio desta. Contudo, tal hipétese ¢ pouco pro-
vavel, dado que se baseia em estudos de sistemas experimen-
tais em que a evidéncia para a existéncia do singleto, se
baseava na utilizagio de scavengers do singleto que do modo
algum sdo especificos deste radical.

Um aspecto particularmente pertinente € se a peroxnda(;ao
hpxdlca é a causa da lesdo e morte celular ou se pelo contra-
rio é a lesdo e morte celular que provocam um aumento da
peroxidagio lipidica¥. O facto da lesdo celular se acompa-
nhar da inactivagdo de alguns anti- oxidantes * ¢ da liberta-
¢do de ides metalicos®, torna a ultima hipétese plausivel,
pelo menos em certas situac(’ies.

MECANISMOS DE DEFESA CONTRA OS RADICAIS
LIVRES

A sobrevivéncia dos organismos aerébios depende da efi-
cacia de um conjunto de sistemas cuja fungio ¢ prevenir e
destruir os radicais livres de oxigénio impedindo ou minimi-
zando os seus efeitos deletérios (Fig. 6).

ENZIMATICO

SUPEROXIDO DISMUTASE
CATALASE

GLUTATIAO PEROXIDASE
OUTRAS (GSSG Reductase, G6PD...)

NAO ENZIMATICO

alpha-TOCOFEROL (Vit. E)

ASCORBATO (Vit. C)

beta-CAROTENO (Vit. A)

OUTROS (Ceruloplasmina, ferritina, urato...)

Fig. 6 — Principais mediadores dos mecanismos de defesa dos siste-
mas bioldgicos contra a agressdo pelos radicais livres.

Embora em situa¢des normais mais de 95% do oxigénio
consumido sofra redugdo tetravalente através da citocromo
oxidase com formacéo de agua, certas situagdes como a defi-
ciente perfusdo de um tecido, pode desviar o metabolismo do
oxigénio daquela via, com a consequente formagio de radi-
cais livres de oxigénio.

A demonstracdo de que a inibigdo ou destruicdo desses
mecanismos de defesa, acarreta a morte dos respectivos
organismos, revela de forma insofismavel tanto a toxidade
desses radlcals como o papel critico dos sistemas de
defesa

Superdxido dismutase

As superoxido dismutases (SOD) sdo metaloproteinas que
catalizam a dismutagdo do superéxido (eq. 6). A supéroxido
dismutase foi inicialmente purificada a partir de eritrécitos,
tendo a sua actividade sido atribuida a uma proteina ja
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entdo conhecida, a eritrocupreina ®. Trés tipos de supero-
xido dismutase foram até hoje encontrados, sendo todas elas
absolutamente especificas para o superoxido e contendo
metal no centro activo. A superoxido dismittase do citosol
de células eucariotas é uma molécula dimérica de 32.500 D,
contendo cobre (Cu) e zinco (Zn) '%. O Cu participa na reac-
¢do catalitica® que envolve ciclos alternados de reducéo e
reoxidagdo do metal, enquanto o Zn parece ter um papel
estrutural ', podendo ser substituido por outros metais sem
comprometer a actividade catalitica. Em procariotas e nas
mitocdndrias de mamiferos, encontra-se uma superéxido dis-
mutase contendo manganésio (Mn) '9%'3 Embora nas bacté-
rias a enzima seja um dimero e nas mitocéndrias um
tetrdmero, existe uma grande homologia na sequéncia pro-
teica de ambas as enzimas '*. Pelo contririo, a CuZn-SOD
ndo mostra homologia com qualquer outra superdxido dis-
mutase. Finalmente, em certas bactérias e algas, encontra-se
uma superoxido dismutase contendo ferro (Fe), que tem
uma composi¢io muito semelhante & Mn-SOD '%,

A concentragdo intracelular em superoxido dismutase é
influenciada por muitos factores. Normalmente a sua con-
centragdo, ¢ baixa, sendo a sintese da enzima induzida de
imediato por um aumento da tensdo de oxigénio '%. Tam-
bém certos compostos, como o paraquat ou a estreptoni-
grina, que ap6s entrarem na célula iniciam um conjunto de
reac¢oes de oxidagdo-redugdo estimulam a biossintese de
SOD ', A redugdo da cadeia mitocondrial de transporte de
electrdes, obtida, por exemplo, por acgio do cianeto, pro-
voca um aumento imediato da produgdo de superdxido que
se acompanha também de um imediato aumento da biossin-
tese de SOD '®, Uma dieta pobre em vitamina E, ao promo-
ver indirectamente um estado de stress oxidativo é também
um estimulo para a biossintese de SOD %%,

A importincia bioldgica da superoxido dismutase é bem
demonstrada Pelo facto de que s6 os organismos anaer6bios
a dispensam %, e, como seria de prever, mutantes com
defeito na molécula de superéxido dismutase sdo ultrasensi-
veis 4 ac¢do do oxigénio ',

Catalase

Presente em praticamente todos os organismos, com
cxcepedo dos anaerdbios obrigatérios, a catalase é uma
cromo-proteina com um peso molecular de 250.000 D, que
contém quatro grupos heme e cataliza a seguinte reacgio:

tal
AlREe > 24,0 + O,

(Eq. 20)

Esta reacgdo tem uma Vinax muito grande, o que lhe per-
mite catalizar rapidamente a dissociagio de grandes quanti-
dades de perdxido de hidrogénio 12" No entanto, dada a
baixa afinidade da enzima para o substrato, é quase ineficaz
a decompor pequenas concentragbes de peroxido30. A
reacgdo € complicada do ponto de vista cinético, implicando
a interac¢do de duas moléculas de peréxido com o centro
activo da enzima '3,

A catalase localiza-se essencialmente a nivel dos peroxiso-
mas, ndo existindo evidéncia citoquimica da sua presenca no
citosol ', A sua importéncia parece ser reduzida, dado que
doentes com um defeito genético que se traduz na sintese de
uma enzima instidvel e com consequentes niveis baixos de
actividade de catalase no sangue nio mostram nenhum
defeito significativo ou alteragio grave 'S,

Sistema do glutatifio
As células contém concentragées milimolares de um tri-

peptideo (GLY-CYS-GLU) que contém o grupo tiol (= SH),
o glutatidao ®, Este em conjunto com diversas enzimas e o
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NADPH ¢ capaz de reduzir o hidroperéxido de hidrogénio
bem como peréxidos orginicos e outros radicais. Além
disso, o glutatido é um importante cofactor de determinadas
enzimas como a isomerase dos endoperdxidos de
prostaglandina '*®,

Através do sistema do glutatifo a célula esta protegida de
um excesso de peroxido de hidrogénio. Este sistema (Fig. 7)

%9

GSH NADP R 5-P

G6PD

G 6-P

| GP] GH |

HO GSSG NADP*

Fig. 7— Sistemas do glutatifo. Para explicagiio ver texto. Legenda:
GP, glutatido peroxidase; GR, glutatido redictase; G6PD, glicose 6
— fosfato desidrogénase; G6P, glicose 6 — fosfato e RSP, ribulose 5
— fosfato.

consiste na oxidagio do glutatido reduzido (GSH) por acgdo
da enzima glutatiio peroxidase (eq. 21), a que se segue a
redugdo do glutatiio oxidado (GSSG) pela enzima glutatido
reductase (eq. 22).

glutatido
2GSH + H,0; o > GSSH + 2H,0(Eq. 21)
peroxidase
glutatido
GSSG + NADPH + H Foeerereessrcasees > 2GSH + NADP*
reductase

(Eq. 22)

A glutatido peroxidase apresenta-se como um tetrimero
de 84000 D em que cada subunidade contém, selénio, sendo
este indispensdvel 4 actividade da enzima. A glutatido pero-
xidase coopera com a catalase na metabolizagdo do perdxido
de hidrogénio, tendo, por razdes de ordem cinética, um
papel preferencial na destruigdo do peréxido de hidrogé-
nio ''". No entanto, em situagdes em que a concentragio de
perdxido de hidrogénio é muito elevada, a catalase tem um
papel preferencial '8, A acgiio cooperativa destas duas enzi-
mas permite evitar uma deplegio em GSH, com consequente
aumento em GSSH. Em certas situagdes de stress oxidativo
pode verificar-se um aumento de GSSG, o que é extrema-
mente toxico, ja que diversas enzimas (E-SH) podem ser oxi-
dadas com consequente inactiva¢io (E-SSG) (eq. 23); estdo

neste caso enzimas envolvidas na sintese proteica '' ¢ a ade-
nilciclase '®, por exemplo.
E-SH + GSS H < > E-SSG + GSH (Eq. 23)

Para evitar um excesso de GSSG a enzima glutatido
reductase desempenha um papel extremamente importante.
Esta enzima, que cataliza a reac¢fio 22, encontra-se larga-
mente distribuida nos organismos aerébios sendo NADPH
dependente. O equilibrio da eq. 22 favorece a redugdo do
GSSG, dai o quociente GSH/GSSG ser em condi¢des nor-
mais sempre muito elevado '?'. Das reacgdes 21 e 22 torna-se
evidente que uma deplegdo de GSH provocada por um qual-
quer stress oxidativo se acompanha de um consumo de
NADPH, o que ¢ confirmado pela activagio da enzima gli-
cose 6-fosfato desidrogenase 2, Esta enzima oxida a glicose
6-fosfato em dcido 6-fosfoglucénico, o que se acompanha da
redugdo da coenzima NADP' em NADPH, iniciando o
shunt das pentoses. Este shunt, que normalmente ¢ responsa-
vel por cerca de 109% do metabolismo celular da glicose, per-
mite a manuten¢do de um pool de NADPH necessario ao
funcionamento da glutatido reductase.

Além da reducdo do perdxido de hidrogénio a glutatido
peroxidase, é um importante protector contra a peroxidacgio



RADICAIS LIVRES DO OXIGENIO EM MEDICINA

L ATP
: AMP
q * xantina desidrogenase
e
u Adenosina
m 4+
i Ca
a *
Inosina
* xantina oxidase
Hipoxantina / > o;
0,
—
reperfusio

Fig. 8— A isquemia provoca uma deplecgio em ATP, com forma-
¢do dos seus metabolitos, nomeadamente a hipoxantina. A reintro-
dugdo de oxigénio durante o periodo de reperfusdo, conduz a
formagio de super6xido através da acgdo da oxidase da xantina.

lipidica (eq. 24), reduzindo os peréxidos de lipideo (ROOH)
a compostos estdveis, os hidroxidcidos (ROH).

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

O papel da actividade da glutatifo peroxidase na protec-
¢do contra a peroxidagio lipidica ndo se limita & ac¢do da
peroxidase ji referida € que contém selénio. Em diversos
tecidos, incluindo o figado humano, aquela actividade é
desempenhada 2por uma glutatido peroxidase que ndo con-
tém selénio '**'*. Esta enzima distingue-se da outra por ndo
catalizar a degradag¢iio do peréxido de hidrogénio, actuando
exclusivamente nos peréxidos orginicos '%.

O papel do selénio no sistema do glutatiio ndo esta total-
mente esclarecido. O selénio é um elemento essencial /2126,
tendo sido identificado como um factor necessario a preven-
¢do da degenerescéncia necrética do figado do rato '%,
Porém, dado que a maior parte do nosso conhecimento
sobre o papel biolégico do selénio foi obtido em estudos
veterindrios e de agricultura, deve-se ser bastante cauteloso
no ajuizar da sua importincia. Um dos poucos casos em que
o seu papel é irrefutavel é o da doenga de Kesham 27, Esta ¢
uma grave cardiomiopatia endémica em certas partes da
China, onde o suporte dietético em selénio ¢ extremamente
baixo, € que uma dieta com suplementos em selénio permite
evitar ', Embora tal nio esteja provado, é sugestivo atribuir
a uma diminuicfo da actividade em glutatiio peroxidase um
papel na fisiopatologia da doenga.

Outros

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

A vitamina E (atocoferol) é uma molécula polar que nas
membranas biol6gicas estabelece diversas interacgSes fisico-
quimicas com os 4cidos gordos polinsaturados dos fosfolipi-
deos tornando a membrana mais compacta, o que dificulta o
acesso de radicais ¢ desencadeadores do processo de peroxi-
dagdo lipidica **'%, A vit. E é o principal antioxidante hidré-
fobo que protege as membranas mitocondriais das células
musculares '*®, Além disso, a vit. E destr6i com eficicia os
radicais peréxidos que se formam na membrana durante a
peroxidacdo lipidica, sendo ainda um desactivador do sin-

gleto de oxigénio ®* e um scavenger do superéxido e do radi-
cal hidroxilo '*""32, Porém, o papel da vit. E ndo estd
totalmente estabelecido, ndo sendo suficientemente claro se €
ou nio um componente essencial & dieta do homem *. Ratos
e coelhos deficientes em vit. E apresentam um processo dege-
nerativo muscular associado um aumento da peroxidag¢io
lipidica e que é revertido pela vit. E * No entanto, embora o
papel antioxidante da vit. E esteja bem estabelecido,
desconhece-se se a sua acgdo se limita a este papel '3, A
situagio em que se encontram os nossos conhecimentos
sobre a vit. E foi bem sintetizada por Dormandy (1978) **
Within the last thirty years, vitamin E has been hailed as an
elixir of life and dismissing as a tonic for tired sheep’.
O 4cido ascorbico é um composto polar essencial pelo
menos para a vida animal '**, que se comporta como um sca-
venger de varios radicais? O cristalino humano é rico em
acido ascorbico e pobre em superéxido dismutase, e a este
nivel o ascorbato é provavelmente um importante agente na
destrui¢do do radical superéxido '*. Uma das mais impor-
tantes fun¢des do ascorbato é manter os tocoferois na forma
reduzida (reduzindo o radical tocoferil em a-tocoferol) '*’.

No entanto, o ascorbato, como ja se viu, pode ter uma ac¢io
deletéria, na medida em que pode reduzir o ferro, o que con-
duz & formagdo de radical hidroxilo (eq. 10),

O B-caroteno tal como o a-tocoferol é um composto
hidréfobo que no interior das membranas além de impedir a
peroxidacdo lipidica funciona como um scavenger do sin-
gleto ' Também o acido ascérbico e o GSH sio rapida-
mente oxidados pelo singleto %, impedindo a acgdo deste. O
dcido urico protege os eritrécitos da peroxidagio lipidica,
destruindo alguns dos radicais que iniciam o processo de
peroxidagio '”. Além do 4cido ascérbico e do GSH outras
moléculas comportam-se como anti-oxidantes; é o caso da
cisteina e da ceruloplasmina, Esta tltima, além de catalizar a
oxidagdo do Fe** em Fe?®*, colaborando assim na defesa
contra a peroxidagio lipidica (eq. 10) '*°, actua no superé-
xido destruindo-o, se bem %ue numa base estoiquiométrica e,
portanto, ndo enzimatica >*. Finalmente, algumas proteinas
como a ferritina e a transferrina ao ligarem-se ao ferro
removem-no de lugares em que aquele poderia participar nas
reaccSes de iniciagio de processos de peroxidacio 4.
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