ACTA MEDICA PORTUGUESA 1993; 6: 193-198 ARTIGO DE REVISAO

ALCOOL E RADICAIS LIVRES DE OXIGENIO*
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INTRODUCAO

RESUMO

Radicais livres de oxigénio podem ser gerados durante a metabolizagdo do etanol pelo
citocrémio P450, ou devido a formagdo de xantina oxidase por acgdo do etanol sobre a xantina
desidrogenase. Ap6s transformag@o em acetaldeido, a metabolizagdo deste composto por xantina
oxidase ou por aldeido oxidase também gera radicais de oxigénio. Apresenta-se a hip6tese de haver
um ciclo vicioso amplificador durante a metabolizagio do etanol pela aldeido oxidase, que seria
responsivel por uma intensa lipoperoxidagio.

SUMMARY

Alcohol and Oxygen Free Radicals

Oxygen free radicals may be generated during ethanol metabolization by cytochrome P450, ot
due to the formation of xanthine oxidase by ethanol effect on xanthine dehydrogenase. After
transformation into acetaldehyde, the metabolism of this compound by xanthine oxidase or by
aldehyde oxidase also generates oxygen radicals. We present the hypothesis of a vicious cycle
during ethanol metabolization by aldehyde oxidase, which would amplify the process and be
responsible for an increased degree of lipid peroxidation.

Vimos que o etanol € metabolizado em acetaldeido por
3 vias distintas e que, por sua vez, o acetaldeido € metaboli-

Num trabalho anterior fizemos uma revisio de diversos zado em acetato também de 3 modos diferentes. Daqui
aspectos relacionados com a importincia do 4lcool em resulta que h4 9 mecanismos para a transformagio do

fisiopatologial.

etanol em acetato, composto que, uma vez activado pelo
coenzima A, vai ser utilizado no metabolismo energético
ou na sintese de 4acidos gordos, sob a forma de acetil CoA
(Fig. 1).

Blanol (CHsCHo0H) J Todas estas vias t€m uma importancia varidvel. A desi-

NAD+ NADPH

1} ADH 2} NEOS

NADH NADP

drogenase do 4lcool € responsdvel pela metabolizagdo
oxidativa de 70 a 80% do etanol. O MEOS (microsomal

Halp ethanol oxidizing system) estd hoje identificado com o
3l o citocrémio P450. Contudo é de notar que existe um isoen-

B0 zima, o P450 II E1 (gene no cromossoma 7) que € o
principal responsdvel pela metabolizagdo do etanol. Con-
tudo dado que outros isoenzimas também transformam

r Acetaldeido (CH3CHO) etanol justifica-se manter a designagdo MEOS?,

NAD+ 02

A sua principal vantagem € ser adaptativo. Porém ¢
pouco activo a baixas concentragdes de etanol.

O A catalase parece ndio actuar sobre o etanol nas con-

A0 digGes habituais, pois requer a presenca de 4cidos gordos

NADH 09— Holp 0o~ Holp em elevadas concentragbes, que nos peroxisomas sdo

metabolizados com geragdo de per6xido de hidrogénio

necessdrio para acgio da catalase:

H,0,+CH,CH,0H—CH,CHO+2H,0

o foctil=Ca Este facto talvez ¢xplique que o jejum ou ingestdo de

manteiga ou de outras gorduras facilite a metabolizagdo do

1-des. flcool; 2-cit P450; 3-catalase; 4-ald. desid.; S-xantina oxidase; 6-aldeido etanol. Recentemente demonstrou-se que a catalase € o

oxidase; 7-acetiltioquinase

Fig. ] — Metabolismo do etanol em acetil CoA

principal metabolizador de etanol no sistema nervoso
central e este facto pode ser revestido de grande im-
portancia (ver adiante)**,

A metabolizag@o do acetaldeido pode ser também exe-

* Trabalho subsidiado pelo INIC

cutada por 3 vias distintas: a aldeido desidrogenase mito-
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condrial, geradora de equivalentes redutores, a xantina
oxidase e a aldeido oxidase, que, pelo contririo, originam
vias oxidativas.

OS RADICAIS DO ETANOL

A partir do etanol podem gerar-se 3 tipos de radicais:

61 W62 (6) QRN o-hidroxietil
CH,-CH,OH ..........covrrirircriricncrrreccnes B-hidroxietil
CH,-CH,0°...evrirniecciecsenneneeaens etoxil

Os dois primeiros sdo oxidantes, ao passo que o terceiro
€ redutor. O o-hidroxietil € o mais frequente. A vitamina
C medeia a formagdo de radicais etoxil na presenga de
etanol®,

ETANOL COMO CAPTADOR DE RADICAL
HIDROXIRO

O etanol € captador de radical hidroxilo (H(S)":
CH,CH,0H+2HO-—»CH3CHO+2H,0

Como se vé formam-se duas moléculas de 4gua e acetal-
deido, por abstracgdo de dois 4tomos de hidrogénio do
etanol.

GERACAO DE RADICAIS LIVRES DE OXIGENIO
PELO ETANOL

A evidéncia — Diversas s3o as razdes que levam a
pensar que o etanol ingerido pelo homem ou pelo animal de
experiéncia é metabolizado através de vias que produzem
colateralmente radicais livres de oxigénio.

Entre estas temos:

a)adeplecgdo de glutatido no figado ap6s administragdo
de uma dose elevada de etanol. Porém parte do glutatido é
expulso pela bilis sob a forma de adutos de aldeidos”.

b) a evidéncia de peroxidagdo dos lipidos microsémicos
ap0s ingestdo aguda de doses elevadas de etanol®.

¢) a clivagem oxidativa do 4cido f6lico’.

d) a activagdo da sintese do colagénio que leva i fibrose
e 4 cirrose hepdtica.

¢) aclivagem de ADN de que resulta o aumento de risco
de cancro nos alcodlicos'®

f) a acumulagdo de lipofuscina em cardiomiocitos em
cultura'!

Os mecanismos — Se existem razdes mais do que
suficientes para admitir que a metabolizagdo hepética de
etanol gera radicais livres de oxigénio, o verdadeiro me-
canismo, ou pelo menos o mais importante, nio estd
esclarecido. Faremos uma revisio dos mecanismos que
tém sido estudados nestes tltimos anos.

INIBICAO DA XANTINA DESIDROGENASE POR
NADH

O etanol aumenta a concentragdo de NADH que inibe a
XD. Nestas condigdes as oxipurinas sdo transportadas pela
xantina oxidase reversivel (XOr) que nio é inibida. A XOr
gera O, e H,0,:
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oxidagdo SH

XD X0?

—
e redugdo SH

NADH Ac. drico, 0, H,0,
A TRANSFORMACAO DE XANTINA
DESIDROGENASE EM XANTINA OXIDASE

A transformagfo de oxipurinas (hipoxantina e xantina)
em 4cido drico € feita de dois modos dieferentes: pela
xantina desidrogenase (XD) e pela xantina oxidase (XO).
A primeira reacgdo tem como receptor de electrdes o
coenzima NAD, que fica reduzido, ao passo que a segunda
tem como receptor de electrdes o oxigénio, que fica
reduzido a superéxido (O,) e a pe6xido (H,0,):

XD
oxipurinas+NAD+H,0 —> 4c. Grico+NADH

etanol
X0

oxipurinas+0,+H,0 —>4c. trico+0,+H,0,

Entre os compostos que transformam a XD em XO encon-
tra-se precisamente o etanol. A consequéncia é a obtengdo
de mais uma alta percentagem da forma enzimdtica res-
ponsével pela geragdo de formas activas de oxigénio'?!3,
Ao mesmo aumenta a formagao de 4cido trico por falta de
retrocontrole da XOr.

A DEGRADACAO DE PURINAS APOS ACTIVACAO
DO ACETATO

J4 hd bastante tempo que se sabe que o consumo de
bedidas alco6licas estd associado a hiperuricémia € a gota.
Ocetanol activa adegradagio de purinas devido a0 aumento
de degradagio de ATP em AMP durante a activagdo do
acetato'+¢ (Fig. 2).

FERRO E MICROSOMAS

Como vimos o etanol é metabolizado em acetaldeido nos
microsomas hepéticos através do MEOS, nome que convém
manter, embora hoje se saiba que 0 P450 I E1 é de longe
0 mais activo e adaptdvel enzima na metabolizagio do
etanol.

Dada a baixa afinidade deste sistema, ele s6 actua com
efic4cia quando a concentragio de etanol se torna elevada
no hapatocito, ou apés consumo crénico.

Este sistema € formado por NADPH-citocrémio P-450
redutase, um flavoenzima, que fornece electrdes ao cito-
crémio p450. O etanol é oxidado em acetaldeido com
oxidagdo de NADPH. Contudo a transferéncia de electrdes
também origina a formagdo de radical super6xido, que é
dismutado em per6xido pela super6xido dismutase. Estes
na presenga de ferro, originam radical hidroxilo (HO-) que
actua directamente sobre o etanol numa reac¢do nio en-
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etanol —acetaldeido — acetato 7T acetil-CoA
ATP

AMP
ionosina
X0 X0 1
éc.ﬁrico<——7- xantina <—7— hipoxantina
027, Ho02 09~ Ha02

Fig. 2 — Consumo de ATP e degradagio de purinas com
geragdo de radicais livres de oxigénio durante a formagao de
acetato activo pela acetiltioquinase

zimdtica j4 descrita'?%(Fig.3). De qualquer modo a re-
dutase parece ser o ponto critico para a actuagdo do ferro
com o oxigénio e produgio de HO-%%!. Estudos semelhan-
tes realizados com niicleos de hepatocitos produziram
resultados parecidos mas de menor intensidade, o que faz
pensar que o etanol ndo desencadeie umstress oxidativo no
niicleo?2. Mais interesse parece ter o facto de se ter de-
monstrado que também o NADH fornece electrbes ao
NADPH, via citocrémio b5. A importincia desta desco-

etanal

e e 0o
NADPH — cit. P450 redutrase ——— cil. P450 ——

e acetaldeido
S0D Fe etanol
Op —> Op~ —> Hal2 > HO >
acetaldeido

Fig. 3 — Transformagdo enzimética e ndo enzimética do
etanol em acetaldeido nos microsomas hepiticos

berta resulta da grande concentragio de NADH apds con-
sumo de etanol, que assim potencia a acgdo de NADPH
reducatse?®.

ACCAO DA XANTINA OXIDASE

Como vimos o etanol favorece a acgdo da xantina
oxidase, forma enzimdtica geradora de radicais de oxigénio.
O radical superéxido vai reduzir o ferro da ferritina e
libert4-lo:

ferritina-Fe(IlN)+0,” — ferritina+O,+Fe(Il)

Por outro lado a xantina oxidase metaboliza acetaldeido
em acetato numa reacgdo semelhante a descrita para as
oxipurinas:

acetaldeido+0,+H,0 XO acetato+0,+H,0,
—

Estio assim reunidas as condigbes para a geragdo de
radicais livres de oxigénio pelo ferro:

Fe(I)+H,0, — HO+HO-

O radical hidroxilo ir4 induzir a peroxidagdo dos lipidos
da membranas e a clivagem do folato*?,

ACCAO DA ALDEIDO OXIDASE

No organismo existestim exima muito parecido com a
xantina oxidase. E a aldeido oxidase (AQ)'. Trata-se de um
enzima que também contém molibdénio e cuja acgdo
principal parece ndo ser a oxidagio de aldeidos, mas sim a
de oxidar compostos purinicos que ndo sdo transformados
pela X0, Trata-se pois-de dois enzimas cuja actividade
parece ser complementar?’. Em relagdo ao acetaldeido a
AO tem uma afinidade 30 vezes superior a da XO.

Este facto justifica o interesse demonstrado por diversos
investigadores nestes ltimos anos sobre a importincia da
geracgio de radicais livres ap6s metabolizagdo do acetal-
deido pela AO.

O estudo diferencial da importancia da XO e da AO é
exequivel pois existem inibidores especificos para cada
enzima.

O oxipurinol inibe a X0, a menadiona a AO e o tungstato
ambos. Em figados de ratos tratados com etanol, a adigdo
de tungstato inibe a peroxidagdo lipidica em 100%, a
adigdo de oxipurinol inibe 0 a 40%, a adi¢do de menadiona
inibe de 36 a 75%. Estes dados confirmam a importancia
de aldeiro oxidase neste processo. A adigdo de desfer-
roxiamina, que retira o ferro, também causa aboli¢do de
100% da lipoperoxidagao, o que demonstra a importancia
deste metal?$-%0.

PEROXIDACAOLIP{DICAELESAO TESTICULAR
PELO ALCOOL

E bem conhecida a atrofia testicular dos alcéolicos.
Fizemos uma revisdo do assunto anteriormente e veri-
ficdmos que ela era atribuida a muitas causas'.

Actualmente admite-se que a principal causa da lesao
testicular dos alcodlicos seja a peroxidagdo lipidica, con-
sequéncia de libertagdo de formas activadas de oxigénio.

Com efeito demonstra-se aumento de produgdo da malo-
nildialdeido (MDA) nas mitocondrias testiculares, a0 mesmo
tempo que os 4cidos gordos polinsaturados diminuem (o
MDA € produto de degradagdo dos 4cidos gordos peroxi-
dados). Por outro lado aumentam de concentragdo os
4cidos gordos saturados, ndo peroxiddveis (4cido palmitico,
4cido estedrico).

O glutatido reduzido sofre diminui¢des importantes de
concentragéo.

Em ratos tratados com etanol a vitamina A diminuiu a
lipoperoxidagdo®!.

195



M. LURDES MIRA et al.

METABOLIZACAO DO ALCOOL NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

Estudos recentes fazem pensar na importancia da cata-
lase na metabolizagio do etanol no SNC.

Homogenatos de cérebro de rato foram incubados com
etanol e medido o acetaldeido formado. Juntando um
inibidor de ADH, o pirazol, ou um inibidor do MEOS, a
metirapona, nio se afecta a produgdo de acetaldeido.

Porém a adig8o de inibidores de catalase (azida, ciana-
mida, aminotriazol) bloqueia a produgéo de acetaldeido®.
Por outro lado adicionando ao sistema glucose e glucose
oxidafe (geragdo de H,0,) aumenta a produgdo de acetal-
deido®.

Estes factos sugerem a importincia da catalase no sis-
tema nervoso central como principal metabolizador do
etanol.

Dado que a catalase ndo gera formas activadas de oxigénio
este facto tem grande importincia num 6rgao extrema-
mente rico em lipidos polinsaturados podendo pensar-se
num mecanismo protector. Contudo € bom pensar que
pode haver inconvenientes. Com efeito a catalase ¢ extre-
mamente activa, sendo provavel que a transformagio de
etanol em acetaldeido seja mais rdpida que a remogao
deste.A consequéncia seria um aumento de concentragdo
de acetaldeido no SNC, que teria graves consequéncias.

Nido € apenas no cérebro que a catalase metaboliza
etanol. Com efeito verificou-se recentemente que a cata-
lase hepdtica pode ter grande importancia no metabolismo
do etanol em duas situagdes: o jejum e a ingestdo de grande
quantidade de gordura. Em ambos os casos os 4cidos
gordos sdo metabolizados pelos peroxisomas gerando
peréxido de hidrogénio. Desde que este se encontre pre-
sente a catalase actua com a sua caracterfstica rapidez.
Daqui o aforismo dos bebedores de whisky: se bebes
whisky, come manteiga®*3®,

O acetaldeido une-se a numerosas moléculas, tais como
cistefna, albumina, proteinas de membrana, hemoglobina,
lipidos, 4cidos nucleicos, etc. Por um lado pode inactivar
estes compostos, por outro ser responsdvel pela indugédo de
fenémenos imunol6gicos, actuando como hapteno. Também
origina adutos estdveis com tubulinas de que resulta ini-
bigdo da formacgdo de microtibulos’”-38,

Finalmente h4 que relembrar que o acetaldeido se liga a
catecolaminas € outros compostos gerando compostos de
adigdo, os TIQs e as carbolinas, que sdo responsdveis pela
habituagdo ao 4lcool'.

DISCUSSAO

O mecanismo de toxicidade do etanol inclui diversos
componentes: 0 metabolismo redutor, a hipoglicemia, a
hiperlipémia, alteragdes da sintese proteica, sintese de
compostos téxicos no sistema nervoso central, etc. Curio-
samente o acetaldeido desempenhava um papel secunddrio,
pois a sua concentragdo circulante ndo se tornava muito
elevada. A estas causas juntava-se a desnutri¢io e suas
consequéncias: avitaminoses, caréncia de metais, em es-
pecial zinco, que no seu conjunto eram apontadas como
responsdveis pelas complicagdes crénicas do alcoolismo,
em especial a cirrose hepética. Contudo era pouco clara a
etiopatogenia desta, tendo como base as alteragdes descri-
tas.
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Dado que os 4dlcoois sdo bons captadores de radicais
livres de oxigénio, durante muito tempo esta hip6tese
patogénica ndo teve grande niimero de seguidores. Con-
tudo nos ltimos anos a hipétese: ingestio de etanol—radicais
livres—lipoperoxidagdo—cirrose e outras alteragdes, vem
tomando forma, baseada numa grande quantidade de tra-
balho experimental, em que o rato é o principal animal de
estudo.

Sabe-se muito mais sobre a acgio do 4dlcool no rato (que
n3o tem apeténcia para ele) do que sobre a acgdo das
bebidas alcodlicas no homem.

E para j4 convém mencionar que etanol puro e bebida
alco6lica ndo sdo a mesma coisa.

Vejamos pois qual a evidéncia de que radicais livres de
oxigénio sdo produzidos em quantidade suficiente para
serem lesivos para o rato e, a partir deste inferir da sua
acgdo lesiva no ser humano.

Foram apontadas duas origens para os radicais livres,
primeiro o etanol depois o acetaldeido.

No que respeita ao etanol como gerador de oxigénio
activado, surge-nos um problema que estd sendo analisado
em diversas situagdes patolégicas que tem aparentemente
pouco de comum, como seja a lesdo de reperfusao, a artrite
reumatéide e o alcoolismo. Trata-se da alteragdo xantina
desidrogenase/oxidase (XD<XO).

Hoje admite-se que o figado humano ¢ outros 6rgaos
possam ter activas estas duas formas enzimdticas, a XD
reguldvel por NADH, que a inibe, € a XO ndo reguldvel e
geradora de oxigénio activo.

Numa situagao de intoxicagao pelo etanol, a redugéio do
coenzima iria inibir toda a XD, pelo que a degradagdo das
oxipurinas em 4cido trico se faria pela XO.

Qual a verdadeira importancia deste processo € dificil de
avaliar, pois existem numerosos mecanismos controla-
dores dasintese e degradagao das purinas que entrariam em
jogo e ndo apenas o mecanismo XDXO.

Aindarelacionado com este mecanismo temos o excesso
de produgdo de AMP resultante da formagdo de acetato
activo. Este AMP poderé ser recuperadoem ADPe ATP ou
entdo ser degrado até urato pela xantina oxidase. Contudo
que razdes existem para garantir que a degradagdo pre-
domina? Parece-nos mais provivel arecuperagido do AMP
através de diversos sistemas enziméticos conhecidos.

Até prova em contririo pensamos que este mecanismo
deve ter um significado diminuto.

A segunda forma de metabolizar etanol em radicais
livres baseia-se na acgdo do MEOS., Este € formado por um
conjunto de isoenzimas parecidos, dos quais um € espe-
cialmente afim do etanol no hepatocito, € responsdvel pela
destoxificagdo de uma percentagem elevada deste; talvez
30 a 40%.

Que evidéncia existe de que a metabolizagdo poresta via
gere radicais livres de oxigénio? Apenas experi€ncias com
microsomas de figado de rato ultracentrifugados e sujeitos
2 adigdo de doses elevadas de ferro quelatado duma forma
que provavelmente nio existe no organismo. Se o ferro for
retirado por desferroxamina néo se geram radicais livres.
Admite-se que a NADPH-citocrémio P450 redutase envie
os seus electrdes para este citocrémio que, na presenga de
oxigénio fica habilitado a transformar etanol em acetal-
deido por uma via oxidante e ndo pela via redutora da
ADH. Uma certa percentagem de electrSes ndo atingiria o
citocrémio, reagiria directamente com oxigénio, gerando
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super6xido. Este seria transformado em peréxido de
hidrogénio pela SOD. O per6xido na presenga de ferro (II)
seria transformado em radical hidroxilo pela bem conhe-
cida reacg@o de Fenton.

Este sisterna € interessante para estudos experimentais.
O mecanismo de acgdo dos quelatos de ferro ndo estd bem
explicado e varia com o quelato usado.

Todavia no momento actual é apenas um bom modelo
para experiéncias no rato.

N6s préprios o utilizimos em trabalhos publicados?’-3.

Chegamos assim a geragio de radicais a partir do acetal-
deido, onde se nos deparam duas hip6teses: metabolizagao
pela nossa conhecida xantina oxidase, ou pela aldeido
oxidase (AQO). A metabolizagdo pela xantina oxidase €
possivel mas, dada a baixa afinidade de acetaldeido, é
improvével,

A AO tem uma afinidade 30 vezes superior e existe em
elevadas concentragdes no figado, serd ela o principal
gerador de radicais livres de oxigénio?

A evidéncia até agora € pequena e apenas em situagdes
experimentais com sistemas reconstituidos.

Recentemente veficdmos que a aldeido oxidase € capaz
de oxidar NADH.

Por outro lado verificdmos que aindug&o de peroxidagdo
lipidica € maior a partir do etanol do que a partir do
acetaldeido. Este facto levou-nos a sugerir a existéncia de
um ciclo vicioso gerador de radical superéxido (Fig. 4).
Procuramos neste momento confirmar a existéncia deste
ciclo, através de trabalhos realizados com enzimas purifi-
cados. Caso ele se confirme, poder4 constituir um sistema
amplificador para a geragdo de radicais livres de oxigénio
a partir do etanol®*4!,

etanolk + NAD
ADH' |

acetaldeido, +
0

NADH

acetato NAD

v
0o~

Fig. 4 — Ciclo vicioso sugerido para a geragio de radical
superéxido pelo sistema etano/ADH/AO
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