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RESUMO

Um radical livre é uma estrutura quimica que contém um nimero impar de electrdes, sendo por
isso extremamente instavel e muito reactiva. A formag8o de radicais livres de oxigénio ocorre durante o
decurso de processos metabdlicos quer fisiologicos quer patolégicos. Este trabalho pretende rever de
forma sintética mas sistematica alguns conceitos fisico-quimicos relevantes para a compreensdo da bio-
quimica dos radicais livres, dos mecanismos envolvidos na sua formagio, das reacgdes quimicas a que
os mesmos ddo origem, bem como dos sistemas enddégenos de defesa contra esses raditais. Finalmente,
aborda-se de forma critica o papel dos radicais livres de oxigénio na biologia do envelhecimento, na
carcinogénese, na lesio de reperfusio e na sindrome de dificuldade respiratéria do adulto.

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 hyoproducts 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.

MECANISMOS DE DOENCA E RADICAIS LIVRES

Embora a repercussdo na pratica clinica dos radicais livres
de oxigénio seja ainda muito reduzida, intimeras sdo as
situa¢des em que aqueles invadiram os conceitos de fisiopa-
tologia, s bem que na maioria dos casos, os estudos ainda se
encontrem na fase experimental.

Envelhecimento

Os mecanismos bioquimicos do envelhecimento t&m sido
objecto das mais variadas teorias. No entanto, a maioria das
mesmas nunca passou de pura especulagio sem a menor base
cientifica sdlida.

Em 1956 D. Harman propds que farmacos capazes de pro-
teger os organismos contra os efeitos da radiagdo, prolonga-
riam a vida média desses organismos'*2 ¢ demonstrou a sua
teoria em ratos que tratou com um Scavenger, a mercaptoeti-
lamina '* Mas apesar da caracterizagio do superéxido como
produto da radidlise da agua oxigenada ja ser do conheci-
mento da quimica da radiagio '*, s6 em 1968 as implicag5es
daquele facto chegaram a bioquimica, com a descoberta de
que o superdxido podia formar-se durante uma oxidagio
enzimatica

Recebido para publicagdo: 28 de Dezembro de 1987.

Ao longo da vida de um organismo alguns radicais iludem
os sistemas de defesa, provocando mutagGes genéticas, alte-
ragbes de moléculas essenciais aos sistemas de controlo e
perturbagdes das membranas. Uma teoria propSe que essas
alteragdes estio na base do processo de envelhecimento ',
Diversas observagdes sustentam este ponto de vista. O enve-
lhecimento acompanha-se de alteragdes oxidativas do mate-
rial genético 'V, do colagénio %, da elastina '*°, bem como
do acumular de pigmentos resultantes da polimerizagio de
lipidos através de reacgGes oxidativas, como a lipofuscina e
ceréides %1%, Estes pigmentos (age pigments) sio insoldveis
e acumulam-se nos lisossomas ndo sendo degradados. O seu
aparecimento correlaciona positivamente com o conteudo na
dieta em 4cidos gordos polinsaturados, e, negativamente,
com uma dieta rica em antioxidantes !°'. Estas alteragdes
reduzem a capacidade do organismo se adaptar e por isso
resistir a perturbagdes ambienciais. Além disso, uma dimi-
nui¢do dos sistemas defensivos com a idade pode acelerar as
agressdes oxidativas, o que é corroborado pelo facto de que
em ratos idosos a superéxido dismutase é menos estivel e
menos activa do que em ratos jovens '*2. No entanto, nem
todos os animais apresentam estas alteragdes '>3. No coragio
€ no cérebro de individuos idosos a actividade da superdxido
dismutase nio estd diminuida mas acumulam-se formas inac-
tivas da enzima '*!*°, Também no figado %, cristalino %7, e
eritrdcitos de animais velhos se observou uma diminui¢io da
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actividade da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase, o que
implica uma diminui¢do na capacidade de regenerar o
NADPH (ver sistema do glutatiio) '**'*%, Por outro lado, a
vida média de células humanas em cultura pode ser aumen-
tada baixando o pO2 ', ou adicionando vitamina E ao meio
de cultura '®',

A esperan¢a maxima de vida de uma espécie encontra-se
codificada no seu material genético, porém, a vida média ¢
razoavelmente inferior. Experiéncias em ratinhos demonstra-
ram que os antioxidantes aumentam a vida média ndo
influenciando contudo a vida maxima'¥. A teraptutica
pelos antioxidantes parece também desacelerar a diminuigéo
da actividade do sistema imunolégico que acomganha a
idade, e reduzir a incidéncia de doengas malignas '®2. O eri-
trécito revelou-se um bom modelo para estudar os efeitos do
envelhecimento celular, pois tem uma vida média fixa e ¢
incapaz de sintetizar proteinas; além disso, dado que o eri-
trécito aumenta a densidade com o envelhecimento, permite
facilmente separar popula¢des em fungdo da idade. Usando
este modelo, foi possivel determinar que o conteudo em
GSH de eritrocitos de ratos idosos estd diminuido quando
comparado com o de ratos jovens, o que podera explicar, em
parte, a sua menor vida média '**. Comparando a actividade
em glutatido peroxidase, glutatiio reductase, catalase e gli-
cose 6-fosfato desidrogenase de eritrocitos velhos com eritré-
citos novos, aquela esta globalmente diminuida nos
primeiros ', Mas mais importante ¢ o facto da actividade
destas enzimas estar diminuida na populagdo idosa'®®
quando se compara com eritrocitos da mesma idade obtidos
de ratos jovens. A actividade da superéxido dismutase
encontra-se também consideravelmente reduzida em eritréci-
tos velhos e mais uma vez a sua actividade estd diminuida
em fungio da idade do dador'®.

A altera¢io de uma proteina da membrana do eritrécito
do rato’ (banda 3) parece ser responsavel pelo reconheci-
mento por auto-anticorpos tipo IgG e subsequente sequestra-
¢do por fagocitose de eritrécitos velhos 'S, Em ratos jovens,
esta proteina s6 se encontra alterada em eritrocitos velhos,
mas em ratos idosos é possivel encontrar a proteina alterada
em eritrocitos de todas as idades '*. E possivel que a agres-
sdo oxidativa aos componentes da membrana de eritrocitos
de ratos idosos seja responsavel por aquele facto !,

Se os antioxidantes evitam de forma eficaz as acgdes dele-
térias dos radicais livres, ou se se limitam a minimizar as
lesdes resultantes da acgdo desses radicais '*’, sem com isso
alterar o curso normal do processo de envelhecimento '*°, é
um ponto fundamental que permanece por esclarecer com-
pletamente. apesar da evidéncia actual apontar para a pri-
meira hipotese.

Cancro

O desenvolvimento de técnicas experimentais sofisticadas,
permitiu o estudo do papel desempenhado pelos radicais
livres em diversas areas da patologia, nomeadamente na car-
cinogénese. Embora exista abundante evidéncia para um
envolvimento dos radicais livres na iniciagdo ¢ promogio de
tumores 1819 & necessario ser-se extremamente critico na
apreciacdo dos resultados.

A abordagem experimental do papel dos radicais livres na
transformagio de uma célula normal numa célula maligna
consiste normalmente no uso de diversos anti-oxidantes e na
observagio da sua acgdo em inibir etapas do processo de
carcinogénese '"'7'. Porém, o facto de diversos mecanismos
celulares. criticos para o funcionamento normal de uma
célula, sofrerem alteragdes profundas no decorrer da carci-
nogénese, e de algumas dessas alteragdes poderem ser induzi-
das através da ac¢o dos radicais livres '7>!7, contribui para
suportar o envolvimento dos radicais livres fia carcinogénese.
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E assim que a formagdo de peroxidos de lipideo podem esti-
mular a guanil-ciclase, e em certos tipos celulares o aumento
de GMPc provoca um aumento do indice mitético '*. Tam-
bém a peroxidagio da membrana nuclear altera a fluidez
desta, perturbando o movimento do ARNm'”. Algumas
enzimas da membrana plasmatica dependentes de fosfolipi-
deos, s3o também afectadas pela peroxidagio destes; estdo
neste caso a ATPase Na'-K* e adenil ciclase. A inibigio
destas enzimas devido & peroxidagio de lipideos de mem-
brana conduz a importantes alteragdes dos gradientes i6ni-
cos'™ e a uma queda do AMPc'”’, de onde resultam
respectivamente alteragSes nos processos de sintese celular
de macromoléculas'”® e alteragdes nos processos de diferen-
ciagio de alguns tipos celulares'™.

Finalmente, certos carcinogénios quimicos sdo activados
no reticulo endoplasmdtico, num processo que requer a pre-
senga de hidroperoxidos de lipideo '7*'®, implicando por isso
a presenga prévia de certos radicais livres. Além disso, mui-
tos carcinogénios sdo eles proprios radicais livres ou sdo acti-
vados no organismo em radicais livres 8182,

O facto de que linhas celulares neoplasicas em compara-
¢io com células normais cont®m niveis inferiores de supero-
xido dismutase que contém Mn '3} pode condicionar a
produgdo destas células malignas em acido lactico '™, ja que
esta superéxido dismutase se encontra a nivel mitocondrial.

O aumento de sensibilidade das células neopldsicas quer &
radiagio quer a certa terapéutica citostéatica, cujo mecanismo
de acgdo pode envolver a geragdo de radicais livres de oxigé-
nio, podera ter como explicagio, pelo menos em parte, uma
diminuicdo dos mecanismos de defesas contra os radicais
livres ®%. No entanto, como certas células neoplasicas sdo
muitas vezes hipoxicas '®, o efeito anterior pode ser contra-
riado, o que é corroborado por certos estudos que defendem
que as células malignas estdo melhor protegidas contra os
radicais livres do que as células normais '¥’. Por outro lado,
tecido maligno de cérvix humano produz maiores quantida-
des de radicais livres do que tecido normal '®. Se isto é uma
consequéncia do processo de desenvolvimento da neoplasia,
se é uma cause ou se pelo contririoc é um mecanismo de
defesa do préprio organismo que colabora na destrui¢do das
células neoplasicas, é ainda hoje desconhecido.

Lesiio de reperfusio

A isquemia é o principal responsdvel pela mortalidade ¢
morbilidade associada 4 doenga cardiaca e ao acidente vas-
cular cerebral. Assim, um objectivo primordial do trata-
mento daquela patologia é o reestabelecimento do aporte
sanguineo as areas dele privadas. Estratégias farmacologicas
(vasodilatadoras, bloqueadores do calcio, agentes tromboeliti-
cos) e cirirgicas (bypass corondrio, angioplastia, etc.) tém
sido utilizadas com a finalidade de alcangar aquele objectivo.
Paradoxalmente a reperfusdo de um tecido isquémico € ela
prépria geradora de situagSes patolégicas, por vezes graves,
contribuindo para a morbilidade e mesmo para a mortali-
dade do protesso desencadeador. Existe hoje evidéncia
directa e indirecta, experimental e clinica "', de que o res-
tabelecimento da oxigena¢do a um tecido isquémico se
acompanha da geragio de radicais livres de oxigénio'®?,
sendo estes responsaveis, pelo menos em parte, pelas lesdes
induzidas pela reperfusdo '®,

A administragio de superéxido dismitase e catalase a
coragbes de coelho isolados e perfundidos, nos quais foi
induzida isquemia por um periodo de 2 horas a 27°C,
melhora diversos pardmetros hemodindmicos na fase de
reperfusdo, quando comparado com os controlos '*2. Porém,
indicadores bioquimicos da gravidade da lesdo, como a liber-
tagio de desidrogénase lactica, ndo mostraram diferenga
entre o grupo tratado com as enzimas e os controlos. Num
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outro estudo, foram adicionados a uma solu¢do cardioplé-
gica superéxido dismutase ¢ manitol '**, Também neste caso
todos os pardmetros hemodindmicos estudados, melhoraram
no grupo tratado. Além disso, neste grupo verificou-se um
aumento significatico da recaptacio de calcio por parte do
reticulo sarcoplasmaético'®’. Usando um modelo experimen-
tal de isquemia cardiaca localizada, verificou-se que a admi-
nistragio de superdoxido dismutase e de alopurinol se
traduzia por um efeito protector do miocardio lesionado '%,
N&o sendo o alopurinol um scavenger, o seu efeito benéfico
na isquemia de reperfusdo, parece explicar-se pela inibi¢do
da oxidase da xantina. Esta enzima parece ser o principal
responsavel pela formagdo de superdxido no tecido pds-
-isquémico . No tecido normal, cerca de 90% da actividade
desta enzima é atribuida a desidrogénase da xantina (tipo
D). Esta cataliza a formagdo de acido urico, reduzindo o
NAD* ¢ utilizando a xantina ou a hipoxantina como subs-
trato (Eq. 25).

xXantina

xantina + H,0 + NAD™ > ac. trico
+ NADH + H* ’

desidrogénase .

Porém a conversdo da desidrogénase (tipo D) na oxidase
(tipo O), conduz na mesma a formacgdo de acido drico, mas
através da redugdio do oxigénio molecular com formagio de
superéxido (Eq. 26).

xantina
xantina + H,O0 + O,
+ 20, + HY

> ac. urico +
oxidase

A conversio do tipo D da enzima em tipo O verifica-se em
tecidos isquémicos. Varias observagdes sugerem que aquela
conversdo se deve A activagio de uma protease do citosol ',
sendo esta activada por um aumento na concentragio do cal-
cio no citosol com concomitantemente activagdo da calmo-
dulina '®®. A deplecio em ATP numa célula isquémica,
impede esta de manter os gradientes iénicos, obrigando a
uma redistribui¢do do calcio, normal concentrado nas mito-
condrias e no reticulo sarcoplasmatico. Por outro lado, a
deplegio em ATP conduz a um aumento dos niveis de AMP.
Este é catabolizado em adenosina, inosina e finalmente em
hipoxantina, servindo esta Ultima de substrato para a oxi-
dase da xantina.

A mais elevada concentragdo em desidrogénase da xantina
encontra-se nas vilosidades da mucosa do intestino. Este
tecido quando isquemiado € capaz de converter praticamente
toda a desidrogénase da xantina em oxidase da xantina em
cerca de dez segundos'*7'%. A reperfusdo de tecido intestinal
isquémico acompanha-se de um aumento da permeabilidade
vascular intestinal '%’. Esta pode ser impedida pela adminis-
tragdo de superéxido dismutase'®® e de alopurionol '8,

O grau de conversdo de desidrogénase da xantina em oxi-
dase da xantina € variavel consoante o tecido em causa. No
coragdo a concentragdo da oxidase duplica ao fim de oito
minutos de isquemia, enquanto que no figado um aumento
‘semelhante s6 se verifica ao fim de trinta minutos '%.

O superéxido formado per acgdo da oxidase da xantina
pode estar na origem da formagdo do radical hidroxilo, e
dai, a acgdo protectora do manitol em certos modelos expe-
rimentais de reperfusio.

Em sintese, pode afirmar-se que a reintrodugfo do oxigé-
nio molecular num tecido isquémico, acompanha-se da for-
mag¢do de radicais livres de oxigénio, sendo estes
responsaveis pelo desencadear de diversos processos de lesdo
celular, que no seu conjunto se traduzem na designada lesdo
de reperfusdo.

Les3es teciduais relacionadas com a activagio leucocitdria

A acc¢do bactericida dos leucocitos polimorfonucleares é
acompanhada de um rapido e intenso consumo de oxigénio,
que se traduz na produgéo de grandes quantidades de radi-
cais de oxigénio, essencialmente superéxido?®. Este facto é
de grande importancia na regulagdo do processo inflamatd-
rio agudo na medida em gue condiciona alteragdes da per-
meabilidade vascular®! e na génese de factores
quimiotacticos 22,

O facto da superdxido dismutase exibir propriedades anti-
-inflamatérias em varios modelos experimentais de inflama-
¢do, corrobora o ponto de vista de que o superdxido
desempenha um importante papel nas manifesta¢des clinicas
da inflamacgo 28204,

A formagido de radicais livres de oxigénio por leucdcitos
activados tem sido, pelo menos em parte, corresponsabili-
zada na patogénese de variadas situagfes clinicas, como a
artrite reumatéide’ e a sindrome de dificuldade respiratéria
do adulto (adult respiratory distress syndrome — ARDS)
Este tltimo é uma lesdo pulmonar aguda caracterizada por
edema pulmonar na presenga de uma pressio de encrava-
mento normal. Afecta individuos com pulm&es previamente
normais, seguindo-se normalmente a um processo grave
como choque ou trauma, ¢ apresenta uma mortalidade de
cerca de 509 2%,

O quadro patomorfolégico do ARDS caracteriza-s por
sequestracio de neutrdfilos na arvore vascular pulmonar
bem como migragdo daqueles para o espago intersticial e
alveolar?®, Modelos experimentais de agressio pulmonar
induzida por endotoxina demonstraram que o desenvolvi-
mento de edema pulmonar ndo cardiogénico correlaciona
com a sequestra¢do de leucdcitos no pulmio?’. Além disso,
em animais tornados neutropénicos antes da infusfo de
endotoxina ndo se desenvolve o quadro de edema pulmo-
nar 28, Estas e outras observagSes sugerem que o neutréfilo
desempenha um importante papel no desencadeamento do
quadro de ARDS,

Os neutréfilos respondem a diversas substancias que con-
dicionam a migra¢do dos mesmos. Essas substincias, generi-
camente designadas por quimotaxinas, incluem componentes
do complemento, derivados do acido araquiddnico, diversos
peptideos, etc.?®. A infusio intravenosa em animais de
experiéncia de plasma no qual o complemento foi activado,
provoca uma intensa neutropenia, que se acompanha de
hipoxemia, sendo os granuldcitos sequestrados selectiva-
mente no pulmdo?'%. A endotoxina é um potente ctivador da
via alterna do complemento, ¢ 0 mecanismo descrito podera
estar implicado na patogénese do ARDS secundario a septi-
cemia?'!. Em qualquer das eircunstincias, os neutréfilos
sequestrados libertariam superéxido que por sua vez daria
origem & formacgdo de outros radicais livres. Estes provocam
variadas agressdes no endotélio vascular pulmonar?'?, con-
tribuindo ndo s6 para o aumento de permeabilidade vascu-
lar, mas também para a activagio da cascata da coagulagio
e do sistema do complemento, devido a libertagdo de protea-
ses pelo endotélio lesionado *'*. Aqueles sistemas uma vez
activados, funcionam como elementos amplificadores do
processo patolégico.

Evidéncia indirecta demonstrativa do papel dos radicais
livres na patogénese do ARDS foi obtida através de expe-
riéncias de perfusdo de pulmdo isolado em que se utilizaram
neutrdfilos obtidos de um paciente com doenga granuloma-
tosa crénica. Ao contririo do observado com neutréfilos
normais, a activagio dos neutréfilos do doente ndo conduziu
a edema pulmonar 2’4, Também o uso da catalase ¢ de um
scavenger do radical hidroxilo, foi eficaz para impedir o
desenvolvimento de edema pulmonar num modelo experi-
mental de agressio do pulmio?!5, Neste mesmo sistema a
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superdéxido dismutase foi ineficaz, o que sugere um néo
envolvimento directo do superdxido neste processo.

Em sintese, existem diversas observagdes que apontam
para um papel dos radicais livres de oxigénio em vdrios
modelos de agressio pulmonar, sugerindo fortemente o
envolvimento desses radicais na patogenia do ARDS?®.

CONCLUSAO

Perante o conjunto de efeitos toxicos produzidos pelos
radicais livres de oxigénio e necessitando os sistemas bioldgi-
cos aerdbios de oxigénio para suportar a vida € legitimo per-
guntar: como conseguimos sobreviver? A resposta € dupla;
por um lado a vida extremamente curta destes radicais,
limita a sua esfera de ac¢do a um microambiente muito limi-
tado; por outro lado, a acgio dos radicais livres ndo chega
normalmente a manifestar-se devido ao desenvolvido ¢ efi-
ciente sistema de destruigdo que se encontra espalhado de
forma ubiqua em todos os sistemas bioldgicos.

A desregulagdo, inibigio ou destruigio mesmo parcial
deste sistema, por si s6 ou acompanhada de condi¢des que
favorecem a ocorréncia de radicais livres leva ao apareci-
mento das perturbagdes metabolicas que condicionam certas
manifestagSes patologicas.

Com esta breve revisdo, pretende-se chamar a aten¢do
para o papel potencial dos radicais livres de oxigénio em
importantes areas da medicina. Seleccionaram-se alguns
exemplos que julgamos pertinentes, como a biologia do
envelhecimento, o processo de carcinogénese, a lesdo de
reperfusdo e a sindrome de dificuldade respiratéria do
adulto. Trata-se de situagdes em que existe uma grande
quantidade de informagdo que aponta para um papel pre-
ponderante daqueles radicais.

Julgamos que um conhecimento mais profundo da bioqui-
mica dos radicais de oxigénio, permitird abrir novos cami-
nhos no conhecimento de varios mecanismos
fisiopatolégicos ainda mal conhecidos.
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