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THE FREE RADICALS IN BIOLOGICAL
SYSTEMS: FORMATION AND PROTECTION
MECHANISMS

The paper reviews the mechanisms of formation
of free radicals in cells, pathways of propagation
of radical chain reactions and processes of their
termination. Also, existent protective mechanisms of
the cells are outlined

Introducere

Organismele aerobe s-au adaptat pentru
utilizarea cu succes atat a oxigenului molecular,
cat si a produselor de reducere ale acestuia si astfel
radicalii liberi au un rol esential n mai multe procese
biologice normale in vivo [1,2]. Exemplu tipic il
constituie enzimele, a caror activitate catalitica
implicd radicalii liberi: radicalii superoxid, la fel
ca si alte specii reactive de oxigen sunt produsele
activitdtii oxidazelor, cum ar fi xantinoxidaza,
NADPH oxidaza etc., si sunt generate de un numar
larg de celule pentru a efectua functii importante in
organism. De exemplu, celulele fagocite, care fac
parte din sistemul imun al organismului, poseda o
activitate antimicrobiand gratie NADPH oxidazei.
In momentul in care intalnesc particule striine,
celulele fagocite se activeaza, suferd o explozie
respiratorie, si inconjoara bacteria sau particula
straind. Cum consumul de oxigen din macrofagi se
datoreaza activitatii complexului dintre NADPH
oxidaza si membrana (electronii eliberati la oxidarea
NADPH reduc oxigenul la radicalul superoxid),
particulele inghitite sunt expuse unui flux puternic
de radicali superoxid 1n interiorul citoplasmei
fagocitelor, care nimicesc bacteria.

Radicalii liberi si reactiile radicalice

Radicalii liberi sunt compusi care poseda
unul sau mai multi electroni necuplati pe orbitalii
exteriori [3]. Prezenta electronilor necuplati confera
instabilitate acestor specii, radicalii liberi fiind
foarte reactivi la interactiunea cu alte molecule [2,4]
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din necesitatea de a cupla electronii si a forma un
compus mai stabil.

Reactiile radicalice sunt, de reguld, reactii
inlantuite [1,2,5]. Radicalii sunt generati in cadrul
etapei de initiere, participa intr-o secventd de
reactii de propagare, in care numarul radicalilor
ramane constant, si ulterior sunt distrusi in etapa
de intrerupere a lantului. Desi in unele cazuri
moleculele necesita conditii extreme pentru a forma
radicali, multe celule pot fi transformate in radicali
in conditii relativ blande, inclusiv cele care se
intalnesc in organismele vii [6].

Specii reactive de oxigen

Oxigenul este esential pentru viata organismelor
aerobe, insd poate deveni toxic in concentratii prea
mari. Oxigenul molecular in stare fundamentala
este practic inert, iar reducerea partiala a acestuia
duce la formarea speciilor active de oxigen care
sunt cei mai periculosi radicali liberi [1,7] — acest
grup de compusi poartd denumirea SRO, i.e. specii
reactive de oxigen. SRO este un termen colectiv
care include nu numai radicalii oxigenului (O si
‘OH) dar si unii derivati de natura non-radicalica ai
oxigenului, inclusiv peroxidul de hidrogen (H,0,),
acidul hipocloros (HOCI) si ozonul (O,) [7]. Cu
toate ca SRO nu sunt radicali liberi veritabili, aceste
specii sunt extrem de reactive cu moleculele din jur
[1,2,5,7].

In celule, radicalii liberi se formeaza in mod
continuu, fiind produse secundare ale metabolismu-
lui oxigenului in timpul procesului de fosforilare
oxidativa care are loc In mitocondrii. Astfel,
principala sursa de radicali liberi este mitocondria
[7]. Surse exogene de radicali liberi includ fumul
de tigara, radiatia ionizanta, unii poluanti, solventii
organici si pesticidele.

Interactiunea acestor specii cu membranele
lipidelor, acizii nucleici, proteine si enzime sau alte
molecule mici, duce inevitabil la leziuni celulare.
Leziunile cauzate celulelor de catre radicalii liberi
sunt considerate a fi unul dintre cei mai importanti
factori care duc la Tmbatranire si boli degenerative,
cum ar fi cancerul, bolile cardiovasculare, cataracta,
bolile ficatului, inflamatii, insuficienta renala s.a.
[8,9].

Initierea procesului de formare a radicalilor
liberi in celule
In celulele vii, formarea radicalilor are loc
preponderent prin patru  procese: homoliza
legaturilor chimice, fotoliza, radioliza si carezultat al
reactiilor redox [1,6]. Multe enzime produc radicali
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ca intermediari catalitici. De asemenea, expunerea
la specii reactive, precum sunt oxidul nitric (NO)
sau oxigenul singlet, poate initia reactiile radicalice
[2].

Cea mai probabild cale de initiere a formarii
radicalilor liberi in celule este procesul in care
homoliza legaturilor chimice este acompaniata de
formarea altor legaturi, ceea ce duce la scaderea
semnificativa a energiei de activare a procesului in
intregime. Astfel de procese includ, de exemplu,
descompunerea  hidroperoxizilor in prezenta
alcoolilor, acizilor, a altor hidroperoxizi, sau a
oricaror compusi care pot forma legaturi de hidrogen
si astfel duc la micsorarea energiei de disociere a
legéturii O — O.

Reactiile radical-inldntuite pot fi initiate de
actiunea luminii, radiatieiionizante siaultrasunetului
[1,6]. Lumina, in special cea din spectrul ultraviolet,
poate duce la fotoliza legaturilor chimice ca rezultat
al absorbtiei energiei de catre o moleculd; aici
trebuie mentionata homoliza legéturii din H,O, cu
generarea ‘OH [9].

Radicalii se formeaza in celule ca rezultat al
proceselor de oxidare mono-electronica si reducere
mono-electronica. Cu toate ca majoritatea reactiilor
de oxidoreducere biochimice implica schimbul a
doi electroni, numeroase oxidoreductaze genereaza
in timpul ciclului catalic radicali intermediari [10].
Astfel de radicali formati endogenic in componentii
normali ai celulelor (de ex. tiolii organici, chinone/
hidrochinone, ortocateholi, nucleotide piridinice)
pot difuza de la centrul catalitic al enzimei Tnainte
de oxidarea/reducerea lor pana la specii cu numar
par de electroni [6]. De altfel, metabolismul
diferitor xenobiotici (medicamente, substante
fitochimice, poluanti) genereaza radicali C-,
N-, S- sau O-centrati ca rezultat al schimbului
monoelectronic. Datoritd prezentei oxigenului
molecular, acesti radicali pot fi reoxidati rapid iar
produsul final al acestei reactii monoelectronice in
lant este anionul superoxid O,".

Reactiile redox care implica ionii metalelor de
tranzitie (de regula fier [9,11], dar si cupru [9,12],
crom [13] si vanadiu [14]) sunt de asemenea
importante 1n producerea intracelulara a radicalilor.
Interactiunea acestor ioni cu oxigenul molecular,
peroxidul de hidrogen si cu peroxizii organici, duce
la formarea radicalilor ‘OH, alchilici (R’), alcoxilici
(RO), si alchilperoxidici (ROO) [9].

Cele mai importante reactii de initiere, propagare
si intrerupere care au loc 1n sistemele biologice sunt
reprezentate schematic 1n Fig.1
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Mecanismele de protectie a celulelor
de leziunile oxidative

Rolul radicalilor liberi in inducerea multor boli a
fost pe larg dovedit. Numeroase reactii biochimice,
care au loc in organismul uman, genereaza specii
reactive de oxigen care pot produce leziuni
biomoleculelor importante daca nu sunt dezactivate
la timp de catre constituentii celulari [15].

Antioxidantii au capacitatea de a stabiliza
sau dezactiva radicalii liberi Tnainte ca acestia sa
atace celulele [16]. Plantele au dezvoltat o serie de
strategii de aparare (sistem antioxidant) pentru a face
fata stresului oxidativ. Sistemul antioxidant include
sistemul enzimatic si cel non-enzimatic. Sistemul
non-enzimatic include acidul ascorbic (vitamina C);
d-tocoferolul, cartenele etc. iar sistemul enzimatic
include superoxiddismutaza, catalaza, peroxidaza,
ascorbatperoxidaza, glutationreductaza si polifenol
oxidaza etc. Functia acestui sistem antioxidant
consta 1n distrugerea radicalilor toxici produsi 1n
timpul stresului oxidativ, astfel ajutand plantele sa
supravietuiasca in astfel de conditii. Organismul
uman adezvoltat, de asemenea, un sistem antioxidant
de protectie pentru a-si proteja celulele si organele.

Autorii [17] definesc antioxidantii ca fiind
substante ce pot intarzia sau preveni oxidarea unui
substrat, prezente in cantitdti mult mai mici fata
de substrat. Halliwell si Gutteridge [18] au sugerat
faptul ca antioxidantii posedda mai multe mecanisme
de actiune si se implica in diferite etape ale procesului
oxidativ. Referitor la peroxidarea lipidelor, acesti
autori au evidentiat existenta a cinci mecanisme
posibile de actiune, si anume: a) micsorarea
concentratiilor de oxigen din anumite locatii;
b) prevenirea initierea lantului prin distrugerea
radicalilor 1initiatori; c) legarea catalizatorilor,
precum suntionii metalelor, pentrua preveni initierea
generarii radicalilor; d) descompunerea peroxizilor
pentru ca acestia sa nu poatd fi transformati Tnapoi
in radicali initiatori, e) intreruperea lantului pentru a
preveni ruperea continud a atomilor de hidrogen de
catre radicalii liberi.

Se considera [17] ca protectia antioxidanta
consta din trei nivele de activitate de protectie care
sunt cel mai bine ilustrate in cadrul mecanismului
de prevenire a peroxidarii lipidice. Aceste trei
nivele pot fi explicate pe baza celor 5 mecanisme
amintite anterior. Astfel, primul nivel de aparare,
care este in mare parte enzimatic, implicd acele
enzime, activitatea carora depinde de prezenta
micro-cantitatilor mineralelor Mn, Cu, Zn si Se.

Aceste enzime controleaza formarea si cresterea
numarului de radicali primari derivati din oxigenul
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molecular. Al doilea nivel al mecanismului de
aparare implica vitaminele C, E si carotenoizii, i
raspunde de prevenirea cresterii radicalilor secundari
in reactiile radical-inlantuite, initiate si mentinute
de catre radicalii primarii. Al treilea nivel consta
in prevenirea enzimatica a formarii radicalilor
secundari din derivatii formati la intreruperea
lantului. Este o etapd semnificativd, deoarece
reactiile catalizate de ionii metalelor ar putea cauza
leziuni oxidative ulterioare.

Clasificarea antioxidantilor
Antioxidantii au o importantd semnificativa
pentru a mentine sanatatea celulelor §i a sistemelor

organismelor. Pentru a putea avea un rol important
in distrugerea radicalilor liberi, o substanta trebuie
sd posede urmatoarele caracteristici [1,6,15]:

- sa fie prezentd in locul necesar in cantitati
adecvate, deoarece radicalii liberi au o duratda de
viata scurta;

- sa posede un caracter nespecific, pentru a putea
reactiona cu toate speciile de radicali;

- sa fie distribuitd pe larg in spatiul intracelular,
sau sa se poata transloca;

- sa fie sintetizatd de celule sau sa fie parte
componenta a alimentatiei;

- sa posede capacitatea de a fi regenerata,
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Fig.1. Principalele etape ale reactiilor radical-inlantuite (din ref.6), importante din punct de vedere biologic.
Incluse in dreptunghi — specii moleculare radicalice; subliniate — substrate potentiale pentru initiere sau
propagare a reactiilor radicalice; M ™*/M ™D*— joni ai metalelor de tranzitie; « TOH — a tocoferol;
AscH, si ASCH — ascorbatul si radicalul ascorbil, respectiv
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- daca este o molecula sintetica, sa nu fie to-
xica.

Independent de locul de actiune si de natura
substratului, toate moleculele antioxidante pot fi
clasificate prin compararea mecanismelor lor
de actiune: primul grup va cuprinde moleculele
care poseda activitate enzimatica, adicd enzimele
antioxidante (cat si analogii acestora). Din punct de
vedere mecanistic, actiunea lor implicd o modificare
a substratului (de ex. O,, care este transformat in
H,O, prin actiunea superoxiddismutazei). Produsele
finale sunt, de reguld, mai putin reactive si de natura
neradicalica. Enzimele sunt pe larg raspandite in celule
si deseori actioneaza impreuna (cum este, de exemplu,
cazul actiunii SOD si CAT), iar cel mai important este
faptul cd enzimele actioneaza in mod catalitic, ceea ce
inseamna ca sunt regenerate in mod continuu.

Toate celelalte molecule pot fi incluse in cel
de-al doilea grup: molecule antioxidante de natura
non-enzimatica. La interactiunea cu radicalii, aceste
substante formeaza produsi radicalici care pot fi
stabili si persistenti (putin reactivi). Aceste reactii
sunt de reguld stoichiometrice, adicd molecula
antioxidantului este consumatd in timpul reactiei
si trebuie sa fie regeneratd din alte molecule sau
din alte reactii. Aceste substante se afla in diferite
compartimente celulare, in functie de polaritatea lor:
de exemplu, vitaminele A si E se afla in regiunile
hidrofobe (membrane), in timp ce vitamina C si
glutationul (GSH) se afld in zonele hidrofile.

In pofida localizarii in diferite parti in interiorul
celulelor, moleculele hidrofobe si cele hidrofile
actioneaza conjugat. De exemplu, se considera ca
radicalul tocoferil (a-T.) este generat de catre acidul
ascorbic, cu formarea radicalului ascorbil, care
la randul sau este redus de un compus donator de
electroni.

Reiesind din de functiile pe care le au, aceste
substante pot fi divizate n trei categorii:

a. Antioxidanti preventivi, care reduc formarea
radicalilor si a speciilor reactive de oxigen prin
descompunerea peroxidului de hidrogen si a
hidroperoxidului fard a genera radicali liberi
(glutation peroxidaza, glutation S-transferaza,
peroxidaza, catalaza) prin acapararea ionilor de

metale (apoferritina, transferrina, lactoferrina,
ceruloplasmin) si prin dezactivarea §i dismutarea
oxigenului activ (carotenoizi, superoxid
dismutaza).

b. Antioxidanti care dezactiveaza radicalii prin
inhibarea etapei de initiere §i intreruperea etapei de
propagare prin captarea radicalilor inainte ca acestia
sd ajunga la tintele celulare (vitamina C, acidul uric,
albumina, bilirubina, vitamina E, carotenoizii)

c. Moleculele implicate in reparare si me-
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canismele de
transferaze).

Intelegerea rolului semnificativ al speciilor
reactive de oxigen si al stresului oxidativ in etiologia
si dezvoltarea principalelor boli degenerative a dus
la aparitia unui interes semnificativ fata de compusii
antioxidanti, endogeni si exogeni. Antioxidantii
naturali se gasesc In toate partile plantelor si includ
carotenoizi, vitamine, fenoli, flavonoizi [19].
Exista numeroase rezultate care atestd potentialul
antioxidantilor obtinuti din plante in prevenirea
diferitor boli, in special a cancerului, insuficientei
cardiace, diabetului si cataractelor.
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