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RESUMO 

A formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) é a principal responsável pela 

ocorrência de danos celulares no organismo. Estas espécies reativas são geralmente 

controladas pela presença de espécies antioxidantes, que ajudam a manter o equilíbrio 

do ambiente. Contudo, quando a ação das espécies antioxidantes para com as ROS já 

não é eficaz ocorre um desequilíbrio homeostático por aumento de espécies reativas, 

dando assim origem ao aparecimento de um mecanismo denominado de stress 

oxidativo. 

O mecanismo de stress oxidativo pode ser desencadeado por diversos fatores, sendo 

eles exógenos (radiações ultravioleta, temperaturas altas, químicos e da alimentação) ou 

endógenos (ação mitocondrial), que independentemente do tipo de fonte, vão ter uma 

ação prejudicial para o ser vivo. 

A principal ação destas espécies reativas de oxigénio consiste no ataque a diversas 

moléculas importantes do organismo, nomeadamente, a lípidos, proteínas e ao ácido 

desoxirribonucleico (DNA), que ao interferirem com estas moléculas vão comprometer 

o seu bom funcionamento, provocando danos graves nas células e, por conseguinte, o 

aparecimento de um vasto leque de patologias. 

De modo a perceber o mecanismo de ação das ROS é necessário recorrer a 

metodologias analíticas e amostras biológicas específicas para efetuar a sua deteção e 

análise. Porém, devido à instabilidade e reatividade característica destas espécies, torna-

se impossível a sua medição e, consequentemente, a perceção da extensão do dano 

oxidativo causado.  

Assim, a utilização de biomarcadores de stress oxidativo torna-se uma opção viável 

para contornar o problema de análise das espécies reativas de oxigénio, uma vez que 

estes marcadores biológicos são moléculas mais estáveis, específicas e sensíveis com a 

capacidade de serem mensuráveis, e desse modo úteis para a compreensão da ação do 

stress oxidativo no organismo. 

 

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio; Stress oxidativo; Dano oxidativo; 

Biomarcadores de stress oxidativo. 
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ABSTRACT 

The formation of reactive oxygen species (ROS) is the main cause of the cellular 

damage occurrence in the organism. This reactive species are usually controlled by the 

presence of antioxidants species, which contribute to the balance of the environment. 

However, when the action of antioxidant species on ROS is no longer effective, a 

homeostatic imbalance occurs by increase of reactive species, leading to a mechanism 

known as oxidative stress. 

Oxidative stress mechanism can be caused by multiple factors, exogenous (ultraviolet 

radiation, high temperatures, chemical and food) or endogenous (mitochondrial action), 

which action, regardless of the type of source, might be harmful to living being. 

The main action of these reactive oxygen species consists on the attack of several 

important molecules in the organism, namely, lipids, proteins and deoxyribonucleic acid 

(DNA), which will compromise their proper functioning, causing serious cellular 

damage and, consequently, the emergence of a wide range of pathologies. 

In order to understand the mechanism of action of ROS it is required analytical 

methodologies and specific biological samples to carry out their detection and analysis. 

Nevertheless, considering the instability and reactivity characteristic of these species, it 

becomes impossible to measure them and, therefore, to realize the extent of the 

oxidative damage that they cause. 

The use of oxidative stress biomarkers appear to be a viable option to circumvent the 

problem of analyzing reactive oxygen species, since these biological markers are more 

stable, specific and sensitive molecules with the ability to be measurable, and, thus, very 

helpful in the comprehension of the action of oxidative stress on the organism. 

 

Key-words: Reactive oxygen species; Oxidative stress; Oxidative damage; Oxidative 

stress biomarkers. 
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INTRODUÇÃO 

Desde a formação da terra, há 4,6 mil milhões de anos, que o planeta está em constante 

transformação e sujeito a inúmeras interações, tanto químicas como físicas. Estes 

fenómenos têm vindo a afetar diversas áreas no quotidiano do Homem, desde a cultura, 

a sociedade, a economia, o estado psicológico das pessoas e, principalmente, o meio 

ambiente, que posteriormente conduzirão ao aparecimento de alguns problemas 

(Amorim, 2003)  

A existência de fatores exógenos (ozono, radiações gama e ultravioleta, medicamentos, 

dieta, tabaco, atividade física, xenobióticos, entre outros) e endógenos (metabolismo 

celular) no dia a dia do Homem despoleta múltiplas reações no corpo humano, que vão 

influenciar positivamente ou negativamente a sua saúde. A ligação direta destes fatores 

com a saúde são inevitáveis e impossíveis de se desconectar, como tal é fundamental 

aprofundar e analisar estes mecanismos, de forma a compreender e a garantir o 

equilíbrio necessário para prevenir o desenvolvimento de diversas patologias (Palmieri 

& Sblendorio, 2007; Cotinguiba, Silva, Azevedo, Rocha, & Santos, 2013).  

Os fatores supramencionados desempenham um papel importante no que diz respeito ao 

aparecimento de radicais livres. Os radicais livres são por norma constituídos por dois 

tipos de espécies, as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de azoto 

(RNS), sendo que ambas se encontram em meio endógeno e são produtos do normal 

metabolismo celular. Contudo, quando ocorre produção excessiva de espécies reativas 

de oxigénio, desencadeiam-se mecanismos que potenciam o dano celular, que, 

consequentemente, levam ao desenvolvimento de patologias e processos de 

envelhecimento, provenientes da ação de um mecanismo denominado de stress 

oxidativo (Montuschi, Barnes, & Roberts, 2004; Valko et al., 2007). Este processo 

surge essencialmente pela ocorrência de um desequilíbrio existente entre espécies 

oxidantes e antioxidantes, que, pela predominância de espécies oxidativas, conduz ao 

dano (Azzi, Davies, & Kelly, 2004).  

O desequilíbrio homeostático instalado pelo stress oxidativo apresenta múltiplas 

consequências, sendo que o seu problema major assenta no dano causado a nível dos 

lípidos, das proteínas e do ácido desoxirribonucleico (DNA), que leva a comprometer a 
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saúde das células e, consoante a severidade do dano, pode culminar em diversas 

patologias, nomeadamente aterosclerose, diabetes, problemas oftálmicos, cardíacos, 

pulmonares ou obesidade, que de uma forma geral vão terminar em doenças 

neurodegenerativas, cardiovasculares ou mesmo em eventos carcinogénicos (McCord, 

2000; Abuja & Albertini, 2001; Dalle-Donne, Rossi, Colombo, Giustarini, & Milzani, 

2006; Barbosa et al., 2010).  

Tendo em conta a ampla ação do processo de stress oxidativo e as suas consequências 

na saúde do Homem, houve a necessidade de encontrar meios que melhor explicassem 

os fenómenos por ele provocados.  

Biomarcadores ou marcadores biológicos referem-se a qualquer entidade, substâncias, 

agentes químicos, células, moléculas, genes, enzimas ou hormonas corporais 

mensuráveis, consequentemente utilizadas como parâmetros de medição e de avaliação 

do normal funcionamento biológico e patológico, com a capacidade, através da sua 

medição, previsão e deteção do início ou progressão de doenças (Maiese, 2009; Sahu et 

al., 2011) 

Os biomarcadores, devido ao seu vasto campo de ação, têm vindo a conquistar e a 

marcar o seu lugar no mundo científico, destacando-se cada vez mais, de tal forma que 

hoje em dia se encontram envolvidos numa multidisciplinariedade de áreas, desde a 

medicina à genética, epidemiologia, patologia, toxicologia, farmacologia, bioquímica, 

estatística, saúde ambiental, entre outros (Wilson & Suk, 2002a).  

Estes marcadores biológicos apresentam diversas características e vertentes, que 

consoante o contexto em que se encontram vão desempenhar um papel específico 

(Zwart, Meerman, Commandeur, & Vermeulen, 1999). Como tal, tendo em conta a sua 

diversidade e a problemática envolvente no processo de stress oxidativo, esta 

monografia irá abordar a temática dos biomarcadores de stress oxidativo. 

Assim sendo, esta dissertação tem por objetivo fazer uma revisão atualizada acerca da 

literatura existente sobre os biomarcadores de stress oxidativo, incidindo, sobretudo, na 

clarificação de conceitos, elucidação do desempenho destes marcadores biológicos 

sobre a atividade oxidante/antioxidante na saúde, quais os marcadores existentes e os 

métodos analíticos usados para a sua deteção, monitorização e consequente avaliação.  
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Desta forma, para a elaboração desta monografia procedeu-se a uma pesquisa 

bibliográfica intensiva utilizando diversas fontes científicas, desde a consulta de livros 

relacionados com a temática em análise, como também outras bases de dados 

científicas, entre as quais: PubMed, MEDLINE, B-on, ScienceDirect, Elsevier, Sciello e 

Web of Knowledge, onde foi feita a pesquisa utilizando palavras-chave em língua 

inglesa, tais como: biomarkers, biological markers, oxidative stress, free radicals, 

biomarkers of oxidative stress, biomarkers of lipid peroxidation, Protein oxidation, 

DNA oxidation, entre outros.  

Por fim, é de salientar que após a compilação e seleção de toda a pesquisa efetuada para 

a elaboração desta monografia, existiu o cuidado de recolher a informação mais recente 

possível, conseguindo obter deste modo um conjunto de 173 artigos, compreendidos 

entre os anos de 1948 e 2017. 
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CAPÍTULO 1 - BIOMARCADORES 

1.1. Enquadramento Histórico 

O aparecimento do termo biomarcador no seio da comunidade científica é, de certo 

modo, um acontecimento recente. No entanto, a sua aplicabilidade é de tal forma 

antiga.que existe evidência sobre a utilização de marcadores no antigo Egito, por volta 

do ano de 1500 A.C., mencionado em manuscritos médicos, nomeadamente no papiro 

de Edwin Smith (baseado em trabalho realizado anteriormente por Imhotep), 

descrevendo que o diagnóstico e prognóstico do estado de saúde das pessoas era feito 

através da observação e análise de amostras biológicas (urina) e eventos físicos 

(frequência cardíaca e temperatura) (Ferguson & Vaidya, 2010). 

Mais tarde, por volta do século VII A.C., um antigo e famoso cirurgião indiano, 

Sushruta Samhita, considerado o “Pai da cirurgia Ayurvédica”, que deu um grande 

contributo em diversos campos da medicina, colaborando também na área dos 

marcadores biológicos, destacou-se nesta área sobretudo pelo relato que fez acerca da 

deteção da diabetes através da urina, onde descreve que os doentes com esta patologia 

apresentam uma urina doce ao invés das pessoas saudáveis, fenómeno que explica após 

ter observado a atração de formigas à urina destes doentes devido ao sabor adocicado, 

tornando este fator presente na urina um marcador biológico para a deteção da diabetes 

(Arango, 2012; Dews, 2010; Dwivedi & Dwivedi, 2007; Fathi & Mesbah-namin, 2014; 

Ryan, Watson, & Berridge, 2004).  

No século IV A.C., ou seja, 150 anos depois do relato de Sushruta Samhita, o 

desenvolvimento e avanço dos meios de diagnóstico e prognóstico de doenças através 

da observação de amostras biológicas, continuaram a ser um foco de estudo na Grécia 

antiga, onde Hipócrates, “Pai da Medicina” e fundador da área da urologia, contribuiu e 

defendeu uma abordagem centrada no doente. Este instaurou procedimentos e exames 

aos fluidos corporais, onde verificou, através da visualização direta de sedimentos e de 

espumas superficiais (esta última característica também considerada um marcador 

associada mais tarde à proteinúria) na urina dos doentes, que estes eram indicadores de 

uma possível doença renal crónica (Dews, 2010; Ferguson & Vaidya, 2010; Ryan et al., 

2004). 
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Um dos grandes marcos na história dos biomarcadores acontece em 1977, onde o termo 

é referenciado pela primeira vez na área da saúde num artigo científico relativo à 

oncologia, editado pelo Journal of the National Cancer Institute por Karpetsky, 

Humphrey e Levy que investigaram a possibilidade dos níveis de soro de RNase serem 

considerados um biomarcador do mieloma (Fathi & Mesbah-namin, 2014; Frank & 

Hargreaves, 2003; Karley, Gupta, & Tiwari, 2011) 

Com o passar dos anos muito se tem descoberto, debatido, analisado e evoluído com o 

surgimento dos biomarcadores, assim como muitas técnicas analíticas e novas áreas de 

atuação se têm desenvolvido em torno destes marcadores biológicos, que dia após dia 

apresentam maior importância no meio científico. Por isso mesmo, na Tabela 1, 

encontra-se reunido de forma sintetizada os principais acontecimentos históricos sobre a 

evolução dos biomarcadores. 
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Ano Acontecimentos Históricos 
Referências 

Bibliográficas 

1500 

A.C. 

Egipto: 

- Diagnóstico e prognóstico do estado de saúde das pessoas feito através da observação e análise de amostras biológicas (urina) e da existência de alguns 

eventos físicos (aumento da temperatura). 

(Ferguson & 

Vaidya, 2010) 

Século 

VII A.C. 

Sushruta Samhita: 

- Descreveu que a urina dos diabéticos era doce devido à atração de formiga a esta amostra, tornando esta característica um marcador para a deteção da 

diabetes. 

(Dwivedi & 

Dwivedi, 2007) 

Século 

IV A.C. 

Hipócrates “Pai da Medicina”: 

- Fundador da área da Urologia; 

- Defendeu uma abordagem centrada no doente, incluindo procedimentos, observações e exames aos fluidos corporais como forma de diagnóstico; 

- Verificou a existência de sedimentos e aparecimento de espumas à superfície (esta última característica associada mais tarde à proteinúria) na urina de 

diversos doentes, indicadores de uma possível doença renal crónica. 

(Ferguson & 

Vaidya, 2010) 

1555 
Józef Strus (Médico Polaco): 

- Publicou num livro as primeiras informações acerca de marcadores relativos à pressão arterial. 

(Dews, 2010; 

Ryan et al., 

2004) 

1847 - Primeiro teste de laboratório capaz de detetar biomarcadores de cancro usando uma proteína existente na urina. (Jain, 2010) 

1901 

Harvey Cushing (cirurgião americano): 

- Mediu pela primeira vez a pressão arterial de uma forma não invasiva. 

Willem Einthoven: 

- Inventou a técnica do eletrocardiograma (ECG), conseguindo associar as características desta técnica a diferentes doenças cardíacas. 

(Dews, 2010) 

Tabela 1. Principais acontecimentos históricos sobre a evolução dos biomarcadores. 
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1903 

Mikhail Tswett: 

- Desenvolveu pela primeira vez a técnica da cromatografia (líquido-sólido) através do isolamento de pigmentos de plantas. 
(Dews, 2010) 

1905 

Nikolai Korotkoff: 

- Mediu pela primeira vez a pressão diastólica através da distinção do som feito pela contração da artéria, pelo enchimento e esvaziamento da 

braçadeira de pressão arterial. 

(Dews, 2010) 

1928 
Selmar Aschheim e Bernhard Zondek: 

Isolaram pela primeira vez a hormona Gonadotrofina coriónica humana (HCG) na urina, marcador associado à gravidez. 
(Dews, 2010) 

1930 

Tiselius: 

- Descobriu a técnica de eletroforese para a separação de proteínas. As proteínas existentes na urina são consideradas marcadores de lesão renal; 

- (Ex: 2- microclobulina). 

(Lock & Bonventre, 

2008) 

1937 
Joseph Hamilton: 

- Utilizou radioisotopo Sodium-24 criado artificialmente como biomarcador para investigar o metabolismo dos eletrólitos. 
(Dews, 2010) 

1941 
Archer Martin e Richard Synge: 

- Desenvolveram a cromatografia líquido-líquido, gasosa e HPLC (High-Performance Liquid Chromatography). 
(Dews, 2010) 

1950 - Primeiro teste usando aspartato transferase (AST) como marcador cardíaco. 
(Lock & Bonventre, 

2008) 

1954 - Desenvolveu-se o ensaio para a medição das transaminases no enfarte do miocárdio. (Jain, 2010) 

1959 

Roland Gohlke e Fred McLafferty: 

- Relacionaram finalmente espectrometria de massa e com a cromatografia gasosa o que mais tarde proporcionou o desenvolvimento da 

espectrometria de massa para moléculas biológicas. 

(Dews, 2010) 

1960 

Cromossoma de Filadelfia: 

- Investigadores descobriram que o cromossoma 22 encontrava-se encurtado em doentes com leucemia mielóide crónica (LMC). O gene torna-se um 

biomarcador usado para verificar que doentes eram candidatos a um tratamento específico. 

Leif Wide e Carl Gemzell 

- Desenvolveram com base na imunologia, o teste de inibição da hemoglutinação como um teste de gravidez. 

(Dews, 2010; Sahu 

et al., 2011) 

1967 - Usaram o soro de Creatina Fosfoquinase como um biomarcador num teste melhorado para enfarte do miocárdio. (Jain, 2010) 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Gonadotrofina_cori%C3%B4nica_humana
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1971 

- Aplicaram antigénio Carcinoembrionário (CEA) como biomarcador de cancro. 

Peter Perlmann e Eva Engvall como também Anton Schuurs e Bauke Van Weemen: 

Sintetizaram os conhecimentos sobre imunoensaios e desenvolvem a técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

(Dews, 2010; Jain, 

2010) 

1973 

Joon Rho, A. J. Bauman, Heinz G. Boettger: 

- Referenciaram pela primeira vez o termo biomarcador num artigo científico, na área da biologia, intitulado “A search for porphyin biomarkers in 

nonsuch shale and extraterrestrial samples”. 

(RHO, Bauman, & 

Boettger, 1973) 

1977 

Karpetsky, Humphrey e Levy: 

- O termo biomarcador é mencionado pela primeira vez na área da saúde, nomeadamente em oncologia, num artigo científico intitulado “Influence of 

renal insufficiency on levels of serum ribonuclease in patients with multiple myeloma”. 

(Dews, 2010; Fathi & 

Mesbah-namin, 2014; 

Karley et al., 2011) 

1980 

Carga viral do HIV: 

- Usado como biomarcador da progressão da doença e como parâmetro de medição da eficácia do tratamento anti-retroviral. 

Gene HER-2 e o receptor: 

- Aproveitado como biomarcador de deteção do cancro da mama, devido à sobre expressão do gene em células cancerígenas. 

(Sahu et al., 2011) 

1987 
Troponina I: 

- Biomarcador do enfarte do miocárdio. 
(Jain, 2010) 

1990 
Espectrometria de massa acelerada: 

- Técnica usada para a análise de amostras biológicas para biomarcadores. 
(Jain, 2010) 

1995 - Aplicação da proteómica para a descoberta de biomarcadores e uso em diagnóstico molecular. (Jain, 2010) 

1999 - Aparecimento da ciência da metabolómica para o estudo de biomarcadores. (Jain, 2010) 

2000 - A sequenciação do genoma humano é concluída abrindo caminho para a descoberta de biomarcadores de genes. (Jain, 2010) 

2005 - Descoberta e aplicação de biomarcadores torna-se uma atividade importante na indústria biotecnológica e biofarmacêutica. (Jain, 2010)  
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1.2. Definição de Biomarcador 

Biomarcadores ou marcadores biológicos, tal como já foi referido anteriormente, não é 

uma temática recente e tem apresentado uma evolução notória na comunidade científica. 

Estes marcadores podem apresentar-se sob diversas formas: uma substância, agente 

químico, células, moléculas, genes, enzimas ou mesmo hormonas que se encontrem 

presentes no corpo humano (Sahu et al., 2011). 

No entanto, para além de se saber como atuam na prática os marcadores biológicos, é 

necessário elucidar primeiramente em que consistem e como se definem para uma 

melhor compreensão do conceito.  

Assim sendo, segundo o dicionário infopédia da Língua Portuguesa (2015) biomarcador 

significa “substância que pode ser medida e indica a ocorrência de processos biológicos 

(normais ou patológicos) ou respostas farmacológicas a intervenções terapêuticas; 

marcador biológico”; através do dicionário da Oxford dictionaries (2015) obtém-se uma 

definição semelhante que descreve biomarcador como “A naturally occurring molecule, 

gene or characteristic by which a particular pathological or physiological process, 

disease, etc. can be identified.”. 

Para além da elucidação feita pelos dicionários supramencionados, diversas entidades 

científicas definiram este termo de forma a melhorar a sua compreensão por toda a 

comunidade científica, de entre as quais destaca-se:   

- Food and Drug Administration (FDA): 

“Biomarkers are measurable characteristics that reflect physiological, 

pharmacological, or disease processes in animals or humans. Changes in 

biomarkers following treatment reflect the clinical response to the product. 

Techniques as disparate as imaging, serum or genetic assays, or psychological tests 

can yield biomarkers that are useful in product development. Biomarkers can 

reduce uncertainty by providing quantitative predictions about performance.” 

(FDA, 2006). 

 

- World Health Organization (WHO): 

“any measurement reflecting an interaction between a biological system and a 

potential hazard, which may be chemical, physical or biological. The measured 
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response may be functional and physiological, biochemical at the cellular level, or a 

molecular interaction.” (World Health Orgnization, 1993). 

- The Biomarkers Definitions Working Group (USA National Institutes of 

Health): 

“A characteristic that is objectively measured and evaluated as an indicator of 

normal biological processes, pathogenic processes, or pharmacologic responses to 

a therapeutic intervention.”(Atkinson et al., 2001).  

Tal como se pôde verifica, existem diversas formas de definir biomarcadores que, de 

certa forma positivamente entre si. Deste modo, é de salientar que a definição dada pela 

Biomarkers Definitions Working Group tem vindo a destacar-se pela sua utilização 

frequente na literatura científica como definição standard de biomarcador (Strimbu & 

Tavel, 2011). 

 

1.3.  Biomarcadores e a sua aplicabilidade 

Os marcadores biológicos incluem parâmetros (químicos, físicos ou biológicos), 

tecnologias e ferramentas úteis para a compreensão e obtenção de informação acerca 

das causas, diagnósticos, previsões, monitorização dos estados de progressão e 

regressão de doenças, como também, resultados sobre tratamentos aplicados em 

determinadas patologias (Mayeux, 2004; Sahu et al., 2011). 

Contudo, para obter a informação sobre qualquer item supramencionado é necessário a 

utilização de amostras biológicas como meio de pesquisa, isto é, plasma, sangue, saliva, 

urina, sémen, suor, tecidos ou ar exalado, fluido pleural, peritoneal, amniótico ou 

mesmo líquido cefalorraquidiano como meio direto de quantificação e identificação de 

compostos químicos usados como biomarcadores. Porém, também é possível obter essa 

informação indiretamente, isto é, através da utilização de métodos analíticos e técnicas 

de imagem (Ex.: verificação de alterações na composição ou função a nível do cérebro) 

(Amorim, 2003; Fathi & Mesbah-namin, 2014) 

Os biomarcadores são uma temática em verdadeira expansão, de tal forma que abrange 

uma multidisciplinariedade de áreas desde a medicina, farmácia, bioquímica, patologia, 

epidemiologia, toxicologia, biotecnologia e genética, por exemplo (Sahu et al., 2011; 
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Wilson & Suk, 2002a). O seu desenvolvimento nestes campos de estudos culminou no 

aparecimento de novas áreas de atuação, tais como, a medicina personalizada, a 

“omic’s” em que engloba o estudo da genómica, proteómica e a metabonomica, as 

técnicas de espectrometria de massa e técnicas de imagem (incluindo a tomografia por 

emissão de positrões (TEP), imagem por ressonância magnética (IRM) e tomografia 

axial computorizada (TAC)), que tem vindo a valorizar os biomarcadores como 

importantes indicadores clínicos (Bleavins, Carini, Jurima-Romet, & Rahbari, 2010; 

Fathi & Mesbah-namin, 2014; Palmer & Barnhart, 2013).  

Tendo em conta a diversidade de áreas, os biomarcadores têm bem estipulado quais as 

suas utilizações, porém, estas podem vir sempre a sofrer alterações e ser adicionadas 

novas características devido à sua contínua evolução. Assim sendo, os marcadores 

biológicos, de uma forma geral, podem ser aplicados com o objetivo de ajudarem na 

deteção/avaliação precoce de doenças e sua prevenção; meio de diagnóstico ou 

prognóstico de doenças; monitorizarem o progresso e regressão de doenças; utilizado no 

desenvolvimento de fármacos e testes de diagnóstico; elucidarem a relação causa-efeito 

e dose-efeito na avaliação de risco para a saúde; utilizados em ensaios clínicos e 

medicina personalizada; avaliação de estratégias terapêuticas; servirem como 

marcadores clínicos de eficácia sobre o tratamento; e como marcadores identificativos 

sobre a ação de resposta (Amorim, 2003; Atkinson et al., 2001; Hagen, 2012; Palmer & 

Barnhart, 2013; Sahu et al., 2011). 

 

1.4. Características de um Biomarcador “ideal” 

A aplicabilidade que se encontra associada aos marcadores biológicos nem sempre se 

encontra reunida e usada na prática toda ao mesmo tempo, isto é, os biomarcadores 

como podem ser usados para diferentes fins, por vezes apresentam determinadas 

especificidades que os fazem diferenciar entre si, fazendo com que no momento da 

escolha do marcador sejam selecionados um invés de outros, de tal modo, que podemos 

encontrar marcadores que sejam úteis do ponto de vista do diagnóstico ou prognósticos, 

mas, por outro lado podem não apresentar estas características e ter a capacidade de 

fornecer informação acerca de uma doença através da monitorização dos marcadores, 

por exemplo.  
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Apesar da diversidade de aplicações destes marcadores e as suas múltiplas 

especificidades, nem todos os compostos químicos podem ser usados como 

biomarcadores, assim sendo, é necessário que estes apresentem determinadas 

características e que satisfação algumas condições para que possam funcionar como tal.    

De forma geral, os biomarcadores devem de ser compostos estáveis, suficientemente 

sensíveis para serem facilmente quantificáveis, apresentarem especificidade para uma 

determinada patologia e que tenha a capacidade de identificar subtipos e as suas causas, 

que seja de aplicação rápida, precisa, seguro, simples e de baixos custos, bem como, 

inócua para o doente e para a patologia, ou seja, não interfira na doença do individuo 

nem provoque alterações na obtenção de resultados, que apresentem relevância para a 

deteção da progressão ou regressão de uma doença ou de um tratamento, como também, 

haja facilidade na sua obtenção sem que seja necessário recorrer a métodos invasivos e 

os resultados obtidos demonstrem validade em modelos animais/células e em 

humanos.(Fathi & Mesbah-namin, 2014; Jain, 2010; Vasan, 2006) 

Quando se se refere a um biomarcador “ideal”, para além das características 

supramencionadas, os marcadores devem de ter a capacidade de explicar a ocorrência 

de determinadas patologias na comunidade, de modo a fornecer informação necessária 

para selecionar os melhores candidatos para uma determinada terapêutica e assim ser 

capaz de detetar precocemente diversas doenças, como também, estes devem de reunir o 

máximo de qualidades possíveis para que a nível clínico sejam aceites e possam ser 

aplicáveis (Fathi & Mesbah-namin, 2014) 

 

1.5.  Biomarcador válido 

Antes de qualquer utilização em prática clínica, e para que os novos marcadores sejam 

introduzidos no mercado com sucesso, estes são primeiramente sujeitos a diversas 

etapas de qualificação/eliminação, ou seja, a uma determinada avaliação composta por 

diversas fases, nomeadamente processos de descoberta, qualificação, 

verificação/seleção, priorização dos candidatos e, por fim, a mais importante a validação 

(Frangogiannis, 2012).  

Os processos de seleção e validação são essenciais para a introdução no mercado, não 

só para a obtenção do marcador mais adequado para cada situação, mas também para 
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que estes garantam as suas características e forneçam os dados válidos necessários para 

as avaliações pretendidas.  

O processo de seleção de um biomarcador consiste num passo importante que antecede 

a validação do marcador, etapa esta que depende tanto do conhecimento e da 

informação científica existente sobre o marcador, como dos fatores sociais, económicos 

ou éticos como condições preponderantes para a seleção (Arango, 2012). 

A validação é um processo crucial e essencial para garantir o desenvolvimento de 

marcadores (S. H. Wilson & Suk, 2002) e, como tal, consiste na avaliação do 

biomarcador quer a nível das suas características de desempenho, quer na sua relação 

qualitativa e quantitativa do marcador à exposição, tendo sempre em conta a substância 

utilizada e o objetivo por ele traçado, como também, a verificação da precisão, 

amplitude das condições e os dados obtidos por ele (Amorim, 2003; Hunter et al., 

2010). 

Deste modo, quando se menciona que um biomarcador é válido significa que, após o 

processo de validação, o marcador apresentou as características necessárias para ser 

aprovado. De uma forma mais concreta, e segundo a definição descrita na Guidance for 

Industry (2005), um biomarcador válido é “a biomarker that is measured in an 

analytical test system with well-established performance characteristics and for which 

there is an established scientific framework or body of evidence that elucidates th

physiologic, toxicologic, pharmacologic, or clinical significance of the test results.”. 

Assim, um biomarcador válido na prática deve apresentar um leque de características 

específicas para que seja aprovado, de entro as quais a precisão, a reprodutibilidade, a 

especificidade, a confiabilidade, a sensibilidade, custos acessíveis, rentabilidade, ser 

biologicamente plausível e adequado quer para uso em estudos populacionais, quer para 

o uso em banco de dados. Estas são as principais premissas para a sua aprovação 

(Arango, 2012; Decaprio, 1997; Firestein, 2006; S. H. Wilson & Suk, 2002). 

Além destas características específicas do marcador, este deve ter em conta outros 

parâmetros relacionados com a sua validação, ou seja, a identificação e definição do 

processo biológico a avaliar; ter em conta estudos anteriores relativos à relação entre o 

agente de exposição, o marcador e o efeito a avaliar; a identificação da variável a 

quantificar; a seleção dos testes disponíveis para análise; a revisão dos métodos 

analíticos para a quantificação do marcador atendendo às suas limitações; Padronizar 
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um protocolo de modo a garantir o nível adequado de controlo e qualidade; a avaliação 

da variação existente entre a intra e inter-individualidade de uma população; a análise 

de dados para estabelecer a relação dose-efeito e dose-resposta tendo em conta a 

suscetibilidade individual; verificar a previsão do risco para a saúde quer para a 

população em geral quer para subgrupos; e, por fim, a revisão e avaliação de questões 

éticas e sociais que possam existir (Arango, 2012). 

Contudo, para além das características e parâmetros que estão supramencionados e que 

são necessários cumprir para a sua validação, por vezes surgem algumas desvantagens 

ou mesmo contratempos que levam a que o marcador não seja de todo aprovado, nem 

sempre é possível conseguir reunir todos os critérios e condições ideais para a obtenção 

de um biomarcador válido, devido ao facto da combinação dos requisitos ser muito 

difícil de alcançar. De forma a remediar este fator ocasionalmente é necessário realizar 

algumas cedências quer a nível de custos ou mesmo de acessibilidade, de modo a obter 

dados em tempo útil (Decaprio, 1997). Além disso, caso não hajam dados disponíveis 

para uma investigação científica pública, por ter sido gerado primeiramente por uma 

empresa ou não ter sido realizada uma verificação independente dos resultados dos 

marcadores, ou mesmo se os marcadores, apesar de apresentarem dados que elucidem 

de forma sugestiva e significativa o seu mecanismo,

mas não apresentarem conclusividade, o biomarcador poderá ser rejeitado, não sendo 

assim validado (Decaprio, 1997; Jain, 2010). 

 

1.6.  Benefícios e limitações dos Biomarcadores 

Os biomarcadores, para além das suas múltiplas aplicações, apresentam tal como 

qualquer outro composto, método ou processo, alguns benefícios e limitações relativos 

ao seu uso.  

Os marcadores biológicos dão-nos uma melhor perceção e compreensão dos 

mecanismos moleculares associados às patologias, sendo também, úteis na descoberta 

de novas indicações e respostas terapêuticas de fármacos. Além do mais existe uma 

maior segurança, eficácia e rapidez ao nível do desenvolvimento de fármacos, assim 

como, uma melhor vigilância pós-comercialização do medicamento (Amir-Aslani & 

Mangematin, 2010). 
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A utilização de biomarcadores como métodos rápidos permitiu a sua evolução de tal 

forma que é possível detetar mais do que um alvo (marcador) nos rastreios (Debnath, 

Prasad, & Bisen, 2010). 

A grande vantagem da utilização em ensaios clínicos dos marcadores biológicos é a sua 

capacidade de reduzir a duração e os custos associados aos mesmos devido à elevada 

segurança e eficácia que estes testes apresentam, reduzindo as falhas associadas à fase II 

do desenvolvimento de fármacos. 

Apesar dos inúmeros biomarcadores que vão sendo descobertos, apenas uma pequena 

percentagem é valida com utilidade clínica (Mayeux, 2004). De quando em quando os 

marcadores podem apresentar falhas devido a erros de localização, ou seja, não se 

encontrarem na mesma via fisiopatológica da doença, onde o local de intervenção 

terapêutica é desconhecido ou não é o mesmo marcador.  

Em relação à sua aplicabilidade em ensaios clínicos ao nível do desenvolvimento de 

fármacos, a farmacodinâmica e a farmacocinética criam expectativas demasiado altas 

para os resultados obtidos, podendo ocorrer falhas a nível da

comunicação entre vários sectores (laboratórios, fabricantes e equipa clínica) relativos 

aos protocolos aplicados, como também nem todos os marcadores podem ser usados em 

todas as fases dos ensaios clínicos, ou seja, marcadores usados em fase I não são 

aplicáveis em fase II (Jain, 2010). Além disso, erros laboratoriais, tempo e locais de 

armazenamento, assim como os custos associados ao desenvolvimento e análise destes 

marcadores puderem não ser os ideais, tornam um contratempo. É de salientar ainda que 

é fundamental ter em conta a responsabilidade que estes marcadores acarretam e os 

problemas éticos associados à aplicação dos mesmos (Mayeux, 2004). 

 

1.7. Considerações éticas e sociais 

Aquando da envolvência de seres humanos em projetos de investigação, é necessário 

que esta seja conduzida com integridade e tendo em conta os mais altos padrões éticos. 

Sendo que a utilização de amostras biológicas humanas e os respetivos dados clínicos 

tem vindo a aumentar consideravelmente por parte de investigadores e instituições de 

pesquisa, questões éticas e sociais têm vindo a surgir (Budimir et al., 2011; INCHEM, 

s.d.).  
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A utilização de biomarcadores para efeitos de investigação levam sempre ao surgimento 

de determinadas questões, quer a nível de fatores pessoais, quer a nível de fatores 

científicos, que vão limitar o desenvolvimento da pesquisa devido a ideais, atitudes, 

crenças, origens étnicas e práticas culturais dos indivíduos participantes. É de salientar 

que os dadores envolventes no projeto são indivíduos voluntários e as suas amostras são 

proibidas de serem vendidas. O processo de investigação tem ainda em consideração o 

respeito pela dignidade, o direito e a liberdade de escolha do dador, podendo, por 

exemplo, a qualquer momento da pesquisa terminar a sua participação (INCHEM, s.d.; 

Shankar & Uday, 2011). 

Considerações relativas a quem ou como devem ser fornecidos os resultados da 

pesquisa e a respetiva interpretação, a existência ou não da proteção de dados para com 

o doente, assim como, o tipo de consentimento informado a aplicar, são questões que 

vão depender das práticas vigentes de cada país. No caso específico de Portugal, é

necessário uma autorização por parte da Comissão Nacional de Proteção de Dados, 

como também, a existência de um consentimento informado por escrito (este 

consentimento tem alguma flexibilidade legislativa no que diz respeito à ausência de 

normas formais impostas por lei comparativamente com os quatro modelos base 

existentes: consentimento amplo, restrito, por camadas e específico) para obter e utilizar 

material biológico para fins investigação (Diário da República, 2005; INCHEM, s.d.; 

Salvaterra et al., 2008). 

 

1.8. Classificação de Biomarcadores 

Os biomarcadores, segundo diversos autores, podem ser classificados de variadas 

formas, diferindo essencialmente quanto à sua aplicabilidade e finalidade. Assim sendo, 

segundo a FDA (2006), os biomarcadores podem ser classificados em quatro formas: 

biomarcadores de prognóstico: com a finalidade de determinar a progressão de uma 

patologia no doente; biomarcadores preditivos: indicam a probabilidade de resposta do 

doente a um tratamento específico; biomarcadores farmacodinâmicos: demonstram a 

capacidade de resposta biológica do doente após toma de um fármaco específico; 

biomarcadores substitutos: usados como um substituto para um ponto de vista de 

eficácia clínica (Fathi & Mesbah-namin, 2014; Hagen, 2012). 
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Os marcadores biológicos podem ainda apresentar outras características específicas e 

serem usados como biomarcadores de imagem, capazes de auxiliar na deteção e 

tratamento precoce de doenças através da sua utilização em tecnologias de imagem 

como a TAC, TEP e IRM (Fathi & Mesbah-namin, 2014; Sahu et al., 2011). 

Outra forma possível de classificação assenta em métodos de biologia molecular e 

genética e, segundo Sahu et al. (2011), engloba três tipos de marcadores: Tipo 0 ou 

marcadores de história natural: são marcadores da história natural da doença e 

indicadores da sua gravidade, refletem os mecanismos patogénicos e correlacionam 

longitudinalmente os resultados clínicos, independentemente do tratamento aplicado; 

Tipo 1 ou marcadores da atividade farmacológica: é um marcador capaz de capturar o 

efeito de uma intervenção terapêutica tendo em conta o seu mecanismo de ação; Tipo 2 

ou marcador substituto: é considerado como um parâmetro de substituição,

uma vez que este tem a capacidade de prever através da sua substituição benefícios 

clínicos (Fathi & Mesbah-namin, 2014; Frank & Hargreaves, 2003). 

Além das classificações acima mencionadas, existe ainda uma outra classificação mais 

comumente usada e a que será considerada e adotada nesta monografia.  

Assim sendo, a última forma de classificação dos marcadores biológicos tem em conta 

três categorias, biomarcadores de exposição, biomarcadores de efeito e biomarcadores 

de suscetibilidade. 

No que concerne aos biomarcadores de exposição, estes podem ser subdivididos em 

dois tipos de marcadores, biomarcadores de dose interna (que indicam a situação e a 

extensão da exposição ao organismo) e biomarcadores de dose eficaz (a exposição a um 

composto específico conduz a esse composto ou o seu metabolito a alcançar um alvo 

significativamente tóxico) (Ali & Naaz, 2013; Timbrell, 1998). 

Os marcadores de exposição caracterizam-se essencialmente por avaliarem e 

confirmarem a presença de substâncias exógenas, metabolitos ou produtos resultantes 

da interação entre xenobióticos e determinados alvos moleculares ou celulares que 

tenham entrado em contacto com o organismo, refletindo assim a biodisponibilidade 

perante presença de determinadas substâncias (Ali & Naaz, 2013; Arango, 2012; 

Silbergeld et al., s.d.). 
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No que diz respeito aos biomarcadores de efeito, estes marcadores podem ser 

igualmente designados de marcadores biológicos de doença, resposta ou funcionais, e 

apresentam na sua constituição diversas subcategorias, de entre as quais se destaca o 

grupo dos biomarcadores de stress oxidativo, pelo fato de ser o tema central deste 

trabalho e que será abordado e desenvolvido mais a frente nesta monografia. Além deste 

marcador biológico, os biomarcadores de efeito englobam também os biomarcadores de 

função enzimática, biomarcadores de função imunológica, biomarcadores de saúde 

óssea e os biomarcadores de renovação celular (Gulumian et al., 2006; Timbrell, 1998). 

Os biomarcadores de efeito consistem não só numa avaliação da alteração bioquímica, 

genética, fisiológica ou comportamental existente dentro do organismo que pode 

conduzir à associação com uma doença, mas também pode ser considerado como um 

indicador de anomalias ou um parâmetro biológico mensurável, capaz de medir 

quantitativamente e qualitativamente a alteração ocorrida no organismo, refletindo por 

exemplo a interação entre uma substância química e os recetores biológicos. Estes 

biomarcadores são utilizados essencialmente para apoiar o prognóstico e diagnóstico 

clínico, com o objetivo de identificar eventos precoces e reversíveis, e prever o 

desenvolvimento de uma doença ou mesmo indicar a sua pré-existência (Ali & Naaz, 

2013; Amorim, 2003; Arango, 2012; Decaprio, 1997). 

Por fim, os biomarcadores de suscetibilidade elucidam-nos acerca da influência que os 

fatores hereditários e os fatores adquiridos (por meio de alterações fisiológicas ou 

ambientais, medicamentos ou doenças) têm na suscetibilidade de cada indivíduo, sendo 

depois essa suscetibilidade refletida na capacidade de resposta que 

cada um consegue demonstrar quando está exposto a uma determinada substância 

exógena. Assim sendo, estes marcadores vão demonstrar porque certas pessoas são mais 

sensíveis a determinadas substâncias do que outras (Ali & Naaz, 2013; Amorim, 2003; 

Arango, 2012; Costa, 1996). 
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CAPÍTULO 2 - BIOMARCADORES DE STRESS OXIDATIVO 

2.1. Definição de Biomarcadores de Stress Oxidativo 

Os biomarcadores de stress oxidativo é um grupo de marcadores biológicos que se 

encontram inseridos nos biomarcadores de efeito (biomarcadores estes já descritos 

anteriormente). Estes marcadores de stress oxidativo são utilizados como indicadores 

para a deteção de processos biológicos normais, relativos a doenças ou indicadores 

sobre a resposta farmacológica para intervenção terapêutica (Dalle-Donne et al., 2006). 

Os marcadores biológicos são essencialmente moléculas mesuráveis, sensíveis, 

específicas e estáveis, capazes de medir não só as ações dos radicais livres, 

nomeadamente das espécies reativas de oxigénio (ROS), como também as moléculas do 

sistema antioxidante, que por aumento do stress oxidativo levam à sua alteração.  

Os biomarcadores de stress oxidativo englobam três tipos de moléculas, lípidos, 

proteínas e DNA, que por ação das ROS conduzem a reações de oxidação sobre estas 

moléculas, modificando-as e contribuindo para o desenvolvimento da patogénese e 

progressão de diversas doenças. Deste modo, a existência de marcadores oxidativos 

capazes de medir, avaliar e elucidar acerca dos mecanismos e implicações biológicas 

associadas ao dano oxidativo, é crucial para que seja possível planear ações eficazes 

para o controlo e prevenção da ROS (K. B. F. Barbosa et al., 2008; Ho, Galougahi, Liu, 

Bhindi, & Figtree, 2013; Jain, 2010). Para isso acontecer, é necessário que os 

biomarcadores stress oxidativos apresentem características e requisitos adequados para 

a sua aplicabilidade, isto é, que sejam quimicamente estáveis e específicos para as 

espécies reativas oxigénio, que estes participem na iniciação e progressão de doenças de 

forma inócua. Nos ensaios, os métodos de quantificação analítica a usar devem de ser 

exatos, precisos, específicos, validados e livres de interferências, de modo a que possam 

ser estabelecidos intervalos e valores de referência consensuais. A existência de 

concentrações minimamente mensuráveis quer de ROS quer de biomarcador é crucial 

para que seja possível realizar estudos in vitro e in vivo (Giustarini & Dalle-donne, 

2009).

 

 



Biomarcadores de Stress Oxidativo 

32 

 

2.2. Stress oxidativo 

O Homem desde sempre tem vindo a ser exposto e sujeito à ação de diversos fatores, 

nomeadamente, ambientais, biológicos e químicos, que de alguma forma têm tido 

influência direta na sua saúde (Rahal et al., 2014). A ocorrência de desequilíbrios, 

degradação celular, doenças e o desenvolvimento de processos de envelhecimento são 

muitas vezes desencadeados por questões de stress oxidativo (Dalle-Donne et al., 

2006). 

Assim sendo, o processo de stress oxidativo consiste numa perturbação do equilíbrio 

fisiológico existente entre o sistema oxidante e antioxidante, onde a ação oxidante se 

encontra favorecida, conduzindo assim à ocorrência de um potencial dano celular 

(Figura 1) (Kiriaque Barra Ferreira Barbosa et al., 2008; Blumberg, 2004; Niki & 

Yoshida, 2005; Poljsak, Šuput, & Milisav, 2013). 

 

 

 

 

Neste processo o desequilíbrio gerado deve-se essencialmente à produção de uma 

grande quantidade de radicais livres contendo oxigénio, que são geralmente 

denominados por espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas espécies reativas são 

formadas com base numa reação em cadeia despoletada por diversos fatores (radiações 

ultravioletas e altas temperaturas) que, na presença de superóxidos, levam à 

consequente formação de radicais livres, nomeadamente, o radical ião superóxido 

(O2


), radical hidroperóxilo (HO2

), peróxido de hidrogénio (apesar de não ser um 

radical é considerada uma espécie reativa de oxigénio), radical óxido (O


) e, por fim, 

radical 

Figura 1. Esquema representativo do stress oxidativo. Demonstração do desequilíbrio fisiológico 

entre o sistema oxidativo e antioxidante provocado pela produção excessiva de espécie reativas de 

oxigénio (ROS) (adaptado de Poljsak et al., 2013). 
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hidroxilo (HO

) (Figura 2) (Kooter, 2004; Pruchniak, Arazna, & Demkow, 2015; Rahal 

et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A elevada produção das ROS, pode ter por base fontes exógenos e endógenos. 

Relativamente às fontes exógenas, podemos destacar os produtos químicos, tabaco, 

alimentos, poluentes, ozono, metais pesados, radiações e agentes infeciosos (bactérias e 

vírus). Quanto às fontes endógenas, estas podem ocorrer por ação mitocondrial (através 

de processos de fosforilação oxidativa na cadeia transportadora de eletrões), 

peroxissomal e pelo retículo endoplasmático. Além destas fontes endógenas, a atividade 

enzimática, embora seja em menor escala, a xantina oxidase (XO), NADPH oxidase e 

do citocromo P450 podem contribuir para a produção das ROS (Al-Dalaen & Al-

Qtaitat, 2014; Ho et al., 2013; Rahal et al., 2014; Siwek et al., 2013; Thanan, Oikawa, 

Hiraku, Ohnishi, & Ma, 2015). 

De modo a que a sobrevivência e o equilíbrio fisiológico do organismo se mantenha, é 

crucial a existência de agentes defensivos capazes de proteger do ataque de espécies 

reativas de oxigénio, ação essa conferida por dois grupos de antioxidantes importantes, 

os enzimáticos e os não-enzimáticos (Tabela 2) (Lobo, Patil, Phatak, & Chandra, 2010). 

Contudo, quando a taxa de produção das ROS são maiores comparativamente à taxa de 

eliminação, os antioxidantes não conseguem responder eficazmente levando à 

ocorrência de um desequilíbrio do meio, e, desse modo, desencadear potenciais danos 

Figura 2. Representação esquemática da formação de radicais livres 

(adaptado de Pruchniak et al., 2015). 
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celulares a nível dos lípidos, proteínas e DNA, comprometendo assim a saúde, a 

viabilidade e a resposta celular, que, por conseguinte, conduzirão à apoptose (Barbosa, 

Costa, Paula, Minim, & Bressan, 2010; Dalle-Donne et al., 2006; Ogino & Wang, 2007; 

Siwek et al., 2013).    

As ROS em concentrações relativamente baixas, vão desempenhar funções benéficas 

para com o organismo, quer a nível da regulação da homeostase e do desempenho da 

resposta imunológica, na ação de diversas atividades celulares (ex: mitose) (Kooter, 

2004; Siwek et al., 2013). Porém, as ROS quando se encontram em concentrações 

maiores tornam-se instáveis, muito reativas e apresentam uma semivida muito curta. 

Desse modo, a deteção destas espécies reativas em amostras biológicas, como tecidos, 

fluídos e sistemas biológicos complexos, torna-se uma tarefa muito difícil de realizar, 

ou mesmo quase impossível, devido às caraterísticas que lhe estão associadas, e, como 

tal não há possibilidade medir diretamente as ROS (Ogino & Wang, 2007; Siwek et al., 

2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Visto a dificuldade para se obter informações acerca da ação e meios envolventes pela 

ROS, é necessário encontrar outras alternativas para se conseguir detetar e localizar esta 

Tabela 2. Identificação de Antioxidantes Enzimáticos e Não-Enzimáticos  

(adaptado de Lobo et al., 2010). 
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espécie. Como tal, a opção encontrada para a medição da ROS passa pela utilização de 

uma espécie com características estáveis, detetáveis e mensuráveis, capazes de refletir 

as vias que levam ao desencadeamento de determinadas patologias (Dalle-Donne et al., 

2006).

Assim sendo, os produtos celulares resultantes do dano oxidativo são os lípidos, as 

proteínas e o DNA, que reúnem as características necessárias para serem utilizados 

como biomarcadores de stress oxidativo, marcadores biológicos estes capazes de detetar 

indiretamente a ação das ROS (Ogino & Wang, 2007).  

 

2.3. Efeito do Stress Oxidativo em Lípidos, Proteínas e DNA 

2.3.1. Lípidos: Peroxidação Lipídica   

De forma a proporcionar o crescimento e manutenção dos organismos vivos, bem como 

o bom funcionamento celular e estrutural das mesmas, é crucial a existência de 

determinadas macromoléculas, nomeadamente os lípidos. Estes compostos encontram-

se subdivididos e organizados por diferentes classes lipídicas, apresentando diversidade 

quer em termos de estrutura química função biológica. Os lípidos são compostos 

orgânicos que apresentam vasto leque de funções essênciais para o corpo humano, 

nomeadamente a capacidade de atuar como armazenador de energia, como componente 

essencial das estruturas das membranas (bicamada fosfolipídica), envolvido na 

biossíntese de algumas substâncias cruciais no organismo (prostaglandinas), como 

também cofator de enzimas (Dąbrowska, Zielińska, & Nowak, 2015; Santos-Fandila, 

Camino-Sánchez, & Zafra-Gómez, 2014; Yin, Xu, & Porter, 2011). 

Os lípidos, principalmente os glicolípidos, fosfolípidos e o colesterol, são os principais 

alvos de ataque das ROS (Ayala, Muñoz, & Argüelles, 2014). Este ataque vai provocar 

a oxidação dos lípidos levando à ocorrência de um processo complexo denominado de 

peroxidação lipídica (LPO) (Yin et al., 2011). A ação da peroxidação lipídica provoca 

um impacto negativo no organismo, desencadeando diversos danos celulares que 

posteriormente vão culminar em múltiplas patologias e condições clínicas.  

Algumas das alterações que a LPO despoleta recaem essencialmente a nível do 

funcionamento das membranas celulares e a sua permeabilidade e fluidez (encontra-se 
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diminuída). A inativação de enzimas e recetores, a perda de seletividade por troca 

iónica, a libertação não programada, os danos ao DNA e proteínas, bem como, perda de 

função de barreira e formação de produtos tóxicos, são mais alguns dos danos que este 

processo induz. 

Todas estas alterações provocadas pela LPO vão comprometer o bom funcionamento de 

diversos organelos, nomeadamente as mitocôndrias, o complexo de Golgi, o retículo 

endoplasmático e lisossomas. O fígado, coração, rins, pulmões e cérebro são os órgãos 

mais são afetados por este processo. O surgimento de diversas patologias é 

de esperar tendo em conta todas a alterações ocorridas por este mecanismo, de onde se 

podem destacar as doenças neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer), doenças 

cardiovasculares (aterosclerose), doenças respiratórias e metabólicas, diabetes, 

mecanismos de envelhecimento e cancro (Aruoma, 1998; Cotinguiba et al., 2013; 

Dalle-Donne et al., 2006; Devasagayam, Boloor, & Ramasarma, 2003; El-Bahr, 2013; 

Santos-Fandila et al., 2014; Thanan et al., 2015; Yin et al., 2011). 

A peroxidação lipídica consiste essencialmente num processo de oxidação de lípidos, 

designadamente de ácidos gordos polinsaturados (PUFA) (exemplos de PUFA’s: ácido 

araquidónico e ácido linoleico) existentes maioritariamente na membrana celular, que 

por via não-enzimática vão sofrer o ataque por parte de alguns radicais livres e de 

metais de transição, provocando degradação oxidativa. O mecanismo inerente à 

peroxidação lipídica assenta num processo que engloba três etapas: iniciação, 

propagação e terminação (Figura 3) (Ayala et al., 2014; Frijhoff et al., 2015; Thanan et 

al., 2015). 

A primeira etapa da peroxidação lipídica, denominada de iniciação, consiste no ataque 

de radicais livres, nomeadamente do radical hidróxilo (HO; espécie mais reativa dentro 

dos radicais livres), a um ácido gordo polinsaturado (LH), provocando a dissociação do 

átomo de hidrogénio do grupo metileno existente no lípido, formando um radical alquilo 

(L). O radical alquilo formado é de certo modo instável e de forma a tornar-se mais 

estável este utiliza mecanismos de ressonância, que ao se restruturar e estabilizar, forma 

um radical dieno conjugado (L) (Dąbrowska et al., 2015; Frijhoff et al., 2015; Min & 

Ahn, 2005; Santos-Fandila et al., 2014). 

A propagação, fase seguinte, consiste na reação do radical dieno conjugado (L) com 

uma molécula de oxigénio existente no meio, que por interação formam um radical 
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peróxilo (LOO). Este radical tem a capacidade de reagir com outro PUFA vizinho não 

oxidado (LH), capturando-lhe o átomo de hidrogénio que necessita, e assim produzir 

dois produtos primários, um lipohidroperóxido (LOOH) e um radical alquilo (L) 

(Dąbrowska et al., 2015; Frijhoff et al., 2015; Min & Ahn, 2005). 

Com os produtos primários obtidos, o processo de peroxidação lipídica pode 

desencadear-se por duas vias: 1) reinicia-se a fase de propagação, quer através do uso 

do radical dieno conjugado (L) onde todo o processo anteriormente descrito é 

novamente realizado (a), quer através do uso do lipohidroperóxido (LOOH), que na 

presença de metais de transição (Fe
3+

 e Fe
2+

) no meio vão interagir e originar radicais 

peróxilo (LOO), que é utilizado também na etapa de propagação (b), dando assim 

origem a uma contínua e cíclica reação de oxidação lipídica; ou 2) prosseguir para a 

fase de terminação (c) (Dąbrowska et al., 2015; Frijhoff et al., 2015; Min & Ahn, 2005; 

Santos-Fandila et al., 2014). 

Relativamente à fase de terminação esta etapa pode ocorrer de diversas formas: 1) 

formação de um produto não-radicalar, obtido através da reação entre dois radicais (A); 

2) formação de um produto não-radicalar, obtido através da ação de antioxidantes (Ex: 

tocoferol) com radicais lipídicos (LOO) (B); 3) produção de produtos secundários, 

nomeadamente, 4-hidroxinonenal (HNE), Malondialdeído (MDA), Acroleína (ACR) e 

Isoprostanos, que são obtidos através da degradação, decomposição e ciclização de 

LOO (C) e utilizados como potenciais marcadores de stress oxidativo (Dąbrowska et 

al., 2015; Frijhoff et al., 2015; Min & Ahn, 2005; Santos-Fandila et al., 2014; Stanicka, 

Landry, & Cotter, 2015). 

Os produtos da peroxidação lipídica podem ser medidos através de diversos tipos de 

amostras biológicas, designadamente, sangue, eritrócitos, plasma, urina, saliva, 

lagrimas, bílis, fluidos do líquido cefalorraquidiano e sinovial, suor e de tecidos, sendo 

que a sua extração em alguns dos casos mais invasivos que outros. Estas amostras 

biológicas são posteriormente submetidas a análise por variados métodos, desde 

espetrofotometria de massa (MS), HPLC, fluorescência (FL), quimioluminescência 

(CL), cromatografia gasosa ou líquida, métodos de ELISA, radioimunoensaios (RIA), 

imunoensaios enzimáticos (EIA), entre outros, que consoante o produto LPO a analisar 

serão atribuídas as técnicas analíticas mais adequadas e específicas para cada um 

(Bhattacharjee, 2014; Devasagayam et al., 2003; Niki, 2014). 
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Figura 3. Esquema representativo do processo de peroxidação lipídica. a) via de reiniciação da fase de 

propagação utilizando o radical dieno conjugado(L); b) via de reiniciação da fase de propagação 

utilizando lipohidroperóxido (LOOH) e metais de transição (Fe
3+

 e Fe
2+

); c) via usada para proceder à fase 

de terminação; A, B, C) Três formas de proceder à terminação do processo de peroxidação lipídica 

(adaptado de Lushchak & Semchyshyn, 2012). 
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Contudo, apesar do grande leque de métodos sofisticados já existentes para executar as 

medições e respetivas quantificações de biomarcadores, até à data ainda não foi 

desenvolvido uma técnica que reúna todas as requisições e especificações necessárias 

para o método analítico ideal, ou seja, que apresentasse no seu conjunto precisão, 

sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, fácil e rápido manuseio, de baixos 

custos e pouco demorado. De modo a contornar a lacuna dos métodos analíticos, os 

investigadores utilizam as técnicas disponíveis e adaptam-nas tendo em conta o tipo de 

biomarcador, amostra ou objetivo de estudo. Além disso, a medição de produtos da 

LPO nem sempre é fácil, uma vez que são formadas imensas moléculas in vivo, tonando 

difícil sua quantificação e identificação. Fatores como os baixos níveis de produtos da 

peroxidação lipídica nas amostras biológicas ou mesmo a interferência da oxidação 

durante o processamento, armazenamento, análise ou mesmo ação de outros materiais 

biológicos podem condicionar a sua medição (Niki, 2014). 

.

2.3.1.1. Biomarcadores da Peroxidação Lipídica 

I. 4-Hidroxinonenal 

O marcador da peroxidação lipídica, 4-hidroxinonenal ou 4-hidroxi-2,3-trans-nonenal 

(HNE), foi mencionado pela primeira vez em 1980 por Benedetti, Comporti e 

Esterbauer num artigo científico, intitulado de “Identification of 4-hydroxynonenal as a 

cytotoxic product originating from the peroxidation of liver microsomal lipids". É 

através deste trabalho, onde foi estudada a ação do NADPH-Fe na indução da 

peroxidação de lípidos microssomias do fígado, que se toma conhecimento sobre a 

formação de HNE num sistema biológico. É também através deste estudo que este é 

identificado como sendo uma molécula intermediária e considerado a maior substância 

citotóxica quando ocorre a inibição da glucose-6-fosfatase (Benedetti, Comporti, & 

Esterbauer, 1980). Já em 1991, com o artigo de Esterbauer, Schaur e Zollner, 

“Chemistry and Biochesmistry of 4-Hydroxynonenal, malonaldehyde and related 

aldehydes”, que o HNE é descrito e mencionado de forma detalhada as características 

químicas e bioquímicas deste composto ao mundo científico (Esterbauer, Schaur, & 

Zollner, 1991). 

 



Biomarcadores de Stress Oxidativo 

 

40 

O 4-Hidroxinonenal é um produto secundário da peroxidação lipídica de ácidos gordos 

polinsaturados, conhecido por ser um hidroxialquenal, ou mesmo um hidroxialdeído, e é 

classificado como um aldeído α,β-insaturado (Csala et al., 2015). Esta molécula 

apresenta uma fórmula molecular de C9H16O2, correspondendo a um peso molecular de 

156.225 g/mol (Pubchem,  s.d.). O HNE, sendo um aldeído de cadeia longa, apresenta 

na sua totalidade 9 carbonos, integrando na sua estrutura 3 grupos funcionais: um grupo 

aldeído (encontrando-se na extremidade da cadeia, no carbono 1), um grupo alceno 

(representado pela ligação dupla entre os átomos de carbono 2 e 3) e, por fim, um grupo 

hidroxilo (que se encontra ligado ao carbono 4 da cadeia) (Figura 4) (Ayala et al., 2014; 

Csala et al., 2015; Schwarzer, Arese, & Skorokhod, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os aldeídos α,β-insaturados, são considerados compostos altamente reativos e, no caso 

do HNE, a sua reatividade deve-se principalmente aos três grupos funcionais que o 

constituem: os carbonos da ligação dupla vão torná-lo altamente eletrofílico, o carbono 

do grupo aldeído é um centro oxidação-redução e, além disso, os três grupos funcionais 

por si só vão influenciar o carbono 3 do HNE, oque o torna suscetível ao ataque 

nucleófilo devido à sua eletropositividade, proporcionando futuramente a formação de 

adutos. O HNE, além de todas as ações supracitadas, ainda apresenta na sua molécula 

características hidrofílicas (devido ao grupo aldeído) e hidrofóbicas (entre os carbonos 5 

a 9), que vão conferir um enriquecimento preferencial por estruturas ricas em lípidos, ou 

seja, por membranas. Este enriquecimento vai conferir a capacidade de este atravessar 

membranas celulares, interferindo na fluidez destas estruturas, bem como na assimetria 

dos fosfolípidos. E, uma vez que HNE tem a capacidade de atravessar membranas, este 

vai-se encontrar não só em meio intracelular mas também em meio extracelular, devido 

Figura 4. Fórmula Estrutural do 4-Hidroxinonenal 

(adaptado de Schwarzer et al., 2015). 
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à sua afinidade (Guéraud et al., 2010; Pizzimenti, Ciamporcero, Daga, Pettazzoni, & 

Arcaro, 2013; Schwarzer et al., 2015). 

No que consiste às suas características, o 4-hidroxinonenal é considerado um indicador 

indireto do stress oxidativo, sendo possível medi-lo em amostras biológicas de plasma, 

urina e fezes (Erzsébet, Dumitru, Ibolya, & Daniela-lucia, 2015). Além do mais, esta 

molécula apresenta um tempo de semi-vida curto (menos de 2 min)(Breitzig, 

Bhimineni, Lockey, & Kolliputi, 2016), é altamente reativa na presença com 

fosfolípidos, péptidos, proteínas, DNA e compostos de grupos nucleofílicos de tiol ou 

amina. É um composto polar e quimicamente estável mas, em elevadas concentrações, é 

considerada altamente tóxica, sendo essencialmente citotóxico, genotóxico, mutagénico 

(Dalle-Donne et al., 2006; Halder & Bhattacharyya, 2014; Shoeb, Ansari, Srivastava, & 

Ramana, 2015; Spickett, 2013). O HNE em condições fisiológicas normais apresenta 

uma concentração entre 0.1 - 3μM, mas quando se encontra sob ação de stress oxidativo 

este valor aumenta para valores entre 10μM – 5mM (Chen, Niki, & Vella, 2006). Esta 

molécula, em condições não tóxicas, é considerada uma molécula de sinalização 

eficiente e a sua ação consiste na modificação da transdução de sinal, que regula a 

síntese de novas enzimas desintoxicantes, na proliferação celular, atua sobre a apoptose 

e regulação do ciclo celular, na diferenciação e resposta inflamatória e também na 

expressão da adesão celular e no turnover de proteínas (Schwarzer et al., 2015). 

Contudo, quando há o aumento das concentrações de HNE devido a efeitos de stress 

oxidativo este pode provocar inativação de várias enzimas, inibindo a síntese de 

proteínas e DNA, estimulação da fosfolipase C, redução da comunicação das gap-

junction, estimulação da quimiotaxia de neutrófilos, modulação da agregação plaquetar 

e de vários genes (Dalle-Donne et al., 2006), sendo que a ocorrência destas alterações 

biomoleculares vão culminar no aparecimento de efeitos fisiológicos e patológicos 

indesejados, dentro dos quais podemos destacar, doenças metabólicas, doenças 

cardíacas, doença de Alzheimer, doença de Parkinson, doença de Huntington, malária, 

doença vascular periférica, esclerose múltipla, aterosclerose, osteoporose, cancro e 

doenças inflamatórias (Shoeb et al., 2015).  

Após a decomposição dos lípidos hidroperóxidos onde há a formação do 4-

hidroxinonenal, esta molécula pode sofrer biotransformação. A biotransformação é uma 

via de ação rápida (sendo que a sua metabolização demora cerca de 3-5 min) e eficiente.
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Consiste no desenvolvimento de mecanismos de defesa e de proteção para as células por 

parte das mitocôndrias contra a acumulação e toxidade do HNE, provocando uma 

desintoxicação desta molécula, tornando-a menos reativa, evitando a ocorrência de 

eventos indesejados (Guéraud et al., 2010). A desintoxicação do 4-hidroxinonenal pode 

ocorrer por duas vias, enzimática ou não-enzimática. A via enzimática consiste num 

processo bem regulado e explicado a nível da desintoxicação do HNE, onde o corpo 

humano consegue com a presença de controladores naturais da molécula, inibir a ação 

do 4-hidroxinonenal ou mesmo controlar as concentrações intercelulares da mesma 

através de reações metabólicas de fase I (ocorrendo reações de oxidação-redução com 

diversas moléculas, como por exemplo, a aldo-ceto redutase (AKR) ou o álcool 

desidrogenase (ADH) reduzem o HNE a 1,4-dihidroxi-2-noneno (DHN) e o aldeído 

desidrogenase (ALDH) por oxidação do HNE obtém o ácido 4-hidroxi-2-nonanóico 

(HNA)) e fase II (onde há conjugação com a glutationa (GSH) que reage com HNE 

espontaneamente, ou com a glutationa-S-transferase (GST) que catalisa o HNE 

formando o aduto GST-HNE) (Csala et al., 2015; Mol et al., 2017; Zhong & Yin, 

2015). 

Por outro lado, se a desintoxicação for realizada através da via não-enzimática, esta 

levará a formação de adutos onde se vai envolver essencialmente em reações químicas 

com proteínas, DNA, aminofosfolípidos e outras moléculas mais pequenas, que pode 

influenciar processos biológicos, quer conferindo ações de proteção quer provocando 

dano, consoante o aduto formado. Esta via por norma recorrer a dois tipos de processos 

para a formação de adutos, por adição de Michael (onde se formam adutos estáveis, o 

HNE vai reagir com resíduos de lisina, cisteína e histidina sendo estes os principais 

alvos), como também, através de base de Schiff (sendo um processo lento e reversíveis, 

onde HNE pode reagir com lípidos contendo grupos amina, como por exemplo: 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e esfingosina). Estas vias são importantes para a 

desintoxicação de HNE, sendo que a via enzimática até ao momento é a mais 

desenvolvida, com ajuda de vários métodos analíticos, permitiu a identificação, 

caracterização e quantificação de uma forma mais esclarecedora das diversas rotas 

existentes, sendo ainda necessário realizar mais estudos para perceber melhor o 

metabolismo em diferentes condições fisiológicas. Quanto à via não-enzimática, sendo 

um processo bastante seletivo e complexo dependente de vários fatores, é um processo 

que ainda necessita de vários estudos essencialmente para se entender os efeitos 
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biológicos que os adutos provocam, como também, perceber o seu mecanismo (Csala et 

al., 2015; Halder & Bhattacharyya, 2014; Mol et al., 2017). 

No que concerne aos métodos existentes para deteção e quantificação do HNE, e tendo 

em conta a sua reatividade, este pode ser medido quanto à sua forma livre ou acoplado 

como adutos (HNE-proteína). O HNE na forma livre, pode ser analisado através de 

métodos de HPLC e de espectrofotometria, onde apresenta uma absorvância que 

abrange um intervalo UV entre 220-223 nm (Spickett, 2013). A utilização de aldeídos 

reativos em amostras biológicas é forma de se obter uma deteção mais específica e 

sensível a esta molécula, sendo possível usar como reagente o 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH) e o 1,3-ciclohexanodiona (CHD). A derivatização utilizando o reagente de 

DNPH é um método que por vezes consome muito tempo uma vez que até à deteção 

ainda passa pela cromatografia de camada fina (TLC) e HPLC, sendo que usando o 

reagente CHD este forma um derivado detetável por fluorescência, sendo uma solução 

mais rápida. Além dos métodos supramencionados ainda é possível usar espectrometria 

de massa (MS), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). No método de GC-

MS este requer também uma derivatização da amostra como por exemplo com, 

pentafluorbenzil-hidroxilamina (PFBHA) que forma um derivado denominado de 

pentafluorbenziloxima (PFBO) sendo detetado através de ionização química negativa 

utilizando um padrão interno (HNE deuterado) como forma de comparação. Quanto ao 

método de LC-MS este não requer uma derivatização da amostra, uma vez que a 

amostra é analisada com mínima manipulação. Contudo, os métodos para a deteção e 

análise de HNE é de certa forma limitada devido à reatividade existente nesta molécula, 

através da formação de adutos com DNA, proteínas e aminofosfolípidos (França et al., 

2013; Mol et al., 2017; Spickett, 2013; Vasconcelos et al., 2007). 

Quanto aos métodos para deteção de HNE com adutos, estes baseiam-se essencialmente 

por análise de espectrometria de massa e técnicas de imunodeteção (imunohistoquímica, 

imunocitoquímica, ELISA, Western blott), sendo estes métodos os preferíveis para 

medir a presença de HNE em amostras (Frijhoff et al., 2015; Spickett, 2013). 
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II. Malondialdeído 

Dos compostos resultantes da peroxidação lipídica, o malondialdeído (MDA) ou 1,3-

propanodial, é um produto secundário deste mecanismo, sendo considerado um 

indicador de stress oxidativo e utilizado como biomarcador (França et al., 2013; 

Pubchem, s.d.; Santo, Zhu, & Li, 2016; Shestivska et al., 2015; Tsikas, 2017). Esta 

molécula foi identificada pela primeira vez em 1951 através de um estudo científico 

realizado por Patton e Kurtz denominado de “2-Thiobarbituric acid as a reagente for 

detecting milk fat oxidation”, onde também se considera que este composto tem grande 

importância na oxidação biológica de ácidos gordos insaturados (Patton & Kurtz, 1951). 

Contudo, em uns anos antes, nomeadamente em 1944 num trabalho realizado por Kohn 

e Liversedge designado de “On a new aerobic metabolite whose production by brain is 

inhibited by apomorphine, emetine, ergotamine, epinephrine and menadione”, de uma 

forma inconsciente os investigadores neste estudo já utilizavam o MDA sem terem 

noção de que substância se se tratava, ou seja, os autores aquando do seu trabalho 

estavam a descrever pela primeira vez a reação calorimétrica do ácido tiobarbitúrico 

(TBA) com um composto desconhecido formado durante a incubação aeróbica de 

tecidos homogeneizados, composto esse que mais tarde se veio a concluir ser o 

malondialdeído (AUBOURG, 1993). Além deste artigo e ainda antes da identificação 

do MDA em 1951, Bernheim, Bernhein e Wilbur em 1948, com o artigo científico “The 

reaction between thiobarbituric acid and the oxidation products of certain lipids”, 

identifica a natureza do composto que dá cor na reação de TBA descrita por Kohn e 

Liversedge, afirmando que a coloração obtida deve-se a presença de um produto da 

oxidação de ácidos gordos insaturados, indo incidir no que foi descoberto por Patton e 

Kurtz (Bernheim, Bernheim, & Wilbur, 1948). 

O malondialdeído, tal como mencionado anteriormente, é produto secundário da 

peroxidação lipídica, esta molécula é considerada a mais abundante dos produtos, como 

também, a mais bem conhecida e estudada deste processo. Este composto é um 

dialdeído resultante da β-cisão de ácidos gordos polinsaturados presentes nos 

fosfolípidos da membrana, sendo a principal fonte de obtenção de MDA in vivo 

(Calyniuk et al., 2016; Karatas, Karatepe, & Baysar, 2002; Lykkesfeldt, 2007; 

Steppeler, Haugen, Rodbotten, & Kirkhus, 2016). É de referir ainda que, o processo de 

peroxidação de lípidos não é o único meio de obtenção de MDA endogenamente, apesar 
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Figura 5. Fórmula Estrutural do Malondialdeído (adaptado de Calyniuk et al., 2016). 

de ser em menores quantidades, este também pode ser produzido através de processos 

enzimáticos, ou seja, através da biossíntese de prostaglandinas ou obtido como 

subproduto da geração de radicais livres por radiação ionizante (Lykkesfeldt, 2007; 

Niedernhofer, Daniels, Rouzer, Greene, & Marnett, 2003). Além das fontes endógenas 

de obtenção de MDA, este também é influenciado por fatores exógenos que potenciam 

o aumento das concentrações deste composto no corpo, nomeadamente, produtos 

alimentícios (vegetais, pão integral, carne e peixe), os produtos bebíveis (álcool), ou 

mesmo, através da inalação de fumo de tabaco (Rio, Stewart, & Pellegrini, 2005). 

O MDA é um aldeído pequeno de cadeia curta sendo constituído apenas por 3 carbonos, 

onde integra dois grupos funcionais iguais (aldeídos) que o caracteriza, localizados nos 

carbonos 1 e 3 da cadeia (Figura 5) (Osawa, Felício, & Gonçalves, 2005). Este 

dialdeído apresenta uma fórmula molecular de C3H4O2 ou CH2(CHO)2, correspondendo 

a um peso molecular de 72.063 g/mol. É uma molécula com características polares, 

altamente solúvel em água e é um ácido moderadamente fraco (pKa = 4.46) (Grotto et 

al., 2009; Lima, Saes, & Abdalla, 2001). Além do mais, o malondialdeído é considerado 

o produto secundário mais mutagénico da peroxidação lipídica, apresentando ainda na 

sua constituição propriedades genotóxicas, carciongénicas e tóxicas (é menos tóxico que 

o HNE), como também, alguma reatividade (muito menos reativo do que HNE e 

acroleína) principalmente devido às reações estabelecidas com proteínas e DNA (Antus, 

2016; Ayala et al., 2014; J. Chen et al., 2015; Feng, Hu, Marnett, & Tang, 2006; 

Steppeler et al., 2016). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Outra característica importante a referir é o facto de o MDA ser pH-dependente, ou seja, 

a sua reatividade está dependente das condições existentes no meio. Deste modo, em 

condições fisiológicas (a pH neutro ou mesmo em pH alcalino), esta molécula vai-se
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encontrar maioritariamente sob a forma enólica (Figura 5), forma esta que é estável e 

apresenta pouca reatividade (mesmo nestas condições o MDA tem a capacidade de 

interagir e formar adutos; a molécula pode atuar quer como eletrófilo quer como 

nucleófilo). Contudo, se houver alterações a nível do pH do meio, ou seja, se o MDA se 

encontrar em condições ácidas, este composto torna-se instável, e a sua reatividade 

aumenta, estando então capaz de provocar diversos ataques e danos, como também, 

formar adutos (Ayala et al., 2014; Janero, 1990). 

Após a formação do malondialdeído pela peroxidação de lípidos, este composto pode 

passar por dois processos: ser metabolizado ou reagir com proteínas e DNA formando 

adutos (que vão provocar danos biomoleculares). Relativamente à biotransformação do 

MDA, este processa-se através da via enzimática e é rapidamente metabolizado 

(Skoumalová & Hort, 2012). De forma muito sucinta, o MDA presente no meio começa 

por ser oxidado pelo aldeído desidrogenase (ALDH) mitocondrial que forma o 

semialdeído malónico e de seguida o acetaldeído por descarboxilação. O acetaldeído 

formado sofre oxidação por parte do aldeído desidrogenase, que transforma esta 

molécula em acetato e consequentemente em acetil CoA por ação da sintetase acetil 

CoA. Por fim, o acetil CoA anteriormente formado entra no ciclo do ácido tricarboxílico 

onde se obtém como produtos finais CO2 e H2O, desintoxicando assim o 

malondialdeído (Ayala et al., 2014; J. J. Chen & Yu, 1996; Guéraud et al., 2010).  

O malondialdeído por norma encontra-se nas amostras biológicas sob 2 formas, MDA 

livre ou MDA ligado com adutos. Na forma livre este é considerado como um marcador 

indicativo de potenciais lesões ou mesmo de danos recentes. Enquanto que, o MDA 

ligado a adutos (por exemplo, os que são detetados na urina) são associados a lesões 

mais antigas. Caso o MDA não sofra metabolização, este segue para a formação de 

adutos com diversas moléculas, processo este característico dos aldeídos devido à 

elevada reatividade que lhes é característica. Assim sendo, o MDA através de base de 

Schiff, pode formar adutos por reação com grupos amina (NH2) e tiol (SH-), de 

proteínas e DNA, como também, formar outros adutos MDA-DNA onde reage com, 

desoxiguanosina (dG), desoxiadenosina (dA) e a desoxicitidina (dC), formando 

respetivamente os adutos, M1dG (pirimidopurinona; aduto com maior mutagenicidade), 

M1A (N
6
-(3-oxopropenil)desoxiadenosina) e M1C (N

4
-(3-oxopropenil)desoxicitidina)
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 (Bamonti et al., 2006; Erejuwa, Sulaiman, & Wahab, 2013; Grotto et al., 2009; Janero, 

1990; Lykkesfeldt, 2007; Zelzer et al., 2013). 

Por todas as características supramencionadas sobre o malondialdeído, muitas delas 

levam à ocorrência de consequências biológicas negativas, quer para a célula quer para 

o organismo. Algumas dessas ações negativas consistem na perda de potencial de 

proliferação e integridade das células, ocorrência de alterações a nível da 

permeabilidade da membrana que prejudica a fluidez da bicamada fosfolipídica, a 

indução de grandes inserções e deleções no DNA, alterações a nível da expressão génica 

e ocorrência de mutações, como também, o comprometimento da comunicação 

intercelular, disfunção orgânica e inibição de enzimas associadas à defesa das células 

contra o stress oxidativo (Calyniuk et al., 2016; Erejuwa et al., 2013; Santo et al., 

2016). 

As alterações negativas provocadas pelo MDA vão culminar de certo modo em eventos 

não desejados no ser humano, que consequentemente levam ao surgimento de diversas 

doenças. Deste modo, esta molécula tem um vasto leque de patologias a si associado, 

nomeadamente, diabetes, asma, doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC), 

degeneração macular relacionada com a idade, fibrose cística, aterosclerose, pré-

eclâmpsia, doenças cardiovasculares, doença de Parkinson, doença de Alzheimer, 

doenças neurodegenerativas, doenças auto-imunes, doenças hepáticas, dor abdominal 

aguda, leucemia linfocítica crónica, como também, o cancro (colon, mama, útero, 

pulmão e gástrico). Assim, a deteção de MDA torna-se uma ferramenta crucial quer 

para a monitorização da progressão de doenças, quer para encontrar formas de elucidar 

os mecanismos a ele subjacentes (Antus, 2016; J. Chen et al., 2015; Rio et al., 2005; 

Khoubnasabjafari, Ansarin, & Jouyban, 2015; Shestivska et al., 2015). 

De forma a proceder à deteção e quantificação de MDA em seres humanos, é necessário 

recorrer primeiramente a amostras biológicas. Por norma é possível encontrar elevadas 

quantidades deste composto em diversos locais, ou seja, no soro, plasma, urina, fezes e 

em tecidos (cérebro, fígado, pulmão, rim e coração), sendo que os mais frequentemente 

utilizados são o plasma (encontrado com concentrações entre 30 - 50 μM), urina e 

tecidos (Feng et al., 2006; Grotto et al., 2009; Il’yasova, Scarbrough, & Spasojevic, 

2012; Steppeler et al., 2016). 
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Figura 6. Reação entre o MDA e o TBA com consequente formação de um composto vermelho 

fluorescente (MDA-TBA2) (adaptado de Santos-Fandila et al., 2014). 

Existe atualmente diversos métodos disponíveis para a quantificação de MDA em 

fluidos biológicos, que vão deste os teste de TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive 

Substances), espetrofotometria, espetrometria de massa, métodos de HPLC, 

cromatografia líquida e gasosa, eletroforese, deteção a visível, ultravioleta e 

fluorescência, técnicas imunogénicas e HPCE (High-Performance Capillary 

Electrophoresis). Muitas destas técnicas são utilizadas em conjunto de forma a 

aumentar a sua sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, como também, através 

da utilização reagentes de derivatização otimizar a análise de MDA (Rio et al., 2005; 

Shestivska et al., 2015).  

Um dos métodos mais antigo, popular e amplamente utilizado é o TBARS que se baseia 

na medição da quantidade de MDA libertada a partir de proteínas plasmáticas, este teste 

consiste na reação de condensação entre uma molécula de malondialdeído com duas 

moléculas de ácido tiobarbitúrico (TBA), que sob condições ácidas e de forte 

aquecimento vão formar um composto cromogéneo de cor vermelho fluorescente 

(MDA-TBA2) que posteriormente é medido por espetrofotometria ou fluorometria 

(espetrofotometria ou fluorescência) e lido a um comprimento de onda de 532 nm e 553 

nm, respetivamente (Figura 6) (Antus, 2016; Khoubnasabjafari et al., 2015; Santos-

Fandila et al., 2014).  

 

A medição através deste método é simples, rápido e de fácil execução, como também, 

de baixo custo. Contudo, o TBARS é um teste que apresenta algumas desvantagens e 

limitações, nomeadamente, a falta de especificidade (uma vez que o ácido tiobarbitúrico 

reage com uma variedade de compostos, açúcar, aminoácidos, proteínas, aminas, 

bilirrubina e outros aldeídos sem ser MDA) fazendo com que o TBARS seja 
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considerado um método geral de deteção de produtos da peroxidação lipídica e não só 

de MDA; falta de sensibilidade, fraca reprodutibilidade de resultados analíticos e baixa 

estabilidade do MDA em amostras biológicas devido a sua alta tendência em reagir com 

proteínas e aminoácidos. Muitas destas causas são justificadas por alterações durante o 

pré-tratamento, preparação e análise da amostra, como também, no seu armazenamento 

(a molécula uma vez que é instável, estando armazenada muito tempo acaba por formar 

álcoois orgânicos que não são detetáveis através destes teste) (Grotto et al., 2009; 

Khoubnasabjafari et al., 2015; Tsikas, 2017). 

De forma a melhorar o teste de TBARS para a deteção de MDA, este é associado a 

outros métodos analíticos. Por norma o TBARS é associado a técnicas cromatográficas 

uma vez que são preferíveis, mais confiáveis e específicas, contudo, outras associações 

com TBARS são feitas, nomeadamente, com cromatografia líquida com deteção por 

fluorescência ou ultravioleta; HPLC com deteção UV/visível; Cromatografia gasosa 

acoplada a espetrometria de massa após derivação. Apesar de estes métodos 

contribuírem positivamente para a melhoria de deteção do MDA, alguns inconvenientes 

podem surgir, como por exemplo, algumas técnicas serem mais demoradas de realizar, 

ou mesmo, o fato de alguns laboratórios não apresentam os equipamentos necessários 

para a execução do ensaio devido aos custos associados (Antus, 2016; Grotto et al., 

2009; Khoubnasabjafari et al., 2015; Rahal et al., 2014; Tsikas, 2017). 

 

II. Acroleína 

A acroleína (ACR), tal como, malondialdeído e o 4-hidroxinonenal, é um produto 

secundário da peroxidação de lípidos. Este composto foi identificado pela primeira vez 

em 1839, por um químico sueco denominado de Jöns Jacob Berzelius, que através do 

seu trabalho sobre decomposição térmica de glicerol obteve um aldeído como produto 

final, da qual denominou-a de acroleína (Burcham, 2016; Stevens & Maier, 2008). 

O produto secundário da peroxidação lipídica de ácidos gordos polinsaturados, a 

acroleína, também conhecida como 2-propenal ou acrilaldeído, é classificada como um 

aldeído α,β-insaturado (Aizenbud, Aizenbud, Reznick, & Avezov, 2016; Navarro-

Medina, Mercado-Pichardo, Hernández-Pérez, & Hicks, 1999). Esta molécula apresenta 

uma fórmula molecular de C3H4O, como um peso molecular correspondente de 56.064

https://pt.wikipedia.org/wiki/J%C3%B6ns_Jacob_Berzelius
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Figura 7. Fórmula Estrutural da Acroleína 

(adaptado de Aldini et al., 2015). 

 g/mol (Pubchem, s.d.). O ACR é um aldeído pequeno, de cadeia curta, apresentando na 

sua constituição 3 carbonos, onde integra na estrutura dois grupos funcionais: um grupo 

alceno (representado pela ligação dupla entre os átomos de carbono 2 e 3) e um grupo 

aldeído (ligado ao carbono 1 da cadeia) (Figura 7) (Pizzimenti et al., 2013).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta molécula apresenta alta reatividade (dos produtos da peroxidação lipídica a ACR é 

a mais reativa), reagindo rapidamente com locais nucleófilos de proteínas, DNA e 

fosfolípidos sendo através destas reações que ele provoca citotoxicidade e desse modo, 

desenvolve danos nos tecidos, sendo assim conhecida por ser um grande perigo para a 

saúde humana. Além disso, a acroleína é também um eletrófilo forte, explicando assim a 

sua forte reatividade para grupos amina e tiol dos resíduos de cisteína, histidina e lisina. 

É de referir ainda que, acroleína é um composto tóxico (mais que o 4-hidroxinonenal), 

apresenta uma semi-vida entre horas a dias e é solúvel em água, álcool e éter dietilico, 

características estas que dão a capacidade da molécula atravessar membranas por 

difusão passiva (Erejuwa et al., 2013; Li, Wang, Kaphalia, Ansari, & Khan, 2004; Shi, 

Rickett, & Sun, 2011; Shibata, Uemura, Hosokawa, & Miyashita, 2015; Stevens & 

Maier, 2008; Takamatsu, Fukase, Oka, & Kitazume, 2016; Tully, Zheng, & Shi, 2015). 

No que diz respeito às origens da acroleína, esta molécula pode ser encontrada de duas 

formas, exogenamente ou endogenamente. De forma exógena, este composto é 

considerado um poluente ambiental, estando presente no ar através de processos de 

combustão de matérias orgânicas ou de combustíveis (cravão, gasolina, madeiras,
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plásticos e papel); em alimentos (pão, queijo, vinho, cerveja e café); no cozimento de 

gorduras, óleos e açúcares que proporcionam o aumento da concentração de acroleína; 

em produtos químicos como herbicidas; como também, no fumo de cigarros, uma vez

 que é um dos principais componentes do fumo. Deste modo, tendo em conta o que foi 

supramencionado, a acroleína apresenta um vasto leque de fontes relativos à sua 

molécula, com a capacidade de provocar toxicidade direta no homem, causando 

irritações na pele, olhos e danos no sistema respiratório (Dalle-Donne et al., 2006; 

Erejuwa et al., 2013; Moghe et al., 2015; Pizzimenti et al., 2013; Singh, Kapoor, & 

Bhatnagar, 2015).  

Relativamente às fontes endógenas de acroleína e as que tem mais interesse neste 

trabalho, esta molécula pode ser obtida de quatro formas: como produto da 

metabolização de aminoácidos, metionina e treonina, por ação da enzima 

mieloperoxidase presente nos neutrófilos; pelo catabolismo de poliaminas mediada pela 

amina oxidase; como produto metabólico de fármacos contra o cancro (Ex: 

ciclofosfamida); e por fim, como produto secundário da peroxidação de lípidos de 

ácidos gordos polinsaturados, sendo esta a principal via de obtenção de acroleína no 

corpo humano (apesar de existir em quantidades muito pequenas) (Aizenbud et al., 

2016; Faroon et al., 2008; Li et al., 2004; Moghe et al., 2015).  

Uma vez formada a acroleína por meio da peroxidação lipídica, esta molécula pode 

sofrer duas ações pelo corpo, ou passa pela biotransformação ou forma adutos com 

biomoléculas. Relativamente à biotransformação, esta ocorre pela via enzimática, onde 

acontece a desintoxicação da molécula, sofrendo a ação de 4 enzimas diferentes, aldeído 

desidrogenase, epóxido hidrase, aldose redutase e glutationa. Através da ação do aldeído 

desidrogenase nos microssomas do fígado e do citosol, a acroleína é convertida em 

ácido acrílico; sob a presença de NADPH a ACR é convertida num epóxido 

glicidaldeído e de seguida em gliceraldeído pela ação da epóxi hidrolase. Quer o ácido 

acrílico quer gliceraldeído formados pela desintoxicação da acroleína ainda podem ser 

convertidos em dióxido de carbono. Para além da ação das duas enzimas anteriores, a 

acroleína pode ser reduzida a álcool alílico aquando da presença da aldose redutase. Por 

fim, e a via mais importante de metabolização da acroleína, ocorre através da 

conjugação da acroleína com a glutationa, que com ou sem a presença de um catalisador 

(glutationa-S-transferase), forma o ácido mercaptúrico, que é o principal metabolito da 

acroleína identificado na urina (Halder & Bhattacharyya, 2014; Kolb, Hunsaker, & Jagt, 
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1994). Ao esgotar-se a glutationa que promove o equilíbrio do meio, começa a ocorrer 

acumulação de acroleína no organismo, e, consequentemente, há a formação de adutos

 de proteínas e de DNA por parte da acroleína acumulada, que provoca ações 

indesejáveis para o corpo humano (Pizzimenti et al., 2013). Assim sendo, a formação de 

adutos mencionada anteriormente pode ocorrer de duas formas, pela adição de Michael 

ou pelas bases de Schiff. Através da adição de Michael, este vai provocar modificação 

de grupos funcionais de amino, sulidrilo e imidazol dos resíduos de cisteína, lisina e 

histidina, formando adutos estáveis de acroleína com proteínas ou de DNA (a acroleína 

também pode reagir com o DNA formando adutos através do seu local nucleófilo). 

Como também, por ação das bases de Schiff que reage com grupo amino de 

aminoácidos, onde ocorrem ligações cruzadas (Aizenbud et al., 2016; Dalle-Donne et 

al., 2006; Halder & Bhattacharyya, 2014; Li et al., 2004; Takamatsu et al., 2016). 

Quando ocorre a acumulação de acroleína no organismo, este pode provocar um grande 

número de efeitos negativos, dentro dos quais se podem destacam, a indução de morte 

celular, deterioração e degeneração de neurónios do hipocampo; alterações na fluidez da 

membrana e proliferação celular; interrupção da ação de alguns organelos 

(mitocôndrias, reticulo endoplasmático e membranas); danificação de DNA; redução da 

captação de glutamato e de transporte de glicose; inibição das bombas de sódio e cálcio, 

bem como, de enzimas (aspartato aminotransferase, DNA-polimerase, α-primase e α1-

proteinase); modificação da transdução de sinal provocando defeitos que podem levar 

ao surgimento de doenças; como também, a presença de quantidades elevadas de 

acroleína faz aumentar ainda mais o stress oxidativo levando à ocorrência de apoptoses 

(Kwolek-Mirek, Bednarska, Bartosz, & Bilinski, 2009; Li et al., 2004; Moghe et al., 

2015; Pizzimenti et al., 2013).  

Tendo em conta as ações que a acroleína exerce no corpo aquando do seu excesso este 

pode vir despoletar ou participar no surgimento de diversas patologias, nomeadamente, 

doenças cardiovasculares, doença de Alzheimer, doença de Parkinson, DPOC, 

aterosclerose, nefropatias, diabetes, lesão da medula espinhal, esclerose múltipla, 

esclerose lateral amiotrófica, distúrbios da dor, inflamação crónica, tumores, doenças 

auto-imunes, hipertensão, alterações a nível do colesterol, assim como, pode estar 

associado a doentes com insuficiência renal crónica ou com problemas gastrintestinal 

(Erzsébet et al., 2015; Kehrer & Biswal, 2000; Moghe et al., 2015; Pizzimenti et al., 

2013; Takamatsu et al., 2016; Tully et al., 2015). 



Capítulo 2 - Biomarcadores de Stress Oxidativo 

 

53 

De modo a perceber a existência de acroleína no corpo humano ou numa determinada 

patologia, é necessário recorrer à análise de amostras biológicas. Dentro das amostras 

biológicas existentes, a acroleína pode-se encontrar no sangue, plasma, saliva, urina 

(metabolito presente em elevadas quantidades), fezes, como também, em diversos 

tecidos (cérebro, olhos, pele, pulmões, coração, fígado, rins, intestino, sistema 

reprodutor e bexiga) (Aizenbud et al., 2016; Erzsébet et al., 2015; Moghe et al., 2015). 

A maior parte das técnicas existentes para quantificação de acroleína, estão adaptadas 

para a medição de acroleína vindas de fontes exógenas, ou seja, obtidas por exemplo a 

partir de processos industriais ou da combustão do tabaco, uma vez que estas fontes são 

as que apresentam maiores valores desta molécula, sendo possível realizar 

quantificações diretas da acroleína através de técnicas de GC/MS e LC/MS (com 

reagente de derivatização), como também, por métodos indiretos de HPLC-UV e HPLC 

com deteção por fluorescência, ambas com uso de reagentes de derivatizaçãos. Contudo, 

para a deteção de acroleína endógena estas técnicas apresentam limitações, 

nomeadamente, devido à grande reatividade que esta molécula apresenta, que provoca a 

diminuição da eficiência das derivatizações utilizadas nestas técnicas, bem como, ao 

fato de endogenamente a acroleína ser gerada em concentrações muito mais baixas 

comparada aos valores de fontes exógenos, dificultando assim a sua mediação. Deste 

modo, há a necessidade de encontrar técnicas que sejam capazes de resolver esta 

questão, que consigam ter a capacidade de pesquisar acroleína em concentrações mais 

pequenas, ou seja, que as técnicas quantitativas que venham a surgir sejam mais 

sensíveis para esta molécula (Erzsébet et al., 2015; Li et al., 2004; Navarro-Medina et 

al., 1999; Tully et al., 2015).  

Assim sendo, as três técnicas de quantificação que vêm facilitar a quantificação de 

acroleína em diversas amostras biológicas e em tecidos de interesse, são: a derivatização 

de acroleína seguida de LC/GC-MS; immunoblotting em anticorpos de acroleína 

(utilizando adutos de acroleína-proteína); e, o método baseado na quantificação de ácido 

3-hidroxipropil mercaptúrico (3-HPMA; a quantificação é feita ao metabolito da 

acroleína que está presente na urina através de LC/MS/MS). Tal como todos os métodos 

analíticos existentes, estes apresentam vantagens e limitações associadas, e as técnicas 

mencionadas anteriormente não são exceção, deste modo, cabe ao investigador escolher 

o método que mais se adequa às suas necessidades e intenções de pesquisa, sendo por 
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vezes benéfico a combinação de teste para obter melhores resultados (Tully et al., 

2015). 

 

III. Isoprostanos 

Os biomarcadores de peroxidação de lipídica, não se restringem apenas aos aldeídos 

anteriormente analisados como, o 4-hidroxinonenal, malondialdeído e a acroleína, existe 

também um outro grupo de moléculas que contribui em muito para a deteção e 

quantificação de stress oxidativo em lípidos, nomeadamente, os isoprostanos.   

Os isoprostanos foram descritos pela primeira vez em 1990, por um grupo de 

investigadores através do artigo “A series of prostaglandin F2-like compounds are 

produced in vivo in humans by a non-cyclooxygenase, free radical-catalyzed 

mechanism”, onde descobriram por mero acaso a 1º classe de isoprostanos (F2-

Isoprostanos/F2-IsoPs) em humanos, compostos este semelhantes às prostaglandinas F2 

e considerados um produto da peroxidação lipídica. A descoberta deste marcador vem 

contribuir de forma bastante útil para pesquisa e quantificação do dano oxidativo quer in 

vitro quer in vivo causado por radicais livres (Milne, 2017; Morrow et al., 1990; Roberts 

& Milne, 2009). 

A classe dos F2-isoprostanos, descobertos em 1990, são isómeros com características 

semelhantes a prostaglandinas. A obtenção destes compostos faz-se através de 

processos in vivo de peroxidação não-enzimática de radicais livres sobre ácidos gordos 

polinsaturados, que advém especificamente do ácido araquidónico esterificado presente 

nos fosfolípidos de membranas celulares. É de realçar ainda que o ácido gordo 

polinsaturado mencionado anteriormente, não sofre qualquer tipo de ação da enzima 

cicloxigenase para a formação dos F2-isoprostanos, dependendo apenas da presença e 

ataque de radicais livres. Após a formação in situ de F2-IsoPs, estes sofrem clivagem e 

são libertados para a circulação por ação da enzima fosfolipase A2 e do ativador 

plaquetário acetilhidrolase (PAF-AH), sendo depois excretados na urina como 

isoprostanos livres (Czerska, Zieliński, & Gromadzińska, 2016; Erzsébet et al., 2015).  

Aquando da formação do F2-isoprostanos, este tem a capacidade de gerar 4 

regioisómeros (e cada um deles é constituído por 8 diastereoisómeros racémicos), que 

podem ser designados de duas formas, ou através das serie 5, 8, 12, 15 (nomenclatura de 



Capítulo 2 - Biomarcadores de Stress Oxidativo 

55 

Taber; a sua seleção depende da posição em que se encontra o átomo de carbono ao qual 

o grupo OH da cadeia lateral está ligado.); ou consoante o tipo III, IV, V e VI 

(nomenclatura de Rokach; a sua seleção tem como base o número de carbono

existentes entre o carbono ómega e a primeira ligação dupla) (Figura 8) (Cracowski & 

Durand, 2002; Musiek & Morrow, 2005). 

 

 

 

 

O novo marcador de peroxidação de lípidos, F2-IsoPs, é uma classe pertencente à 

família dos eicosanóides e é constituída por 64 prostaglandinas F2α. Estes compostos são 

o grupo mais bem estudado para a análise de peroxidação lipídica, formada in vivo, 

apresentando alta estabilidade e especificidade, características que contribuem para que 

o marcador seja dos mais precisos e de confiança para medição. Além do mais, estas 

moléculas são robustas, apresentam uma cadeia lateral em conformação cis voltada para 

o anel do ciclopentano, os métodos aplicados são não-invasivos apesar da sua difícil 

medição, dependentes da presença de radicais livres e estão presentes em quantidades 

detetáveis em todos os tecidos e fluídos biológicos (Czerska et al., 2016; Milne, 2017; 

Montuschi et al., 2004; Vasconcelos et al., 2007). 

De entre os diversos regioisómeros gerados pelo F2-isoprostano, o 8-isoprostaglandina 

F2α (8-iso-PGF2α) é o mais abundante e popular dos biomarcador de peroxidação 

lipídica, tendo sido dos primeiros isómeros a ser sintetizado (Milne, 2017). Apesar de

Figura 8. Imagem esquemática da formação de F2-Isoprostanos e os seus quatro 

regioisómeros (adaptado de Cracowski & Durand, 2002). 
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 ser denominado como 8-iso-PGF2α, esta nomenclatura já não é muito usual uma vez 

que não permite a diferenciação das numerosas estruturas isométricas existentes, como 

tal, a nova nomenclatura para esta molécula pode ser apresentada de duas formas: 

segundo a nomenclatura de Taber, 15-F2t-IsoP; ou pela nomenclatura de Rokach, iPF2α 

– III (Tabela 3) (Cracowski & Durand, 2002). Esta molécula apresenta uma fórmula 

molecular de C20H34O5, com um peso correspondente de 354,487 g/mol (Pubchem, 

s.d.).   

 

 

 

Relativamente à ação dos F2-isoprostanos, e consequentemente da 15-F2t-IsoP, estes 

apresentam uma potencial ação vasoconstritora (Dalle-Donne et al., 2006). Estas 

moléculas encontram-se essencialmente in vivo, onde apesar de existir quantidades 

mínimas em alguns alimentos, a sua obtenção por esses meios e a sua absorção no 

intestino não é significativa de forma a provocar alterações a nível da urina ou do 

plasma, como tal, os isoprostanos não são influenciados pelo teor de lípido da dieta 

estando dependente apenas de fatores endógenos (Frijhoff et al., 2015). Como tal, a 

única forma até ao momento conhecida capaz de influenciar a produção de isoprostanos 

no meio é a variação da concentração de O2 e a velocidade de metabolização destas 

moléculas, tornando-se assim uma vantagem comparativamente com os marcadores 

anteriormente abordados nesta monografia (Barra Ferreira Barbosa et al., 2008; Czerska 

et al., 2016). Tendo em conta que a presença e acumulação de 15-F2t-IsoP no organismo 

pode levar à estimulação ou contribuir para alterações de alguns mecanismos no corpo, 

estas ações podem variar deste, a ocorrência de broncoconstrição em doentes com asma, 

provocar a diminuição do fluxo renal ou induzir insuficiência renal, provocar o aumento 

Tabela 3. Imagem esquemática da fórmula estrutural do 8-iso-PGF2α e as suas três nomenclaturas 

(adaptado de Cracowski & Durand, 2002). 
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da atividade plaquetária em doentes com diabetes, como também, levar à estimulação de 

respostas proliferativas em fibroblastos (Montuschi et al., 2004). 

Deste modo, após a formação do 15-F2t-IsoP, esta molécula pode estar presente no 

plasma sob concentrações que variam entre 40 – 100 pg/mL e podem ser encontradas de 

2 formas: esterificada a lípidos (forma mais abundante) ou na forma de ácido livre 

(Dalle-Donne et al., 2006; H. & Breemen, 2010). Apresentando-se na forma livre este é 

rapidamente metabolizado e eliminado na urina, rapidez essa que dificulta 

posteriormente a sua quantificação prática (Halliwell & Lee, 2010). A metabolização 

desta molécula pode sofrer a ação da β-cisão ou ser reduzido para os metabolitos, 2,3-

dinor-8-isoprostaglandina F2α e 2,3-dinor-5,6-dinor-8-prostaglandina F2α, 

respetivamente. Os metabolitos obtidos são encontrados na urina em quantidades 

significativas, tornando a sua mediação através desta amostra biológica um método de 

eleição, devido ao meio utilizado não ser invasivo, podendo ainda através da sua análise 

demonstrar o estado de oxidação integrada no tempo, sendo considerado um potencial 

biomarcador de lesões oxidativas (Halliwell & Lee, 2010; Milne, 2017).  

Tal como referido anteriormente, o sucessivo aumento e acumulação de F2-isoprostanos 

podem provocar alterações ou mesmos danos no organismo, desse modo, a sua presença 

no organismo pode estar associado a diversas patologias, nomeadamente, doença 

cardiovascular (Ex: aterosclerose, isquemia/lesão de reperfusão, insuficiência cardíaca, 

acidente vascular cerebral, etc), doenças neurológicas (doença de Alzheimer), 

inflamação aguda/crónica, diabetes, doenças pulmonares (Ex: asma, DPOC, doença 

intersticial pulmonar, insuficiência respiratória), esclerose múltiplas, lúpus eritematoso 

sistémico, fibrose cística, doenças hepáticas, obesidade, ou mesmo, cancro. Por vezes, 

estas moléculas encontram-se associadas ao tabagismo, como também, a mecanismos de 

envelhecimento a longo prazo, que pode provocar danos oxidativos relevantes devido a 

processos de peroxidação lipídica continua (Halder & Bhattacharyya, 2014; Milne, 

2017; Musiek & Morrow, 2005). 

De forma a realizar as técnicas analíticas para proceder à mediação e deteção do 15-F2t-

IsoP no organismo, é necessário recorrer primeiramente a amostras biológicas. Tal 

como já referido, esta molécula encontra-se distribuído pelo organismo e em diversos 

tecidos, nomeadamente, no soro, plasma, saliva, urina, fluido de lavado broncoalveoar, 

líquido cefalorraquidiano (LCR), bílis, linfa, condensado de respiração expirada, como 

também, fluido sinovial e amniótico. Assim, de entre essas amostras o plasma e urina 
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são considerados as amostras de eleição para análise e as que dão um índice mais 

preciso e exato de stress oxidativo (Dalle-Donne et al., 2006; Janicka, Kot-Wasik, Kot, 

& Namiesnik, 2010). 

Atualmente existem diversos métodos disponíveis para quantificação de F2-

Isoprostanos, nomeadamente, GC-MS, GC/MS/MS, LC/MS/MS, GC/NICI-MS 

(Cromatografia Gasosa acoplada à espectrometria de massa com ionização química 

negativa), como também, técnicas imunológicas (ELISA e RIA). De entre as técnicas 

analíticas mencionadas, a GC/NICI-MS é considerada o método de referência para a 

medição de F2-isoprostanos, devido à sua alta sensibilidade, especificidade e 

confiabilidade, contudo é uma técnica demorosa e relativamente cara. Em alternativa, os 

testes imunológicos apesar da sua limitada precisão e especificidade (ocorrência de 

reações de cruzadas), estes têm vindo a sobressair-se devido à sua fácil aplicação e 

baixos custos, tornando-se assim o método mais usados na medição da oxidação lipídica 

(Chandra, Panchatcharam, & Miriyala, 2016; Dalle-Donne et al., 2006; França et al., 

2013; Musiek & Morrow, 2005).  

 

2.3.2. Proteínas: Oxidação Proteica 

De entre as inúmeras moléculas presentes no organismo e as suas diversas 

funcionalidades, existe uma que é crucial para todos os seres vivos, as proteínas. Esta 

molécula complexa, constituída por diversos aminoácidos, está envolvida num vasto 

número de processos fundamentais para o bom desempenho celular, processos esses que 

vão desde a sua função de transportador, mensageiro, sinalizador e regulador dos 

tecidos e órgãos do corpo, como também, a sua importante função suporte e estrutura de 

diversas células, tornando a sua presença essencial para a manutenção e ocorrência de 

vida (Cecarini et al., 2007; Zong, Liu, Guo, & Sun, 2011). 

Contudo, tal como acontece em muitas outras moléculas, as proteínas também estão 

sujeitas a sofrer danos por diversos mecanismo. Uma vez que é um composto que 

apresenta alguma reatividade devido aos seus grupos funcionais e está presente em 

maior abundancia nas células e no organismo, esta molécula torna-se um alvo 

preferencial de ataque de espécies reativas de oxigénio (ROS), estando sujeito a sofrer 

modificações quer a nível da sua atividade biológica quer da sua estrutura (Bo, Martini, 
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POrrini, Klimis-Zacas, & Riso, 2015; Erzsébet et al., 2015; Höhn, König, & Grune, 

2013).  

Desse modo, a oxidação proteica por ação de espécies reativas de oxigénio consiste 

numa modificação das características covalentes de uma determinada proteína que pode 

ocorrer de forma direta ou indireta, causando alterações estruturais na molécula, que 

pode ir desde a fragmentação das proteínas, oxidação das cadeias laterais dos 

aminoácidos ou mesmo formando ligações cruzadas proteína-proteína (Trnkova, Drsata, 

& Bousava, 2015; Yk, 2016). Estas alterações estruturais trazem consigo modificações 

negativas para as proteínas, e consequentemente, para as próprias células e organismo, 

uma vez que vai afetar diversas funções que estão associadas à sua ação. Assim sendo, a 

ocorrência de agregações de cadeias peptídicas, modificações de carga elétrica das 

proteínas, a exposição de resíduos hidrófobos, a dissociação de subunidades, vias de 

sinalização, proteínas de transporte e recetores afetados, alteração da atividade 

enzimática, bem como, a indução de apoptose ou necrose, são algumas consequências 

que podem surgir por ação das ROS nas proteínas (Domenico, Coccia, Butterfield, & 

Perluigi, 2011; Dunlop, Brunk, & Rodgers, 2009; Lobo et al., 2010; Trnkova et al., 

2015). 

No que diz respeito à oxidação proteica, as espécies reativas de oxigénio podem 

causar dois tipos de oxidações nas proteínas, as de efeito reversível ou irreversível. 

Relativamente à oxidação de efeito reversível, este processo está envolvido na regulação 

de estruturas e das funções das proteínas, bem como, nas vias de sinalização, onde após 

a ocorrência de stress oxidativo as proteínas conseguem volta à sua forma nativa 

recuperando assim os aminoácidos. A cisteína e a metionina, são alguns dos resíduos de 

aminoácidos que sofrem este tipo de oxidação por parte da ROS A oxidação em 

resíduos de cisteína ocorrer a nível do grupo tiol do aminoácido, uma vez que é o local 

mais suscetível ao ataque da ROS, levando à formação de S-sulfenação, S-nitrosilação, 

S-glutationilação, dissulfetos. Quanto aos resíduos de metionina o grupo atingido é o 

tioéter, onde há a formação de sulfóxido de metionina.(Cai & Yan, 2013; Erzsébet et 

al., 2015; Naskaski & Bartsosz, 2001; Phaniendra & Babu, 2015; Yan, 2014). 

A oxidação de efeito irreversível causada por ação das ROS é um processo que leva à 

perda da função proteica e à ocorrência de acumulação ou degradação das proteínas, que 

consequentemente conduz a dois tipos de modificações, a formação de proteínas
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 carboniladas e a nitrotirosina. Estes dois produtos oxidação proteica de efeitos 

irreversíveis, são por norma associados ao dano por stress oxidativo, e desse modo são 

utilizados como biomarcadores para avaliar a oxidação em diversas patologias (Cai & 

Yan, 2013; Naskaski & Bartsosz, 2001; Phaniendra & Babu, 2015; Yan, 2014). 

 

2.3.2.1.Biomarcadores de Oxidação Proteíca 

I. Proteínas Carboniladas 

A oxidação proteica pode resultar na formação de diversos produtos, podendo estes ser 

ou não recuperados após oxidação. De entre os produtos de oxidação de efeito 

irreversível, as proteínas carboniladas são as preferenciais para a medição do stress 

oxidativo, devido à acessibilidade que este grupo tem em relação aos resíduos de 

aminoácido, caso que não acontece com a nitrotirosina, uma vez que é altamente 

seletivo e nem todas proteínas ou os resíduos de tirosina conseguem sofrer nitração (Cai 

& Yan, 2013).    

Relativamente às proteínas carboniladas, mais precisamente ao grupo carbonilo, este é 

quimicamente estável (sendo uma vantagem comparativamente aos produtos da 

peroxidação lipídica como marcadores de stress oxidativo), é irreversível e as 

modificações ocorridas por ele são irreparáveis. Além do mais, as proteínas 

carboniladas apresentam na sua constituição, um átomo de carbono e outro de oxigénio 

ligados entre si por uma ligação dupla, esta estrutura é comummente encontrada em 

determinados grupos funcionais bem conhecidos, nomeadamente, os aldeídos e as 

cetonas. Assim sendo, o grupo carbonilo vai sendo introduzido nas cadeias laterais de 

diversos aminoácidos devido ao processo de oxidação a que ele é sujeito (Bo et al., 

2015; Domenico et al., 2011; Erzsébet et al., 2015; Thanan et al., 2015). 

O ataque das ROS a aminoácidos pode ser induzido por diversas espécies, podendo ser 

elas radicalares (ião superóxido, radicais hidróxilo, peróxilo, alcóxido e hidroperóxido), 

como também, não radicalares (ácido hipocloroso, peroxido de hidrogénio, ozono, 

singleto de oxigénio) (Phaniendra & Babu, 2015; Weber, Davies, & Grune, 2015). A 

reação ocorrida entre estas espécies reativas e os aminoácidos podem levar à formação 

de ligações de proteínas e provocar a libertação do grupo carbonilo. A formação de 

proteínas carboniladas pode ocorrer de diversas formas, nomeadamente, através da 
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oxidação direta de ROS aos resíduos de aminoácidos (lisina, arginina, prolina, treonina, 

histidina) ou por clivagem oxidativa da cadeia principal da proteína (por meio da via de 

α-amidação ou por oxidação da cadeia lateral do glutamato). Além do mais, existem 

ainda outras vias de oxidação para a obtenção de proteínas carbonildas, as indiretas. 

Essas oxidações podem ocorrer através da oxidação de lípidos, que pelo processo de 

peroxidação de lipídica, onde se obteve aldeídos reativos (HNE, MDA e acroleína), vão 

reagir e formar adutos com resíduos de cisteína, histidina, arginina e lisina pela adição 

de Michael; ou também, através do processo de redução de açucares ou de outros 

produtos de oxidação (por meio da glicação ou glicoxidação) que ao reagirem com 

resíduos de aminoácido formam grupos carbonilo (Dalle-donne, Giustarini, Colombo, 

Rossi, & Milzani, 2003; Dalle-Donne et al., 2006; Phaniendra & Babu, 2015; Weber et 

al., 2015).  

De entre os processos anteriormente descritos, a oxidação direta de resíduos de 

aminoácidos é o processo que melhor descreve a oxidação proteica, utilizando como 

marcador de stress oxidativo a proteínas, o grupo carbonilo. Os resíduos de aminoácido 

que sofreram oxidação direta por este processo formam os seguintes produtos: o 

semialdeído glutâmico (resíduos de aminoácidos de prolina e arginina), semialdeído 

aminoadípico (resíduos de aminácido lisina), ácido 2-amino-3-cetobutírico (resíduos de 

aminoácido de treonina) e 2-oxo-histidina (resíduos de aminoácidos de histidina), sendo 

estes posteriormente medidos por métodos analíticos (Figura 9) (Phaniendra & Babu, 

2015; Thanan et al., 2015; Weber et al., 2015).  

Tendo em conta todas as modificações ocorridas anteriormente para a formação dos 

produtos de oxidação proteica, e mais especificamente dos grupos carbonilo, o aumento 

da concentração e consequente acumulação no organismo, está associado ao 

desenvolvimento de um vasto leque de patologias, de entre as quais podemos destacar, 

as doenças de Alzheimer, Parkinson e Huntington, doenças respiratórias (síndrome de 

dificuldade respiratória, doença pulmonar crónica, displasia broncopulmonar), 

aterosclerose, diabetes, amiloidose, pré-eclâmpsia, fibrose cística, pancreatite aguda, 

insuficiência renal crónica, lesão isquémia/reperfusão, artrite reumatoide, esclerose 

lateral amiotrófica, síndrome de Werner e progeria, bem como, sépsis grave e o cancro. 

Além destas patologias, o fumo de tabaco e o processo de envelhecimento também estão 

associadas à presença de níveis elevados de proteínas carboniladas no organismo 

(Phaniendra & Babu, 2015; Thanan et al., 2015; Trnkova et al., 2015). 
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No que concerne aos métodos analíticos de deteção de grupos carbonilo, estes podem 

ser realizados recorrendo ao uso de amostras biológicas, nomeadamente, o plasma. (Bo 

et al., 2015). De seguida, para se proceder à análise analítica em si, é necessário realizar 

primeiramente uma derivatização do grupo carbonilo com o reagente 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) que forma um aduto estável proteína-DNPH, que é 

detetado por espectrofotometria a um comprimento de onde de 370 nm. Esta 

derivatização é necessária para qualquer método que seja realizado, uma vez que as 

proteínas carboniladas não são detetadas diretamente devido à ausência propriedades 

físico-químicas especificas (falta de absorção e de fluorescência). Assim sendo, de entre 

as diversas técnicas analíticas disponíveis, os métodos baseados em HPLC e ELISA, 

são os mais utilizados hoje em dia, devido ao seu alto rendimento e padronização, como 

também, à sua sensibilidade (Bo et al., 2015; Erzsébet et al., 2015; Marrocco, Altieri, & 

Peluso, 2017).  

 

 

Figura 9. Estrutura dos grupos de carbonilo produzidos pela oxidação direta da cadeia lateral de 

aminoácidos. 1) Semialdeído Glutâmico obtido de resíduos de Prolina e Arginina; 2) Semialdeído 

Aminoadípico obtido de resíduos de Lisina; 3) Ácido 2-amino-3-cetobutírico obtido de resíduos de 

Treonina; 4) 2-oxo-histidina obtido de resíduos de Histidina (adaptado de Dalle-donne et al., 2003). 
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2.3.3. DNA: Oxidação de Ácidos Nucleicos 

A ocorrência de vida tal como a conhecemos e sua permanente existência na terra deve-

se essencialmente à presença de uma molécula muito importante, denominada de, ácido 

desoxirribonucleico (DNA). Esta molécula encontra-se presente nas células de todos os 

organismos, desde as bactérias até ao ser humano, onde tem em si armazenado toda a 

informação genética necessária para o crescimento, desenvolvimento e reprodução de 

vida. O DNA apresenta na sua estrutura três grupos essenciais para a sua constituição, 

um grupo fosfato, uma pentose (desoxirribose) e quatro bases azotadas (adenina, 

citosina, guanina e timina), onde estas bases podem ser pirimídicas (citosina e timina) 

ou púricas (adenina e guanina) (Barra Ferreira Barbosa et al., 2008; Travers & 

Muskhelishvili, 2015; Udupa & Hallikeri, 2016).  

Contudo, tal como acontece nos lípidos e proteínas, o DNA também está sujeito a sofre 

danos por diversas vertentes (apesar de ser com menor frequência), quer através da má 

incorporação de bases azotadas durantes o processo de replicação, por dano hidrolítico 

onde resulta a desaminação de bases e por fim, dano oxidativo provocado por ação de 

radicais livres (Udupa & Hallikeri, 2016). De entre os vários tipos de DNA, o DNA 

mitocondrial é o mais suscetível ao ataque das ROS comparativamente com o DNA 

nuclear, uma vez que o mitocondrial apresenta maior proximidade à cadeia respiratória, 

como também, por não ter a presença de proteínas nucleares capazes de conferir 

proteção à molécula ( Dąbrowska & Wiczkowski, 2017). 

A espécie reativa de oxigénio que causa maior dano à estrutura de DNA é o radical 

hidróxilo. Este radical é gerado pela reação entre iões de metais de transição com o 

peróxido de hidrogénio, através de um processo denominado de reação de Fenton. 

Desse modo, após a formação do radical livre, o hidróxilo tem a capacidade de reagir e 

atacar a molécula de DNA provocando inúmeras alterações na sua molécula, dentro das 

quais, quebra de ligações simples ou duplas, modificações e troca de bases azotadas, 

formação de grandes obstáculos dentro da cadeia de DNA, mutações e translocações, 

deleções, como também, a formação de adutos (MDA; proteínas e produtos de 

glicoxidação) (Al-Dalaen & Al-Qtaitat, 2014; Colak, 2008; N. Dąbrowska & 

Wiczkowski, 2017). Estas alterações têm posteriormente implicações negativas para 

com as células, que vão desde, a despolarização da membrana celular, redução de 

concentrações de ATP nas células, aumento da concentração de iões cálcio e 
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permeabilidade da membrana celular, oxidação de nucleótidos e diminuição dos níveis 

de glutationa. Assim, todas a alterações anteriormente mencionadas provocam 

repercussões negativas no organismo, culminando em eventos mutagénicos ou mesmo 

carcinogénicos (Dąbrowska & Wiczkowski, 2017; Marrocco et al., 2017).

Visto que, o radical mais abundante e mais danos provoca ao DNA, é o radical 

hidróxilo, as ROS pode reagir de duas formas com as bases de DNA, nomeadamente, 

através das bases púricas, onde ocorre a formação de diversos produtos dentro dos quais 

se destaca o 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG); ou por interação com as bases 

pirimídicas, que entre os vários compostos formados, o 5-hidroximetil-2’-desoxiuridina 

(5-OHdU), se sobressai. Desse modo e devido a determinadas características que as 

moléculas anteriormente formadas apresentam, a 8-OHdG e 5-OHdU são destacadas 

como marcadores da extensão de danos oxidativos em DNA (Colak, 2008; Marrocco et 

al., 2017).  

 

2.3.3.1.Biomarcadores de Oxidação de Ácidos Nucléicos 

I. 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) e 5-hidroximetil-2’-

desoxiuridina (5-OHdU) 

A oxidação de ácidos nucleicos, através do ataque do radical hidroxilo ao carbono 8 da 

guanina, fez resultar na formação de um marcador bastante útil para a deteção da lesão 

por ação oxidativa, nomeadamente, o 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) (Figura 

10). Este composto apresenta uma fórmula molecular de C10H13O5 com um peso 

molecular correspondente de 283.244 g/mol, é uma molécula altamente mutagénica, que 

se encontra em grandes quantidades, com caraterísticas estáveis, sendo um dos 

compostos mais bem estudados (Pubchem, s.d.).  

A 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina devido à sua grande capacidade de atravessar 

membranas celulares, este pode ser encontrado em amostras de urina e soro, além 

destes, é possível também detetar o 8-OHdG em amostras de plasma, saliva e tecidos 

(Colak, 2008; Frijhoff et al., 2015). Através da utilização destas amostras biológicas é 

possível verificar a existência de quantidades elevadas deste composto em múltiplas 

patologias, nomeadamente, em diversos cancros, aterosclerose, diabetes, doenças 

neurodegenerativas (doenças de Parkinson e de Alzheimer), doenças auto-imunes 
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(artrite reumatoide e lúpus), como também, está presente nos mecanismos de 

envelhecimento (Dąbrowska & Wiczkowski, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

De forma a se conseguir detetar e medir as lesões causadas pelos radicais livres no 

DNA, é necessário recorrer a determinados métodos analíticos. Para a deteção de 8-

OdG, existe um vasto leque de opções disponíveis, podendo a sua medição ser realizada 

de duas formas: por métodos diretos ou indiretos. Dentro dos métodos diretos podemos 

destacar, HPLC com deteção eletroquímica, HPLC-MS/MS, LC-MS/MS, GC-MS e 

marcação com fósforo radioativo (32P). Relativamente aos métodos indiretos 

encontram-se, o ensaio comet, eluição alcalina, ELISA, RIA e PCR (reação em cadeia 

polimerase). Tendo em contas os métodos anteriormente referidos, o HPLC e ELISA 

são os mais frequentemente utilizados, contudo, apesar da alta precisão e sensibilidade 

conferida pelo método de HPLC, este é um teste complexo e demoroso, sendo por vezes 

substituído por uma alternativa mais simples como a ELISA (Bo et al., 2015; 

Dąbrowska & Wiczkowski, 2017; Shah, Mahajan, Sah, Nath, & Paudyal, 2014).  

Outro marcador de grande interesse para a medição do dano oxidativo em aminoácidos 

é o 5-hidroximetil-2’-desoxiuridina (5-OHdU). Este composto apresenta uma formula 

molecular C10H14O6 com um peso molecular correspondente de 258.23 g/mol (Figura 

11) (Pubchem, s.d.). Apesar da pouca informação disponível, o 5-OHdU é dos 

principais produtos obtidos pela oxidação da base azotada timina. Verificou-se que a 

presença de elevadas concentrações desta molécula em tecidos de DNA está associado 

ao cancro da mama, uma vez que os seus anticorpos foram quantificadas em amostras 

Figura 10. Fórmula Estrutural do 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) 

(adaptado de Loft et al., 2008). 
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de sangue, através do método imunológico, ELISA (Bo et al., 2015; Virgilio et al., 

2015).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Fórmula Estrutural do 5-hidroximetil-2’-desoxiuridina (5-OHdU) 

(adaptado de Loft et al., 2008). 
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CONCLUSÃO 

A presença de espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo é um fenómeno 

inevitável de acontecer. Porém, para evitar a ocorrência de danos por parte das ROS, a 

ação de espécies antioxidantes contra estes torna-se crucial para manter o equilíbrio 

celular.  

Todavia, a eficácia de atuação dos antioxidantes para com as espécies reativas de 

oxigénio podem por vezes não ser o suficiente, desencadeando o aparecimento de 

mecanismos de stress oxidativo.   

Devido às dificuldades de deteção e quantificação destas espécies reativas no 

organismo, houve a necessidade de recorrer a biomarcadores para auxiliar na perceção 

da extensão do dano oxidativo e as lesões causadas por eles. 

De uma forma geral, todos os marcadores biológicos designados para a avaliação do 

stress oxidativo são uma mais-valia para a investigação científica. Contudo, apesar dos 

largos anos de pesquisas e estudos neste campo da ciência, ainda existe muitas 

informações para decifrar, muitos mecanismos para esclarecer, bem como, o 

aperfeiçoamento de várias técnicas analíticas de modo a que se encontre um método de 

eleição, que reúna entre si, a sensibilidade, especificidade, eficácia de tempo e os baixos 

custos necessários. 

Uma outra grande limitação para a pesquisa de marcadores biológicos para o estudo do 

stress oxidativo recai sobre o uso de amostras biológicas. Tal como acontece na maioria 

das investigações de estudos in vivo e in vitro é inevitável não recorrer a este tipo de 

amostras, mas devido aos baixos recurso ou dificuldade na obtenção da mesma torna-se 

um obstáculo para o avanço científico. 

Deste modo, e apesar de todos os excelentes resultados e avanços realizados até ao 

momento neste campo de estudos, os investigadores ainda irão se deparar com diversos 

desafios de futuro.  
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