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REesumo

A manutengdo do equilibrio entre a producdo de
radicais livres e as defesas antioxidantes (enzimas e
moléculas ndo enzimaticas) ¢ uma condigdo essencial
para o funcionamento normal do organismo. Quando
este equilibrio tende para a produgao de radicais livres
dizemos que o organismo esta em stress oxidativo, e
nestas situacdes os radicais livres em excesso podem
oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas e DNA,
inibindo a sua fun¢do normal e conduzindo a varias
doengas. Em organismos aerobios, os radicais livres sdo
constantemente produzidos durante o funcionamento
normal da célula, na maior parte sob a forma de
espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS). A exposicao dos organismos a radicais livres,
conduziu ao desenvolvimento de mecanismos de
defesa endogenos para os eliminar. Estas defesas sdo
a resposta da evolucdo a inevitabilidade da existéncia
de ROS em condigdes aerobias. Alguns produtos
naturais com actividade antioxidante, podem auxiliar
o sistema protector enddégeno. Nesta perspectiva, os
antioxidantes presentes na dieta assumem grande
importdncia como possiveis agentes protectores,
reduzindo os danos oxidativos. Sdo aqui descritos
alguns desses agentes antioxidantes, os fitoquimicos,
compostos bioactivos provenientes de diferentes partes
de plantas (sementes, cereais, vegetais, frutos, folhas,
raizes, especiarias, ervas) envolvidos na redugdo do
risco de doenga, como o cancro. Foram ja identificados
mais de 5000 fitoquimicos, no entanto, grande parte
destes compostos ¢ ainda desconhecida, sendo a sua
identificagdo essencial para a compreensdo da sua
contribui¢do na saude, ao serem incluidos na dicta.
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ABSTRACT

Maintenance of equilibrium between free radical
production and antioxidant defences (enzymatic and
non enzymatic) is an essential condition for normal
organism functioning. When this equilibrium has a
tendency to the production of free radical we say that
the organism is in oxidative stress. In this situation,
excess free radicals may damage cellular lipids,
proteins and DNA, inhibiting his normal function
and leading to various diseases. In aerobic organisms,
the free radicals are constantly being produced
during the normal cellular functioning, mainly in
the form of Reactive Oxygen Species (ROS) and
Reactive Nitrogen Species (RNS). Exposition of the
organism to free radicals has led to the development of
endogenous defence mechanisms to eliminate them.
These defences were the response of evolution to the
inevitability of ROS production in aerobic conditions.
Natural products with antioxidant activity may help
the endogenous defence system. In this perspective
the antioxidant present on the diet assume a major
importance as possible protector agents reducing
oxidative damage. Phytochemicals with antioxidant
activity, obtained from different plant parts (seeds,
cereals, vegetables, fruits, leaves, roots, spices,
herbs), and involved in disease risk reduction are
review. More than 5000 phytochemicals were already
discovered, but most of these compounds remain yet
to be discovered. Their identification and the study of
their contribution to health is essential.
Keywords: Oxidative Stress ¢  antioxidants -«
phytochemicals
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1. STRESS OXIDATIVO

m organismos aerobios, os radicais livres
sdo constantemente produzidos durante o
funcionamento normal da célula, na maior parte sob

a forma de espécies reactivas de oxigénio (ROS).
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Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres
sdo removidos pelas defesas antioxidantes da célula
que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas. A
manutencao do equilibrio entre a produgao de radicais
livres e as defesas antioxidantes é uma condigdo
essencial para o funcionamento normal do organismo
(1).

Em concentra¢des baixas ou moderadas, os ROS
podem ser benéficos para a célula, estando envolvidos
em varios processos fisiologicos de sinalizacdo e
de regulagdo (2). No entanto, ha situagdes em que
o equilibrio entre a producdo de ROS e as defesas
antioxidantes pode ser destruido devido a uma
producdo excessiva de ROS, ou porque existe uma
deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula (3).
A este desequilibrio chamamos stress oxidativo e
nestas situagdes os ROS em excesso podem oxidar e
danificar lipidos celulares, proteinas ¢ DNA, levando
a sua modificagdo e frequentemente a sua inutilizagao,
inibindo a sua fungdo normal (1, 4, 5).

O stress oxidativo pode ter causas naturais, como
0 que ocorre em situagdes de exercicio fisico extremo,
ou em processos de inflamagdo; mas pode também ter
causas ndo naturais como a presenca de xenobiodticos
no organismo ou em situagdes relacionadas com varias
doengas (Fig. 1). De facto, a produgo nao controlada
de radicais livres foi ja associada como causa, ou
como estando relacionada com mais de uma centena
de doencas incluindo: varios tipos de cancro, diabetes,
cirrose, doengas cardiovasculares e desordens do foro
neuroldgico, entre outras (1, 6, 7). A sobreprodugao
de ROS tem sido inclusivamente relacionada com o
processo de envelhecimento (8).

Considerando a estimativa de que 70% das
doengas cronicas e dos custos associados podem ser
prevenidos, facilmente se compreende a primordial
importancia do conhecimento, e se possivel,
do controle da produgdo excessiva de ROS (9).
Este controle pode ser obtido assegurando niveis
adequados de antioxidantes e quelantes de radicais
livres; quer melhorando a qualidade da dieta (maior
consumo de vegetais, leguminosas e frutos), quer
evitando comportamentos conducentes a uma maior
produgdo de radicais livres ¢ ROS como o tabaco
e a exposi¢do excessiva a poluentes ambientais e

xenobidticos (8).
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Figura 1. Principais causas e consequéncias da ac¢do dos
radicais livres.

2. RADICAIS LIVRES E ESPECIES REACTIVAS DE
oxIGENIO (ROS)

Um radical livre pode ser um atomo ou uma
molécula que contém um ou mais -electroes
desemparelhados, isto €, tem orbitais com apenas um
electrdo (10). Sob esta forma, o composto apresenta
uma forte reactividade com a maioria das espécies
quimicas. Os radicais livres derivados de oxigénio sdo
genericamente conhecidos como espécies reactivas de
Oxigénio (ROS) erepresentam a classe mais importante
de radicais livres geradas pelo organismo (11). Assim,
podemos observar que apesar do Oxigénio molecular
(O2) ser essencial para a vida aerdbia, pode ser
toxico em determinadas condigdes. A este fendmeno
chamamos o “paradoxo do oxigénio” (12).

Varias vias de produgdo de ROS sdo de seguida
descritas e apresentadas na Figura 2.

Aadi¢dodeumelectrdo ao Oxigéniomolecular (02)
forma o anio superoxido (O2¢—) que ¢ normalmente
considerado o ROS “primario”. O anido superdxido
¢ principalmente produzido nas mitocondrias,
onde ocorre uma pequena, mas continua, “fuga” de
electroes da cadeia respiratéria. Estes electrdes, ao
invés de reduzir o O2 a moléculas de agua, reduzem
o O2 a anido superoxido. Estima-se que esta “fuga”
de electrdes ocorra em aproximadamente 1 a 3%
dos electrdes que passam pela cadeia respiratoria
mitocondrial (13), sendo que o anido superoxido foi ja
implicado em varias doengas (14). O O2 *— pode ainda
ser formado por acgdo de varios sistemas enzimaticos
existentes na célula (2, 12).

Apesar do anido superdéxido nao ser um radical
muito activo, pode interagir com outras moléculas e
formar outros radicais normalmente designados ROS

“secundarios”, entre os quais o peroxido de hidrogénio
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Figura 2. Esquema representativo de algumas das principais reacg¢des que envolvem espécies reactivas de oxigénio (ROS) e
espécies reactivas de nitrogénio (RNS). A cadeia respiratdria produz anides superoxido (O2 *—) que podem ser transformados
em perdxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxido (HOe). Estes radicais podem reagir com lipidos membranares
(LH), promovendo o processo de peroxidacao lipidica originando radicais lipidicos (L¢), radicais peroxilo (LOO¢) e lipidos
hidroperdéxidos (LOOH). A sintase do ¢xido nitrico mitocondrial (NOS) produz 6xido nitrico (NO¢), que combina com o anido
superoxido para produzir peroxinitrilo (ONOO-). Quando em excesso, todos estes ROS podem causar danos mitocondriais e

celulares.

(H202) e o radical hidroxilo (HOe¢) (15). O radical
hidroxilo tem um tempo de vida muito curto mas ¢é
muito reactivo, sendo mesmo o ROS que causa mais
danos, nomeadamente por atacar moléculas de DNA,
danificando tanto purinas como pirimidinas, bem como
o esqueleto de desoxirribose do DNA (15). Eventuais
danos permanentes no material genético provocados
por stress oxidativo podem representar o primeiro
passo em situagdes de mutagénese, carcinogénese e
envelhecimento (1).

As mitocondrias sdo uma das principais fontes
de ROS, mas sdo também um dos primeiros alvos de
ataque destes radicais. Como a cadeia respiratoria ¢é
composta por proteinas transmembranares existentes
na membrana mitocondrial interna, a formagdo de
ROS ocorre perto da membrana. Assim, os ROS tém
facil acesso aos lipidos da membrana, especialmente
sensiveis a fenomenos de ataques de radicais livres. A
este ataque chamamos peroxidag¢ao lipidica e promove
a formacao de varios tipos de ROS (16) (Fig. 2).

A peroxidagdo lipidica comeca normalmente
com a extrac¢do de um atomo de hidrogénio de
uma cadeia poliinsaturada de um lipido (LH), por
intermédio da ac¢do de uma espécie reactiva como

o HOe¢ ou o H202, formando-se um radical lipidico
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(Le). Este ataque ¢ seguido pela adicdo de uma
molécula de O2 formando-se um radical peroxilo
(LOOe). Se este radical nao for neutralizado pelas
defesas antioxidantes, vai rapidamente desencadear
um fendmeno de propagagdo da peroxidacao lipidica
reagindo com outras lipidos adjacentes e formando
lipidos hidroperéxidos (LOOH). Estes compostos
podem facilmente ser decompostos para formar
novamente radicais Le.

Esta série de reac¢des de peroxidacdo lipidica
iniciada pelos ROS, com a producdo de radicais
peroxilos e lipidicos, sdo colectivamente designadas
por reacgdes de propagacdo em cadeia e, se ndo forem
travadas, podem provocar danos potencialmente
muito superiores aos ROS que iniciaram a reac¢ao.
A mitocOndria é entdo um local sensivel a acgdo
destrutiva dos ROS, embora seja um dos locais da
célula onde também existe um maior niimero de
defesas antioxidantes (2, 17, 18).

Também ¢é importante salientar que existem
radicais que contém Nitrogénio designados espécies
reactivas de nitrogénio (RNS). O principal RNS ¢ o
oxido nitrico (NOe) (Fig. 2). Este radical ¢ produzido
em tecidos biologicos por sintases de 6xido nitrico

(NOS) ao metabolizar arginina a citrulina (2, 19). O
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NO- ¢ muito abundante e funciona como molécula
de sinalizagdo numa grande variedade de processos
fisiologicos, tais como: neurotransmissao, regulagdo da
pressdo sanguinea, mecanismos de defesa e regulagdo
da resposta imunitaria (2, 20). A sobreexpressao de
RNS ¢ designada stress nitrosaminico e pode conduzir
a nitrosilagdo de proteinas, inibindo a sua fung¢ao (21).
Em células do sistema imunitario, durante processos
inflamatorios, o NOe é produzido conjuntamente com
o anido superdxido. Estes dois radicais reagem com
formagéo de peroxinitrilo (ONOO-), que é um potente
agente oxidante e pode provocar fragmentacdao do
DNA e oxidacao lipidica (22).

3. DEFESAS ANTIOXIDANTES ENDOGENAS

A exposicdo do organismo a radicais livres,
provenientes de diversas fontes, levou o organismo
a desenvolver uma série de mecanismos de defesa
para eliminar estes radicais livres (23). Estas defesas
foram a resposta da evolugdo a inevitabilidade da
existéncia de radicais de oxigénio em condigdes de
vida aerobia. Estas defesas podem ser enzimaticas ou
ndo enzimaticas (Fig. 3).

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em

grande numero e encontram-se espalhadas por todo o
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organismo, tanto no meio intracelular como no meio
extracelular. Exemplo destas defesas sdo a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa
peroxidase (GPH-Px), a glutationa redutase (GPH-
R), entre outras. Entre as defesas antioxidantes ndo
enzimaticas destacam-se compostos como a glutationa
(GSH) o o-tocoferol (vit. E), o acido ascorbico (vit.
C), o acido lipdico, os carotendides, os flavondides,
entre outros (1).

A SOD converte o anido superdxido em peroxido
de hidrogénio que ¢ de seguida transformado em
agua pela CAT nos lisossomas, ou pela GSH-Px nas
mitocondrias. Outra enzima importante ¢ a GSH-R
que regenera a GSH que ¢ utilizada pela CAT como
dadora do hidrogénio necessario para a redugdo do
peroxido de hidrogénio em agua (24). Os lipidos
hidroperoxidos podem ser transformados em alcodis
(LOH) também pela GSH-Px.

A GSH ¢é um tripéptido de baixo peso molecular,
composta por glutamato, cisteina e glicina. Tem um
grupo tiol na cisteina e é muito abundante sendo o
principal tampdo redox intracelular. Como defesa
antioxidante desempenha varias fun¢des. Eum quelante
de radicais livres (HO+, H202, LOO< e ONOO-), quer
reagindo directamente com estes, quer indirectamente
como co-factor de enzimas antioxidantes como a

GSHPx e a GSH-T, entre outras. No processo de
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Figura 3. Principais defesas endogenas antioxidantes da célula. Os ROS e os RNS estdo representados de forma semelhante
a figura 2. As defesas antioxidantes estdo representadas em rectangulos escuros e as enzimas antioxidantes representadas em
italico. ROS: anido superdxido (02 «—), perdxido de hidrogénio (H202), radical hidréxido (HOv¢), lipidos membranares (LH),
radical lipidico (Le), radical peroxilo (LOO¢) e lipido hidroperoxido (LOOH), 6xido nitrico (NO¢), alcoodis (LOH). Defesas
antioxidantes: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPH-Px), glutationa redutase (GPH-R),
glutationa (GSH), glutationa dissulfito (GS-SG), a- tocoferol ou vitamina E (vit. E), radical de vitamina E (vit. E¢), vitamina C
(vit. C), radical de vitamina C (vit. C¢), ndo radical (R), radical (R¢), S-nitrosoglutationa (GSNO).
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neutralizacdo dos radicais livres, a GSH ¢é oxidada
com a formagao do radical GSe. Este radical livre
também € reactivo mas rapidamente reage com um
segundo radical GSe formando a molécula glutationa
dissulfito (GS-SG), que ndo ¢ oxidante. A GS-SG ¢
novamente reduzida a duas GSH pela enzima GPH-R.
A GSH ¢ utilizada para regenerar ao seu estado activo,
outras moléculas antioxidantes como a vitamina C e a
vitamina E.

A capacidade da GSH para regenerar as moléculas
antioxidantes mais importantes esta ligada ao estado
redox do par Glutationa dissulfito/Glutationa (GS-
SG/GSH) (25). A GSH pode também reagir com
uma grande variedade de xenobidticos electrofilicos
e, conjuntamente com a enzima GSH-T, torna estes
compostos mais soliveis e mais facilmente excretaveis.
Um dos conjugados formados ¢ a S-nitrosoglutationa
(GSNO), que ¢ formada pela reac¢do da GSH com o
oxido nitrico (NOe) (26).

A vitamina E (vit. E) € uma vitamina lipossolivel
que, por se encontrar nas membranas, previne
mais facilmente a peroxidagao lipidica, e pode ser
encontrada em 8 formas diferentes, das quais o a-
tocoferol é a forma mais activa em humanos. O ROS
(radical hidroxilo, radical peroxilo, etc) reage como a
vit. E, formando um radical fenolico pouco reactivo
(vit. Ee). A vitamina C (vit. C) reage com o radical
fendlico da vitamina E entretanto formado (vit. Ee),
regenerando-a a sua forma inicial. Como o radical vit.
Ee, o radical da vitamina C (vit. C*) ndo ¢ uma espécie
reactiva porque o seu electrdo desempareclhado ¢

energeticamente estavel (26, 27).

4. FiTroQuimMICcos

Para além das defesas endogenas, existe uma
pandplia de moléculas naturais ou sintéticas com
propriedades antioxidantes ¢ que podem constituir um
sistema exdgeno de defesa.

Alguns produtos naturais com actividade
antioxidante podem ser uteis no auxilio do sistema
protector enddgeno, podendo ser utilizados como
nutracéuticos (28). Nessa perspectiva, os antioxidantes
presentes na nossa dieta assumem uma grande
importancia como possiveis agentes protectores

que ajudem a corpo humano na reducdo dos danos
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oxidativos. Os fitoquimicos sdo classificados como
compostos bioactivos provenientes de diferentes
partes das plantas, tais como, sementes, cereais,
vegetais, frutos, folhas, raizes, especiarias e ervas (29,
30), e estdo relacionados com a redug@o do risco de
ocorréncia de varias doencgas cronicas, nomeadamente
varios tipos de cancro.

Sendo o stress oxidativo induzido por radicais
livres, responsavel por varias dessas doengas cronicas,
os fitoquimicos presentes em frutos e vegetais assumem
cada vez mais uma enorme importancia. J4 foram
identificados mais de 5000 fitoquimicos, no entanto,
uma grande percentagem destes compostos ¢ ainda
desconhecida, sendo importante a sua identificagdo
para melhor compreender a sua contribuigdo para a
saude ao serem incluidos na nossa dieta (31).

Os fitoquimicos englobam carotendides (a-
caroteno, [-caroteno, [-criptoxantina, luteina,
zeaxantina, astaxantina e licopeno); compostos
fenodlicos: acidos fenolicos (4cidos hidroxibenzodicos
e acidos hidroxicinamicos), flavonoides (flavondis,
flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e
isoflavonodides), estibenos, cumarinas e taninos;
alcaldides; compostos azotados (derivados da clorofila,
aminoacidos e aminas) e compostos organossulforados:
(isotiocianatos, indoles, compostos de enxofre alilicos)
(32) (Fig. 4). Os fitoquimicos mais estudados s@o os
compostos fenolicos ¢ os carotendides.

Foram descritos varios efeitos antioxidantes dos
polifendis presentes no cha: aumento da resisténcia
dos eritrocitos ao stress oxidativo (33), bloqueio de
radicais superdxido e hidroxilo e inibi¢ao de alteragdes
oxidativas em lipoproteinas de baixa densidade (34),
diminui¢ao da concentragao sérica de colesterol total e
malondialdeido (indicador da peroxidagdo lipidica) e
aumento da concentragdo sérica de lipoproteina de alta
densidade, efeitos benéficos no tratamento de doenga
coronaria, hipertensdo e diabetes tipo 2, ¢ inibigao do
crescimento e inducdo de apoptose em varias linhas
celulares tumorais (26, 35). Para além destes estudos,
a capacidade antioxidante de compostos fenolicos
presentes em outras matrizes como a azeitona de mesa
(36) ou as folhas de oliveira (37) tem também sido
estudada.

Os cogumelos sdao também conhecidos como

alimentos funcionais ¢ como uma fonte para o
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Figura 4. Principais classes de fitoquimicos naturais. Para alguns grupos mais estudados sdo indicados exemplos concretos

31).

desenvolvimento de farmacos ¢ nutracéuticos (38-
40) nomeadamente de compostos antioxidantes (40-
44). Efectivamente, os cogumelos contém varios
compostos fendlicos reconhecidos como excelentes
antioxidantes devido a sua capacidade para bloquear
radicais livres por transferéncia de um tnico electrao
e as excelentes propriedades redox dos seus grupos
hidroxilos fenoélicos (45).

O Nordeste de Portugal ¢ uma das regides europeias
com maior diversidade de cogumelos silvestres
comestiveis, muitos dos quais com enorme importancia
gastronomica. O nosso grupo de investigagdo tem-
se interessado, nos ultimos anos, pela avaliagdo de
propriedades bioactivas de cogumelos silvestres
comestiveis do Nordeste de Portugal, nomeadamente
actividade antioxidante.

Existe pouca informagdo relativa a actividade
antioxidante de cogumelos silvestres europeus tendo
sido o nosso grupo a descrever, pela primeira vez, o
poderredutor e o efeito bloqueador em radicais livres de
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) de duas espécies
de cogumelos portugueses silvestres comestiveis
(Lactarius deliciosus e Tricholoma portentosum) ¢ a
sua correlagdo com a porgdo do carpdforo utilizada

(chapéu ou pé) (46). Também demonstramos que 0s
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componentes antioxidantes de extractos de cogumelos
portugueses de outras trés espécies (Leucopaxillus
giganteus, Sarcodon imbricatus, Agaricus arvensis)
podem proteger a membrana de eritrocitos incubados
com AAPH [di-hidrocloreto de 2,2’-azobis(2-
amidinopropano)], e reduzir a extensdo da destruigdo
de B-caroteno neutralizando o radical de linoleato
e outros radicais livres formados no sistema. Foi
ainda estabelecida uma correlagdo entre a actividade
antioxidante obtida e o teor em fendis, acido ascorbico,
[-caroteno e licopeno (47).

Andrade et al. identificaram alguns compostos
bioactivosnocogumelosilvestrecomestivel Cantharellus
cibarius Fr., conservado em quatro condi¢des diferentes
(desidratado, congelado, preservado em azeite e em
vinagre), tais como: seis compostos fendlicos (&cido
3-, 4- e 5-O-cafeoilquinico, acido cafeico, acido p-
cumadrico e rutina) e cinco acidos organicos (acidos
citrico, ascorbico, malico, shiquimico e fumarico) (48).
Os acidos organicos: citrico, cetoglutarico, malico,
succinico, oxalico, ascorbico, quimico, shiquimico e
fumarico; foram também encontrados nos cogumelos
comestiveis Amanita caesarea, Boletus edulis,
Gyroporus castaneus, Lactarius deliciosus, Suillus

collinitus e Xerocomus chrysenteron (49).
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Para além dos compostos fendlicos, também
os carotendides possuem actividade antioxidante
importante para a saude humana. Efectivamente, o
papel fotoprotector dos carotendides esta relacionado
com a sua capacidade de bloquear e inactivar espécies
reactivas de oxigénio formadas na presenga de luz e ar.
Os carotendides conseguem reagir com radicais livres
e tornarem-se, eles proprios, radicais estaveis devido
a deslocaliza¢ao dos electrdes desemparelhados ao
longo da sua cadeia conjugada poliénica. Por exemplo,
o0 B-caroteno reage com um radical peroxilo formando
um radical que interrompe a cadeia de propagac¢ao das
espécies reactivas de oxigénio (26).

A astaxantina, zeaxantina ¢ luteina sdo excelentes
antioxidantes lipossoliveis que bloqueiam radicais
livres. Os carotendides, em concentragdes adequadas,
previnem a oxidag¢ao lipidica relacionada com o stress
oxidativo (31).

Stress Oxidativo

Todos estes dados sdo importantes atendendo ao
facto de cerca de dois tercos das mortes relacionadas
com tumores poderem ser evitadas através de um
estilo de vida saudavel. Assim uma dieta adequada que
envolva o consumo de antioxidantes, pode minimizar
os riscos de cancro. Alguns autores sugerem também a
ocorréncia de efeitos aditivos e sinergéticos por parte
dos fitoquimicos presentes em frutos e vegetais, e que
levam a uma consideravel actividade antioxidante e
anticancerigena (31). Uma dieta rica nestes alimentos
¢ altamente benéfica devido a complexa mistura de
fitoquimicos presente e, um unico antioxidante, por
mais eficaz que seja, ndo pode substituir a combinagao
de fitoquimicos naturais existente nos alimentos.
Assim, os compostos antioxidantes/bioactivos sdo
mais convenientemente adquiridos a partir de uma
dieta alimentar completa do que a partir de quaisquer

suplementos dietéticos.
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