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RESUMO: Os fagdcitos, em especial os leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos, produzem anion superoxido
(Oy" ") através da redugdo do oxigénio por um elétron, com gasto de NADPH. A partir deste processo, grande
numero de oxidantes altamente microbicidas sdo formados, tais como HOCI, HO®*, ONOO . Tais oxidantes séo
produzidos com a finalidade de combater microrganismos invasores, mas eles também provocam danos e estdo
envolvidos em grande nimero de patologias. A formacao de espécies reativas € equilibrada naturalmente pela
existéncia de compostos e sistemas antioxidantes. A busca por opgdes terapéuticas para diferentes patologias faz
da pesquisa de produtos naturais um campo fértil em opgdes de moléculas com diferentes atividades bioldgicas. A
pesquisa de produtos naturais proporciona a descoberta de novos farmacos e o estudo de plantas que
apresentem substancias que possam agir sobre as diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo
torna-se de grande importancia. No estudo do potencial antioxidante das amostras deve-se considerar que: i) um
composto deve ser testado em concentragdes disponiveis in vivo e ii) ao avaliar os antioxidantes, deve-se utilizar
pelo menos uma espécie relevante biologicamente. Deve-se perguntar se o antioxidante age diretamente sobre a
ERO ou ele inibe a sua geragao e ainda, se ele age indiretamente regulando defesas antioxidantes endégenas.

PALAVRAS-CHAVE: antioxidantes, produtos naturais, radicais livres, espécies reativas do oxigénio

ABSTRACT: Phagocytes, mainly polimorphonuclear neutrophils leucocytes, yield superoxide radical (O,® ),
expending NADPH. By this process, many reactive species, such as HOCI, HO®, ONOO ", are generated. These
oxidants are made to fight microorganisms, but they are involved in many pathologies. Reactive species and free
radicals generation are equilibrated by antioxidants. The search of new medicines turns natural products research
an important option for discovering molecules with different biological activities. Natural products research is
relevant for discovering new medicines and molecules able to fight oxidant species. In evaluating the antioxidant
potential of substances, it is important considerate: i) a compound should be tested at concentrations achievable in
vivo and ii) when assaying putative antioxidants, one should use biologically relevant ROS. It is important to ask if it
works directly over the oxidant or it works by regulating endogenous antioxidants defenses.
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INTRODUCAO

Antioxidantes naturais sdo de grande interesse em diversas areas, incluindo alimentos (conservantes) e
farmacologia (protegdo do organismo contra o dano oxidativo). Produtos naturais vém tendo, atualmente, ampla
aplicagado terapéutica com a difusdo da idéia de que sdo mais seguros do que medicamentos sintéticos e,
inclusive, sao fontes naturais de substancias antioxidantes.
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Considerando-se o crescente uso de substincias naturais na terapéutica, a importancia de processos
geradores de radicais livres em organismos vivos e a participagdo da enzima mieloperoxidase (MPO) em tais
processos, bem como as patologias nas quais tais espécies enxercem papel fundamental e os resultados
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promissores alcangados em nossas pesquisas com extratos de plantas e seus metabdlitos secundarios,
realizadas no Instituto de Quimica e Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Campus de Araraquara,
acreditamos na importancia de se escrever sobre o assunto na forma deste artigo de revisdo que devera auxiliar
nas pesquisas realizadas nesta area.

E claro o envolvimento de espécies oxidantes formadas pelos fagécitos em muitas condi¢cdes patoldgicas.
Portanto, o desenvolvimento de farmacos que antagonizem a agao de tais espécies, bem como sua geragao, pode
prevenir danos observados nas patologias em que tais espécies estdao envolvidas. Em virtude da importancia
deste tipo de pesquisa para a area de saude em geral destacamos a necessidade de que sejam divulgadas e
estimuladas as pesquisas sobre o potencial terapéutico de diferentes plantas brasileiras quanto a suas possiveis
acgbes sobre radicais livres e/ou agentes oxidantes, bem como processos enzimaticos nos quais 0s mesmos sao
gerados e, ainda, processos in vivo em que ha danos provocados por tais espécies. Para tanto, acreditamos ser
necessario tracgar o perfil de agdo dos produtos naturais sobre diferentes agentes envolvidos no estresse oxidativo
através de estudos realizados em sistemas quimicos (ndo enzimaticos), sistemas bioquimicos (enzimaticos),
sistemas ex-vivo (celulares) e sistemas in vivo.

LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS

Leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos sdo as primeiras células em seres humanos a serem ativadas na
defesa pelo sistema imunolégico contra infecgdes. Estas células migram dirigidas por gradientes quimiotaticos até
o local da inflamagéo, onde elas reconhecem e fagocitam o patégeno invasor. Os patdégenos sdo expostos a um
arsenal de enzimas hidroliticas e proteinas bactericidas, estocadas em seus granulos citoplasmaticos. Os
neutréfilos apresentam quatro tipos de granulos, que contém diferentes enzimas e proteinas. O conteudo destes
granulos é liberado gradualmente no fagolisossoma, ou no meio extracelular, apés a ativagdo dos neutrofilos. A
elevacao de ions calcio intracelular inicia a degranulagdo. Para a secre¢cédo do conteudo de granulos terciarios e
vesiculas secretérias € necessaria uma elevagcdo moderada do nivel de calcio no citoplasma (para cerca de 0,25
uUM). Estes tipos de granulos contém albumina, gelatinase, colagenase e outras proteinas. Para a liberagao do
conteudo de granulos secundarios € necessaria uma elevagao maior no nivel de calcio no citoplasma (para cerca
de 0,7 pM). Neste caso sdo secretadas enzimas direcionadas ao combate do patégeno, tendo por fungéo a
destruicdo de estruturas da parede celular. Os granulos azurdéfilos apresentam niveis elevados de
mieloperoxidase, a qual juntamente com a NADPH oxidase de membrana esta envolvida na geragcéo de espécies
reativas do oxigénio (ERO) e oxidagdo de biomoléculas (ARNHOLD, 2004). A ativacdo de neutrofilos por
estimulos enddgenos (fragbes do complemento, citocinas, etc.), ou por microrganismos, é seguida da ativagédo de
uma enzima transmembrana que promove aumento do consumo do oxigénio para a producdo de anion
superoxido, o precursor para uma série de espécies reativas do oxigénio (MATHY-HARTERT et al., 1998).

Fagdcitos, como neutrdéfilos, eosindfilos e macréfagos, quando estimulados, elevam sensivelmente sua
taxa de consumo de oxigénio no oxidative burst. A geragdo de espécies quimicas com alto potencial de
reatividade (espécies reativas do oxigénio — ERO; Esqg. 1) como resultado do oxidative burst em neutrofilos, é
essencial para a defesa contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al., 1984). Duas enzimas-chave estao
envolvidas na explosdo oxidativa dos fagocitos, produzindo derivados do oxigénio: i) NADPH oxidase, um
complexo enzimatico de membrana, que catalisa a reducdo monovalente do oxigénio molecular a anion
superoxido; ii) a mieloperoxidase (MPO), que utiliza o perdxido de hidrogénio para oxidar o ion cloreto a HOCI
(CAPELLEIRE-BLANDIN, 1998).0s leucdcitos fagdcitos sdo células especializadas que contém grandes
quantidades de componentes da NADPH oxidase e produzem anion superdxido em abundancia. Outros tipos
celulares, tais como fibroblastos, células endoteliais e células do musculo liso, também s&do capazes de
produzirem anion superdxido, mas elas o fazem em baixas quantidades (FRIDOVICH, 2001).

Anion Supero6xido

Pode ser escrito O," " ou O, e é formado apds a primeira redugdo monoeletrénica do oxigénio; ocorre em
quase todas as células aerdbicas e é produzido durante a ativagdo de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e
eosinofilos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; 1986). Tem sido observada lesao bioldgica associada a sistemas
geradores de superoxido, seja enzimatico, fagocitico ou quimico (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).

Perdxido de hidrogénio (H,0,)
A maior parte do oxigénio consumido é convertida em peréxido de hidrogénio por dismutacdo do radical
anion superoéxido, seja espontanea ou pela agcao da superoéxido dismutase (SOD).

20, +2 H* SOD H,O, + O,
—

Apesar de nao ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, o H,O,
€ um metabdlito extremamente deletério, porque participa da reagdo que produz o radical hidroxil (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Além disso, o H,O, é altamente téxico para as células, pois tem vida longa e é capaz de
atravessar camadas lipidicas, podendo reagir com membranas bioldgicas ou com proteinas ligadas ao ion Fe'”
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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Esquema 1: Possibilidades de geracdo de ERO no oxidative burst
de neutrdfilos (MACMICKING et al., 1997)

Acido hipocloroso (HOCI)

O HOCI é formado pela oxidacdo de ions cloreto, catalisada pela mieloperoxidase em presenca de
peroxido de hidrogénio (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996). O HOCI pode ser considerado como o0 mais
abundante oxidante gerado por leucécitos do sangue (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996). O acido hipocloroso é
um oxidante extremamente forte e além de atacar biomoléculas de importancia fisiolégica, tais como tidis,
tioéteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato (WEISS, 1989; HALLIWELL & GUTTERIDGE,1989;
EATON,1993), é capaz de gerar outras ERO, tais como, oxigénio singlete e radical hidroxil via sua reagdo com
perdxido de hidrogénio e anion superoxido, respectivamente (WEISS, 1989; LAPENNA & CUCCURULLO, 1996).
O HOCI apresenta acgdes: i) protetora do organismo, a medida que participa do processo de destruicdo de
microrganismos, mas, ao mesmo tempo, ii) agressora aos tecidos, pois nem células de mamiferos nem de
bactérias podem detoxicar o HOCI por via catalitica, visto que estdo ausentes defesas enzimaticas contra
oxidantes clorados (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996).

A mieloperoxidase € uma proteina catiénica em pH fisiologico e, portanto, capaz de se ligar a estruturas
biolégicas anibnicas, tais como fosfolipideos de membranas celulares, além de catalisar a geragdo de HOCI e
assim favorecer injaria celular (WEISS, 1989). A mieloperoxidase foi encontrada em lesbes de aterosclerose
humana (DAUGHERTY et al., 1994), sugerindo fungdo de oxidantes clorados nos processos aterogénicos
(LAPENNA & CUCCURULLO, 1996). Neste contexto, o HOCI pode modificar lipoproteinas de baixa densidade
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para uma forma aterogénica, aparentemente como resultado da oxidacao de residuos de lisina da apoproteina B-
100 (HAZEL & STOCKER, 1993; HAZEL et al., 1994).0 desenvolvimento de substancias farmacologicamente
capazes de antagonizar o HOCI, como sugerem alguns autores para drogas antinflamatérias (WASIL et al., 1987),
rifampicina e tetraciclina (WASIL et al., 1988) e captopril (ARUOMA et al., 1991), podem ajudar no combate a
injuria tecidual (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996). O sequestro farmacolégico do HOCI sera terapeuticamente
significativo se, na concentragdo da droga in vivo, a reagao com o acido hipocloroso for rapida o bastante para
proteger as moléculas-alvo biologicamente importantes do ataque pelo HOCI (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996).

Cloraminas

O HOCI forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua reagdo com aminas
primarias ou secundarias, prontamente disponiveis em sistemas biolégicos (THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989).
Tais cloraminas séo oxidantes de vida longa e sua reatividade depende de sua lipossolubilidade. A monocloramina
(NH,CI), formada pela reacdo entre HOCI e aménia, € muito lipossoluvel e mais reativa do que o préprio HOCI
(BABIOR, 2000). O B-aminoécido taurina, de maior abundancia em neutréfilos (ZGLICZYNSKI et al., 1971) e
principal alvo nestas células, reage com o HOCI formando taurina cloramina (TauCl). As cloraminas,
particularmente a monocloramina, estdo relacionadas a injuria gastrica observada na presenca de Helicobacter
pilori, que produz elevadas quantidades de aménia e ativa os neutréfilos que produzem acido hipocloroso
(LAPENNA & CUCCURULLO, 1996).

Oxigénio singlete (*O,)

O estado excitado singlete do oxigénio ndo € um radical, visto nao ter os elétrons desemparelhados, mas
reage com uma grande variedade de compostos bioldgicos, como lipideos de membrana. Pode ser produzido
através da reacdo do H,O, com HOCI ou pela dismutacdo espontanea do O," " (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1990):

Radical hidroxil (HO ®)

E um dos mais reativos radicais conhecidos. Pode ser gerado a partir da reagédo do HOCI e O," ou pelas
reagoes de Fenton e Harber-Weiss. A combinagédo extremamente rapida do OH * com metais ou outros radicais no
préprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Assim, se o
radical hidroxil for produzido préximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderao ocorrer modificagdes
de bases nitrogenadas, levando a inativagdo ou mutacdo do DNA (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Além
disso, o radical hidroxil pode inativar varias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilicos formando pontes
dissulfeto (FERREIRA & MATSUBARA, 1997) e iniciar a oxidagdo dos acidos graxos polinsaturados
(lipoperoxidacado) das membranas celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986).

Oxido Nitrico (NO *) e Peroxinitrito (OONO ")

Em meio bioldgico as diferentes espécies formam-se rapidamente a partir do momento que a 6xido nitrico
sintase (NOS) torna-se cataliticamente ativa (MACMICKING et al., 1997). A NOS ¢é a enzima responsavel pela
producado enddégena de oxido nitrico através da oxidagdo de uma molécula de L-arginina em 6xido nitrico e L-
citrulina (esquema 1; MACMICKING et al., 1997). Existem duas formas de NO sintase: i) a constitutiva, com baixa
atividade, esta presente no endotélio vascular e sistema nervoso central e produz baixas quantidades de 6xido
nitrico como molécula sinalizadora; ii) a indutiva, que possui alta atividade e é produzida por fagdécitos quando
estes sdo estimulados (BABIOR, 2000). O 6xido nitrico, um radical gasoso lipossoluvel e hidrossoluvel, é uma
espécie reativa do nitrogénio que, em meio aquoso, reage com o oxigénio para formar outras espécies reativas
(MACMICKING et al., 1997). O peroxinitrito (OONO ™), produto formado pela reacdo do O, * ™ com o éxido nitrico
(NO *) é um potente oxidante, com propriedades similares ao radical hidroxil, e reage com ijon H* formando
ONOOH que ap6s se decompde em HO ° e radical dioxido de nitrogénio (NO,°).

Radical hidroperoxil (HO," ")

Representa a forma protonada do radical superdxido; existem evidéncias de que este seja mais reativo do
que o superoxido, por sua maior facilidade em iniciar a destruigdo de membranas biolégicas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990).

PEROXIDASES

As peroxidases sdo0 enzimas que oxidam uma variedade de xenobidticos através do perdxido de
hidrogénio (SAUNDERS, 1973). A enzima nativa contém um grupamento heme, geralmente ferriprotoporfirina IX,
com quatro nitrogénios pirrélicos ligados ao Fe(lll). A quinta posi¢ao de coordenagao na porgéao proximal do heme
esta ocupada por um residuo de histidina. A sexta posi¢ao de coordenagéo permanece livre na enzima nativa na
por¢do distal do heme (O’BRIEN, 2000). Peroxidases sdo encontradas tanto em animais como em vegetais,
sugerindo que tais enzimas devam ser uma parte essencial de todos os seres vivos (BRUNETTI & FARIA-
OLIVEIRA, 1995). As peroxidases de plantas, como a horseradish peroxidase, consistem de cadeias
polipeptidicas contendo cerca de 300 residuos de aminoacidos e o heme ligado n&o covalentemente. As
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peroxidases de mamiferos sdo muito maiores (576-738 aminoacidos) e apresentam o grupamento heme ligado
covalentemente (O’BRIEN, 2000). A oxidacdo de xenobidticos (XOH) por peroxidases pode ser representada pelo
ciclo de reacdes a seguir:

Peroxidase + H,O, —» Composto | + HOH
Compostol+XOH _____ , Composto Il + XO*
Composto Il + XOH — » Peroxidase + XO*® + H,0,

A peroxidase de raiz forte (HRP) é, provavelmente, a peroxidase mais estudada e pode ser facilmente
extraida da planta “rabano silvestre - raiz forte”’, da qual provém seu nome. Essa enzima tem uma massa
molecular de 42,1 KDa, € uma hemeproteina cujo grupo prostético, a protoporfirina IX, estd ligada nao-
covalentemente a parte protéica da molécula (O’BRIEN, 2000). A familia de peroxidases humanas inclui:
mieloperoxidase (MPO), peroxidase eosinofilica (EPO), lactoperoxidase (LPO), peroxidase salivar (SPO),
peroxidase da tiredide (TPO) e a prostaglandina endoperéxido sintase (PGHS). A histidina distal das peroxidases
de mamiferos age como um catalisador do tipo acido/basico auxiliando a desprotonagéo do hidroperoxido e a
protonacéo da agua apos a clivagem da ligacdo “oxigénio-oxigénio” (O’'BRIEN, 2000). A TPO é responsavel por
catalisar a iodinagdo dos residuos de tirosina da tireoglobulina e também por catalisar a formagédo da tiroxina.
MPO, EPO e LPO sao encontradas, respectivamente, em granulos de neutrdéfilos (lisossomos), granulos de
eosindfilos e nas células secretérias das glandulas exoécrinas. A MPO e a EPO sao secretadas para o
fagolisossoma e para o plasma, enquanto a LPO ¢é secretada para o leite, saliva e lagrima. Elas sdo capazes de
oxidar respectivamente cloreto, brometo ou tiocianato (O’BRIEN, 2000). A mieloperoxidase € um constituinte dos
granulos azurdfilos de neutrdfilos e, correspondendo a cerca de 5% da massa seca total (ZUURBIER et al., 1992),
é secretada no meio extracelular e fagolisossomal. Esta envolvida no sistema enzimatico microbicida dos fagécitos
(ANDREWS & KRINSKY, 1986; ARNHOLD, 2004), sendo que, na presenca de peroxido de hidrogénio, catalisa a
oxidagao de ions ClI' com a formagdo de HOCI (HARRISON & SCHULTZ, 1976; PODREZ et al., 2000). A MPO
tem sua sintese durante os estagios mielociticos e promielocitico da maturagado de granuldcitos (ANDREWS &
KRINSKY, 1986). As fontes reconhecidas de mieloperoxidase sdo os neutréfilos e mondcitos, sendo que em
macrofagos teciduais ela € usualmente considerada ausente (ROS et al., 1978). Entretanto, a MPO parece atuar
em macroéfagos, onde se observa a ocorréncia do oxidative burst (LEFKOWITZ et al., 1992). Alguns trabalhos
sugerem que os macrofagos apresentem conteudo de MPO adquirida de neutréfilos por dois mecanismos
possiveis: i) engolfamento de neutréfilos pelos macrofagos, ou ii) engolfamento da MPO liberada pelos neutrofilos
no sitio inflamatdrio (RODRIGUES et al., 2002).Alguns autores descrevem a capacidade de certos macrégagos
em expressar mieloperoxidase quando estimulados por certas citocinas, como o fator estimulador de colbnias
granulociticas-monociticas (GM-CSF), em alguns processos patoldgicos, como a aterogénese (SUGIYAMA et al.,
2001; RODRIGUES et al., 2002). A estrutura da MPO compreende uma hemeproteina glicosilada de cerca de 144
KDa, catidnica em pH fisiolégico, com ponto isoelétrico (pl) maior do que 11 (ANDREWS & KRYNSKI, 1986). A
MPO ¢é constituida por duas cadeias idénticas unidas por ponte dissulfeto. Cada subunidade apresenta uma
cadeia leve e uma cadeia pesada. Ambas as subunidades apresentam um grupamento heme, sendo que estes
operam independentemente na oxidagcdo de ions cloreto. Esta enzima apresenta uma peculiaridade frente as
demais peroxidases no que diz respeito ao seu grupamento heme. Este apresenta uma distorgdo como resultado
da ligagao covalente da protoporfirina IX ao residuo de metionina da posigao 243 (Met243) e duas ligagdes do tipo
éster com Glu408 e Asp260. Em pH acido a ligagao a histidina distal (His95) é liberada e o heme torna-se menos
distorcido, o que facilita a ligagdo de ions cloreto. Uma mutacdo na Met243 diminui a afinidade por ions cloreto
(YUE et al., 1997; KOOTER et al., 1999). O mecanismo de acdo da MPO (Esq. 2) envolve a reagdo de sua forma
férrica com o H,0,, para formar um intermediario redox, o composto | (MPO 1), o qual oxida os ions CI, Br e |’ e
outros substratos. A MPO também pode oxidar varios substratos orgénicos (principalmente fendis, a tirosina € um
dos mais importantes desses compostos no fagolisossoma, havendo formagédo do radical tirosil) através de
transferéncias sucessivas de um elétron envolvendo os intermediarios MPO | e MPO Il (composto II; HAMPTON et
al.,, 1998). A MPO-Felll reage rapidamente e de maneira reversivel com o H,O, formando a MPO |, que oxida
haletos através de uma transferéncia sucessiva de 2 elétrons, em um Unico passo, formando seus respectivos
acidos. A MPO nativa pode ser reduzida por diferentes espécies gerando um intermediario inativo, a MPO-Fell. O
composto Il é formado pela ligagao do anion superoxido a MPO nativa ou pela ligagdo do oxigénio a MPO-Fell.
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Esquema 2: Mecanismo de acdo da mieloperoxidase. A- ciclo peroxidasico classico. B- reacdo do
grupamento heme com o oxigénio. C-Ligacdo do 6xido nitrico/modulacdo da atividade (ABU-SOUD &

HAZEN, 2000).

O NO* reage com o ferro central de hemeproteinas. Ele é capaz de se ligar as formas férrica (Fe-Ill) e
ferrosa (Fe-Il) da MPO para gerar complexos hexacoordenados estaveis (Esq. 2). Em baixas concentragdes o
oxido nitrico liga-se a forma ferrosa exacerbando a atividade catalitica da MPO. Em elevadas concentragbes o
oxido nitrico forma o complexo com a forma férrica da MPO inativando-a (Esq. 2; ABU-SOUD & HAZEN, 2000).
Usando o H,O, como doador de hidrogénio, a mieloperoxidase catalisa a oxidagdo de doadores nado especificos

de elétrons, tais como o guaiacol (MERRILL, 1980), O-dianisidina (BRADLEY et al.,
1990), cujas estruturas moleculares sao apresentadas na Figura 1.

(SCHIERWAGEN et al.,

1982) e a tetrametilbenzidina

guaiacol

OH
OCH;

HZNNHZ

tetrametilbenzidina

H3CO

O-dianisidina OCH,

Figura 1: Estrutura molecular de alguns substratos da MPO

A mieloperoxidase € inibida (Figura 2), dentre outros, pela azida (DAVIES & EDWARDS, 1989),

diclofenaco (ZUURBIER et al.,
rutina (PINCEMAIL et al.,

EDWARDS, 1989).

1990), metimazol (PINCEMAIL et al.,

1988), sulfato de rutina (PINCEMAIL et al.,

1988), quercetina, (PINCEMAIL et al., 1988),
1988) e acido salicilidroxadmico (DAVIES &

diclofenaco

quercetina

acido
salicilidroxamico

Figura 2: Estrutura molecular de alguns inibidores da MPO
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PROCESSOS FISIOPATOLOGICOS ASSOCIADOS AS ERO

As ERO séao produzidos com a finalidade de combater microrganismos invasores, mas eles também
provocam danos nos tecidos préximos, conhecendo-se seu envolvimento em grande numero de patologias
(FLOYD, 1990; HATHERILL, 1991; BABIOR, 2000). Existem evidéncias de que as ERO possam estar envolvidas
em mais de 50 doengas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). O envelhecimento, um processo fisioldgico natural, é
um evento que pode estar relacionado com as ERO (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). A teoria dos radicais do
oxigénio, desenvolvida por Harman em 1956, propde que o envelhecimento poderia ser secundario ao estresse
oxidativo, o qual levaria a reacdo de oxidacgao lipidica, protéica, e com o DNA, que desencadeariam alteragoes
lentas e progressivas dos tecidos e do cédigo genético (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Doengas freqiientes
na velhice e relacionadas com o estresse oxidativo, sdo a Doencga de Parkinson, o Acidente Vascular Cerebral, a
Doenga de Alzheimer, a esclerose multipla e catarata (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). A modificagao quimica
de proteinas é parte do processo de desenvolvimento de diferentes patologias, desde desordens como diabetes e
aterosclerose até o envolvimento no processo de envelhecimento. Aldeidos sdo importantes agentes
modificadores de proteinas que podem ser gerados no organismo por uma variedade de processos enzimaticos
ou nao enzimaticos. Aldeidos reativos podem ser produzidos por oxidases, desidrogenases e peroxidagao lipidica.
Muitos estudos demonstram que os fagdcitos sdo capazes de promover a oxidagado da LDL (lipoproteina de baixa
densidade) através da producdo de espécies oxidantes (Esquema 3; MERTENS & HOLVOET, 2001). Na
aterosclerose ocorre o influxo de macréfagos e liberagdo de perdxido de hidrogénio e enzimas hidroliticas, que ao
lesarem as células vizinhas estimulam a proliferagdo de musculo liso subendotelial (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1990). A LDL também é modificada pelas espécies oxidantes liberadas pelos neutréfilos (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; JERLICH et al.,, 2000; WOODS & DAVIES, 2003). A enzima MPO liga-se a LDL, com
implicagbes importantes em sua modificagdo oxidativa (CARR et al., 2000). Os macréfagos geralmente englobam
a LDL por meio do receptor de LDL, sendo que o processo cessa quando o contetdo de LDL no macréfago esta
elevado. Entretanto, a LDL oxidada ndo entra na célula por meio deste receptor, mas sim através do receptor
scavenger (na verdade um grupo de receptores). A internalizagdo de LDL oxidada, diferentemente da nativa, ndo
€ regulada pelo receptor, o que permite que quantidades mais elevadas de LDL sejam englobadas e formem-se as
células espumosas como parte do processo aterogénico (BABIOR, 2000). A lesdo pode ser exacerbada pela
fumaca do cigarro que por ser rica em ferro, catalisa a oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o que
estimula a internalizacdo de colesterol nos macréfagos, os quais, consequentemente, se convertem em células
espumosas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). As complicagdes cardiovasculares, tais como o infarto do
miocardio, o derrame cerebral, a ulceragdo venosa, e a isquemia com injuria por reperfusdo, parecem estar
associadas com a ativagdo de fagodcitos na microcirculagdo e produgcdo de ERO (MAZZONI & SCHMIDT-
SHONBERN, 1996). A injuria por reperfuséo € um dano provocado apos a restauragao da circulagdo em uma area
isquémica; tal injuria € atribuida as ERO que sao produzidas por neutréfilos no sitio da lesao (BABIOR, 2000).
Dentre os processos pulmonares associados as ERO estdo: lesdo consequiente ao tabagismo, asma, enfisema,
displasia broncopulmonar, pneumoconiose e toxicidade a farmacos ou xenobioticos, tais como bleomicina,
paraquat e butilidroxitolueno, (BAST et al., 1991; BOVERIS et al., 1986). Esta bem documentado que apods a
chegada dos neutréfilos no intersticio pulmonar, a ativagdo destas células gera o radical &nion superéxido, que
lesa diretamente a membrana das células intersticiais e do endotélio e, como conseqiiéncia, ocorre lesao tissular
progressiva, pois o neutrdfilo ativado também libera enzimas proteoliticas que degradam a elastina do arcabougo
pulmonar (SEOW et al., 1994; CRYSTAL, 1991). Ha fortes indicios de que a formagdo do edema pulmonar seja
resultante da produgdo exagerada de perdxido de hidrogénio, radical hidroxil e superdxido pelos neutréfilos
(BOVERIS, et al., 1986). Estudos tém relacionado algumas das doengas associadas ao habito de fumar com o
aumento de neutrdfilos e macréfagos em tabagistas. No pulmado normal os macréfagos séo células residentes
enquanto os neutrdéfilos sdo praticamente inexistentes. Entretanto, em individuos fumantes ha um grande aumento
no numero dessas células e com alteragbes morfolégicas, que podem ser as responsaveis pela bronquite crénica
e o enfisema (REPINE et al., 1997). A asma é uma desordem inflamatéria na qual os eosindéfilos sdo as principais
células efetoras. Estas células sanguineas acumulam-se nas vias aéreas e, como consequéncia de sua ativacgao,
promovem danos tissulares. A concentragdo de peroxidase eosinofilica encontra-se aumentada nos fluidos
broncoalveolares de asmaticos. Os neutrofilos também séo frequentemente encontrados nas vias aéreas €, como
consequéncia de sua ativagdo, promovem danos tissulares. Ambos, eosindfilos e neutréfilos, geram diferentes
oxidantes que participam dos danos tissulares nas vias aéreas (ALDRIDGE et al., 2002).

SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO SER HUMANO

A formacao de espécies reativas € equilibrada naturalmente pela existéncia de compostos conhecidos
como antioxidantes (PERCIVAL, 1998), substancias que, quando em pequenas quantidades, sdo capazes de
retardar ou inibir processos oxidativos, como, por exemplo, a lipoperoxidagédo (ATOUI et al, 2005; CHUN et al,
2005). Em sistemas aerdbios, € essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores (como as ERO) e o sistema
de defesa antioxidante. As ERO, como exposto anteriormente, sdo geradas endogenamente como conseqliéncia
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direta do metabolismo do O,, mas também em situagdes néo-fisioldgicas, como a exposicdo da célula a
xenobidticos, o que provoca a redugao incompleta de O, (ROSS & MOLDEUS, 1991). Para proteger-se, a célula
possui um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas: i) uma delas atua como detoxificadora do agente
antes que ele cause leséao, e é constituida pela glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; ii) a outra linha de defesa tem a fungéo de reparar a lesdo ocorrida,
sendo constituida pelo acido ascoérbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com exceg¢do da
vitamina E (a-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
esta no meio intracelular (ROSS & MOLDEUS, 1991; HEBBEL, 1986).Quando a disponibilidade de antioxidantes
encontra-se limitada, o dano por espécies reativas pode resultar no estresse oxidativo (SWANSON, 1998).

PLANTAS MEDICINAIS E ANTIOXIDANTES

O uso de extratos de vegetais no tratamento de patologias € um habito difundido no Brasil, o que pode ser
explicado, ao menos em parte, pelo baixo custo e pela crenga de que tais produtos nao promovem efeitos toxicos.
A prevengao as doengas tem sido aceita como a maneira mais promissora de se controlar patologias. O consumo
de frutas e vegetais auxilia na prevengdo de processos degenerativos diminuindo a incidéncia e a taxa de
mortalidade por cancer ou doencas cardiovasculares, por exemplo. A prevengdo que as frutas e os vegetais
promovem contra estas patologias tem sido atribuida a agdo de antioxidantes presentes nestes alimentos (YEN et
al., 2001). Devido ao potencial carcinogénico de antioxidantes sintéticos, os antioxidantes naturais sdo alvos
alternativos para minimizar ou retardar os processos de deterioracdo oxidativa em alimentos e para o
desenvolvimento de alimentos funcionais. Diferentes compostos antioxidantes presentes na dieta desempenham
importantes fungbes em retardar o desenvolvimento de doengas cronicas tais como doencgas cardiovasculares,
cancer, reacdes inflamatérias e Mal de Alzheimer. A atividade antioxidante de compostos fendlicos de plantas
deve-se as suas propriedades REDOX e estruturas quimicas, que possibilitam a estes compostos exercerem a
fungdo de neutralizar radicais livres, quelar metais reativos e agirem como quenchers de oxigénio no estado
singlete e triplete (CHUN et al., 2005). Compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundario das plantas sdo
bons agentes antioxidantes naturais (ATOUI et al., 2005). Os antioxidantes presentes em extratos de plantas vém
atraindo cada vez mais a atengéo dos consumidores e o uso de plantas com propriedades farmacolégicas também
chama a atencao dos pesquisadores. As plantas medicinais desempenham um papel muito importante em saude
publica, principalmente em paises em desenvolvimento (MOSSI et al., 2004). Extratos de frutas, cereais, e de
diferentes vegetais, e seus produtos derivados, tém mostrado atividades antioxidantes efetivas em diferentes
sistemas modelos (SUN & HO, 2005). A atividade antioxidante de compostos orgénicos é dependente de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de grupamentos fendlicos. Desta forma,
flavondides, fenilpropandides e outros compostos aromaticos sao os principais alvos da busca por antioxidantes.
Bolzani et al. (1995) identificaram ag&o anticancer por parte do extrato metandlico das folhas de Pterogyne nitens.
O fracionamento de extratos de plantas através de estudos bio-dirigidos levam ao isolamento de moléculas com
atividades biologicas (BOLZANI et al., 1995). A Familia Celastraceae compreende cerca de 50 géneros e 800
espécies distribuidas principalmente nas regides tropical e subtropical. O género Maytenus consiste de espécies
lenhosas e arbustivas, tradicionalmente empregadas na medicina popular, tais como a Maytenus ilicifolia e a
Maytenus aquifolium. Foram relatadas a presenca de triterpenos aromaticos, agentes oxidantes, flavonoides,
triterpenos e glucosideos nestas espécies (DUARTE & DEBUR, 2005). A Maytenus ilicifolia e Maytenus
aquifolium sédo popularmente conhecidas no Brasil como “Espinheira Santa” devido a aparéncia de suas folhas e
as suas propriedades terapéuticas (JORGE et al., 2004). As folhas de plantas da familia Celastraceae sao
amplamente usadas na medicina popular no Brasil como analgésicos, antinflamatérios e anti-ulcerogénicos, sendo
a eficacia e seguranga confirmadas por estudos farmacolégicos e clinicos (CORREA, 1984; SOARES et al., 2004).
Souza-Formigoni et al. (1991) comprovaram a agao protetora do cha de folhas de M. ilicifolia e M. aquifolium
contra o desenvolvimento de uUlceras em animais, com agdo comparada a da cimetidina. Alguns estudos com
plantas da familia Celastraceae caracterizaram recentemente extratos brutos destas plantas como 6tima fonte de
agentes antioxidantes e anti-radicais. Alguns destes estudos, realizados em nosso laboratorio, estdao em fase de
divulgacdo, mas resultados prévios publicados indicam tal potencial (VELLOSA et al., 2006). Triterpenos
quinonametideos sdo produtos naturais de ocorréncia restrita as familias Celastraceae e Hippocrateaceae. Muitos
representantes desta classe sao conhecidos por suas propriedades medicinais, sendo usados como agentes
antimicrobianos, agentes anticancer e agentes antimalaricos. Algumas espécies de Salacia (familia
Hippocrateaceae) sdo utilizadas na india, Sri-Lanka e China como medicamentos tradicionais da medicina popular
para o tratamento de reumatismo, doengas de pele e antinflamatérios. Terpenos com propriedades antioxidantes
sdo raros, mas alguns exemplos sao conhecidos, como o rosmanol, e também alguns triterpenos
quinonametideos como o celastrol e a pristimerina. Carvalho et al. (2005) observaram a ac¢ado anti-radical de
triterpenos quinonametideos presentes no extrato diclorometanico da casca da raiz da Salacia campestris. O uso
de espécies de Hippocrateaceae e Celastraceae na medicina popular deve estar relacionado ao seu contetdo de
flavondides e triterpenos quinonametideos (CARVALHO et al., 2005). Além da pesquisa com plantas, é
importante lembrar que os fungos também s&o boas fontes de agentes antioxidantes e seu estudo também tem se
destacado (OLIVEIRA et al, 2007)

CONCLUSAO
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A busca por opc¢des terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa de produtos naturais um
campo fértil em opgbes de moléculas com diferentes atividades bioldgicas. As plantas apresentam em seus
metabolitos secundarios uma grande fonte de possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais
variadas estruturas e propriedades quimicas. A relevancia da pesquisa de produtos naturais proporciona a
descoberta de novos farmacos e o estudo de plantas que apresentem substancias que possam agir sobre as
diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo torna-se de grande importancia. Tal pesquisa deve
ser divulgada e incentivada fim de fornecer alternativas terapéuticas mais eficientes e ou seguras para patologias
nas quais as espécies reativas do oxigénio sao fatores determinantes.
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