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RESUMO

ALBUQUERQUE, K. F. F. S. Avaliagdo de parametros oxidativos e inflamatoérios
em neutrofilos de ratos obesos suplementados com extrato de cha verde.
2014. 95f. Dissertacdao (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2014.

A obesidade é atualmente um dos mais graves problemas de saude publica em todo o
mundo. A prevaléncia desta doenca tem crescido nas Ultimas décadas, tanto nos
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Entre as complicacbes médicas
associadas com a obesidade podemos citar as doencas cardiovasculares, hipertenséo
arterial, dislipidemias, diabetes mellitus e diversos tipos de cancer. Déficit nas funcdes
de células imunes, mais precisamente em neutréfilos podem agravar essas
comorbidades, assim como leva a susceptibilidade em adquirir infecces. As
catequinas, os principais compostos polifendlicos no cha verde (Camellia sinensis),
apresentam uma série de acdes farmacoldgicas como antioxidante/pré-oxidante, anti-
hipertensivo, anti-inflamatério, anti-proliferativo, anti-trombogénico, antimutagénico,
antidiabético e redutor de lipidios. Este estudo tem como objetivo principal avaliar os
efeitos da suplementagcdo cronica com extrato de cha verde sobre os indicadores
inflamatorios e da func&o de neutrofilos de ratos induzidos a obesidade pela ingestao
de dieta de cafeteria (hipercaldrica). Para a realizacdo deste estudo, ratos machos
Wistar (Rattus norvegicus) com peso inicial de 150 + 40 g foram tratados com 500
mg/kg de extrato de cha verde via intragastrica (gavagem), 5 dias/semana por 12
semanas. A obesidade foi induzida por dieta de cafeteria por 8 semanas. Apos as 12
semanas, realizamos a inducéo da migracao de neutrofilos para a cavidade peritonial
pela injecdo de glicogénio de ostra (1% em PBS) 4 h antes do procedimento de
eutanasia por decapitacdo. As avaliacdes realizadas foram: capacidades quimiotaxica
e fagocitica, atividade da mieloperoxidase (MPO), geracdo de &acido hipocloroso
(HOCI), anion superoxido (O2¢-), peréxido de hidrogénio (H20,), liberacdo de citocinas
IL-1B, IL-6 e TNF-q, atividade das enzimas antioxidantes e metabdlicas e mobilizacao
intracelular de Ca®". Os resultados obtidos demonstram que o modelo de obesidade
causa uma diminuicdo significativa na capacidade de migracdo de neutrofilos, na
producédo de H,0,, atividade da MPO, producdo de HOCI, na atividade das enzimas
antioxidantes SOD total e Mn e das enzimas metabdlicas hexoquinase e G6PDH. Por
outro lado a obesidade aumenta significativamente a producédo de O,e-, a fagocitose
de particulas de zimosan opsonizadas, a mobilizacao intracelular de calcio, a liberacéo
de interleucinas TNF-a e IL-13 e a enzima catalase. A suplementacdo crénica com o
extrato de cha verde em ratos obesos demonstrou ser capaz de aumentar
significativamente a quimiotaxia de neutrofilos, a producdo de H,O,, HOCI e Oye-,
assim como diminuiu a liberacdo de IL-6, TNF-a e IL-1B e a enzima catalase,
comparado ao grupo obeso. De acordo com estes resultados podemos concluir que o
modelo de obesidade promove uma reducao nas funcdes efetoras de neutroéfilos o que
pode pode aumentar a suceptibilidade a infec¢des. O tratamento crénico com extrato
do cha verde parece melhorar as funcBes dessas células em ratos obesos, 0 que
talvez possa ser um indicio de que o cha verde possa ser utilizado como um
tratamento adjuvante para prevenir o aparecimento de infeccdes relacionadas a
obesidade, ou ao menos para melhora da funcéo imune.

Palavras-chave: Obesidade. Sistema Imune. Neutrofilos. Espécies Reativas de
Oxigénio. Catequinas.



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, K. F. F. S. Evaluation of oxidative and inflammatory
parameters in neutrophils from obese rats supplemented with green tea
extract. 2014. 95p. Master thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2014.

Obesity is currently one of the most serious public health problems worldwide. The
prevalence of this disease has increased in recent decades, both developed and
developing countries. Among the medical complications associated with obesity can
cite cardiovascular disease, hypertension, dyslipidemia, diabetes, and various
cancers types. Deficit in the functions of immune cells, specifically in neutrophils may
aggravate these comorbidities, to as well as leads susceptibility to infections.
Catechins, the main polyphenolic compounds in green tea (Camellia sinensis) have a
range of pharmacological actions such as antioxidant/pro-oxidant, antihypertensive,
anti-inflammatory, antiproliferative, antithrombogenic, antimutagenic, antidiabetic and
reducing lipids. This study aims to evaluate the effects of chronic supplementation
with green tea extract on inflammatory markers and neutrophil function of rats with
obesity induced by cafeteria diet intake (high calorie). For this study, male Wistar rats
(Rattus norvegicus) with an initial weight of 150 + 40 were treated with 500mg/kg of
green tea extract intragastric (gavage), 5 days/week for 12 weeks. Obesity was
induced by the cafeteria diet for 8 weeks. After 12 weeks, conducted the induction of
neutrophil migration into the peritoneal cavity by injection of oyster glycogen (1% in
PBS) 4 h before euthanasia by decapitation procedure. Evaluations were:
chemotactic and phagocytic capacity, activity of myeloperoxidase (MPO), generation
of hypochlorous acid (HOCI), superoxide anion (O,"), hydrogen peroxide (H20,),
release of cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-a, and metabolic activity of antioxidant
enzymes and intracellular Ca®* mobilization. The results obtained demonstrate that
the model of obesity causes a significant decrease in migration capacity of
neutrophils , production of H,O,, MPO activity, HOCI production, the activity of
antioxidant enzymes SOD Total and Mn and the metabolic enzymes hexokinase and
G6PDH. Moreover obesity significantly increases the O, production, phagocytosis of
opsonized zymosan particles, intracellular calcium mobilization, the release of TNF-a
and interleukins IL-18 and the enzyme catalase. Chronic supplementation with green
tea extract in obese mice has been shown to significantly increase the neutrophil
chemotaxis, H,O,, HOCI and O, production as well as decreased the release of IL-
6, TNF- a and IL- 1B and catalase, compared to the obese group. According to these
results we conclude that the obesity model promotes a reduction in neutrophil
effector functions which may increase susceptibility to infections. Chronic treatment
with green tea extract seems to improve the functions of these cells in obese mice,
which might be an indication that green tea can be used as an adjuvant treatment to
prevent the onset of obesity-related infections, or at least to enhance immune
function.

Key-words: Obesity. Immune System. Neutrophil. Reactive Oxygen Species.
Catechins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema imune e neutréfilo

O sistema imune inato abrange diversos tipos de células com a capacidade
de identificar e eliminar uma variedade de microrganismos bem como qualquer tipo
de ameaca, visando proteger o organismo e retomar a homeostase. Importantes na
manutencdo da homeostase, células como leucocitos polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos), mondcitos, células natural killer (NK) e células
dendriticas, sdo ativadas quando microorganismos patogénicos conseguem romper
as barreiras naturais de protecdo do organismo (CRUZ, 2010).

Os neutréfilos sdo células dotadas da capacidade de engolfar e fagocitar
patdgenos, imunocomplexos e restos ou debris celulares, mediados principalmente
por espécies reativas de oxigénio (ERO) e enzimas proteoliticas (FUZISSAKI, 2009).
Originam-se de células precursoras mieléides, na medula 6ssea (BORREGAARD,
2010) cuja produgéo é induzida pelo fator de estimulagéo de colonia de granulécitos
(GCSF) (LIESCHKE et al., 1994), liberado em resposta a interleucina 17A (IL-17A) a
partir de células T reguladoras de neutréfilos como as células NK (LEY; SMITH;
STARK, 2006). A taxa de producdo diaria de neutréfilos chega a cerca de 2x10
(BORREGAARD, 2010), com uma meédia de vida circulante de até 12,5 horas para
neutrofilos de rato e de 5,4 dias para neutréfilos humanos (PILLAY et al., 2010).

Abundantes na corrente sanguinea, os neutrofilos constituem cerca de 50 a
70% do total de leucdcitos circulantes em humanos, enquanto representam de 10-
25% dos leucacitos circulantes em ratos (DOEING; BOROWICZ; CROCKETT, 2003;
MESTAS; HUGHES, 2004). Na circulacdo, os neutréfilos maduros apresentam um
diametro médio de 7-10 uM, com ndcleo segmentado e citoplasma enriquecido com
granulos e vesiculas secretoras (BORREGAARD, 2010; KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013). Estas células séo recrutadas para os sitios de lesédo por sinais quimiotaticos
de quimiocinas, citocinas, metaloproteinases da matriz extracelular, produtos
oriundos de microrganismos invasores, entre outros (KOBAYASHI; VOYICH;
DELEO, 2003). Devido as suas habilidades especificas como aderéncia ao endotélio
vascular, quimiotaxia ao sitio inflamatério, fagocitose, desgranulacdo e morte dos

microorganismos, sao consideradas células da primeira linha de defesa do
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organismo (HARTL et al., 2008; HENSON, 2005; LUO; LOISON, 2008; ZHONG et
al., 2003).

J4 é bem descrito que os neutrofilos possuem trés estados de ativacgao:
quiescente, primed e ativado. Eles diferem por caracteristicas distintas que afetam a
natureza e a magnitude da resposta dos neutrdéfilos (HALLETT; LLOYDS, 1995). Nos
individuos saudaveis, os neutréfilos circulantes apresentam-se no estado
quiescente, ou seja, sdo ceélulas circulantes livres, com morfologia redonda, ndo séo
aderentes e possuem membrana com poucas proje¢cdes (SHEPPARD et al., 2005).

A ativacdo de neutréfilos refere-se a processos que levam a alteracbes
conhecidas, isto €, processos mensuraveis. Originalmente, este se refere as
respostas efetoras como o burst oxidativo, mas foi ampliado para se referir a
mudanc¢as na morfologia celular e alteragdes bioquimicas, como aumento no célcio
intracelular (DOWNEY et al., 1995).

Em contraste, neutrofilos "primed” sdo células que passaram por um
processo em que foram previamente expostas a um estimulo (priming) sendo,
agora denominadas de primed e, como consequéncia, a resposta destas células a
um estimulo subsequente & amplificada fortemente. Em outras palavras, um
estimulo priming por si s6 nao inicia as funcdes efetoras destas células. Por
exemplo, a exposicao prévia dos neutrofilos a concentracdes de lipopolissacarideo
(LPS) nado induz o burst oxidativo, mas ira potencilizar grandemente o burst
oxidativo em resposta a uma segunda exposi¢cdo ou a um estimulo secundario
como o formil-metionil-leucil-fenilalanina  (fMLP), fragmentos do sistema
complemento C5a, C3b ou o fator de agregacao plaquetaria (PAF) (DOWNEY et
al., 1995). McPhail, Clayton e Snyderman (1984) foram os primeiros a descrever os
neutrofilos primed como sendo células que quando expostas a um agonista
primario, tipicamente a uma concentracdo  sub-estimulante, pode
influenciar/aumentar a producdo de superoxido provocada por um segundo
estimulo. Muitos destes agentes priming sdo agonistas dos receptores Toll-like
(TLR), sendo, portanto, componentes criticos no processo de priming mediada por
patégenos ou acidos graxos livres (AGL) (KOBAYASHI et al., 2005).

Receptores TLR exibem um papel crucial na deteccdo de infeccdes
microbianas e na inducdo da resposta inflamatéria e imune contra estruturas
microbianas conservadas, chamadas padrées moleculares associados a patégeno
(PAMP) (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A familia dos TLR, também ¢é
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sensibilizada por sinais nutricionais, tais como &cidos graxos livres (TORNATORE et
al., 2012). A interacdo dessas moléculas com o TLR desencadeia a ativacdo da
transducédo de vias de sinalizagdo, tais como a mitogen-activated protein kinase
(MAPK) e a via do fator nuclear -kB (NF-kB), resultando na ativagdo das células
imunes. Isto por sua vez, origina a producdo de citocinas pro-inflamatérias e
promove a inducgédo da funcéo efetora antimicrobicida (FERWERDA et al., 2008).

Os TLR ativam a via de sinalizacdo intracelular através dos dominios
extracelulares Toll/IL-1R e homélogo intracelular (TIR). A ativacdo da sinalizacao
através do dominio TIR, resulta no recrutamento de moléculas adaptadoras e,
finalmente, conduz a degradacédo de IxB e translocacdo de NF-kB para o ndcleo
(TAKEDA,; AKIRA, 2005). O LPS, um componente importante da membrana externa
das bactérias gram-negativas, € um dos mais poderosos ativadores da sinalizacéo
do TLR do tipo 4 (TLR 4) e induz a producéao de mediadores inflamatorios, tais como
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-6 (IL-
6) e oxido nitrico (NO), pela ativacdo da via de sinalizacdo MAPK/NF-kB, que leva a
morte por choque endotéxico em modelos animais (COHEN, 2002; TAKEUCHI,
AKIRA, 2001).

Aléem dessas funcdes relacionadas a defesa contra patdégenos, os TLR
também estédo relacionados com as funcbes metabdlicas das células. A ativacéo
desses receptores pode aumentar a captacdo de glicose por neutrofilos através do
aumento de transportador de glicose 1 (GLUT-1) presentes na membrana de
neutrofilos, via a ativacéo do fator de transcricdo HIF-1a (SCHUSTER et al., 2007),
favorecendo a maior producdo de energia em neutrofilos pela via glicolitica, uma
vez que a glicose é o substrato preferido para neutréfilos (PITHON-CURI; DE
MELO; CURI, 2004). Depois que a glicose € transportada para dentro das células,
sofre fosforilagcdo pelas enzimas hexoquinase / glicoquinase (KLETZIEN; HARRIS;
FOELLMI, 1994). A (glicose-6-fosfato (G6P), produto da forforilacdo pela
hexoquinase, pode ser utilizada na glicolise para producéo de energia na forma de
ATP e NADH ou utilizada pela via das pentoses, gerando ribose 5-fosfato para a
sintese de acidos nucleicos (STANTON, 2012) sendo oxidada a 6-
fosfoglucolactona pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH),
produzindo NADPH pela reducdo do NADP* (HO; CHENG; CHIU, 2007).

Como j& mencionado os neutrdfilos sdo as primeiras células a alcancar o

sitio inflamatério. Para exercer suas fungdes, estas células necessitam realizar a
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diapedese, que é o extravazamento da célula a partir do sangue para o tecido, que
envolve mdultiplas etapas como a interacdo as ceélulas endoteliais, mediado por
moléculas do tipo L-selectinas, passando por rolling pela adesdo, através de
moléculas de adesdo do tipo ICAM-1/VCAM; crawling para transmigracado e
quimiotaxia (migracdo ao foco inflamatério), seguindo o gradiente quimiotéxico,
através de receptores para agentes quimioatraentes como o fMLPR para fMLP e
CXCR2 para seus ligantes como interleucina-8 (IL-8) (PHILLIPSON, M.; KUBES,
P., 2011) (Figura 1).
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Figura 1 - Cascata classica de recrutamento de neutréfilos. Retirada de Kolaczkowska e Kubes (2013).

Para que a fagocitose ocorra ha inicialmente a migracao da célula em direcéo
ao agente invasor e posteriormente o reconhecimento da particula ou microrganismo
a ser ingerido, o que ocorre via receptores de membrana. Os neutrofilos expressam
outros receptores além do TLR que atuam no reconhecimento e engolfamento de
patégenos, como 0 receptor de manose, receptores scavenger, receptores para o
fragmento cristalizavel de imunoglobulinas (FCR) e receptores para proteina do
sistema complemento (CR). Os FcR para imunoglobulina de classe G (IgG), os FcgR
e 0os CR séo os dois principais grupos envolvidos na ativagdo de neutréfilos no sitio
de inflamacdo (JAKUS et al., 2009). A estimulacdo e cooperacao funcional destes
receptores desencadeia a fagocitose, liberagdo de mediadores inflamatorios e a
geracao de ERO (HIRAHASHI et al., 2006; PRICOP et al., 1999).

O sistema complemento é essencial para a resposta imune inata; dentre suas

fungBes esta a eliminagcdo de imunocomplexos (IC) e a fagocitose. Os receptores do
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complemento CR1 (CD35) e CR3 (CD11b/CD18) medeiam a fagocitose dos agentes
patogénicos (SMITH et al., 1990; UNDERHILL; OZINSKY, 2002). Ambos o0s receptores,
associam-se com fragmentos C3b/C3bi do sistema complemento, e estdo expressos nos
neutrofilos, sendo que o CR3 representa um importante ligante para C3bi nestas células.
Sendo assim, a expressao do CRS3 facilita a fagocitose de particulas opsonizadas com
C3bi e o recrutamento de neutrdéfilos ao sitio da inflamacéo (ROSS, 2002).

Ja os receptores Fc gama (FcyR) séo glicoproteinas de membrana que
diferem quanto a sua distribuicdo celular, funcdo e afinidade por isotipos de IgG.
Estes receptores reconhecem a porgcédo Fc da IgG (DAERON, 1997; SCHMIDT,;
GESSNER, 2005). A ativagdo simultanea do FcyR e CR3 leva ao burst respiratério
em neutrdfilos, devido ao cross-linking entre os receptores, ocorrendo associacao ao
citoesqueleto (ZHOU; BROWN, 1994). A proteina tirosina quinase Syk (speen
tyrosine kinase) € uma proteina sinalizadora envolvida no processo de fagocitose por
neutrofilo mediado por receptores CR3 (SHI et al., 2006) e FcyR (RIVAS-FUENTES
et al., 2010). Estudos mostram que o0s receptores Fcy e CR ativam a fosfolipase C
(PLC) e a fosfolipase D (PLD) através da Syk, resultando na mobilizac&o intracelular
de Ca** (NUNES; DEMAUREX, 2010).

Fisiologicamente, o calcio € liberado do limen do reticulo endoplasmatico
(RE) para o citoplasma quando ha a ativacéao de receptores capazes de ativar a PLC
e a producdo do segundo mensageiro inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). O IP3 liga-se a
receptores de IP3 na membrana do RE e ativa a liberacdo de calcio (BERRIDGE,
1993). Essa elevacdo ou oscilacdo citosélica de Ca®* é necessaria para a ingestao
eficiente de particulas estranhas por parte de alguns, mas nao todos, os receptores
fagociticos (NUNES; DEMAUREX, 2010). A fagocitose mediada por FcyR € regulada
através de uma via de sinalizacdo dependente da fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K)
(COX et al., 1999; GARCIA-GARCIA; ROSALES; ROSALES, 2002), proteina
quinase C (PKC) (BRETON; DESCOTEAUX, 2000; KARIMI; GEMMILL; LENNARTZ,
1999), proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK), MAPK p38 (GARCIA-
GARCIA; SANCHEZ-MEJORADA; ROSALES, 2001; MANSFIELD; SHAYMAN;
BOXER, 2000; RAEDER et al.,, 1999) e Rac (CARON; HALL, 1998), podendo
também prosseguir de forma independente de alteracbes na concentracao
intracelular de calcio (EDBERG et al., 1995; MYERS; SWANSON, 2002).

Apés o reconhecimento do antigeno por receptores que medeiam a

fagocitose, had a internalizacdo e formacdo de uma vesicula fagocitica. O
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processamento deste material ocorre através da formacao de um fagolisossomo, ou
seja, a unido da vesicula fagocitica a um lisossomo carregado de enzimas
proteoliticas (ADAMS; HAMILTON, 1984). Em neutréfilos o fon Ca** é importante
para um controle rigoroso dos passos subsequentes envolvidos na maturagdo dos
fagossomos, sendo também necessario para a polimerizacdo da malha de actina
gue rodeia fagossomos nascentes, para a fusao de fagossomos com granulos
contendo as enzimas liticas e para a montagem e a ativagdo do complexo NADPH-
oxidase (NUNES; DEMAUREX, 2010).

A NADPH oxidase compreende uma familia de enzimas denominadas Nox,
sendo uma importante fonte geradora de ERO, pois apresenta um centro redutor que
transfere elétrons do doador NADPH para o oxigénio molecular, levando a geracéo de
radical anion superéxido (O,") no espaco extracelular ou fagossomal (DAHLGREN;
KARLSSON, 1999; EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008; ROOS; VAN
BRUGGEN; MEISCHL, 2003; SHEPPARD et al., 2005). A estrutura e funcao da Nox foi
primeiramente descrita e caracterizada em neutrofilos (BABIOR, 1999).

A NADPH-oxidase em neutrofilos humanos € constituida de uma porcao
ligada a membrana, o flavocitocromo b558 (composta pelas subunidades p22phox e
gp91phox/NOX2) e pelas subunidades citosolicas: p47phox, p67phox, p40phox e
uma proteina G, Racl ou Rac2. A ativacdo da NADPH oxidase € iniciada a partir de
dois mecanismos simultaneos: a fosforilacdo da subunidade p47phox em multiplos
sitios e a ativacdo da GTPase Rac2, seguida pela migracdo de componentes
citosolicos para a membrana onde se associam com 0s componentes ligados a
membrana para formar a oxidase cataliticamente ativa (EL-BENNA et al., 2005; EL-
BENNA et al., 2009). A fosforilagdo de p47phox coordena a migracdo dos outros
componentes citosolicos para a membrana, com excec¢do da Rac, que s6 quando
acoplada a oxidase € capaz de efetuar a transferéncia de elétrons (BABIOR, 2004).

Este complexo pode ser estimulado por peptideos bacterianos como o fMLP e
o ativador farmacolégico da PKC, forbol meristato acetato (PMA), induzindo a
fosforilacdo de varias serinas e consequentemente a ativacdo da NADPH-oxidase
(EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008). Além desses estimulos
capazes de ativar o complexo enzimatico NADPH-oxidase para a producédo de O,",
outros estimulos também podem levar a ativacdo deste complexo em fagocitos
podendo-se citar algumas citocinas como o GM-CSF, TNF-a e IL-8, porém em
menor grau (EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008). Bactérias e
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leveduras opsonizadas, que atuam através da porcdo C3b e, possivelmente, a
porcdo Cha, provenientes da ativagdo da via do complemento também estimulam a
NADPH-oxidase (CHRISTOPHE et al., 2000; HOOGERWEREF et al., 1990).

Durante o burst oxidativo desencadeado no processo inflamatério, as células
do sistema imunolégico produzem além do O,” também o 6xido nitrico. Sob estas
condicbes, o0 Oxido nitrico e o anion superoxido podem reagir entre si para produzir
guantidades significativas de uma molécula oxidativa muito mais ativa, o peroxinitrito
(ONOO), um potente agente oxidante que pode causar fragmentacdo do DNA e
oxidacao lipidica e proteica (CARR; MCCALL; FREI, 2000).

As células mostram um amplo leque de respostas apds a exposicdo a ERO,
gque vao desde uma maior taxa proliferativa, a prevencdo da divisdo celular,
senescéncia, necrose ou apoptose (TANG et al., 2004). Outra espécie nao radicalar
gerada é o peroxido de hidrogénio (H»0,), formada a partir da dismutacao do O,",
processo que pode ocorrer de forma espontanea ou ser catalisado pela enzima
superéxido dismutase (SOD) que dismuta o0 O,” em O, e H,O. A SOD é capaz de
iniciar o processo de defesa endogena contra o ataque de ERO, impedindo a etapa
de iniciacdo da cadeia radicalar, podendo ser encontrada em mamiferos sob trés
isoformas: a SOD-CuZn, presente no citosol, a SOD-Mn, localizada na mitocéndria e
a SOD-EC que € uma forma extracelular (EC) da enzima e esta em equilibrio entre o
plasma e a superficie das células endoteliais (STOCKER; KEANEY, 2004).

O H,0, apresenta caracteristica lipofilica, podendo atravessar membranas
celulares e atuar em locais distantes da sua fonte geradora, diferentemente do O;",
porém ambos apresentam meia vida média suficiente para exercer seus papeis na
sinalizacao redox (GUZIK; HARRISON, 2006). Esta espécie pode ser degradada em
0O, e HyO pela enzima catalase (CAT), uma hemeproteina citoplasmatica muito
importante no processo de manutencdo da homeostase, encontrada no sangue,
medula éssea, mucosas, rim e figado (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Além da CAT, outra enzima antioxidante, a glutationa peroxidase (GPXx)
catalisa a reducéo do H,O, e peréxidos organicos em seus correspondentes alcodis
através da conversao da glutationa reduzida (GSH) para glutationa oxidada (GSSG),
utilizando como co-fator NADPH (SHAN; AW, JONES, 1990). A GPx por ser uma
metaloenzima, € dependente do mineral selénio para sua perfeita atividade
(JEROME-MORAIS et al., 2013). A GPx é considerada a enzima mais sensivel a

baixas concentragbes de H,0O,, e estd inter-relacionada a atividade da G6PDH
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sendo portando documentada na literatura, como a primeira fonte de defesa celular
contra 0 (BEZERRA et al., 2010). Apds o processo de exposi¢cdo da GSH ao agente
oxidante e a sua devida oxidacao a GSSG, uma outra enzima entra em atividade, a
glutationa redutase (GR), para promover a restauracdo da GSH com auxilio do co-
fator NADPH. Esta etapa € essencial para manter integro o sistema de protecao
celular (GILBERT, 1990). Como visto a integridade da via das pentoses, exerce um
papel essencial na regulacdo e perfeito funcionamento das defesas antioxidantes do
organismo, e uma diminuigéo do fornecimento de NADPH, pode comprometer esse
sistema, assim como a atividade da NADPH-oxidase.

Para matar organismos que sao muito grandes para serem fagocitados, 0s
fagOcitos atacam o agente agressor e secretam substancias microbicidas
principalmente oriundas do metabolismo do oxigénio. Neutrofilos possuem granulos
e vesiculas em seu citoplasma, formados durante a sua maturagdo, sendo um
reservatorio de proteinas com acao microbicida. Os granulos dos neutrofilos séo
classificados em trés subtipos distintos: azurdfilos ou primarios, secundarios e
terciarios. Os granulos azurofilos formados nos pro-mieldcitos, contém uma grande
guantidade de mieloperoxidase (MPO), proteinas catibnicas de baixo peso
molecular, hidrolases acidas e proteases neutras e componentes da NADPH
oxidase. Podem liberar seu conteddo no fagossomo ou no meio extracelular. Estes
mecanismos envolvem uma sequéncia de eventos, importante para uma resposta
inflamatoria eficaz (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). A liberacdo da MPO dos
granulos azurofilos dos neutroéfilos, apos a sua ativacdo, exibe um papel importante
na atividade microbicida dessa célula fagocitica (HAMPTON; KETTLE;
WINTERBOURN, 1998; KLEBANOFF et al., 2013). Esta enzima cataliza a formacé&o
do acido hipocloroso (HOCI) a partir do cloreto (Cl) e H,O,. Este, por sua vez,
também oxida uma grande quantidade de substratos para seus radicais
correspondentes (KETTLE; VAN DALEN; WINTERBOURN, 1997). O HOCI
apresenta varias acdes sendo a acdo bactericida e fungicida as de maior destaque
(HURST, 2012; KLEBANOFF, 2005). Embora o objetivo destes processos seja
destruir patégenos invasores, os oxidantes gerados excessivamente por neutréfilos,
também podem danificar sua estrutura celular levando a disfuncédo das células ou
até mesmo apoptose (MARTINDALE; HOLBROOK, 2002).
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1.2 Obesidade e inflamacao

A obesidade é considerada um importante problema de saude publica sendo
classificada hoje como uma epidemia global. Do ponto de vista clinico, pode-se
definir obesidade como uma condi¢cdo de elevado peso corporal, principalmente de
gordura, de magnitude suficiente para produzir consequéncias adversas a saude
(KOPELMAN, 2000). A obesidade é considerada uma doenca integrante do grupo
de Doencgas Crbnicas N&o-Transmissiveis (DCNT), as quais sdo de dificil
conceituacdo, gerando aspectos polémicos quanto a sua propria denominacao, seja
como doencga nao-infecciosa, doenga crénico-degenerativa ou como doencga cronica
ndo-transmissivel, sendo esta Ultima a conceituacdo atualmente mais utilizada
(PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). Ela pode ser descrita como a “Nova
Sindrome Mundial”, sendo uma condicdo complexa, com dimensdes sociais e
psicologicas sérias, afetando individuos de todas as idades e grupos
socioeconémicos, porém o grupo de baixo nivel socioeconémico € o mais sujeito aos
prejuizos a saude (BURKERT et al., 2013; NAMMI et al., 2004).

Mundialmente, cerca de 1,2 bilhdes de pessoas apresentam sobrepeso,
enquanto 475 milhdes sdo obesas (IOTF, 2010). No Brasil, dados do Ministério da
Saude apontaram que no ano de 2012 cerca de 17% da populacdo era obesa e 51%
apresentava excesso de peso, mostrando uma grande progressdo desta doenca
comparado ao ano de 2006, onde estes numeros eram 11,6% e 43,2%,
respectivamente (VIGITEL, 2012). Estudos clinicos e populacionais utilizam o indice
de massa corporea (IMC, Kg/m?) para avaliar a quantidade total de gordura corporal
ou a prevaléncia da obesidade (WILKINSON et al., 2007). O IMC é uma medida de
adiposidade util, porém imprecisa. Adultos com um IMC = 30 s&o classificados como
obesos, enquanto que aqueles com IMC de 25-30 séo classificados como sobrepeso
(WHO, 2000).

A obesidade também pode ser caracterizada por gerar prejuizo na
homeostase do organismo, estando associada com 0 aumento substancial da
morbidade, mortalidade prematura, reducdo da qualidade de vida e altos custos com
cuidados a saude (FONTAINE et al., 2003; HASLAM; JAMES, 2005; KOPELMAN,
2000). As maiores comorbidades incluem DM tipo 2 (KAHN; HULL;
UTZSCHNEIDER, 2006; RICHARDSON; SMITH; CARTER, 2013), hipertensao
(KURUKULASURIYA et al., 2011), dislipidemia, doengas cardiovasculares (LOGUE
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et al., 2011; MATSUZAWA; FUNAHASHI; NAKAMURA, 2011; NANCHAHAL et al.,
2005), certos tipos de cancer (VUCENIK; STAINS, 2012), esteatose hepatica,
calculos na vesicula biliar e osteoartrite (KOPELMAN; JEBB; BUTLAND, 2007,
SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007) dentre outras como a sindrome metabdlica,
alteracbes menstruais, esterilidade, apnéia do sono e alteracBes psicoldgicas
(FLEGAL et al., 2007; MUNOZ; MAZURE; CULEBRAS, 2004).

A maioria dos individuos obesos apresenta um estado de desregulagéo
metabdlica caracterizada pelo aumento da circunferéncia abdominal, resisténcia a
insulina, hiperglicemia, hipertensdo e hipertrigliceridemia (ERVIN, 2009). Isso se
deve ao excesso de nutriente ingerido que é armazenado como triglicérides,
principalmente no tecido adiposo, mas também em outros tecidos. Além dos efeitos
benéficos do armazenamento de nutrientes, no entanto, em longo prazo o
armazenamento de quantidades excessivas de lipidios pode ter um impacto negativo
na saude, especialmente em condicdes de maior longevidade e diminuicdo da
atividade fisica (SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).

Atualmente sabe-se que o tecido adiposo além das muitas funcbes ja
conhecidas, tais como termorregulacdo, protecdo corporal contra choques
mecanicos, reserva energética e de vitaminas lipossolUveis, possui uma importante
funcdo enddcrina devido a capacidade dos adipécitos de secretarem uma variedade
de substancias com func¢des disseminadas em todo o organismo, como a leptina,
adiponectina, resistina e marcadores/mediadores inflamatérios como o TNF-a, IL-6,
IL-8 e proteinas de fase aguda como a proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1)
(HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; SUGANAMI; NISHIDA;
OGAWA, 2005; VAZQUEZ-VELA; TORRES; TOVAR, 2008).

Sabe-se gque a resposta imune inata pode ser desencadeada ndo apenas a
partir de estimulos infecciosos, mas também a partir de estimulos enddégenos. Além
da grande variedade de medicadores inflamatérios liberados pelos adipdécitos e o
aumento de AGL circulantes, muitos dos principais reguladores do metabolismo
também desempenham papel critico na regulacdo da resposta inflamatéria. O
receptor X do figado (LXR — Liver X Receptor) € um exemplo, pois exibe um duplo
controle, no metabolismo lipidico e na inflamacédo, além de estar estreitamente
relacionado com a producdo de neutréfilos pela medula éssea (HONG et al., 2012;
HONG et al., 2011).
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O papel dos neutrdfilos na inflamacgéo induzida pela condi¢cdo de obesidade
ainda nao estd muito bem compreendido. Foi demonstrada a ocorréncia de
neutrofilia em criangas (a partir dos 3 anos de idade) e adultos obesos, e isto parece
estar corelacionado com a presenca de concentracdes de mediadores inflamatorios
(HERISHANU et al., 2006; SKINNER et al., 2010; ZALDIVAR et al., 2006). Além
disso, a contagem dos neutrofilos estd associada com o IMC, circunferéncia
abdominal e com o tecido adiposo total de obesos adolescentes do género feminino
(KIM; PARK, 2008).

A obesidade esta associada hoje a um estado de inflamac&o de baixo grau
cronico (latente) e também se destaca pelo aumento da quimiotaxia de células
imunes para o tecido adiposo (HARVEY; LASHINGER; HURSTING, 2011;
OLEFSKY; GLASS, 2010). Muitos trabalhos mostram a grande relacéo entre o tecido
adiposo e as células do sistema imune (Figura 2). Tem-se mostrado que o tecido
adiposo branco de modelos animais e humanos obesos esté infiltrado por células do
sistema imune. Na obesidade ha a infiltracdo de células com perfil pré-inflamatorio,
como células TCD4" e TCD8", células Thl, NK e granulécitos como os mastocitos e
basdfilos. A elevacao de citocinas como o TNF-a e IL-18, MCP-1, o aumento de
AGL e a liberacdo de ERO contribuem para o microambiente pré-inflamatério da
obesidade, favorecendo a infiltracdo de células imunes no tecido adiposo
(JOHNSON; MILNER; MAKOWSKI, 2012).

Esta infiltracdo parece ser uma causa importante para a resisténcia a insulina
associada a obesidade. Macrofagos do fenétipo 'M1' se infiltram no tecido adiposo
na condicao de obesidade e o grau de infiltracdo destas células correlaciona-se com
o indice de massa corporal e o tamanho médio dos adipdcitos. Estes eventos
medeiam a resisténcia a insulina através da sensibilizacdo de TLR4 por AGL
oriundos do tecido adiposo, liberando mediadores inflamatorios (NGUYEN et al.,
2007). Diversos trabalhos mostram que a expressdo de mediadores inflamatdrios em
resposta a agonistas de TLR4 podem interromper a sinalizacdo da insulina atraves
de diversos mecanismos, promovendo a ativacdo de moléculas, especialmente a
IKK e JNK, capazes de fosforilar moléculas em residuos de serina em proteinas
como o IRS-1 e IRS-2, inibindo a sinaliza¢cdo da insulina e levando a um quadro de
resisténcia a insulina ou até ao desenvolvimento de DM tipo 2 (HOWARD,; FLIER,
2006; PAULI et al., 2009).
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Embora esta infiltragdo tenha sido mais caracterizada em modelos de
obesidade, sabe-se que em periodos de jejum de curto prazo, os macrofagos
também sdo rapidamente recrutados para o tecido adiposo e fornecem sinais que
inibem a lip6lise e melhoram o armazenamento de nutrientes (KOSTELI et al., 2010).
Em condi¢cbes saudaveis, ocorre a repressdo da lipdlise mediada pela insulina,
auséncia de inflamacao e niveis fisiologicos de AGL, glicose e ERO. No tecido
adiposo de individuos magros, os macréfagos com carater antiinflamatorio, conhecidos
como tendo fenétipo 'M2’, estdo presente em maior nimero . Estas células s&o
residentes e o seu fendtipo é mantido pela presenca de células T-reguladoras (Treg),
linfécitos Th2 e eosindfilos. Ainda ha a secrecédo de adipocinas como a adiponectina, IL-4
e IL-10, que atuam de modo a manter a sensibilidade a insulina (JOHNSON; MILNER;
MAKOWSKI, 2012) (Figura 2).

Ha evidéncias de que os neutrofilos também sdo encontrados infiltrados no
tecido adiposo na condicdo de obesidade. Estudos recentes mostram que apos
trés dias da ingestdo de uma dieta hiperlipidica, se observa uma grande
porcentagem de neutroéfilos infiltrados no tecido adiposo de camundongos e ratos.
Considerando que os neutrofilos sdo células que participam da primeira linha de
defesa do organismo e sdo as primeiras células a serem recrutadas para o sitio
inflamatério, os neutrofilos podem ser participantes ativos no recrutamento de
outras células imunes, inclusive de macréfagos, o que acaba por conduzir a
inflamacao induzida pela obesidade e resisténcia a insulina (ELGAZAR-CARMON
et al., 2008; TALUKDAR et al., 2012). Esta evidéncia mostra o papel importante
dos neutrofilos, contribuindo talvez na patogénese da obesidade.

A resposta imunoldgica frente a agressfes agudas e crénicas na obesidade
€ afetada por alteracbes nas concentracbes de mediadores inflamatoérios, de
populacdes linfocitarias, de células fagocitarias, de células apresentadoras de
antigenos, pela ativacdo do sistema de complemento, dentre outras. Portanto a
suscetibilidade de adquirir infeccdes, a capacidade de combaté-las e a
possibilidade de desenvolver doencas crénicas inflamatoérias, estdo elevadas nos
individuos obesos (GUIMARAES, 2012).
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Figura 2 - Infiltragcdo de células imunes no tecido adiposo. Retirada de Johnson, Milner e
Makowski (2012)

Estudos com neutréfilos de pacientes portadores de obesidade morbida
mostraram um aumento da resposta a endotoxinas em baixa dose, com
concomitante reducéo da apoptose e extensdo de sua meia-vida em comparacao
com individuos magros, o que sugere possivel hiperresponsividade desses
neutrofilos (TROTTIER et al., 2012). Também ja foi relatado um déficit funcional em
neutrofilos de individuos obesos incluindo reduzida atividade bactericida destas
células (PALMBLAD; HALLBERG; ENGSTEDT, 1980).

Na medida em que as células do tecido adiposo aumentam em tamanho
e/ou namero, trazem consequéncias prejudiciais a saude. Algumas das moléculas
secretadas estdo ativamente implicadas na regulacdo da funcdo imune. Uma delas
€ a leptina, que é secretada de forma proporcional a quantidade de massa adiposa.
A leptina além de exercer suas acfes hipotalamicas em neurdnios NPY/AgRP e
POMC no nucleo arqueado (ARC) para o controle homeostatico a longo prazo
(SAHU, 2003) da ingestdo e da reserva de energia, também estd envolvida na
deficiéncia da resposta imune humoral e celular observada em obesos (OTERO et
al., 2005). Na forma mais comum de obesidade em geral ocorre hiperleptinemia,

hY

associada a uma resisténcia central e periférica a leptina, com prejuizos na
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resposta imune. Este quadro de hiperleptinemia, em geral causa uma ativacao das
células do sistema imune, estimulando a liberagdo de citocinas préo-inflamatorias.
Desta forma, podemos considerar que a leptina € uma adipocina pro-inflamatoria
sendo capaz de desencadear a ativacdo de células imunes, através da estimulagéo
de receptores de leptina presentes nessas células, incluindo neutréfilos (MUNOZ;
MAZURE; CULEBRAS, 2004; OTERO et al., 2005; SANCHEZ-MARGALET et al.,
2003).

Nos neutréfilos a leptina influencia a expressao de CD11b, um componente
essencial da ativacado dessas células (MOORE et al., 2003; MUNOZ; MAZURE;
CULEBRAS, 2004; ZARKESH-ESFAHANI et al., 2004), que por sua vez, pode
facilitar a interacdo dos neutréfilos com os adipécitos, uma vez que esta interacdo
€ mediada por CD11b presente na superficie de neutrofilos e a molécula ICAM-1
presente na membrana dos adipocitos (ELGAZAR-CARMON et al.,, 2008). Tais
alteracbes mediadas pela leptina observadas em neutrofilos ndo ocorrem em
concentragoes fisioldgicas desta adipocina, apenas em altas concentracbes como
encontrada na obesidade (KAMP et al., 2013).

Além disso, em outros estudos € descrito um aumento da expresséo de outras
moléculas aderentes e de superficie como a molécula de adesédo CD62L e receptor de
morte CD95 (Fas ligante) em neutrdéfilos de individuos obesos (COTTAM et al., 2002;
COTTAM et al., 2003). De fato, os neutrofilos apresentam-se alterados pelo estado de
obesidade, e este cenario pode contribuir para o aparecimento de comorbidades
associadas a esta doenca e/ou na progressao das ja existentes como a aterosclerose,
doencas microvasculares e neuropatologias (NOELS; WEBER, 2011; RUMMEL et al.,
2010; SEITZ et al., 2010).
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1.3 Chaverde e suas caracteristicas

Desde a antiguidade as plantas tém sido utilizadas como medicamentos
na prevengdo, no tratamento e na cura de disturbios, disfun¢cdes ou doengas em
homens e animais. O cha verde é produzido a partir da planta Camellia sinensis,
uma planta cultivada no oeste da China had quase 2000 anos (Figura 3)
(COOPER, 2012). O ch& é consumido principalmente nos paises Asiaticos,
aonde seu significado vai além de uma simples bebida, €& sinbnimo de
prosperidade, harmonia, beleza e seu consumo torna-se um ritual de grande
importancia social e cultural (CLARKE, 2007; RATES, 2001).

Figura 3 - Planta Camellia sinensis.

A composicdo das folhas do cha depende de uma variedade de fatores,
incluindo clima, estacdo do ano, processo utilizado na horticultura, além do tipo e
idade da planta. O cha feito a partir de folhas processadas de Camellia sinensis é
consumido em diferentes partes do mundo e pode ser diferenciado em trés tipos que
diferem entre si pelo grau de inativacdo das enzimas foliares durante o
processamento (GRAHAM, 1992). Dependendo do nivel de fermentacdo ou
oxidacdo que as folhas da Camellia sinensis sofrem, podem dar origem a pelo
menos 3 tipos de: cha verde, o qual ndo sofre fermentacdo durante o
processamento das folhas e deste modo retém a cor original de suas folhas, além
do conteudo bioativo ser preservado, sendo amplamente consumido em paises
da Asia; o cha oolong o qual é parcialmente fermentado, resultando em um ché

com coloragcdo um pouco mais escura, tendo sua produgcdo e 0 consumo
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acentuados na China; e o cha preto, cujo processo de fermentacdo € maior do
que o do cha oolong, com posterior secagem das folhas, contribuindo assim para
uma coloragéo escurecida, além de lhe conferir sabor caracteristico. Este tipo de
cha é mais popular na América do Norte e Europa (LAMARAO; FIALHO, 2009).

A composicdo quimica do cha verde é complexa; as proteinas perfazem de
15-20% do peso seco, sendo que as enzimas constituem uma fracdo importante;
os aminod&cidos correspondem de 1 - 4% do peso seco, entre eles a teanina ou 5-
N-etilglutamina, acido glutamico, triptofano, glicina, serina, acido aspartico, tirosina,
valina, leucina, treonina, arginina e lisina sdo os mais abundantes; os carboidratos
representam 5 - 7% do peso seco do extrato, sendo o0s principais a celulose,
pectinas, glicose, frutose e sacarose; 0s minerais e oligoelementos (5% peso seco)
como calcio, magnésio, cromo, ferro, manganés, cobre, zinco, molibdénio, selénio,
sodio, fosforo, cobalto, estréncio, niquel, potassio, fldor, aluminio e vestigios de
lipidios (acidos linoléico e a-linolénico), esterois (estigmasterol), vitaminas (B, C,
E), cafeina, teofilina, pigmentos (clorofila, carotendides), e compostos volateis
(aldeidos, alcoois, ésteres, lactonas, hidrocarbonetos). O cha verde ainda possui
polifendis, que incluem os flavanois, flavandiois, flavonéides e acidos fendlicos,
como o acido galico. Estes compostos podem ser responsaveis por até 30% do
peso seco do extrato de cha verde e contribuem para o sabor, 0 aroma e a
coloracéo dos vegetais em geral (CHACKO et al., 2010; SCHMIDT et al., 2005).

Os polifendis apresentam uma estrutura contendo mais de um anel
aromatico com pelo menos um grupo hidroxila ligado em cada anel. Estao
distribuidos amplamente no reino vegetal, porém 0s animais sao praticamente
incapazes de sintetizar o anel aromatico. Sao derivados metabolicamente do acido
chiquimico e fenilpropandides (ROBARDS et al., 1999). Nas plantas, encontram-se
armazenados nos vacuolos, no estado reduzido ou frequentemente como
heterosideos, que ndo sdo téxicos as plantas (BECKMAN, 2000). Dentre os
polifendis presentes no cha verde se destacam os flavondides, e dentre estes,
predominam as catequinas (MUKHTAR; AHMAD, 2000). As catequinas possuem,
portanto, como caracteristica anéis aromaticos e grupamentos hidroxila. As
catequinas e epicatequinas sdo constituidas por um anel de benzeno (A)
condensado com um anel pirano (C). Na posicdo 2 do anel (C) existe um anel

benzénico como substituinte (B), contendo hidroxilas. Essas estruturas ainda
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podem ser esterificadas com o &cido galico na posi¢cdo 3 do anel C, originando
epicatequina-3-galato e a epigalocatequina 3-galato (AHERNE; O'BRIEN, 2002).

As catequinas e as epicatequinas estdo presentes em diversos alimentos,
enquanto os galatos e galatocatequinas estdo presentes exclusivamente em chas,
especialmente no cha verde. Existem quatro principais catequinas encontradas no
cha verde: epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina-3-galato
(ECG) e a epigalocatequina 3-galato (EGCG) (Figura 4), esta ultima representando
cerca de 50% a 80% dos polifendis antioxidantes totais do cha verde (BODE;
DONG, 2009; SANO et al., 2001).
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Figura 4 - Estrutura quimica das principais catequinas do chéa verde.

O consumo de cha verde ou seu extrato € considerado seguro, ja que
nenhum efeito colateral significativo foi observado diante de varios ensaios clinicos
realizados (CHOW et al., 2003). Recentemente, o cha verde tem atraido grande

atencdo por seus efeitos benéficos para a saude humana. As catequinas do cha
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verde tém apresentado varias ac¢des farmacologicas, como efeitos antihipertensivos,
hipocolesterolémico, anti-angiogénico e antitumoral, além de modulador da resposta
de células tumorais (IHM et al., 2012; KIM et al., 2012; LECUMBERRI et al., 2013;
SINGH; SHANKAR; SRIVASTAVA, 2011). O consumo de cha verde tem sido
proposto também para o tratamento da obesidade por apresentar correlacdo inversa
entre obesidade generalizada, obesidade abdominal, morbidade e mortalidade
cardiovascular e risco de cancer, promovendo respectivamente, uma diminuicao de
gordura corporal, inibindo a adipogénese e promovendo a apoptose de adipécitos
(LIN; DELLA-FERA; BAILE, 2005).

Além disso, os flavondides do cha verde podem atuar aumentando a
termogénese e a oxidacao de gordura, através da modulacdo da noradrenalina no
sistema nervoso simpatico, evitando, dessa forma, o aumento no tamanho e na
guantidade de adipdcitos, prevenindo o depdsito de gordura no organismo e
consequentemente regulando o peso corporal. Alguns estudos mostram que as
catequinas desempenham um papel importante no controle do tecido adiposo,
principalmente pela regulacdo que a EGCG exerce sobre algumas enzimas
relacionadas ao anabolismo e catabolismo lipidico, como a acetili CoA
carboxilase, AG sintetase, lipase pancreatica, lipase gastrica e lipooxigenase
(LIN; LIN-SHIAU, 2006).

A mais abundante catequina presente no cha-verde, a EGCG, tem mostrado
efeitos benéficos em varios estudos possuindo uma atividade antioxidante no
diabetes (BALUCHNEJADMOJARAD; ROGHANI, 2011), na doenca de Parkinson
(GUO et al., 2007) e na doenca de Alzheimer (LOPEZ DEL AMO et al., 2012;
REZAI-ZADEH et al.,, 2008). Outras propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
incluem a atividade antialérgica (FUJIMURA; TACHIBANA; YAMADA, 2001; SHIN
et al.,, 2007) e anti-inflamatéria (AKHTAR; HAQQI, 2011; BYUN et al.,, 2012;
COOPER; MORRE; MORRE, 2005).

Quimicamente os flavondides do cha verde sdo atenuadores muito eficazes
de espécies reativas, dentre elas ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(HALLIWELL, 2008). A atividade antioxidante das catequinas deve-se ao
mecanismo de transferéncia de elétron destas para as ERO estabilizando estas
substancias. A adicdo de um grupo galato e hidroxilas a estrutura do anel B dos
compostos do cha verde aumenta a sua eficiéncia como scavenger de ERO
(NAKAGAWA; YOKOZAWA, 2002). Estudos realizados em voluntarios demonstram
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aumento da capacidade antioxidante do sangue nos seres humanos que consomem
quantidades moderadas do cha, ou seja, de 1-6 copos/dia (COOPER; MORRE;
MORRE, 2005; GOUNI-BERTHOLD; SACHINIDIS, 2004; RIETVELD; WISEMAN,
2003).

Dentre 0s aspectos necessarios para compreender a atividade das catequinas
nos sistemas bioldgicos, é preciso conhecer sua forma de absorcgdo, distribuicéao,
metabolismo e eliminacdo pelo organismo. Apds a ingestdo do extrato de cha verde
evidéncias sugerem que as catequinas absorvidas sdo submetidas a um extenso
processo de biotransformacéo, incluindo metilagdo, glucuronidagéo, sulfatacéo e
metabolismo no trato gastro intestinal (LAMBERT et al., 2003).

Hoje se sabe que dentre as catequinas a EGCG € a mais rapidamente
absorvida, distribui-se por todos os tecidos e possui um tempo de meia vida maior na
corrente sanguinea. Quando administrada isoladamente, apresenta meia vida menor
do que associada com outros compostos do extrato de cha verde. Esta propriedade
esta relacionada com a sua complexacao, competicdo, metabolizacdo e a interacao
com os demais compostos do extrato do cha verde (CHEN et al., 1997).

Apesar da biodisponibilidade das catequinas ser baixa, grande parte escapa
do efeito de primeira passagem, indicando que a permeabilidade, o transporte ou o
metabolismo das catequinas na membrana celular da regido gastrointestinal, sé&o
fatores limitantes, que resultam em baixa biodisponibilidade oral (CAIl; ANAVY;
CHOW, 2002). Numerosas proteinas podem se ligar diretamente com a EGCG no
plasma entre elas o fibrinogénio e a glicoproteina rica em histidina, que podem atuar
como proteinas transportadoras de EGCG no plasma. Entretanto, a EGCG pode se
ligar a tecidos como pulmdo, mama, colon e pele através de outras proteinas
diferentes das presentes existentes no plasma (SAZUKA; ISEMURA; ISEMURA, 1998).

Mais de 80% das principais catequinas do cha sao encontradas conjugadas
no plasma e na urina. No entanto, estes conjugados ainda contem porc¢des catecol
e galato intactas e podem eliminar superoxido com eficacia, sugerindo que a
capacidade antioxidante de alguns dos metabdlitos das catequinas é semelhante a
dos seus compostos progenitores (Figura 5). Mesmo apresentando baixa
biodisponibilidade, as catequinas podem ser absorvidas em quantidade suficiente
para exercer efeitos benéficos sobre os parametros cardiovasculares in vivo
(BABU; LIU, 2008).
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Figura 5 - Mecanismo de a¢&o antioxidante dos grupamentos galato encontrado nas catequinas
(ressonancia) (LAMBERT; ELIAS, 2010).

A taxa de oxidac&o das catequinas aumenta em funcao do pH (faixa de 4-7) e
muitas vezes a oxidacao dos compostos fendlicos é referida como um processo de
“auto-oxidacado” (MILLER; BUETTNER; AUST, 1990). Os metais de transi¢cao (por
exemplo, ferro e cobre) sé@o capazes de iniciar a oxidagcdo de compostos fendlicos e
séo catalisadores essenciais neste processo (DANILEWICZ, 2003). Essa reacao €
capaz de produzir ERO como o O;" (ou a sua forma protonada, o HO,") que é ainda
reduzida a H,O, em condicbes acidas (Figura 6) (LAMBERT; ELIAS, 2010). A
reacao das catequinas como a EGCG com tais metais, produz radicais O, e radicais
EGCG (EGCGe). O radical O," pode ainda reagir com outra molécula de EGCG para
produzir H,O, e EGCGe. Duas moléculas EGCG+ podem colidir para formar um
dimero, porém é mais provavel que a EGCGe tenha o anel B de uma outra molécula
de EGCG como alvo, para formar um radical dimero (Dimeroe). O radical dimero
pode reagir com oxigénio molecular para formar o dimero de EGCG e regenerar o
radical O,". Em qualquer caso, a reagcdo € propagada por meio da reacdo de Oy~
com EGCG, levando a geracao de dimeros EGCG e H,0,, mostrando uma acgao pro-

oxidante destes compostos polifendlicos (HOU et al., 2005).
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Figura 6 - Mecanismo de a¢éo pro-oxidante da EGCG (auto-oxida¢do) (HOU et al., 2005).

As catequinas também apresentam uma acdo anti-inflamatéria.
Recentemente, a EGCG protegeu camundongos contra a endotoxemia letal
induzida por LPS, resgatando os animais de uma sepse letal (LI et al., 2007).
Também foi identificado um possivel receptor de superficie celular para EGCG que
pode mediar suas acdes celulares (FUJIMURA et al., 2012; TACHIBANA et al.,
2004). O receptor de laminina 67-kDa (67LR) € uma ndo-integrina de superficie
celular com alta afinidade para laminina (MENARD et al., 1997). O seu papel como
receptor de laminina, o torna uma molécula importante na adesédo celular para a
membrana basal e a metastase de células tumorais (TANAKA et al., 2000). A
laminina em si pode, ao ativar este receptor em neutroéfilos, promover uma resposta
guimiotatica (TERRANOVA et al., 1986).
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Este receptor foi caracterizado em neutréfilos humanos ativados por fMLP. A
sua expressao € dependente da ativacdo da célula (YOON et al., 1987), e tem sido
demonstrado ser responsavel por mediar os efeitos anti-alérgicos da EGCG em
baséfilos (FUJIMURA; YAMADA; TACHIBANA, 2005). Em pré-adipécitos a EGCG
medeia a sinalizagdo anti-insulina através da via do 67LR (KU et al., 2009). Segundo
alguns autores, a acdo da EGCG através 67LR envolve o efeito de regulacdo
negativa da resposta inflamatéria, mostrando-se capaz de diminuir a expresséo de
TLR4. A proteina Tollip é indispensavel para mediar a acdo anti-inflamatéria de
EGCG, uma vez que estd aumentada quando esta catequina esta presente (HONG
BYUN et al., 2010). Além disso, a EGCG é um regulador negativo da sinalizacdo do
TLR4, inibindo as vias de sinalizacdo de TLR4 dependente de MyD88 e TRIF em
células RAW264.7, suprimindo assim a resposta inflamatéria (YOUN et al., 2006).

A atividade anti-inflamatoria da EGCG pode ser explicada pela sua
capacidade em atuar inibindo a ativacao de fatores de transcricdo como o NF-kB e
AP-1, que séo induzidos por estimulos pro-inflamatorios, tais como a radiacdo UV
e LPS (BARTHELMAN et al., 1998; LIN; LIN, 1997). Ao mesmo tempo ela inibe a
degradacao do IxB-a induzida pela ativagao celular mediada pelo TNF-a e ligantes
de TLR4. O mecanismo de acéo anti-inflamatorio da EGCG parece estar associado
a diminuicdo da atividade da proteina IKK, envolvida na fosforilacdo do IkB-a
(RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006), tendo por resultado a diminuicdo da
expressao de produtos de genes inflamatérios incluindo a lipoxigenase (YANG;
KOO, 2000), ciclooxigenase (COX) (SINGH; KATIYAR, 2011), NO-sintase (CHAN
et al., 1997) e TNF-a (AL-AMRI; HAGRAS; MOHAMED, 2013).
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CONCLUSOES

Parametros caracteristicos da obesidade:

Houve aumento no peso corpoéreo, indice de adiposidade, depdsitos de gordura,
resisténcia a insulina, aumento de leptina e AGL nos animais obesos.
. O tratamento com extrato de cha verde foi capaz de diminuir e restaurar estes

valores, com excec¢do da concentracao plasmatica de leptina.

Parametros funcionais de neutroéfilos:

. A capacidade fagocitica dessas células apresentou-se aumentada na condi¢cao
de obesidade enquanto a capacidade quimiotaxida de neutrofilos mostrou-se
atenuada. O tratamento com cha verde melhorou a migracdo dessas células e
nao alterou a fagocitose;

. A capacidade microbicida das células parece estar prejudicada no modelo de
obesidade, devido a reducdo da atividade da enzima MPO e do seu produto
HOCI;

. O tratamento crénico com extrato de cha verde apresentou acdes pro-oxidantes,
somente na condicdo de obesidade, evidenciadas pelo aumento de O,", H,O, e
HOCI, melhando a resposta microbicida de neutréfilos;

Houve aumento na liberacdo das interleucinas IL1-B e TNF-a e o tratamento de
ratos obesos com extrato de cha verde promoveu uma diminuicdo na liberacéo
destas interleucinas e da IL-6, o que pode diminuir o estado inflamatorio;

. A mobilizacdo intracelular de Ca*" foi maior tanto nos animais induzidos &
obesidade quanto nos animais tratados com extrato de cha verde, independente
da condicao de obesidade;

. Algumas das enzimas antioxidantes e metabdlicas de neutrdfilos foram alteradas
pela condicdo de obesidade, e o tratamento com cha verde foi capaz de modular

algumas destas enzimas alteradas pela obesidade.
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