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Introducéo: A obesidade é uma desordem complexa cuja etiologia envolve fatores bioldgicos,
ambientais e comportamentais. O padrao de dieta ocidental composto por refei¢cdes ricas em gordura
saturada é capaz de elevar marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo, o que tem sido associado
ao aumento do risco cardiovascular e desenvolvimento de neoplasias. Em contrapartida, uma dieta
rica em frutas, vegetais e legumes esta negativamente associada ao ganho de peso, estresse oxidativo
e comorbidades associadas a obesidade. O cha é a bebida mais consumida no mundo depois da 4dgua
e a epigalocatequina galato (EGCG), catequina mais abundante no cha verde, tem recebido particular
atencdo por evidéncias que mostram agao anti-inflamatdria e antioxidante.

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar se a suplementagdo aguda de ché verde atenua
os marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo induzidos por refeicao rica em gordura saturada
em mulheres com obesidade e avaliar a sua capacidade de modular a expressdo de microRNAs
(MiRNAs).

Métodos: Trata-se de um ensaio clinico tipo crossover, randomizado, controlado e duplo cego. Foram
incluidas mulheres com indice de massa corporal (IMC) = 30 kg/m?, sem comorbidades, que receberam
por via oral 2 capsulas contendo cha verde (738 mg de cha verde) ou placebo na véspera na refeicdo
rica em gordura saturada. As pacientes foram convocadas em dois momentos com washout de duas
semanas. M1: ingestdo de refeicdo rica em gordura precedida pela ingestdao aguda de cha verde ou
placebo na noite anterior as 22:00h; M2: Ingestdo dieta rica em gordura precedida pela ingestdo aguda
cha verde ou placebo na noite anterior as 22:00h. Foram realizadas coletas de sangue antes (t0) e cinco
horas (t5) apods a refeicdo. Foram dosados os marcadores de processo inflamatdrio interleucina 6 (IL-
6), proteina C- reativa (PCR) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), de estresse oxidativo e a
expressao global de microRNAs foi avaliada.

Resultados: Quinze mulheres com idade média de 35,5+9,9 anos, IMC de 35.2+3,1 kg/m? e
circunferéncia abdominal de 111,849,4 cm foram incluidas na analise final. Ndo houve diferenca em
relagdo aos marcadores inflamatdrios. Apesar de alterar a atividade das enzimas antioxidantes, a
ingestdo aguda de cha verde ndo alterou a concentragdo sérica de hidroperdxido de lipideo. No
entanto, a ingestdo de chd verde inibiu 0 aumento de expressdo de 62 miRNAs induzidos pela refei¢do
hiperlipidica. A analise de predicdo de genes-alvo resultou em 1757 alvos, que estdo envolvidos nas
vias do TGF-beta, CARM1, RSK e BMP. Essas vias estdo associadas a carcinogénese e a formacgdo do
tecido adiposo.

Concluséo: Em conclusédo, ndo houve diferenca nos marcadores de processo inflamatério e estresse
oxidativo apds a ingestdo de cha verde e refeicdo hiperlipidica. Apesar disso, nossos dados sugerem
que o cha verde é capaz de impedir o aumento da expressdo de miRNAs induzidos pela refeigcdo

hiperlipidica. Os genes alvos desses miRNAs estdo envolvidos principalmente em vias moleculares
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associadas a carcinogénese e a adipogénese. Esses resultados trazem avangos no conhecimento dos

mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos do cha verde

Palavras-chave: Camellia sinensis, processo inflamatdrio, estresse oxidativo, refeicdo

hiperlipidica, microRNA.
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1. Introducao



A obesidade é uma desordem complexa de origem multifatorial, envolvendo fatores
genéticos, hormonais, alimentares e ambientais em que ocorre acimulo excessivo ou anormal de
gordura corporal que pode trazer danos a satde.! Em adultos é definida pelo indice de massa corpdrea
(IMC), calculado dividindo o peso em quilogramas pela estatura em metros ao quadrado (kg/m3).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sobrepeso é definido como IMC > 25 kg/m? e
obesidade IMC > 30 kg/m?.2 Apesar da utilizacdo de um critério antropométrico para a sua definicdo,
o0 aumento do risco de comorbidades parece nao estar relacionado diretamente ao IMC, mas sim ao
acumulo ectépico de gordura (ndo-subcutdneo) e seu comportamento disfuncional. >%°

A prevaléncia da obesidade tem aumentado de modo alarmante nas ultimas décadas
em todo o mundo. Segundo relatério da OMS, em 2016 mais de 1,9 bilhdo de adultos estavam acima
do peso, sendo que destes, cerca de 650 milhdes eram obesos.? No Brasil n3o é diferente, ja que 57,5
% dos homens e 62,6 % das mulheres estdo acima do peso (29,5% e 21,8% obesos, respectivamente).®

A obesidade é uma questdo de saude relevante por estar ligada ao aumento do risco
de doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e alguns tipos de cancer.>%7#° Vale ressaltar que os gastos
do sistema de saude com suas complicacdes tem apresentado ascensdo importante.” S6 no ano de
2014 o excesso de peso custou aos Estados Unidos 1,42 trilhdo de ddélares entre gastos diretos e
indiretos.’

O tecido adiposo é um érgado heterogéneo composto por varios tipos celulares como
adipdcitos maduros, pré-adipdcitos, fibroblastos, macréfagos, linfocitos e células endoteliais.® No
passado, acreditava-se que sua func¢do era limitada a reservatdrio energético, protecdo mecanica dos
drgdos e termorregulac3o.® Atualmente é reconhecido o seu papel na producio de mais de 600 fatores
bioativos que incluem adipocinas, citocinas e quimiocinas, com atuacdo na regulacdo da ingestdo
alimentar, sensibilizagdo insulinica, angiogénese, crescimento e proliferagdo celular, além dos efeitos
anti e pré-inflamatérios.2 Como exemplo, podemos citar a producdo de leptina, resistina, interleucinas
1,3,4,6,10 (IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10), amiloide sérico A (SAA), ativador inibidor-1 do plasminogénio
(PAI-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de crescimento transformador 3 (TGF-3) entre
outras substancias. !

Na obesidade ocorre uma disfungdo na homeostase no tecido adiposo, iniciada a partir
da hipertrofia de adipdcitos, hipdxia tecidual, aumento da secrecao de adipocinas pré-inflamatodrias e
polarizacdo de macréfagos para perfil M1 (pré-inflamatério). Essas alteracdes tém repercussées
sistémicas, contribuindo para o estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, aumento da permeabilidade
vascular, desenvolvimento da aterosclerose e carcinogénese.® Ha pelo menos 13 tipos de cancer nos
quais a obesidade é apontada como fator de risco, como esofago, colorretal, estobmago, figado e

prostata.’
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Hotamisligil et al. foram os primeiros a mostrar a conexdo entre obesidade e
inflamagao quando identificaram a expressao de TNF-a em adipdcitos de modelos animais obesos e
com resisténcia insulinica. ¥° Hoje sabemos que individuos com obesidade apresentam express3o
aumentada de TNF-a no tecido adiposo e que a resisténcia insulinica ocorre por inibir a ativacdo da
fosforilagdo do receptor de insulina e substrato receptor de insulina 1 (IRS1) no musculo e tecido
adiposo. 1+12

A obesidade também é caracterizada como um estado cronico de estresse oxidativo

em estreita relagdo com processo inflamatério. A transcricao de fatores como fator nuclear kB (NF-kB)
e proteina ativadora-1 (AP-1) levam a expressdao de citocinas pré-inflamatdrias que aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e contribuem para a manutencdo do estresse
oxidativo.’® O tecido adiposo disfuncional promove o aumento da expressio de proteinas
guimioatratoras de mondcitos e proteinas inflamatdrias de macrdéfagos que estimulam a infiltracao
pelos mesmos e a maior producdo de ROS, além de comprometer a atividade do fator transcricional
relacionado ao fator-E2 (Nrf2), o que reduz a atividade do sistema de defesa antioxidante. 41>

Além dos marcadores de estresse oxidativo e inflamacao, outros biomarcadores, como
os microRNAs (miRNAs), destacam-se na obesidade pelo seu potencial progndstico e terapéutico,
apesar de existirem poucos estudos neste cenario.

Os miRNAs sdo uma classe de RNAs pequenos, ndo codificantes, que regulam a
expressao dos genes em nivel pds-transcricional se ligando a sequéncia localizada na extremidade 3’
de regido n3o traduzida do RNA mensageiro (RNAm) alvo.'®'7*# E estimado que poucas centenas de
miRNA regulam aproximadamente 60% dos genes do genoma humano, de modo que um deles é capaz
de modular mais de 100 genes diferentes e um Unico gene também é capaz de ser modulado por varios
miRNAs diferentes.®°

Os miRNAs sdo inicialmente transcritos no nucleo celular a partir de regides
intragénicas ou intergénicas pela RNA polimerase |l e formam miRNAs primarios que tem comprimento
de 1 a 3 kilo bases. Estes sdo clivados pela enzima RNase Il Drosha e pela proteina Pasha de liga¢do ao
RNA de dupla fita, em estruturas com forma de laco e comprimento de 70 a 100 nucleotideos,
chamadas de pré-microRNAs (pré-miRNAs).” Os pré-miRNAs sdo transportados do nucleo para o
citoplasma pela Exportina-5 e clivados pela enzima RNase Ill Dicer em miRNAs maduros em dupla fita
compostos por 18 a 24 nucleotideos.’” Uma das fitas se torna a molécula madura de miRNA e é
incorporada pelo Complexo Silenciador Induzido por RNA (RISC) enquanto a outra geralmente é
degradada. ¥ O complexo RISC ird se ligar ao RNAm complementar alvo, perfeitamente ou n3o, o que
ird acarretar a degradacdo do RNAm alvo, inibicdo translacional ou sequestro pela maquinaria

translacional, interferindo na sintese proteica e, portanto, na homeostase celular.’’
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Os miRNAs estdo presentes em fluidos corporais e tecidos em uma forma estavel,
protegidos de RNAses enddgenas.?’ Sua importancia em processos fisioldgicos, como desenvolvimento
e diferenciacdo celular, e adequado funcionamento do sistema imune, ja é bem estabelecida.'” Além
disso, a expressao anormal de miRNAs ja foi identificada em varios processos patolégicos, como na
obesidade, doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e cancer, o que sinaliza para seu potencial
como biomarcador diagndstico e progndstico destas condi¢cdes.1%-21,22:23,24.20

A analise de miRNAs no tecido adiposo de individuos magros e obesos ja evidenciou
aumento da expressdo de miR 221/222 e miR- 155 nos portadores de obesidade .22 Em modelo
animal de obesidade induzida por dieta hiperlipidica foi mostrado a modulagao de mais de 100 miRNAs
em diferentes tecidos, apesar de ndo ser possivel concluir se estas alteracdes sdo decorrentes da
composicdo da dieta e/ou da obesidade. 2 Em humanos, a utilizacdo de refeicdo rica em gordura
também ja mostrou capacidade de modular a expressao de miRNAs agudamente, com genes alvos
envolvidos em vias do cancer, MAPK, PI3K-Akt, IGF-1 e NF-k[3.%" 2

No que se refere aos habitos alimentares é reconhecido que o padrao de dieta
ocidental (rica em alimentos ultra processados, com maior teor de gordura saturada e pobre em
carboidratos complexos, frutas, fibras e vegetais) contribui para o aumento da obesidade e, portanto,
do risco cardiovascular da popula¢do.’?® O maior consumo de gordura saturada também estd
associado ao aumento de marcadores inflamatdérios e de estresse oxidativo, de eventos
cardiovasculares e do risco para alguns tipos de cancer,3031,323334353637, 2638394041 Fm contrapartida,
uma alimentagdo rica em fitoquimicos, presentes em frutas e vegetais, estd associada esta
negativamente ao ganho de peso, estresse oxidativo, comorbidades associadas a obesidade e a varios
tipOS de Céncer.42'43'44'32’8’45'46
Entre os fitoquimicos dietéticos ha particular interesse pela familia dos polifendis por
sua associacdo com beneficios a satide. #” Encontrados em alimentos como chés, café, vinho, frutas e
vegetais, esta familia é composta por mais de 500 substancias divididas em quatro classes principais:
flavondides, ligninas, acidos fendlicos e estilbenos. *4° A classe dos flavonéides é a maior e mais
estudada, com mais de cinco mil compostos identificados.>® Na subclasse dos flavondis é onde se
encontram as catequinas nas suas varias formas, como a epicatequina, galocatequina,
epigalocatequina e os respectivos ésteres de acidos galico na posicdo 3-OH (catequina galato,
epicatequina galato, galocatequina galato e epigalocatequina galato).>?

O cha é a segunda bebida mais consumida no planeta e a epigalocatequina galato
(EGCG), catequina mais abundante no cha verde (Camellia sinensis), tem recebido particular atencédo
pelo consumo deste estar associado a melhora dos parametros de sindrome metabdlica, menor

mortalidade cardiovascular e por cancer 5335455
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A EGCG, in vitro, apresenta a¢do antioxidante superior as outras catequinas por sua
maior capacidade de eliminar radicais livres e de quelar ions de metais como o ferro e o cobre que
est30 envolvidos na reacdo de Fenton e na producdo de ROS.>® > A ac3o anti-inflamatéria ocorre por
aumento da produgdo de IL-10, redugdo de mediadores inflamatoérios (IL-1«, IL-1[3, IL-6, IL-8, IFN e PCR)
e do nimero de moléculas de adesdo celular leucécito-endoteliais (CAMs) e E-selectina.®®

Derivados de origem vegetal, como suco de laranja e suco misto de frutas, ja mostraram ser
capazes de atenuar agudamente a resposta inflamatdria pds-prandial induzida por uma refeicdo com
elevado teor de carboidrato e gordura.?®*° Em modelos animais, a administra¢cdo concomitante de ch3
verde a dieta hiperlipidica por varias semanas, atenuou o ganho de peso e inibiu o surgimento de
esteatose hepdtica por meio da alteracdo da expressdo de miRNAs. 96! Em paciente portadores de
artrite reumatoide, a ingestdo de cha verde por varias semanas foi capaz de alterar a expressao de
miRNAs e reduzir a atividade de doenca.®> Entretanto, n3o existem estudos que realizaram a
administracdo aguda do chd verde concomitante a refei¢cdo rica em gordura para avaliar os efeitos em
marcadores inflamatdrios, de estresse oxidativo e na modulacdo da expressdo de miRNAs. O
conhecimento das vias envolvidas nesta resposta sdo fundamentais para o desenvolvimento de
estratégias preventivas para doencas cronicas, principalmente a obesidade.

Logo, nossa hipdtese é que a suplementacdo aguda de cha verde reduza o processo
inflamatdrio e o estresse oxidativo exacerbados pela refeicdo hiperlipidica e module a expressdo de
miRNAs. Estes dados vdo contribuir com o conhecimento sobre o mecanismo de acdo deste

fitoquimico, auxiliando a desvendar seus efeitos benéficos na saude.

1. Introducgdo 11



6. Conclusao



Em conclusdo, ndo houve diferenca nos marcadores de processo inflamatério e
estresse oxidativo apds a ingestdao de chd verde e refeicao hiperlipidica. Apesar disso, nossos dados
sugerem que o cha verde é capaz de impedir o aumento da expressao de miRNAs induzidos pela
refeicdo hiperlipidica. Os genes alvos desses miRNAs estdo envolvidos principalmente em vias
moleculares associadas a carcinogénese e a adipogénese. Esses resultados trazem avangos no

conhecimento dos mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos do cha verde.
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