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RESUMO

Animais e pacientes com artrite apresentam considerdvel estresse oxidativo. O objetivo deste
trabalho foi verificar a acdo do extrato de chd verde sobre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em mitocondrias isoladas de figado de ratos com artrite induzida por adjuvante,
tendo em vista que a respiracdo mitocondrial é a principal responsavel pela geracdo de radicais
livres no organismo. Foram utflizadas mitocondrias isoladas de figado de ratos machos da
linhagem Holtzman, divididos em dois grupos, controle e com artrite induzida por adjuvante
completo de Freund. Mitocondrias isoladas de animais artriticos apresentaram maior producdo
de ROS. O extrato de chad verde diminuiu a producdo de ROS tanto de mitocéndrias de animais
controle como de animais artriticos, mas tendeu a ter um efeito maior sobre as mitocondrias de
animais artriticos. Estes resultados sdo compativeis com as observacoes prévias acerca do efeito
benéfico do cha verde sobre o estresse oxidativo induzido pela artrite.

Palavras-chaves: Cha verde, Artrite reumatdide, Mitocondrias, Figado de ratos, Espécies
reativas de oxigénio (ROS).

INTRODUGAO

O consumo de cha verde e preto pode trazer efeitos positivos para a saude. Uma hipdtese
que explica esses efeitos é que os altos niveis de flavonodides do cha podem proteger as células
e tecidos de danos oxidativos pela eliminagao de radicais livres (RIETVELD & WISEMAN, 2003).

A atividade antioxidante das catequinas pode prevenir a citotoxicidade induzida pelo estresse
oxidativo em diferentes tecidos, pois possui agao sequestrante de radicais livres e acao quelante
de metais de transicao tais como ferro e cobre. A propriedade antioxidante das catequinas do
cha verde tem sido apontada como o principal fator contribuinte na prevencdao e/ou no
tratamento de diversas doengas cronico-degenerativas incluindo o cancer, doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus (RIETVELD & WISEMAN, 2003).

A respiracao mitocondrial € a principal responsavel pela geracdo de radicais livres no
organismo. Estes radicais se encontram envolvidos na producao de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas
importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao

Universidade Estadual de Londrina- Rodovia Celso Garcia Cid, Pr445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e
BiotecnologiaFone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015

dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA (HUSAIN, CILLARD & CILLARD, 1987).

A artrite reumatdide é uma doenga autoimune caracterizada por inflamacao crbnica e
sistémica que afeta a cartilagem articular, membrana sinovial e ossos. A patologia apresenta
uma prevaléncia de aproximadamente 1% na populagao adulta e estd associada com um
aumento na taxa de mortalidade, principalmente devido a complicacdes vasculares inflamatdrias
e caquexia (SENNA et al., 2004; GABRIEL & MICHAUD, 2009). A artrite induzida pelo adjuvante
completo de Freund é uma imunopatologia experimental em ratos que apresenta semelhancas
com a artrite reumatodide humana: hiperplasia sinovial, inflamagao sistémica, caquexia e altos
niveis de citocinas pré-inflamatdrias no plasma e nos sitios de lesao (BENDELE et al., 1999;
SZEKANECZ et al., 2000). S3o observadas também alteracOes substanciais no estado oxidativo
do figado de ratos artriticos, como por exemplo, niveis mais elevados de ROS, grupos carbonilo
de proteinas e substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) (COMAR et al., 2013). Por
isto, este modelo tem sido utilizado para a avaliacgdo de drogas antiinflamatérias e anti-
reumaticas. Diante desta situacdao, é importante tracar novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da doenga, incluindo o uso de fitoterapicos como o cha verde. Por isto, o objetivo
desse trabalho foi o de verificar a acdo do extrato de cha verde (Camellia sinensis) sobre a
geracao de ROS em mitocdndrias isoladas de figado de ratos com artrite induzida por adjuvante.

MATERIAL E METODOS

O cha verde utilizado neste estudo foi adquirido no comércio local (Maringa - PR, Brasil). Sao
folhas de Camellia sinensis var. assamica produzidas no Brasil (Vale do Ribeira), secas,
trituradas até textura de po fino e acondicionadas em caixas com contelido designado como cha
a granel. O cha foi preparado por infusdao (1g de folhas de cha verde seco/100mL de agua
destilada) a 80 °C por 8 minutos, sob agitacdo constante. Apos filtracdo a vacuo, os extratos
foram liofilizados e armazenados em freezer até uso.

Foram utilizados ratos machos da linhagem Holtzman fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringd, alimentados ad /ibitum com racdo balanceada (Nuvilab®,
Colombo, Brasil) e mantidos em um ambiente com controle de temperatura (22 + 2°C) e ciclo
claro/escuro (12h/12h). Os animais foram divididos em 2 grupos, mantidos em gaiolas de
polietileno com grade de ago, com 4 animais por gaiola.Os grupos foram denominados como
controle e artritico.

A artrite foi induzida em ratos com 50 dias de idade, através da injecao intradérmica na pata
traseira esquerda com 0,1 mL de adjuvante completo de Freund (Mycobacterium tuberculosis
derivadas de cepa humana H37Rv e inativadas pelo calor, suspensas em 6leo mineral 0,5 %
(m/v)) (PEARSON & WOOD, 1963).

Apos 18 dias da inducao da artrite os ratos em jejum (18 h), foram decapitados e o figado foi
removido cirurgicamente. As mitocondrias foram obtidas pela homogeneizacdo do figado em
meio de isolamento, seguido de duas centrifugacdes seqienciais (8.000 rpm). Apds dois ciclos
de lavagens, por ressuspensao e recentrifugacdo do sedimento, as mitocondrias foram
ressuspensas no mesmo meio, até concentracao protéica de cerca de 40 a 50 mg/ml. A
dosagem de proteinas foi realizada pela técnica descrita por Lowry et al., utilizando albumina
bovina como padrao.
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O nivel de producao de ROS mitocondrial, basicamente peréxido de hidrogénio, foi estimado
por mensuracao do aumento linear de fluorescéncia (504nm emissdao e 529nm excitacao)
(ZACCAGNINO et al., 2009). H,0, induz oxidacdao da diclorofluoresceina (DCFA-DA) formando
um composto fluorescente na presenca da enzima peroxidase (HRP). MitocOndrias intactas
(=0.8mg de proteina) foram adicionadas em 2 mL de tampao Manitol 250mM, Hepes10mM pH
7.2, contendo 1.36uM de DCFA-DA e succinato (10 mM) + rotenona (10 pM). A reacao foi
iniciada pela adicdo de 0.4uM de HRP, e a fluorescéncia registrada em intervalo de 1 minuto
durante 10 minutos. Todo o ensaio ocorreu sob agitacdo. Os resultados foram expressos em
nmoles de ROS produzido por minuto por miligrama de proteina.

Os resultados foram expressos como média = erro padrao. As médias foram submetidas a
analise de variancia multipla (MANOVA) e p6s-teste Duncan, com nivel de significancia de 5% (p
< 0,05), utilizando Statistica®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A geracdo de ROS foi 60% maior nas mitocondrias isoladas de ratos artriticos que nas
mitocondrias dos animais controle (Figura 1). A administracao de 0,1 mg/ml do extrato de cha
verde causou uma diminuicdo maior na geracao de ROS (45%) nas mitocOndrias isoladas de
ratos artriticos que nas mitocondrias isoladas de animais controle (30%). Administracdo de
doses mais elevadas de extrato de cha diminuiu a geracao de ROS de maneira mais discreta.
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Figura 1. Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em mitocondrias isoladas de figado

de ratos (n= 4) (p < 0,05).# Diferenca entre controle e artritico nas mesmas condicdes.*
Diferem significativamente (p<0,05) em relagdo a mesma condicdo sem tratamento.
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Estudos prévios realizados em nosso laboratdrio tém demonstrado um aumento do dano
oxidativo no figado de ratos com artrite induzida por adjuvante (Comar et al.,, 2013). Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que, pelo menos em parte, o extrato do cha verde age
atenuando a geragdo de ROS nas mitocondrias, o que pode levar a uma reducdo dos danos
oxidativos nesse 6rgao.

CONCLUSOES
O extrato de cha verde diminuiu a geracdo de ROS nas mitocondrias de figado de ratos.
Estes resultados sugerem uma protecdo antioxidante do cha verde, a qual se torna
especialmente benéfica em estados patoldgicos como a artrite.

Agéncia de Fomento: Capes.
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