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RESUMO

O cha é uma bebida muito utilizada no Oriente endifda para o mundo inteiro,
compreendendo a segunda bebida mais consumidaisddgpagua. Os produtos da
extracdo daCamellia sinensissob a forma de chas, tém sido amplamente utilzado
preparados por infusédo, devido aos beneficios alt@eagdo da salde. Para a obtencao
das varidveis d&. sinensigch& verde, branco, vermelho e preto) utilizandiferentes
processos com presenca ou auséncia de fermentag@zes de alterar a constituicao
dos compostos fendlicos. H4 um grande interessstuolo das atividades antioxidante
e antifungica das diferentes formasGlasinensisdevido especialmente a presenca dos
polifendis. O objetivo do presente trabalho foalear as atividades antioxidante e
antifingica dos chas d&. sinensis cujo extrato seco foi obtido por diferentes
processos. Conforme os resultados, observou-segjobas nao fermentados, verde e
branco, apresentam uma quantidade maior de fepéass,t expressos emg.mL*
(76,00 0,162 e 85,3& 0,057) em comparagao aos semi e fermentados, \revreel
preto (45,47+ 0,102 e 43,34 0,034), respectivamente. Também, possuem atividade
antioxidante mais acentuada, observadas pele,, Gendo que o0s resultados
apresentados correspondem aos chas verde, bragmoelllo e preto expressos em
ug.mL* respectivamente: i) radical DPRB,073 + 0,001; 0,056 + 0,001; 0,156 + 0,075
e 0,216 * 0,007); ii) ABTS(0,018 + 0; 0,019 + 0,001; 0,050 + 0,001 e 0,038 Hii)

O, (0,031 + 0; 0,031 £+ 0,001; 0,491 + 0,054 e 0,798,202) e iv) HOCI@,002 + Q
0,002 + 0,0010,005 + 0e 0,010 + (. Sobre a atividade hemolitica induzida pelo raidic
AAPH, também foi observada uma protecado maior potepdos chas ndo fermentados,
conforme Cio expressos emg.mL™ (0,022 + 0,001 0,050 + 0,002 0,588 + 0,009
0,275 £ 0,0408 Observou-se a reducédo da peroxidacédo lipidiglressoro humano
induzida por CuGl| especialmente pelos chas verde e branco, segoédos/ermelho;

0 ch& preto ndo apresentou efeito nesse sistemaelg&gdo ao efeito sobre a atividade
da mieloperoxidase observou-se efeito inibitériosracentuado exercido pelos chas
verde e branco. A atividade antifingica sol@ndida sppfoi observada em ordem
decrescente pelos chas preto, verde e branco,em@lo ®bservada atividade pelo cha

vermelho. Concluiu-se que os chaxdainensiobtidos pelo método ndo fermentado,



i
apresentam melhor atividade antioxidante do queclods semi fermentado e
fermentado. Entretanto esse Ultimo alcangou efergs pronunciado na avaliacdo da

atividade antifingica.

Palavras-chaveCamellia sinensisespécies reativas de oxigénio, compostos ferslico



Abstract !
Tea is a widely used beverage in the East and ¢pveddwide, it is the second most
consumed beverage after water. The extract praffucamelliasinensidike teas, have
been consumed in the form of infusion, and thelmto@al consumption has widely been
associated with health benefits. The several téa5. sinensiggreen, white, red and
black teas) are obtained by different methods,fénementation and non- fermentation
methods, which are able to change the phenolicspoanmts structure. There is an
increasing interest in studying of the antioxidant antifungal activities in the several
forms ofC. sinensismainly the polyphenols compounds. The aim of wsk was the
evaluate the teas @&. sinensisantioxidant and antifungal activity, which dry edt
was obtained by several processes. It was obsénatthe non-fermentated teas, green
and white, show a higher amount of total phenofgressed img.mL* (76,00+ 0,162
and 85,36+ 0,057) than the semi or fermentation ones (4%4¥102 and 43,34
0,034)respectively. Also, they have the most aimdiant activity, observed in the 4¢;
which are expressed by green, white, red and bkeek expressed img.mL*
respectively: i) DPPHadical (0,073 + 0,001; 0,056 + 0,001; 0,156 #/6,@nd 0,216 +
0,007); ii) ABTS" (0,018 + 0; 0,019 + 0,001; 0,050 + 0,001 and 0,853); iii) O,"
(0,031 £ 0; 0,031 +0,001; 0,491 + 0,054 and 0,#95002) and iv) HOCI (0,002+0;
0,002 + 0,001; 0,005 £ 0 and 0,010 % 0). The Hgtiwoactivity induced by AAPH
radical, a higher protection in the non-fermenteakstas seem the J7alue expressed
in ng.mL™* (0,022 + 0,001; 0,050 + 0,002; 0,588 + 0,009 aj/&YH + 0,0408) was also
observed. It was observes the lipoperoxidation eeduover human serum induced by
CuCl, especially by green and white teas followed by tea; the black tea didn’'t
present effect in this system. Regarding the effectder myeloperoxidase activity we
observe a higher inhititory by green and white ted$ie antifungal activity against
Candida sppwas observed in descending order by black, greehvehite tea, this
activity was not observed by red tea. We condutiat, theC. sinensigeas obtained
from the non-fermented method, showed the mostymiated antioxidant activity and
as the semi or fermentative teas. However therleggeched the most pronounced effect

in the activity antifungal evaluation

Keywords:Camellia sinensigeactive Oxygen species, phenols compound.
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1 INTRODUCAO

1.1 Camellia sinensis (L.) Kuntze
O cha compreende uma bebida extremamente popul@riante e tem sido descrito

como a segunda bebida mais ingerida depois da &gudp consumido por mais de dois
tercos da populacdo mundial. Dentre os chas mumeigke consumidos destacam-se 0s
produtos resultante do preparo diferencial da pl&@aimellia sinensig¢L.) Kuntze (Figura 1)
(VENDITTI et al., 2010; GODOIN et al., 2010; MACKENE; JURADO; PABLOS, 2010).

A C. sinensisé uma planta perene do tipo arbustiva pertencantamilia das
Theaceae, sendo a mais importante dessa famildendo chegar até 3-4 m de altura
(FERRARA; MONTESANO; SENATORE, 2001). Trata-se dmau planta originaria da
China, tendo seu uso difundido para india e odapéialmente seguida, entdo, da Europa e
da Russia, chegando ao Novo Mundo no final doleé&\ull (SHARANGI, 2009). Para o
cultivo ha duas variedades de plantas para a péodiig cha: AC. sinensis var. sinensigye
cresce extensivamente na China, Japao e Tail@mijaanto que &. sinensis var. assamica,
cresce predominantemente no sul e sudeste daiddizindo a Malasia e mais recentemente
a Austrdlia e Brasil (CHAN; LIM; CHEW, 2007). Pasaproducdo do ch& sao utilizados as
folhas e brotos apicais, ambos colhidos manualmepds o surgimento das duas primeiras
folhas e, em seguida processados (KOMES et al()201

Os componentes quimicos das folhasCdainensisédo bem variados, entre os quais
destacamos: polifendis (catequinas e flavonéiddsaloides (cafeina, teofilina e teobromina),
Oleos volateis, polissacarideos, aminoacidos, ibpjdvitaminas (vitamina C), elementos
inorganicos (aluminio, fldor e manganés), entreram)t sendo que muitos dos efeitos
benéficos dos chas séo atribuidos aos compostddicter (FERRARA; MONTESANO;
SENATORE, 2001; PEREIRA et al., 2009).

Compostos fendlicos ou polifendis € nome dado a ammjunto de compostos
metabolicos das plantas superiores, caracterizpdospossuirem um ou mais nucleos
aromaticos contendo substituintes hidroxilados efews seus derivados funcionais, muitos
desses compostos fendlicos sdo flavondides, chamddo catequinas (HERNANDEZ;
ALEGRE; MUNNE-BOSH, 2006; LIMA et al., 2009; ASHIHRA et al.,, 2010). As
catequinas sao sintetizadas nas folhas, senddhas flovens altamente ricas em catequinas,
constituindo cerca de 30% do seu peso (§&ddAN; LIM; CHEW, 2007, compreendem
compostos incolores sollveis em agua responsaglisamargor e adstringéncia das folhas
daC. Sinensi$ASHIHARA et al., 2010; PERUMALLA; HETTIARACHCHY, @11).



Figura 1- Fotografia do arbusto florido d& sinensigL.) Kuntze
Fonte: http://www.msstate.edu/org/arboretum/carhim. acessado em 21/04/2011

As catequinas que sdo encontradas nas folhas jolgDssinensisestdo na forma de
catequinas primarias, monoméricas: galato de emgtquina (EGCG), epigalocatequina
(EGC), galato de epicatequina (ECG), epicatequib@) (e catequina (C), por ordem de
atividade (Figura 2) (WANG; HELLIWEL, 2001; CAMARGODAGUER; BARBOSA,

2006).
Figura 2- Estrutura quimica dos polifenéis da classe daqoatas isoladas das folh@ssinensis
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Segundo Ashihara et al., (2010) uma possivel rata @ producéo dos flavonéides
presentes nas folhas d2& Sinensis(Figura 3) inicia-se com a conversdo do atél-

fenilalanina a acido cinamico e entdo metabolizgubgs fenilpropandides e vias metabdlicas



de flavondides até a formacdo do diidrokaempfets ¢ entdo convertido a EGC pelas
enzimas flavonoide 30,50-hidroxilase, diidroflavbrbredutase, antocianina sintetase e
antocianina redutase. A EGC é rapidamente coneestiiGCG pela esterificacdo com acido
galico. Uma parte do diidrokaempferol formado éwvestido para diidroquercetina e em
seguida convertido para EC, pela mesma sequencenzimas que dao origem a EGC.
Sugere-se que’4C-fenilalanina seja convertida também ao acidagali

A EGCG é a mais importante e mais estudada catqdevido a sua alta
concentracdo, mais de 50%, e por possuir a mailasapropriedades fisioldgicas, enquanto
que a C e a EGC estao presentes em tracos (PERUMAHETTIARACHCHY, 2011). Em
especial a EGCG tem se mostrado eficiente na [@otde hepatotoxicidade induzida por 2-

nitropropano e nefrotoxicidade induzida por cispeem ratos (HSU et al., 2011).

Em recente estudo Park et al. (2006) demonstraranagEGCG possui atividade
antifingica sobre 21 isolados clinicos de 7 tipp€dndida sppsendo &Candida glabrataa
mais susceptivel. Evensen e Braun, (2009) apresemtaesultados onde culturas @e
albicanstratadas com uma concentracdo de 1 prifolie EGCG tiveram uma reducédo de
75% na viabilidade celular durante a formacéo ddlbie e cepas com biofilme estabilizados
tiveram uma redugdo de 80% na viabilidade celugresentando a EGCG e a ECG
similaridade da inibi¢cdo fangica. Entretanto, atetido das catequinas pode variar de acordo
com estacdes do ano, clima, condi¢cdes de culthaald das folhas, variedade além do método
empregado para a obtencao dos variados produtestdedo d&. sinensigjue dara origem

aos chas comerciais mundialmente utilizados (ALMN@Aet al., 2008



Figura 3- Possivel rota metabdlica para a producdo das watsy funcionais daC.sinenses

(ASHIHARA et al., 2010)
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Desde a antiguidade associa-se o consumo dos Varissde chas extraidos @a
sinensis,a uma diversidade de atividades mantenedoras etgras da saude, entre elas, a
reducao dos niveis de glicose e colesterol (PERERA., 2009; STASZEWSKI; PILOSOF;
JAGUS, 2011), efeito antioxidante (HIGDON; FREIQB), antifungico (PARK et al., 2006),
antibacteriana, que no cha verde tem se mostracierdé sobre bactérias gram positivas e
gram negativas (TODA et al., 1990; FREIDMAN et 2D07) e antitumoral (BODE; DONG,
2009). Os efeitos dos polifendis sobre o metabdalifpidico ainda ndo esta completamente
elucidado, entretanto, tem se observados que uste rita em polifendis leva a um aumento
plasmatico das lipoproteinas de alta densidade jHDteduc&o nas lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (CAMARGO; DAGUER; BARBOSA, 2006). @nsumo mais habitual
desses chas tem sido sob a forma de infusdo, umguesesse tipo de preparo favorece a
extracdo dos compostos fendlicos (MORAIS et alQR2®PEREIRA et al., 2009). Compostos
fendlicos sdo os constituintes funcionais dos dad3. sinensigue em especial na sua forma
monomérica apresentam grande atividade antioxid4GtdAN; LIM; CHEW, 2007,
MORAIS et al., 2009; SHARANGI, 2009).

1.2 Caracteristica e método de obtencéo dos chas
Para a obtencéo dos chas verde, branco, vermgihete sdo empregados processos

diferenciados, que compreendem: o processo naoceifgativo (chas verde e branco), o
parcialmente fermentativo, (chd vermelho) e o fertatevo (chd preto) (BARCIROVA,
2010). O cha preto constitui aproximadamente 78-86%nontante produzido mundialmente,
e € 0 mais consumido no ocidente (SHARANGI, 20{#) cha verde e branco constituem
cerca de 20%, enquanto 2% perfazem a producaoadeecinelho (GRUPTA; SAHA; GIRI,
2002).

Ao se empregar o método de fermentacdo em graadeapgara a obtencdo dos chas,
ocorre a oxidacdo ou condensacdo das catequinasr@s monoméricas para moléculas
diméricas e poliméricas. Isso confere caracteaistarganolépticas peculiares e Unicas, como
por exemplo, a auséncia da adstringéncia no cha, preculiar ao verde e branco além de
odor e cor préopria (CHAN; LIM; CHEW, 2007).



Esquema 1- Etapas do processamento dos chas Qdsinensis (PAGANINI-COSTA;

CARVALHO DA-SILVA, 2011)
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1.2.1 Cha verde

O cha verde possui suas propriedades amplanestiidas (CHEN; PING DOU,
2008; CHACKO et al., 2010). Sua obtencao ocorre meitracao das folhas frescas @a
sinensis(BARCIROVA, 2010). O processo ocorre de forma néionentativa (Esquema 1),
onde a simples secagem e estabilizacdo das fallatisa a enzima polifenoloxidase. Tal
processo impede a oxidacdo das catequinas monasiecienserva quase todo seu conteudo
original de polifendis, a coloracdo verde das fe)lal qual o ch& obtido das folhas frescas e
torna as folhas flexiveis e maleaveis para serainalnadas (ALMAJANO et al., 2007;
BARCIROVA, 2010). As folhas sédo enroladas e colasaeém bandejas aquecidas, para
romper a estrutura celular e assim obter o sabsgjaldo do cha. Em seguida as folhas séo
secas até que retenham apenas 2% da sua umidaglealoffPAGANINI-COSTA,
CARVALHO DA-SILVA, 2011)

Varios estudos tém evidenciado as propriedadesafaidgicas do cha verde, entre
elas: imunoestimulatéria, antibacteriana, antiféagi antioxidante, antiinflamatéria,
antimutagénico, hipoglicémico e hipocolesteroléemi¢GHEN; PING DOU, 2008;
VELAYUTHAM; BABU; LIU, 2008; CHACKO et al., 2010; N6HIYAMA et al., 2010).

A propriedade antitumoral do cha verde se deve tarfaréncia na inducéo,
desenvolvimento e progressdo do tumor através ddulagio de diversos mecanismos,
incluindo proliferacdo celular, diferenciacdo, ajpse, angiogénese e metéstase. Segundo
Chen e Ping-Dou, (2008) a EGCG é um inibidor petentespecifico da atividade da via
proteosomica / ubiquitina, proteina essencial pgpeoliferacdo do tumor e desenvolvimento
de resisténcia as drogas antineoplasicas. A EG@@bém inibe a atividade da DNA
metiltransferase, responsavel pela metilacdo do ENéonsequente indu¢do do processo
carcinogénico.
da LDL, ocasionando assim a reducao da sua cappetd® macrofagos (LU; CHEN, 2008),

e da inflamacdo vascular, os riscos de trombogénesela reatividade vascular
(VELAYUTHAM; BABU; LIU, 2008).

O consumo de cha verde também tem sido relaciodagoevencdo de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimed@eaca de Parkinson e de promover
aumento da densidade 6ssea, reduzindo o riscatieas (CHACKO et al., 2010).



1.2.2Cha branco
O cha branco é o menos processado (Esquema 1gp @bpartir dos brotos e folhas

selecionadas d&. sinensisque sdo apenas lavados e secos, impedindo a asidias
catequinas monomericas. Os brotos utilizados podemia serem protegidos da luz para
evitar a formacéao de clorofila (PASTORE; FRATELLQI®D06; ZHAO et al., 2011) e desse
modo, as folhas apés secagem conservam seus pelosod, de onde deriva seu nome
(GODOIN et al., 2010).

Os principais compostos presentes nesse cha sapoldendis monomeéricos,
caracterizados pelas epicatequinas e seus derjvatboe de varios acidos, como galico,
cumarico, cafeico e alcalbides, representadosgad¢dna e purina (RUSAK et al., 2008).

O aumento no consumo do cha branco tem sido adsoéiamenor incidéncia de
doencas crbnicas, como disfungcbes cardiovascubamEsicer, semelhantes as do cha verde.
Ao cha branco também tem sido associada atividatleolesidade, devido a inibicdo da
lipase pancreatica, além de sua ampla atividadexédnte (KOUTELIDACS et al., 2009;

VENDITTI et al., 2010).

1.2.3 Cha vermelho
O cha vermelho é considerado semi fermentado (BEsd¢, obtido por fermentacéo

lenta levando ao menos trés anos para sua proddedse processo ha uma leve oxidacao
das catequinas monomeéricas, dando origem a dimguoimerosteaflavinas e tearubiginas
(Figura 4), responsaveis pelo aroma e sabor aammtuzom reducdo da adstringéncia
(CHAN; LIM; CHEW, 2007; ALMAJANO et al., 2008). Peas informacdes sdo encontradas
sobre as atividades biolégicas desse cha, no entsatte-se que é eficaz quanto a atividade
antioxidante sobre a oxidacao lipidica, bem conmwagénica e antibacteriana semelhante
aos outros extratos dos chas (WU et al., 2007; [2U&., 2010).

1.2.4 Cha preto
O cha preto é obtido pela fermentacdo completaat@guinas pela enzima polifenol-

oxidase (Esquema 1), que resulta em dimeros e @a§ndas catequinas, que conferem o
sabor e cor caracteristicos a esse produto, sesgfmmnsavel por cerca de 80% do cha
consumido no mundo (SCHMITZ et al., 2005; SHARAN@DQ9). O processo compreende
inicialmente em deixar as folhas espalhadas enelpnas durante um dia para reduzir sua
umidade. Ao final desse processo, as folhas apmsese macias o suficiente para serem

enroladas no formato de pequenas bolas. O rompiméatestrutura celular das folhas



permite a liberacdo da enzima polifenoloxidase aes@vel pela oxidacdo das catequinas
(PAGANINI-COSTA; CARVALHO DA-SILVA, 2011).

O cha preto apresenta na sua composicao, além ldenpis, outros compostos
organicos como aminodacidos, metilxantinas, carlatod; proteinas, compostos volateis e
elementos minerais. A oxidacdo enzimatica das uatag gera uma mistura complexa de
dimeros e polimeros das catequinas monoméricastittdda de teaflavinas, teasinesinas e
tearubiginas (Figura 4), fenbmeno esse conhecidmocdescurecimento enzimatico"
(PAGANINI-COSTA; CARVALHO DA-SILVA, 2011).

Figura 4 — Dimeros das catequinas monoméricas (HASLAM, 2003
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As teaflavinas séo liberadas no citoplasma quantéxido € danificado por meio da
técnica da fabricacdo. Dos polifenois oxidadosdéh@ preto cerca de 2-6% de teaflavinas e
mais de 20% de tearubiginas, comparado ao cha \grdeé composto de 20-42% de
catequinas monomeéricas (LIMA et al., 2009; SHARANZI09).

As teaflavinas e teasinesinas sdo os principeislutos oxidados do cha preto
apresentando-se em maior quantidade (TANAKA et2403), além das tearubiginas, em
menor quantidade. As teaflavinas dao coloracadtebrermelho-laranja, sendo produzidas a
partir da condensacao oxidativa entre EC e EGC@G& (HASHIMOTO et al., 1988). As
tearubiginas possuem estruturas complexas e héterag ainda ndo completamente
elucidadas, monoméricas ou poliméricas, com codmragqarrom-ferrugem, tendo como
principais precursores EGC e EGCG (HASLAM, 2003)uhg et al. (2001) relataram que a
polimerizacdo das catequinas ocorrida na produgh@lié preto ndo afetaria de forma
significativa a sua atividade antioxidante uma gee as teaflavinas formadas no cha preto e

catequinas do cha verde possuem atividade antimbeiddamilares.
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O cha preto possui acdo antioxidante contra redicaes (MORAIS et al., 2009),
guimioprotetora (SCHMITZ et al., 2005), além degmmtial antimutagénico e capacidade para
reduzir doencas cardiovasculares (LIMA et al., 2009 extrato de cha preto nas
concentracdes de 0,6 e 1,25% reduziu o tamanhédos neoplasicos induzidos pela dietil-
etil-nitrosamina (10mg/kg) em ratos, em aproximaglat® 63% dos animais (SCHMITZ et
al., 2005). Outros estudos com o cha preto mostemultados favoraveis na melhoria da
funcdo vasomotora, reducédo de peso e circunfer@aci@ntura, e diminuicdo no colesterol
total e lipoproteinas de baixa densidade (TJIBURG.¢1997; CHAN; LIM; CHEW, 2007,
BARCIROVA, 2010). Nenhum estudo feito com o ch&iles em efeitos deletérios a saude
(RODRIGUES, 2007).

1.3 Atividade antioxidante dos compostos fendlicos
A atividade antioxidante principal dos produtosiddd daC. sinensigor diferentes

processos € atribuida aos compostos fenolicos (RERR MONTESANO; SENATORE,
2001; PEREIRA et al., 2009; ASHIHARA et al., 2018fualmente, inimeros estudos tém
demonstrado a intensa atividade antioxidante daspostos fendlicos, apresentando
atividade similar ou até superior em relacédo atiexdantes ja consagradfscarotendides e
a-tocoferol (TIIBURG et al., 1997; LIN; LIU; MAU, 218; BARCIROVA, 2010).

Straszewski, Pilosof e Jargus (2011) demonstranzem gara uma excelente atividade
antioxidante, além da grande concentracdo de cdogpfEndlicos, € de grande importancia a
composicdo dos mesmos. Os compostos fendlicos esppaes propriedades antioxidantes,
devido ao seu potencial redox, que os permite @gmo doadores de hidrogénio, atuando
como redutores, quelantes de ions metalicos sesglm a&apazes de estabilizar e desativar
espécies reativas de oxigénio (ERO) (COSTA eRaDY).

A presenca de hidrogénios ativos na hidroxila dolfgmois suprime a reacdo em
cadeia de ERRO, e atuam como supressores de axigjaglete 10.), geradas pelas diversas
vias metabdlicas do organismo, que poderiam culmiean estados patologicos
(BARCIROVA, 2010; STASZEWSKI; PILOSOF; JARGUS, 201Ds uso dos polifendis
colabora para a atividade de varias enzimas adtoxes endodgenas, como a glutationa
peroxidase (GPx), a superoxido dismutase (SOD), atalase (CAT) entre outras
(SHARANGI, 2009). Khan et al. (2007) concluiu na $eabalho que a ingestdo de cha verde
produziu um aumento da atividade de varia enzinmi®xadante, estando essa atividade
fortemente relacionada a presenca dos compostadiciesy reforcando o efeito benéfico

destes compostos presentes no cha. Os composthisdsrsdo responsaveis pela inibicdo da
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peroxidacao lipidica, possuindo assim uma ativigadéetora sobre constituintes lipidicos do
organismo, bem como o DNA celular (FARHOOSH; GOLMENHED; KHODAPARAST,
2007; PEREIRA et al., 2009).

1.4 Espécies reativas de oxigénio e o stress oxidat
A reducao tetravalente completa do oxigénio md#di®,) pela citocromo oxidase

na cadeia transportadora de elétrons mitocondoatpreende um processo fisiolégico e
necessario para a derivacdo da Adenosina trifo@s8&REIROS; DAVID, 2006).

O termo ERO refere-se aos compostos radicalareslupidos durante o processo
incompleto de reducdo tetravalente de (Esquema 2) (SHAMI; MOREIRA, 2004,
FRANCO et al., 2009; KORDE et al., 2011). Radidaises compreendem moléculas que,
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados ridtisna camada de valéncia (SHAMI,
MOREIRA, 2004; FRANCO et al., 2009; ARSALANI-ZADEIdt al., 2010), tornando-os
assim altamente instaveis e reativos, com capagidade difundir entre inimeras organelas
celulares levando a oxidac&o destas (MIGLIORE; CEIFP, 2009).

A producgéo de ERO ¢é parte integrante do metabolesendbico celular, estando a sua
producdo associada a processos fisiologicos eduatos (FRANCO et al., 2009; BARGALI
et al., 2009).

Esquema 2-Reducéo do ©na cadeia transportadora de elétrons mitoconeiiablvida na
geracado de ERO

O+ 6 > OF
O, +e+ H2+ > H,0,
H.0,+ € —>  HO +HO

O envelhecimento é consequéncia dos diferentesegsos fisiologicos em que ha
geracdo das ERO estd associada (BARREIROS; DAVID6Y tais como, sinalizacao
celular, fagocitose e producéo de energia celB&ARREIROS; DAVID, 2006) pode estar
relacionado de modo secundario ao estresse oxadatdurante o processo inflamatorio a
geracdo de ERO pode ser fortemente induzida psireebzacdo da defesa do organismo pela

NADPH oxidase, um complexo enzimatico de membrguoa,cataliza a redugdo monovalente
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do & a radical anion superéxido £Q e pela mieloperoxidade (MPQ), enzima que utitiza
peréxido de hidrogénio @) para oxidar ions cloretos a acido hipocloroso (HOGn
potente oxidante, durante a ativacdo de fagocitogpnocesso inflamatorio (Esquema 3)
(FRANCO et al., 2009; REUTER et al., 2010; KHALI2ZQ05). O aumento da producao de
ERO, durante o processo inflamatoério ocorre desidmna elevacdo do consumo de oxigénio
levando o organismo ao chamado estresse oxidaiiviqyal esta relacionado a processos
patolégicos degenerativos, tais como danos ao CH$4,constituintes protéicos celulares, a
peroxidacao lipidica entre outros (ARSALANI-ZADEH al., 2011) levando a patologias
comuns da velhice, como Parkinson, Alzheimer, astderose e neoplasias entre outras
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Esquema 3+Formacao de oxidantes na resposta inflamatéridaclKHALIL, 2005)

NADPH + O,
NADPH oxidase H:0)
1\ ‘iDP‘-‘l" H+ T‘:ﬂ[ﬂiﬂﬁﬂ
SOD
= Hak

HOCI Eiif”f/#f

*OH
D\DU +H

T.El!.I rina

HOCI

+
"OH + NO'E H:0;
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'Oz

As ERO produzidas nos organismos aerdbicos abran@gimradical hidroxil (HO),
radical hidroperoxil (H@), bem como seus derivados nao radicalares, pogéaniente
reativos e com capacidade de continuar reagindnpco HO,, 0, e 0 HOCI (FRANCO et
al., 2009; MIGLIORE; COPPEDE, 20009).

A formacao do @ é decorrente da primeira redugdo monovalente de@rendo em
quase todas as células aerdbicas, onde de 1-2%, dmr8umido pelas mitocéndrias é
convertido a @ (MIGLIORE; COPPEDE, 2009). Outra via para sua pgg pode ocorrer

durante a ativacdo de neutréfilos, mondcitos, nfagas e eosindfilos (FERREIRA;
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MATSUBARA, 1997). O Q" é considerado pouco reativo devido a sua dificidddd
difusdo, porém, tém sido observadas lesfes bi@sgissociadas a sua presenca, geralmente
guando reage com oOxido nitrico em situacfes dextapuitocondrial (VASCONCELOS et

al., 2007). O @, quando dismutado pela superéxido dismutase (§B&juema 4), produz

O, e HO, (FRANCO et al., 2009).

Esquema 4-Dismutacdo do @ pela SOD para producéo do intermediary®}

SOD

@-4' 2H »H,0,+ O,

O intermediario ndo radicalar,8, é extremamente toxico para as células, pois tem
vida longa, e € capaz de atravessar camadas #pigicdendo reagir com membranas ou
proteinas celulareFERREIRA; MATSUBARA, 1997). E utilizado como substrato para MPO,
que em presenca de ions@édra o HOCI (ANTWERPEN et al., 2007). A MPO € umaima
pertencente a familia das heme proteinas, normadmarcontrada nos granulos azurdfilos
dos neutrofilos e liberada quando os mesmos séada em resposta a defesa imunitaria
inata, produzindo assim o intermediario metabdh€aCl com funcédo de destruir patdgenos
invasores durante o processo inflamatério (EGGER@&L.e 2010). A atividade da MPO
apresenta-se aumentada em pacientes com riscoatgartm pois age como ativadora de
monaocitos envolvidos na formacao das placas deratgre catalisa o inicio da peroxidacéo
lipidica também associada a aterogénese (EGGER®, 2010; WANG et al., 2010). A
presenca excessiva de HOCI, intermediario metab@wduzido pela MPO, pode estar
associada a processos inflamatérios cronicos, cradrite reumatoide, o HOCI apresenta
também a capacidade de reagir com outras ERO efarovas espécies (Esquema 5), que
podem facilmente provocar alteracdes oxidativas @nstituintes protéicos e outros
compostos celulares (ANTWERPEN et al., 2007).
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Esquema 5 Reag&o do HOCI com outras espécies reativas

HOCI + H + CI > Gl+ H,0

HOCI + H,0; » 'O,+H0+CI+H
HOCI + 0" > HO+ CI' + O,
HOCI + NO, > NCl + HO

O H,O, apesar dedo ser um radical, pois ndo apresenta elétrorsgegelhados na
dltima camada de valéncia, € um metabdlito intefaned do oxigénio extremamente
deletério, pois além de servir como substrato paMPO, participa da reacdo denominada
reacdo de Fenton que produz ‘Héspecialmente em presenca de metais de trar{§lcéoe
Fe) agindo como redutores (Esquema 6) (FRANCO e2@09).

Esquema 6-Formacéo do OH reacao de Fenton

Fe+++02< >|:e+++_+_02--
20+ 2H —————> O, + H,0,
Fe™ + H,0, ——> Fe™ + OH + OH

O HO é considerado a ERO mais reativa em sistemasgitok) devido a sua rapida
capacidade em se combinar com metais ou outrosaiadd seu curto tempo de meia vida, e
por possuir a capacidade de oxidar biomoléculas,meferéncia ou especificidade (TSANG;
CHUNG, 2009) Portanto, se essa ERO for produzida préxima ao Dpbilerdo ocorrer
modificacdes de bases puricas e pirimidicas, ocasio mutacdes no DNA, que culminaria
com a producédo neoplasica a longo prazo. O pt@e inativar varias proteinas e iniciar a
oxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados das narabrcelulares (MAES et al., 2011).
Essa ERO pode ser produzida a partir da reacaddfel B Q™ (Esquema 7) ou pelas reacdes

de Fenton e Harber-Weiss (Esquema 8).

Esquema 7-Reacédo de producéo de HiDpartir do G-

HOCI + Q" »HO + CI'+ O,
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Esquema 8-Reacao de Harber-Weiss

O +Fe" ¥~ O,+F€"

H,0, + F€" —————»HO + HO' + F¢”

O +H,O0, —————— »HO'+ HO+ O,

A presenca ddO,, forma excitada do £ comumente ndo tem sido associada a
patologias. Porém, quando ocorre producdo excessigancomitante com a reducdo na
producdo de antioxidantes, JdO, estd relacionado com processos patolégicos
(VASCONCELOS et al., 2007). Pode ser produzidovésala reacao do,B,com HOCI, ou
pela dismutagdo espontanea do (Esquema YYASCONCELOS et al., 2007).

Esquema 9-Esquema da producéo U0, através do bD,e O,

Yo Oy, + HOCI — > 10,+ CI'+ H'+ H,0

2Q7+2H ———> 0, +'0;

Os acidos graxos poliinsaturados presentes nodebipi de membrana e outras
organelas sdo alvos frequientes das ERO, ocorrandoreacdo denominada de peroxidagao
lipidica (FRANCO et al.,, 2009). A peroxidacdo lig ocorre em &cidos graxos
poliinsaturados quando as ERO retiram ufndd grupo metileno das cadeias de acido graxo
poliinsaturado formando o radical lipidico Y\L(Esquema 10) (DEL RIO; STWART,
PELLEGRINI, 2005). O L sofre rearranjo molecular, formando entdo umaliemnjugado,
ou seja, duas duplas ligacdes intercaladas porsimgales. Os dienos (Esquema 10) reagem
com o Q, levando a formacgédo de radicais lipidicos per@®Q’), que sofrem reacdes em
cascata, gerando uma série de produtos de hidsogesdipidicos com grande longevidade e
alta reatividade o que permite que tais molécytassentem atividade dentro e fora da célula,
exacerbando o dano oxidativo. Um exemplo é o médefdo (MDA) (Esquema 10), aldeido
secundario a oxidacao lipidica altamente tOxicaayanismo, pois possui a capacidade de
reagir com nucleotideos individuais, aminoacidogleunfilicos e proteinas (DEL RIO;
STWART,; PELLEGRINI, 2005).



Esquema 10-Reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica

N/ N\

l Seqliestro de hidrogénio com
H

AN/

formacé&o do radical lipidico

Formacé&o de dienos conjugados
E incorporagao de oxigénio

Q

—— /\ /\ Radical peroxil — abstracédo dé H
\/_\ — — Reacdo em cadeia autocatalitica
O

H

Fragmentacao de alde{?itDA)

— e produtos polimerizado

T 00O
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O radical HQ representa a forma protonada dg ©tem sua presenca associada a
destruicdo de membranas celularEERREIRA; MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et
al., 2007).

O excesso de ERO esta intimamente relacionado catiopatogenia de diversas
doencgas cronicas como, doenca de Alzheimer e dogmd@arkinson (TSANG; CHUNG,
2009). O cérebro compreende um tecido com elevadsueno de @ baixa concentracdo de
antioxidantese composto de grande quantidade de &cidos gratirsspturados, substratos
da peroxidacdo lipidica, rico em metais, como mfegjue possuem a capacidade de catalisar
a formacdo de ERO (MAES et al.,, 2011), consequesniéanesse tecido torna-se alvo
frequiente de danos oxidativos.

Os lipideos sdms alvos principais do ataque das ERO (MIGLIORBPEEDE,
2009), que por sua vez originam metabolitos reatsecundarios, interagindo também com
acidos nucleicos e proteinas, muitas vezes de niodoersivel (MENA; ORTEGA;
ESTRELA, 2009; REUTER et al., 2010; ARSALANI-ZADE#t al., 2011 Com o objetivo
de conter a geracdo excessiva das ERO é neceasitiervencdo com antioxidantes, que
podem ser definidos segundo Halliwel, (2000) commlguer substancia que, quando
presente em baixa concentragdo comparada ao fabsxidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a oxidacdo do mesmo.

O organismo é dotado de processos intrinsecos @lmsnpor antioxidantes. Estes,
dividem-se em enzimaticos e 0s ndo enzimaticeSRREIRA; MATSUBARA, 1997,
VASCONCELOS et al., 2007). Dentre os antioxidamesimaticos, citam-se a SOD, a CAT
(TSANG; CHUNG, 2009 e as isoformas da GPx (FRANCO et al., 2009; REUEERI.,
2010. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo, dentre@guér glutationa (GSH), vitamina C,
vitamina E e vitamina D (REUTER et al., 2Q0MAES et al., 2011)

A SOD é a enzima que cataliza a conversao de@ HO,, o qual é convertido a0
e HO por acdo da CAT (TSANG; CHUNG, 2009 GPx também é responsavel pela
reducao nos niveis de6,, entretanto, este processo ocorre em presenc&de (GRANCO
et al., 2009; REUTER et al., 2010

Dentre os antioxidantes ndo enziméaticos, consisera-GSH a molécula com maior
poder antioxidante devido a sua alta concentragésdtica e por agir diretamente sobrg O
HO e NO (MAES et al., 2011). Sabe-se também que armailos aldeidos, como o MDA
podem ser inativados também pela conjugacdo com ERANCO et al., 2009), ou por
antioxidantes oriundos da alimentacdo (FERREIRAalet 1997; BARREIROS; DAVID,
2006; ARSALANI-ZADEH et al., 2011).
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O chamado estresse oxidativo, nada mais é que @icéonde desequilibrio entre
producdo de ERO e atividade antioxidante do orgami@~RANCO et al., 2009; REUTER et
al., 2010). Em condicbes de estresse oxidativo m@oea necessidade de adicionar
extrinsecamente na dieta antioxidantes naturaisSGMBNCELOS et al., 2007; LU; CHEN,
2008; STASZEWSKI; PILOSOF; JARGUS, 2011).

O consumo de antioxidantes naturais, camocoferol (vitamina E)-caroteno,
ascorbato (vitamina C) e os compostos fendlicamv@todides) presentes na maioria das
plantas superiores, diminuem a formacdo de radicaiss (MORAIS et al., 2009). Em
especial os compostos fendlicos, entre eles aguiats, que agem como agentes redutores,
doadores de hidrogénio estabilizando ou desativasd&RO formadas, contribuindo com
uma menor incidéncia de doencas relacionadas cestresse oxidativo (ALMAJANO et al.,
2008; STASZEWSKI; PILOSOF; JARGUS, 2011). Portardoadesdo ao consumo destes
compostos antioxidantes é cada vez maior, deviddapeficios de sua acdo sobre o balanco
redox das fungdes fisioldgicas (TIJBURG, et al9ZLHALLIWELL, 2000; ALMAJANO et
al., 2008; BARCIROVA, 2010).

1.5 Panorama das infecg¢des fungicas
De acordo com recentes trabalhos, tem-se obseraidel@cdoes das caracteristicas

microbiolégicas envolvidas nas infeccdes invasivas longo das Ultimas décadas
(LUMBRERAS et al.,, 2007; MURDOCH et .al2009). Uma emergéncia das infec¢cbes
fungicas invasivas, sistémicas e sepse, com elevadebi mortalidade associada,
principalmente em imunossuprimidos tem sido obsEVMETCAF; DOCKRELL, 2007).
Isso vem ocorrendo em resposta aos inUmeros avaecoslogicos em diversas areas da
medicina, entre elas, uma crescente incidéncieadsplantes de érgdos, o avanco na terapia e
sobrevida sobre neoplasias, e 0 emprego da drtdigrapia de amplo espectro, associado a
um numero elevado de procedimentos e uso de @Hei@rasivos de longa permanéncia
(SONI; WAGSTAFF, 2005; LUMBRERAS et al., 2007; MURITH et al, 2009). O padréo
microbiolégico da sepse também foi amplamente émibindo pela alta prevaléncia de
infeccdes pelo HIV, o envelhecimento da populac&osergimento de resisténcia bacteriana
(MURDOCH et al., 2009).

Tradicionalmente a epidemiologia das infec¢Oesifiasysistémicas tem sido atribuida
comumente £andida albicansmas ultimamente tem ocorrido um crescimento mae¢oes
por Candidandoalbicanse aspergilose, uma vez que a gravidade da infecd@pendente da
suscetibilidade individual apresentada pelo paeiéBONI; WAGSTAFF, 2005; CASTRON-
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OSORIO et al., 2008). A vulnerabilidade a infeccimgica tem sido definida como
dependente da severidade da doenca de base, dasacfatores secundarios, como dano
tecidual, presenca de cateteres intravenosos iditibterapia de amplo espectro
(ERJAVEC; VERWEIJ, 2002; SONI; WAGSTAFF, 2005).

O indice de infec¢Bes fungicas invasivas em pagseinansplantados de medula éssea
representa um grande fator de risco para a morsenggsmos. Outros fatores de risco
associados a incidéncia e prevaléncia destas G#scgieutropenia prolongada, doenca do
enxerto x hospedeiro, altas doses de corticosespichunossupressao associados a exposicao
ambiental (METCAF; DOCKRELL, 2007).

Em recente revisdo do panorama séptico, observamsaumento significativo de
200% na incidéncia da sepse fungica nos ultimosa@6s, ocorrendo um aumento
progressivo, da ordem de 1,7 para cada 100.00Qah&ds em 1985 para 12,5 para cada
100.000 habitantes em 2006, com grande prevalédaieC. albicans em infeccdes
nosocomiais, havendo também um significativo aumelet infeccdes poC. ndoalbicans
fato esse relacionado ao uso de fluconazol, enciagsm a anfotericina B, na tentativa de
reduzir a dose desta, e consequentemente redugiesstos adversos (de PAUW; PICAZO,
2008; CASTRON-OSORIO et al., 2008; MURDOCH et 2009).

1.6 Agentes Antifungicos

Dentre os agentes antifingicos de uso sistémictacin-se principalmente a
anfotericina B e os azéis, tendo como representafitesonazol. A anfotericina B (Figura 4),
é 0 agente de escolha em infec¢Bes flngicas stsiénk de um antibidtico poliénico natural
sendo introduzido seu uso em meados de 1955. Haoatpartir de cepas do actinomiceto
Streptomycesiodosuse tem sido considerada como farmaco de escolhagéi@amento
antifingico desde meados de 1960 (LANIADO-LABORIN a&., 2009). Devido a sua
estrutura anfifilica, a anfotericina B apresentx&aolubilidade em solu¢gbes aquosas e pH
fisiologico apresentando a capacidade de gerargagos, formando uma combinagdo de
mondmeros soluveis e agregados soluveis e inssliv@m grande capacidade de se ligarem
ao colesterol da membrana celular, causando desselo mgrande toxicidade
(VANDERMEULEN et al., 2005; LANIADO-LABORIN et al.2009; JUNG et al., 2009).
Entretanto, sua grande utilizacdo deve-se ao sqoaespectro de agcao e relativamente
poucos exemplos de resisténcia micolégica ao far(latNIARDO-LABORIN et al., 2009

JUNG et al., 2009). O fluconazol, tem sido utiliaaglo tratamento de infec¢des fungicas
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invasivas, porém o mesmo nao apresenta atividadgcida, apenas fugistatica e tem havido
relatos de resisténcia fungica ao tratamento cajis &de PAUW,; PICAZO, 2008).

Figura 5 - Estrutura molecular da anfotericina B

oH

Para reduzir os efeitos adversos da anfotericina flBesma tem sido frequentemente
associada a outros antifungicos, como por exemploazdis, fluconazol. Porém dados
recentes tém apresentado aumento da resisténcandmla aos azois (HAN, 2007; ROSATO
et al., 2008).

Faz-se importante o estudo de produtos naturais atimidade antifingica e
antibacteriana. Tem crescido 0 numero de autores \@m estudando associacfes de
inimeros produtos naturais, como por exemplo:afdiadade do extrato de sementes de uvas
com atividade antifingica contra candidiase (HANQ?); ii) a demonstracdo da atividade
sinérgica entre 6leos essenciais e anfotericinarira candidiase (ROSATO et al., 2008); iii)
a atividade do resveratrol sobre cepagdalbicanspatogénicas (JUNG et al., 2007); iv) o
efeito anticandida do 0Oleo essencial @ocimum sanctune sua atividade sinérgica com
fluconazol e cetoconazol (AMBER et al., 2010), \§ demonstracao da atividade antifungica
da EGCG sobre isolados clinicos de 7 cepa€atalidacomparando o CIM obtido por esse
produto com o CIM de 5 drogas conhecidas para tant@nto antifingico: fluconazol,
miconazol, anfotericina B, fluouracil, micafunginiteaconazol, sugerindo um possivel uso
sinérgico entre EGCG e as drogas sintéticas comahdiade de reducdo da dose (PARK et
al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal desse trabalho foi o de aslqual a forma dé. sinensigpossui

a mais eficiente atividade antioxidante, e se en&ode obtencao interfere nessa atividade,

bem como analisar a atividade antifingica dessasaf®

2.2 Objetivos especificos

Quantificacdo de fenais totais;

Avaliacdo da atividade antioxidante sobre os raslieatificiais: 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acidfABTS' ") e 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH);

Avaliacao da atividade antioxidante sobre: HOCLE O

Efeito das diferentes formas @a sinensisobre a hemalise induzida p&@®’-azobis
(2-amidinopropane) hydrochloridd®APH);

Andlise da capacidade de resisténcia a peroxidggdaa pelo processo de formacéao
de dienos conjugados,

Avaliacdo sobre atividade da MPO e

Teste de susceptibilidade antifiingica sobre ce@&deCandida spp.
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1 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

ABTS, AAPH, DPPH, nicotinamide adenine dinucleotidéNADH), phenazine
methosulfatg PMS), nitroblue tetrazolium chloridgNBT), reagente dé&olin- Ciocalteay
acido galico, tetrametilbenzidine (TMB), meio RPMI40, acido 3-N-morfolino
propanosulfénico (MOPS) e agar saboraud dextrasenf@dquiridos da Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA). Os demais reagentes utilizadogsgmtam padrao analitico.

3.1.2 Equipamentos
Espectrofotobmetro UV-Vis (Jasco); Leitora de Migotacas (Spectra Max190),

Microcentrifuga refrigerada — CT 15000R (Cientgmimetro pH 221 (Lutron), Balanca
analitica (Tecnol), Estufa (Quimis), Homogeneizad® 22 (Phoenix), agitador magnético
mini com resisténcia (Quimis), camara de fluxo Isani (Veco), estufa bacteriologica

(Quimis) e purificador de agua miliQ.

3.1.3 Cepas
Para os testes de susceptibilidade antifungicarfonéilizadas as seguintes cepas

ATCC: Candida albicansATCC 14053,Candida albicansATCC 64548 eCandida krusei
ATCC 6258.

3.2 Métodos
3.2.1 Preparo do cha

Para os ensaios de avaliacao da atividade antiteidaantifngica d&. sinensis
foram adquiridos no mercado local quatro tipos lésc cada qual representando diferentes
métodos de obtencdo, ndo fermentado (verde e RPrasemi fermentado (vermelho) e
fermentado (preto). Os chas foram comprados emislate uma determinada marca como
referéncia. Desde sua obtenc&o até o final dosriexpatos propostos foram utilizados chas
de mesmo lote, ficando as caixas armazenadas eresg@ectivas embalagens originais ao
abrigo da luz e umidade. Cada amostra de 0,1 gréparada separadamente sob a forma de
infusdo onde foi adicionado 5 mL de 4gua destikiaebulicdo, em um erlenmeyer de 25
mL, que teve sua boca tampada por papel alumiriongnecendo em infusdo por 30
minutos, no escuro (LU et al., 2011). Em seguidaha@s foram filtrados por 16 camadas de

gaze hidrdfila 9 fios, originando a solucdo mée difesrentes chas. A partir da solugcdo mae
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procederam-se diluicbes sucessivas com agua destilatampéo fosfato salina (PBS) 10 ou
50 mmol.L* e 15 mmol.[* NaCl, conforme ensaio. Os resultados foram expsessig.mL

! e mg.mL* baseando-se nos volumes utilizados para as pgéuadas solucoes testadas.

3.2.2 Obtencéo do residuo seco dos chas@asinensis
Varias placas de petri sem tampa foram minuciostenlemadas com agua e sabdo,

em seguida passado alcool 70° para posterior sacageestufa. Depois de totalmente secas,
as placas foram cuidadosamente retiradas da esiofeo auxilio de pinca para ndo agregar
peso as mesmas, sendo entdo resfriadas e obtittaagagdividuais em balanca analitica. Os
chas foram preparados conforme subitem 3.2.1, @etie@do foi vertido as placas especificas
e mantido em estufa a 37°C até a completa evamodgdiquido. Em seguida as placas

foram deixadas esfriar e pesadas, para o corritoled@a concentracdo utilizada nas analises

que seguem.

3.2.3 Concentracdes testadas dos chas@asinensis

A concentracdo d&. sinensisutilizada para a quantificacdo de fendis totaisd®
27Qug/mL. Para as andlises sobre DPPH, ABTS,", Atividade citotoxica in vitro sobre
hemécias, pesquisa da formacédo de dienos conjugadkigcdo da cinética da MPO, foram
utilizadas a solucdo de 2T@mL* quatro diluicdes sucessivas na razdo de 1:3 que
corresponde respectivamente a@énL?, 30ug.mL?, 10ug.mL* . Para a atividade sobre o
HOCI foram usadas as seguintes concentracoes.®Q™", 15ug.mL*, 10ug.mL?, 5ug.mL
! 3,331g.mL*, 1,66pug.mL* e 1,11ug.mL™. Para o teste de susceptibilidade forma utilizadas
as concentracbes 2A7@mL'e sucessivas diluicbes 1:2, correspondendo auglBf™,
67,5ug.mL™, 33,75u9.mL*, 16,87ug.mL e 8,43.g.mL™.

3.2.4 Quantificacdo de fendis totais dos chas @asinensis
A quantificacdo de fendis totais da sinensis foi determinada pelo método de

Folin—Ciocalteau modificado, compreendendo na reducdo do &acido rudibdico-
fosfotiingstico pelas hidroxilas fenélicas em melcalino. A solucdo de Jug.mL?, foi
acrescentada a solucéo de Folin-Ciocalteau; semdacdo iniciada pelo acréscimo de uma
solucdo de carbonato de sodio (7,5% p/v). Posieénte a mistura foi incubada a 37° C por
15min e determinada a absorvancia em 680 nm. blilse como padrdo o acido galico
(BORA et al., 2005).
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3.2.5 Atividade dos chas d&. sinensis sobre o DPPH
Foi determinada a atividade antioxidante sobre PP utilizando o método de

Yamaguchi et al. (2000), modificado. O DPPH apmesdorte absorcdo no espectro visivel
caracterizado por uma coloracéo violacea intersadd a presenca de elétrons livres. Quando o
DPPH reage com um elétron doado por um composioxatante, ocorre proporcionalmente
queda na absorvanciama solucdo de DPPH (60 umot)Lfoi preparada em etanol 99%. Em
uma microplaca, foram adicionados as diferentesamtnacdes d&. sinensisa solugcédo de
DPPH. A mistura foi incubada ao abrigo da luz emperatura ambiente por 30 minutos,
sendo entdo, observada a alteracao da absorvanbRRH em 531 nm.

3.2.6 Atividade dos chés d&. sinensis sobre o ABTS'
Foi determinada a atividade antioxidante sobre ABiit8izando o método de Re et

al. (1999), modificado. O ABTS é um radical catidnico que pode ser gerado paramea
quimica, eletroquimica ou enzimatica a partir deawolucdo de ABTS. Quando o ABTS é
oxidado pelo persulfato de potassio, ocorre a foagmalo ABTS. A atividade antioxidante
dos chas pOde ser mensurada quantitativamente rpglegdo da absorvancia, devido o
ABTS™ receber um elétron de um agente antioxidante paestbilizar. Inicialmente uma
mistura aquosa de ABTS (7 mmof)Le persulfato de potéssio (2,45 mmd).oi incubada a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 12shdasolucdo formada de ABTSoi
diluida em PBS 50 mmoll, pH 7,4 a uma absorbancia de 0,70 (734 nm). Difese
concentragcdes d&. sinensisforam entdo incubadas com o ABT®or 30 minutos a

temperatura ambiente, a reducéo do ABPSlos chas foi observada em 734 nm.

3.2.7 Atividade dos chas d&. sinensis sobre 0 Q™
O ensaio foi realizado conforme Kakkar et al8@)9modificado. A reacdo ocorreu

em PBS 50 mmol.t, pH 8,3, contendo PMS (0,1 mmof)Le NBT (0, 045 mmol.£Y), na
presenca das diferentes concentragcdesCdasinensis com incubagdo de 2 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo (formacéo ¢l@ @i iniciada pela adicdo de NADH (2,5
mmol.L'Y) apés 90 segundos, com a formacéo de uma formanatida pela reducdo do
NBT. Compostos com potencial antioxidante competem o NBT pelo @ diminuindo a
reducdo do NBT e, consequentemente, a formacgaordwtana. A leitura foi realizada em
560 nm.

3.2.8 Atividade dos chas d&. sinensis sobre o HOCI
a) Preparo do HOCI:
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A solucdo de HOCI 1 mmoltfoi preparada a partir de uma solucdo de NaOCI
em NaOH 50 mmolE A concentracdo da solucdo de HOCI foi verificada
espectrofometricamente usando o quoeficiente diegéixt molar 350 ciivi™ em 292 nm.

b) Preparo do TMB:
A solucdo de TMB 0, 014 molifoi preparada dissolvendo-se 0, 017g de TMB em
2,5 mL de dimetilformamida, 2,45 mL de &cido am#t),8 mol.L* e 0,05 mL de KI 0,01
mol.L™.

c) Andlise experimental:

Para a analise antioxidante sobre o HOCI foizatilo o método de Paino et al.(2005).
A reacdo ocorreu em PBS 50 mmdl,LpH 7,4 contendo diferentes concentracde<Cda
sinensise 75umol.L"* de HOCI, com incubacdo de 15 minutos ao abrigdudae em
temperatura ambiente. O HOCI remanescente foladoepela adicdo de uma solucdo de

TMB (0,014 mol.L™Y), cujo produto de oxidag&o possui absorvancia meem 652 nm.

3.2.9 Atividade dos chas d&. sinensis sobre a acao citotoxican vitro do AAPH sobre
hemacias

Para a obtencdo das hemacias foram coletados 18sngue total de trés individuos
voluntarios sadios, acima de 18 anos. A coletaefetuada por pungdo venosa periférica
obedecendo as normas de biosseguranca, como asdepscal da puncao, com a utilizacéo
de alcool 70% e equipamento de protecdo indivicdwaho, luva de procedimento pelo
responsavel pela coleta. Para todas as andlisgsi@fioram utilizadas amostra de sangue, os
procedimentos foram iguais aos citados. O sangietado (10mL) foi colocado em tubo de
vidro contendo 10L de heparina 5.000 Ul (laboratorio Cristalia) entogeneizado, sempre
nessa mesma proporcdo. O sangue foi centrifugadd puoinutos a 4°C e 1200g, e em
seguida retirado o plasma e a camada de leucgmitoaspiracdo. A suspensdo de hemécias
foi lavada com solucéio gelada de PBS 10 mriplpH 7,4 por trés vezes. As hemacias foram
ressuspensas em PBS 50 mmid).lpH 7,4 acertando-se o volume globular para 1%.
Diferentes concentracdes @asinensigoram incubadas com a solugdo de hemacias 1% e na
presenca ou auseéncia de AAPH (50 mmYl.por 6 horas a temperatura de 37°C, sob
constante homogeneizacéo. A reacao foi finalizada pentrifugacdo da solucdo a 1200g a
4°C por 5 minutos. O conteudo de hemoglobina lderdevido a acéo citotoxica do AAPH,
foi determinado no sobrenadante através da medidabdorvancia em 540 nrRara esse

experimento os chés foram preparados conformeittesar item 3.1.2, sendo substituida a
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agua do preparo por PBS 50 mmdl.LpH 7,4 (ESPADA et al., 2008). Esse ensaio foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Wiilaete Estadual do Centro Oeste, sob o
oficio n° - 408/2010.

3.2.10 Pesquisa da formacao de dienos conjugadossooo
Para a pesquisa da formacéo de dienos conjugadas) coletados 3mL de sangue de

um individuo voluntario sadio maior de 18 anos maip&émico segundo o método de
Schnitzer et al. (1998) modificado, onde apds @a¢éb do codgulo o sangue foi centrifugado
por 5 minutos a 4°C e 1200g. Em seguida, foi mhtira soro e diluido numa proporcéo de
1:100 em PBS 50 mmol3l, pH 7,4. O soro foi incubado com diferentes cotregdes daC.
sinensis O processo de peroxidagéo lipidica foi iniciadtaadicdo de uma solucdo de GuCl
(30 umol.L'Y), sendo o processo monitorado a 245 nm a cadairiios, durante 5 horas. O
perfil cinético da peroxidacao lipidica pode sealsado em trés fases: i) a fase de laténcia
(lag fasg, a fase de propagacao, e a fase de degradacgwinNara fase, ha o consumo dos
antioxidantes, enddgenos e exogenos (chéas), ertveténda ndo se observa a oxidacao
significativa dos acidos graxos. Logo apds o comsudos antioxidantes, caracterizado pelo
um tempo de resisténcia dos acidos graxos a oxadacarre uma rapida oxidacdo dos acidos
graxos com formacdo de dienos conjugados durantesex de propagacdo. Na fase de
degradagdo observa-se uma lenta queda nos nivelgenes (SCHNITZER et al., 1998).
Esse ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica esgu?sa da Universidade Estadual do
Centro Oeste, sob o oficio n° 408/2010.

3.2.11 Avaliacao da cinética da MPO
A oxidacdo do guaiacol (80 mmot'). pelo sistema MPO (8 nmoll) / H,O,

(48mmol.LY) foi realizada em tampao fosfato de sédio 50 minfopH 7,4 a temperatura de
37°C na presenca de diferentes concentracd&s. dmensisem uma microplaca, segundo
Jerlich et al. (2000) modificaddA reacdo foi monitorada espectrofotometricamentia pe
formacédo de tetrahidroguaiacol a 470 nm, com wagfio da absorvancia de 10 em 10

segundos no tempo total de 10 minutos.

3.2.12 Teste de susceptibilidade antifingica
a) Preparo do meio RPMI 1640:

O meio de cultura RPMI 1640 é um meio sintéticma@rmelho fenol, glutamina e



27

sem bicarbonato, foi preparado em agua miliQ, tarago com MOPS e ajustado pH com
solucdo 0,1mol.E de NaOH e esterilizado por filtrag&o.
b) Culturas:

Para o inoculo do teste de susceptibilidade farglizadas cepas ATCC com cultura

por esgotamento em agar saboraud dextrose comrad de incubacédo a 37°C.
c) Andlise experimental:

O teste de susceptibilidade foi realizado de acomi o documento M-27-A2, 2002
publicado pelo CLSI, antigo NCCLS. Inicialmentenddulo da levedura foi padronizado em
solucao salina visualmente a turbidez equivaleoteibo 0,5 da escala padrdo de McFarland
e entdo confirmado espectrofometricamente a 530(dé 0,08-0,1). De acordo com a
normativa M-27 procedeu-se a microdiluicdo, dil@nd in6culo ajustado em salina nas
proporcdes de 1:50 e 1:20 respectivamente em REMM, o objetivo de se obter 1xX18
5x10° UFC.mL*. Em uma microplaca foi inoculado 100 pL da sus@erde leveduras e 10
uL dos chés verde, branco, vermelho e preto, cdemle-se o volume final de cada pogo da
microplaca para 200 uL com meio RPMI. Paralelam&rem efetuados controles positivos
de crescimento, onde na mesma microplaca foi imdcullO0 pL da suspensédo de leveduras
sem a adi¢do dos chas estudados, completando-@ernevfinal do poco para 200 pL com
meio RPMI. O controle negativo consistiu em preends pocos da microplaca apenas com
meio RPMI para evidenciar a eficacia do sistemaes&ncia de contaminagdo no meio puro.
As placas foram incubadas a 37°C e o resultad@ralisado em 24 horas, por inspecéo
visual da turvacdo. A menor concentracdo onde rdwehturvacdo foi considerada a
concentracao inibitdria minima (CIM) (PARK et &Q06).

3.2.13 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como medidesvio padrdo. Comparacdes
estatisticas foram feitas pela ANOVA com 95% dedfieoga. Diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes com p < 0,05 pelapavacdo entre as médias pelo pos teste
Tukey, onde os resultados expressos significamejtaes diferentes correspondem a valores
que diferem entre si significativamente, e letrgsais valores que nao diferem entre si

significativamente nas colunas, as analises foggratidas em triplicata.

3.2.14 Calculo da porcentagem de inibicao
As analises cujos resultados foram expressos em i¥hlicao tiveram seus resultados



determinados pela formula a baixo esquematizada.

% de inibicdo = (Ac - At) / Ac x 100

Sendo que: Ac= absorbancia do controle e At= alasaib do teste

28
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de quantificacdo
4.1.1 Quantificacao de fendis totais dos chas @asinensis

Determinou-se a concentracdo de fendis totais mesenos chés obtidos por
diferentes processos baseando-se na equivalénciandantracdo de acido galico, conforme
demonstrada na curva padrao (Figura 6). De acardoas valores apresentados (Tabela 1)
demonstrou-se que o processo de obtencdo dos rieaferiu na concentragdo de fendis
totais, pois a concentragdo desses compostos derisu nas amostras de chas verde (76,00
ug.mL*+ 0,162) e branco (85,36g.mL*+ 0,057) quando comparados ao vermelho (45,47
ug.mL*+ 0,102) e preto (43,34g.mL*+ 0,034). O resultado obtido sugere que além do
processo ndo fermentativo manter a estrutura difenqpas na sua forma monomérica, mais
estavel (ALMAJANO et al.,, 2008), também contribuar@ proteger tais compostos da
degradacéo, sugerindo assim que os chas que possuertonteddo de fendis totais mais
elevado, consequentemente apresentam uma maidadgvantioxidante.

Os chas verde e branco sdo obtidos por processdemd@ntativo, apenas pela
secagem das folhas frescas o que confere ao ahéolaiecor caracteristica pela presenca dos
pelos brancos dos brotos, além da adstringéncialiped CHAN; LIM; CHEW, 2007,
GODOIN et al., 2007).

A fermentacdo ou semi fermentacdo dos chas danorggeimeros ou polimeros das
catequinas, denominadas de teaflavinas, teasirsnsn tearubiginas, responsaveis por
conferir a esses chas o sabor e aroma que lhesasacteristicos livres de adstringéncia
(BARCIROVA, 2010).
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Figura 6 — Curva analitica para a determinacéo de fendisstaasorvancia x concentracao,
utilizando o reagente de Folin- Ciocalteau e laiemi = 680 nm
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Tabela 1-Quantificac&o de fendis totais, equivalentesygnmL™ de Acido galico, d&. sinensissob
a forma de chas obtidos por diferentes métodosathipao

AMOSTRA QUANTIDADE DE FENOIS TOTAIS
(equivalente empg.mL™ de &cido galico)

Cha verde 76,00+ 0,1622
Cha branco 85,36+ 0,057
Ché vermelho 45,47+ 0,102
Cha preto 43,34+ 0,034

Os resultados expressos correspondem a média tbge &etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as analisesfefetuadas em triplicata
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4.2 Ensaios Antioxidantes

4.2.1 Atividade dos chéas d&. sinensis sobre DPPH
O DPPH é um radical livre artificial capaz de ameitm elétron ou um radical hidrogénio

para se tornar uma molécula estavel (LU; CHEN, 2088atividade daC. sinensissobre
DPPH (Figura 7) € mais pronunciada nos chéas verdwaaco, mostrando uma forte
correlacdo entre atividade antioxidante e concefitrale compostos fendélicos. Contudo néo
necessariamente o cha que apresentou o maior dordelcompostos fendlicos, apresentou a
melhor atividade antioxidante (branco), sugerinde qutros fatores além da quantidade de
compostos fendlicos interfere na atividade antiamtd dos chds. Os chas verde e branco
apresentam grande atividade antioxidante, supar0% até a concentracdo dei@enL™.
Entretanto, as amostras dos chas vermelho e @@tesentam-se com a mesma intensidade
de atividade antioxidante apenas nas concentraigg@20 e 9Qg.mL*, demonstrando que a
atividade antioxidante é dose dependente, poisdidague a amostra € diluida essa diminui.
O valor obtido pelo calculo da &lcomprova que a atividade antioxidante sobre eslieal &
mais pronunciada nos cha branco e verde, segualossprmelho e preto. O DPPH tem sido
amplamente utilizado como modelo de radical ardifiestavel, na forma de substrato para

avaliar a capacidade sequestradora de radicees lde um antioxidante (LU; CHEN, 2008).

Figura 7 — Efeito C. sinensisobre o DPPH, onde a solu¢io DP@B pmol.L™) foi incubada 30
minutos ao abrigo da luz e temperatura ambients, diferentes concentracées @a sinensisob a

forma de infusdoA queda da absorvancia do DPPH foi observadacesf@ometricamenta 531
nm
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Tabela 2: Andlise da concentracdo inibitéria de 50%lsp) do DPPHobtido pela exposicdo do
mesmo a diferentes concentrac@asC sinensiobtidas pelo método de infusao

AMOSTRA Clso (ng.mL™)
Chéa verde 14,45 + 0,162
Cha branco 11,38 +0,2192

Cha vermelho 32,69 + 4,228
Cha preto 40,16 + 0,268

Os resultados expressos correspondem a média tbge &etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as analisesfefetuadas em triplicata

4.2.2 Atividade dos chas d&. sinensis sobre 0 ABTS"
A pesquisa da atividade antioxidante sobre AB%n sido usado amplamente como

modelo experimental, para a analise da atividatiexatante de produtos naturais devido a
sua caracteristica catidnica semelhante ad, @hsiderada a ERO mais reativa, capaz de
causar danos no material nuclear e peroxidacadidgi Conforme resultado obtido pela
analise do Gb da atividade antioxidante (Tabela 3) observou-se, qu concentracéo
responsavel por inibir a atividade oxidativa em 50%hais efetiva nos chas verde e branco,
nao diferindo significativamente, o que vem a redoios resultados apresentados na tabela 1,
caracterizando que o0s chas que possuem uma maiantidpade de fendis totais,
proporcionalmente, apresentam uma atividade ad@okeé mais eficiente. Contudo, nao
necessariamente, o cha que apresentou 0 maiornidonte compostos fendlicos, apresentou
a melhor atividade antioxidante (branco), sugeriqde outros fatores como, metilxantinas,
vitaminas entre outros, além da concentracdo depasims fendlicos interfere na atividade
antioxidante dos chéas. Ao comparar o resultadalotstobre o ABTS com o obtido sobre o
DPPH observa-se que radicais artificiais diferenfggsrém com mesma caracteristica
apresentam resultados semelhantes, pois na aevelz@lsle o DPPH a concentracdo de cha

necessaria para estabilizar o radical artificiahfaior que a necessaria para o ABTS
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Figura 8 - Efeito C. sinensisobre o ABTS onde a solucéo de ABTSm PBS 50 mmol.LpH 7,4

incubada ao abrigo da luz com varias concentradédsS. sinensissob a forma de infusaa
absorvancia foi observada espectrofotometricameed®t nm
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Tabela 3- Andlise da concentracéo inibitéria de 50%ls() das diferentes concentracoda C
sinensisobtidas pelo método de infusdo sob®wBIS™

AMOSTRA Clso (ng.mL™)
Chéa verde 5,19 + 0,007
Cha branco 5,21 + 0,353
Chéa vermelho 13,55 + 0,007
Cha preto 14,55 + 0,247

Os resultados expressos correspondem a média tbge &etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as analisesfefetuadas em triplicata

4.2.3 Atividade dos chas d&. sinensis sobre 0 Q™
O O, foi formado pela oxidacdo do NADH e quantificagmda reducdo do NBT,

com concomitante aumento da absorvancia a 560uun GHEN, 2008), que é reduzida com

a adicdo de um anti-radicalar no meio reacionakfdlto daC. sinensisobre o @ (Figura
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9) demonstra que a atividade anti-radicalar dimaunedida que a concentracdo dos chéas
diminui. A atividade mais pronunciada, conformedaslos é apresentada pelos chas verde e
branco, os quais ndo diferem estatisticamente (@ahe A atividade antioxidante dos chas
vermelho e preto apresentaram um decréscimo ar mhaticoncentragdo de @mL™.
Observa-se (Tabela 4) que a atividade anti-radicalaresentada pelo §lapresenta-se em
ordem decrescente verde = branco > vermelho> preto.

O resultado obtido sobre 0,Q é de grande importancia, ndo pela sua reatividade
mas devido ao seu longo tempo de meia vida, pewhitia formacdo de novas ERO
(HALLIWEL, 2006; FRANCO et al., 2009). Esse radipaissui a caracteristica de reagir com
enzimas contendo Fe produzindo intermediarios metabdlicos, comgDH que apresenta
reatividade intermediaria e radicais altamentetdetss, como o HO(HALLIWEL, 2006).
Uma vez que o © pode facilmente ser convertido a K@ formacao excessiva de Gesta
relacionada a toxicidade biol6gica, incluindo damDNA (WILMS et al., 2008). O £
também serve como substrato para a formacao,@g &ravés da sua dismutacao pela SOD,
0 que vem a ativar MPO, originando a producdo deCHQue € um potente oxidante
(PEVAIZ; CLEMENTE, 2007).

Figura 9 - Efeito C. sinensissobre o sobre O que foi formado pelo sistema PMS (0,1 mmol.L
Y/NBT /NADH (2,5 mmol.L ), realizado em PBS 50 mmol:Lna auséncia ou presenca de diferentes
concentragdes daC. sinensissob a forma de infusdoA absorvancia foi observada
espectrofotometricamente em 560 nm
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Tabela 4- Andlise da concentragdo inibitéria de 50%sgCHas diferentes concentracdda C.
sinensisobtidas pelo método de infusdo sobye

AMOSTRA Clso(ng.-mL™)
Cha verde 89,70+2,687
Ché branco 98,14+7,021
Chéa vermelho 171,894,082
Cha preto 215,76+0,509

Os resultados expressos correspondem a média +Bge ¢etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as analisesfefetuadas em triplicata

4.2.4 Atividade dos chéas d&. sinensis sobre o HOCI
A atividade daC. sinensissobre o HOCI (Figura 10), apresenta-se mais efgielo

cha verde, seguido pelo branco, vermelho e pretoal€ulo do Gy (Tabela 5) apresenta
atividade antioxidante superior para o cha verde, djfere significativamente do branco,
seguido do vermelho e preto, que ndo diferem sstaimente. Nota-se nesse ensaio uma
reducdo da concentracdo usada em comparacdo a@ssgdenmue caracteriza uma forte
sensibilidade do HOCI a atividade antioxidante cluis testados.

O HOCI é um potente oxidante formado como subpmdatatividade da MPO com
H.O, e haletos pelo sistema de fagocitos ativados esapta uma atividade microbicida
importante (CHANTEPIE et al., 2009, JERLICH et 2D00). Porém a producao excessiva de
HOCI contribui para o dano tecidual em processdmnratérios crébnicos, como artrite
reumatoide, e esta relacionado, entre outros, contiacdo e propagacéo da doenca crbnica
cardiovascular (CHANTEPIE et al., 2009). A ativagiomicroglia pela proteirfaamildide
tem sido associado a concentracdes elevadas de BQ@E; WHITEMAN; CHEUNG,
2007; YAP et al., 2010). A concentracao de HOCtHloanga de Alzheimer pode estar elevada
cerca de 3 vezes do normal, estando relacionadwda meuronal e dano cognitivo (YAP et
al., 2010). Também, a sua producéo no fagossontolmgrpara o dano tecidual no local da
inflamacédo, como inativacdo de enzimas, oxidaca@ardmoacidos e cloracdo de lipideos
(GUILPAIN et al., 2008).



36

Figura 10 - Efeito C. sinensisobre o sobre HOCI realizada em PBS pH 7,4 ondesomigéo HOCI
(75 1 mol.L™") foi incubada por 15 minutos a temperatura ambienao abrigo da luz com diferentes
concentracdes da. sinensisob a forma de infusdo. O HOCI remanescente felaeo com a adicdo
de TMB. A absorvancia foi observada espectrofotogahente em 652 nm
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Tabela 5: Andlise da concentragdo inibitéria de 50%s¢CHas diferentes concentracoda C
sinensisobtidas pelo método de infusdo sobieQClI

AMOSTRA Clso (ug.mL™)
Chéa verde 1,61+0,528
Cha branco 2,130,076

Cha vermelho 3,471,965
Cha preto 4,06+0,417

Os resultados expressos correspondem a média +Bge ¢etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as andlisesfefetuadas em triplicata
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4.2.5 Atividade dos chéas d&. sinensis sobre hemolise induzida por AAPH

A atividade protetora d&. sinensissobre a hemdlise induzida pelo AAPH foi
demonstrada pelos chas verde e branco, apresentaraonaior atividade do cha verde
(Figura 11). A atividade antioxidante dos chasnatho e preto apresentam-se inferiores,
possivelmente, devido a menor concentracdo dos astogp fenodlicos elou pela
composicdo dos mesmos, pois apresentam-se poladeszoela fermentacao (LIMA et
al., 2009; SHARANGI, 2009). Pelo calculo dosg(Tabela 6) uma atividade mais
pronunciada do cha verde em relacdo aos demaigjndega ordem decrescente da
atividade antioxidante: verde> branco> preto> védinmeA atividade do cha vermelho &
pelo menos 10 vezes menor que a atividade do cdtue vevando em consideracédo o
calculo do Cdo. A utilizacdo de hemacias para a andlise da gittttade tem sido
amplamente empregada devido a composicdo abundamtproteinas e lipideos das
membranas, fazendo dos eritrocitos um substratoeloogara avaliar a capacidade
antioxidante (SIMAO et al., 2006; BEGUM; TERAO, Z00SATO et al., 1995). Ao
induzir a hemdlise por AAPH, observamos um commpoetato antioxidante similar aos
obtidos nos modelos de atividade antioxidante d@escranteriormente (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Figura 11 —Efeito C. sinensisobre o sobre a hemolise induzida com AAPH, ondedloias 1% em
PBS 50mmol.L*, pH 7,4 foram incubadas por 6 horas com variasentracdes d@. sinensisob a
forma de infusdma presenca ou ausénciafPH (50 mmol.L")
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Tabela 6: Andlise da concentragdo inibitéria de 50%s¢CHas diferentes concentracoda C

sinensisobtidas pelo método de infusdo sobre o process$emélise induzida pelo tratamento
das heméacias com AAPH

AMOSTRA Clso (ng.mL™)
Cha verde 12,15+4,362
Cha branco 19,526+6,470
Cha vermelho 143,68+1,432
Cha preto 71,21+6,42%

Os resultados expressos correspondem a média +Bge ¢etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as andlisesfefetuadas em triplicata

4.3 Ensaios Cinéticos

4.3.1 Pesquisa da formacéao de dienos conjugados

Na figura 12 as curvas apresentam a formacdo @m®sliconjugados caracteristicos
da peroxidacao lipidica. Esse processo esta amptanmnelacionado com danos celulares e
patologias cronicas, tais como neoplasias, doeneasodegenerativas, como o mal de
Alzheimer e doenca de Parkinson, além das doentfémmatérias. De acordo com o
tratamento do soro com as variaveis @asinensisobservou-se uma maior resisténcia a
peroxidacao lipidica pelos chas verde e brancajidegelo cha vermelho e pelo cha preto,
que nao difere significativamente do controle, swio tratado. Observa-se tal diferenca pela
presenca da chamadizg fase periodo de tempo onde ha uma resisténcia dadebpi a
peroxidacao. Esse resultado esta apresentadoela Hglem minutos de resisténcia do soro a
peroxidacao.

Os lipideos de membrana s&o constituintes celulaimos em &cidos graxos
poliinsaturados, sendo entdo alvos freqientes d@®. Hessa reacdo € denominada de
peroxidacao lipidica (FRANCO et al., 2009). A pedacao lipidica ocorre quando as ERO
retiram um H do grupo metileno das cadeias de acido graxongaliurado formando o' L
(DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). O°Lforma um dieno conjugado, que reage
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com o G, levando a formacdo de LOQ@ue sofre reagGes em cascata, gerando uma série d
produtos de hidroperéxidos lipidicos que possuena grande longevidade e uma alta
reatividade, apresentando atividade dentro e farac&ula. Os hidroperoxidos lipidicos
formados, como por exemplo, o0 MDA possui a capaedde reagir com nucleotideos
individuais, aminoacidos nucleofilicos e proteieaacerbando o dano oxidativo (FRANCO
et al., 2009; MIGLIORE; COPPEDE, 2009). De acocdm o balanco redox do organismo
com producdo de antioxidantes enzimaticos ou namiméticos pelo organismo,
denominamos ddag fase o tempo de resisténcia dos lipideos de membranasaner

oxidag&o e dar origem ao que chamamos de diengsyeaios.

Figura 12 —Efeito daC. sinensisobre a peroxidacao lipidica que foi induzida pelgédo de solucéo
30 umol.L* de CuClem soro normolipémico com varias concentracdes.ddnensisob a forma de
infusd@o. A variacdo da absorvancia foi monitoratia2d5 nm durante 3 horas a cada 10 minutos
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Tabela 7- Andlise da variacdo de tempo ld@ fase, representada pela variagdo da absorvancia em
fungdo do tempo a formagédo de dienos conjugadasdquaatados pelas diferentes concentracides
C. sinensiobtidas pelo método de infusdo

AMOSTRA Minutos
Controle 55+
Ché verde 167,5 + 3,535
Cha branco 152,5 + 3,535
Ché vermelho 90 + 7,071
Cha preto 55+7,07%

Os resultados expressos correspondem a média +Bge ¢etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as andlisesfefetuadas em triplicata

4.3.2 Atividade cinética da MPO
A atividade cinética da MPO (Figura 13) em presetgdt0O,, foi monitorada pela

oxidacdo do guaiacol, de acordo com o consumo lstratio e formacao de produto a 470
nm. Quando se analisa as curvas da atividade etizaméatados com os diversos chas,
observa-se um decréscimo progressivo da cinétmandtica, principalmente na presenca dos
chas verde e branco. Em ordem decrescente deaatevehzimatica, apresenta-se o cha preto,
seguido do vermelho, verde e branco. Isso indiea ajatividade enzimatica € fortemente
inibida pelos chas verde e branco. Quantitativageanalisando o valor do 4lsobre a
cinética da MPO, observou-se uma diferenca sigtifia entre os cha verde e branco,
apresentando-se mais eficiente o cha branco nganilenzimatica. O resultado apresentado é
importante, pois existe forte correlacdo entrecaagla concentracdo de HOCI, que € formado

pela MPO, e processos inflamatdrios cronicos, cartride reumatoide.

A MPO é uma heme proteina altamente catibnica aniadem neutréfilos e
mondcitos (PODREZ; ABU-SOUD; HAZEN, 2000; GUILPAIKt al 2008; ARNHOLD;
FLEMING, 2010). Esta presente nos granulos azw®fidos leucécitos polimorfonucleares

(LPMN), e é liberada quando esses sdo ativadosducaprocesso inflamatoério associado a
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uma explosdo oxidativa. A MPO amplifica o potencigidativo do HO, aoutiliza-lo como
substrato para gerar reativos oxidantes como,x@mnplo, o HOCI| (PODREZ; ABU-SOUD;
HAZEN, 2000). Os produtos formados pela MPO poss@emapacidade de catalisar a
atividade oxidativa sobre alvos biolégicos como@LL(PODREZ; ABU-SOUD; HAZEN,
2000). A presenca dos metabdlitos da MPO estaiasisoa processo arteroscleroéticos, sendo
gue seus niveis plasmaticos elevados sdo considerfatores de risco coronariano
(ARNHOLD; FLEMING, 2010). A MPO nédo € encontradauaknente em macrofagos,
porém ocasionalmente esta presente em tecidosomquént macréfagos estando associada a
doenca de Alzheimer, esclerose mdltipla, artritenratdide, glomerulonefrites, desordens do
tecido conectivo entre outras (GUILPAIN et al., 80CARNHOLD; FLEMING, 2010;
HALLIWELL, 2006). Consequientemente uma atividadebitdria sobre essa enzima

representa forte inibicdo do processo inflamatorio.

Figura 13 — Efeito daC. sinensissobre a atividade da MPO obtida pela oxidagao woagol 80
mmol.L* pelo sistema MPO (8mol.L™) / H,0O, (48 mmol.L") em tamp&o fosfato salina pH 7,4. A
cinética foi monitorada pela variagdo da absongeoil 470 nm, por 10 minutos, em intervalos de 10
segundos
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Tabela 8- Andlise da concentragdo inibitéria de 50% s¢CHas diferentes concentracoda C
sinensisobtidas pelo método de infusdo sobuéinatica enzimatica da MPO

AMOSTRA Clso (ug.mL™)
Ché verde 6,86+1,1958
Cha branco 3,940,579
Chéa vermelho 14,47+5,077
Cha preto 42,46+3,423

Os resultados expressos correspondem a média tbge &etras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) sendo que as analisesfefetuadas em triplicata

4.4 Ensaio antifungico

4.4.1 Susceptibilidade antifingica &. sinensis

Nos Ultimos anos tem se constatado uma emergéteianfeccdes fangicas
sistémicas, que ocorre em pacientes imunossuprinao acometidos por doencas cronicas
severas, e que possuem um prognostico evolutivo (MGUYEN et al., 1996). Este fato
associado a quantidade reduzida de agentes amtid@ngistémicos eficientes, a elevada
incidéncia de efeitos adversos e 0 aparecimentesigténcia aos antimicéticos, como ocorre
com a anfotericina B e o fluconazol (PFALER et 2000), promove um crescente interesse
na busca de produtos naturais com atividade agidanPARK et al., 2006). Martinez et al.
(2006) estudaram a atividade da EGCG sobre a thidto redutase daC. albicans
observando que esse composto € um potente inibeksa enzima, apresentando sinergismo
com alguns produtos inibidores da via da sinteserdosterol, como azois. A EGCG age
perturbando o metabolismo do acido félico, o qualep@a possivelmente explicar o
sinergismo com azois (PASTRE; FRATELLONI, 2006). ékiudo de Park et al. (2006) foi
observado a atividade a EGCG sobre 21 isoladogatirde 7 cepas diferentes @andida
com variacdo na susceptibilidade entre elas. Estiede sugere o uso da EGCG como
adjuvante na terapia antifingica em associacdo agmtes classicos, anfotericina e

fluconazol a fim de uma reducdo na dose, com coitaota reducdo de efeitos adversos
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(PARK et al., 2006). Varios sdo os estudos aboranatividade das catequinas isoladas com
atividade antifungica, por mecanismos variados (RARt al, 2006; PASTRE;
FRATELLONI, 2006; MARTINEZ et al., 2006). O presenestudo avaliou a atividade
antifingica do cha comercial e ndo apenas de unpasim isolado. Conforme a tabela 9,
observou-se gue todos os chas, exceto o cha verpagltesentam atividade antifingica sobre
as cepas testadas. O cha preto foi 0 que demomsethor atividade antifungica, observada
pelo MIC variavel de acordo com o processo deuyréd dos diferentes chas bem como a
alteracéo da susceptibilidade de acordo com a iesigstada. Em relacéo as cepas, observou-
se que &. kruseiATCC 6258 foi a mais sensivel. Poucos estudos sfomiveis relatando
atividade antifungica ao cha preto. A maioria detu@dos tem demonstrado uma grande
atividade por parte da EGCG (PARK et al, 2006; PRBET FRATELLONI, 2006;
MARTINEZ et al., 2006). A atividade antifungica dba preto sobre as cepas ATCC testadas
pode ser explicada pela maior concentracdo de neafencontrada nesse cha. Kumar,
Hewavitharange e Adikaran (1995) demostraram quelceldides cafeina e teobromina,
estdo envolvidos em estratégias de defesa da plaRteatos metilenicos d€.sinensis
inibiram o crescimento dd&lonacrosporium ambrosiumcom inibicdo do crescimento e
reducdo do diametro das coldénias em até 75% tendafeina como principal agente
antifungico (KUMAR; HEWAVITHARANGE; ADIKARAN, 1995) Em recente estudo foi
demonstrado que além da cafeina as teaflavinapprmedveis pela coloracdo e brilho
vermelho-laranja e produzidas a partir da condétsagidativa entre EC e EGC ou EGCG
(HASHIMOTO et al., 1988) apresentam atividade antjica sobre diversas cepas de
Candida(SITHEEQUE et al, 2009).
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Tabela 9— Resultado do teste de susceptibilidade pelardetacdo do CIM dos chas verde, branco,

vermelho e preto sobre cepas ATCQGimdida sspleterminado pelo método do LOR27-A2,
2002

Espécie Cepa Cha verde Cha branco Cha vermelho Cha preto
CIM 50% CIM 50% CIM 50% CIM 50%
pg.mL* pg.mL* pg.mL* pg.mL*

Candida albicansf ATCC 33,75 135 >270 16,87
14053

Candida albicans| ATCC 67,5 135 >270 67,5
64548

Candida krusei ATCC 16,87 16,87 >270 16,87
6258
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5 CONCLUSAO

Vi.

Vii.

Os resultados obtidos apresentam se relevantesj@monstram que:

O método de obtencdo dos chas influencia na qua@idle compostos fendlicos;
sendo que os chas que apresentam maior quantiddeadls totais compreendem os
nao fermentados (verde e branco), seguidos pela Bamentado (vermelho) e

fermentado (preto);

A atividade antioxidante dos chas sobre os radiadificiais DPPH e ABTS foi

superior para os chas verde e branco, seguidos ypetmelho e preto;

Sobre as ERO, © e HOCI, o cha verde e branco apresentaram atiidadilar,

sendo também superior aos chas vermelho e preto;

Na analise da hemdlise induzida pelo AAPH, o chélereapresentou atividade

superior seguido pelo branco preto e vermelho;

Na pesquisa da formacdo de dienos conjugadosisiérecia do soro a peroxidacao
lipidica induzida pelo Cu@lé superior quando o soro foi tratado com o chélever

seguido pelo branco, vermelho sendo que o pret@rdegeu;

A atividade cinética da MPO foi significativamentgduzida quando tratada com os

chas verde e branco, seguida pelo vermelho e preto;

Na avaliacdo da susceptibilidade antifingica o ph&to apresentou uma maior
inibicdo no crescimento das cepas @andidg seguido pelo verde e branco, nao

havendo inibicdo pelo cha vermelho.
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