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INTRODUCAO

os alimentares inadequados € 0

Sabe-se que os habit
do risco do

sedentarismo estdo relacionados ao aumento _
desenvolvimento de doengas crénicas ndo transmissivels

(DCNT), como as cardiovasculares, 0 diabete melito tipo
desdo a determi-

2 (DM2), o cancer, entre outras, e qué aa

nados padrdes alimentares reduz o risco de
dessas doencas."* Estudos epidemioldgicos revelam cor-

relacoes positivas entre alimentacdo rica em frutas e hor-
talicas e aspectos benéficos a saude. Essa relacdo tem sido
atribuida ao fato de esses alimentos apresentarem, além
dos nutrientes essenciais, compostos bioativos de alimen-
tos (CBA) de natureza quimica diversa, 0S quais tém agoes
biolégicas importantes, atuando por meio da modulagao
de eventos moleculares e vias de sinalizaggo celular.’
Dentre os diversos CBA encontrados na natureza,
destacam-se os polifendis, que tém sido objeto de pesqui-
sas em todo o mundo. Tais pesquisas evidenciam o seu
potencial de redugdo do risco de DCNT em razao de seus
efeitos multiplos, como os anti-inflamatérios, antioxi-
dantes, vasodilatadores, quimiopreventivos € neuropro-
tetores.”® Esses beneficios podem ser atribuidos tanto a
mecanismos ndo especificos relacionados a capacidade
antioxidante, que incluem a captura ou o sequestro de
espécies reativas de oxigénio (ERO), quanto aos mecanis-
mos especificos, que envolvem interagoes com proteinas
celulares essenciais em determinadas vias metabdlicas.’®
Estudos in vitro evidenciam que os polifenéis apre-
sentam a capacidade de modular a expressao génica e a
atividade de enzimas, de receptores nucleares e de fatores
de transcricao, podendo influenciar vias de sinalizagdo
Felular que regulam eventos complexos, como a resposta
inflamatéria.”” A acdo anti-inflamatéria de alguns poli-

incidéncia

fencis é baseada em mecanismos importantes 0s
ilustram a abrangéncia de suas a¢oes em relacio 3 s:] U(;ﬂ.s

A inflamagdo é um processo complexo que envz] e
diversas vias de sinaliza¢do celular, ativa(;a'lo/inibj(;é0 ;e
fatores de transcri¢do e aumento da expressio de Pl’Ote:
nas com agdo pré-inflamatéria. Os polifenéis atyap, em
vérios alvos moleculares envolvidos na cascata de sipy);
zacio da inflamagdo, o que resulta na modulacio dg ey.
pressdo de genes que codificam citocinas pré-inflamats.
rias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) ¢,
interleucina-1 (IL-1beta).””’

O estudo de mecanismos complexos, envolvendo de-
zenas de alvos moleculares, foi beneficiado nos ltimos
anos pelo desenvolvimento e aplicagdo das tecnologias
6micas e pelo conceito de biologia de sistemas, que sio
aplicados 2 genoémica nutricional.'*!* A transcriptomic,
a protedmica, a metabolomica e a bioinformética permi-
tem analisar, em fluidos, tecidos ou 6rgaos, milhares de
proteinas e metabdlitos simultaneamente e, assim, desco-
brir alvos moleculares dos CBA e suas consequentes
acoes no metabolismo. Estudos metagendmicos aplica-
dos a0 microbioma intestinal, por exemplo, permitem
descobrir a interagdo reciproca entre microbioma e poli-
fenois, inferir sobre a biotransformacao e identificar 0s
derivados desses compostos que realmente chegam as
células, facilitando a compreensio dos mecanismos €
volvidos e a instituicao de intervengoes nutricionais per
sonalizadas.'""? ‘

Neste capitulo, serao discutidas as agoes dos polifenois,
particularmente dos flavonoides, na expressao génica em
diferentes tecidos e condigoes, tendo como foco sua agao
antioxidante e anti-inflamatéria. Serd também explorada
sua agdo em mecanismos epigenéticos e como esses m
nismos explicam a sua atuacao na promogao da saude.
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STRUTURA QUIMICA E INGESTAQ DE FLAVONOIDES

0s polifenéis 530 metabélitos secunddrios consti-
res de plantas superiores, encontrados em enorme
de alimentos de origem vegetal, como frutas,
cereais, além de estarem presentes em bebi-

das com matérias-primas vegetais, como café,

tuin
hortaligas €

das prepard

chas e vinho. . , .
Os polifendis podem variar de moléculas simples a

polimeros de alto peso molecular e podgm ser agrupados
de acordo com @ estrutura quimica bésn.ca em diferentes
grandes classes: 4cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e
taninos.’ |

Os flavonoides possuem estrutura bésica de quinze
carbonos no seu nicleo fundamental (C6—C3-C6), com-
posto por dois anéis aromaticos (anel A e B) unidos por
uma cadeia linear de trés carbonos que podem formar
um anel heterociclico (anel C) (Figura 18.1). O anel A é
formado a partir da condensacao de trés unidades de ace-
tato, enquanto o anel B e os trés carbonos do anel central
constituem uma unidade fenilpropanoide a partir do
p—cumaroil—CoA.“‘

Dependendo da oxidagao do anel central C e da

posi¢ao do anel B, os flavonoides sao classificados em

Polifendis

dlv'ersas subclasses. As principais subclasses de flavo-
noides presentes na alimentacao sio os flavonois, as fla-
vonas, os flavanéis (ou flavan-3-6is), as antocianidinas,
as flavanonas, as isoflavonas e as chalconas (Figura
18.1). Na maioria dos flavonoides, o anel B esté ligado
na posi¢do 2 do anel C; contudo, em alguns casos, o anel
B pode estar ligado na posi¢do 3 do anel C, como ocorre
com as isoflavonas. Os compostos individuais dentro de
cada subclasse sao diferenciados pelo niimero e posi¢do
de hidroxilas e metoxilas presentes nos dois anéis aro-
maticos.'

Dentre as classes de flavonoides, os flavonéis sao os
mais difundidos nas plantas. Os principais representan-
tes na alimentagao sao a quercetina, o caenferol, a iso-
ramnetina e a miricetina. J4 as flavanonas sao comuns
em frutas citricas e incluem a naringenina, presente na
toranja, e a hesperidina, na laranja. As antocianidinas,
em pH 4cido, apresentam-se na forma protonada deno-
minada cdtion flavilium e conferem pigmentagao a di-
versas frutas e hortalicas, como morango, mirtilo, amo-
ra-preta, cebola roxa e berinjela, entre outras. Os
flavanéis podem ser encontrados livres como a (+)-cate-
quina e (-)-epicatequina nas uvas, ou esterificados ao
dcido galico, como a (-)-epigalocatequina-3-O-galato,
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Figura 181 Estrutura basica de flavonoides e as principais clas

ses encontradas em alimentos.
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p'redominante nas folhas de Camellia sinensis, maté-
ra-prima do ché-verde. As catequinas podem, ainda, for-
Mar estruturas complexas como as proantocianidinas
oligoméricas e poliméricas, presentes no chocolate.'"”
Os flavonoides podem ocorrer como agliconas ou l1-
gados a moléculas de carboidratos (forma glicosilada).
Os flavonoides glicosilados mais comuns sao os O-glico-
sideos, nos quais um ou mais grupos hidroxila estao liga-
dos a um ou mais agticares por uma ligagdo hemicetal, 0s
quais algumas vezes estio ligados a grupos acila. Entre-
tanto, podem ser encontrados como C-glicosideos quan-
do os agucares estio ligados diretamente a estrutura (Fi-
gura 18.2). Frequentemente, os agticares conjugados aos
flavonoides sao a D-glicose e a rutinose, mas outros ag-
cares também podem estar presentes, como a galactose, a
xilose e a arabinose. A conjugacdo geralmente ocorre na
posi¢ao 3 do anel C, podendo também ocorrer nas posi-
¢Oes C-5,C-7,C-3,C-4’e C-52
A estimativa de ingestdo didria dos flavonoides ¢é
bastante variada, de acordo com as diferentes caracte-
risticas regionais. No Reino Unido, a ingestao de flavo-
noides foi estimada entre 103 e 210 mg/dia, com contri-
bui¢do principal dos flavandis (58 a 64 mg/dia), das
flavononas (22 a 89 mg/dia) e dos flavonéis (26 a 35 mg/
dia). J4 nos Estados Unidos, estima-se uma ingestdo de

aproximadamente 1 g/dia, representada pe|, inges;s
flavononas, flavonois, flavonas (160 a 175 mg/djsm
tocianinas (180 a 215 mg/dia) e catequingg (zzao), .y
dia).'* No Brasil, estima-se a ingestdo de ¢ 2 10 Mgy
dia de flavonoides, caracterizada Prindpalmente m
flavanonas." Pelag

MODULACAO DA CASCATA DE SINALIZACAQ p
ENZIMAS ANTIOXIDANTES E DE DESTOXIFICACAU

Estresse oxidativo e atividade antioxidante

As ERO e as espécies reativas de nitrogénio (
atuam como importantes sinalizadores no copg,
homeostase redox celular, exercendo funcio na defes
contra patégenos e modulando diversos processog bi%a
gicos, como a sinalizagao celular, a resposta inflamg téria‘
a apoptose e a proliferagao celular. Entretanto, quand(;
ocorre o desequilibrio entre a produgao de radicajg livreg
e as defesas antioxidantes, hd acimulo de ERQ e ERN o
que caracteriza o estresse oxidativo.” Tal situacio resuita
em danos a biomoléculas e em alteracao na sinalizacig
celular, contribuindo para o desenvolvimento de condj-
¢oes fisiopatolégicas como cancer, doencas cardiovascy-
lares e neurodegenerativas.?"?
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Figura 18.2 Flavonoides O-glicosideos e C-glicosideos.
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< sentido, compostos com capacidade antioxi-

Nesst’d | exercer efeitos protetores contra DCNT.
Jante PO . or mecanismos antioxidantes de aco direta
Eutende-sleagona dos a agdo de sequestro e/ou neutraliza-
aquecllzb'é; 0 e ERN, exercidos pelos compostos antioxi-
i0

res endogenos e exdgenos. Dentre os antioxidantes

dan : E -

relevantes, pode-se citar:

nos mal
endoge

s A glutationa (GSH), um tripf:pti’deo for‘n?ado pe-

minOéCidos dcido glutamico, cisteina e glicina, pre-
sk as células em concentragdes milimolares. A GSH ¢
-Sent(;rntante na manuten¢ao da homeostase redox, neu-
1mﬁzando diversas ERO, dentre as quais os radicais supe-
g’)axido (0,) e hidroxilg (.OH'), e as ERN, como éxido
sitrico (NO") e peroxinitrito (ONOO").

m A bilirrubina, produto final do catabolismo do he-
me. Sugere-se que diferentes formas circulantes da bilir-
rubina teriam a capacidade de remover EROQ, inibindo a
oxidacdo do colesterol de lipoproteinas de baixa densida-
de (LDL).

® As proteinas de transporte, como transferrina, lac-
toferrina e albumina, as quais atuam como potentes que-
lantes de metais e de radicais livres.

® O urato, produto final do catabolismo das purinas
a partir da agdo da xantina oxidase, um potente antioxi-
dante presente em células e fluidos biolégicos.?* ¢

Além destes, o organismo pode ainda ter o auxilio
dos antioxidantes exdgenos, obtidos a partir da alimen-
tagdo, com destaque para os antioxidantes lipofilicos (co-
mo alfa-tocoferol) e os hidrofilicos (como vitamina =)
além de CBA, como os polifenéis.?

Os polifendis sao conhecidos por serem potentes
agentes antioxidantes,” sendo essa propriedade um dos
mecanismos propostos de protecdo contra o excesso de
ERO e ERN. Assim, os polifenéis podem ter agdo direta
sobre os radicais livres, como o anion superoéxido, os ra-
dicais hidroxila, a alcoxila e a peroxila, neutralizando-os
e diminuindo a acao deletéria destes sobre as macromo-
léculas.

Muitos alimentos de origem vegetal que contém alto
teor de polifenois apresentam capacidade antioxidante
elevada quando avaliada por métodos in vitro; entretan-
t’O, a significancia bioldgica desses resultados ainda nao
. CIa.ra, Uma vez que tais modelos experimentais nio
Cons_‘deram a biodisponibilidade desses compostos. A
?l\llzlilcaac’é(;ede d,ivers.os est}1dos clin.icos’ com humanos
alilnen?os ;ZPO; 2 Ingestao de pohfen‘ms por meio de
fnica, oepys ¢ bebidas, ou na for.ma 1sglaqa, em dose
Miticy entreesaurngnto do pote1;1c1a.l ant10x1dar~1te plas-
5164 degge - Be 30%, em decorréncia dg al?sorqao e pre-

A.Por outro lado, na maioria dos estudos

Polifenois

envolvendo a ingestao repetida de alimentos — geral-
mente uma porg¢io/dia, durante uma a trés semanas —,
Nao se observou aumento da capacidade antioxidante
plasmaética. >

Entretanto, a maior parte da defesa antioxidante do
Organismo ¢é representada por um sistema de enzimas
antioxidantes. Os polifenéis podem aumentar a prote-
¢ao antioxidante de maneira indireta, modulando a ex-
Pressao de enzimas antioxidantes e de destoxificacdo (de
fase IT), por meio da via de sinalizacao Keap1-Nrf2-ARE
(Kelch-Like ECH-Associated Protein 1 - Nuclear factor
lerythroid-derived 2]-like 2 — antioxidant response ele-
ment). Essa via é dependente do potencial redox da cé-
lula, 0 qual modula de maneira positiva a expressao de
diversas enzimas de destoxificacdo, dentre as quais a
NAD(P)H:quinona oxirredutase 1 (NQO1), a glutatio-
na S-transferase (GST), a gama-glutamato cisteina ligase
(gama-GCLC e gama-GCLM) e a heme-oxigenase-1
(HO-1), as quais contribuem indiretamente para a re-
ducao das concentragdes de potenciais oxidantes. Essa
via de sinalizacdo também se relaciona 3 expressao de
enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a supe-
roxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx)
€ 0 sistema enzimatico tiorredoxina, enzimas que atuam
diretamente sobre os agentes oxidantes, neutralizan-
d0_05.24.26

A HO-1 € a enzima limitante do catabolismo do he-
me em monoxido de carbono, biliverdina e ferro, com
grande produgido de superéxidos e outras ERO nesse
processo. As principais classes dessas proteinas sio a he-
moglobina, as oxidases (como NADPH oxidase nio mi-
tocondrial, ciclo-oxigenase, succinato desidrogenase e
citocromo c oxidase), além das peroxidases. J4 a NQO1
catalisa a redugao da quinona para a hidroquinona, na
presenca de NADH ou NADPH, prevenindo a formacio
de radicais livres a partir da ubiquinona.?

O sistema enzimdtico tiorredoxina é fundamental
na defesa antioxidante. Ele reduz pontes dissulfeto de
diversas proteinas e remove o peréxido de hidrogénio
ou outros peréxidos por meio do NADPH como doa-
dor de elétrons. Esse sistema compreende as proteinas
tiorredoxina, tiorredoxina redutase, peroxirredoxinas e
sulfirredoxina.” A SOD catalisa a neutralizacao do radi-
cal super6xido com a formagao de per6xido de hidroge-
nio, o qual pode subsequentemente ser neutralizado
pela agao da CAT, da GPx ou de outro sistema antioxi-
dante. A GPx faz parte do sistema antioxidante que
compreende a GSH e as enzimas glutationa redutase
(GR) e glutationa-S-transferase (GST) (Figura 18.3),
todas reguladas pela via Keap1-Nrf2-ARE, com impor-
tante papel na redugao de perdxido de hidrogénio e li-
pidios oxidados.”
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e xenobidticos

Figura 18.3 Mecanismo de agao do sistema glutationa. CAT: catalase;
GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; Grx: glutarredoxi-
na; GSH: glutationa reduzida; GSH-X: GSH ligada & xenobidtico, GST:
glutationa-S-transferase; GSSG: glutationa oxidada; NADP: nicotina-
mida adenina dinucleotideo fosfato; NADPH: NADP reduzida; Pr-S-Pr:
proteinas siladas por enxofre; Pr-SH: proteina tiol; SOD: superéxido
dismutase. Fonte: adaptada de Zhang et al.®

Via de sinalizacdo Keap1-Nrf2-ARE

A via Keap1-Nrf2-ARE é um sistema de sinaliza¢ao
integrado que regula a expressdo de 1 a 10% dos genes
humanos.?” O Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado
ao fator 2) é um fator de transcrigdo que permanece no
citoplasma em condigdes fisioldgicas normais, na forma
inativa, ligado a uma proteina denominada Keapl, a qual
é sensivel a alteragdes promovidas por ERO e compostos
eletrofilicos. A Keap1 se liga fortemente ao Nrf2, ancoran-
do-o no citoplasma préximo ao sistema proteassoma.*

Sob condi¢des basais, duas proteinas Keapl formam
um homodimero que se liga ao Nrf2 por meio de dois
sitios de reconhecimento (DLG e ETGE) com diferentes
afinidades. A proteina Keapl também estd ligada a culina
3 (Cul3), a qual mantém associa¢ao com o Nrf2 e medeia
sua poliubiquitinagao. Na forma de complexo
Nrf2-Keap1-Cul3, o Nrf2 é constantemente ubiquitinado
pelo complexo Keap1-Cul3 ligase e degradado pelo siste-
ma proteassoma 265 (t, , <20 min). Sob condigoes de es-
tresse oxidativo, a Keapl sofre oxida¢ao ou modificagao
covalente dos residuos de cisteina, formando ligagoes
dissulfeto intramoleculares,” o que acarreta alteragdo
conformacional do complexo. Essa desnaturagado dissocia
a intera¢do com o sitio de reconhecimento DLG do Nrf2,

afetando a ubiquitina¢do, uma vez que, sob essas condi-
cdes, a conformagao do Nrf2 nao é adequada para ubi-
quitinagdo via Keap1-Cul3 ligase, aumentando assim o
t,, para > 200 minutos. Pode ocorrer a dissociagdao do
complexo Keap1-Cul3 também pela modificagao do resi-
duo de cisteina, a qual previne a ubiquitinagao e a subse-
quente degradagdo proteassomal.”'

Na presenga de estimulos oxidantes ou de ERO, ocor-
rem modificacdes covalentes com consequente liberagao

do Nrf2.2 Uma vez ativado, o Nrf2 se transloc,
nucleo e se liga a proteina small Maf (SMaf), foin.
um heterodimero (Nrf2-sMaf). Esse compley,, mod
expressio de diversos genes que codificam eNzimgs ulg a
xidantes ao se ligar ao elemento de resposta antiOXl.d:tlo-
elemento de resposta eletrofilica (ARE/EpRE) 21.2s.5 Dte/

A fosforilagao do Nrf2 é outro mecanismg que re
la a sua afinidade pela Keapl e a posterior tran510cag;~
para o nucleo, com consequente inducio da expreSséoﬂido
genes que codificam enzimas antioxidantes e de destox:
ficagdo. Algumas quinases, como a proteina Quinase
(PKC) e a fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K), Promovepy,
a dissociagdao do complexo Nrf2-Keap1-Cul3, Provocan.
do a sua translocagdo nuclear (Figura 18.4). Outras qui-
nases, como as proteinas quinases ativadas por Mit6geng
(MAPK) — dentre as quais as quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK), as quinases c-Jun amino-terming|
(JNK) e a proteina p38 (p38) —, apresentam diferentes
papéis na fosforilagao do Nrf2, dependendo do tipo celu-
lar.” * Outros mecanismos de ativagio do complexo
Nrf2-Keap1-Cul3 incluem a fosforilagao da Keapi e o
estresse do reticulo endoplasmatico, resultando em fos-
forilagao direta do Nrf2. Essas vias podem ocorrer conco-
mitantemente ou em sequéncia, porém diferentes tecidos
ou células podem apresentar mecanismos e vias de sina-
liza¢do distintos.*

O sistema de sinalizacao Keapl-Nrf2-ARE pode ser
controlado por CBA em trés niveis:

arao
andg

B Na ligacao entre Nrf2-Keap1 e subsequente degra-
dacido proteica no citosol da Keapl.

® Na transloca¢do do Nrf2 do citosol para o nticleo.

® Na intera¢do do Nrf2 com os vérios correguladores
nucleares e na transativacao dos genes que apresentam o
ARE na porg¢ao regulatéria.

Os CBA, incluindo os polifenéis, atuam predomi-
nantemente nos dois primeiros niveis.*

Atuacao de flavonoides na via de sinalizacao
Keap1-Nrf2-ARE

As catequinas pertencem a classe dos flavonoides €
sao normalmente encontradas como monomeros de.ca-
tequina (Figura 18.5, D) e seu isdmero, a epicatequin
comum no cacau e no vinho. Os monomeros POd?n.]’
ainda, se apresentar esterificados ao 4cido gdlico, 018"
nando a epigalocatequina, a epicatequina galato €2 ’ep ]
galocatequina galato (EGCG) (Figura 18.5, E), estd alt-
ma majoritariamente no cha-verde (Camelia sinensis) .
catequinas sao reconhecidamente potentes antioxidan tg
diretos que atuam na redugio das concentragoes de ER
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e de ERN." Tanto extratos fenélicos de cha-verde quanto
a EGCG isolada modulam as defesas antioxidantes por
meio da ativa¢ao da via de sinalizacao Keap1-Nrf2-ARE,
tanto em modelo animal quanto em cultura de células.”

A EGCG pode regular a expressao de enzimas antio-
xidantes e de destoxificacao por dois mecanismos rela-
cionados a2 modulagao da via Keapl-Nrf2-ARE. O pri-

meiro e mais aceito envolve a forma oxidada da EGCG, a
qual pode se conjugar a GSH, reduzindo sua concentra-
¢do celular e acarretando alteracao do estado redox celu-
lar. Esse estado de estresse oxidativo pode ativar as vias
dependentes de quinases (como MAPK, Akt e p38), 0 que
culmina na fosforilagao dos residuos de serina/treonina
do Nrf2 e sua liberagao do complexo Nrf2-Keap1-Cul3,
possibilitando sua translocagio para o nucleo. O segun-
do mecanismo envolve algumas formas reativas da EGCG,
4 quais podem promover a oxidacio dos residuos de cis-
teina da proteina Keapl, facilitando a dissociacio do
Nrf2 do complexo Nrf2-Keap1-Cul3.?"*

- Uma vez que a agio moduladora da EGCG sobre a
V1a Keap1-Nrf2-ARE esta relacionada a sua forma oxida-
da, esta pode apresentar efeito pré-oxidante e, portanto,
Ser deletéria. Tal efeito foi observado, por exemplo, em
3108 suplementados com altas doses de EGCG (75 mg/

Ativacao

* Enzimas de destoxificagéo
de fase I (GST, NQO-1)

* Enzimas antioxidantes
* Enzimas de reparo do DNA

R

Polifenodis

Figura 18.4 Ativagao da transcricdo de ge-
nes relacionados a defesa antioxidante, por
meio da ligagao do fator nuclear Nrf2 ao ele-
mento de resposta antioxidante (ARE). bAZIP:
basic region-leucine zipper, ERO: espécies
reativas de oxigénio; GST: glutationa S-trans-
ferase; Keapl: kelch-like ECH-associated
protein T, LDL_: lipoproteina de baixa densi-
dade oxidada; MAPK: proteina quinase ativa-
da por mitdgeno; NF-kB: fator nuclear kappa
B, Nrf2: Nuclear factor (erythroid-derived
2)-like 2, NO: éxido nitrico, NQO-1: NAD(P)
H:quinona oxiredutase; PG: prostaglandinas;
PI3K: fosfatidilinositol 3-quinase; PKC: protei-
na quinase C. Fonte: adaptada de Cardozo et
al® e Tanetal®

NF-kB

kg de peso corporal), em que ocorreu reducio na expres-
sao e na atividade das enzimas SOD, CAT e GPx. Por ou-
tro lado, em resposta a tal estimulo, observou-se aumento
na expressao e na atividade de outras enzimas moduladas
pela via Nrf2-ARE, entre elas a HO-1,a GST,a NQO-1, a
GST e a tiorredoxina.”** Observou-se, ainda, a inducio
de HO-1 pela EGCG em células endoteliais. A dualidade
da EGCG na resposta a ativagao dos genes modulados
pelo Nrf2-ARE aparentemente é dose dependente, ou se-
ja, observou-se redugao na expressio da HO-1 em altas
concentragdes (> 200 uM) e aumento em concentracdes
menores (< 50 uM),” denotando, desta forma, tanto ati-
vidade antioxidante como pré- -oxidante.

Outros flavonoides também podem modular a via de
sinalizacao Keapl-Nrf2-ARE. A genisteina (Figura 18.5,
B), conhecida como fitoestrégeno presente na soja, foi
capaz de aumentar a expressao e a atividade hepética da
NQOI, apés administragao cronica a ratos.** Contudo,
em cultura de células pulmonares humanas, o extrato de
ché-verde e o extrato de broto de brdcolis somente indu-
ziram a expressado do RNAm das enzimas de fase II, a
GST ea NQO1.”

Além de modular a expressao de genes pela via do
Keap1-Nrf2-ARE, alguns flavonoides também podem
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Figur.r'aiﬁ.sr Compostos fendlicos com agao sobre a via de sinalizagao Keap1-Nrf2-ARE. A: quercetina; B: genisteina; C: resveratrol: p- cateq@

E: epigalocatequina galato; F: cianidina.

aumentar especificamente a expressao da proteina Nrf2.
Em cultura de células de hepatoblastoma, a quercetina
(Figura 18.2), um dos principais e mais abundantes flavo-
noides da alimenta¢do, aumentou a expressao do RNAm
e da proteina Nrf2, além de reduzir a concentragiao da
proteina Keap1 em nivel pés-traducional por meio da for-
macao de uma proteina modificada, o que pode também
ter contribuido para o aumento da transcri¢ao da NQO1.%*
O mesmo foi observado para a EGCG em cultura de célu-
las e em modelo animal, nos quais concentracdes < 25
mM se mostraram efetivas em modular as defesas antio-
xidantes por meio de aumento da expressio do Nrf2.2
Extrato rico em antocianinas, polifenol pertencente
a classe dos flavonoides, obtido de batata-doce roxa,
apresentou efeito hepatoprotetor em ratos com fibrose
hepitica induzida pela dimetilnitrosamina. O extrato de
antocianina, nas doses de 50, 100 e 200 mg de extrato/kg
de peso corporal, administrado via gavagem, durante
quatro semanas, foi capaz de aumentar a expressio das
proteinas Nrf2, NQO1, HO-1 e GSH, as quais estavam
reduzidas pelo tratamento com a dimetilnitrosamina.*
O resveratrol (Figura 18.5, C), flavonoide presente
em uvas e vinhos, normalizou a expressio renal de Nrf2 e
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes SOD,
CAT, GPx, GST e GR em ratos com diabete induzido por
estreptozotocina. A dose administrada oralmente em
suspencao aquosa foi de 5 mg de resveratrol/kg de peso
corporal durante 30 dias.*

Entre outros polifendis capazes de induzir 4 expres-
sao de genes regulados pelo Nrf2 estdo o 4cido cafeico
fenetil éster, presente no mel; a curcumina, encontrada
no acafrao-da-india;* e os dcidos fenélicos presentes no
café. Além desses, outros compostos nio polifenéis, co-
mo o sulforafano derivado de glicosinolatos presentes no
brécolis, o licopeno presente no tomate, a alicina do alho
e a vitamina E de 6leos vegetais, também sao capazes de
induzir a expressao dos genes regulados pelo Nrf2.*

MODULAGAO DA CASCATA DE SINALIZAGAO
DO PROCESSO INFLAMATORIO: VIA DE
SINALIZAGAO DO NF-KB

A inflamagao é uma resposta do sistema imune inato
a uma lesdo ou infecgdo por patégenos. Entretanto, hi
evidéncias circunstanciais de que o estimulo recorrente
ou uma deficiéncia na regulagdo dessa via podem acarre-
tar inflamagao cronica e sistémica que, associada a outros
fatores metabélicos, pode contribuir para o desenvolvi-
mento ¢ o agravamento de DCNT, dentre as quais as
doengas cardiovasculares, o diabete melito tipo 2 e o cin-
cer.* Assim, diversas linhas de pesquisa focam na sinali-
zacao molecular da inflamacdo e nos CBA que possam
moduld-la.*>+

Uma das principais vias de sinalizagao envolvidas no
processo inflamatério é a do fator nuclear kappa B
(NF-kB). Esse fator de transcricio modula a expressao de



i relacionados a0 processo inflamatério, a

diversos gf " diferenciagao celular, e a apoptose. O
roliferagaocontra no citoplasma como um dimero (p50
kB Se’ e;z)rma inativa, ligada ao seu inibidor IkB (ini-

‘ 5),d‘131‘11( appa B) formandq 0 clomplexo NF-kB-IkB. A
bidor ¢ das diversas vias de sinaliza¢dao promove a fosfo-
ativaf;ao aIkB por quinases, o que desfaz o complexo,
rilagao Orior ubiquitinagao e degradagao proteassomal
corp qutzr O NE-kB ¢ entao translocado para o nucleo,
do inib1 dlila a expressdo de diversos genes que codifi-
onde mzci)mas e citocinas com acao pré-inflamatéria.? A
" diadores quimicos liberados pelas células
B istema imune, como as ipterleucinas l1e6 (IL-1e
IL-6) €0 TNE-alfa; as quimiocinas e as ERO, em resposta
3 lesdo do tecido; ou, ainda, a interagdo de l1popohssaca—
. deos (LPS) com recep:co'res cile mem_bra.na d_o tipo To{l 4
(TLR4) podem ativar varla.s Yla_is de sTnahzagao e a/mphﬁ—
car a resposta a0 estimulo inicial. Alt?m desses e§t1mulos,
2 via do NE-kB também pode ser ativada por vias de si-
nalizagdo moduladas pelo potencial redox da célula, den-

e pé

tre as quais a via MAPK.*
Observou-se que 0 NE-KB € constitutivamente ativa-

do em diversos tumores e apresenta papel fundamental
como modulador positivo da resposta pré-inflamatoria,
o que indica seu papel nos estiddios de promogao e pro-
gressao do cancer.®® A ativacio do NF-kB aumenta a ex-

pressio de genes antiapoptoticos, como BCL2, BCL3,

Polifenois

BCLXL, CIAP1, CIAP2, XIAP, TRAF1, TRAF2, SOD2 ¢
A20. Além disso, regula a expressao de genes envolvidos
com 0s processos de invasao celular e angiogénese, den-
tre os quais aqueles que codificam moléculas de adesao,
como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), a
molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1) e a
E-selectina, além de enzimas e substancias envolvidas no
processo inflamatério, como ciclo-oxigenase 2 (COX-2),
éx1fio nitrico sintase induzivel (iNOS), quimiocinas e ci-
tocinas pro-inflamatérias.*

Um dos genes regulados pelo NF-kB é o da COX-2,
enzima limitante no metabolismo do 4cido araquidénico.
Geralmente, a expressio da COX-2 nao é detectada em
tecidos normais, porém, esta ¢ induzida por inflamagao e
hipéxia, e a sua atividade forma preferencialmente a pros-
taglandina E2 (PGE2).* Muitos CBA inibem a ativagdo
do NF-kB. O Quadro 18.1 apresenta diversos flavonoides
e seus efeitos sobre os biomarcadores inflamatérios.*

Diversos extratos de frutos denominados berries
(frutas vermelhas) apresentam atividade anti-inflama-
toria, efeito atribuido as antocianinas. Entre as antocia-
ninas mais comuns encontradas em berries e na maioria
dos frutos e verduras estdo a cianidina-3-O-glucosideo
e a peonidina-3-O-glucosideo em cranberries; a pelar-
gonidina-3-0-glucosideo no morango; e a cianidina-3-
-O-glucosideo na amora-preta.' O extrato rico em an-
tocianinas de amora silvestre (Morus nigra), em modelo

Quadro 18.1 Alvos moleculares de flavonoides na inibigao do processo inflamatorio.

Flavonoides Marcadores inflamatérios (alvos) Fonte alimentar
Flavonois
Quercetina | NF-kB, | AP-1
Caempferol | PGE2, | COX-2, | NF-kB Cebola, maga,
Miricetina | COX-2, | NF-kB ricula
Isoramnetina 1 NF-kB
Flavanonas
Naringenina LiNOS, | NO, | NF-kB
Citricos

Hesperedina

Taxifolina | ICAM-1
Antocianinas
Cianidina | NF-kB, § PGE2, | COX-2
Delfinidina | NF-kB
Malvidina L IL-6
Isoflavonas
Genisteina | NF-kB, | IL-8, | ligagdo DNA-NF-kB
Daidzeina | NF-kB, | iNOS, | NO

1 NF-kB, | p38, | JNK

Amora-preta
Berinjela
Uva, vinho

Soja

237

ﬁz‘T_Proteina ativadora 1; COX-2: ciclo-oxigenase 2; ICAM-1: molécula de ades&o intercelular 1, IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; iNOS: 6xido nitrico sintase
uzivel, JNK: quinase c-jun amino-terminal; NF-kB: fator nuclear kappa B; NO: 6xido nitrico; p38: proteina quinase ativada por mitégeno p38; PGE2: prostaglandina

E2 Fonte: adaptado de Prasad et al.%



238 Genomica nutricional

eritonite induzido por LPS em.camundoni;cc)li), :-1
capaz de reduzir O influxo de leucocitos ng) lc())catl el
timulo, bem como @ expressdo da C.O).(—Z. u fr o
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sentagio do alimento, quando admmlstr.ac}as a 1{1 ivi

duos sauddveis ou com diferentes condigoes cronicas
associadas a inflamacao, também foram capazes de re-
duzir diversos biomarcadores inflamatérios. Dentre 0S

biomarcadores modulados, destaca-s¢ a expressao dgs
COX-2, IL-1b e IL-6, bem comO das qui-
1.8 Qs possivels mecanis-
s biomarcadores

de p

enzimas iNOS,
miocinas ICAM-1 ¢ VCAM-
mos que resultam na reducdo desse

inflamatérios envolvem:

m Mecanismos antioxidantes diretos, os quais redu-

O resultantes da resposta inflamatéria.

zem as ER
ivels ao esta-

® Modulacdo de vias de sinalizagao sens
do redox da célula (via de sinalizagao MAPK).

 Modulacdo da via de sinalizagao do NF-kB e re-
gulagao negativa da expressao de genes pré-inflamato-
riOS.”’ 51,52

Flavanonas, como a hesperidina e a naringenina, ca-
também apresentam a

racteristicas em frutas citricas,
0s genes

propriedade de modular a expressdo de divers
que codificam enzimas e citocinas pré-inflamatdrias, em
modelos animais e humanos, por meio da regulagao das
vias de sinalizacio do NF-kB e da MAPK 5> Além disso,
estudo clinico realizado com individuos sauddveis e dieta
hiperlipidica revelou que a ingestao de suco de laranja
como fonte de flavanonas, em dose tinica, reduziu a ex-
pressdo de receptores de membrana do tipo toll 2 e 4
(TLR-2 e TLR-4),” importantes para a ativacao da res-
posta inflamatéria. Tais receptores sao importantes, pois
sdo ativados em resposta a componentes alimentares, as-
sim como os LPS, capazes de induzir a cascata de sinali-
zacdo do NF-kB.

Assim, alimentos de origem vegetal que apresentem
compostos que possam inibir parcialmente a ativacdo do
NF-kB podem ser potenciais candidatos a reducao do ris-
co de desenvolvimento de DCNT, possivelmente, por
modular as respostas anti-inflamatéria e antioxidante.

O Nfr2 tem sido relacionado a capacidade de antago-
nizar o fator de transcrigio NF-kB de maneira indireta,
uma vez que, ao atuar na diminuigdo do estresse oxidati-
vo, reduz a ativa¢do da via de sinalizagao do processo in-
flamatério.”® * Neste contexto, flavonoides e/ou outros
CBA que possam modular o fator de transcrigao Nfr2

também podem ter importante papel na citoprote¢io
contra o processo inflamatdrio crénico.”*

pOLIFENOIS E ALTERACOES EPIGENETICAg

Acao de polifendis na metilagao do DNA g p,
modificagdo de histonas

A metilacio do DNA ¢ a modificacag o,
mais comum queé envolve a liga¢do de gruposlgenétiCa
citosinas nos nucleotideos CpG. A abundénda Metj]
pos metil (hipermetilagéo) na regiio pmmotorad; .
gene promove o seu silenciamento ou inativaga e l}m
modificacdo de histonas, incluindo a metilaco 0. J4
lagdo e, menos frequentemente, a fosforilagao & a)z
tinagdo de residuos de aminodcidos, é outrg Mecy
epigenético importante. Muitas modificagdes dag
nas, assim como acontece com a metilacao do DNA «
reversiveis e controladas por enzimas que adici()nan;sao
removem radicais, alterando a conformagio da B ou
na, o acesso de fatores de transcrigao as regises pr, njtn.
toras de genes e, assim, a gxpressﬁo destes.”” Majs det::
[hes sobre mecanismos epigenéticos podem ser obtidos
no Capitulo 5.

Existem muitas evidéncias de que a resposta do orga-
nismo a alimentagdo ocorre, em grande parte, por mej,
de mecanismos epigenéticos. Enquanto a metilacio
DNA ¢ geralmente associada a repressao da expressao ge.
nica, as alteracdes em histonas podem promover tanto 4
ativacdo quanto a repressao, dependendo da modificacio
dos residuos e dos aminoécidos envolvidos. Essas altera-
¢oes envolvem a agao de histonas acetil transferases
(HAT) e metil transferases (HMT), de histonas deacetila-
ses (HDAC) e desmetilases (HDM). Normalmente, a ace-
tilagao do residuo de lisina sete promove a abertura da
cromatina, favorecendo a transcri¢ao, enquanto a desace-
tilacao desse residuo tem o efeito contrério.

Alguns exemplos da agdo de polifendis, seus alvos
moleculares e possiveis mecanismos epigenéticos estao
descritos no Quadro 18.2.

d
acet,.
Nism,
hist.

Polifencis e modulagao da expressdo de microRNA

Outro mecanismo que permite explicar como 0s -
trientes e CBA influenciam a manutengdo da satde en-
volve a modulacdo da expressio de microRNA (miR).
Os miR sdo pequenas sequéncias de RNA, de 182 25 nu-
cleotideos, que ndo codificam proteinas. Participam do
silenciamento pés-transcricional da expressao genica,
ligando-se por complementaridade a regiao 3*-UTR do
RNAm, o que resulta na inibicao da tradugao ou 1 de
gradacio do RNAm. Mais de 2 mil sequéncias de miR 2
foram descritas, e estima-se que esses pequenos RNA
possam regular até dois tergos de todos 0S transcritos:
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Modificacao
Apigenina
Antocianinas
Quercetina
Acido cafei
Metilagao do DNA eico
Resveratrol
Acido elagico
Polifendis do cha

Genisteina
Genisteina

Quercetina
Resveratrol

Modificagd de histonas Polifendis do chéa

Resveratrol
Epigalocatequina 3-galato
Epigalocatequina 3-galato

MicroRNA
Genisteina

Polifensis 239

0182 Acdo epigenética de polifendis e possiveis mecanismos envolvidos (*)

Alimento
Mecanismo epigenéticos

Salsdo
Frutas vermelhas
Maca
Café :
: Inibigéo da metilagao do DNA
va pela DNMT
Morango
Cha-verde

Soja

Soja Ativa HAT. Inibe HDAC. Resulta na
acetilaga@o de varias histonas

Frutas vermelhas 3
Inibe HAT. Ativa SIRT-1.

Uva Influencia a expressao de IP-10
Cha e MIP-2

Ativa SIRT-1.
Uva Influencia a expressao de

TNF-alfa, IL-8, RBP
Inibe HAT. Reduz acetilagao de

Cha-verde :
histonas.
Bhk-verds Aumenta miR-16 e modifica
expressao de outros 60 miR
Soja Modula expressao de miR-27 e

aumenta a de miR-146

DNMT: DNA metil transferase;’HATt histona acetil t’ransferase; HDAC: histona desacetilase; IL-8: interleucina 8; IP-10: proteina 10 induzida por interferon gama, MIP-2:
de macréfagos 2; RBP: proteina ligadora de RNA; SIRT-1: sirtuina-1; TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: adaptado de Barnett’et al.* |

proteina inflamatéria

Revisio abrangente sobre 0 possivel papel dos miR
circulantes como marcadores da dieta, do estado nutri-
cional e de doengas foi realizada por Ross e Davis.” Essa
revisio discute as pesquisas sobre dieta e miR e o papel
destes no cancer, nas doencas cardiovasculares, no diabe-
te e na adipogénese, bem como sugere direcdes para pes-
quisas. Sa0 destacados os efeitos de alimentos como cha,

cacau, frutas e de CBA, como resveratrol, epigalocatequi-

na, quercetina, curcumina e outros na modulac¢do da ex-

pressio de diversos miR. Destaca-se que os miR partici-
pam do controle do desenvolvimento, da diferenciagao €
da proliferagdo celular, da inflamagao e do metabolismo,
em doengas como 0 cancer € no processo de senescéncia.
Além disso, o padrdo de expressao de miR circulantes
(em fluidos corporais como sangue € saliva) emerge CO-
mo biomarcador de doengas ou de suscetibilidade a
doencas e de exposigao a alimentagao. A expressao de
miR circulantes responde rapidamente a estimulos exter-
nos, modulando a expressao génica, e talvez seja 0 meca-
nismo epigenético com maior potencial de agao na ma-
nutengdo da saiide por meio da alimentagdo.”

Um exemplo diz respeito a modulagao da infla
¢40 pela alimentagio envolvendo o miR-155. MiR-
miR-21, miR-181b e miR-34a sao 0s mais investiga

ma-
155;
dos

em relacdo a inflamacgao e estao envolvidos na regula-
c¢do dos TLR e da via de sinalizagao do NE-kB,* bem
como na regulagio da produgao de citocinas pro-infla-
matérias. Sua menor expressio foi associada a redugao
da inflamacdo cronica, da hipertensao e de DCV. O
efeito foi obtido pela agdo de polifendis de roma, como
resveratrol e quercetina. Esses compostos reduziram a
acio do miR-155, o que promoveu aumento da sintese
do NO e reducio do NF-kB e do TNE-alfa.?”* Ainda, a
suplementagao de pacientes hipertensos e com DM2
durante 12 meses com extrato de uva resultou em redu-
¢do na expressao de citocinas proé-inflamatérias, entre
elas a do TNF-alfa e da IL-1beta, além da redugdo na
expressdo do miR-155 ¢ miR-34a, a qual foi associada 2
regulagao do NE-kB e a sinalizagdo de TLR.® |
Outro polifenol, 0 resveratrol, presente em uvas € vi-

nhos, atuou na redugao da expressdo de diversos miR ca-
de cancer de colon, como miR-21,

racteristicos de células
2.2 Da mesma

196a, miR-25, miR-17 e miR-92a-
| também reduziu o aumento da ex-
de maneira depende a0
atrol.®’

miR-
forma, o resveratro
pressao do miR-155 oncogénico
miR-663, o qual também foi regulado pelo resver

A ECGC, flavonoide encontrado no cha-verde, tam-

bém modifica a expressao da familia miR-let-7 , que tem
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efeito biol6gico
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Contudo, a a¢ao
miR parece controversa. Qb
aumenta a expressdo de miR-
metabolismo do colesterol; por outr
cianidinas da uva reduziram a express
efeito sobre o metabolismo hepatico e aume

se do colesterol.””®
Assim, apesar de 0s

tos bioativos na modulagao do pe

e seu significado biolégico ainda

mente esclarecidos, essa pode ser umap
ontrole do inicio e progressao de diversa

mecanismos de acao dos compoOs-

rfil de expressao de miR
ndo estarem completa-
ma possivel abordagem

s doengas.
no ¢

CONSIDERACOES FINAIS

o e o estresse oxidativo sao

O processo inflamatéri
rogressao de

evidenciados e relacionados ao inicio € a p
uma série de doencas de desenvolvimento cronico. Diver-

sos CBA, principalmente 0s polifenéis, parecem modular
de maneira positiva a via de sinalizacdo do Nrf2, atenuan-
do o estresse oxidativo e, de maneira negativa, a via de si-
nalizacio do NF-kB, reduzindo o processo inflamatdrio.
Os mecanismos pelos quais os polifendis atuam sobre es-
ses dois processos ndo sio completamente esclarecidos;
contudo, sabe-se que os efeitos benéficos provenientes da
ingestdo continua desses compostos, por meio da alimen-
tacio, advém de um conjunto de agdes relacionadas as
diversas vias de sinalizacdo e metabolismo, e nao de um
tinico mecanismo. Ainda, diferentes CBA podem atuar
sobre um mesmo mecanismo e/ou em diferentes niveis.
Ademais, os estudos sobre a relacdo entre a acdo de
miR e alimentagao/satide/doenca estdo no inicio, sendo
necessdrios mais ensaios controlados sobre as acdes de
miR circulantes e de outros marcadores. E preciso tam-
bém considerar as interacdes entre os diversos compos-
tos da al‘imentagéo e a sua transformagdo pela microbio-
oo IR ot Aot et
' ; iferentes daquelas que
existem nos alimentos.
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