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RESUMO

Influéncia da ingestéo de cha verde proveniente da planta Camellia
sinensis no peso corporal, no ovario, no hemograma e na bioquimica
sérica de ratas Wistar superovuladas

O ché verde oriundo da planta Camellia sinensis € considerado uma bebida saudavel,
pois esta associado a varios beneficios para a saude, incluindo a prevencao de cancer,
doenca cardiovascular e osteoporose. As catequinas encontradas em abundancia no
cha verde possuem acdo antioxidativa e bactericida e também atividade anti-tumoral,
porém nao ha estudos demonstrando se o consumo prolongado do cha verde pode
interferir no corpo lateo e nos parametros bioquimicos e hematoldgicos. Portanto, este
trabalho teve como objetivo avaliar o peso corporal, o niumero de corpos llteos, o
hemograma e a bioquimica sérica de ratas Wistar superovuladas, sob ingestédo
prolongada de cha verde. Para tanto, as ratas foram divididas em dois grupos, controle
e tratado com ingestao de cha verde (n=30). O experimento teve duragéo de trés meses
e ao final de cada més, 10 ratas de cada grupo foram superovuladas e sacrificadas, foi
realizada, entdo, a pesagem dos animais e dos ovarios, a contagem dos corpos lateos
e a colheita de sangue para os exames laboratoriais. A andlise estatistica realizada
entre os grupos foi o teste t ndo-pareado com corre¢do de Welch e entre os momentos
dentro de cada grupo empregou-se a analise de variancia com contrastes pelo método
de Tukey, diferencas foram consideradas quando p<0,05. O consumo prolongado do
cha verde por trés meses ndo aumenta o peso dos animais mesmo com maior consumo
de racdo, também néo interfere na resposta ovulatéria, porém, aumenta as células de
defesa, diminui a creatinina sérica e aumenta o perfil lipidico do sangue em ratas Wistar
superovuladas.

Palavras-chave: Lipideos. Sistema imune. Ovario. Ovulacdo



ABSTRACT

Influence of intake of Green tea originated from Camellia sinensis in the bod)
weight, in the ovary, in the blood cell count and serum biochemistry of femal
superovulated rats.

The green tea derived from Camellia sinensis is considered a healthy drink, because it is
associated with many benefits for the health, including the cancer prevention,
cardiovascular disease and osteoporosis. The catechins are found abundantly in the
green tea and they possess antioxidative, antibacterial and antitumoral activity, however
there are not studies demonstrating if the chronic consumption of green tea could
interfere in the reproduction and in biochemistry and hematological exams. Thus, the
aim of this work is to verify the green tea influence in the weight, in the ovulation rate, in
the blood count and in the blood biochemistry of superovulated rats. For that, the rats
were divided in two groups, control and treated with green tea (n=30). The experiment
had lost for three months, in the end of which 10 animals of each group were
superovulated and sacrificed, after that, animals and the ovaries were weighted, corpora
lutea were counted and the laboratorial exams of animals’ blood were realized. The
chosen statistical analysis was the unpaired t test with Welch’s correction and the
moments in each group were analyzed by variance analysis with Tukey test, the
differences were considered when p<0.05. The chronic consumption of green tea for
three months avoid the increase of weight in animals with higher consumption and did
not interfere with ovulation rate, but increased immune cells and lipid profile of the blood,
and reduced serum creatinine in superovulated Wistar rats.

Keywords: Lipids. Immune system. Ovary. Ovulation
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1 INTRODUCAO

O ché é a segunda bebida mais consumida no mundo, s6 perdendo para a
agua, seu consumo é maior que o do café, do vinho e da cerveja (COSTA; GOUVEIA;
NOBREGA, 2002; RIETVELD; WISEMAN, 2003). Aproximadamente de 76 a 78% de
todo o cha produzido e consumido no mundo é chéa preto e de 20 a 22% é cha verde
(WU; WEI, 2002).

A Camellia sinensis € uma planta que tem sido consumida em forma de
chas ha milhares de anos na Asia e com o passar do tempo suas propriedades
terapéuticas tornaram-se cada vez mais conhecidas e assim tem-se expandindo por
outros continentes. Dela se originam varios chas diferentes de acordo com as
condi¢cBes de cultivo, colheita, preparo e acondicionamento das folhas. No entanto, os
mais conhecidos derivados dessa planta sdo os chas branco, preto e verde que diferem
no conteudo dos seus polifenéis (DASHWOOD; ORNER; DASHWOOD, 2002).

O ché verde produzido por um processo de secagem e aquecimento para
evitar a oxidacdo das folhas, contém componentes relativamente simples conhecidos
coletivamente como catequinas. O cha verde possui de 30 a 40% mais polifendis do
que o cha preto (que somente tem de 3 a 10%), pois o processo de fermenta¢édo do cha
preto elimina estas substancias (DASHWOOD; ORNER; DASHWOOD, 2002). Os
polifendis, tearrubiginas e teaflavinas, predominantes no cha preto, sdo produzidos pela
fermentacao de folhas trituradas, sendo mais complexos e pobremente caracterizados
(YANG; LANDAU, 2000). O ch& branco feito de folhas e botdes brancos antes que
desabrochem, sé&o cozidos e secos, contem maiores concentragdes de catequinas que
o ch& verde (DASHWOOD; ORNER; DASHWOOD, 2002).

A farmacologia dos chas oriundos da planta Camellia sinensis ndo €
restrita ao bem conhecido efeito estimulante do chd, varios estudos tém estabelecido
uma positiva correlacdo entre o consumo do cha verde e a melhora na saude. Os
responsaveis pela atividade bioldgica dos chas provenientes da planta Camellia
sinensis sao os polifendis que eles contém (MUKHTAR et al., 1992; SHIRAKI et al.,
1994; APOSTOLIDES et al., 1997). As catequinas, componentes quimicos dos

polifendis encontrados em abundancia no chd, exercem efeitos de prote¢cdo vascular,
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através de mdltiplos mecanismos, incluindo anti-oxidativo, anti-hipertensivo,
antiinflamatdrio, anti-proliferativo, antitrombético e efeitos de perda lipidica
(BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997).

Apesar dos beneficios atribuidos ao cha verde desde o inicio do seu
consumo, as investigacdes cientificas desta bebida comecaram ha apenas algumas
décadas atras (MCKAY; BLUMBERG, 2002). Estudos com animais e estudos in vitro
demonstram fortes evidéncias que os polifendis presentes no cha verde tém importante
funcdo na inibicAo de varias doencas cronicas, especialmente doencas
cardiovasculares, cancer e patologias correlacionadas (MCKAY; BLUMBERG, 2002;
WU; WEI, 2002; CABRERA; ARTACHO; GIMENEZ, 2006). Em adi¢&o, alguns estudos
sugerem um impacto benéfico da ingestdo de ch& verde na densidade Ossea, funcéo
cognitiva, caries dentarias, pedras renais e outros varios efeitos (MCKAY; BLUMBERG,
2002; WU; WEI, 2002; CABRERA; ARTACHO; GIMENEZ, 2006).

Portanto, esses dados juntos ressaltam a importancia de um
conhecimento mais aprofundado das consequéncias do consumo prolongado do cha

verde na salde.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Chéa Verde

O cha verde é principalmente produzido da planta Camellia sinensis
variedade sinensis, pois a variedade assamica tem alto conteudo de polifendis que
tornaria o sabor do ch& verde excessivamente amargo (WILLSON, 1999). A producédo
do cha verde é caracterizada por um processo de aquecimento inicial, que desnatura a
enzima polifenol oxidase, que € responsavel pela conversdo dos flavondides da folha
em componentes polifendlicos escuros que ddo a coloracdo ao cha preto. Outro
importante processo na producdo do cha verde € o enrolamento, no qual as folhas séo
cortadas e torcidas. A maior producdo do cha verde é na China e no Japédo (ZUO;
CHEN; DENG, 2002) e os paises que mais consomem o cha verde sao China, Japao,
Coréia e Marrocos (WU; WEI, 2002; ZUO; CHEN; DENG, 2002).

A composicdo quimica do cha verde é complexa, as proteinas sdo 15 a
20% do peso seco, sendo que as enzimas constituem uma importante fracdo das
proteinas e os aminoacidos, como a teanina ou 5-Netilglutamina, acido glutamico,
triptofano, glicina, serina, acido aspértico, tirosina, valina, leucina, treonina, arginina e
lisina, sdo 1 a 4% do peso seco do cha. Os carboidratos representam 5 a 7% do peso
seco e sao celulose, pectinas, glicose, frutose e sucrose. Os lipideos presentes no cha
sdo os acidos linoleico e linolénico e esterbides como o0 estigmasterol. Encontram-se
também presentes no cha verde vitaminas B, C e E, bases xanticas como a cafeina e a
teofilina, pigmentos como a clorofila e os carotendides, componentes volateis (aldeidos,
alcoois, ésteres, lactonas, hdrocarbonetos), minerais e elementos tracos (CABRERA;
ARTACHO; GIMENEZ, 2006).

Os polifendis constituem o grupo mais interessante dos componentes do
cha verde, e em consequéncia, este cha pode ser considerado uma importante fonte
alimentar de polifendis, particularmente os flavondides. Os flavondides sdo derivados
de fendis sintetizados em quantidades substanciais (0,5 a 1,5%) e grande variedade
(mais que 4000 identificados) e estdo largamente distribuidos nas plantas (VISON et al.,

1995). Os principais flavondides presentes no ché verde séo as catequinas (flavan-3-
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ols; MCKAY; BLUMBERG, 2002). O cha verde também contem acido galico e outros
acidos fendlicos, como o acido clorogénico e o acido cafeico, e flavondis como o

kaempferol, miricetina e quercetina (USDA, 2003).

2.2 Catequinas

As catequinas sao fitonutrientes da familia dos polifendis encontradas em
grande quantidade na planta Camellia sinensis, séo elas as grandes responsaveis pelos
efeitos farmacologicos dos chas feitos com essa planta. Elas sdo compostos incolores e
hidrossolluveis, que contribuem para 0 amargor e a adstringéncia do cha verde
(BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997).

Sao encontradas quatro catequinas no cha verde, dentre elas, a
epicatequina (EC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC) e
epigalocatequina galato (EGCG; Figura 1). No ch& verde, o conteddo dessas
catequinas é 80 a 90% do total de flavonoides, sendo a EGCG a mais abundante (48-
55%) seguida pela EGC (9-12%), ECG (9-12%) e EC (5-7%; BALENTINE; WISEMAN;
BOUWENS, 1997; SHAHIDI, 2000).

A quantidade de catequina presente no cha verde depende de como as
folhas séo processadas e depois secas, certo grau de fermentacdo e aquecimento das
folnas durante o processo de fabricacdo pode resultar em polimerizacdo dos
componentes fendlicos como as catequinas, levando a mudancgas conformacionais e
entdo modificando as suas propriedades. Outros fatores que influenciam o contetdo de
catequinas sdo as condi¢cdes de crescimento, a localizacdo geogréfica (solo, clima,
praticas de agricultura e fertilizantes) e também a preparacéo da infusdo (quantidade de
produto usado, tempo da infusdo e temperatura. (HAKIM; HARRIS; WEISGERBER,
2000; WU; WEI, 2002)).
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FIGURA 1 - Estrutura quimica das catequinas encontradas no cha verde:

epicatequina; epicatequina galato;
epigalocatequina galato
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OH OH
OH OH
HO 8] . HO (0] . Ol
“oH ‘“u—lc' OH
|
OH oH 0
- . ol
{(-)-Epicatechin (-)-Epicatechin gallate
OH OH
OH OH
HO O HO Q
ol on OH
T“OH ~o—cC OH
Il
OH OH 0}
{-)-Epigallocatechin (=)-Epigallocatechin gallate OH

Fonte: (VELAYUTHAM; BABU; LIU, 2008)

McKay e Blumberg (2002) relataram que o processo de descafeinagéo
reduz levemente o conteldo de catequinas no cha. Preparagfes instantédneas e
geladas de chas prontos para beber também apresentam menor contelddo de
catequinas (HAKIM; HARRIS; WEISGERBER, 2000; ARTS; VAN DE PUTTE;
HOLLMAN; 2000). A producdo da bebida chd verde em garrafas tem levado a
problemas causados pela oxidacdo das catequinas, tornando o cha marrom (WANG et
al., 2003).

Wu e Wei (2002) indicaram que um copo de cha verde (2,5 g de folhas de
ché verde/200 mL de agua) pode conter 90 mg de EGCG. Independente da regido de
cultivo e da marca comercial analisada, o chd verde sempre apresenta uma maior
quantidade de catequinas, principalmente EGCG e EGC, do que o cha vermelho, o cha
preto ou outros chas derivados do cha preto (FERNANDEZ et al., 2002; LIN et al., 2003,
CABRERA; GIMENEZ; LOPEZ, 2003). Porém, a grande variacdo no contetdo das
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catequinas do cha ndo é levada em consideragdo na maioria dos estudos
epidemioldgicos (HENNING et al., 2003).

O potencial efeito para a salude das catequinas depende ndo somente da
quantidade consumida, mas também da sua biodisponibilidade, por isso, é necessario
conhecer a sua atividade biolégica nos tecidos alvos (MANACH et al.,, 2004). A
administracdo de catequinas do ch& para ratos e sua identificacdo na veia porta tem
demonstrado que as quatro catequinas sao absorvidas pelo intestino (OKUSHIO et al.,
1996). As catequinas sdo rapidamente e extensivamente metabolizadas, estudos em
ratos demonstram que a EGCG é principalmente excretada pela bile, enquanto a EGC
e a EC s&o excretadas pela urina e pela bile (CABRERA; ARTACHO; GIMENEZ, 2006).

2.3 Efeitos Bioldgicos do chéa Verde

O cha verde € uma bebida popular em algumas partes do mundo e
recentemente tem sido reconhecido como uma bebida saudavel. As catequinas
encontradas em abundancia no cha verde, possuem acdo vascular, antioxidativa,

bactericida, anti-tumoral e metabdlica.

2.3.1 Efeito cardiovascular

Experimentos clinicos, epidemiologicos e experimentais tém estabelecido
uma positiva correlacdo entre o consumo do ché verde e a saude cardiovascular. As
catequinas do cha verde exercem efeitos de protecdo vascular através de multiplos
mecanismos, incluindo antioxidativo, anti-hipertensivo, anti-inflamatério, anti-
proliferativo, anti-trombotico e efeitos de perda lipidica (BALENTINE; WISEMAN;
BOUWENS, 1997).

As catequinas também regulam o ténus vascular pela ativacdo do 6xido
nitrico endotelial (MUKHTAR; AHMAD, 2000), inibem a proliferacdo das células
musculares lisas vasculares por interferir com os fatores de crescimento vasculares
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996) e suprimem a adeséo plaquetaria, por meio
da inibicdo da trombogénese.
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As catequinas do cha verde afetam o metabolismo e previnem o
aparecimento de placas aterioscleréticas em varios modelos de hiperlipidemia (KHAN et
al., 1992; MIURA et al., 2001). Além disso, foi demonstrado que as catequinas reduzem
o nivel de colesterol do sangue e previnem a deposi¢ao e/ou acumulo de colesterol em
varios tecidos, incluindo figado e coracdo em ratos com hipercolesterolemia (YANG;
KOO, 1997; BABU; SABITHA; SHYAMALADEVI, 2006).

2.3.2 Atividade antioxidante

O ch& verde é uma fonte de nutrientes antioxidantes, pois é rico em
polifendis (catequinas e &cido galico), mas também contém carotendides, tocoferois,
acido ascorbico (vitamina C), minerais (Cr, Mn, Se e Zn) e certos componentes
fitoquimicos (CABRERA; ARTACHO; GIMENEZ, 2006).

As catequinas apresentam atividade antioxidante (STONER; MUKHTAR,
1995) que eficientemente elimina as espécies de oxigénio reativo, por eliminar radicais
livres, inibir enzimas pro-oxidantes e induzir enzimas antioxidantes (DUFRESNE;
FARNWORTH, 2001). Cao et al. (1996) demonstraram que o cha verde tem maior
atividade oxidante que muitos vegetais, como o alho, repolho, espinafre e couve.

Klaunig et al. (1999) observaram em um estudo com fumantes que o dano
oxidativo no DNA, a peroxidacéo lipidica e a geracao de radicais livres foram reduzidos

apos o consumo de 6 copos por dia de cha verde por sete dias.

2.3.3 Agéo bactericida

As catequinas também exibem um amplo espectro anti-bacteriano para
bactérias Gram negativas e fungos. A relagcdo entre a catequina e a atividade
bacteriana ocorre na seguinte ordem: ECG > EGCG > EGC > EC (Figura 1). Além
disso, uma investigacdo com EGCG revelou que a acao anti-bacteriana é baseada na
injuria da membrana da bactéria (IKIGAI et al., 1993).

Matsunaga et al. (2001) demonstraram que a EGCG possui atividade

imunomodeladora in vivo em modelo de infeccdo de macréfagos por Legionella
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pneumophila, com uma inibicAo do crescimento desta bactéria no interior de

macrofagos tratados com ECG.

2.3.4 Efeito anti-tumoral

Estudos conduzidos com sistemas de cultivo celular e modelos animais,
bem como estudos epidemioldégicos humanos, demonstram que os polifendis que estao
presentes no cha verde poderiam proporcionar protecao contra uma variedade de tipos
de céancer (KHAN et al.,1992; XU et al., 1992; WANG et al., 1992; GENSLER et al.,
1996; AHMAD et al., 1997; CHEN et al., 1998; RECORD; DREOSTI, 1998; AHMAD;
GUPTA; MUKHTAR, 2000; GUPTA et al.,, 2000; GUPTA et al., 2001; INOUE et al.,
2001; SETIAWAN et al., 2001). Alguns estudos também sugerem que estes polifendis
poderiam ser desenvolvidos como agentes terapéuticos para alguns tipos de cancer
(GUPTA; MUKHTAR, 2002).

Estudos com animais tém demonstrado que o cha verde inibe a
carcinogénese da pele, pulméo, cavidade oral, esdfago, estbmago, figado, rim, prostata
e outros orgaos (INOUE et al., 1998; BIANCHI et al., 2000; WU; WEI, 2002;
YAMAMOTO et al., 2003; LAURIE et al., 2005). A inibicdo esta correlacionada com um
aumento na apoptose das células tumorais e a diminuicdo na proliferacdo celular
(MITTAL et al., 2004).

Um importante fato em favor do uso do cha verde contra o cancer de
prostata € que a incidéncia desta doencga € muito baixa na populacdo asiatica, na qual
em adicao a dietas ricas em fibras e pobres em gordura regularmente consomem o cha
verde (MUIR et al.,, 1987). Apesar destes estudos serem correlacionados e muitas
observacdes epidemioldgicas nutricionais séo inconclusivas, os dados de laboratorios
sugerem que os polifendis presentes no cha verde podem possuir um efeito
quimiopreventivo contra o cancer de prostata em humanos. Ao menos dois estudos
epidemioldgicos (HEILBRUN; NOMURA; STEMMERMANN, 1986; JAIN et al., 1998)
demonstram que as pessoas que regularmente consomem o0 cha tem uma menor

incidéncia de cancer de prostata.
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Adhami et al. (2003) demonstraram por meio de sistemas de cultivo celular
que o polifenol, EGCG, induz apoptose, inibicdo do crescimento celular e desregulagéo
do ciclo celular e provavelmente, por isso, inibe o crescimento das células tumorais.
Pela técnica de microarranjo de DNA, foi possivel demonstrar que o tratamento de
células com EGCG resulta em inducdo de genes que funcionalmente exibem efeitos
inibitérios de crescimento e repressao de genes que pertencem ao caminho de
sinalizacdo celular mediado pela proteina G (ADHAMI; AHMAD; MUKHTAR, 2003).
Yang et al. (1998) demonstraram que as catequinas EGCG e EGC tem efeito na
inducdo da apoptose e na inibicdo do crescimento tumoral em células tumorais de
pulm&o humanas.

Além disso, a EGCG diminui a expressdo génica da proteina quinase C
(PKC; ADHAMI; AHMAD; MUKHTAR, 2003). A PKC esta envolvida em diversas
funcdes de divisdo celular como diferenciacdo, controle de crescimento, promocao
tumoral e morte celular (LIVNEH; FISHMAN, 1997).

A EGCG é conhecida por inibir o crescimento tumoral por meio da inibicdo
de VEGF (JUNG et al.,, 2001; SARTIPPOUR et al., 2002). A alimentacdo oral de
camundongos com polifendis isolados do cha verde, como unica fonte de liquidos, inibe
a expressao de genes correlacionados com angiogénese como o VEGF, e aqueles
relacionados com mestastases como os da metaloproteinases da matriz extracelular
(MMP-2 e MMP-9; ADHAMI; AHMAD; MUKHTAR, 2003). Além disso, a EGCG, o
principal polifenol do cha verde, induz a apoptose nas células da leucemia linfocitica
cronica B in vitro, por meio da parcial inibicdo da fosforilagcdo dos receptores do fator de
crescimento endotélio-vascular (VEGFR-1 e VEGFR-2) e também pela ativacdo da
caspase-3 e da clivagem da polimerase poli-ADP-ribose (PARP), refletindo a ativacéo

do programa de morte celular (GHOSH et al., 2009).

2.3.5 Atividade metabdlica

Um dos motivos do aumento pela procura do cha verde, em grande

maioria pelas mulheres, € pela sugestdo que o cha proporciona uma reducéo do peso
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corporal. No entanto, se faz necessario um conhecimento mais aprimorado sobre o0s
verdadeiros efeitos do cha no perfil lipidico.

A obesidade e a hipercolesterolemia s&o doencas crOnicas com alta
prevaléncia e que fazem parte dos problemas de saude da populagcdo moderna, o
tratamento da obesidade é complexo e multidisciplinar e ndo existe nenhum tratamento
farmacoldgico em longo prazo que ndo envolva mudanca de estilo de vida, portanto,
uma alternativa para reduzir os niveis elevados de colesterol e de gordura corporal
pode ser através da utilizacdo de fitoterapicos. Foi demonstrado que as catequinas
reduzem o nivel de colesterol do sangue e previnem a deposicdo e/ou acumulo de
colesterol em varios tecidos, incluindo figado e coracdo em ratos com
hipercolesterolemia (YANG; KOO, 1997; BABU; SABITHA; SHYAMALADEVI, 2006).
Além disso, as catequinas inibem as enzimas chaves na biossintese de lipideos e
reduzem a absorcéao intestinal lipidica, por meio do aumento do perfil lipidico do sangue
(HIGDON; FREI, 2003).

As consequéncias do excesso de peso a saude tem sido relatadas por
diversos autores, uma vez que € um fator de risco para, hipertensao arterial, diabetes
melito, doencas cardiovasculares, alguns tipos de céancer, dentre outras doencas
(CERCATO et al,. 2004; BRAY, 2002).

Entre uma variedade de efeitos benéficos do cha verde, grande atencéo
tem sido dada a reducdo da gordura corporal, Choo (2003) verificou o efeito do cha
verde no contetudo de gordura e de proteina corporal em ratos alimentados com uma
dieta hiperlipidica e observou que o grupo que recebeu alta concentragdo de gordura
associada ao extrato do cha preveniu o incremento no ganho da gordura corporal sem
afetar a ingestdo energética e o peso corporal. Em estudo semelhante, Chanadiri et al.
(2005) investigaram o efeito das catequinas do cha verde no metabolismo lipidico,
no status antioxidante e no excesso de massa corporal em ratos durante a
administracdo de uma dieta hiperenergética por 7 semanas. Um dos grupos
experimentais recebeu as catequinas na quarta semana de experimento e ao final do
tratamento esse grupo apresentou diminuicdo na concentracdo de colesterol total,

triglicerideos, LDL e de gordura visceral.
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2.3.6 Efeitos na reproducao

Apesar dos muitos potenciais beneficios do consumo do cha verde, é
importante avaliar possiveis consequéncias do seu consumo na reproducédo. A EGCG
induz reducdo nos niveis de hormoénios sexuais esteroides (KAO; HIIPAKKA; LIAO,
2000), com possiveis efeitos negativos na eficiéncia reprodutiva. Estudos demonstram
que a EGCG € um potente inibidor da 5a-redutase em ensaios com células (LIAO;
HIIPAKKA, 1995, HIIPAKKA et al., 2002). A enzima 5a-redutase catalisa a conversao
de testosterona a 5a-dihidrotestosterona.

Basini et al. (2005) claramente demonstraram um efeito inibitério da
EGCG na producdo do estradiol e da progesterona pelas células da granulosa
cultivadas in vitro. A esteroidogénese pode ser afetada pela inibicdo da biossintese de
colesterol, jA que a EGCG inibe a esqualeno-epoxidase (ABE et al., 2000), a enzima
chave na producdo de colesterol. Os flavondides afetam também a producédo de
horménios esterdides por diminuir a atividade de véarias enzimas esteroidogénicas
(MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000) como a P450scc, a 33-HSD (3p-
hidroxi-desidrogenase; OHNO et al., 2002) e a aromatase (GOODIN; ROSENGREN,
2003).

A EGCG diminui a expressao génica da PKC (ADHAMI; AHMAD;
MUKHTAR, 2003) que estd envolvida na regulacdo do ciclo celular durante a
progressdo da fase G1 e transicdo de G2 para fase M (FISHMAN; SEGAL; LIVNEH,
1998). Bertagnolli et al. (2004) demonstraram a influéncia da PKC no reinicio da meiose
em oocitos bovinos, demonstrando que a PKC acelera o reinicio da meiose
independente das células somaticas e acelera a progressao até os estagios de Ml e Mll
na dependéncia das células do cumulus.

A génese de novos vasos sanguineos € fundamental para o
desenvolvimento folicular (FRASER; WULFF, 2001) e as espécies de oxigénio reativo
(ROS), inibidas pelo consumo de cha verde, também estdo envolvidas no controle da
atividade reprodutiva feminina (OYAWOYE et al., 2003).

Os polifendis isolados do cha verde quando administrados com agua para

camundongos, em uma quantidade equivalente a 6 copos de cha verde por dia em
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humanos, significativamente diminuiram o fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1) do soro e aumentaram o0s niveis da proteina ligadora de IGF-1 (IGFBP-3) que
suprime a acao mitogénica do IGF-1 (GUPTA et al., 2001). Os fatores de crescimento
semelhantes a insulina estéo envolvidos tanto na foliculogénese (SCHAMS et al., 2002)
guanto no desenvolvimento luteinico (BERISHA; SCHAMS, 2005).

Os orgéaos reprodutivos femininos (ovarios, Utero e placenta) sdo alguns
dos poucos tecidos adultos que exibem crescimento e regressdo periodicos e
dindmicos (REYNOLDS; KILLILEA; REDMER; 1992). Em adicdo, 0 crescimento e a
regressdo desses tecidos sdo extremamente rapidos. Nao € de se surpreender,
portanto, que a angiogénese ocorra Como um processo normal nos tecidos reprodutivos
femininos (FINDLAY, 1986; KLAGSBRUN; D’AMORE, 1991; REYNOLDS; KILLILEA,
REDMER, 1992).

Os fatores de crescimento endotélio-vascular (VEGFs) exercem
importante funcdo na angiogénese e na vasculogénese (FERRARA; DAVIS-SMYTH,
1997; SHALABY et al., 1995), e, portanto, estdo envolvidos na reproducao, tanto no
desenvolvimento dos foliculos, quanto do corpo lateo (DANFORTH et al., 2003;
DISSEN et al.,, 1994; FRASER, 2006; KACZMAREK; SCHAMS; ZIECIK, 2005;
STOUFFER et al.,, 2001; FERRARA et al., 1998). Se ha o bloqueio da atividade
biolégica do VEGF, ha a interrup¢édo da foliculogénese e da formacgédo do corpo lateo
(DANFORTH et al., 2003; ZIMMERMANN et al., 2001a). A EGCG inibe a producao de
VEGF e a proliferacdo das células da granulosa de suino cultivadas in vitro (BASINI;
BIANCO; GRASSELLI, 2005). O ch& verde inibe a expressédo do VEGF e também inibe
parcialmente a fosforilacdo dos seus receptores (GHOSH et al., 2009).

A mais conclusiva evidéncia da importancia do VEGF na angiogénese
ovariana foi demonstrada com uma série de experimentos funcionais in vivo, em que a
administracdo do antagonista funcional do VEGF em ratos (VEGFR-1 soluvel), é capaz
de inibir completamente o ciclo ovariano (FERRARA et al., 1998). Resultados similares
foram obtidos com anticorpos anti-VEGF (FRASER et al., 2000).

O VEGF é fortemente expresso durante o periodo angiogénico do ciclo
ovariano (RAVINDRANATH et al., 1992; SHWEIKI et al., 1993; GOEDE et al., 1998). As
células da teca e da granulosa produzem VEGF (DANFORTH et al.,, 2003) e as
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gonadotrofinas como a gonadotrofina coribnica equina (eCG) e a gonadotrofina
coribnica humana (hCG) estimulam a producdo de VEGF (DANFORTH et al., 2003;
DISSEN et al., 1994; LEE et al., 1997).

Christenson e Stouffer (1997) tem demonstrado que o LH é o maior
estimulador da producéo de VEGF pelas células da granulosa de macacas em foliculos
pré-ovulatérios. Similarmente, foi demonstrado que o LH promove a secrecao de VEGF
em células da granulosa bovinas cultivadas (SCHAMS et al., 2001). O VEGF aumenta
no liquido folicular 25 horas depois da aplicacdo de GnRH (BERISHA et al., 2008).
Porém a origem deste aumento ndo esta clara. Berisha et al. (2008) sugerem que
devido ao aumento das proteinases da matriz extracelular e da sua acdo, a barreira
firme da membrana basal é afrouxada e isto permite que o VEGF difunda da teca
interna para o liquido folicular.

Quando se injeta o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) no
segundo maior foliculo do ovério, no comeco da divergéncia folicular, as concentracdes
de VEGF aumentam; e quando a proteina 3 de ligacdo ao IGF (IGFBP-3) é injetada no
foliculo dominante, as concentracbes de VEGF diminuem (GINTHER et al.,, 2004a,
2004b). A injecdo de VEGF no maior foliculo subordinado no inicio da divergéncia
aumenta as concentragdes de IGF-I livre e diminui androstenediona, mas n&o afeta as
concentracOes de outros fatores (GINTHER et al., 2005).

Fatores angiogénicos, como o VEGF sao importantes na foliculogénese,
pois a heterogenicidade na vascularizacdo folicular determina quando um foliculo &
saudavel ou se torna atrésico (CLARK, 1900; ANDERSEN, 1926; BASSETT, 1943;
BURR; DAVIES, 1951).

O VEGF aumenta durante a transicdo de foliculo primordial a primario
(KEZELE et al., 2005) e a adminstracdo de VEGF acelera o desenvolvimento folicular
em ratas (IIJIMA et al., 2005). Além disso, a inje¢do de anticorpo anti-VEGF no ovario
diminui a angiogénese folicular e completamente inibe a ovulagéo (I1JIMA et al., 2005).

Estudos com imunohistoquimica, em ovarios de ratas, tem localizado
VEGF e os seus receptores em células da pré-granulosa, células da granulosa, células

da teca e no citoplasma de odcitos de foliculos antrais e pré-antrais (MCFEE, 2009).
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A vascularizacdo no ovario é mais intensa com o desenvolvimento do
corpo luteo (CLARK, 1900; ANDERSEN, 1926; BASSETT, 1943) e mais de 85% das
células em proliferagdo durante o desenvolvimento do corpo luteo sdo células
endoteliais (JABLONKA-SHARIFF et al, 1993; REYNOLDS et al., 1994;
CHRISTENSON; STOUFFER, 1995; NICOSIA et al., 1995). A inadequada funcao luteal
tem sido associada com a diminuicdo da vascularizagao luteal, e a redugéo do fluxo
sanguineo ovariano tem um papel critico na regressao luteinica (NISWENDER; NETT,
1988; REYNOLDS; KILLILEA; REDMER, 1992, REYNOLDS et al., 1994). Quando o
anticorpo anti-VEGF é aplicado em foliculos pré-ovulatorios de bovinos had uma
diminuicdo da expressao génica do VEGF e dos seus receptores e uma diminuicdo no
tamanho dos corpos luteos (KAMADA et al., 2004). Papa et al. (2007) demonstraram
uma correlacdo positiva entre as concentracoes de progesterona no plasma e a
expressdo proteica de VEGF no corpo lateo nas diferentes fases do ciclo estral de
bufalas.

Os receptores do VEGF sdo expressos no corpo liuteo em estagios
diferentes do ciclo estral em ratas (SUGINO et al., 2001). O receptor que parece ter
papel importante na angiogénese do ovario € o VEGFR-2 (PAULI et al., 2005). A
utilizacdo do inibidor do VEGFR-2 diminui o nimero e o tamanho dos corpos luteos
(WEDGE et al., 2005) e, além disso, previne a angiogénese no corpo lateo
(ZIMMERMANN et al., 2001b). Em vista da importancia da angiogénese na funcao
ovariana e do papel do VEGF na foliculogénese, qualquer substancia que possa alterar
a expressao do VEGF e/ou sua acdo nos receptores deve ser estudada, a fim da
elucidacgéo da sua influéncia na reprodugéo.

Juntos, todos estes estudos ressaltam a importancia do sistema
VEGF/VEGFR no ovario, reforcando a necessidade de se conhecer se o cha verde tem
influencia na reproducao, ja que inibe a acao e a expresséo deste fator de crescimento.

Sendo assim este trabalho teve como objetivo avaliar o peso corporal, o
namero de corpos luteos, o0 hemograma e a bioquimica sérica de ratas superovuladas,

sob ingestao prolongada de cha verde.
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INTERFERE NA OVULACAO DE RATAS SUPEROVULADAS.

THE INTAKE OF GREEN TEA STIMULATES THE IMMUNE SYSTEM AND DOES
NOT INTERFERE IN THE OVULATION OF SUPEROVULATED RATS.

C S Monteiro®", J P P Donadeli®, L R L Zanfolin', C Castilho', P C Papa?, C B Laposy’, R M B
Nogueira’, L G Machado®, R Giuffrida®, D P Vieira®, I C Giometti*

! Mestrado de Ciéncia Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), Presidente Prudente (SP) — Brasil

2 Setor de Anatomia, Departamento de Cirurgia, Universidade de S&o Paulo (USP), Sdo Paulo
(SP) - Brasil



36

Summary

The intake of green tea stimulates the immune system and does not interfere in the

ovulation of superovulated rats.

The green tea derived from Camellia sinensis is considered a healthy drink, because it is
associated with many benefits for the health, including the cancer prevention, cardiovascular
disease and osteoporosis. The catechins are found abundantly in the green tea and they possess
antioxidative, antibacterial and antitumoral activity, however there are not studies demonstrating
if the chronic consumption of green tea could interfere in the reproduction and in biochemistry
and hematological exams. Thus, the aim of this work is to verify the green tea influence in the
weight, in the ovulation rate, in the blood count and in the blood biochemistry of superovulated
rats. For that, the rats were divided in two groups, control and treated with green tea (n=30). The
experiment had lost for three months, in the end of which 10 animals of each group were
superovulated and sacrificed, after that, animals and the ovaries were weighted, corpora lutea
were counted and the laboratorial exams of animals’ blood were realized. The chosen statistical
analysis was the unpaired t test with Welch’s correction and the moments in each group were
analyzed by variance analysis with Tukey test, the differences were considered when p<0.05. The
chronic consumption of green tea for three months avoid the increase of weight in animals with
higher consumption and did not interfere with ovulation rate, but increased immune cells and

lipid profile of the blood, and reduced serum creatinine in superovulated Wistar rats.

Key words: lipids, immune system, ovary, corpus luteum.
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Introducéo

A atividade bioldgica do cha verde é geralmente atribuida aos polifendis que ele contém
(Mukhtar e col., 1992; Shiraki e col., 1994) e sua farmacologia ndo é restrita ao seu efeito
estimulante. Efeitos significativos sdo associados ao consumo deste chd oriundo da planta
Camellia sinensis com varios beneficios para a saude, incluindo a prevencdo de cancer, doenca
cardiovascular, osteoporose (Yang e Landau, 2000; Higdon e Frei, 2003) e atividade antioxidante
(Dufresne e Farnworth, 2001).

As catequinas que sdo componentes quimicos dos polifendis, presentes no cha verde,
afetam o0 metabolismo por varios mecanismos e previnem o aparecimento de placas
ateriosclerdticas em varios modelos de hiperlipidemia (Khan e col., 1992; Miura e col., 2001).
Elas exercem efeitos de protecdo vascular por meio de maultiplos mecanismos, incluindo
antioxidativo, anti-hipertensivo, antiinflamatorio, antiproliferativo, antitrombdtico e efeitos de
perda lipidica (Balentine e col., 1997). Estas catequinas inibem as enzimas chaves na biossintese
de lipideos e reduzem a absorc¢do intestinal lipidica, por meio do aumento do perfil lipidico do
sangue (Higdon e Frei, 2003), além disso, inibem a proliferacdo das células musculares lisas
vasculares por interferir com os fatores de crescimento vasculares (Rice-Evans e col., 1996) e
suprimem a adesdo plaquetaria, por meio da inibicdo da trombogénese. Tem-se demonstrado
também que estas catequinas reduzem o nivel de colesterol do sangue e previnem a deposicao
e/ou acumulo de colesterol em vérios tecidos, incluindo figado e coracdo em ratos com
hipercolesterolemia (Yang e Koo, 1997; Babu e col., 2006). Por isso, hd a necessidade de se
investigar se o consumo prolongado do cha verde altera 0 hemograma e a bioquimica sérica.
Apesar dos muitos beneficios do consumo do cha verde, é importante avaliar também possiveis

consequéncias do seu consumo na reprodugao.

Uma das catequinas presentes no cha verde, a epigalocatequina galato (EGCG), induz a
reducdo nos niveis de hormonios sexuais esterdides (Kao e col., 2000), com possiveis efeitos
negativos na eficiéncia reprodutiva. Basini e col. (2005) demonstraram um efeito inibitorio da
EGCG na producdo do estradiol e progesterona pelas células da granulosa cultivadas in vitro.
Estudos demonstram que a EGCG é um potente inibidor de enzimas chaves da reproducdo, como
a Sa-redutase (Liao e Hiipakka, 1995, Hiipakka e col., 2002), a P450scc, a 33-HSD (3p3-hidroxi-

esteroide-desidrogenase; Ohno e col., 2002) e a aromatase (Goodin e Rosengren, 2003). A
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esteroidogénese também pode ser afetada pela inibicdo da biossintese de colesterol, ja que a
EGCG inibe a esqualeno-epoxidase (Abe e col, 2000), importante enzima na producdo de
colesterol.

A EGCG diminui a expressdo génica da proteina quinase C (PKC; Adhami e col., 2003),
envolvida na regulacdo da meiose de odcitos (Bertagnolli e col., 2004); inibe as espécies de
oxigénio reativo (ROS), envolvidas no controle da atividade reprodutiva feminina (Oyawoye e
col., 2003); inibe a expressdo do fator de crescimento endotélio-vascular (VEGF; Sartippour e
col., 2002) e a fosforilagao dos seus receptores (VEGFR-1 e VEGFR-2), ambos responsaveis pela
angiogénese e pela vasculogénese do ovario (Ferrara e col., 1998; Danforth e col., 2003). Se ha o
blogueio da atividade bioldgica do VEGF, ha a interrupcéo da foliculogénese e da formacéo do
corpo lateo (Danforth e col., 2003; Zimmermann e col., 2001). Além disso, os polifendis isolados
do cha verde diminuem o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) do soro (Gupta e
col., 2001), importante fator da foliculogénese (Schams et al., 2002) e do desenvolvimento

luteinico (Berisha e Schams, 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o peso corporal, 0 nimero de corpos liteos, o
hemograma e a bioquimica serica de ratas Wistar superovuladas, sob ingestdo prolongada de cha

verde.

Material e Métodos

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (protocolo CEUA
numero 325). Foram utilizadas 60 ratas Wistar, em idade reprodutiva (11 semanas), nuliparas,
divididas em dois grupos, controle (n=30) e cha verde (n=30), os animais sdo provenientes do
Biotério Central da UNOESTE. As ratas foram pesadas, identificadas e entdo, mantidas em
caixas tamanho padrdo utilizadas no biotério, contendo 5 animais por caixa, com maravalha,
bebedouro e comedouro com racdo (Supralab®, Raca Forte). Um grupo recebeu &gua ad libitum
no bebedouro e o outro, ao invés de 4gua recebeu somente cha verde (Amor & Vida®, Amor a
Vida Produtos Naturais) ad libitum para beber, em uma situacdo experimental de ingestéo
prolongada de cha, como realizado por Yang e col. (2003) e Niwattisaiwong e col. (2004). O cha
foi preparado diariamente em uma concentragédo de 2,5% pela adi¢cdo de agua fervente no extrato

puro de cha verde e posteriormente filtrado.
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O tratamento com ché teve duracdo total de 3 meses, no final de cada més, 10 ratas de
cada grupo (controle e tratado) foram pesadas e superovuladas. A superovulagdo foi feita
seguindo o protocolo hormonal de superovulacdo de Kito e col. (2010), uma injecéo
intraperitoneal de 150U1/Kg de gonadotrofina corionica equina (eCG; Folligon®, Intervet) e 48
horas apds, foi aplicada uma injecdo intra-peritoneal de 150UIl/Kg de gonadotrofina coriénica
humana (hCG; Vetecor®, Hertape Calier). Ap6s 48h da aplicacdo do hCG, as ratas foram
pesadas, anestesiadas com éter e entdo sacrificadas por exsanguinagdo. Os ovarios foram pesados
em balanca de alta precisdo, depois os corpos luteos foram dissecados com o auxilio de pinca e
tesoura cirurgica e contados utilizando estereomicroscopio, o sangue colhido por puncéo cardiaca

foi utilizado para 0 hemograma e biogquimica sérica.

O hemograma foi realizado com o sangue colhido em tubos a vacuo com 10% de EDTA,
por meio de contador automético (Sysmex-Roche®). A contagem diferencial de leucécitos foi
feita por meio de esfregaco sanguineo corado por coloracdo rapida (Diff-Quick), segundo Jain,
1993. As proteinas plasmaticas foram mensuradas por refratometria (Kaneko e col., 2008). O
colesterol total, triglicerideos e glicose foram determinados com a utilizacdo de kits bioquimicos

(Labtest) e analisador semi-automatico (Quick-Lab-Drake®, Drake).

Andlise estatistica

Todos os grupos de dados foram testados quanto ao pressuposto de normalidade
empregando-se o teste de Kolmogorv-Smirnov pelo qual foram consideradas como variaveis de

distribuicdo gaussiana aquelas que resultaram em significancia >0,10.

Para comparar 0s pesos das ratas mensurados no inicio do experimento, aos 30, 60 e 90
dias para os grupos controle e tratado empregou-se o teste de analise de variancia para dados
pareados (ANOVA), com contrastes pelo método de Tukey-Kramer. Para comparar os valores
médios de ingestdo de liquidos entre os grupos controle e experimental dos dias zero a 30, 31 a
60, 61 a 90 e zero a 90 empregou-se o teste t ndo pareado. Diferengas estatisticas significativas
foram consideradas quando p<0,05.

Para comparar 0 peso, 0 numero de corpos luteos, peso dos ovarios e parametros

mensurados no hemograma e bioquimica sérica entre 0s grupos controle e experimental,
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empregou-se o teste t ndo-pareado com correcdo de Welch. Para realizar as mesmas comparagoes
entre 0s momentos dentro de cada grupo empregou-se a analise de variancia com contrastes pelo

método de Tukey.

Resultados

Com relagéo ao peso das ratas, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre 0s grupos
(controle e cha verde) nos momentos avaliados, porém as ratas demonstraram ganho de peso

significativo nos dois grupos a cada més avaliado (tabela 1).

Tabela 1 — Medias e desvios-padrdes do peso das ratas tratadas com agua (Controle) e
cha verde (CV) no inicio do experimento (dia zero), aos 30, 60 e 90 dias.

Parametro Grupo Momentos (dias)
0 30 60 90
Peso (Q) Controle  181,90+13,26"* 211,20+16,63"° 222,80+17,26"° 233,00+19,30 "
cVv 194,90+16,70"*  216,00+18,23"° 231,80+17,87 *°  245,40+21,48 A

Valores na mesma coluna seguidos de letras maitsculas iguais e valores na mesma linha seguidos
de letras minGsculas iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Com relacdo a ingestéo de liquido e de racdo, observou-se diferenca significativa entre o
grupo controle e o grupo cha verde, houve um aumento significativo no consumo de liquido pelo
grupo experimental a partir de 30 dias e esse aumento manteve-se até o final do experimento.
Também foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo controle e o cha verde no
consumo de racdo no segundo més do experimento, 0 grupo experimental consumiu mais racéo
que o grupo controle, porém, no terceiro més notou-se uma queda nesse consumo. Em relagdo ao
tempo total do experimento, houve uma maior ingestdo de racéo e de liquido pelo grupo tratado
(tabela 2).
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Tabela 2 — Médias e desvios-padrdes da ingestdo de liquido e racdo pelas ratas tratadas

com agua (Controle) e cha verde (CV) do inicio do experimento aos 90 dias.

Parametro Grupo Momentos (dias)

0-30 31-60 61-90 TOTAL (0-90)

Ingestdo de liquido  Controle 29,53+2,52 4% 2906+2,10*  28,79+341"%  29,13+2,72 "

(mL/dia) cVv 20,26+2,63°%  31,90+2,32°%  31,03+2,48°F° 30,73+2,69 B

Ingestdo de ragdo  Controle  36,79+4,89 A  3937+2,33"%  35424350""  37,19+4,00*

(9/48 horas) cV 36,78+5,79 % 42,79+1,94 % 3884 +6,69”%® 394745708

Valores na mesma coluna seguidos de letras maitsculas iguais e valores na mesma linha seguidos
de letras minasculas iguais ndo diferem estatisticamente (p >0,05).

N&o houve diferenca estatistica entre os dois grupos (controle e cha verde) em relacdo ao
peso dos ovarios e em relagdo ao nimero de corpos luteos. Porém, o peso dos ovarios foi maior

no primeiro més nos dois grupos em relacéo aos outros meses (tabela 3).

Tabela 3 — Médias e desvios-padrdes do numero de corpos llteos e peso dos ovarios de
ratas tratadas com agua (Controle) e cha verde (CV) aos 30, 60 e 90 dias.

Parametro Grupo Momentos (dias)
30 60 90
Peso dos ovarios  Controle 0,30+0,10 “ 0,18+0,05 A° 0,21+0,04
@) cVv 0,35+0,09 2 0,20+0,06 *° 0,22+0,06 *°
NUmero de Controle  61,10+10,93 64,90+27,77 A 62,30+20,17

corpos lateos
pos U cV 67.80123.32 @ 57.20£25 41 55.20£26.13

Valores na mesma coluna seguidos de letras maidsculas iguais e valores na mesma linha seguidos
de letras mindsculas iguais nao diferem estatisticamente (p>0,05).

Os resultados das médias do eritrograma dos animais estdo apresentados na tabela 4. O
grupo experimental (cha verde) apresentou menor nimero de hemécias, menor hemoglobina e

menor hematdcrito que o grupo controle apenas no primeiro més do experimento, nos outros
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meses ndo houve diferenca significativa entre os grupos. O VCM (Volume Corpuscular Médio)
foi maior no segundo més no grupo controle que no grupo do cha verde, nos outros meses nao
houve diferencga significativa. O VCM do grupo cha verde foi significativamente menor no
segundo més em relacdo ao primeiro més. Assim como o VCM, o HCM (Hemoglobina
Corpuscular Média) do grupo do cha verde também foi menor no segundo més comparado com
primeiro més, o que levou a uma diferenca significativa entre o grupo controle e o tratado no
primeiro e segundo meses. O CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) foi
maior no grupo do cha somente apds 3 meses de tratamento quando comparado ao controle. Nao
houve diferenca entre 0s grupos e nem entre os momentos analisados com relacdo a PPT

(Proteina Plasmatica Total, tabela 4).

Tabela 4 — Médias e desvios-padrdes dos parametros analisados no eritrograma de ratas

tratadas com agua (Controle) e cha verde (CV) aos 30, 60 e 90 dias.

Parametro Grupo Momentos (dias)
30 60 90

Eritrécitos Controle 8,37 +0,21 7,84 40,90 " 8,33+0,76 ™
(10°/mm?) cV 7,78 £0,36 > 8,12+0,54% 8,17 £ 0,47 ™
Hemoglobina  Controle 16,18 + 0,34 15,55+ 1,75 16,25 + 1,69
(g/dL) CVv 15,52 + 0,74 B2 15,58 + 1,21 16,07 +£0,78 ™
Hematocrito Controle 45,47 + 1,43 4352 +4,63"  4581+4,99"
(%) CcV 43,05 + 1,98 ®2 4381+338"  44,67+247"
VCM Controle 54,68 + 1,68 " 55,62 +1,48"%  5495+133"
(fL) cVv 55,34 + 1,18 2 53,90+ 1,26 % 54,70 +£0,76 "%
HCM Controle 19,35+ 0,43 19,85 + 0,46 19,50 + 0,46
(p9) cV 19,96 + 0,34 B2 19,16 + 0,50 & 19,68 + 0,34
CHCM Controle 35,62 + 0,61 " 35,70+£0,75”*  3551+0,39"
(%) cV 36,04 + 0,46 " 35,56 + 0,53 A2 36,00 + 0,50 **
PPT Controle 6,97 +0,32 " 7,00 +0,37 " 6,93+ 0,43
(g9/dL) cVv 6,68 + 0,41 ™ 6,87 +0,31™ 6,91+ 0,28 "

Valores na mesma coluna seguidos de letras maidsculas iguais e valores na mesma linha seguidos

de letras mindsculas iguais nao diferem estatisticamente, dentro do mesmo parametro (p >0,05).
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Quando os leucogramas dos animais foram avaliados, observou-se um aumento das
células de defesa (leucdcitos, neutrofilos, eosinofilos, linfocitos e mondcitos) no grupo do ché
verde, do primeiro ao ultimo més do experimento, sendo que houve diferenca estatistica
significativa entre 30 e 90 dias neste grupo. O grupo controle so diferiu do grupo tratado com cha

em relacdo aos eosindfilos com 3 meses de experimento (tabela 5).

Tabela 5 — Médias e desvios-padrdes dos parametros avaliados no leucograma de ratas
tratadas com agua (Controle) e cha verde (CV) aos 30, 60 e 90 dias.

Parametro Grupo Momentos (dias)
30 60 90

Leucocitos  Controle  6.513+2.6925”*  5938+3.046,7"*  6.889+2.713,6 ™
(células/mm®) Y] 4.120 +2.340,4%% 6550 +2.972,3%%  10.489 +5.191,2 *°

Neutrofilos ~ Controle  1104,4 + 828,37 % 12553+ 769,25”* 17534 + 545,37 "
(células/mm®) CcV 742,20 + 424,99 1690,6 + 834,827  3177,9 + 2326,3 "

Eosindfilos ~ Controle 251,86 +221,54”% 243,86 + 225,88 "% 231,33 + 208,51
(células/mm®) CcVv 108,33+ 89,90 ¢ 293,50 + 328,48 “® 537,00 + 210,04 &°

Linfécitos ~ Controle  4968,8 + 1764,5%%  4277,4+2056,2"%  4636,4 + 2128,0 *
(células/mm®) cVv 3201,7+1838,9"%  4554,0+21715”®  6658,1 +2894,3 "

Mondcitos ~ Controle  219,0+212,08% 205,00 + 196,55 °* 262,44 + 188,40 2
(células/mm?) CVv 98,25 + 60,80 113,67 £ 64,05 315,89 + 130,62 *°

Valores na mesma coluna seguidos de letras maidsculas iguais e valores na mesma linha seguidos
de letras minGsculas iguais ndo diferem estatisticamente, dentro do mesmo parametro (p >0,05).

Com relacdo ao perfil bioquimico, observou-se diferenca significativa entre as médias dos
grupos controle e cha verde somente aos 60 dias de tratamento para creatinina, colesterol e
triglicerideos, sendo que o grupo controle apresentou maiores valores para creatinina e menores
valores para colesterol e triglicerideos. O colesterol aumentou no grupo controle no terceiro més

de experimento, mas nao diferiu do grupo tratado neste momento (tabela 6).
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Tabela 6 — Médias e desvios-padrBes dos parametros avaliados na bioquimica sérica de
ratas tratadas com agua (Controle) e cha verde (CV) aos 30, 60 e 90 dias.

Parametro Grupo Momentos (dias)
30 60 90

Uréia Controle 46,07 + 14,07 ™ 51,72 + 11,61 46,31 + 12,297
(mg/dL) cVv 4576 +751" 54,17 + 11,94 " 46,89 +9,14 "

Creatinina Controle 0,51 +0,07 @ 0,42 + 0,04 *° 0,46+ 0,09 A%

(mg/dL) cVv 0,48 + 0,024 0,37 + 0,02 B° 0,41+ 0,06 A°
Colesterol Controle 50,85+ 17,122 38,17+ 9,14 "2 76,70 + 10,40 A
(mg/dL) cVv 60,77 + 22,49 A2 53,56 + 10,50 B2 68,85 + 14,19
Triglicerideos  Controle 158,20 + 52,44 108,60 + 54,82~ 140,30 + 53,75 ™
(mg/dL) CcV 165,40 + 80,45 A2 167,00 + 68,21 B2 116,70 + 54,84 A2
Glicose Controle 122,64 + 23,59 A 123,70 + 15,50 A2 128,40 + 12,92 A2
(mg/dL) cVv 128,80 + 11,55 A2 123,30 + 17,08 A 136,50 + 27,69 A

Valores na mesma coluna seguidos de letras maitsculas iguais e valores na mesma linha seguidos
de letras minGsculas iguais ndo diferem estatisticamente (p >0,05).

Discussao

Todas as ratas utilizadas neste experimento ganharam peso durante os trés meses
analisados, porém, esse ganho de peso era esperado, devido ao crescimento dos animais. As 60
ratas iniciaram o experimento com um peso médio de 189,11+18,53, sem diferenca significativa
entre os grupos controle e tratado com cha verde. Ao final dos 3 meses, a media de peso das ratas
foi de 239,20£20,87. Porém, em nenhum dos momentos, houve diferenca no peso das ratas entre

0s grupos controle e tratado.

Ao avaliar o consumo de liquido evidenciou-se que o grupo tratado com cha verde
aumentou o consumo de cha a partir do segundo més do experimento e ingeriu uma maior
quantidade de liquido que o grupo controle, tanto nos dois ultimos meses quanto no consumo
total do experimento (0-90 dias). Esse maior consumo pode ser devido a alguma propriedade
farmacologica diurética do cha verde. O aumento de micgdo pode levar ao aumento do consumo
de liquido. O aumento da miccdo neste trabalho ficou evidenciado por uma diminuicdo na
creatinina sérica aos 60 dias no grupo tratado com o cha verde, indicando um maior “clearance”

renal. Estes dados estdo de acordo com os de Yokozawa e col. (1996) que observaram um
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aumento da filtragem glomerular em ratos nefrectomizados, pela diminuicdo da creatinina sérica
e o retardamento da faléncia renal, e também estdo de acordo com os dados de Renno e col.
(2008) que trabalharam com ratos diabéticos. Outro fator que pode levar ao aumento do consumo
de cha é presenca de constituintes alcaldides no cha verde, o principal deles é a cafeina, que por
sua vez também é muito relacionada com um poder de dependéncia quando ingerido com muita

frequéncia (Temple, 2009).

O grupo que ingeriu cha verde apresentou um maior consumo de racdo, isto contradiz o
trabalho de Josic e col. (2010) que observaram em humanos uma maior saciedade pos-prandial,
no momento em que o cha verde foi ingerido. Entretanto, nenhum efeito de saciedade foi
observado em pessoas obesas tratadas por 12 semanas com capsulas de extrato de cha verde
(Auvichayapat e col., 2008). E possivel que estas diferencas nos trabalhos em relagéo a saciedade
se devam ao tempo de observacdo do sentimento de saciedade. Além disso, Josic e col. (2010)
admitem em seu trabalho que seus resultados em relacdo a saciedade, devem ser vistos com

cautela, pois ndo foi um estudo cego e, portanto, os resultados podem ser tendenciosos.

O mesmo ganho de peso nos grupos controle e tratado com cha verde, apesar de um maior
consumo de racédo pelo grupo tratado, pode ndo ser um efeito apenas das catequinas presentes no
cha verde, pois o cha verde também contém cafeina (Goto e col., 1996). O uso da cafeina pode
contribuir com este resultado, pois aumenta o gasto de energia (Dulloo e col., 1989; Astrup e col.,
1990) ou aumenta a termogénese (Astrup e col., 1990). Também ha evidéncias de que a cafeina
age em sinergismo com as catequinas, pois homens saudaveis suplementados com extrato de cha
verde contendo 270 mg de EGCG e 150 mg de cafeina, tiveram o gasto de energia 4 % maior
quando comparado aqueles que foram suplementados apenas com cafeina, e a oxidacdo de
gordura também foi maior com o consumo do cha verde comparado a cafeina sozinha (Dulloo e
col., 1989). Phung e col. (2010) revisaram a literatura para comparar o efeito das catequinas com
e sem cafeina e concluiram que a ingestdo das catequinas do cha verde com cafeina afeta o peso
corporal, entretanto, a magnitude do efeito por 12 semanas é pequeno e pode néo ser clinicamente
relevante. Além disso, os dados analisados por estes autores (Phung e col., 2010) ndo sugerem
gue as catequinas sem cafeina alteram as medidas antropométricas como peso corporal,

circunferéncia abdominal e indice de massa corporal.
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No presente estudo houve a pesagem dos ovarios dissecados e a contagem dos corpos
luteos. Embora ja tenha sido demonstrado por Basini e col. (2005) que a EGCG presente no cha
verde inibe a producdo de VEGF e a proliferacdo das céelulas da granulosa de suino cultivadas in
vitro, isto ndo demonstrou correlacdo com a producdo de corpos luteos, pois este trabalho néo
apresentou diferenca entre os grupos controle e cha verde, nem no ndmero de corpos lGteos,
tampouco no peso dos ovarios. Mesmo com muitas evidéncias de que o cha verde interfere na
reproducédo por alterar a esteroidogénese (Liao e Hiipakka, 1995, Kao e col., 2000, Abe e col,
2000, Hiipakka e col., 2002, Ohno e col., 2002, Goodin e Rosengren, 2003) e diminuir fatores de
crescimento (Gupta e col., 2001, Sartippour e col., 2002) envolvidos na foliculogénese e no
desenvolvimento do corpo luteo, neste trabalho ndo foi observada uma diminuicdo na taxa
ovulatéria das ratas sob ingestdo prolongada de cha verde. Porém, mais estudos devem ser
realizados para verificar se o chd verde interfere na reproducdo, pois outros parametros

reprodutivos devem ser estudados e avaliados além da formacao de corpos lGteos.

Apesar dos valores de hemoglobina terem sido mais baixos no grupo tratado com cha
verde em relacdo ao grupo controle aos 30 dias, ndo houve diferenca aos 60 nem aos 90 dias,
além disso, os valores de hemoglobina estdo dentro da faixa de normalidade para ratos, ndo
representando anemia. Valores similares de hemoglobina foram encontrados por Akase e col.
(2004), que encontrou médias de hemoglobina entre 14,3 a 16,6 g/dL em ratos saudaveis. O valor
minimo e maximo de hemoglobina encontrado neste trabalho foram 12,4 g/dL e 19,5 g/dL,
respectivamente. Os valores de referéncia para hemoglobina sdo 13,4 a 15,8 g/dL, segundo
Mitruka e Rawnsley (1977) e 11 a 18g/dL, segundo Harkness e Wagner (1993). Como
consequéncia da diferenca encontrada na média da hemoglobina aos 30 dias entre 0s grupos, o
hematdcrito também apresentou diferenca entre 0s grupos no mesmo momento. Também 0s
valores médios encontrados no hematdcrito estdo dentro dos valores de referéncia e foram

similares aos encontrados por Akase e col. (2004) e também por Carvalho e col. (2009).

Em relacdo a série branca das ratas, ficou claro um aumento no nimero de células de
defesa no grupo tratado com ché verde, comprovando o efeito do chd em aumentar a imunidade
do organismo. Estes dados estdo de acordo com o relato de Cabrera e col. (2006) de que o cha
verde estimula o sistema imune. O cha verde fortalece a acdo do sistema imune porque protege o

organismo contra oxidantes e radicais livres (Cabrera e col., 2006).
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Valores bem diferentes séo encontrados entre os autores em relacdo ao colesterol de ratos,
Mitruka e Rawnsley (1977) consideram como valores de referéncia para o colesterol de 10 a 54
mg/dL, j& Harkness e Wagner (1993) consideram varia¢cdes de 40 a 130mg/dL como valores
normais. O colesterol do presente experimento variou de 22,4 a 101 mg/dL, sendo que as medias
dos grupos foram de 55,4 mg/dL para o grupo controle e 61,06 mg/dL para o grupo tratado com

cha verde, somando todo o periodo experimental (3 meses).

J& que o grupo do ch& verde ingeriu maior quantidade de racdo comparado ao grupo
controle a partir do segundo més do experimento e ndo houve diferenca entre 0s grupos com
relacdo ao peso, isto € um indicio de que o cha verde possua efeito de perda lipidica, também
demonstrado no trabalho de Balentine e col. (1997). Segundo Higdon e Frei (2003) as catequinas
presentes no cha verde inibem as enzimas chaves na biossintese de lipideos e reduzem a absorcéo
intestinal lipidica, por meio do aumento do perfil lipidico do sangue. Este fato, também foi
evidenciado no presente trabalho, pois com 60 dias de ingestdo de cha verde, o grupo tratado
apresentou maior quantidade de triglicerideos e de colesterol no sangue em relacdo ao grupo
controle. Fato que coincide com o momento em que foi observado um aumento na ingestdo de

racao pelo grupo tratado e que néo resultou em maior peso dos animais deste grupo.

N&o houve alteragdo nos niveis séricos de glicose entre o grupo tratado com cha verde e o
grupo controle nos diferentes momentos analisados, estes dados estdo de acordo com os de Josic
e col. (2010). Porém, este resultado ja era esperado, pois as ratas utilizadas neste experimento ndo
apresentavam problemas metabdlicos. A literatura relata que as catequinas presentes no cha
verde, principalmente a EGCG, tem um efeito benéfico na tolerancia a glicose e no risco de
desenvolver diabetes tipo Il (Higdon e Frei, 2003; Maruyama e col., 2009), por aumentar a
sensibilidade a insulina depois de um teste oral de tolerdncia a glicose, porém sem nenhuma

alteracdo nos niveis de glicose em roedores (Wu e col., 2004) e humanos (Venables e col., 2008).

O consumo prolongado do cha verde é benéfico, pois estimula o sistema imunoldgico,
auxilia na manutencdo do peso corporal, ndo interfere nos pardmetros reprodutivos avaliados,

diminui a creatinina sérica e aumenta o perfil lipidico do sangue em ratas Wistar superovuladas.
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Resumo

Consumo de ché verde estimula o sistema imunoldgico e ndo interfere na ovulagdo de ratas

superovuladas.

O cha verde oriundo da planta Camellia sinensis é considerado uma bebida saudavel, pois
é associado h& varios beneficios para a saude, incluindo a prevengdo de céncer, doenga
cardiovascular e osteoporose. As catequinas encontradas em abundancia no cha verde possuem
acao antioxidativa e bactericida e também atividade anti-tumoral, porém nao ha estudos
demonstrando se o consumo prolongado do cha verde pode interferir na reproducdo e nos exames
laboratoriais. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o peso corporal, 0 nimero de
corpos luteos, o hemograma e a bioquimica sérica de ratas Wistar superovuladas, sob ingestéo
prolongada de cha verde. Para tanto, as ratas foram divididas em dois grupos, controle e tratado
com ingestdo de ch& verde (n=30). O experimento teve duracdo de trés meses e ao final de cada
més, 10 animais de cada grupo foram superovulados e sacrificados, foi realizada, entéo, a
pesagem dos animais e dos ovarios, a contagem dos corpos luteos e os exames laboratoriais do
sangue dos animais. A analise estatistica realizada entre os grupos foi o teste t ndo-pareado com
correcdo de Welch e entre 0s momentos dentro de cada grupo empregou-se a anélise de variancia
com contrastes pelo método de Tukey, diferencas foram consideradas quando p<0,05. O
consumo prolongado do ché verde por trés meses ndo aumenta o0 peso dos animais mesmo com
um maior consumo de racdo, também néo interfere na resposta ovulatoria, porém, aumenta as
células de defesa, diminui a creatinina sérica e aumenta o perfil lipidico do sangue em ratas

Wistar superovuladas.

Palavras-chave: lipideos, sistema imune, ovario, corpo ldteo.
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