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RESUMO 
 

Efeito da Ingestão do Chá Branco (Camellia Sinensis (L.) Kuntze) sobre a 
Expressão Gênica do Sistema Vegf No Corpo Lúteo e Proliferação Celular no 

Endométrio de Ratas Superovuladas 
 

O chá é uma das bebidas mais populares e a segunda mais consumida no mundo. 
A população ingere chás em média, de duas a três vezes ao dia, sendo em sua 
maioria oriundos da planta Camellia sinensis.  São bem conhecidos os efeitos 
benéficos para a saúde do consumo dos chás provenientes dessa planta, como a 
prevenção de câncer, de doença cardiovascular e da osteoporose. Apesar disso, 
pouco se sabe sobre a ação do chá branco na reprodução, sendo importante avaliar 
as possíveis consequências do seu consumo no desenvolvimento luteal e 
endometrial. Visto que a principal catequina, a epigalocatequina galato (EGCG) 
presente neste chá influencia a expressão gênica do Vegf em tumores e este é um 
importante fator angiogênico dos órgãos reprodutivos, este estudo teve como 
objetivo verificar o efeito da ingestão do chá branco sobre a abundância relativa do 
mRNA do Vegf e dos seus receptores,sobre a proliferação celular do endométrio de 
ratas superovuladas. Para tanto, as ratas foram distribuídas em dois grupos, grupo 
controle (n=30) que recebeu água e grupo com ingestão de chá branco (n=30). Os 
ovários e os úteros foram coletados ao final de cada mês de ingestão de chá branco 
ou água de 10 animais de cada grupo, durante três meses consecutivos, sendo os 
ovários armazenados em trizol no freezer a -80ºC e posteriormente a abundância 
relativa de mRNA do Vegf, do Flt-1 e do Kdr foram avaliadas. Além disso, os úteros 
foram analisados histologicamente pelo método de coloração de prata para 
detecção de proliferação celular. Os dados foram avaliados quanto ao pressuposto 
de normalidade (Shapiro-Wilk) e as comparações estatísticas foram realizadas por 
meio dos testes t não pareado entre os grupos nos diferentes momentos de 
colheitas (p<0,05). A abundância relativa de mRNA do Vegf e dos seus receptores 
foi alterada pelo consumo de chá e houve um menor número de regiões 
organizadoras de nucléolo nas células do endométrio. Conclui-se que a ingestão 
prolongada de chá branco altera a expressão dos genes do sistema Vegf no corpo 
lúteo e diminui a proliferação celular do endométrio de ratas Wistar. 
 
Palavras-chave: AgNOR, Fator de crescimento endotélio-vascular, Flt-1, Kdr, RT-
PCR. 

 
 
 
 
 

 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

Effects of White Tea Intake (Camellia Sinensis (L.) Kuntze) on the Gene 
Expression of Vegf System in the Corpus Luteum and Cell Proliferation in the 

Endometrium of Superovulated Rats 
 

Tea is an extremely popular drink, being the second most commonly consumed in 
the world. People ingest teas on average two to three times a day, the majority being 
derived from the Camellia sinensis plant. The beneficial health effects of the 
consumption of tea from this plant are well known, such as the prevention of cancer, 
cardiovascular disease and osteoporosis. Despite this, little is known about the 
action of white tea on reproduction. It is important to evaluate the possible 
consequences of consumption on luteal and endometrial development since the 
main catechin, epigallocatechin gallate (EGCG), present in the tea influences the 
gene expression of VEGF in tumors and this is an important angiogenic factor in the 
reproductive organs.  This study aimed to verify the effects of prolonged intake of 
white tea on the relative abundance of VEGF mRNA and its receptors, as well as in 
cell proliferation in the endometrium of superovulated rats. For this purpose, the rats 
were divided into two groups, control group (n = 30), which received water, and white 
tea intake group (n = 30). The ovaries and uteri were collected from 10 animals in 
each group at the end of every month, for three consecutive months, stored in Trizol 
in a freezer at -80 ° C and the relative abundance of VEGF mRNA, Flt-1 and KDR 
were subsequently evaluated. In addition, the uteri were histologically analyzed 
using the silver staining method to detect cell proliferation. The data were evaluated 
for the assumption of normality (Shapiro-Wilk) and statistical comparisons were 
performed using the unpaired t test between groups at different collection moments 
(p <0.05). The relative abundance of VEGF mRNA and its receptors was changed by 
the tea consumption and there were a lower number of nucleolar organizer regions 
in endometrial cells. It was concluded that prolonged consumption of white tea 
interferes the expression of the VEGF system genes in the corpus luteum and 
decreases cell proliferation in the endometrium of Wistar rats. 
 
Key-words: AgNOR, Vascular endothelial growth factor, Flt-1, Kdr, RT-PCR. 
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1. RESUMO 

O chá é uma das bebidas mais populares e a segunda mais consumida no mundo, a 
população ingere chás em média de duas a três vezes ao dia, sendo em sua 
maioria oriundos da planta Camellia sinensis.  Os chás provenientes dessa planta 
têm vários efeitos benéficos para a saúde, como a prevenção de câncer, doença 
cardiovascular e da osteoporose. Apesar disso, pouco se sabe sobre a ação do chá 
branco na reprodução, sendo importante avaliar as possíveis consequências do seu 
consumo no desenvolvimento luteal e endometrial. Visto que a principal catequina 
presente neste chá influencia a expressão gênica do Vegf em tumores e este é um 
importante fator angiogênico dos órgãos reprodutivos. O objetivo deste estudo foi 
verificar o efeito da ingestão prolongada do chá branco sobre a abundância relativa 
do RNAm do Vegf e dos seus receptores, bem como na proliferação celular do 
endométrio de ratas superovuladas. Para tanto, as ratas foram distribuídas em dois 
grupos, grupo controle (n=30) que recebeu água e grupo com ingestão de chá 
branco (n=30), os corpos lúteos e os úteros foram colhidos. O consumo de chá 
alterou a abundância relativa de mRNA do Vegf e dos seus receptores nos corpos 
lúteos. Os úteros foram analisados histologicamente pelo método de coloração de 
prata e um menor número de regiões organizadoras de nucléolo foi detectado. 
Conclui-se que a ingestão prolongada de chá branco altera a expressão dos genes 
do sistema Vegf no corpo lúteo e diminui a proliferação celular do endométrio de 
ratas Wistar. 
 
Palavras-chave:  AgNOR, Fator de crescimento endotélio-vascular, Flt-1, KDR, RT-
PCR. 
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2. TEXTO 

Introdução 

Os chás branco, preto e verde são produzidos a partir da planta Camellia 

sinensis, sendo diferenciados pelo tipo de processamento e pela atividade biológica 

dos chás, sendo que esta é geralmente atribuída aos polifenóis que eles possuem 

(Apostolides et al., 1997; Mukhtar et al., 1992; Pereira et al., 2014; Shiraki et al., 

1994).  Quatro catequinas (epicatequina – EC, epicatequina galato – ECG, 

epigalocatequina – EGC, e epigalocatequina galato - EGCG) são componentes 

abundantes dos polifenois desses chás, com ação antioxidativa, anti-hipertensiva, 

anti-inflamatória, anti-trombótica, anti-tumoral, bactericida e redução lipídica 

(Balentine et al., 1997; Velayutham et al., 2008). 

O chá branco é um chá não fermentado, produzido a partir de brotos jovens, 

os quais são protegidos da luz solar para evitar a degradação dos polifenóis; e por 

isso, contém maiores níveis de catequinas, polifenóis e atividade antioxidante que 

os outros chás provenientes da mesma planta (Hilal et al., 2007; Teixeira et al., 

2012; Venditti et al., 2010).  

Apesar dos múltiplos benefícios do consumo do chá branco, é importante 

avaliar também as possíveis consequências do seu consumo na reprodução; 

nenhum trabalho foi encontrado na literatura que avaliasse o efeito direto do 

consumo do chá branco em órgãos reprodutivos. O que se sabe, é que a principal 

catequina presente no chá branco, a EGCG, induz a redução nos níveis de 

hormônios sexuais esteroides (Kao et al., 2000; Basini et al. 2005), com possíveis 

efeitos negativos na eficiência reprodutiva.  

A esteroidogênese pode ser afetada pela inibição da biossíntese de 

colesterol, já que a EGCG inibe a esqualeno-epoxidase (Abe et al., 2000), 
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importante enzima na produção de colesterol e a concentração sérica de colesterol 

diminui no organismo de ratas que consumiram chá branco (Vieira, 2012). 

A EGCG é conhecida por inibir a produção do fator de crescimento endotélio-

vascular (VEGF) tanto em tumores, diminuindo o seu desenvolvimento (Jung et al., 

2001; Sartippour et al., 2002), quanto em células da granulosa de suíno cultivadas in 

vitro (Basini et al., 2005).  

O VEGF está envolvido no desenvolvimento dos folículos e dos corpos lúteos 

(CL) (Danforth et al., 2003; Dissen et al., 1994; Ferrara et al., 1998; Fraser, 2006; 

Kaczmarek et al., 2005; Stouffer et al., 2001). Com o bloqueio da atividade biológica 

do VEGF, há a interrupção da foliculogênese e da formação do CL (Danforth et al., 

2003; Zimmermann et al., 2001b).  

 A EGCG também induz a apoptose em células linfocíticas da leucemia da 

linhagem B in vitro, por meio da ativação da caspase-3 e da parcial inibição da 

fosforilação dos receptores do VEGF, receptor 1 da tirosina quinase do tipo fms 

(FLT-1, também conhecido como VEGFR-1) e o receptor contendo domínio quinase 

inserido (KDR, também conhecido como FLK1 ou VEGFR2) (Ghosh et al., 2009).  

Apesar da EGCG, a principal catequina do chá branco, estar envolvida de 

forma negativa no sistema VEGF, é importante avaliar a ingestão do próprio chá 

branco e se seus efeitos podem ser similares aos relatados na literatura com a 

catequina purificada. Uma vez que não foi observada diminuição no peso dos 

ovários e no número de corpos lúteos de ratas superovuladas que ingeriram chá 

branco (Vieira, 2012). 

Juntos, esses estudos ressaltam a influência que o chá branco pode ter no 

sistema VEGF no ovário e na proliferação celular reprodutiva. Sendo assim, o 

objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da ingestão do chá branco na 
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abundância relativa do mRNA de Vegf e seus receptores em CL e na proliferação 

celular do endométrio em ratas superovuladas . 

 

Resultados 

O tratamento com ingestão de chá branco em todos os períodos analisados 

induziu uma maior abundância relativa do mRNA de Vegf no CL em todos os 

momentos do experimento, p <0,05 (Figura 1). Com relação aos receptores (Kdr e 

Flt-1), a abundância relativa do mRNA de Kdr foi maior no grupo tratado com chá 

branco (CB) aos 30 dias em relação ao grupo controle (CT), porém não houve 

diferença entre os dois grupos aos 60 e 90 dias do experimento, p <0,05 (Figura 2). 

Já a abundância relativa do RNAm de Flt-1 no CL, foi maior no grupo CB em todos 

os momentos avaliados, p<0,05 (Figura 3). 

Quando foi comparada a abundância relativa dos RNAm  de Vegf, Kdr e Flt-1 

no período total avaliado, observou-se uma maior expressão (p<0,05) desses genes 

no grupo CB em relação ao controle (Figura 4).  

Em relação à proliferação celular, o grupo controle apresentou maior número 

de NORs em relação ao grupo tratado com chá branco (P<0,05), em todos os 

momentos (Figura 5). E quanto à área total de NORs por célula, o grupo CT teve 

menores áreas (μm2) de NORs em todos os momentos analisados (p<0,05), (Figura 

6). 

Em relação à razão entre a área do núcleo pela área das regiões 

organizadoras de nucléolo (NORs) nos grupos controle e tratado com chá branco, o 

grupo CT apresentou maior razão em todos os momentos avaliados (P<0,05), 

(Figura 7). 
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 Discussão 

 Este trabalho demonstrou pela primeira vez o efeito da ingestão do chá 

branco na expressão gênica do sistema VEGF em ovário e na proliferação 

endometrial in vivo e não in vitro. 

O Vegf-A é expresso nas células da granulosa em todos os estádios dos 

folículos e nas células da teca em ovários de rata (McFee et al., 2009). Alguns 

estudos em tumores demonstram que a catequina EGCG presente no chá branco 

diminui o VEGF e a vascularização tumoral (Jung et al., 2001; Sartippour et al., 

2002). Nossa hipótese de que o VEGF seria inibido no ovário com a ingestão 

prolongada do chá branco, não se confirmou no presente trabalho, sendo observado 

um aumento na abundância de mRNA do  Vegf nos CLs de ratas Wistar tratadas 

com chá branco por 30, 60 e 90 dias. 

A grande maioria das células em proliferação no CL são endoteliais 

(Jablonka-Shariff et al., 1993; Nicosia et al., 1995; Reynolds et al., 1994). O VEGF-A 

induz o aumento da vascularização como um mecanismo para formar novas redes 

vasculares (Ferrara et al., 1997), portanto se ocorrer uma  redução do fluxo 

sanguíneo ovariano por inadequada vascularização, a função luteínica é prejudicada 

(Reynolds et al., 1992, 1994). 

Embora já tenha sido demonstrado que a EGCG inibe a produção de VEGF e 

a proliferação das células da granulosa de suíno cultivadas in vitro (Basini et al., 

2005), não se observa alteração no número de ovulações e peso dos ovários em 

ratas que consumiram chá branco (Vieria, 2012). 

O VEGF-A executa suas funções se ligando a dois receptores, FLT-1 e KDR. 

As células endoteliais e seus precursores expressam Kdr e são importantes no 

estabelecimento da vascularização inicial (vasculogênese) e no desenvolvimento da 
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nova vascularização de veias sanguíneas já existentes (angiogênese) (Bott et al., 

2006; Yamaguchi et al., 1993).  

Os receptores do VEGF são expressos no ovário em estádios diferentes do 

ciclo estral em ratas (Sugino et al., 2001). O receptor que parece ter um importante 

papel na angiogênese do ovário é o KDR (Pauli et al., 2005). A utilização do inibidor 

de KDR diminui o número e o tamanho dos CLs (Wedge et al., 2005) e, além disso, 

prejudica a angiogênese no CL (Zimmermann et al., 2001a). 

Ao avaliar a abundância relativa de mRNA do Kdr neste presente trabalho, 

observou-se um aumento de sua expressão no CL ovariano somente no primeiro 

mês de ingestão do chá branco, com 60 e 90 dias o grupo CB não diferiu do 

controle. Isso pode ser devido a uma adaptação do metabolismo do animal ao 

consumo do chá branco. De todos os modos, observa-se que o gene Kdr foi o que 

teve maior variação no período de 30 dias na expressão gênica do grupo tratado 

com chá branco e uma menor expressão gênica relativa no total do tempo dos 3 

genes-alvo analisados.  

Entretanto no trabalho de Vieria (2012), não foi observada diferença no 

número de corpos lúteos e no tamanho dos ovários de ratas que ingeriram chá 

branco. Possivelmente a função luteal dos ovários das ratas do presente estudo não 

tenha sido prejudicada, pois a abundância relativa de mRNA do KDR não diminuiu e 

foi similar ao grupo controle no segundo e terceiro mês de ingestão do chá branco. 

A ligação do VEGF-A ao KDR promove sobrevivência celular, proliferação, 

diferenciação e migração (Claesson-Welsh, 2003; Ferrara e Gerber, 2001; Ferrara, 

2001; Karkkainen e Petrova, 2000). O crescimento celular promovido pelo KDR 

deve ser pelo seu efeito antiapoptótico (Dias et al., 2000; Gerber et al., 2002; Santos 

e Dias, 2004).  
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O Flt-1 não é considerado um receptor essencial na transmissão de sinal 

mitogênico, mas um receptor modulador capaz de regular negativamente a atividade 

do VEGF no endotélio vascular, sequestrando-o e tornando esse fator menos 

disponível para o KDR, um mediador das funções mitogênicas do VEGF (Keyt et al., 

1996; Millauer et al., 1994; Park et al.,1994). O Flt-1 pode modular negativamente a 

formação de vasos sanguíneos por enfraquecimento da sinalização através do KDR 

(Roberts et al., 2004). 

Por esta razão, é importante ressaltar que o aumento da abundância relativa 

do Flt-1 no presente trabalho pode ter sido provocado para regular a liberação do 

KDR em resposta ao aumento da abundância relativa de mRNA do VEGF, sendo 

que o Flt-1 modula o sinal de KDR (Roberts et al., 2004). Podendo assim indicar 

uma regulação na atividade do KDR, visto que se trata de um mediador da ação 

mitogênica, angiogênica, proliferativa de células endoteliais e permeabilidade 

vascular do VEGF-A (Ferrara et al., 2003).  

A utilização da coloração de prata pela técnica de AgNOR se mostra de 

importante valia para verificar a proliferação celular (Prathiba e Kuruvilla, 1995). 

Santos et al. (2011), em estudo com tumor venéreo transmissível canino, 

observaram que maior número de pequenos NORs indica maior atividade 

proliferativa da célula.  O número e a área das NORs representam parâmetros que 

refletem o grau da atividade proliferativa das células, por meio da coloração de 

nitrato de prata que marca as proteínas argirofílicas nucleolares (AgNORs) ligadas à 

transcrição das NORs, pois quanto mais AgNORs coradas, maior é a atividade 

proliferativa do tipo celular (Coleman et al., 1996; Pich et al., 2000; Rivero et al., 

2004; Trerè, 2000) e quando há baixa proliferação, as áreas de NORs são maiores 

e em pequeno número (Silva et al., 2003). Portando, a análise da proliferação 
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celular feita através do número e da área de NORs no presente estudo demonstra 

uma menor proliferação de células no útero das ratas tratadas com chá branco. 

A modulação da diminuição da proliferação celular endometrial pelo consumo 

do chá branco pode ser ainda pela inibição de fatores de transcrição que regulam a 

expressão de genes que levam à mitose celular. Como no caso observado em 

alguns cânceres, em que a EGCG modula a apoptose suprimindo a atividade de 

fatores de transcrição pró-mitogênicos, como fator nuclear Kappa β (NF-Kβ) 14676829 

e da proteína ativadora 1 (AP-1) (Huang et al., 1997). 

Além disso, alguns estudos demonstram que a EGCG também pode regular o 

ciclo celular pela inibição das ciclinas (reguladores positivos do ciclo celular) e pela 

estimulação dos inibidores quinase dependentes de ciclina (CKI) em células de 

câncer (Chen e Zhang, 2007; Hastak et al., 2005; Nihal et al., 2005). A EGCG 

também pode inibir a expressão do Bcl-2 e aumentar as caspases induzindo a 

apoptose celular (Chen e Zhang, 2007; Manna et al., 2006; Nishikawa et al., 2006). 

Mais além, as catequinas do chá também podem diminuir a concentração de 

estradiol, por reduzir a atividade da aromatase (Basini et al., 2005; Kao et al., 2000). 

E sabe-se que o estradiol está envolvido nos mecanismos de proliferação celular 

endometrial (Vermeirsch et al., 1999).  

Podendo este ser um achado importante para mulheres com endometriose, 

pois estas apresentam um tecido endometrial fora da cavidade uterina pelo aumento 

da capacidade proliferativa tecidual, ocasionando dor e infertilidade. 

No presente estudo foi utilizado o extrato da planta e não a catequina, em 

uma concentração de 2,5 g/ 100 mL, dada as limitações do modelo experimental ser 

in vivo, não foi possível afirmar que as catequinas atingiram o ovário, mas o trabalho 

de Chu et al., (2007) apresenta forte evidência disso, pois foi demonstrado que se 
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administrada a catequina oralmente para ratas prenhes, os filhotes apresentam 

catequina em todos os órgãos avaliados.  

Os dados da expressão gênica demonstram que o sistema VEGF foi alterado, 

não confirmando a hipótese de diminuição do VEGF e de seus receptores. Contudo, 

o efeito da administração do chá branco pode ser diferente da administração da 

catequina purificada, pois contem outros componentes bioativos (Chen et al., 1997). 

Conclui-se, que a ingestão prolongada de chá branco altera a expressão 

gênica do VEGF e de seus receptores no corpo lúteo, e diminui a proliferação 

celular do endométrio de ratas Wistar. Acredita-se que somente com mais estudos é 

que se pode confirmar a segurança dessa bebida para a reprodução, por meio das 

análises de ação dos segundos mensageiros dos receptores, fluxo sanguíneo, 

diferenciação e proliferação celular ovarianos. 

 

Material e métodos 

1) Animais 

Foram utilizadas 60 ratas Wistar, em idade reprodutiva (11 semanas), peso 

médio de 150 g, nulíparas, divididas em dois grupos: CT (controle, n=30) e CB 

(tratado com chá branco, n=30), provenientes do Biotério Central da Universidade 

do Oeste Paulista (UNOESTE). As ratas foram pesadas, identificadas e mantidas 

em caixas, com 5 animais por caixa, com temperatura (média de 22ºC ± 2 ºC), 

umidade e iluminação controladas (12 horas de luz e 12 horas de escuridão), das 7 

horas da manhã às 7 horas da noite.  Os animais de ambos os grupos tiveram 

acesso livre à ração (Supralab®, Raça Forte, Brasil). Enquanto o grupo CT recebeu 

água ad libitum no bebedouro, o grupo CB recebeu chá branco (Amor à Vida®, 
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Amor à Vida Produtos Naturais, Brasil) em uma situação experimental de ingestão 

prolongada, como descrita por Yang et al. (2003) e Niwattisaiwong et al. (2004). O 

chá foi preparado diariamente em uma concentração de 2,5% pela adição de água 

fervente no extrato puro de chá branco e posteriormente filtrado. O consumo de 

líquido foi verificado diariamente através da medição do volume restante no 

bebedouro (CT: 29,13±2,72 mL/dia e CB: 32,37±2,70 mL/dia, p<0,05). 

 

2) Superovulação 

O tratamento com chá ocorreu durante 3 meses, ao final de cada mês, 10 

ratas de cada grupo (CT e CB) foram superovuladas. A superovulação foi feita 

seguindo o protocolo hormonal de superovulação de Kito et al. (2010), que consistiu 

de uma injeção intraperitoneal de 150 UI/Kg de gonadotrofina coriônica equina 

(eCG; Folligon®, MSD Saúde Animal, Brasil) e 48 horas após, aplicação de uma 

injeção intra-peritoneal de 150 UI/Kg de gonadotrofina coriônica humana (hCG; 

Vetecor®, Hertape Calier, Brasil). Após 48h da aplicação da hCG, as ratas foram 

pesadas, anestesiadas com éter, e então mortas por exsanguinação. Os úteros 

foram coletados e armazenados em solução de Davidson para análise de 

proliferação celular.  Os ovários foram dissecados e os CLs armazenados em 

Trizol® à -80ºC para avaliar a abundância relativa de mRNA do Vegf e dos seus 

receptores (Flt-1 e Kdr) por meio da RT-qPCR (reação de transcriptase reversa 

seguida da reação em cadeia da polimerase).  

 

3) Protocolos para expressão do mRNA (RT- qPCR) 

Os CLs armazenados em Trizol foram triturados em homogeneizador de 

tecidos e submetidos ao protocolo Trizol® (Invitrogen) de extração de RNA total. A 
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concentração do RNA total recuperado foi mensurada por espectrofotometria. Todas 

as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas à 

RT-qPCR, conforme as instruções do protocolo DNAse I – Amplification Grade® 

(InvitrogenTM, Termo Fisher Scientific, Brasil). Depois foram realizadas as 

transcrições reversas utilizando o oligoDT como oligonucleotídeo iniciador e a 

enzima Superscript® III (InvitrogenTM, Termo Fisher Scientific, Brasil), seguindo as 

recomendações do fabricante. Foi realizada a PCR em tempo real dos cDNAs 

utilizando o aparelho ABIPrism® 7500 (Applied Biosystems®, Termo Fisher 

Scientific, Brasil). As reações foram realizadas utilizando o sistema TaqMan® 

(Applied Biosystems®, Termo Fisher Scientific, Brasil). As PCRs foram conduzidas 

em duplicatas com o uso de 2,5µl de cDNA de cada amostra e a expressão foi 

determinada pela quantificação em relação ao gene controle, através do programa 

LinRegPCR®  (Ramakers et al., 2003), seguido do método de Pfaffl (Pfaffl et al., 

2001). 

Os oligonucleotídeos iniciadores para os genes em estudo foram Vegf, Flt-1 e 

Kdr e para os genes endógenos foram beta-actina, Gapdh (gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase), Hprt-1 (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase) e Rps-18 

(proteína ribossomal 18S). Todos os oligonucleotídeos e sondas foram obtidos da 

Applied Biosystems® (Termo Fisher Scientific, Brasil) e estão apresentados na 

Tabela 1. Para a escolha do endógeno mais estável foi utilizado o programa 

NormFinder software® (MOMA, Dinamarca), para a normalização dos resultados 

obtidos pelos genes-alvo da reação. Quando comparado os diferentes genes 

endógenos utilizados, a combinação do Rps-1 e do Hprt-1 resultaram em menor 

variabilidade para todos os genes-alvo avaliados no CL, os valores de estabilidade 
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foram de 0,335 para Vegf, de 0,367 para Kdr e 0,323 para o Flt-1 e por isso, foram 

utilizados para a normalização da expressão dos 3 genes-alvo (Vegf, Kdr e Flt-1). 

 

4) Proliferação Celular (coloração pelo método de AgNOR - 

“Argyrophilic Nucleolar Organizer Regions”) 

Os úteros foram armazenados em solução de Davidson (ácido acético- 10 ml, 

formol- 20 ml, etanol a 95%- 30 ml e água destilada- 30 ml), sendo lavados em água 

corrente após 24 horas e armazenados em álcool 75°. Nesta solução foram 

mantidos até a inclusão das amostras em parafina. Após a inclusão em parafina, 

foram obtidos cortes de 5µm de espessura e as lâminas foram confeccionadas 

utilizando micrótomo. As lâminas foram desparafinadas e hidratadas em água 

deionizada e posteriormente colocadas em uma solução de gelatina a 2% e ácido 

fórmico a 1% em água deionizada e solução de nitrato de prata a 50%, na 

proporção de 1:2. As lâminas permaneceram imersas nessa solução durante 45 

minutos em estufa a 37°C. Após, foram lavadas em água deionizada por 1 minuto, 

desidratadas, clarificadas e montadas com resina sintética (Kravis et al., 1996; 

Simoes et al., 1994; Vajdovich et al., 2004). Para definir a área de AgNOR, as 

lâminas foram fotografadas por uma câmera acoplada ao microscópio óptico em 

objetiva de 100x com o auxílio do óleo de imersão . As áreas de regiões 

organizadoras nucleolares (NORs), coradas com nitrato de prata e visualizadas em 

tons marrom-acastanhados foram marcadas e quantificadas utilizando o software 

MOTIC Imageplus 2.0® (MOTIC, China), em dez campos diferentes de cada lâmina, 

onde foram mensurados 10 núcleos em cada campo, conforme Sanches (2010) 

(Figura 8). Este método constitui um recurso para analisar a proliferação celular, 

uma vez que as estruturas coradas estão relacionadas com o nível de atividade 
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celular e nuclear. Nas células em proliferação, aumenta o número de NORs, 

tornando-se possível a associação entre a área de NORs e a proliferação celular 

(Crocker, 1996; Derenzini, 2000). 

 

5) Análise estatística 

Todos os parâmetros foram avaliados pelo pressuposto de normalidade de 

Shapiro-Wilk, considerando dados normais quando p>0,05. Para comparação entre 

as médias dos grupos controle e tratado com chá branco nos diferentes momentos 

foi utilizado o teste T. Diferenças estatísticas significativas foram consideradas 

quando p<0,05. O programa utilizado para as análises foi o SAS®. E os dados foram 

apresentados em valores médios e erro padrão da média (EPM). 

 

6) Comitê de Ética 

O experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(protocolo CEUA número 336 e 2501). 
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Figura 1: Efeito da ingestão do chá branco na abundância relativa de RNAm do  

Vegf nos ovários de ratas consumindo água (controle) ou chá branco por 30, 60 e 

90 dias. Dois endógenos (Rps-18 e Hprt-1) foram utilizados para normalização dos 

dados. Letras diferentes representam diferença entre grupos em cada momento 

(p<0,05).  
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Figura 2: Efeito da ingestão do chá branco na abundância relativa de RNAm do Kdr 

nos ovários de ratas consumindo água (controle) ou chá branco por 30, 60 e 90 

dias. Dois endógenos (Rps-18 e Hprt-1) foram utilizados para normalização dos 

dados. Letras diferentes representam diferença entre grupos em cada momento 

(p<0,05).  
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Figura 3: Efeito da ingestão do chá branco na abundância relativa de RNAm do Flt-1 

nos ovários de ratas consumindo água (controle) ou chá branco por 30, 60 e 90 

dias. Dois endógenos (Rps-18 e Hprt-1) foram utilizados para normalização dos 

dados. Letras diferentes representam diferença entre grupos em cada momento 

(p<0,05).  
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Figura 4: Efeito da ingestão do chá branco na abundância relativa dos genes Vegf, 

Kdr e Flt-1 nos ovários de ratas consumindo água (controle) ou chá branco por um 

período total de 3 meses. Dois endógenos (Rps-18 e Hprt-1) foram utilizados para 

normalização dos dados. Letras diferentes representam diferença entre grupos para 

cada gene (p<0,05). 
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Figura 5: Média e erro padrão de número de regiões organizadoras de nucléolo 

(NORs) nas células uterinas de ratas tratadas com chá branco por 3 meses ou 

tratadas com água (grupo controle). Letras diferentes representam diferença entre 

grupos para cada gene (p<0,05). 
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 Figura 6: Média e erro padrão da área (μm2) total de regiões organizadoras de 

nucléolo (NORs) nos grupos controle (ingestão de água) e tratado (ingestão de chá 

branco) pelos períodos de 30, 60 e 90 dias.  Letras diferentes representam diferença 

entre grupos para cada gene (p<0,05). 
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Figura 7: Média e erro padrão da razão entre a área (μm2) do núcleo pela área das 

regiões organizadoras de nucléolo (NORs) nos grupos controle (ingestão de água) e 

tratado (ingestão de chá branco) pelos períodos de 30, 60 e 90 dias.  Letras 

diferentes representam diferença entre grupos para cada gene (p<0,05). 
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Figura 8: Fotomicrografia: Regiões organizadoras de nucléolo (NORs) em útero de 

rata Wistar que consumiu chá branco, aumento de 1000x. Coloração de prata. 
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Tabela 1: Oligonucleotídeos iniciadores dos genes-alvo e dos genes 

endógenos utilizados na PCR em tempo real.  

 
Genes GeneBank Produto 

Vegf-a NM_031836.2 69pb 

Flt-1 NM_019306.1 60pb 

Kdr NM_013062.1 75pb 

Gapdh NM_017008.3 175pb 

Beta actina NM_031144.2 91pb 

Rps18 NM_213557.1 62pb 

Hprt-1 NM_012583.2 64pb 
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scientific information. All color figures will be reproduced in full color in the online edition (RGB) of the journal at 

no cost to authors. Color figures should be submitted in RGB colorspace for optimal online and print quality. If the 

authors wish to have color figures in the print article, the first page of color per article is free and subsequent 

color pages within an article cost $500 each. It might be possible to publish several color images on one page, 
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• http://www.genenames.org (humans, non-human primates, domestic species) 
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make the relevant materials used to generate the results of the paper freely available to other 

investigators. The requests must be within reason taking into account cost of production, limited 

supply, and expenses in shipping. Materials held by a third party distributor should be 
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Dataset accessibility. All datasets used in manuscripts for MRD must be publically available, 
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partial listing of such databases follows: 
• Genbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
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Research with vertebrates and humans.  Research involving live vertebrates, experiments must 
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Council's publication “Guide for Care and Use of Laboratory Animals”. The institutional 
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of the manuscript. If the work includes data derived from human subjects, a statement that 

informed, written consent was obtained is mandatory and should be submitted with the cover 

letter. Authors must list the institutional committee(s) that have approved experiments involving 

human subjects or human tissue in the Materials and Methods section of their paper and include 

with their submission a statement to confirm that informed consent was obtained from all subjects 

or tissue donors. 
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