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RESUMO

O cha verde & atualmente a segunda bebida mais consumida do mundo,
ficando atras somente da agua. Essa planta de origem asiatica tem chamado a
atencéo da comunidade cientifica devido as suas propriedades terapéuticas, as
quais se destacam a atividade antioxidante, anticarcinogénica, antiinflamatéria,
dentre outras. Tais propriedades estdo associadas a presenca das catequinas,
que sao polifendis amplamente encontrados no cha verde. Considerando sua
utilizagdo como agente terapéutico e uma demanda cada vez mais crescente
da populagao em busca de seus beneficios, ha um interesse consideravel em
determinar os riscos que o cha verde pode causar a saude. Estudos
evidenciaram efeitos de toxicidade referentes ao seu consumo em longo prazo.
Assim, a avaliacdo do potencial mutagénico, isto é, potencial de causar lesdo
no DNA, se torna necessario para assegurar o uso relativamente seguro de
plantas medicinais. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar,
in vivo, o potencial mutagénico das catequinas presentes no cha verde, através
do ensaio de micronicleo em células de medula 6ssea de roedores. Para a
realizagdo dos experimentos, foram utilizados oito camundongos machos
adultos da espécie Mus musculus, linhagem Swiss, com peso entre 20 e 30g,
escolhidos aleatoriamente. Os camundongos foram pré- tratados por um
periodo de nove dias e eutanasiados no décimo dia, onde foi colhida a medula
Gssea para analise microscopica, a fim de verificar a presenga ou nio de
micronucleos. Apds analise em microscopia Optica ndao foi observado a
presencga de microntcleos na concentragao e tempo avaliados. A utilizagdo do
cha verde como agente terapéutico € cada vez maior, visto que diversos
estudos relatam suas propriedades biolégicas. Assim, com os resultados
obtidos nesse estudo, pode-se propor uma alternativa terapéutica barata e de
facil acesso, e segura no sentido de mesmo em doses elevadas de catequinas,
ndo causar danos a molécula de DNA. Como forma de complementar esse
estudo, temos como perspectivas futuras analisar a atuacdo do cha verde, com
diferentes concentragdes de catequinas, incluindo a de 85% e em doses diarias
por um tempo prolongado, a fim de se observar se o tempo passa a ser ou ndo
um fator determinante para a indugéo da lesao.

Termos de indexacdo: catequinas, cha verde, microntcleo.




ABSTRACT

The use of tea is widespread, second only to water in worldwide consumption. This
plant of asian origin has called the attention of the scientific community among to its
therapeutic properties, which include the antioxidant activity, anticarcinogenic, anti-
inflammatory and others. It's properties are associated to the presence of the
catechins, which are widely found in green tea polyphenols. Considering the rise of
its consumption and their use as therapeutic agent there is considerable interest in
evaluat the risks that green tea can cause to health. Studies showed effects of
toxicity for your long-term consumption. Thus, the evaluation of mutagenic potential,
that is, potential to cause damage in the DNA, it becomes necessary to ensure the
relatively safe use of medicinal plants. In this way, this study aims to evaluate, in
vivo, the mutagenic potential of catequins present in green tea, through the
micronucleus test cells in bone marrow of rodents. For the realization of the
experiments, were used ten adult male mice of the species Mus musculus, Swiss
lineage, weighing between 20 and 30 g, chosen randomly. They were pre-treated for
nine days and sacrificed on the tenth day, where it was harvested bone cells for
microscopic analysis to verify the presence or not of micronucleus. After optical
microscopy analysis, the presence of micronucleus was not observed in the period
and concentration evaluated. The use of green tea as a therapeutic agent is high,
since several studies report their biological properties. Acording to the results
obtained in this study, we can propose an alternative therapy wich is cheap and
easily accessible, and secure in the sense that even in high doses of catechins, no
damage was observed in DNA molecule. To complement this study, we have, as
future prospects, evaluate the actions of green tea with different concentrations of
catechins, including 85% and in daily doses for an extended time, to see if the time
may or not be a determining factor for the induction of damage in the genetic
material.

Index terms: catechins, green tea, micronucleus.
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1 INTRODUGAO

O cha verde é uma bebida de sabor agradavel, obtido a partir da infusao de
folhas e brotos da planta Camellia sinensis, sendo esta pertencente a familia
Theaceae. Atualmente, se destaca como sendo uma das bebidas mais consumidas
em todo o mundo (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006). Originario da China,
o cha é cultivado e consumido pelas suas caracteristicas de aroma, sabor e
propriedades medicinais em mais de 160 paises, especialmente, asiaticos
(KUMUDAVALLY et al., 2008). Possui em sua composi¢ao algumas vitaminas como
as vitaminas C, B, e E, além de minerais como o potassio, magnésio e substancias
alcalbides. (SAITO, et al., 2007b). Dentre as substancias bioativas mais estudadas
atualmente, estd a categoria dos flavonoides, que constituem o mais importante
grupo de compostos fendlicos e estdo naturalmente presente em diversos alimentos
como frutas, vegetais, e alguns alimentos processados (chas, vinho tinto e
chocolate). (VARGAS; SUAREZ et al., 2004, SAITO, et al., 2007 b).

As propriedades biologicas do cha verde, como atividade anti-inflamatéria
(DAVIM et.al., 2010, FERRARIO et al., 2011), anticarcinogénica, antitumoral,
antilipémica, quimiopreventiva, antioxidante (CHEN JH et al., 2004, SIDDIQUI et al.,
2009), termogénica e redutora de risco cardiovascular (DULOO et. al., 1999 ;
FAGUNDES, COSTA, 2003, WANG et al., 2011), vem cada vez mais despertando o
interesse da comunidade cientifica e da populagdo de modo geral. Além disso,
surgem todos os dias, mais e mais aplicagbes para os extratos do cha verde.
(SAITO, S. T, 2007). Entretanto, estudos evidenciaram efeitos adversos referentes
ao seu consumo em longo prazo (BARTELS et al, 2003; INOUE et al, 2011).

Muitos compostos que fazem parte da composicdo quimica das plantas
utilizadas como medicinais, podem ser mutagénicos e até carcinogénicos, quando
ingeridos de forma indiscriminada. Equivocadamente a cultura popular acredita que
fazer o uso exagerado de determinada planta ndo causa mal algum, pelo simples
fato desta ser de origem naturall O emprego terapéutico do cha exige o
conhecimento de seus compostos farmacologicamente ativos para a avaliagao das
potencialidades terapéuticas, toxicas e para a formulagdo de uma estratégia
adequada para seu uso.
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No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determina
através da Resolugédo n° 90, de 2004, que todo medicamento fitoterapico deve ser
avaliado quanto a sua toxicidade aguda ou por doses repetidas, bem como quanto a
genotoxicidade.

Para a avaliagdo da genotoxicidade ou mutagenicidade, caso os fitoterapicos
sejam utilizados em tratamentos de longa duragdo, a ANVISA (2004) determina que
sejam empregados o teste de Ames ou o teste do Microntcleo.

Ainda ndo existem evidéncias cientificas de que o uso do cha verde seja
isento de efeito genotdxico ou mutagénico para o organismo. Assim, a avaliagdo do
potencial mutagénico, isto &, potencial de causar lesdao no material genético, se torna
necessario para assegurar o uso relativamente seguro do cha verde.

Considerando sua utilizagao como agente terapéutico e uma demanda cada
vez mais crescente da populagdo em busca de seus beneficios, ha um interesse
consideravel em determinar os riscos que o cha verde pode causar a saude.
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2 OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral

Determinar o risco do consumo de cha verde no que se refere ao potencial
mutagénico.

2.2 - Objetivos Especificos

Avaliar o potencial mutagénico das catequinas do cha verde através do teste
de microntcleo em células da medula 6ssea de camundongos em concentragéo
anica, utilizando o extrato seco da Camellia sinensis.

Determinar, através de analise em microscopia Optica, a presenca de
micronucleos nas células da medula éssea de camundongos submetidos ao
tratamento com cha verde a uma concentracédo de 85% de catequinas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cha Verde

A Camellia sinensis € uma pequena arvore, bastante ramosa, pertencente a
familia Theaceae (Temstroemiaceae) e de origem asiatica (SAITO, S.T et al., 2007b)

O cha proveniente das folhas da Camellia sinensis pode ser categorizado em
quatro tipos, de acordo com seu nivel de oxidagdo: o cha branco, feito das mais
tenras folhas, por desidratagdo solar, mais raro e de maior custo, com alta
capacidade antioxidante; o cha verde, o qual ndo sofre fermentacdo durante o
processamento e deste modo conserva a cor original de suas folhas, o
cha oolong que é parcialmente fermentado, resultando em um cha verde preto e o
cha preto, cujo processo de fermentacdo € maior do que o do cha oolong,
contribuindo assim para uma coloracdo escurecida, além de lhe conferir sabor
caracteristico (CHENG TO, 2006) (Figura 1).
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Figura 1- Processamento dos chas provenientes da Camelia sinenses.

Processamento do cha
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O grau de fermentagdo entre os diferentes chas é a chave para a explicagéo
das diferengas entre os constituintes quimicos destes, pois quanto maior o grau de
fermentagdo, mais pobre em polifen6is e mais rico em cafeina sera o cha. O cha
verde se destaca, entre eles, por ser aquele que concentra a maior quantidade de
catequinas, que sdo as substancias bioativas que possuem propriedades
antioxidantes (SCOTT, 1999).

Uma tipica infus@o de cha verde, preparada em uma proporgéo de um grama
de folhas para 100 ml de agua por 3 minutos de fervura, geralmente, contém cerca
de 35-45 mg de catequinas (LAMARAO apud BALENTINE 2001). Normalmente, os
niveis plasmaticos de polifendis sdo baixos, apresentando-se em concentragdes
micromolares, o que sugere que a ingestdo deva ocorrer varias vezes ao dia, em
uma dieta fracionada, para possivelmente proporcionar um efeito benéfico a satde
(MANACH et al, 2005).

A American Dietetic Association sugere que o consumo de cha verde seja de
4-6 xicaras de cha ao dia, a fim de obter efeitos benéficos a salude. A forma de
preparo também devera ser considerada, devendo-se esquentar a agua até pouco
antes da ebulicdo e despeja-la nas folhas de cha, reduzindo, dessa forma, sua
oxidagcdo. A infusdo devera ficar abafada por um periodo de 5 minutos. O
armazenamento por longo tempo também n&o € recomendado, pois ocorre perda
dos compostos fendlicos. A proporcao de agua e ervas deve ser a seguinte: para
cada litro de agua, quatro colheres de sopa de erva fresca ou duas colheres de erva
seca. O consumo do cha ndo deve acontecer entre grandes refeicdes como o
almogo, para ndo interferir na biodisponibilidade de nutrientes como o ferro.
(HANSEN et.al., 2001)

Um estudo realizado por Nishiyama et al., (2010), avaliou os efeitos do
tempo de infusdo, forma de acondicionamento da erva (erva e saché) e forma de
preparo do cha na extragdo dos seus compostos bioativos e na estabilidade da
bebida preparada. Os dados obtidos indicaram que, para um total aproveitamento de
suas propriedades antioxidantes, o cha verde deve ser preparado com tempo de
infusdo de pelo menos 5 minutos, sob agitagdo leve e a granel, pois o
acondicionamento do cha em sachés reduziu a extragdo dos compostos bioativos do
cha; foi visto também que para uma mesma razéo erva: agua houve uma eficiéncia
maior na extracdo dos bioativos do cha quando volumes maiores da bebida foram

preparados; a bebida preparada mostrou-se estavel ao armazenamento em




=mperatura ambiente e em geladeira por 24 horas, sem aparentes alteragcbes em

seus pancipais bioativos e sem perdas das suas propriedades antioxidantes. Desta
Srma. o consumidor pode preparar o cha, manté-lo em geladeira ou mesmo em
s=mperatura ambiente e consumi-lo ao longo do dia.

3.1.2 Constituicdo Quimica

As folhas ndo fermentadas possuem cerca de 15 a 25% de proteinas, 5%
2e ghcidios, 30- 40% de polifendis, 1-5% de alcalbides (cafeina 2,9- 4,2%, teofilina
2 02- 0,04%, teobromina 0,15 a 0,2%), sendo estes responsaveis pelo efeito
esamulante do cha, vitaminas C, B1, B2 e K, além de minerais como o fldor (130-
80 mo/kg) potassio, magnésio, calcio, ferro, manganés e fosforo entre outros.
HUANG, 1993; TREVISANATO, KIM 2000; SAITO, 2007).

A cafeina é considerada uma droga estimulante; possui efeito sobre a
fung3o mental e o comportamento, é diurético, produz excitagdo, euforia, redugéo da
sensacao de fadiga, aumento da atividade motora e pode afetar negativamente a
gualidade do sono. Esta presente no cha verde, em menores quantidades do que &
encontrada no café. Uma xicara do cha contém aproximadamente 6% de cafeina,
enguanto que uma xicara de café contém até 25% (VALENZUELA, 2004).

As catequinas representam 90% do total dos flavondides, sendo que
destes, 20-30% podem estar na forma oxidada € 10% na forma de flavonois (SAIKO
2007). Essas podem ser encontradas também em magas, péras, uvas, vinho tinto e
cacau, estando presentes, em maior quantidade, no cha verde. (ARTS; PUTTE;
HOLLMAN, 2000)

Dentro da classe das catequinas o cha apresenta: epicatequina (EC),
epigalocatequina (EGC), galato-3-epicatequina (ECG), galato-3-epigalocatequina
(EGCG). (Figura 2)
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Figura 2- Formulas Estruturais das Catequinas.
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Fonte: LAMARAO (2009)

O potencial antioxidante das catequinas varia em ordem decrescente: EGCG >
ECG > EGC > EC (MELLO & SANTOS, 2002; EI BESHBISHY, 2005). Sao
compostos incolores, hidrossoliveis, que contribuem para o amargor e a
adstringéncia do cha verde (SCHMITZ, 2005).

3.1.3 Biodisponibilidade das catequinas

As catequinas sdo metabolizadas de forma rapida e extensiva. Um estudo
realizado com ratos indicou que a epigalocatequina galato (EGCG), principal
catequina encontrada no cha verde & excretada principalmente através da bile,
enquanto EGC e EC s&o excretadas pela urina e bile. A determinagdo da
biodisponibilidade de metabdlitos em tecidos alvo pode ser mais importante que os
valores de sua concentragdo no plasma (KIM, LEE, HONG, 2000).

Pesquisadores sugerem que a absorgdo, distribuicdo e eliminacdo das
catequinas diferem entre si (CHEN, et al., 1997; LEE et al., 2002b). Além disso,
diferencas em parametros farmacocinéticos também sdo observadas quando os
flavondides do cha verde sdo administrados na forma de substancia isolada ou in
natura (CHEN et al., 1997). Outros estudos feitos em animais e em seres humanos
revelaram que, ap6s o consumo do cha verde, as principais catequinas encontradas
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no plasma foram a EGC, a EC, a EGCG, a ECG, além de seus metabdlitos (MENG
et al., 2001; MANACH, et al., 2002; NATSUME et al, 2003). O tempo necessario
para que as formas livres de catequinas atinjam a concentragdo maxima no plasma
varia de 1,3 — 2 h (CHEN, 1997; LEE et al., 2002b). Embora a EGCG seja o
flavon6ide mais abundante no cha verde, a sua taxa de absorgio e a concentragéo
maxima no plasma, apés a ingestdo da bebida, sdo inferiores as da EGC e da EC.
Por outro lado, a meia-vida de eliminagdo da EGCG é maior do que a da EGC e da
EC (3,4 h, 1,7 h e 2,0 h, respectivamente) (CHEN et al., 1997; LEE et al., 2002b).
Aléem disso, diferente das demais catequinas, a EGCG circula principalmente na
forma livre (LEE et al., 2002). O principal metabélito detectado no plasma e urina de
seres humanos, apés o consumo de cha verde, foi o 4-O-metil-EGC (LEE et al,,
2002).

3.2 Atividades Biologicas

3.2.1 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do cha verde tem sido destacada por diversos autores
como uma das principais propriedades biologicas da planta, podendo contribuir de
forma significativa na prevengéo e/ou no tratamento de diversas doencas crénico-
degenerativas incluindo o cancer, doengas cardiovasculares, diabetes e outras.
(HONG, J et al., 2001; SONG et al., 2002).

A atividade antioxidante das catequinas deve-se ao mecanismo de
transferéncia de elétron destas para as ROS (espécies reativas de oxigénio),
estabilizando estas substancias, evitando assim, um efeito deletério nas células.
(INNATIA, 2006)

O poder antioxidante dos compostos do cha na doenca de Alzheimer, por
exemplo, tem por meta impedir que a proteina constituida em maior quantidade, a
B-amiléide, forme radicais livres e danifique células do tecido nervoso (COSTA e
ROSA, 2010).

Guo e colaboradores (2007) sugeriram que os polifendis encontrados no cha
verde podem proteger os neurbnios da acdo da dopamina por meio da diminuigéo de
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radicais livres e oOxido nitrico, podendo o cha verde atuar como um importante
agente neuroprotetor na doenga de Parkinson.

Os flavondides também sdo capazes de interromper a peroxidagao de lipideos e
atenuar o consumo de vitamina E (MIURA, et al., 2001).

Wang et al., (2011), realizaram um estudo de metandlise a fim de avaliar a
associacao entre o consumo de cha verde e um menor risco de doencgas
cardiovasculares. Foram utilizados treze estudos com o cha preto e cinco com o cha
verde. Nos estudos em que se utilizou o cha preto ndo foram encontradas nenhuma
associacao significativa, ao contrario do cha verde que, segundo os estudos
avaliados, esta associado a um menor risco de doencas cardiovasculares.

Em relagdo ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio, sabe-se que a
realizacao de uma Unica sessdo de exercicio resistido pode ser suficiente para
elevar as concentragtes plasmaticas de marcadores de danos oxidativos, sugerindo
acOes indesejaveis dos radicais livres em diversas estruturas celulares, tais como
membranas, DNA e proteinas (LEE et al., 2002a; GOLDFARB et al., 2005). Logo, é
suposto que o estresse oxidativo induzido pelo exercicio favorece a ocorréncia de
danos musculares, o comprometimento do sistema imune e a reducdo do
desempenho. Destaca-se que os danos causados pelo estresse oxidativo podem ser
atenuados por uma série de fatores, dentre eles o estado nutricional e o plano
alimentar. Assim, a ingestdo de uma dieta rica em antioxidantes contém potencial
para prevenir o aumento excessivo do estresse oxidativo promovido pelo exercicio
resistido, reduzindo os riscos de lesdes, sem, no entanto, prejudicar a resposta
adaptativa ao esforgo (URSO e CLARKSON, 2003)

3.2.2 Atividade Quimiopreventiva e Anticarcinogénica

A American Association for Cancer Research tem concordado que a
quimioprevencao (uso de agentes quimicos naturais ao invés dos sintéticos para
prevencao de doencas) € uma alternativa viavel para o controle do cancer. Sugere-
se que o mecanismo pelo qual tais compostos podem auxiliar no controle do cancer
esteja relacionado a mecanismos de apoptose (GOSLAU; CHEN 2011)
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Experimentos in vivo demonstram o efeito fotoprotetor do cha verde a
radiagdo ultravioleta por diminuir os danos do DNA quando comparados a exames
realizados antes da ingestdo do cha. Assim, sugere-se que os constituintes do cha
verde podem oferecer protecdo contra os danos no DNA induzidos por radiacéo
(MORLEY et al., 2005; KUZUHARA et al., 2006).

Estudos demonstram que EGCG mesmo sem exposicdo aos raios
ultravioleta B (UVB) inibiu diretamente a expressdo de metaloproteinases e elastase.
A inibicao de metaloproteinases pelos polifenéis do cha fornece sustentacdo para
protecao contra o envelhecimento (VAYALIL et al., 2004).

A administrag&o topica ou oral dos polifendis do ché inibe a formagao de
carcinbégenos epiteliais. A administragdo oral crénica dos polifentis do cha realga
caminhos enzimaticos que possuem papel importante na detoxificagdo de
metabolitos cancerigenos por P450 e por outras enzimas e inibicdo de caminhos
enzimaticos determinantes para iniciagdo do céncer, demonstrando mais uma vez a
atividade protetora do cha. A aplicagéo tépica dos polifenéis do cha na pele do rato
demonstrou resultados ainda contra a hiperplasia epidérmica, a inflamacéo através
da protegdo contra a infiltragdo de leucdcitos, o aumento dos queratinécitos basais e
a indugéo de ornitina descarboxilase (MUKHTAR et al, 2000; VAYALIL et al., 2004;
COOPER et al, 2005;).

Baseado em pesquisas que associam o consumo do ché verde a prevengao
de cancer em varios o6rgaos, SHUKLA e colaboradores (2010) estudaram
os efeitos quimiopreventivos dos polifendis do cha verde (GTP) e os polifendis do
cha preto em tumores induzidos no pulméao de camundongos. O grupo tratado com
o cha, quando comparado ao grupo controle, apresentou baixa incidéncia de
tumores nos alvéolos pulmonar. Assim, o estudo sugereque os
constituintes polifendlicos das duas cultivares de cha, ou seja, verde e preto, tém
efeitos quimiopreventivos na tumorigénese pulmonar induzida em camundongos.

3.2.3 Atividade Anti inflamatéria

Diversos estudos tém demonstrado que o cha verde também possui um bom
potencial anti inflamatério. Davim e colaboradores (2010), realizaram um estudo in
vivo a fim de avaliar o potencial anti inflamatério do cha na redugio do edema. Apos
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nove dias de tratamento com o cha verde, numa concentragdo de 0,6 mg de
catequinas, por kg do animal, os animais sofreram indugéo de lesdo, sendo esta
avaliada em periodos de 5 minutos e 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas apés sua indugdo. Os
resultados obtidos nesse estudo mostraram que no grupo tratado com o cha verde,
houve uma importante redugdo do edema da pata a partir da segunda hora apés a
inducéo da inflamagao, sendo essa redugdo mais significativa no intervalo entre 5 e
24 horas. Com isso, concluiu-se que em modelo experimental de lesdo muscular, as
catequinas presentes no cha verde apresentaram bom potencial antiinflamatério
reduzindo o edema de forma significativa no intervalo de até 24 horas, quando
comparado ao grupo controle.

Nakanish et al (2010) investigaram o efeito da epigalocatequina-3-
galato (EGCG) e galato de epicatequina (ECG), na expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e moléculas de adesdoem célulasda polpa dentaria humana,
estimuladas com fatores derivados de bactérias como o lipopolissacarideo (LPS) e o
peptideoglicano (PG). Os autores observaram que a presenca de EGCG e EGC
reduziu, significativamente, a expressdo de fatores inflamatérios nas células
expostas ao LPS e ao PG. Como conclusdo, o estudo sugeriu que as catequinas do
cha verde podem atuar na prevencao da exacerbagao da pulpite.

Outro estudo realizado por Cavet e colaboradores (2011), avaliou os efeitos
anti-inflamatério e anti-oxidante da epigalocatequina galato (EGCG), nas células
epiteliais da cornea humana. No grupo tratado com EGCG houve uma diminuicdo
dose-dependente na liberacdo de citocinas/ quimiocinas pré inflamatérias,
demonstrando que em razéo do efeitos antiinflamatério e antioxidante encontrados,
a ECGC pode ter um potencial terapéutico no tratamento de doencas inflamatérias

da cormea, incluindo olho seco.

3.2.4 Exercicio fisico e emagrecimento

Entre uma variedade de efeitos benéficos conferidos pelo consumo do cha
verde, grande atencdo tem sido dada a sua capacidade de reducgdo da gordura
corporal.

Em relagdo ao emagrecimento, Kajimoto et al (2005) realizaram um estudo
com 195 individuos que por 12 semanas consumiram 250 ml de uma bebida
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contendo catequinas, com o objetivo de avaliar a redugao da gordura corporal, bem
como a seguranc¢a de sua utilizagao em individuos eutréficos e com sobrepeso. Os
individuos que consumiram a bebida placebo (41,1mg/dia de catequinas) eram
considerados grupo controle. Outro grupo, considerado de baixa dose de ingestso,
recebeu a bebida contendo catequinas no café da manha e no jantar e uma garrafa
de bebida placebo no almogo, totalizando trés garrafas ao dia (444,3mg/dia de
catequinas); e por ultimo, o grupo considerado de alta dose de ingestio recebeu trés
garrafas da bebida contendo catequinas em todas as refeigdes (665,9mg/dia de
catequinas). Os resultados do estudo revelaram significante redugdo na massa
corporal, Indice de Massa Corporal (IMC), na circunferéncia da cintura e na relagao
cintura/quadril nos grupos que ingeriram baixas e altas doses de catequinas. A
medida da cintura indicou significante redug@o na area total de gordura e de gordura
visceral em ambos os grupos, concluindo assim que a bebida contendo as
catequinas do cha foi eficaz na redugdo da gordura corporal e seguro, quando
administrado continuamente por 12 semanas. O estudo sugere ainda que o
consumo de cha verde pode ser benéfico para muitas pessoas e colaborar ainda
para a redugdo de riscos relacionados ao estilo de vida como a diabetes e as
dislipidemias.

Um grupo de pesquisadores investigou, em dois estudos com humanos, os
efeitos daingestdo agudado extrato de chaverde sobre a oxidacédo de
gordura durante o exercicio de intensidade moderada e também avaliaram sua
resposta em relacdo a tolerancia a glicose. Doze participantes fizeram parte do
estudo “A” e 11 participantes integraram o estudo “B". Todos os participantes eram
saudaveis de acordo com resultados de um questionario de salde geral. O grupo A
ingeriu capsulas contendo extrato de cha verde, sem cafeina, numa concentragio
equivalente a 3,5 xicaras de cha, enquanto o outro grupo ingeriu apenas o placebo
de farinha de milho. Ao final do estudo, observaram que o grupo que ingeriu as
capsulas com o cha apresentou, em relagado ao grupo placebo, uma maior oxidagéo
de gordura corporal, demonstrando assim que durante o exercicio de intensidade
moderada, neste caso o ciclismo, o cha verde pode aumentar a oxidagdo de
gorduras, favorecendo o processo de emagrecimento. (JEUKENDRUP et al., 2008)

Em um estudo duplo cego controlado com placebo, Cardoso (2011) avaliou
os efeitos do consumo de cha verde e da pratica ou ndo de exercicio fisico resistido
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sobre a Taxa Metabdlica de Repouso (TMR) e a composi¢ao corporal em mulheres
com IMC entre 25 a 35kg/m2 divididas em quatro grupos (grupo 1 cha verde; grupo
2 placebo; grupo 3 cha verde mais exercicios resistidos; grupo 4 placebo mais
exercicios resistidos) durante um periodo de dois meses. Todas as voluntarias dos
quatro grupos foram submetidas as analises bioquimicas e as avaliagées da TMR
por meio de calorimetria indireta e da composigdo corporal pela biocimpedéancia
elétrica. Os resultados mostraram que o grupo um perdeu uma quantidade de peso
relevante para o periodo de estudo, e apresentou diminuicdo da TMR, perda de
peso, diminuigdo de gordura corporal € mantiveram a massa magra. O grupo dois,
utilizando placebo, nao perdeu peso, ganhou massa gorda além de apresentar
diminuicdo da massa magra e da TMR. Quando os grupos com exercicios fisicos
resistidos foram comparados, observou-se que as voluntarias do grupo trés
apresentaram resultados significativamente melhores que as do grupo quatro, ou
seja, embora ndo tenham perdido peso, tiveram sua composi¢do corporal
modificada, com perda de gordura e ganho de massa muscular; apresentaram
também aumento da forga muscular e redugdo dos niveis de ftriglicérides. Os
resultados deste estudo sugerem que o consumo de cha verde pode ser um aliado
alimentar efetivo para a perda de peso e diminui¢cdo da gordura corporal, sem que
haja perda da massa muscular.

3.2.5 Efeitos Adversos

Segundo Bartels et al., (2003) o consumo didrio de cha obtido de 65g de
folhas, durante 5 anos, pode levar a disfung@o hepatica, problemas gastrointestinais
como constipagao e irritagdo gastrica, diminuicdo do apetite, insénia, hiperatividade,
nervosismo, hipertensdo e aumento dos batimentos cardiacos. Os autores ainda
complementam que altas doses podem causar efeitos adversos significantes pelo
contetido de cafeina, especificamente palpitagdes, dor de cabeca e vertigem. E
importante que se tenha cautela quanto ao seu uso, dosagem, modo de preparo,
aléem de outras recomendacdes importantes, uma vez que ainda ndo existe um
consenso quanto a sua dosagem.

Cruz e colaboradores (2010) estudaram o efeito do cha verde no peso corporal
e no teste de tolerancia a glicose (GTT). No figado, estudaram a fosforilagdo do




receptor de insulina e da proteina Shc quanto a sua presenca, expressao e suas
alteragbes morfologicas. Ap6s tratamento dos grupos experimentais, foi observada
uma perda de peso corporal significativa e melhora do teste de intolerancia a
glicose. Os animais que receberam tratamento com chéa verde apresentaram lesdes
no figado, o que surpreendeu os pesquisadores, ja4 que o uso do cha ocasionou
melhoria no sinal insulinico e diminuigdo da gordura corporal. Essas lesées se
caracterizaram por congestéo, infiltrado inflamatério focal, hipertrofia e hiperplasia de
celulas de Kupffer. As leses descritas podem estar relacionadas com um processo
de citotoxicidade ocasionado pelo chéd verde, como acima mencionado,
provavelmente sendo o resultado de uma agressdo multifatorial. A necrose
hepatocelular focal também foi encontrada nos animais que tomaram o cha.

Inoue et al, (2011) avaliaram a toxicidade dos polifenéis do cha verde em
diversos 6rgaos de ratos saudaveis e com colite induzida. Os resultados, ap6s
comparagao entre os grupos tratados, indicaram que altas doses de cha verde na
dieta interrompe fungdes do rim, através da reducdo de enzimas antioxidantes e
expressGes da proteina de choque térmico, ndo sé na colite, mas também em
ratos saudaveis.

3.3 Mutagenicidade

A mutagenicidade diz respeito a indugdo de alteragdes transmissiveis
permanentes da quantidade ou da estrutura do material genético das células ou
organismos. Estas alteragdes podem envolver um Unico gene ou segmento de gene,
um bloco de genes ou cromossomas. As alteragdes do material genético das células
podem ocorrer espontaneamente ou ser induzidas em conseqiéncia da exposigéo a
ionizag&o, a radiagdo de raios ultravioletas ou a substancias genotéxicas. Em
principio, a exposicdo humana a substancias mutagénicas pode resultar em
frequéncias acrescidas de mutagdes acima da linha de base. Os danos hereditarios
na descendéncia e, possivelmente, nas geragbes seguintes, de pais expostos a
substancias mutagénicas podem continuar se forem induzidas mutagées nas células
germinativas dos pais. As mutagdes das células somaticas (ou diploides) podem ser
letais ou podem ser transmitidas para as células filhas com consequéncias nocivas
para o organismo afetado. (RIBEIRO, 2003)
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Uma mutagéo é definida com uma mudanga na sequéncia do DNA, que leva a
uma alteracdo herdavel da fungdo génica. Uma vez que as mutagbes sao
frequentemente associadas com o desenvolvimento de canceres e defeitos ao
nascimento, o conhecimento do potencial genotéxico de um agente quimico
industrializado ou naturaimente presente no ambiente é uma informagéo essencial
para as agéncias regulatérias, no que se refere ao estabelecimento de risco para o
homem. (BURNS e BOTTINO,1991)

3.4 Teste do Micronticleo

Muitos agentes toxicos apresentam uma capacidade de reagir com o material
genético das células. Quando uma célula é exposta, por exemplo, a uma substancia
quimica toxica, € possivel encontrar pequenas massas intracitoplasmaticas de
cromatina, com aspecto de um nucleo pequeno, presentes no citoplasma das
células. Estas estruturas sdo denominadas de microntcleos, sendo estes resultantes
de quebras cromossémicas ou de cromossomos perdidos durante a divisdo celular
(FENECH, 2000). (Figura 3)




Figura 3- A origem do micronticleo a partir de um fragmento cromossémico acéntrico ou de
um cromossomo inteiro [a]; em [b], a formag&o de uma ponte citoplasmatica e de um
micronucleo a partir de um fragmento cromossémico acéntrico.
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Fonte: Ribeiro & Marques (2003).

O teste do micronticleo em medula 6ssea de roedores in vivo visa detectar e
quantificar a agdo mutagénica e/ou anti-mutagénica de agentes indutores, sendo
amplamente aceito pelas agéncias internacionais e instituicbes governamentais
como parte de uma bateria de testes recomendada para se estabelecer a avaliacao
e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no
mercado mundial (CHOY, 2001). O referido teste é o ensaio in vivo mais
amplamente utilizado para a detecgdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos), e de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacao
cromossomica anormal) (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al.; 1 994).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), recomenda,
com base em recomendagbes internacionais (OMS, FDA, OECD), que todo
medicamento fitoterdpico deve ser avaliado quanto a sua toxicidade e



genotoxicidade. Para tanto, ela recomenda que sejam utilizados os Testes de Ames
ou o teste do microntcleo. (ANVISA, 2004)




4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Grupo Experimental

Foram utilizados 10 camundongos machos, da espécie Mus musculus (Swiss
albino), procedentes do biotério da Faculdade Natalense para o Desenvolvimento do
Rio Grande do Norte com peso variando entre 20 e 30 gramas, idade entre 7 e 12
semanas. Os animais foram mantidos durante todo o periodo do experimento em
caixas individuais de polipropileno, com tampa-grade, recebendo agua e alimento ad
libitum, em ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23 + 2 °C.

O presente estudo esta de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais
de Laboratério (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, EUA, National
Research Council).

4.2 Metodologia

Para comparagéo e validagdo dos resultados, foram utilizados dois grupos
controle. Para o controle negativo, foi administrado aos animais solucéo salina a
0,9% e no grupo experimental, o extrato seco do cha verde, com uma concentracao
de 85% de catequinas , ambas através da técnica de gavagem, por nove dias.
consecutivos e ininterruptos.

4.3 Obtenc¢édo do material de medula éssea

A obtenc@o do material da medula 6ssea seguiu a metodologia descrita por
Ribeiro (2003). Apés o periodo de tratamento no biotério, os animais foram
conduzidos ao laboratério de histologia para eutanasia e demais procedimentos
metodologicos para realizagdo do teste de microndcleo. Logo apbés esse
procedimento, foi realizada a dissecgao da pele e dos tecidos que recobrem a regiao
do fémur, expondo o mesmo. Com a utiizagdo de um bisturi, cortou-se as
extremidades distal e proximal do fémur, expondo o canal medular.

Com uma seringa, contendo um ml de soro fetal bovino, retirou-se a
medula éssea, que foi posteriormente transferida para um tubo falcon de 15 ml. Em
seguida, a suspensao foi centrifugada por 5 minutos, a uma velocidade de 1000 rpm,
para que as células fossem precipitadas.
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4.4 Preparagao e leitura das laminas

Apos a centrifugacao, o sedimento foi ressuspendido em adicionais 0,5 ml
de soro fetal bovino e o esfregago foi realizado a partir de duas gotas da suspensao
pingadas na extremidade fosca da lamina, previamente marcada com o cédigo do
animal. Em seguida, com o auxilio de outra lamina num angulo de 45°, realizou-se o
esfregaco. Apds o processo, as laminas foram secas a temperatura ambiente e a
coloragdo foi feita utilizando-se o corante de Leishman previamente diluido. As
laminas foram lavadas com agua destilada para remogéo do excesso de corante e
deixadas secar ao ambiente. Segundo Ribeiro et al (2003), a coloragdo tem o
objetivo de diferenciar eritrocito policromatico (PCE) de eritrécito normocromatico
(NCE). Eritrécitos policromaticos (PCE) ou jovens se coram de azul claro e eritrocitos
normocromaticos se coram de vermelho-telha. (Figura 4)

Figura 4- Diferenca na coloracdo de PCE e NCE: (a) eritrocito policromatico
micronucleado (PCEMN); (b) eritrécito policromaético; (c) eritrécito normocromatico.
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Fonte: Livro de Mutagénese Ambiental (2003)
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As laminas foram analisadas na objetiva de 40x para encontrar campos com
boa qualidade técnica, onde as células estivessem bem espalhadas, ndo danificadas
e coradas apropriadamente. Ap6s a localizagdo do campo, a analise das células
para a presenca de micronlcleos foi feita em aumento de 100x (objetiva de
imerséo). Os resultados foram registrados através de fotomicrografia.




5 RESULTADOS

A partir dos resultados obtidos através da analise em microscopia Optica, ndo
foi observada a presenga de micronlcleos nas células da medula éssea dos
camundongos tratados com cha verde a uma concentragdo de 85% de catequinas,
indicando que, no periodo estudado e na concentragao avaliada, as catequinas do
cha, possivelmente ndo apresentam riscos a saude (Figuras 5,6 e 7).

Figura 5- Fotomicrografia de eritrocitos de medula éssea de camundongo tratado
com solugdo salina (grupo controle). Objetiva de 40x.

Fonte: Dados da pesquisa, 2011.
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Figura 6 - Fotomicrografia de eritrécitos de medula 6ssea de camundongo tratado
com concentragao de 85% de catequinas (grupo experimental). Aumento de 40x.

Fonte: Dados da pesquisa, 2011.




6 DISCUSSAO

A exposigcdo do ser humano e do ambiente a diversas substancias quimicas
favorece a ocorréncia de efeitos deletérios que estas podem causar, os quais podem
gerar danos a saude, tais como neurotoxicidade, efeitos carcinogénicos e
mutagénicos. A genética toxicolégica teve sua origem, enquanto ciéncia, a partir da
relagao entre compostos toxicos e DNA, uma vez que foi reconhecida a importancia
da mutagénese como passo prévio para os perigos potenciais dos agentes
mutagénicos para o meio ambiente e a populagéo. E importante salientar que existe
a possibilidade de que a agdo mutagénica venha a manifestar-se apés muitos anos,
no aumento da incidéncia de cancer ou ma formagdo congénita devido aos ditos
efeitos acumulativos (FLORES e YAMAGUCHI, 2008)

O presente estudo avaliou, inicialmente através de anélise microscopica, a
formagéo de microndcleos em células de medula 6ssea em camundongos utilizando
a metodologia descrita por Ribeiro (2003) e adotada pela Sociedade Brasileira de
Mutagénese, que determina os procedimentos a serem seguidos para realizagdo do
teste. Foram utilizados camundongos, por estes apresentarem padrées metabolicos
similares aos humanos (Boone et al., 1990). A partir dos resultados obtidos através
da analise em microscopia 6ptica, nao foi encontrada a presenca de microntcleos
nas ceélulas dos camundongos tratados com extrato seco de cha verde na
concentracéo de 85% de catequinas.

Utilizando metodologia semelhante, Leite e colaboradores (2006) que
avaliaram o potencial mutagénico do Ginkgo Biloba L, através do ensaio de
micronucleo, concluindo que o extrato de suas folhas ndo apresentou atividade
mutagénica e citotéxica para todas as doses testadas nas condigdes experimentais
utilizadas.

O suco de berinjela, muito usado pela populagéo na redugao do colesterol e
no combate a artrite, aterosclerose, gota, reumatismo e diabetes e a infusdo de
carqueja, usada no combate a inflamagdes, principalmente as do trato digestério,
anemia, calculos biliares, diarreias e enfermidades da bexiga, rins e pancreas foram
avaliados por Peron et al., (2008) quanto a sua mutagenicidade. Em conclusao,
observaram que ambos os compostos néo apresentaram efeito mutagénico em ratos
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Wistar, indicando uma seguranga maior de uso destas plantas pelo homem, nos
testes e concentragdes utilizadas.

Magalhdes et al, (2010) avaliaram o efeito genotéxico de extratos de P.
venusta, utilizada popularmente para o tratamento de vitiligo e outras doengas, em
camundongos utilizando os testes de microntcleo e o de aberragdo cromossémica.
Em conclusdo, os autores ndo encontraram efeito genotdxico ou mutagénico do
extrato avaliado. Os resultados encontrados nesses estudos corroboram com os
encontrados no presente trabalho.

Pinho et al, (2010) avaliaram a atividade mutagénica do cha de carqueja in
vivo e in vitro, realizado através do teste de Allium cepa L. e o de aberragdes
cromossomicas, utilizando 4 grupos experimentais tratados com, agua, 20g/L de
carqueja, 200g/L de carqueja e 400g/L de paracetamol. Este estudo evidenciou um
efeito mutagénico do cha em células vegetais (Allium cepa) e em células humanas
(aberragcbes cromossémicas) cultivadas, mas vale salientar que o efeito foi
evidenciado na maior concentragédo, equivalente a 10 xicaras de cha. Este estudo
demonstra que o efeito € dependente da dose, portanto recomenda-se que o cha de
carqueja seja consumido com moderagdo. Este resultado se opde ao encontrado
nesse estudo, uma vez que foi observada atividade mutagénica na substancia

analisada.

E importante ressaltar que estudos similares ainda s#o poucos, tendo em
vista que a preocupagao com o possivel efeito danoso das plantas medicinais a
saude é relativamente novo.




7 CONCLUSAO

O consumo de produtos naturais, incluindo o cha verde, tem aumentado
acentuadamente nas ultimas décadas. Diversos estudos relatam suas propriedades
biolégicas e cada vez mais, aumenta a oferta de produtos que utilizam o cha verde
como seu principio ativo, a fim de atender um consumidor que busca uma alternativa
natural para prevencéo de doengas e promogao da saude.

Assim, com os resultados obtidos nesse estudo, pode-se propor uma
alternativa terapéutica barata e de facil acesso, e segura no sentido de mesmo em
doses elevadas de catequinas, ndo apresentar potencial mutagénico na
concentragao e tempo avaliados. Outras etapas sdo necessarias para determinagéo
de atividade mutagénica, e, como forma de complementar esse estudo, temos como
perspectivas futuras analisar a atuagdo do cha verde, em diferentes concentragdes
de catequinas incluindo a concentragédo utilizada nesse estudo, com doses diarias e
em um tempo prolongado, a fim de se observar se o tempo passa a ser ou ndo um
fator determinante para a indugéo da lesao ao material genético.
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