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RESUMO

O ché verde é uma bebida consumida mundialmente, sobretudo em paises asiaticos. Suas
propriedades bioldgicas tém sido amplamente estudadas. As catequinas presentes no ché
demonstram atividades: antioxidante, antiinflamatoéria, quimioprotetora, anticarcinogénica e
antimicrobiana. A classe das catequinas inclui a: epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), galato-
3-epicatequina (ECG), galato-3-epigalocatequina (EGCG) (Figura 1). As catequinas correspondem a
aproximadamente 26,7% dos compostos derivados das folhas secas do cha verde, dos quais 11% s&o
formados por EGCG, 10% de EGC, 2% de ECG, 2,5% EC e 15% de polifendis ndo identificados. O
objetivo deste trabalho foi: 1) determinar a atividade antimicrobiana do extrato de cha verde
(ECV) e 2) avaliar o efeito quimioprotetor do extrato do ECV, em relagdo a lipoperoxidagado e
citotoxicidade provocada pela Dietilnitrosamina (DEN) em figado de rato bem como verificar
a presenca de toxicidade. Para avaliar a atividade antimicrobiana, utilizaram-se inicialmente
cepas padrao: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 produtora
de B-lactamase, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphilococcus aureus ATCC 25923. Os
resultados mais promissores obtidos nesta etapa foram com a cepa de S. aureus ATCC 25923.
Os estudos subseqiientes com 22 cepas hospitalares de S. aureus sendo 11 MRSA e 11
MSSA, indicaram que o ECV apresenta isoladamente atividade bacteriostatica, mas quando
associado a oxacilina (6 pg/mL) apresenta atividade bactericida. A DEN ¢ um reconhecido
cancerigeno que depende de ativagdo do sistema metabolizador de drogas do figado (MFO)
para exercer sua ac¢ao carcinogénica e toxica, especialmente no figado, rim e trato digestorio
alto. O desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas na hepatocarcinogéneses quimica consiste
em uma etapa obrigatoria, assim como a proliferacdo celular que neste 6rgdo ocorre, por
exemplo, apos a perda de células decorrente da necrose, sendo esta etapa de necrose
necessaria na carcinogénese hepatica. Foram utilizados ratos machos Wistar expostos a doses
unicas de 200 mg/Kg de DEN via intra-peritoneal e dose tnica de 120 mg/Kg de ECV por via
oral, em diferentes momentos experimentais. Apos 24 horas em relagdo ao tratamento com
DEN, os animais foram sacrificados sendo avaliado: 1) os niveis de AST/ALT no plasma, 2) a
lipoperoxidagao por quantificagdo de TBARS e FOX no figado, 3) a ocorréncia de necrose e
hemorragia hepatica através do estudo histopatologico. A a¢do quimioprotetora e a
diminui¢do da lipoperoxidagdo foram comprovadas pela redugdo dos valores das
transaminases, TBARS, FOX e diminui¢do da intensidade da necrose hepatica quando o ECV
foi administrado previamente a DEN. Com esses resultados pode-se dizer que o ECV
apresentou atividade antioxidante e quimioprotetora neste modelo experimental.

Palavras-chave: Cha verde — Aspectos da saude. Produtos de agdo antimicrobiana. Patologia
experimental.
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ABSTRACT

Green tea is a beverage consumed worldwide, especially in Asian countries. Biological
properties have been widely studied. The catechins present in tea show activities: antioxidant,
anti-inflammatory, chemopreventative, anticarcinogenic and antimicrobial. The class of
catechins include: epicatechin (EC), epigallocatechin (EGC), epigallocatechin-3-epicatechin
(ECG), epigallocatechin-3-gallate (EGCG) (Figure 1). Catechins make up approximately
26.7% of compounds derived from the dried leaves of green tea, of which 11% are made up of
EGCG, 10% EGC, ECG 2%, 2.5% EC and 15% polyphenols unidentified . The objective was
to: 1) the antimicrobial activity of green tea extract (GTE) and 2) evaluate the effect
chemopreventative extract ECV in relation to lipid peroxidation and cytotoxicity caused by
diethylnitrosamine (DEN) in rat liver and verify the presence of toxicity. To evaluate the
antimicrobial activity were used initially standard strains: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 producing B-lactamase, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923. The most promising results were obtained in this step
with the strain of S. aureus ATCC 25923. Subsequent studies with 22 hospital strains of S.
aureus and 11 MRSA and 11 MSSA, indicated that the VCS has bacteriostatic activity alone,
but when g/ mL) has bactericidal activity. The DEN is apcombined with oxacillin (6 known
carcinogen that depends on activation of the drug metabolizing liver (MFO) to exert its toxic
and carcinogenic action, especially in the liver, kidney and digestive tract level. The
development of preneoplastic lesions in hepatocarcinogenesis in chemistry is a required step,
and cellular proliferation in this organ occurs, for example, after the loss of cells due to
necrosis, this step is necessary necrosis in liver carcinogenesis. We used male Wistar rats
exposed to doses of 200 mg / kg DEN intraperitoneally and a single dose of 120 mg / kg of
CVE orally at different times of trial. After 24 hours prior to treatment with DEN, the animals
were sacrificed and evaluated: 1) the levels of AST / ALT in plasma, 2) the quantification of
lipid peroxidation by TBARS and FOX in the liver, 3) the occurrence of hepatic necrosis and
hemorrhage by histopathology. The action chemopreventative and decreased lipid
peroxidation, were confirmed by reduction of transaminase, TBARS, FOX and decreasing the
intensity of hepatic necrosis when ECV was administered prior to DEN. With these results we
can say that the ECV had an antioxidant activity and chemopreventative this experimental
model.

Keywords: Green tea — Health aspects. Products antimicrobial. Experimental pathology.
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RESUMO GERAL DA PROPOSTA EXPERIMENTAL

O ché verde ¢ uma bebida consumida mundialmente, sobretudo em paises asiaticos. Suas
propriedades bioldgicas tém sido amplamente estudadas. As catequinas presentes no cha
demonstram atividades: antioxidante, antiinflamatéria, quimioprotetora, anticarcinogénica e
antimicrobiana. A classe das catequinas inclui a: epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), galato-
3-epicatequina (ECG), galato-3-epigalocatequina (EGCG) (Figura 1). As catequinas correspondem a
aproximadamente 26,7% dos compostos derivados das folhas secas do cha verde, dos quais 11% sdo
formados por EGCG, 10% de EGC, 2% de ECG, 2,5% EC e 15% de polifendis ndo identificados. O
objetivo deste trabalho foi: 1) determinar a atividade antimicrobiana do extrato de ché verde
(ECV) e 2) avaliar o efeito quimioprotetor do extrato do ECV, em relagdo a lipoperoxidagado e
citotoxicidade provocada pela Dietilnitrosamina (DEN) em figado de rato bem como verificar
a presenca de toxicidade. Para avaliar a atividade antimicrobiana, utilizaram-se inicialmente
cepas padrao: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 produtora
de B-lactamase, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphilococcus aureus ATCC 25923. Os
resultados mais promissores obtidos nesta etapa foram com a cepa de S. aureus ATCC 25923.
Os estudos subseqiientes com 22 cepas hospitalares de S. aureus sendo 11 MRSA ¢ 11
MSSA, indicaram que o ECV apresenta isoladamente atividade bacteriostatica, mas quando
associado a oxacilina (6 pg/mL) apresenta atividade bactericida. A DEN ¢ um reconhecido
cancerigeno que depende de ativagdo do sistema metabolizador de drogas do figado (MFO)
para exercer sua agdo carcinogénica e toxica, especialmente no figado, rim e trato digestorio
alto. O desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas na hepatocarcinogéneses quimica consiste
em uma etapa obrigatoria, assim como a proliferacdo celular que neste 6rgao ocorre, por
exemplo, ap6s a perda de células decorrente da necrose, sendo esta etapa de necrose
necessaria na carcinogénese hepatica. Foram utilizados ratos machos Wistar expostos a doses
unicas de 200 mg/Kg de DEN via intra-peritoneal e dose tinica de 120 mg/Kg de ECV por via
oral, em diferentes momentos experimentais. Apds 24 horas em relagdo ao tratamento com
DEN, os animais foram sacrificados sendo avaliado: 1) os niveis de AST/ALT no plasma, 2) a
lipoperoxidagao por quantificagdo de TBARS e FOX no figado, 3) a ocorréncia de necrose e
hemorragia hepatica através do estudo histopatologico. A ag¢do quimioprotetora e a
diminui¢do da lipoperoxidagdo foram comprovadas pela redu¢do dos valores das

transaminases, TBARS, FOX e diminui¢do da intensidade da necrose hepatica quando o ECV



foi administrado previamente a DEN. Com esses resultados pode-se dizer que o ECV

apresentou atividade antioxidante e quimioprotetora neste modelo experimental.

HO OH
6 OH
OH
HO
OH
7
6 OH
OH

(EGC) EGCG)

Figura 1 — Formulas estruturais das Catequinas

Fonte: ZHANG, A et al. Inhibitory efects of jasmine green tea epicatechin isdmeros on
free radical-induced lysis of red blood cells. Life Sciences, v. 61, p. 383-94, 1997.



ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO ETANOLICO DE CHA VERDE
(Camellia sinensis)

MATERIAL E METODOS

Extrato Etandlico de Folha de Camellia sinensis - Preparado de 300 gramas utilizando a
parte seca das folhas da Camellia sinensis fornecida pela Quimer Ervas Medicinais. Apos a
extragdo com Alcool Etilico Absoluto, o produto foi filtrado em papel de filtro e concentrado

em rota vapor com temperatura de aproximadamente 40 °C.

Bactérias Padréo - Foram utilizadas bactérias padrao originarias da American Type Culture
Collection (ATCC) - Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063
produtora de B-lactamase, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Bactérias Isoladas de Pacientes Hospitalizados - 22 cepas de Staphylococcus aureus, 11
sensiveis (MSSA) e 11 resistentes (MRSA) a oxacilina As amostras foram isoladas de

pacientes provenientes do Hospital Universitario do Norte do Parana (HUNP) de Londrina.

Determinacgédo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de ECV Frente as Bactérias
Padréo e de Origem Hospitalar - Diferentes concentragdes de ECV foram adicionadas ao
Agar Muller Hinton (MHA), vertidas em placas de Petri estéreis (técnica de Pour-plate).
Aliquotas de 10 ul de diferentes dilui¢des bacterianas (10* e 10° UFC/mL) foram
dispensadas, sobre a superficie do meio + ECV A leitura foi realizada apds incubagao a 36 °C

por 24 horas, comparando com o controle (crescimento em MHA sem ECV).

Efeito Antimicrobiano do ECV Sobre as Amostras de S. aureus de Origem Hospitalar -
Para definir a atividade do ECV como bacteriostatica ou bactericida, as bactérias foram
inoculadas em MHC com ECV. Apos incubagdo a 36°C por 18-24 horas, as culturas foram
repicadas para placas de MHA sem ECV e a leitura de crescimento, ou nio, foi realizada apos

condi¢cdes de incubagdo iguais as ja citadas.

Efeito da Associacdo de ECV com Oxacilina 6 pg/mL Sobre o Crescimento de S. aureus
(MRSA) - As amostras de MRSA foram cultivadas em MHC acrescido de oxacilina e ECV,



ap6s 24 horas a 36°C, foram plaqueadas em MHA e foi verificada a presenca ou nado de

crescimento.

Curva de Crescimento Bacteriano - Com as cepas de S. aureus 6S (MSSA) ¢ 6R (MRSA)
foram realizadas curvas de crescimento, em presenca e na auséncia de ECV. O indculo foi de
10 °> UFC/mL, e as bactérias foram cultivadas a 36°C com agitacdo. Foram tomadas aliquotas

no tempo zero (Ty), 2 (T2), 4 (T4), 6 (Te), 12 (T12) € 24 (T24) horas.



EFEITO QUIMIOPROTETOR DO CHA VERDE (Camellia sinensis) INDUZIDO
PELO AGENTE LIPOPEROXIDANTE DIETILNITROSAMINA

MATERIAL E METODOS

Reagentes - folhas secas de C. sinensis Quimer Ervas Medicinais, Cloreto férrico 1mM
(FeCls), Dietilnitrosamina (DEN), acido ascorbicolMm, Sulfeto de Ferro ImM, 3,3’- bis
[N,N-di (carboximetil) amino-metil]-o-cresol sulfoneftaleina (xilenol laranja), da Sigma
Chemical Company, USA. Formaldeido, 4cido sulftrico, metanol HPLC e écido tioderivado

da malonilurea (TBA 1%), da Merck. Kit Transaminases (AST e ALT) da Laborlab.

Animais e Ambiente de Experimentagdo - Ratos Wistar machos, pesando de 200 a 250g,
foram mantidos em gaiolas contendo seis (6) animais. A ragdo granulada e agua foram
oferecidas “ad libitum”. A temperatura ambiente, a umidade relativa e um baixo nivel de

ruido foram mantidos os mais estaveis possiveis.

Delineamento Experimental - os animais, foram distribuidos aleatoriamente em gaiolas
coletivas e divididos em 5 grupos. Grupo 1 - controle; Grupo 2 — inoculado DEN; Grupo 3 —
tratado com ECV; Grupo 4 — tratado com ECV 3 horas antes a DEN e Grupo 5 — tratado com
ECV 12 horas ap6és a DEN. Os animais foram inoculados com doses tnicas de 200 mg/Kg de
DEN via intra peritoneal (i.p.) e/ou doses Unicas de 120 mg/Kg de ECV de via oral (v.0.),
sacrificados 24 horas apos inoculagdo da DEN. Foram retirados fragmentos do figado, que
foram congelados em nitrogénio liquido para analises posteriores, além de soro para dosagem

das transaminases.

Determinacdo da Atividade da AST e ALT - O soro foi colhido e refrigerado para
subseqiiente dosagem de AST e ALT, utilizando-se método colorimétrico para transaminases,

padronizado pela Laborlab Sistemas Diagnosticos Ltda.

Quantificacdo de TBARS em Figado de Ratos - Um mL do homogenato do figado foi
misturado a 0,2 mL de dgua destilada, 1 mL de TCA (28%) e 1 mL de TBA (1% em NaOH
50 mM). A reagao de lipoperoxidacao foi forcada por ferro (1 mM) e acido ascorbico (1 mM).
Apods adicdo dos componentes os tubos foram agitados, incubados a 95°C por 15 min.,

posteriormente foram colocados em banho de gelo e, acrescentados 2,0 mL de n-butanol,



agitados vigorosamente por 40 seg. ¢ submetidos a centrifugacao de 3.000g por 20 min.
extracdo foi realizada pela adi¢ao de butanol. A leitura da intensidade de cor da fase organica

foi feita em espectrofotometro nos comprimentos de onda de 535 € 572 nm.

Ensaio de FOX (Complexo Fe(l11)-Xilenol Laranja) - O figado foi homogeneizado na
proporcao de 100 mg para 10 mL de metanol e centrifugado. Apos centrifugacdo os tubos
foram preparados com: 500 puL. de FeSO,4 (1 mM), 200 uL de H, SO4 (0,25 M), 200 uL de
xilenol (1 mM), 1000 pL de agua e 100 uL de amostra. Foram incubados 24 horas e
quantificados em espectrofotdmetro em 560 nm. Apds a leitura foi adicionado 5 puL de
hidroperéxido de cumeno (0,19%), seguido de incubagdo e uma nova leitura. Os niveis de

hidroperéxidos lipidicos foram expressos em equivalentes de hidroperdéxido de cumeno em

nmoles CHP/g figado.

Anédlise Histologica - Fragmentos hepaticos foram fixados em formalina tamponada 10%,
processados e corados por hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram examinadas e a
quantificacdo de eventual hemorragia e/ou necrose foi feita através da observacdo de 10

campos, seguinte codigo: 0 (ausente), 1+ (discreta), 2+ (moderada), 3+ (acentuada).

Analise Estatistica - Para avaliar o efeito da DEN e do ECV sobre os diferentes grupos
experimentais foi utilizada a Analise de Variancia de ANOVA, e para comparagdo entre as
médias foi utilizado o Teste de Tukey. Foram considerados como estatisticamente

significativos os valores de p < 0,05.



RESULTADOS E CONCLUSOES

1) O ECV apresentou atividade bacteriostatica em diferentes concentragdes para diferentes
microrganismos. S. aureus foi a espécie a menor concentragao de ECV.

2) O ECV associado a oxacilina apresentou efeito bactericida sugerindo sua atividade como
inibidor de B-lactamase.

3) Os animais tratados com ECV apresentaram reducdo significativa dos valores de ALT e
uma tendéncia de queda dos valores de AST traduzindo sua quimioprotegao.

4) Valores obtidos na quantificagdo do TBARS dos grupos tratados com ECV traduz uma
diminui¢ado da lipoperoxidagao das membranas.

5) A quantificagdo do FOX dos grupos tratados com ECV, sdo condizentes com os resultados
do TBARS, bem como com os obtidos na avaliag¢do histopatologica.

6) Os resultados do histopatolégico confirmam os resultados encontrados na dosagem de
TBARS e FOX.

O extrato vegetal do cha verde pode ser um composto promissor no
tratamento e na prevencdo de infecgdes bacterianas. Esperamos que no futuro possa-se
determinar um possivel emprego deste composto como adjuvante no tratamento de infecgdes
bacterianas, principalmente as causadas por S. aureus MRSA. Além disso, o ECV ¢ capaz de
diminuir a citotoxicidade do DEN, diminuindo a lesdo celular e a lipoperoxidacdo da
membrana da célula hepatica. Estes resultados indicam que o cha verde pode agir como
antioxidante e quimioprotetor nas condigdes testadas. Tendo em vista os resultados obtidos e
o possivel uso do chd como um adjuvante na medicina moderna, outros estudos sao
necessarios para entendermos claramente as propriedades quimicas, farmacoldgicas e os
mecanismos pelos qual o cha verde pode agir como antibacteriano, quimioprotetor e

antioxidante no nosso organismo.
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RESUMO

O cha verde ¢ uma bebida mundialmente consumida, sobretudo em paises asiaticos. Suas
propriedades bioldgicas tém sido amplamente estudadas, gracas a seus componentes
flavonoides e catequinas. Estes compostos apresentam atividades: antioxidante,
quimioprotetora, antiinflamatdria, anticarcinogénica e antimicrobiana. Por outro lado, existem
relatos de efeitos indesejaveis quando o chéd ¢ consumido em excesso. Neste trabalho, apos a
avaliacdo da toxicidade do extrato, foram realizados testes para determinar sua atividade
antimicrobiana, utilizando, inicialmente, cepas padrdo: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 produtora de P-lactamase, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os resultados mais promissores nessa etapa
foram obtidos com S. aureus, espécie utilizada para estudos posteriores quando foram
avaliadas 22 cepas hospitalares sendo 11 MRSA e 11 MSSA. Nossos resultados indicam que
o ECV apresenta atividade bacteriostatica isoladamente e bactericida, quando associado a
oxacilina (6 pg/mL).

Palavras-chave: Camellia sinensis. Cha verde. Flavonoides. Catequinas. A¢ao antibacteriana.
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ABSTRACT

Green tea is a beverage world wide consumed, especially in oriental countries. It’s presents
biological properties such as chemoprotection, antiinflamatory, anti-carcinogenic,
antimicrobial and others. Undesirable effects have also been described. Based on results
obtained in toxicity tests (low reversible toxic effect), in this study we analyzed the
antimicrobial activity of green tea ethanolic extract (GTE) for reference strains Hamilton-
Miller (2001) and 22 Staphylococcus aureus hospital isolates. Away those, 11 were MRSA
and 11 MSSA. On results than that ECV in the used concentrations, presents a bacteriostatic
effect and when associated to oxacillin (6 pg/mL) a bacteriocidal effect was observed.

Keywords: Camellia sinensis. Green Tea. Flavonoids. Catechins. Bacteriocidal.
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1 INTRODUCAO

A bebida conhecida como’chd” corresponde a infusdo de folhas do arbusto
Camellia sinensis L. Na forma de cha preto é consumida mundialmente, embora nos paises
orientais o cha verde seja mais utilizado E também na forma de cha verde que a maioria dos
estudos sobre suas atividades biologicas ¢ realizada.

Dentre suas propriedades farmacologicas sdo citadas: antioxidantes,
quimioprotetora, anticancerigena, antiinflamatoria, estimulante imunolégico, antiviral e
antibacteriana, além de outras (CATURLA et al., 2003; JUN et al., 2002; HAMILTON-
MILLER, 2001; TODA et al., 1989).

Essas propriedades terapéuticas estdo diretamente relacionadas com as
estruturas quimicas de catequinas e flavondides, compostos bioativos mais importantes do cha
(COOK; SAMMAN, 1996; ANGHILERI; THOWVENOT, 2000).

Entre as catequinas, sdo encontradas: epicatequina (EC), epigalocatequina
(EGC), galato-3-epicatequina (ECG), galato-3-epigalocatequina (EGCG) e flavonoides (kempferol,
quercetina e miricetina). Além desses, outros componentes descritos sdo: xantinas (cafeina,
teofilina e teobromina), teoflavinas (teoflavina, teoflavina-3-galato, teoflavina-3'-galato,
teoflavina-3,3’'-galato), taninos e saponinas (teosaponinas). As catequinas correspondem a
aproximadamente 25 % dos compostos derivados das folhas secas do cha verde (RICE-
EVANS et al., 1996; ZUANAZZI in SIMOES et al., 2002; MELLO; SANTOS in SIMOES et
al., 2002). A atividade antibacteriana do ché foi reconhecida aproximadamente ha cem anos.
Desde entdo, varios mecanismos tem sido propostos para explicar essa atividade: inibi¢do de
sintese protéica da PBP2, alteragdes durante a divisdo da parede bacteriana por inibicao das
autolisinas e lesao de membrana citoplasmadtica através de radicais livres (YAM et al., 1998,
HAMILTON-MILLER; SHAH, 1999; ARAKAWA et al., 2004).

Segundo Stapleton e Taylor (2002) existe uma relagdo direta entre a estrutura
das catequinas e sua atividade antibacteriana. Assim, catequinas com dihidroxilacdo nas
posigdes 2’- 4’- ou 2’- 6’ do anel B e dihidroxilacao nas posi¢des 5-7 do anel A, apresentam
maior atividade antibacteriana contra S. aureus MRSA.

Com o objetivo de esclarecer a atividade antibacteriana do cha varios estudos
tém sido realizados. Em 1989, Toda et al., descreveram a acao bactericida do cha verde contra
S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium,

Salmonella enteridis, Shiguella flexneri, Shiguella dysenteriae, e Vibrio cholerae. Kubo et al.
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(1992) estudando os 10 componentes volateis mais abundantes do cha verde, encontraram
atividade inibitoria de alguns compostos isoladamente e agdo sinérgica entre outros, para as
bactérias estudadas, dentre elas Streptococcus mutans, Propionibacterium acne, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Escherichia coli. Foi ainda descrita atividade
antibacteriana da fracdo EGCG frente a E. coli enterohemorragica (0157:H7) (OSAWA et al.,
1999).

Os autores Otake et al. (1991), observaram que a mistura das catequinas
encontradas no extrato do cha verde pode evitar a aderéncia de S. mutans aos dentes,
sugerindo seu uso na prevencao de caries.

Yee et al., (2002) verificaram, em pacientes que consumiam grandes
quantidades de cha verde, menores taxas de infec¢do por Helicobacter pilori, quando comparados
com pacientes que consomem pouco ou nenhum ché. Takabayashi et al. (2004) administraram
20 mg/mL de cha verde diariamente, durante 10 dias a cobaias infectados com H. pilori. Apds
esse tempo, as amostras cultivadas dos estomago, mostraram que o nimero de UFC diminuiu
significativamente apds o tratamento, sugerindo efeito antibacteriano contra H. pilori.

Varios componentes do cha apresentam atividade contra S. aureus,
especialmente S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). Em 1999, Shiota et al.
demonstraram ac¢ao sinérgica do cha verde com a oxacilina em S. aureus MRSA e em outras
bactérias produtoras de [B-lactamases, sugerindo a inibicdo da producdo dessas enzimas.
Hamilton-Miller e Shah (2000) isolaram do cha um novo principio ativo, denominado
compostoP”, com propriedade antibacteriana para S. aureus MRSA. Este composto foi
identificado como galato-3-epicatequina (ECG) e apresenta acdo sinérgica com oxacilina
frente a cepas de MRSA.

Lee et al. (2003) realizaram um estudo com bactérias patogénicas incluindo
S. aureus MRSA, S. aureus resistente a ciprofloxacina, Enterococcus resistente a vancomicina
e P. aeruginosa resistente a ciprofloxacina e obtiveram atividade antibacteriana em
concentragoes de 1,6 mg/mL para todas as bactérias testadas. Os resultados obtidos por
diferentes autores sugerem que a agdo antibacteriana do chd verde pode ser eficiente, no
entanto, mais estudos sdo necessarios para definir sua aplicacdo segura como farmaco e/ou
como inibidor da atividade enzimdtica de B-lactamases e outras enzimas responsaveis pela
resisténcia a antimicrobianos. Desta forma o objetivo deste trabalho foi o de verificar se o
ECV tem atividade modulatoéria da resisténcia a antibidticos B-lactdmicos, utilizando-se como
modelo a oxacilina, em cepas isoladas de pacientes provenientes do Hospital Universitario do

Norte do Parana (HUNPR) de Londrina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRATO ETANOLICO DE FOLHAS DE CAMELLIA SINENSIS (ECV).

Foi preparado um extrato etandlico de 300 g. de folhas secas de C. sinensis
adquiridas da Quimer Ervas Medicinais. Apés a extracdo com etanol absoluto, o produto foi
filtrado em papel de filtro e concentrado até secura em rota vapor com temperatura de
aproximadamente 40 °C e posteriormente utilizado em diferentes concentragdes nos testes

empregados.

2.2 BACTERIAS

2.2.1 Bacterias padréao.

Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063
produtora de B-lactamase, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.2.2 Bactérias isoladas de pacientes hospitalizados.

Foram selecionadas 22 cepas de Staphylococcus aureus, das quais 11 eram
sensiveis (MSSA) e outras 11 resistentes (MRSA) a oxacilina, isoladas de pacientes
provenientes do Hospital Universitario do Norte do Parana (HUNPR) de Londrina. A

concentragdo inibitoria minima determinada para oxacilina foi 6 pg/mL.



25

2.3 METODOS

2.3.1 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) de ECV frente as

bactérias padrao e de origem hospitalar.

Diferentes concentragdes de ECV (1000 a 5000 pg/mL de meio) foram
adicionadas ao agar Muller Hinton (MHA), fundido e resfriado a 40°C e as misturas foram
vertidas em placas de Petri estéreis.(técnica de pour-plate).

A suspensdo do crescimento bacteriano (fase log) foi obtida apds 3 horas a
36°C em caldo Muller Hinton (MHC), a amostra foi diluida por compara¢do com a escala de
Macfarland (10° UFC/mL) e dilui¢des seriadas foram realizadas a partir desta amostra.
Aliquotas de 10 pul das diferentes dilui¢des fornecidas foram dispensadas sobre a superficie do
meio + ECV, de forma a obter nimero de colonias passivel de contagem.

A leitura foi realizada ap6s incubagdo a 36 °C por 24 horas, comparando o
numero de UFC das placas contendo MHA acrescido de diferentes concentragdes de ECV

com placas controle (crescimento em MHA sem ECV).

2.3.2 Efeito antimicrobiano do ECV sobre amostras de S. aureus de origem hospitalar.

Para definir se a atividade antibacteriana do ECV poderia ser caracterizada
como bacteriostatica ou bactericida, as bactérias (10" UFC/mL) foram inoculadas em MHC
contendo ECV em diferentes concentracdes. Apds incubagdo a 36°C por 18-24 horas, as
culturas foram repicadas para placas de MHA sem ECV e a leitura de crescimento, ou ndo, foi

realizada apds condigdes de incubagdo iguais as ja citadas.
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2.3.3 Efeito da associagdo de ECV com oxacilina 6 pg/mL sobre o crescimento de S.
aureus (MRSA)

As 11 amostras de MRSA foram cultivadas em MHC, acrescido de 6 pg de
oxacilina/mL de meio e duas concentragdes de ECV, 1000 e 1500 mg/mL, e incubadas por 24
horas a 36°C . Apos esse tempo, foram plaqueadas em MHA e reincubadas por 24 horas a

36°C quando foi verificada a presenca ou ndo de crescimento.

2.3.4 Curva de crescimento bacteriano.

Com as cepas de S. aureus 6S (MSSA) e 6R (MRSA) foram realizadas
curvas de crescimento, em presenca e na auséncia de ECV. Foi utilizado o caldo TSB
(Tryptic Soy Broth) (149 mL em erlenmayer) com e sem ECV. O indculo foi obtido por
dilui¢io de cultura over-night de cada cepa, para obter um inoculo de 10 ° UFC/mL. Um mL
dessa diluicao foi transferido ao erlenmayer contendo TSB e as bactérias foram cultivadas a
36°C com agitacao.

Foram tomadas aliquotas no tempo zero (To) e de duas em duas horas, até
T},. Nova aliquota foi retirada apds 24 horas.

A determinagdo da contagem total de bactérias em UFC foi realizada em
agar TSA (Tryptic Soy Agar) e por turvagdo em espectrofotdometro a 600 nm, nos mesmos

tempos.
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3 RESULTADOS

Os testes de toxicidade utilizando o ECV foi realizado em ratos tratados com
dose tnica de ECV (120 mg/Kg) via oral. Sendo possivel avaliar a toxicidade hepatica do
cha. Para avaliar a extensao do dano celular dosou-se: 1) os niveis de AST/ALT no plasma, 2)
a lipoperoxidagdo por quantificagdo de substincias reativas ao acido tiobarbitirico TBARS e
o ensaio de FOX (complexo Fe(Ill)-xilenol laranja) no figado, 3) a ocorréncia de alteracdes
morfoldgicas das células hepaticas através do estudo histopatoldgico. O ECV apresenta baixa

toxicidade na avaliacao hepatica dos animais (dados ndo apresentados).

3.1 DETERMINACAO DA CIM DE ECV FRENTE AS BACTERIAS ESTUDADAS.

A Tabela 1 mostra que o crescimento de todas as bactérias padrdo foram
totalmente inibidas na concentracdo de 4000 ug/mL. Dentre as bactérias testadas a excecao
foi S. aureus que teve seu crescimento inibido na presenga de 1000 ug/mL. Ambas as cepas
de K. pneumoniae tiveram seu crescimento totalmente inibido com 3000 ug/mL. E. faecalis e
E. coli s6 foram inibidas com 4000 pg/mL.

Analisando os resultados obtidos na Tabela 2, com as cepas de MRSA e
MSSA, verificamos que as 22 amostras tiveram seu crescimento inibido pelo ECV na
concentracdo de 1500 pg/mL. Observamos que na concentragdo de 750 pg/mL as cepas

MRSA foram inibidas total ou parcial, j& todas as cepas MSSA foram resistentes ao ECV.

3.2 ACAO DO ECV SOBRE AS BACTERIAS DE ORIGEM HOSPITALAR.

O ECV apresentou atividade bacteriostatica, uma vez que as amostras de S.
aureus MRSA (10* UFC/mL) foram cultivadas em MHC com ECV, ndo apresentavam
crescimento bacteriano. Quando aliquotas destas amostras de cultura eram transferidas para
MHA sem ECV apresentaram crescimento. No entanto, quando as mesmas foram repicadas

para MHA contendo ECV, a inibi¢do do crescimento permaneceu. Os resultados confirmaram
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que a acdao do ECV isoladamente ¢ bacteriostatica, pois inibia o crescimento das bactérias em
caldo, mas ao serem plaqueadas em MHA sem a presenca do extrato, elas voltavam a crescer.

(resultados nao apresentados).

3.3 EFEITO DA ASSOCIAGCAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE ECV coM 6 UG/ML DE

OXACILINA FRENTE AS AMOSTRAS DE S. AUREUS MRSA

Com a finalidade de avaliar a atividade de modulagdao da resisténcia
bacteriana a B-lactdmicos, foram realizados experimentos na presenga de uma concentracao
fixa de oxacilina (6 pg/mL) e de ECV em concentragdes varidveis. Na concentragao de 1000
pg/mL de ECV em associacdo com 6 pg/mL de oxacilina foi observada a reversdo da
resisténcia em 4 cepas e sete parcialmente, enquanto frente a concentragdo de 1500 pg de

ECV/mL , 9 cepas das 11 R foram totalmente inibidas e duas parcialmente (Tabela 3).

3.4 CURVAS DE CRESCIMENTO

As curvas de crescimento comprovam o efeito bacteriostatico, uma vez que a
partir do T4 em presenca de ECV ambas as cepas permaneceram com contagens viaveis
bastante proximas, na poténcia 10°, até apos 24 horas. Ja nos controles, sem ECV, a contagem

apos 24 horas atingiu contagens de até 10" UFC/mL (Figura 1).
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Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima do Extrato de Cha Verde frente a Cepas Padrio de
Bactérias

ECV 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000

. pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Bactérias

Pseudomonas
aeruginosa R I I I I
ATCC 27853
Escherichia
coli R IP 1P I I
ATCC 25922
Klebsiella
pneumoniae 1P I I I I
ATCC 13883
Klebsiella
pneumoniae 1P 1P I I I
ATCC 70063
Staphylococcus
aureus I I I I I
ATCC 25923

Salmonella
tiphymurium 1P I I I I
ATCC 14028
Enterococcus
faecalis R IP IP I I
ATCC 23212

Tabela 1 — Bactérias foram cultivadas em MHA contendo diferentes concentracdes de ECV.
Ap6s incubagdo a 36 °C por 24 horas, foi observado o efeito do ECV em compara¢do com o
controle (I - inibicdo total do crescimento 100%; IP - inibicdo parcial do crescimento 99 -

50%; R — Resistente inibi¢ao inferior a 50%).
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Tabela 2 — Atividade Bacteriostatica do ECV sobre Amostras de S. aureus MSSA (S) e MRSA
(R) Detectada em Amostras Cultivadas em MHC+ECYV e Transferidas para MHA

ECV 750 pg/mL 1.000 pg/mL 1.500 pg/mL
Inibigdo Total 0/11S 3/118 11/118
@ 8/11R 11/11R 11/11R
Inibicdo Parcial 0/11S 4/118 0/11S
3/11R 0/11R 0/11R
(IP)
Resisténcia 1/118 4/118 0/11S
(R) 0/11R 0/11R 0/11R

Tabela 2 — Bactérias foram cultivadas em MHC acrescido de diferentes concentragdoes de
ECV e apds incubagdo a 36 °C por 24 horas, foram transferidas para duas séries de placas:
uma contendo MHA+ECV e a outra sem ECV. A presenca de crescimento em placas de
MHA sem ECV indica o efeito bacteriostatico deste extrato. (S=cepas MSSA, R=MRSA; I -
inibi¢do total do crescimento 100%; IP - inibicdo parcial do crescimento 99 -50%; R —

Resistente inibi¢do inferior a 50%).
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Figura 1 — Curva de Crescimento das Amostras 6R e 6S de S. aureus na Presenca ou Auséncia de

ECV. A Comparagdo das Curvas de crescimento da cepa 6S em presenca e auséncia de

ECV. B Comparagdo das Curvas de crescimento da cepa 6R em presenga e auséncia de

ECV. C Comparagdo das Curvas de crescimento da cepa 6S e 6R na presenga de ECV. D

Comparagdo das Curvas de crescimento da cepa 6S e 6R na auséncia de ECV.




Tabela 3 — Efeito da associagdo de oxacilina (6 ug/mL) com ECV sobre cepas hospitalares de S.

aureus MRSA
ECV 1.000 pg/mL 1.500 pg/mL
6 ng/mL 6 pg/mL 6 ng/mL
Oxacilina
Inibicao Total 0/11R 4/11R 9/11R
ey
Inibicao Parcial 0/11R 7/11R 2/11R
(IP)
Resisténcia 11/11R 0/11R 0/11R
(R)
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Tabela 3 — As bactérias foram cultivadas em MHB + oxacilina (6 pg/mL) com ou sem ECV,

incubadas a 36 °C por 24 horas, e transferidas para placas de MHA sem ECV.

O sinergismo de oxacilina (6 pg/mL) com ECV resultou em efeito bactericida, (I - inibigao

total do crescimento 100%; IP - inibi¢do parcial do crescimento 99 -50%; R — Resistente

inibi¢do inferior a 50%).
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4 DISCUSSAO

As numerosas propriedades bioldgicas do cha verde tém sido amplamente
estudadas. Tanto o extrato bruto como fragdes purificadas das diferentes catequinas presentes
nestes extratos, tém sido utilizados em diferentes estudos. Neste estudo foi avaliado o efeito
antibacteriano do extrato etandlico (ECV) obtido das folhas de Camellia sinensis. Um dos
primeiros trabalhos bem conduzidos sobre atividade antibacteriana do ECV foi de Toda et al.
(1989) que avaliaram esta propriedade frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas,
observando inibi¢cdo de crescimento em ambos os grupos. Em nossa triagem inicial, utilizando
cepas padrdo, observamos resultados semelhantes (Tabela 1), embora somente a cepa de S.
aureus (ATCC 25923) foi inibida com menor concentragdo utilizada (1000 pg/mL). Os
possiveis mecanismos descritos da agdo antibacteriana de ECV sio: inibig¢do de -lactamases;
inibi¢do da sintese de PBP2 e de autolisinas; e ainda lesdo da membrana citoplasmatica pela
acdo de radicais livres (YAM et al., 1998; HAMILTON-MILLER; SHAH, 1999;
ARAKAWA et al., 2004).

Considerando as diferencas na composi¢ao da parede de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, poderiamos supor que a a¢do do ECV sobre PBP2 seria mais
possivel em Gram-positivas, enquanto que a composicdo de paredes das Gram-negativas
propiciaria uma agdo de lesdo de membrana por incorporacao desestabilizando facilmente esta
membrana (CATURLA et al., 2003). Ja, a produgdo de B-lactamases pode ocorrer em ambos
os grupos, bem como a de autolisinas, enzimas essenciais para a divisao celular.

Considerando o aumento crescente de cepas bacterianas multi-resistentes a
drogas, em particular as cepas de S. aureus resistentes a meticilina (no hemisfério Norte) e
oxacilina (no hemisfério Sul), inimeros trabalhos surgiram no sentido de avaliar o ECV frente
a essas bactérias (YAM et al., 1998; HAMILTON-MILLER; SHAH, 2000, HU et al., 2001).
Considerando esses relatos e os nossos resultados obtidos, na primeira etapa, passamos a
estudar o efeito do ECV frente a cepas de S. aureus sensiveis (MSSA) e resistentes (MRSA) a
oxacilina, em isolados hospitalares. Conforme demonstrado na Tabela 2, em presenga da
concentragcdo de 1500 pg/mL do ECV todas as 22 cepas de S. aureus (11 MSSA e 11 MRSA)
sofreram acao bacteriostatica.

Quando utilizamos a associagdo de oxacilina com ECV (ZHAO et al., 2001;

STAPLETON et al., 2004), frente as cepas MRSA foi demonstrado efeito sinérgico (Tabela
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3) uma vez que das 11 cepas, nove foram totalmente inibidas em presenga de 6 ug/mL de
oxacilina e 1500 pg/mL de ECV e somente duas apresentaram inibi¢do parcial. Portanto uma
possivel explicacao da agdo da oxacilina em bactérias resistentes ¢ a acdo da catequina sobre a
enzima [-lactamase, inibindo ou modulando a sua a¢ao e com isso possibilitando a atuagdo da
oxacilina nas bactérias (YAM et al., 1998).

As curvas de crescimento construidas, com as contagens obtidas a partir de
cultivo em TSB sem adi¢do de ECV, apresentaram um perfil semelhante; a amostra sensivel a
oxacilina 6S, no entanto, apresentou contagem superior em uma poténcia de 10 ao final de 24
h, quando comparada com a amostra 6R (Fig 1A), respectivamente, 10" ¢ 10'* UCF/mL. Nas
figuras 1B e 1C, comparando o crescimento de cada cepa em presenga e na auséncia de ECV,
¢ possivel observar uma queda brusca das contagens de UFC até T, e em seguida a
manutencdo das contagens até 12 h. Valores obtidos apds 24 h de cultivo, apresentaram
contagens semelhantes aos anteriores, fato este, que caracteriza a atividade bacteriostatica do
ECV, este fato confirmaria a a¢do das catequinas como agentes desestabilizadores que
impediriam a divisdo das bactérias, mas ndo seria capaz de provocar sua morte.

Na fig 1D — ¢ possivel observar mais detalhadamente que o efeito do ECV
ocorre apos a primeira hora de incubagdo, atingindo o menor valor de UFC em Ty, para 6S e
em Tg, para 6R.

No mecanismo de resisténcia a oxacilina, ocorre alteracdo nas proteinas
ligadoras de penicilina (PBP e PLP). Como conseqiiéncias, poderiam ocorrer alteragdes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica bacteriana, resultando em penetragdo mais lenta
de nutrientes e possivelmente também de ECV, resultando em crescimento mais lento. Isto
explicaria a contagem final menor de UFC na curva da cepa 6R e a queda mais demorada do
n® de UCF/mL.

Nossos resultados sdo condizentes com os outros autores. Mas, apontam para
a necessidade de estudos mais aprofundados, como a utilizagdo de catequinas purificadas e
microscopia eletronica. J4 que o ECV apresentada boa atividade antibacteriana, sendo sua
atividade bacteriostatica frente as bactérias testadas, mas quando associado a oxacilina passou
a ter atividade bactericida frente as cepas de S. aureus MRSA. Além de que o ECV
apresentou baixa toxicidade, o extrato vegetal do cha verde ou seus componentes podem ser
compostos promissores no tratamento e na prevencdo de infec¢des bacterianas. Com os
resultados obtidos esperamos que no futuro possa-se determinar um possivel emprego deste

composto como adjuvante no tratamento de infec¢des, especialmente pelo S. aureus MRSA.
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RESUMO

O cha verde apresenta importantes atividades biologicas a nivel antioxidante, quimioprotetor
e antiinflamatodria, além de possuir atividades antibacteriana e antiviral. Diante desses fatos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito quimioprotetor do extrato de cha verde (ECV)
sobre a lipoperoxida¢do e necrose provocada pelo cancerigeno Dietilnitrosamina (DEN) no
figado de ratos. Foram utilizados ratos machos Wistar expostos a dose Unica via intra
peritoneal de 200 mg/Kg de DEN e por via oral de 120 mg/Kg de ECV em diferentes
momentos experimentais. Apos 24 horas em relacdo ao tratamento com DEN, os animais
foram sacrificados sendo avaliado: 1) os niveis de AST/ALT no plasma, 2) a lipoperoxidagao
por quantificacdo de TBARS e FOX no figado, 3) a ocorréncia de necrose ¢ hemorragia
hepéatica através do estudo histopatologico. A agdo quimioprotetora e¢ a diminuicdo da
lipoperoxidagdo foram verificadas pela diminui¢do das transaminases, TBARS, FOX
(Complexo Fe(Il)-Xilenol Laranja) e redu¢ao da necrose hepatica. No grupo tratado com
ECV 12 horas ap6s DEN ocorreu aumento significativo da AST e tendéncia de aumento da
ALT. A avaliagdo histopatologica confirmou estes resultados, indicando a importancia do
momento em que se utiliza o quimioprotetor e que o chd verde pode agir como agente
quimioprotetor, principalmente quando utilizado de forma preventiva.

Palavras-chaves: Camellia sinensis. Cha verde. Quimioprotecdo. Flavonodides. Catequinas.
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ABSTRACT

Green tea thous presents biological activities as: antioxidant, chemoprotector, anti-
inflammatory, anticarcinogenesis also antibacterial and antiviral activities. This work has the
objective to evaluate the green tea extract chemoprotector effect (ECV) on lipoperoxidation
and necrosis phenomena, induced by the carcinogenic DEN in the rat liver. Adult Wistar rats
male were used exposed to one intra peritoneal dose of 200 mg/Kg of DEN, and orally, 120
mg/Kg of ECV, in different experimental moments. 24 hours after DEN inoculation and/or
ECV, AST/ALT levels were evaluated in plasma, TBARS and FOX were evaluated in liver
and hepatic necrosis was observed by histological examination. The chemoprotector action
and decrease of lipoperoxidation were detected by decrease of the transaminases, TBARS and
FOX decrease in the hepatic necrosis. Group treated with ECV, 12 hours after the inoculation
of DEN, showed a significant increase of AST and a non significant increase of ALT; the
histopatologic observation confirmed these results, indicating the importance of the moment
in which chemoprotector is used and that green tea presents positive results as chemoprotector
agent in this experimental model.

Keywords: Camellia sinensis. Green tea. Chemoprotector. Flavonoids. Catechins.
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1 INTRODUCAO

O cha verde ¢ resultante da infusdo das folhas da planta Camellia sinensis,
rico em polifendis sendo os flavondides e as catequinas seus principais componentes
terapéuticos. Dentre suas atividades destacam-se: antioxidante, quelante de metais,
quimioprotetora/anticarcinogénica e antiinflamatoria. Os radicais livres tém importante papel
na lesdo tecidual, em processos patologicos, como lesdes de isquemia e reperfusdo,
aterosclerose, envelhecimento e carcinogénese (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Estas propriedades do ECV estao diretamente relacionadas com a estrutura
quimica de seus componentes e principalmente com a presenga de radicais hidroxil ligados
aos seus anéis aromaticos (COOK; SAMMAN, 1996; ANGHILERI; THOUVENOT, 2000).
Dentro da classe das catequinas o cha apresenta: epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC),
galato-3-epicatequina  (ECG), galato-3-epigalocatequina  (EGCG). As catequinas
correspondem a aproximadamente 26% dos compostos derivados das folhas secas do cha
verde, dos quais 11% s3o formados por EGCG, 10% de EGC, 2% de ECG, 2,5% EC e 15%
de polifendis ndo identificados. O potencial antioxidante das catequinas varia em ordem
decrescente: EGCG = ECG > EGC = EC (RICE-EVANS et al., 1996; MELLO; SANTOS,
2002).

Anderson et al. (2001) realizaram estudos in vitro com substancia geradoras
de radicais livres responsaveis por lesio no DNA, as quais foram inibidas pela adi¢do de
catequinas. Esta atividade antioxidante deve-se a sua capacidade de doar atomos de
hidrogénio para os radicais livres, estabilizando-os (ARORA, et al., 1998). Cai et al. (2002)
estudaram a atividade antioxidante do cha verde em microssomos de figado de ratos, uma vez
que microssomos sao sensiveis a lipoperoxidagdo devido ao alto grau de acidos graxos
poliinsaturados em sua constituicdo € comprovaram que o cha verde age como inibidor eficaz
de lipoperoxidagao.

A quimioprote¢do pode ser definida como a prevengao, inibi¢ao, ou reversao
de carcinogénese por administragio de um ou mais compostos quimicos, medicamentos ou
componentes naturalmente encontrados na dieta alimentar (LIN; LIANG, 2000). Resultados
experimentais mostraram que o chd verde ¢ capaz de inibir o dano celular causado por
diferentes carcindgenos. Foi observada diminuigdo da incidéncia de focos nos figados de ratos
tratados com dietilnitrosamina e aumento da atividade de glutationa-S-transferase,

bloqueando a promog¢do do tumor (CHENG et al., 1991). Chen et al. (1987) e Qin et al.
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(1997) relataram que a adicdo de chd verde (5%) a dieta de ratos resultou em inibi¢do da
hepatocarcinogénese induzida pela aflatoxina B1, um iniciador e promotor completo.

Cao et al. (1996) testaram a ag@o quimioprotetora do ché verde descafeinado
na tumorigénese de figado e pulmdo, em camundongos tratados com DEN. Os autores
observaram diminui¢do significativa no nimero de tumores pulmonares e hepaticos e
mostraram uma relacdo dose-resposta na atividade quimioprotetora do cha. O efeito
quimioprotetor foi investigado em camundongos tratados com dietilnitrosamina (DEN) e cha
verde como fonte exclusiva de dgua. Os animais apresentaram menor incidéncia de tumores
no pulmido e do estomago, sugerindo acdo inibitéria na tumorigénese induzida por
nitrosaminas (WANG et al., 1992).

Katiyar et al. (1993a, b) em experimento semelhante com camundongos
alimentados com extrato aquoso de chd verde (0.2% a 2.5%), observaram aumento da
atividade da glutationa S-transferase e diminui¢do do numero de focos pré-neoplasicos.
Trabalhos realizados com uma fragao isolada de polifendis do cha, na dose de 5 mg por via
gastrica, 30 min antes da exposicdo a DEN, mostraram redu¢do do numero de tumores em
camundongo, evidenciando reducdo do numero de células tumorais por foco pré-neoplésico.
Os resultados encontrados sugerem que o cha verde possui efeito quimioprotetor na
tumorigénese induzida pela DEN, pois pode atuar no aumento da atividade enzimatica do
metabolismo de detoxificagdo da fase II, ou seja, reducdo da disponibilidade do metabolismo
toxico da DEN (KATIYAR, et al., 1993b).

Klaunig (1992) verificou o efeito do extrato de cha verde (ECV) em cultura
de hepatdcitos de camundongos, submetidos a agentes geradores de radicais livres (paraquat,
glucose oxidase e xantina oxidase), observando que o ECV inibiu a morte celular induzida por
estes agentes.

Chen et al. (2004) analisaram os efeitos quimioprotetores dos polifenois do
cha verde em camundongos tratados com tetracloreto de carbono (CCly). Os autores
verificaram que a administracdo dos polifendis levou a diminui¢do da citotoxicidade, dose-
dependente, de todos os pardmetros bioquimicos e histopatoldgicos avaliados.

As pesquisas ja realizadas com ch4d verde apresentam resultados
extremamente benéficas para a saide humana. Tanto € que o Instituto Nacional do Cancer dos
EUA iniciou um programa nacional de utilizagdo do chd verde como quimiopreventivo do

cancer (SIDDIQUI et al., 2004).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes parametros bioquimicos e
morfologicos que permitem verificar o efeito antioxidante e quimioprotetor do ECV em um

protocolo experimental utilizando o DEN como um conhecido agente carcinogénico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES

Dietilnitrosamina (DEN), Cloreto férrico 1mM (FeCls), acido ascorbico
ImMSulfeto de Ferro, 3,3’- bis [N,N-di (carboximetil) amino-metil]-o-cresol sulfoneftaleina
(xilenol laranja), Sigma Chemical Company, USA; Formaldeido, &cido sulfirico, metanol
HPLC e 4cido tioderivado da malonilurea (TBA 1%) Merck. Kit Transaminases (AST e ALT)
(Laborlab). Os demais reagentes e compostos utilizados foram da mais alta pureza disponivel

no mercado.

2.2 PREPARO DO EXTRATO DAS FOLHAS DE CAMELLIA SINENSIS

O extrato etanolico de cha verde (ECV) foi preparado a partir de 300 g. de
folhas secas de C. sinensis, adquiridas da Quimer Ervas Medicinais. ApOs a extragdo com
Alcool Etilico Absoluto, o produto foi filtrado em papel de filtro e concentrado em rota vapor
com temperatura de aproximadamente 40 °C, sendo entdo utilizado em diferentes

concentragdes para os varios testes realizados.

2.3 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Ratos Wistar machos, pesando entre 200 a 250g no inicio do experimento,
foram mantidos em gaiolas de polietileno com tampa de ago inox, sendo grupos de seis (6)
animais por gaiola que era forrada com maravalha, trocada trés (3) vezes por semana. A racao
granulada e agua foram oferecidas “ad libitum”. A temperatura ambiente foi mantida entre 20
e 25°C, a umidade relativa e um baixo nivel de ruido foram mantidos dentro das condi¢des

ideais. O fotoperiodo foi controlado para prover luz das 06:00 as 18:00 horas.
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2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apés uma semana de adaptacdo, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em gaiolas coletivas e divididos em 5 grupos alimentados “ad libitum” até o
término do experimento. Grupo 1 — grupo controle; Grupo 2 — animais inoculados com DEN;
Grupo 3 — animais tratados com ECV; Grupo 4 — animais tratados com ECV 3 horas antes a
DEN e Grupo 5 — animais tratados com ECV 12 horas apds a DEN. Os animais foram
inoculados com dose unica via intra peritoneal de 200 mg/Kg de DEN e/ou via oral de 120
mg/Kg de ECV e sacrificados por deslocamento cervical 24 horas apos inoculagdo da DEN.
Foi coletado o sangue dos animais por pun¢do cardiaca para obtencdo do plasma, foram
quantificados os niveis plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) e fragmentos do figado foram retirados para analise histologica. Parte
da amostras de figado foram mantidos em freezer (— 80° C) para a quantificacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e para o ensaio de FOX (complexo

Fe(Il)-xilenol laranja).

2.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA AST E ALT (REITMAN; RANKEL, 1957)

O plasma, obtido do sangue através de puncdo cardiaca, foi usado para
quantificacdo de AST e ALT, utilizando-se a andlise colorimétrica para transaminases

padronizada pela Laborlab Sistemas Diagndsticos Ltda.

2.6 QUANTIFICACAO DE TBARS EM FIGADO DE RATOS

O teste do TBA, modificado por Cecchini et al. (1990), foi utilizado para
quantificacdo de lipoperoxidos conforme procedimento descrito a seguir. Um mL do
homogenato foi misturado a 0,2 mL de dgua destilada, 1 mL de TCA (28%) e 1 mL de TBA
(1% em NaOH 50 mM). Para os tubos em que a reagdo de lipoperoxidagdo foi acelerada por

ferro e acido ascorbico (Felll/Ac. Asc.) foram adicionados 0,1 mL de cloreto férrico (I mM) e
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0,1 mL de acido ascorbico (1 mM). Apods adi¢ao de todos os componentes os tubos foram
homogeneizados em vortex, incubados a 95°C por 15 minutos, transferidos para banho de
gelo por aproximadamente 5 minutos. A extracdo foi realizada pela adigdo de 2 mL de
butanol, agitacdo no vortex por 40 segundos e centrifugacdo (centrifuga refrigerada — K70 D)
a 3000 rpm por 20 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotometro Varian/série 634 S,
com luz visivel, fenda de 1,0 nm, nos comprimentos de onda de 535 e 572 nm. O teste foi
realizado em duplicata para cada reagdo e a lipoperoxidacdo foi avaliada pela formagdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e expressas em CHP nmoles/g figado

(BAHAR; TAWFEQ; ABU, 2003).

2.7 ENsAIO DE FOX (ComMpPLEXO FE(I11)-XILENOL LARANJA) MODIFICADO POR HERMES-
LIMAET AL. (1995)

O figado foi homogeneizado (homogeneizador Potter) na propor¢ao de 100
mg para 10 mL de metanol (grau de pureza HPLC) e centrifugado (centrifuga refrigerada —
K70 D) a 2000 rpm por 10 minutos. Apos, as reagdes foram preparadas com: 500 uL de
FeSO4 (1 mM), 200 pL de H, SO4 (0,25 M), 200 pL de xilenol (1 mM), 1000 uL de agua e
100 uL de amostra. Foram incubadas por 24 horas e quantificadas em espectrofotometro
Varian/série 634S em 560 nm contra agua. Apos esta leitura, foi adicionado aos tubos 5 pL. de
hidroperéxido de cumeno (CHP) seguido de incubagdo por 30 minutos e nova leitura em 560
nm. Os niveis de hidroperoxidos lipidicos foram expressos em equivalentes de hidroperoxido
de cumeno em nmoles CHP/g figado. A quantidade de hidroperoxido ¢ baseada nos
hidroperoxidos que reagem com o ion metalico Fe(II). O hidroperoxido ¢ reduzido e o ferro é

oxidade em Fe(IIl) que forma um complexo com o Xilenol.

2.8 ANALISE HISTOLOGICA

Fragmentos do lobulo hepatico mediano de diferentes grupos animais,

foram fixados em formalina tamponada 10%, processados e corados por HE. As laminas
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foram examinadas, as cegas, por dois observadores ¢ a quantificagdo de eventual hemorragia
e/ou necrose centro-lobular foi realizada pela observacao de 10 campos, utilizando o seguinte

critério: 0 (ausente), 1+ (discreta), 2+ (moderada), 3+ (acentuada), (Estevao et al., 2002).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar o efeito de DEN e de ECV sobre os diferentes grupos
experimentais foi utilizada a Anélise de Variancia de ANOVA, e para comparagdo entre as
médias foi utilizado o Teste de Tukey. Foram considerados como estatisticamente

significativos os valores de p < 0,05.
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3 RESULTADOS

O ECV foi utilizado para avaliar seu efeito quimioprotetor contra DEN, cujo
mecanismo de acdo envolve a formagdo de radicais livres e lesdo celular. Para quantificar o
efeito quimioprotetor foram utilizados varios parametros: dosagem plasmatica das
transaminases (AST/ALT), quantificagdo de TBARS e FOX para avaliar a lipoperoxidagao
das membranas e estudo histopatologico para verificar alteragdes morfologicas das células.

A tabela 1 mostra os resultados dos parametros: peso do figado, peso relativo
do figado por 100g de animal, dosagem de transaminases e scores de necrose ¢ hemorragia
dos grupos. Os animais submetidos ao DEN apresentaram pesos relativos do figado
significativamente menores quando comparados com o controle, indicando presenca de lesao
hepatica. Os valores de AST/ALT do grupo tratado somente com ECV ndo foram
estatisticamente significativos quando comparados com o grupo controle. Valores da AST do
grupo ECV+DEN demonstram tendéncia do efeito quimioprotetor embora nao significativo,
j& os valores de AST sdo significativamente menores ao grupo tratado com DEN. No grupo
DEN+ECV, houve aumento significativo da AST e tendéncia de aumento da ALT, indicando
que o momento em que se utiliza o quimioprotetor ¢ importante para diminuir a lesao causada
pela DEN.

O resultado do nivel de hemorragia do grupo ECV+DEN ¢ estatisticamente
significativo quando comparado com o grupo DEN. O grupo DEN+ECV apresenta tendéncia
de aumento quando comparado com o DEN. Comparando os valores encontrados pela
dosagem de AST/ALT. Os valores da intensidade de necrose sao significativamente menores
nos grupos ECV+DEN e DEN+ECV, quando comparados com o DEN. O fato da necrose de
necrose do ECV+DEN ser menor que do grupo DEN+ECV, mostra o efeito quimioprotetor
preventivo do ECV.

A Fig. 1 mostra os resultados dos diferentes grupos experimentais obtidos
pela quantificacdo de TBARS os resultados dos grupos ECV+DEN e DEN+ ECV foram
significativamente menores ao grupo DEN, indicando a¢do quimioprotetora do cha verde, os
valores de TBARS do grupo ECV sao semelhantes ao controle, aparentemente o ECV nao
provocou lipoperoxidagdo quando administrado em altas doses (120mg/Kg). A Fig. 2 mostra
a quantificagdo de FOX dos grupos ECV+DEN e DEN+ECV, que foram significativamente
menores quando comparados com o grupo DEN, confirmando diminui¢do da lipoperoxidagao,

também observada na dosagem de TBARS nestes grupos.
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Os resultados da avaliacao histopatologica do figado de ratos (Fig 3) dos
diferentes grupos experimentais (controle, DEN, ECV, ECV+DEN e DEN+ECV) 24 hs apos
intoxicagao pela DEN. Corte 1 - observamos na regido centro-lobular do figado do controle,
sem lesdo aparente; corte 2 - regido de tecido hepatico do grupo DEN, com focos de necrose;
corte 3 - regido centro-lobular do figado do grupo ecv, onde sdo observadas degeneragdes
celulares reversiveis causadas pelo acumulo de 4gua no interior das células; corte 4 - regidao
centro lobular do grupo tratado com ECV+DEN, com focos de necrose, menores que 0s
encontrados no grupo DEN; corte 5 - regido tecidual do grupo tratado com DEN+ECV, com
focos de necrose menores que do grupo DEN, porém maiores quando comparados com o
grupo ECV+DEN, confirmando menor quimioprotecao quando o ECV ¢ administrado ap6s o
agente lesivo. Os resultados mostram que o ECV possui agdo quimioprotetora frente ao efeito

citotoxico da DEN.

Tabela 1 — Parametros nutricionais, bioquimicos e histopatologicos dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos

Peso do Figado  Peso Relativo

Parametros 24 h apds do Figado/100g AST ALT Hemorragia Necrose
DEN de animal
GRUPOS (g) (%) (U/L) (U/L)
Controle'® a a a a a a
12,404 5,1+0,2 4436 2,08 27,78 +2.48 0 0

(salina)
DEN® 9.4+0,7° 39+05°  348.6+358°  3100+39.1°  1,120,1° 2.7+40,2°
ECV© 12,3+0,8" 4,8 + 0,4 40,5 +22" 249+£26" 0° 0*

ECV/DEN®  8.6+0.6° 37+03° 2877+505°  1951+285°  03+02° 1,6£0,1°

DEN/ECV® 82404 34+02° 4780+152%  4275+392%  14+03¢ 2,0+0,1¢

Tabela 1 — Os animais receberam dose tnica de DEN (200 mg/Kg) e/ou ECV (120 mg/Kg),
sacrificados 24 horas ap6s inoculagdo de DEN. Foram quantificados no plasma os niveis de
AST/ALT, o figado foi utilizado para analise histologica. () = nimero de animais por
grupo; AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase; intensidade de
hemorragia e necrose: 0 = ausente, 1+ = discreta, 2+ = moderada, 3+ = acentuada; Médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si em nivel de p<0,05 (teste de

Tukey).
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TBARS ( nmol/g de figado )

Controle  DEN ECV  ECV+DEN DEN+ECV
Grupos de Animais

Figura 1 — Niveis de lipoperoxidacdo através da quantificagdo de TBARS em animais pertencentes
aos diferentes grupos de estudo tratados com DEN e/ou ECV. Os ratos foram inoculados
com dose Unica via intra peritoneal de 200 mg/Kg de DEN e/ou via oral de 120 mg/Kg de
ECV e sacrificados por deslocamento cervical 24 horas apos inoculacio de DEN.
Amostras do figado foram utilizadas na quantificacdo das substincias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e expressas em nmoles/g figado. Médias seguidas por letras
distintas diferem significativamente entre si em nivel de p<0,05 (teste de Tukey).
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Figura 2 — Niveis de lipoperoxidagdo através da quantificacdo do Complexo Fe(III)-Xilenol Laranja
(FOX) em animais intoxicados com DEN e tratados ou ndo com ECV. Os ratos foram
inoculados com dose unica via intra peritoneal de 200 mg/Kg de DEN e/ou via oral de 120
mg/Kg de ECV e sacrificados por deslocamento cervical 24 horas apds inoculagdo da
DEN. Fragmentos do figado foram utilizados para realiza¢ao da quantificacdo dos niveis
de hidroperdxidos lipidicos, expressos em equivalentes de hidroperoxido de cumeno em
nmoles CHP/g figado. Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente
entre si em nivel de p<0,05 (teste de Tukey).
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Figura 3 — Estudo histopatologico do tecido hepatico dos animais intoxicados com DEN e tratados ou
ndo com ECV. Fragmentos hepaticos do 16bulo mediano dos animais foram processados e
corados por HE. As laminas foram examinadas e a quantificacdo de eventual hemorragia
e/ou necrose foi feita através da observa¢do de 10 campos, seguinte cddigo: 0 (ausente),
1+ (discreta), 2+ (moderada), 3+ (acentuada). Corte 1 - controle; corte 2 - DEN; corte 3 -

ECV; corte 4 - ECV+DEN e corte 5 - DEN+ECV. ( ») indica os focos de necrose nos
tecidos.
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4 DISCUSSAO

As propriedades bioldgicas do cha verde tém sido mundialmente estudadas
mundialmente. A avaliagdo de sua atividade quimioprotetora tem sido investigada em
diferentes protocolos experimentais (CHENG et al, 1991; KATIYAR et al, 1993 ab;
TAMURA et al, 1997).

A DEN ¢ um conhecido cancerigeno que depende de ativacdo pelo sistema
metabolizador de drogas do figado (MFO) para exercer sua acdo carcinogénica e toxica,
especialmente ao nivel de figado, rim e tratos respiratorio e digestorio alto. A participagao da
necrose na hepatocarcinogénese quimica, estimulando a proliferacdo celular e o
desenvolvimento de lesdes pré-neopldsicas parecer necessaria na etapa de iniciacdo da
carcinogénese hepatica (HAW et al., 2000; ESTEVAO et al., 2002).

Verifica-se que o grupo pré-tratado com ECV (ECV+DEN) apresentou
reducdo significativa dos valores de ALT e tendéncia de redugao de AST, quando comparados
com o grupo DEN, sugerindo menor lesdo celular nos animais tratados com o ECV antes da
DEN. No grupo poés-tratado com ECV houve aumento significativo da AST e tendéncia de
alta da ALT, indicando aumento da lesdo quando o ECV ¢ utilizado ap0s a intoxicagdo com o
DEN. Este aumento pode estar relacionado com a agdo dos componentes do ECV,
principalmente as catequinas que possuem capacidade de se incorporar e complexar com
membranas lipoprotéicas (CATURLA et al, 2003). Portanto, a lesdo na membrana celular
causada pela DEN ¢ aumentada pela ligacdo de altas concentragdes de catequinas,
especialmente a parte hidrofobica mais interna que ird aumentar a desestabilizagdo desta
membrana (KUMAZAWA et al, 2004).

Tsuchiya (1999) demonstrou que as catequinas do cha verde podem diminuir
a fluidez das membranas tanto na parte hidrofilica, como hidrofébica, sugerindo que altas
doses de chd verde podem desestabilizar a membrana e criar poros promovendo maior
liberagdo das enzimas AST e ALT. Outro mecanismo sugere a agdo pro-oxidante das
catequinas em presen¢a de metal como o cobre, onde radicais livres podem provocar aumento
da permeabilidade da membrana e/ou lateralizacao das proteinas da membrana gerando poros,
permitindo assim uma maior liberacdo das enzimas AST/ALT (AZAM et al, 2004). O grupo
com apenas ECV apresentou valores de AST/ALT semelhantes ao controle, mostrando que o

ECV nas concentragdes utilizadas ndo causou injuria celular importante.
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Os valores de intensidade de necrose indicam que ocorreu menor lesdo
celular nos grupos ECV+DEN e DEN+ECV quando comparados com o grupo DEN. Os
niveis do grupo ECV+DEN foi menor que do grupo DEN+ECV. Apesar de ndo significativo,
este resultado reforcga a idéia de que o ECV age melhor quando utilizado antes da intoxicagao
pela DEN. Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com os obtidos por Chen
et al. (2004), que utilizando camundongos tratados com cha verde e posteriormente com
tetracloreto de carbono (CCly) apresentaram diminui¢do da lesdo hepatica.

O comportamento do ECV difere de outros quimioprotetores classicos com o
Dietilditiocarbamato (DDTC) que atinge seu maximo de quimioprotecdo 4 horas apds a
intoxicagdo pela DEN, nas mesmas condi¢des experimentais (ESTEVAO et al., 2002). Zhu et
al. 2000 demonstraram que as catequinas apresentam uma meia-vida de 2 horas apds o aporte
oral. A meia-vida da eliminacdo das catequinas depois da dose oral foi de aproximadamente 8
horas. Lee et al. 2002 também demonstraram tempos de meia-vida de 3 a 4 horas para EGCG
e 2 horas para EC/EGC. Com esta variacao de tempo de meia-vida dos componentes do cha, a
faixa de quimioprotecdo ¢ maior nos animais tratados com cha, que tratados com outros
quimiprotetores classicos.

Destaca-se o fato na andlise histopatologica do figado dos animais tratados
apenas com ECV demonstrarem degeneracoes celulares reversiveis causadas pelo acumulo de
agua no interior das células. Sabe-se o cha verde em altas doses pode alterar a morfologia das
células hepaticas, pelo fato de suas catequinas ligarem-se a membrana plasmatica
desestabilizando sua estrutura, ou atuarem em nivel de membrana mitocondrial levando a
diminui¢do de producdo de ATP e alteragdes na bomba de Na/K. Estas alteracdes sao
classicamente em patologia, consideradas leves e reversiveis. Schmidt et al (2005) utilizando
o cha verde em cultural de hepatocitos de ratos observaram que altas concentragdes de cha
causavam citotoxicidade, confirmando em parte nossos resultados.

A lipoperoxidagdo das membranas celulares causada pela formagao de
radicais livres pode ser avaliada pela dosagem das substancias reativas ao 4cido tiobarbittrico
(TBARS) e através do Complexo Fe(Ill)-Xilenol Laranja (FOX) (HERMES-LIMA et al.,
1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Os grupos ECV+DEN e DEN+ECV
apresentaram valores de TBARS e FOX significativamente inferiores aos encontrados no
grupo tratado com DEN, sugerindo a¢@o antioxidante do cha verde. Os resultados de TBARS
e FOX do grupo ECV foram semelhantes aos do controle. Mostrando correlagdo com os
resultados das enzimas AST/ALT e indicando ndo haver lesdo celular e lipoperoxidagdo das

membranas dos animais tratados somente com ECV. Cai et al. (2002), observaram a agao
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antioxidante do chd em microssomas hepaticos de ratos frente ao 2,2-azobis amidinopropano
dihidroclorido (AAPH). Saffari e Sadrzadeh (2004) verificaram que o chad verde protege a
membrana de eritrdcitos contra agentes lipoperoxidantes.

Além dos grupos tratados com dose Unica de ECV, foi realizado testes com
ratos tratados com ECV 2% via oral “ad libitum” por 35 dias. Na avaliagdo da agao
quimioprotetora do ECV frente a DEN (200mg/Kg), os resultados expressaram tendéncia de
queda dos valores de AST/ALT, principalmente ALT e TBARS e FOX. Esta tendéncia
embora ndo significativa, sugere o efeito protetor do chd em baixas doses administrada por
tempo prolongado. Os ratos tratados apenas com ECV apresentaram valores de AST/ALT,
TBARS e FOX semelhantes aos valores do grupo controle, ndo demonstrando efeitos toxicos
ou alteragdes histopatologicas apods tratamento com ECV por longo periodo. Segundo Chen
(1997) a meia vida do ECV ¢ maior que a meia vida de suas catequinas isoladamente, fato que
fortalece o uso do extrato completo como agente quimioprotetor.

O presente estudo sugere que o ECV ¢ capaz de inibir a lipoperoxidagao da
célula hepatica e a citotoxicidade da DEN. Diferentes autores tém demonstrado que a redugdo
por quimioprotetores da citotoxicidade provocada pela DEN, reduz significativamente o
nimero de focos pré-neoplasicos (KLAUNIG; KAMENDULIS, 1999; ESTEVAO et al.,
2002). Nossos resultados sugerem que o ECV pode agir como antioxidante e quimioprotetor
nas condi¢des testadas. Tendo em vista os resultados e o possivel uso do cha na medicina,
outros estudos sdo necessarios para melhor esclarecer as propriedades quimicas e os
mecanismos pelos quais o cha verde pode agir como antioxidante e quimioprotetor em nosso

organismo.
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