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RESUMO: O cha-verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze) ¢ utilizado por suas propriedades:
antioxidante, quimioprotetora e antiinflamatoria em varias situagdes patoldgicas, principalmente
frente a compostos quimicos cancerigenos. Para tanto se avaliou o efeito hepatoprotetor do
extrato de cha verde (ECV) sobre a lipoperoxidagao e necrose provocada pelo agente cancerigeno
Dietilnitrosamina (DEN) no figado de ratos machos Wistar. Os ratos foram expostos a dose inica de
200 mg/kg de DEN via intra peritoneal e tratados por via oral de 120 mg/kg de ECV em diferentes
momentos experimentais. Apos 24 h em relac@o a exposi¢ao ao DEN, os animais foram sacrificados
sendo avaliado: os niveis de AST/ALT no plasma, a lipoperoxidagao por quantificacdo de TBARS e
FOX no figado e a ocorréncia de necrose e hemorragia hepatica através do estudo histopatologico.
A acdo quimioprotetora e a diminuic@o da lipoperoxidagéo foram verificadas pela diminuicdo das
transaminases, TBARS, FOX e redug@o da necrose hepatica. A avaliagdo confirmou a importancia
de se utiliza o cha verde como agente quimioprotetor, principalmente na forma preventiva.

Unitermos: Camellia sinensis, Theaceae, hepatoprotetor, dietilnitrosamina, catequinas.

ABSTRACT: “Hepatic protection effect of the alcoholic extract from Camellia sinensis (L.)
Kuntze (green tea) in Wistar rats treated with diethylnitrosamine”. Green tea (Camellia
sinensis (L.) Kuntze) is used for its properties: antioxidant, chemoprotector and anti-inflammatory
in several pathological situations, mainly those facing carcinogen chemical substances. This work
has evaluated the hepatic protection effect of the green tea extract (GTE) on lipoperoxidation and
necrosis, induced by the carcinogenic DEN in rats” liver. Adult male Wistar rats were used and
exposed to one only intra peritoneal dose of 200 mg/kg of DEN, and orally 120 mg/kg of ECV in
different experimental moments. After 24 h of a DEN treatment, the animals were sacrificed and
the following aspects were evaluated: the AST/ALT levels in plasma, lipoperoxidation of TBARS
and FOX in the liver. Necrosis and Hepatic hemorrhage were observed through a histological
examination. The chemoprotector action and the decrease in lipoperoxidation were detected
after a decrease of AST/ALT, TBARS, FOX and hepatic necrosis. The evaluation of these results
confirmed the importance of the use of the green tea as a chemoprotector agent, particularly as a
preventive method.

Keywords: Camellia sinensis, Theaceae, hepatic protection, diethylnitrosamine, catechins.

INTRODUCAO

O cha-verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze) é
um composto rico em polifenois, flavonoides e catequinas,
que sdo o0s seus principais componentes terapéuticos.
Dentre suas atividades biologicas temos: a antioxidante,
quimioprotetora, anticarcinogénico e antiinflamatoria.
Destacando sua a¢do antioxidante contra os radicais
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livres que tém importante papel em processos patologicos
como: na lesdo tecidual, lesdes de isquemia e reperfusdo,
aterosclerose, envelhecimento celular e carcinogénese
(Halliwell & Gutteridge, 1999; Morais et al., 2009).

Estas propriedades estdo diretamente relacionadas
comaestruturaquimicadeseusflavondideseprincipalmente
com a presenca de radicais hidroxil ligados aos seus
anéis aromaticos (Cook & Samman, 1996; Anghileri &
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Thouvenot, 2000). As folhas do cha verde sdo ricas em
catequinas cerca de 13,6 g de catequinas para cada 100 g
de folhas de cha-verde. Dentro da classe das catequinas o
ché apresenta: epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC),
galato-3-epicatequina (ECG), galato-3-epigalocatequina
(EGCQG). As catequinas correspondem a aproximadamente
26% 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 potencial antioxidante das catequinas
varia em ordem decrescente: EGCG = ECG > EGC = EC
¢ desempenham um importante papel na prote¢do nao
enzimatica contra o estresse oxidativo. (Rice-Evans et al.,
1996; Mello & Santos, 2002; El Beshbishy, 2005).

Anderson et al. (2001) realizaram estudos in vitro
com substancia geradoras de radicais livres responsaveis
por lesdo no DNA, as quais foram inibidas pela adi¢do das
catequinas do cha verde. Esta atividade antioxidante das
catequinas, se deve 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 os microssomos sdo semelhantes as
membranas celulares e sdo sensiveis a lipoperoxidagdo
de membranas por possuirem um ao alto grau de acidos
graxos poliinsaturados em sua constituicdo, a a¢do do
ché verde como inibidor eficaz de lipoperoxidacdo destas
membranas comprovam que o cha verde age como um
otimo antioxidante no organismo.

De acordo com Lin & Liang (2000), a
quimioprotegdo pode ser definida como: prevencgdo,
inibigdo, ou reversdo de carcinogénese por administragao
de um ou mais compostos quimicos.

A dietilnitrosamina (DEN) (C,H, N,O) ¢ uma
substancia do grupo das nitrosaminas ¢ em altas doses
(200 mg/dL) pode induzir a carcinogéneses quimica,
sendo considerado um carcindégeno completo por produzir
a indugdo e a promog¢do tumoral em figado de ratos. Ao
ser metabolizado no figado a DEN gera um composto
intermediario reativo (radical livre), que induz ao processo
de carcinogéneses, que ¢ um processo com multiplos
estagios e que tem inicio com os focos de necrose no
figado destes animais, os focos ddo origem a hepatdcitos
alterados e nodulos de hepatdcitos hiperplasicos, sendo
considerados lesdes pré-neoplasicas (Velho et al., 2008).

Resultados experimentais mostraram que o cha
verde ¢ capaz de inibir o dano celular causado por diferentes
carcindgenos, levando a diminui¢éo da incidéncia de focos
de necrose no figado de ratos tratados com DEN ¢ a um
aumento da atividade das enzimas glutationa-S-transferase,
causando um bloqueio da promocdo tumoral (Cheng et
al., 1991). Chen et al. (1987) e Qin et al. (1997) também
relataram que a adi¢@o de cha verde (5%) a dieta de ratos
resultou em inibicdo da hepatocarcinogénese induzida
pela aflatoxina B1, um iniciador ¢ promotor completo da
carcinogéneses .

Cao et al. (1996) testaram a agdo do cha verde
descafeinado na tumorigénese de figado e pulméo, em
camundongos tratados com DEN. Os autores observaram
diminuigdo significativa no nimero de tumores pulmonares
e hepaticos e mostraram uma relagdo dose-resposta na
atividade quimioprotetora do cha. Este efeito também
foi investigado em camundongos tratados com DEN ¢
cha verde como fonte exclusiva de agua, onde os animais
apresentaram menor incidéncia de tumores no pulmao e
do estdmago, sugerindo agdo inibitdria na tumorigénese
induzida por nitrosaminas (Wang et al., 1992).

Katiyar et al. (1993a,b) em experimento com
camundongos alimentados com extrato aquoso de cha
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 fragio
isoladade polifendis do cha, nadose de 5 mgpor via gastrica,
30 min antes da exposi¢do a DEN, mostraram redug@o
do nimero de tumores em camundongo. Os resultados
sugerem que o cha verde possui efeito quimioprotetor na
tumorigénese induzida pela DEN, atuando no aumento da
atividade enzimatica do metabolismo de detoxificagdo da
fase 11, ou seja, redugdo da disponibilidade do metabolismo
toxico da DEN (Katiyar, et al., 1993b).

Klaunig & Kamendulis (1992) verificou o efeito
do cha verde em cultura de hepatocitos de camundongos,
submetidos a agentes geradores de radicais livres (paraquat
¢ xantina oxidase), observando que o cha inibiu a morte
celular induzida por estes agentes.

Chen et al. (2004) analisaram os efeitos
protetores dos polifendis do cha verde em camundongos
tratados com tetracloreto de carbono (CCl), verificando
que os polifendis levaram a diminuic@o da citotoxicidade
(dose-dependente) de todos os parametros bioquimicos ¢
histopatologicos avaliados nos animais.

As pesquisas realizadas com cha verde indicam
que este apresenta resultados benéficos para a satde
humana. Tanto que o Instituto Nacional do Cancer dos
EUA iniciou um programa de utilizacdo do cha verde
como quimiopreventivo do cancer (Siddiqui et al., 2004).

Como o mecanismo de agdo da DEN envolve
a formagdo de radicais livres e lesdo celular, este
trabalho avaliou diferentes parametros bioquimicos e
morfologicos que permitem verificar o efeito antioxidante
¢ quimioprotetor do cha em um protocolo experimental.
Para quantificar o efeito quimioprotetor do ECV foram
utilizados varios parametros: dosagem de aspartato
aminotransferase  (AST), alanina aminotransferase
(ALT), quantificacdo de TBARS e FOX, além do estudo
histopatologico para verificar alteragdes morfologicas das
c¢lulas hepaticas dos ratos.

MATERIAL E METODOS

Preparo do extrato do cha verde
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O extrato de cha verde (ECV) foi preparado a
partir de 300 g. de folhas secas de Camelia sinensis (L.)
Kuntze. Apds a extragdo com etanol absoluto, o produto
foi filtrado em papel de filtro ¢ concentrado em rota vapor
a40 °C, até¢ evaporagdo completa do alcool, formando uma
massa de extrato seco.

Animais de experimentacio

Os ratos Wistar machos, pesando 200+50 g, foram
mantidos em gaiolas de polietileno com tampa de ago, com
seis animais por gaiola. A ragdo granulada e dgua foram
oferecidas ad libitum. A temperatura ambiente (+25 °C),
a umidade relativa do ar e o fotoperiodo (12 h light/12 h
dark) foram controlados. O experimento foi aprovado pelo
comité de Etica da Universidade Estadual de Londrina
nimero: 16283/2004.

Delineamento experimental

Apdés uma semana de adaptagdo, os animais
foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos até o
término do experimento: grupo controle (controle); grupo
inoculado com Dietilnitrosamina (DEN); grupo tratado
com ECV (ECV); grupo tratado com ECV 3 h antes da
DEN (ECV+DEN) e grupo tratado com ECV 12 h apos
da DEN (DEN+ECYV). Os animais foram inoculados com
dose unica intra peritoneal de DEN (200 mg/kg) e/ou
ECV via oral (120 mg/kg). Os animais foram sacrificados
24 h apos inoculacdo da DEN, eles foram submetidos a
anestesia por éter ¢ deslocamento cervical. O sangue dos
animais foi coletado por pungdo cardiaca para obtengdo do
soro ¢ fragmentos do figado foram retirados para analise
histologica. Parte da amostras de figado foram mantidos
em freezer (— 80 °C) para a quantificagdo das substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e para o ensaio
de complexo Fe(Ill)-xilenol laranja (FOX).

Determinacao da atividade da AST e ALT

O método foi utilizado conforme (Reitman &
Frankel, 1957). O soro para quantificacdo dos pardmetros
bioquimicos como: as enzimas AST e ALT, utilizando-se
Kit laboratorial para a analise colorimétrica padronizada
pela Laborlab Sistemas Diagnosticos Ltda.

Quantificacdo de TBARS em figado de ratos

O teste do acido tiobarbitirico (TBARS),
modificado por Cecchini et al. (1990), foi utilizado para
quantificagdodelipoperoxidos. O figado foihomogeneizado
na propor¢do de 100 mg para 10 mL de tampdo fosfato.
Um mL do homogenato foi misturado a 0,2 mL de agua
destilada, 1 mL de TCA (28%) ¢ 1 mL de TBA. Para os
tubos em que a reacdo de lipoperoxidagao foi acelerada
por ferro e acido ascorbico foram adicionados 0,1 mL de
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cloreto férrico (1 mM) e 0,1 mL de acido ascorbico (1
mM). Apods os tubos foram homogeneizados em vortex,
incubados a 95 °C por 15 min, transferidos para banho
de gelo por 5 min. A extra¢do foi realizada pela adi¢ao
de 2 mL de butanol, agitagdo no vortex e centrifugagdo
(centrifuga refrigerada) a 3000 rpm por 20 min. A leitura
foi realizada a 535 e 572 nm em espectrofotdmetro. O
teste de lipoperoxidagdo avalia a formagdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e expressas em
nmoles/g figado.

Ensaio de FOX (Complexo Fe(IlI)-Xilenol Laranja)
modificado por Hermes-Lima et al. (1995)

O figado foi homogeneizado na propor¢do de
100 mg para 10 mL de metanol (grau de pureza HPLC)
e centrifugado a 2000 rpm por 10 min. Apos, as reagdes
foram preparadas com: 500 pL de FeSO, (1 mM), 200 pL
de H,SO, (0,25 M), 200 uL de xilenol (1 mM), 1000 pL
de agua ¢ 100 uL de amostra. A reag@o foi incubada 24
h e quantificadas em espectrofotdometro a 560 nm contra
agua. Apos leitura, foi adicionado aos tubos 5 pL de
hidroperoxido de cumeno (CHP) seguido de incubagdo
por 30 min 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 hidroperdxidos
que reagem com o ion metalico Fe(II). O hidroperoxido
¢ reduzido e o ferro ¢ oxidado em Fe(IIl) que forma um
complexo com o Xilenol.

Analise histologica

Fragmentos do lobulo hepatico mediano dos
grupos animais, foram fixados em formalina tamponada
(10%), processados e corados por hematoxilina e eosina
(HE). As laminas foram examinadas, as cegas, por dois
observadores ¢ a quantificacdo da hemorragia e/ou necrose
centro-lobular foi realizada pela observagdo de dez campos,
utilizando o seguinte critério: 0 (ausente), 1+ (discreta), 2+
(moderada), 3+ (acentuada). (Estevao et al., 2002).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em médiaterro
padrdo da média. Para analise estatistica utilizou-se a
Analise de Variancia (ANOVA) e para comparag@o entre
as médias o Teste de Tukey. Foram considerados como
estatisticamente significativos os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Os animais submetidos ao DEN apresentaram
o peso do figado (9,4+0,7 g) e o peso relativo do figado
(3,940,5%) inferiores aos animais controle (12,4+0,4g ¢
5,1+0,2%). Ja os animais tratados com o ECV 3 h antes do
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DEN apresentaram o peso do figado (8,6+0,6 g) e o peso
relativo do figado (3,7+0,3%) maiores que os apresentados
pelos animais tratados com ECV 12 h depois do DEN
(8,240,4 g, 3,4+0,2%), sendo que quanto menor o peso ¢ 0
peso relativo do figado maior o quadro de lesdo hepatica,
pois com a destruicdo das células hepaticas o o6rgdo sera
mais leve. Os valores de transaminases (AST/ALT)
aferidos nos animais tratados com ECV 3 h antes do DEN
(287,74£50,5 U/L /195,1£28,5 U/L) foram estatisticamente
inferiores quando comparados com o grupo tratado com
DEN (348,6+35,8 U/L/310,0+£39,1 U/L), ja& o grupo
tratado com ECV 12 h apés o DEN apresentou valores
maiores (478,0+15,2 U/L/427,5£39,2 U/L) que o grupo

tratado com ECV 3 h antes da administragdo do DEN.
Os ratos tratados com o ECV tiveram resultados de
transaminases (40,5+2,2 U/L/24,9+2,6 U/L) préximos aos
valores do grupo controle sem tratamento algum (44,4+2,1
U/L/27,8+£2,5 U/L). O resultado do nivel de hemorragia e
de necrose respectivamente, do grupo tratado com DEN
(1,1£0,1/2,740,2) ¢ significativamente maior quando
comparado com o grupo tratado com ECV 3 h antes do
DEN (0,3+0,2/1,6+0,1), ja o grupo tratado com ECV 12 h
apos o DEN (1,4+0,3/2,0+0,1), nao apresentou diferenga
significativa quando comparado ao grupo tratado com o
DEN (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros nutricionais, bioquimicos ¢ histopatologicos dos ratos tratados com DEN e/ou ECV.

Parametros| Figado 24 h apés Peso do figado/100 g de  AST (U/L) ALT (U/L)  Hemorragia Necrose
DEN (g) animal (%)

Grupos
Controle® 12,4+0,4° 5,1£0,2° 44,36+2,08¢  27,78+2,48¢ (0 0¢
DEN® 9,4+0,7° 3,9+0,5° 348,6+35,8°  310,0+39,1° 1,1+0,1° 2,7+0,2°
ECV©® 12,3+0,8° 4,840 4 40,5+2,2¢ 24,9426 0 0
ECV/DEN® 8,6+0,6° 3,7+0,3° 287,7£50,5¢  195,1+28,5¢ 0,3+0,2¢ 1,6+0,1¢
DEN/ECV®© 8,2+0,4° 3,4+0,2° 478,0£15,2*  427,5+39,2¢ 1,4+0,3° 2,0+0,1°

Controle - Grupo sem tratamento; DEN - grupo inoculado com dietilnitrosamina (dose tnica intra peritoneal de 200 mg/kg); ECV
- grupo tratado com ECV (dose Unica via oral de 120 mg/kg); ECV+DEN - grupo tratado com ECV 3 h antes da DEN; DEN+ECV
- grupo tratado com ECV 12 h apds da DEN. () = numero 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.

Os niveis de lipoperoxidacdo dos lipidios das
c¢lulas hepaticas podem ser quantificados pela dosagem
de acido tiobarbiturico (TBARS) por grama de figado dos
animais. O tratamento com ECV 3 h antes do DEN ou 12
h apos o DEN (0,824+0,027 nmol/g of liver) apresentaram
valores menores de TBARS (0,878+0,0726 nmol/g of
liver) que o grupo tratado com DEN (1,354+0,125 nmol/g
of liver) indicando acdo quimioprotetora do cha verde. Ja
os valores dos grupos tratados com ECV (0,620+0,018
nmol/g of liver) foram iguais aos encontrados no grupo
controle (0,736+0,032 nmol/g of liver), indicando que
o cha-verde por si s6 ndo gera radicais livres nem causa
lesdo as células hepaticas (Figura 1A). A quantificagdo
de FOX do grupo tratado com ECV trés horas antes do
DEN (3180+341 nmolCHP/g of liver), do grupo tratado
12 h ap6s o DEN (28324142 nmolCHP/g of liver) sdo
estatisticamente inferiores aos valores encontrados no
grupo tratado com DEN (4515+130 nmolCHP/g of
liver), confirmando diminui¢do da lipoperoxidagdo das
membranas celulares ¢ com minimiza¢do das lesdes
(Figura 1B). O grupo controle (3056+217 nmolCHP/g of
liver) apresentou valores semelhantes ao grupo tratado
com ECV (28824270 nmolCHP/g of liver).

TBARS (nmol/g de figado )

DEN ECV ECV+DEN DEN+ECV

Controle

Grupos de Animais

Figura 1A. Niveis de lipoperoxidacao através da quantificacao
do acido tiobarbiturico (TBARS) nos ratos tratados com
DEN e/ou ECV. Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si em nivel de p<0,05 (teste de Tukey).
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6000

5000 a

FOX (nmolICHP/g de figado)

Controle DEN ECV ECV+DEN DEN+ECV

Grupos de Animais

Figura 1B. Niveis de lipoperoxidacdo através da quantificacdo
do Complexo Fe(Il)-Xilenol Laranja (FOX) nos ratos tratados
com DEN e/ou ECV. Médias seguidas por letras distintas diferem
significativamente entre si em nivel de p<0,05 (teste de Tukey).

Nos resultados da avaliagdo histopatologica
do figado dos ratos dos diferentes grupos experimentais

(Figura 2) observam-se as imagens dos cortes histologicos:
corte 1, regido centro-lobular do figado controle, com
células hepaticas sem lesdo aparente, citoplasma bem
preservado e sem alteragdes nucleares; corte; 2, regido
de tecido hepatico do grupo tratado com DEN, com focos
de necrose e infiltrados celulares, sendo que na imagem
menor pode-se observar a presen¢a de hemorragia; corte
3, regido centro-lobular do figado do grupo ECV, onde sdo
observadas degeneragdes celulares reversiveis causadas
pelo acimulo de 4agua no interior das células, formando
vacuolos citoplasmaticos perinuclear; corte 4, regido centro
lobular do grupo tratado com ECV trés horas antes do DEN,
as laminas apresentam focos de necrose menores que 0s
encontrados no grupo DEN, também apresentam menor
hemorragia; corte 5, regido tecidual do grupo tratado com
DEN e doze horas ap6s ECV, a imagem apresenta focos
de necrose menores que do grupo DEN, porém maiores
quando comparados com o grupo ECV trés horas antes do
DEN, confirmando uma menor quimioprote¢do quando
o ECV ¢ administrado apds o agente lesivo, mostrando
que o ECV possui agdo quimioprotetora frente ao efeito
citotoxico da DEN.

Figura 2. Estudo histopatologico do tecido hepatico dos ratos. Fragmentos hepaticos do lobulo mediano dos ratos foram processados e corados por

hematoxilina e eosina (HE), aumentos 10x e 40x. (

) indica os focos de necrose e infiltragdo celular nos tecidos. Imagem 1: Grupo controle, sem

tratamento; Imagem 2, DEN, grupo inoculado com dietilnitrosamina (dose unica intra peritoneal de 200 mg/kg); Imagem 3, ECV, grupo tratado com
ECV (dose tnica via oral de 120 mg/kg); Imagem 4, ECV+DEN, grupo tratado com ECV 3 h antes da DEN; Imagem 5, DEN+ECYV, grupo tratado

com ECV 12 h apds da DEN.
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DISCUSSAO

As propriedades bioldgicas do cha-verde tém
sido estudadas mundialmente. A avaliagdo de sua atividade
quimioprotetora tem sido investigada em diferentes
protocolos experimentais (Cheng etal., 1991; Katiyaretal.,
1993a,b; Tamura et al., 1997), frente a DEN um conhecido
cancerigeno que depende de ativagdo pelo sistema
metabolizador de drogas do figado (MFO) para exercer sua
acdo carcinogénica e toxica. A participa¢do da necrose na
hepatocarcinogénese, estimulando a proliferacdo celular e
o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas ¢ necessaria
na etapa de iniciagdo da carcinogénese hepatica (Haw et
al., 2000, Estevao et al., 2002).

Neste estudo o grupo pré-tratado com ECV
(ECV+DEN) apresentou redugao significativa dos valores
de ALT e de AST, quando comparados com o grupo DEN,
sugerindo menor lesdo celular nos animais tratados com o
ECV antes da DEN. No grupo pos-tratado com ECV houve
aumento significativo da AST e tendéncia de alta da ALT,
indicando aumento da lesdo quando o ECV ¢ utilizado
apo6s 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 € complexar com membranas lipoprotéicas
(Caturla et al., 2003). Portanto, a lesio na membrana
celular causada pela DEN é aumentada pela ligacdo de
altas concentragdes de catequinas, especialmente a parte
hidrofobica mais interna desestabilizando a estrutura 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 cha-verde podem desestabilizar a membrana
e criar poros promovendo maior liberacdo das enzimas
AST e ALT. Outro mecanismo sugere a a¢ao pro-oxidante
das catequinas em presenca de metal como o cobre,
provocando o aumento da permeabilidade da membrana
e/ou a lateralizagdo das proteinas da membrana gerando
poros, permitindo uma maior liberagdo das enzimas AST/
ALT (Azam et al., 2004). O grupo tratado apenas com ECV
apresentou valores de AST/ALT semelhantes ao controle,
mostrando que o ECV nas concentragdes utilizadas ndo
causou injuria celular importante.

Os valores de intensidade de necrose indicam
que ocorreu menor lesdo nos grupos ECV+DEN e
DEN+ECV quando comparados com o grupo DEN. Os
niveis do grupo ECV+DEN foram menores que do grupo
DEN+ECV. Apesar de ndo significativo, este resultado
reforga a idéia de que o ECV age melhor quando utilizado
antes da intoxicacdo 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 (CCl,)
apresentaram diminui¢do da les@o hepatica.

O comportamento do ECV difere de outros

quimioprotetores classicos com o Dietilditiocarbamato
(DDTC) que atinge seu maximo de quimioprotegdo
quatro horas ap6s a intoxicagdo pela DEN, nas mesmas
condigdes experimentais (Estevdo et al., 2002). Zhu et al.
(2000) demonstraram que as catequinas apresentam uma
meia-vida de duas horas apds o aporte oral. A meia-vida
da eliminagdo das catequinas depois da dose oral foi de
oito horas. Lee et al., 2002 também demonstraram tempos
de meia-vida de trés a quatro horas para EGCG e duas
horas para EC/EGC. Com esta variagdo de tempo de meia-
vida dos componentes do cha, a faixa de quimioprotecdo
¢ maior nos animais tratados com cha, que com outros
quimiprotetores classicos.

Destaca-se o fato na analise histopatologica
do figado dos animais tratados com ECV demonstrarem
degeneragdes celulares reversiveis causadas pelo acimulo
de 4gua 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 produgdo
de ATP e alteracdes na bomba de Na/K, estas alteragdes
s3o consideradas leves e reversiveis. Schmidt et al. (2005)
utilizando o cha-verde em cultural de hepatdcitos de ratos
observaram que altas concentragdes de cha causavam
citotoxicidade, confirmando em parte nossos resultados.

A lipoperoxida¢do das membranas celulares ¢
acelerada pela formacdo de radicais livres, que clivam as
duplasliga¢desnas estruturas dos acidos graxos insaturados,
a agdo antioxidante do cha-verde ¢ capaz de inibir a reagéo
de lipoperoxidacdo. Esta capacidade foi avaliada pela
dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e através do Complexo Fe(IlI)-Xilenol Laranja
(FOX). Os grupos ECV+DEN e DEN+ECYV apresentaram
valores de TBARS e FOX significativamente inferiores
aos encontrados no grupo tratado com DEN, sugerindo
acdo antioxidante do cha verde. Ojo et al. (2007), também
observaram que o cha-verde na dose de 100mg/kg foi capaz
de diminuir a lesdo hepatica em ratos tratados com 10mg/kg
de oxalato de sddio que ¢ capaz de induzir lipoperoxidagao
in vivo, o tratamento com cha-verde diminuiu os valores
de AST/ALT e TBARS dos ratos.

Os resultados de TBARS e FOX do grupo ECV
foram semelhantes aos do controle, mostrando correlacdo
com os resultados das enzimas AST/ALT e indicando néo
haver lesdo celular ¢ lipoperoxida¢do das membranas dos
animais tratados somente com ECV. Cai et al. (2002),
observaram a acdo antioxidante do cha em microssomas
hepaticos de ratos frente ao 2,2-azobis amidinopropano
dihidroclorido (AAPH). Saffari & Sadrzadeh (2004)
também verificaram que o cha verde protege a membrana
de eritrocitos contra agentes lipoperoxidantes.

Além dos grupos tratados com dose Unica de
ECYV, foi realizado testes com ratos tratados com ECV 2%
via oral “ad libitum” por 35 dias. Na avaliagdo da acdo
quimioprotetora do ECV frente a DEN (200 mg/kg), os
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resultados embora ndo significativa, também sugeriram o
efeito protetor do cha em baixas doses administrada por
tempo prolongado. Os ratos tratados apenas com ECV ndo
demonstrando efeitos toxicos oualtera¢des histopatologicas
apos tratamento por longo periodo. Segundo Chen (1997)
a meia vida do ECV é 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
inibiralipoperoxidagdo dacélulahepatica e a citotoxicidade
da DEN. Diferentes autores tém demonstrado que a
reducdo por quimioprotetores da citotoxicidade provocada
pela DEN, reduz significativamente o numero de focos
pré-neoplasicos (Klaunig & Kamendulis, 1999; Estevao
et al., 2002). Nossos resultados sugerem que o ECV pode
agir como antioxidante ¢ quimioprotetor nas condigdes
testadas. Tendo em vista os resultados e o possivel uso do
chanamedicina, outros estudos sdo necessarios paramelhor
esclarecer as propriedades quimicas e 0s mecanismos
pelos quais o cha-verde pode agir como antioxidante e
quimioprotetor em nosso organismo.
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