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RESUMO

Os ritmos biolégicos sdo definidos como mudancas em varidveis fisiolégicas ou
comportamentais que se repetem regularmente, como a alternancia entre a vigilia e o sono,
ou ciclo menstrual dos mamiferos. Esta organizacdo temporal € composta por ritmos de
diversas frequéncias, como o ciclo circadiano, que séo ciclos endégenos de duragédo de 24
horas que afetam e modulam processos fisioldgicos, induzindo a expressdo de uma
variedade de genes, como por exemplo, genes ligados a atividade de controle do
metabolismo. Porém, atualmente, o estilo de vida contemporaneo tem afetado
drasticamente os habitos de vida, inclusive os habitos alimentares da populacdo, o que vem
gerando maior indice de sindromes metabdlicas, como por exemplo, a obesidade, que por
sua vez exerce um impacto importante na fertilidade feminina, pois contribui para a ndo
ovulagdo. Como consequéncia a populacdo em geral vem ingerindo fitoterapicos, como
infusdo de Camellia sinensis, conhecida como cha verde, que é utilizado por causa de seu
efeito no controle da oxidacdo lipidica e na taxa glicEmica. Objetivo: Avaliar como a
administracdo da infusdo de C. sinensis, em diferentes momentos do dia, para
camundongos submetidos a diferentes tipos de dieta (normal e hipercal6rica), influenciou no
controle do peso corporal, nos niveis glicémicos, no consumo de racdo, bem como
expressao da proteina LXR nos ovarios. Materiais: Foram utilizados 20 camundongos
fémeas divididos em 4 diferentes condicbes experimentais (dieta controle ou dieta
hipercaldrica) com a administracéo da infusdo do cha verde em diferentes fases do dia (fase
clara ou escura). Resultados e Discussdo: Os resultados mostraram que 0s animais que
foram alimentados com racao hipercalérica e receberam administracdo do cha verde uma
hora apds acender as luzes (no periodo de descanso para eles) mostraram um nivel maior
de perda de peso. Também foi observado que todos os grupos animais ndo mostraram
diferenca nos niveis glicémicos, e apresentaram uma nitida diminuicdo no consumo
alimentar ap6s a administracdo do cha. E no receptor LXR ndo ocorreu variagdo da
expressao desta proteina entre os grupos experimentais. Conclusao: A perda de peso foi o

Unico parametro afetado pelas condi¢cdes experimentais propostas no presente trabalho.

Palavras-chave: Ritmos Bioldgicos; Ciclo Circadiano; Metabolismo; Obesidade; Fertilidade;
Cha verde.



ABSTRACT
Biological rhythms are regulatory mechanisms allowing the organisms predicting and
changing their physiological and behavioral activities in response to environmental stimulus.
Circadian cycles are regulatory responses occurring within a 24 hour period. The central
circadian control of the physiological activities is located in the suprachiasmatic nucleus
(SNC) in the hypothalamus, but similar mechanisms of circadian control were also found in
peripheral tissues (i.e. fat, liver, and gut). From a molecular stand-point, circadian rhythms
are regulated by transcriptional and post-translational feedback loops generated by a set of
interplaying clock proteins. The two main clock system proteins are CLOCK and BMAL1,
which are transcription factors that heterodimerize and induce the expression of clock-
controlled genes, such as metabolic genes. Modern lifestyle has a direct effect on the food
consumption habits of the population. Alterations on those habits are leading to an increase
in the prevalence of metabolic syndromes, such as obesity. It is known that obesity can affect
the fertility rates in women population mainly by causing anovulatory menstrual cycle. The
ingestion of polyherbal or natural drugs, such as green tea extracts (Camellia sinensis) has
been increasing among the population in the attempting to control obesity problems due its
effects on the lipid oxidation and glycaemia. Aim: To check the influence of the green tea
consumption at different day phases on the glycaemia levels, on the body weight control, on
the food consumption as well as, on the expression of LXR ovary receptor. Material and
methods: The experiments were performed by keeping 20 adult female under different diet
(control and high calorie diet) followed by treatment with green tea at different day phases
(light and dark phases). Results and Discussion: The group feed with high calorie diet and
treated with green tea extracts at light phase showed a considerable body weight lost when
compared to the other groups. All the groups showed a reduction in the food intake after
treated with green tea although there were no statistic differences. There was also no
difference among all the groups in the expression of LXR in the ovaries. Conclusion: Among
all the parameters tested in the present study only body weight seemed to be influenced by

our experimental conditions.

Key-words: Biological rhythms; Circadian Cycle; Metabolism; Obesity; Fertility; Green tea.
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1. INTRODUCAO

1.1 Ritmos biolégicos

A maioria das funcdes fisiolégicas e comportamentais é manifestada nos seres
humanos, assim como em outros organismos, ritmicamente através dos dias e das
noites. Automaticamente, todos os seres humanos saudaveis apresentam o habito
de dormir & noite e acordar pela manha. Ao encontrar um novo dia, o corpo do ser
humano se prepara para as novas tarefas tais como aumentar a frequéncia
cardiaca, a presséo arterial e a temperatura, por outro lado, os mesmos diminuem
no final do dia (RANA, MAHMOQOD, 2010).

Sado definidos como Ritmos Biologicos (RBs), mudancas em varidveis
fisioldgicas ou comportamentais que se repetem regularmente, como a alternancia
entre a vigilia e o sono, ou o ciclo menstrual dos mamiferos. Os autores King,
Takahashi (2000) citam que os relégios biologicos sdo denominados como
mecanismos de sincroniza¢cdo que permitem que 0s organismos se adaptem, e até
antecipem, as suas respostas frente aos estimulos externos. Os RBs manifestam-se
em diferentes periodos, apresentando ou ndo relagdo com os ciclos ambientais
(HIDALGO et al.,, 2009). Esta organizagdo temporal é composta por ritmos de
diversas frequéncias, embora o mais estudado seja denominado ciclo circadiano
(CC), que possui em torno de 24 horas de duragéo, sendo o mais evidente o ciclo do
sono e da vigilia (MARQUES; MENNA-BARRETO, 1997). Existem ritmos circadianos
enddgenos que afetam e modulam processos fisiologicos e comportamentais
encontrados em organismos desde bactérias até mamiferos (WILLIANS et al., 2012),
como por exemplo, a concentracdo de cortisol sérico que apresenta pico nas
primeiras horas da manha e cai ao longo do dia (HIDALGO et al., 2009).

Devido a isto, 0s organismos podem se antecipar as mudancas previsiveis
no ambiente e orquestrar seu metabolismo, fisiologia e comportamento, através da
modulagdo da transcricdo génica (WILLIANS et al., 2012). Durante o0 processo
evolutivo os organismos, desde leveduras unicelulares até plantas e vertebrados,
tém desenvolvido esses mecanismos moleculares, que permitem a sincronizagéo de
sua fisiologia com o ciclo diario de 24 horas (claro/escuro) (FROY, 2010). Assim,

esses ritmos que possuem essa periodicidade de 24h recebem o nome de ritmos
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circadianos, termo que provém do latim "circa diem", que significa "Cerca de um dia"
(RANA; MAHMOOD, 2010).

O reldgio circadiano enddgeno é autossustentavél, o que significa que
mesmo na auséncia de estimulos externos, os ritmos podem continuar, o que
fornecem mecanismos adaptativos antecipatorios as mudancas previsiveis diarias
em seu ambiente, como luz, temperatura, servindo para sincronizar multiplos
processos bioquimicos, fisioldgicos e comportamentais moleculares aos organismos
(RANA; MAHMOOD, 2010). Como exposto anteriormente, a maioria dos processos
fisioldgicos estéo sujeitos a regulacéo circadiana, como por exemplo, nos mamiferos
o ciclo de sono-vigilia, a temperatura corporal, batimentos cardiacos, pressao
arterial, secrecdo enddcrina, atividade renal e metabolismo do figado estdo todos
sob o controle de um sincronizador circadiano (HASTINGS, 1997; PORTALUPPI et
al., 1996; RABINOWITZ, 1996; LAVERY; SCHIBLER, 1993; apud BALSALOBRE,
1998). O periodo do reldgio é determinado geneticamente, enquanto que sua fase é
fortemente influenciada pelos zeitgebers (estimulos) ambientais, que s&o fatores
externos que auxiliam a sincronizagéo do sistema circadiano, sendo o principal as
variagdes da presenga ou auséncia de luz no ambiente, ou seja, os ciclos de claro e
escuro. Entre outros processos fisiologicos, eles agem interferindo nas funcdes
digestivas e de absorgcdo, e nas variagdes da concentragdo de carboidratos,
aminoacidos e lipidios na corrente sanguinea ao longo do dia. (KULCZYKOWSKA et
al., 2010).

Uma descoberta importante sobre os ritmos circadianos nos ultimos anos é
que o Sistema Nervoso Central (SNC) ndo é o Unico reldgio circadiano no
organismo. A maioria dos tecidos, incluindo as regifes do cérebro extra-SNC e
orgdos periféricos, possuem relogios circadianos periféricos. Além disso, estes
osciladores podem funcionar de forma independente do SNC, porém séo sensiveis a
vérios estimulos quimicos ou ciclos de temperatura (RANA; MAHMOOD, 2010).
Portanto, sdo denominados de reldgio central ou osciladores circadianos centrais, 0s
maiores temporizadores do sistema circadiano, que compreende grupos de células
que se localizam no nucleo supraquiasmético do hipotdlamo no SNC; e reldgios
circadianos periféricos ou osciladores circadianos periféricos os que se localizam
nos tecidos periféricos como figado, intestino e o tecido adiposo (MOTA, 2010).

O controle circadiano de um ponto de vista molecular é regulado por

mecanismos ciclicos de retro-alimentacéo transcricional e pés-traducional, gerados
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por um conjunto de proteinas que sédo denominadas proteinas Clock. Suas principais
proteinas sdo conhecidas como CLOCK e BMAL1, que séo fatores de transcri¢cdo
que se heterodimerizam através de um dominio PAS e induzem a expresséo de uma
variedade de genes controlados por esse sistema de controle enddgeno, inclusive
genes ligados a atividade de controle do metabolismo, pois se ligam aos promotores
desses genes, em suas regides E-boxes, e controlam sua expressdo (SAHAR;
SASSONE-CORSI, 2009).

Outros genes controlados por Clock sdo os genes das familias criptocromo
(CRY1 e CRY2) e periodo (PER1, PER2, PER3) que codificam proteinas que
regulam negativamente a maquinaria circadiana (SAHAR; SASSONE-CORSI, 2009).
As proteinas CRY e PER séo sintetizadas no citoplasma e se associam antes de
entrar no nacleo (RANA; MAHMOOD, 2010). Essa associacdo age na inibicdo de
transcricdes mediadas por CLOCK-BMAL1, por meio da translocacé@o das proteinas
CRY e PER para o nucleo, fechando o mecanismo ciclico de retro-alimentacéo
negativa. E necessario que esse complexo seja liberado por meio da degradagéo
proteolitca de CRY e PER, para que um novo ciclo de transcricdo regulado por
CLOCK-BMAL1 recomece (SAHAR; SASSONE-CORSI, 2009).

1.2 Ciclo circadiano e controle metabdlico
Tem sido amplamente avaliado o papel que o sistema circadiano molecular,
tanto central quanto periférico, desempenha no controle das atividades metabdlicas
(ASHER; SCHIBLER, 2011; BELLET; SASSONECORSI, 2010; FROY, 2010;
MAURY et al., 2010; MARCHEVA et al., 2009). Os mecanismos antecipatorios que
precedem a obtencdo do alimento, como o aumento da temperatura corporal, e a
secrecdo duodenal, até o processamento dos metabolitos por si, sdo controlados
pelos componentes moleculares desse sistema (STEPHAN, 2002). Alteragdes na
disponibilidade de alimento, como por exemplo, a restricao alimentar (STOKKAN et
al., 2001; HARA et al.,, 2001), e também modificacdes na composicdo da
alimentacéo ingerida como por exemplo ingestdo de dieta hipercal6rica (KOHSAKA
et al., 2007), também parecem alterar, ndo apenas perifericamente, mas também no
SNC, a expresséo circadiana de algumas proteinas responsaveis pelo controle
metabdlico.
No ponto de vista molecular os componentes do sistema circadiano atuam

no controle geral do metabolismo, principalmente através da acdo de moléculas
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denominadas receptores nucleares. Os receptores nucleares formam uma classe de
reguladores com fungdo de interligar os componentes do controle circadiano e
metabolismo, realizando um papel vital em varios processos bioldgicos, incluindo o
desenvolvimento até a homeostase metabdlica, funcionalmente sendo os sensores
de hormdnios lipidicos solluveis, como de lipidios provenientes da dieta (BELLET;
SASSONE-CORSI, 2010).

Os receptores nucleares s6 vao coordenar a expressdo génica quando
houver sinais ambientais e hormonais, agindo como fatores de transcricdo se
ligando diretamente a regides de DNA horménio-responsivas e recrutando varias
proteinas co-reguladoras e o0s complexos de remodelamento de cromatina
(SONODA et al., 2008; TROTTER; ARCHER, 2007). Estdo relacionados com o
controle dos ritmos circadianos, e com a regulacdo metabdlica na maioria dos
tecidos periféricos, alguns dos principais receptores nucleares, como por exemplo, o
virus eristoblastose reverso a (REV-ERBa) e os receptores da familia receptor de
peroxissomo proliferador-ativado (PPARS) (YANG et al, 2006).

Sendo assim, a expressdo de REV-ERBa é determinada pelo heterodimero
formado por CLOCK-BMAL1, onde sua expressao reprime a transcricdo de BMALL1,
via dois elementos de respostas ROR (retinoic acid receptor-related orphan receptor)
em seu promotor (PREITNER et al., 2002). J& a interagdo entre REV-ERBAa com
outro componente do sistema circadiano molecular endégeno, a proteina PER2, que
também participa da regulacdo de homeostase de glicose, modulando
particularmente o metabolismo de glicogénio e glicogénese (SCHMUTZ et al., 2010).

Também esté@o relacionados com o metabolismo de lipidios e homeostase
energética, atuando como coordenadores destas atividades nos tecidos periféricos
os trés membros da familia PPAR (PPARa, PPARy,PPAR®) (YANG et al., 2006),
além de participarem no controle da ativagdo do complexo CLOCK-BMAL1 (ASHER;
SCHIBLER, 2011). As moléculas coativador transcripcional PGCla e a deacetilase
da familia das sirtuinas, SIRT1, sdo outras moléculas importantes para a interacdo
da atividade metabdlica e o sistema circadiano enddégeno. O coativador
transcripcional PGC1a regula o metabolismo energético e se expressa de maneira
circadiana controlando a expressdo dos genes do sistema circadiano enddgeno
Bmall, Clock e Per2 (LIU et al., 2007). E a deacetilase da familia das sirtuinas,
SIRT1, é ativada de acordo com os niveis de NAD+ celulares, e podem atuar na

deacetilacdo de BMAL1 limitando sua atividade, atuando também na deacetilacéo e
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controle de outras proteinas envolvidas em metabolismo e proliferacdo celular
(SAHAR; SASSONE-CORSI, 2009).

1.3 Ciclo circadiano, metabolismo e fertilidade

A reproducdo é outro importante processo biol6égico, que pode ser afetado por
acoes dos ritmos bioldgicos (BODEN; KENNAWAY, 2006). Em vérias espécies de
insetos, o clock circadiano € necessério para que ocorra a ovulagdo, producdo de
espermatozoides e também para a determinacdo da fertilidade (GIEBULTOWICZ et
al., 1989; BEAVER et al., 2002; BEAVER et al., 2003; BEAVER; GIEBULTOWICZ,
2004). Evidéncias indicam que, em mamiferos, o clock circadiano regula a
concentragdo de muitos hormonios reprodutivos (LUCAS; ELEFTHERIOU, 1980;
CLAIR et al.,, 1985; CHAPPELL et al.,, 2003; MILLER et al., 2004). Como por
exemplo, a produgdo do hormdnio luteinizante (LH) necessério para a ovulacdo em
roedores, que ocorre no mesmo momento do dia em cada ciclo estral, requer um
clock funcional (BARBACKA-SUROWIAK et al., 2003). E estabelecida em humanos
e camundongos no inicio da puberdade um claro ritmo diurno dos niveis de
gonadotrofina sérica (ANDREWS; OJEDA, 1981; JEAN-FAUCHER et al., 1986;
DUNKEL et al.,, 1992; APTER et al.,, 1993). Além disso, a producao diaria de
melatonina, em conjungdo com outros sinais circadianos hormonais ou neuronais,
regulam o inicio da fertilidade sazonal (BODEN; DENNAWAY, 2006).

A obesidade atualmente é um grande problema epidemioldgico que afeta a
saude global. A determinac@o da obesidade se d& pelo calculo da massa corporal
(IMC) que utiliza a formula peso/altura®(kg/m?). A obesidade tem demostrado ser de
impacto importante na fertilidade, pois ela contribui para a ndo ovulagéo, podendo
também aumentar as taxas de aborto espontaneo, além do que mulheres obesas
possuem maior chance de desenvolver diabetes gestacional e pré-eclampsia,
precisando de cesarianas, dando maior custo de saude periparto. Entretanto a
obesidade também tem um impacto negativo na fertilidade através de um
mecanismo uterino (DEUGARTE et al., 2010)

A obesidade foi associada a fecundidade prejudicada, onde mulheres
obesas sofrem perturbagbes no eixo hipotalamo-hipéfise-ovarios, que causa
distarbios do ciclo menstrual e que sdo até trés vezes mais propensas a sofrer a ndo
ovulagdo. Um equilibrio hormonal regula o desenvolvimento folicular e a maturagéo

dos odcitos, que pode ser alterado pela obesidade por este meio hormonal. A leptina
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como exemplo, € um horménio produzido pelos adipécitos e apresenta-se elevado
em mulheres obesas, porém a leptina aumentada tem sido associada com a
fecundidade prejudicada, onde a obesidade prejudica a ovulagdo e o
desenvolvimento do endométrio e de implantacdo (BREWER; BALEN, 2010).

O receptor X do figado conhecido como (LXR), é responsavel pela protecdo
de células da sobrecarga de colesterol, estimulando assim a expresséo de enzimas
transportadoras de colesterol e a conversdo do mesmo em &cidos biliares e
excrecdo biliar. Os LXRs existem em duas isoformas, o LXR alfa (LXRa) que é
altamente expresso no figado, rim, intestino delgado, tecido adiposo e em
macrofagos, e expresso a um nivel mais baixo nos outros tecidos, que desempenha
um papel essencial para o equilibro do colesterol. E o LXR beta (LXRpB), que em
contraste parece ser menos importante para o metabolismo do colesterol no
organismo, mas ambos LXRa e LXRP s&o expressos nos ovarios, com expressao
maior em odcitos do que nas células do cumulus. Sabe-se que LXRB aumentam
durante a fase litea e, além disso, séo expressos a um nivel superior ao LXRa em
células granulosa humana, isolados a partir do fluido folicular de mulheres
submetidas a fertilizag&o in vitro (BETOWSKI; SEMCZUKB; 2010). Portanto, o LXR
desempenha um papel complexo no sistema reprodutor dos mamiferos regulando o
equilibrio do colesterol em células especificas, sendo um componente celular que
pode apresentar-se altamente alterado em casos de obesidade e infertilidade. Esses
receptores afetam a gametogénese e esteroidogénese nas gbnadas no metabolismo

hepatico de esteroides sexuais e na contratilidade uterina.

1.4 Fitotergpicos termogénicos

Para o controle da obesidade, algumas ferramentas como o uso de
termogénicos naturais, estdo sendo utilizados como estratégias para a perda e
manutencdo de peso (ALTERIO et al., 2007). O cha verde (Camellia sinensis),
dentre todos os fitoterapicos comumente utilizados no controle do peso corporal, é
um dos mais difundidos entre a populagdo (WOLFRAM et al.,, 2006). Sendo
considerada uma bebida saudéavel, o cha apresenta propriedades medicinais desde
tempos remotos, mas que recentemente tem despertado grande interesse no meio
cientifico devido sua atividade como antioxidante. O ch& verde é produzido a partir

de folhas secas de C. sinensis colhidas de diferentes partes da planta, o que
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determina os varios tipos de chas disponiveis, contendo grande numero de
substancias bioativas, fitoquimicas, incluindo polifendis, cafeinas, aminoécidos e
tragcos de lipidios e vitaminas, fazendo dele um alimento funcional pela presenca dos
flavondides e catequinas (ALTERIO et al., 2007). O ch& verde contém componentes
polifendicos que incluem os flavanais, flavandibis, flavonoides e &cido fendlicos que
totalizam cerca de 30% o peso das folhas secas. Sendo assim, a maioria dos
polifendis encontrados no ché verde se apresenta como flavandis, e entre eles,
predominam as catequinas (LAMARAO; FIALHO, 2009). Podemos destacar dentre
as principais catequinas pertencentes ao grupo dos flavondides, que compde a folha
fresca e a infusdo de C. sinensis, a epicatequina (EC), epigallocatequina (EGC),
epicatequina gallato (ECG) e epigallocatequina gallato (EGCG) sendo, esta Ultima, a
mais abundante no cha verde e a que concentra maiores interesses e investigacoes
(FREITAS; NAVARRO, 2007). Os flavontides sdo amplamente reconhecidos por
suas propriedades antioxidantes, visto que sua atividade esta relacionada a
prevencdo de véarias doengas, incluindo obesidade, arteriosclerose, vérios tipos de
cancer e da hipertensdo (PIMENTEL-SOUZA et al., 2012). Sendo assim, a infuséo
do cha verde, segundo varios estudos, mostram que ele € consumido diariamente
pela populacdo em geral em doses que variam entre 3 e 10 copos/diarios, sendo
consumido principalmente ap6s as grandes refei¢cdes diérias, visando a perda de
peso corporal, mas também outros efeitos atribuido aos componentes dessa infusdo
como prevencdo de doencas cardiovasculares, combate a varios tipos de céancer,
controle de diabetes, combate ao envelhecimento, e feitos antibacterianos e
antivirais (KHAN; MUKHTAR, 2007).

A preparacdo de uma tipica infusdo de cha verde com 1g de folhas da erva
C. sinensis em 100mL de &gua quente, proporciona aproximadamente 250-350 mg
de material sélido, constituido por 35-45% de catequinas e 6% de cafeina
(VALENZUELA, 2004). Sendo estimado que uma xicara de 240 mL de cha verde
contém cerca de 200 mg de EGCG, o polifendlico em maior quantidade encontrado
no cha verde (LAMARAO; FIALHO, 2009). Os principais mecanismos de agéo da
ingestédo da infusdo de C. sinensis segundo estudos para a manutencdo do peso
corporal estéo relacionados com o aumento da termogénese e da oxidacao lipidica
(DIEPVENS et al., 2006); assim como a correcdo efetiva de indices elevados de

colesterol, triglicérides, LDL no sangue, assim como a inibicdo da adipogénese e o
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aumento da morte celular por apoptose (ALTERIO et al., 2007) com o aumento do

gasto energético e diminuicdo do quociente respiratério (DULLOO et al., 1999).

1.5 JUSTIFICATIVA

Pesquisas cientificas nos ultimos anos tém demonstrado que: os componentes
do sistema circadiano molecular atuam no controle geral do metabolismo, realizando
um papel vital em véarios processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento da
homeostase metabdlica, como de lipidios provenientes da dieta; a obesidade
atualmente é um grande problema que afeta a salde global; essa sindrome
metabdlica tem demostrando ser importante na infertilidade feminina contribuindo
para a ndo ovulagdo; a reproducdo é um processo biolégico que também é
fortemente influenciado pelos ritmos circadianos; o receptor LXR é responséavel pela
protecdo de células da sobrecarga do colesterol, sendo que ambas as isoformas de
LXR, alfa e beta, sdo expressas nos ovarios; no controle da obesidade algumas
ferramentas, como o uso de termogénicos naturais, estdo sendo utilizados como
estratégias para a perda e manutencdo de peso, sendo que o alto consumo de cha
verde vem sendo utilizado pelas pessoas cada vez mais, por causa do seu efeito no
controle da oxidag&o lipidica e na taxa glicémica. Levando em consideracé@o todos
os fatores supracitados, percebe-se que estudos que visem analisar a expresséo
diferencial do receptor LXR em ovérios de camundongos fémeas que receberam a
administragéo da infusdo de C. sinensis em dois diferentes momentos do dia e que
foram alimentados com diferentes tipos de dietas, sdo de extrema importancia. Este
tipo de estudo contribuiria para a obtencdo de maiores informagcdes sobre os
beneficios do consumo deste produto natural no controle ou na perda de peso
corporal, no indice glicémico, no consumo alimentar e, por consequéncia, sua
contribuicdo para a manutencdo da atividade ovariana feminina, por meio de sua

associagéo com o controle da obesidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar como a administracdo da
infusdo de C. sinensis, em diferentes momentos do dia, para camundongos fémeas
submetidos a diferentes tipos de dieta (normal e hipercaldrica), influencia no controle
de peso corporal; nos niveis de glicemia; no consumo de ragdo, bem como na

expressédo ovariana de LXR.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar se administragdo de infusdo de C.sinensis para camundongos
fémeas que estdo em diferentes regimes de alimentagdo, sendo um composto por
dieta normal e outro composto por dieta hipercal6rica, durante diferentes fases do
dia, ou seja, fase clara e fase escura do dia, influenciou no controle do peso corporal
de cada grupo experimental.

- Avaliar se administragdo de infusdo de C.sinensis para camundongos
fémeas que estdo em diferentes regimes de alimentagdo, sendo um composto por
dieta normal e outro composto por dieta hipercaldrica, durante diferentes fases do
dia, ou seja, fase clara e fase escura do dia, influenciou no controle da glicemia de
cada grupo experimental.

- Avaliar se administragdo de infusdo de C.sinensis para camundongos
fémeas que estdo em diferentes regimes de alimentagdo, sendo um composto por
dieta normal e outro composto por dieta hipercaldrica, durante diferentes fases do
dia, ou seja, fase clara e fase escura do dia, influenciou no consumo de racédo de
cada grupo experimental.

- Avaliar se administragdo de infusdo de C.sinensis para camundongos
fémeas que estdo em diferentes regimes de alimentagdo, sendo um composto por
dieta normal e outro composto por dieta hipercal6rica, durante diferentes fases do
dia, ou seja, fase clara e fase escura do dia, influenciou a atividade ovariana de cada
grupo experimental, por meio da andlise da expressdo do receptor LXRa e f nos

ovarios.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 camundongos fémeas (Mus musculus), da linhagem
Swiss, em idade reprodutiva (adultas), que na ocasido do experimento possuiam
entre 3-4 meses de idade. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da
Universidade do Sagrado Coragdo (USC). Durante os experimentos os animais
receberam cuidados de acordo com as Diretrizes Brasileiras Para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais Para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA, normalizada pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Os animais
foram mantidos em gaiolas com agua e racdo oferecidas ad libitum, com ambiente
controlado (temperatura entre 21° a 25°C e fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro). Ao final do periodo experimental os animais foram anestesiados por meio
de injecdo de barbitaricos e mortos por deslocamento cervical. Todos os
procedimentos que foram utilizados estdo de acordo com as Diretrizes da Prética de
Eutanasia do CONCEA (2013). O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no
Ensino e Pesquisa em Animais (CEEPA), da Faculdade de Odontologia de Bauru
(FOB-USP), sob o protocolo no. 004/2013 (Anexo 1).

3.1 Delineamento Experimental

Foi utilizado um grupo de 20 camundongos fémeas que foram subdivididos
em quatro grupos, sendo chamados de grupos Luz Normal Control Diet (LNCD); Luz
Normal High Fat Diet (LNHFD); Luz Invertida Control Diet (LICD) e Luz Invertida
High Fat Diet (LIHFD). Cada gaiola continha 5 animais, sendo identificados por cores
diferentes (rosa, roxo, azul, verde e sem cor). As gaiolas foram identificadas com
etiquetas de acordo com o grupo dos animais, sendo assim os grupos LNCD e
LNHFD foram selecionados para serem da sala com fotoperiodo normal
(acendimento das luzes as 07:00h e desligamento das luzes as 19:00h), e os grupos
LICD e LIHFD foram selecionados para serem da sala com fotoperiodo invertido
(acendimento das luzes as 19:00h e desligamento das luzes as 07:00h). Entretanto,
na sala fotoperiodo normal o grupo chamado de LNCD recebia racdo normal, e o
grupo chamado de LNHFD recebia rac@o hipercaldrica. J& os grupos da sala de
fotoperiodo invertido, o grupo chamado de LICD recebia racdo normal, e o grupo

chamado de LIHFD recebia ragdo hipercaldrica.
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Houve um periodo de 07 dias de aclimatac&o de cada grupo experimental nas
condi¢des descritas acima. Durante os 20 primeiros dias experimentais de controle,
cada grupo recebeu respectivamente sua ragdo, onde ocorreu 0 monitoramento
semanal do peso, e da glicemia, e diariamente ingestdo alimentar dos
camundongos. Apos os 20 primeiros dias que foram usados como periodo controle,
foi iniciada a administracdo do ch& verde (C. sinensis) diariamente pelo método de
gavagem por mais 20 dias, onde continuou sendo realizado o monitoramento
semanal do peso, e da glicemia, e diariamente ingestdo alimentar dos
camundongos.

Sendo assim, na sala fotoperiodo normal, o grupo LNCD continuou recebendo
a racdo normal e uma hora apo6s acender as luzes recebia a administracdo do cha
verde; e o grupo LNHFD continuou recebendo a rag&o hipercal6rica e uma hora
apds acender as luzes recebia a administracdo do ch& verde. Na sala fotoperiodo
invertido o grupo LICD continuou recebendo a racdo normal e uma hora apos apagar
as luzes recebia a administragdo do ch& verde; e o grupo LIHFD continuou
recebendo a ragdo hipercaldrica e uma hora ap6s apagar as luzes recebia a
administragcdo do ché verde.

Ao final dos experimentos, os camundongos foram eutanaziados, de acordo
com a descri¢ao inicial, sendo coletados os ovarios para extracdo de proteinas totais

e analise da expresséo de LXRa e 3 por ImunoBlot.

3.2 Preparo ragéo hipercalérica e da infusé@o de C. sinensis

A confecg@o da ragao hipercaldrica foi realizada sendo preparada seguindo um
padrdo onde 350g do pé de ragdo normal era acrescido com 395g de leite
condensado e mais 3509 de acucar tipo cristal. A mistura foi homogeneizada sob
uma temperatura de aproximadamente 100°C. Apds o resfriamento, o
homegeinizado era fragmentado em pedagos que se assemelhavam ao tamanho do
pellet da racdo normal. Em quilocalorias calcula-se, aproximadamente, que 1kg de
ragdo foi enriquecida com cerca de 2.683,75 kcal. Desta forma a dieta foi
enriguecida com grande quantidade de sacarose/glicose, ocasionando aumento
caldrico (CONTRERAS et al., 1991).

A infusé@o de ché& verde foi preparada a partir da dose (peso corporal/ dosagem
da infusédo), que foi administrada durante o procedimento experimental sendo

calculada de acordo com o autor Valenzuela, 2004, que indica que uma infuséo
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tipica de cha verde deve ser preparada com 1g de folhas da erva C. sinensis. Folhas
e brotos secos foram colocados com 100 mL de &gua fervente por 5 a 10 minutos
que foram administradas na quantidade de 0,5mL/dia. A concentracdo utilizada foi
administrada a partir de célculos que se basearam no peso dos animais para o
consumo de 3,5 copos/dia (baseado em humanos), uma média feita a partir dos
dados encontrados pelos autores Khan e Mukhtar (2007). Essa concentragdo por
peso de animal (mg/Kg) seria de 5mg/g, o que é aproximadamente 250mg/animal,
pois cada animal pesava em média 50g. Na pratica primeiramente foi administrada
0,5mL ao dia do cha, porém esta quantidade ndo funcionou, o que levou a diluigéo,
de 1 g das folhas secas do chd em 50mL de agua fervente, sendo administrados
0,25mL/dia, ou seja, foi realizada uma administragdo em uma por¢gdo menor, porem

com a mesma concentragao servida em temperatura ambiente.

3.3 Controle do peso corpéreo; da taxa glicémica; e da ingestdo da racéo.

Os 20 primeiros dias experimentais foram utilizados como periodo de
controle, onde foi realizado o monitoramento semanal do peso, da glicemia e
diariamente da ingestdo alimentar dos camundongos. O monitoramento do peso
corpéreo, para todos os grupos de animais, foi realizado todas as segundas-feiras,
em horério proximo, pesando 0s animais um de cada vez em uma balanca analitica,
em um recipiente que permanecia tarado até a mensuragdo do peso, sendo sempre
anotados os resultados, servindo como dado para o experimento.

O controle da taxa glicémica também foi realizado todas as segundas-feiras,
utiizando método de afericAo de glicemia capilar humana, adaptada para
camundongos, onde o0s mesmos eram submetidos a puncdo sanguinea na
extremidade posterior da cauda e o sangue colhido era depositado em fita para
coleta, o qual ficava inserido no aparelho de afericdo glicémica. As coletas foram
realizadas nos mesmo hordrios que das outras semanas e dos outros grupos.

O controle da ingestdo alimentar foi realizado todos os dias pesando a
quantidade de racdo que havia sobrado em cada caixa, em uma balanga analitica,
subtraindo da quantidade de rag&o que havia sido colocado no dia anterior, para ser
realizado o calculo de consumo, e entdo a racdo eram completados para o peso de
70 a 80 gramas de ragdo, sendo realizado este procedimento todos os dias,

aproximadamente as 9 horas da manha.
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Posteriormente aos 20 primeiros dias experimentais de controle, foi iniciada a
administragcdo do ch& verde (C. sinensis) diariamente pelo método de gavagem, por
mais 20 dias diarios, onde continuou sendo realizado o monitoramento semanal do
peso e da glicemia, e diariamente da ingestdo alimentar de cada animal como

descritos a cima.

3.4 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada por meio da anélise do Skewness e do
Kurtosis (HA; HA, 2007) e a homogeneidade de variancia pelo teste F max (ZAR,
1999). Posteriormente & checagem da normalidade dos dados, o teste de escolha foi
o teste t independente que avaliou a variagdo de peso, o consumo de racgéo e,
também, a variacdo da taxa glicémica, nos quatro grupos experimentais (LNCD,
LNHF, LICD e LIHFD), antes e apds a administracdo da infusdo de C. sinensis. Os
testes foram realizados de acordo com Zar (1999). Os testes foram aplicados por
meio do software Statistica — Versdo 10. Foram considerados resultados

estatisticamente significantes os que apresentaram valor de p<0,05.

3.5 Extracao de proteinas totais e ImunoBlot

A extracdo de proteinas totais foi realizada a partir de cada ovario
homogeinizando os mesmos em tampdo RIPA com inibidores de protease. Foi
utilizado para cada amostra 400 yL do tampé&o RIPA com inibidores, sendo utilizado
um homogeizador automatico para fragmentacdo do tecido. O homogeinizado foi
centrifugado a 14000xg, 4°C, por 15 minutos. Apés a centrifugacéo era coletado o
sobrenadante de cada amostra onde estavam contidas as proteinas totais de
interesse. A quantificacdo das proteinas totais extraidas foi realizada pelo método
Bradford utilizando-se o espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®). A
leitura de todas as amostras no espectrofotdbmetro foi realizada utilizando o branco
que era constituido de RIPA + inibidores; os padrbes e as amostras que foram
diluidas em 200 pL de Bradford + 1 yL da amostra, apresentando uma curva como
resultado o grafico das concentrages de cada amostra. E em seguida foi realizado
a normalizagdo de todas as amostras para concentragdo de 0,5ug/pL de proteina,
seguindo a formula C1xV1=C2xV2, que foi realizado pegando a concentracdo exata

calculada de cada amostra, completando o volume com 200 pL de RIPA + inibidores.
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Apos a normalizagéo foi adicionado a cada amostra 50 yL de Laemmlli Buffer, e as
mesmas foram armazenadas a -20°C até o momento do uso.

Para a realizagdo do imunoblot primeiramente foi realizado a montagem do
gel 10% SDS-poliacrilamida, e colocado 15uL de extrato de proteinas normalizadas
dos ovarios, que foram colocadas nos pogos em sequéncia ao marcador. Apds a
corrida das proteinas no gel, foi realizada a transferéncia das proteinas para uma
membrana de polivinilideno por meio de eletrobloting. Em seguida, as membranas
foram lavadas com PBST 1x e tratadas com leite desnatado 5%/PBST 1x por 1 hora
a temperatura ambiente, para ocorrer o bloqueio de marcagdes inespecificas. Apés
a retirada do leite as membranas eram lavadas com PBST 1x. A incubagdo com
anticorpo primario LXRap (H-7): sc-377260 (Santa Cruz Biotechnology) e anti-a-
tubulina (T5168) (Sigma Aldrich) foi realizada overnight a 4°C. O anticorpo primario
utilizado foi utilizado na concentragéo de 1:100 e 1:8000, respectivamente, em leite
desnatado 5%/PBST 1x. Ap0s a incubagdo overnight as membranas foram lavadas
com PBST 1x, 3 vezes por 5 minutos; e em seguida foram incubadas com o
anticorpo secundéario (HRP Rabbit anti-mouse-Invitrogen 616520) diluido em leite
desnatado 5%/PBST 1x, na concentracdo de 1:8000, por 1 hora, a temperatura
ambiente. Finalmente, as membranas foram lavadas em PBST 1x, por mais 3 vezes,
secas e colocadas em solugéo reveladora, sendo reveladas por meio de filmes

fotograficos para deteccéo das proteinas.

4. RESULTADOS

4.1. Andlise da variacao do peso corporeo

A partir dos dados coletados durante a pesagem semanalmente de cada
animal, foi realizada a analise da variagdo do peso corporeo dos animais em cada
grupo experimental, considerando o peso do inicio do periodo experimental, e do
final do periodo experimental. A variacdo do peso dos animais do grupo LICD (Figura
1A) teve como resultado estatistico p= 0,828; no grupo LIHFD (Figura 1B), teve como
resultado estatistico p=0,467; a variacdo de peso no grupo LNCD (Figura 1C) teve
como resultado estatistico p=0,424; e o grupo LNHFD (Figura 1D) teve como resultado
estatistico p=0,099. Como o valor de significancia do teste foi determinado em p<0,05,
nenhum dos resultados foi considerado estatisticamente significante, porém observa-se

gue o grupo LNHFD apresentou resultado marginalmente significante, mostrando uma
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maior tendéncia & perda de peso corporeo depois do periodo de administracdo de

infusdo de cha-verde (Figura 1D).

4.2. Andlise da taxa glicémica

A partir dos dados coletados durante a afericdo da glicemia semanalmente de
cada animal, foi analisada a variagcdo da taxa glicémica dos animais em cada grupo
experimental considerando-se a glicemia no inicio do periodo experimental e,
posteriormente, no final do periodo experimental. A variacdo da taxa glicémica do
grupo LICD (Figura 2A) teve como resultado estatistico p=0,129; a variacdo da
glicemia do grupo LIHFD (Figura 2B) teve como resultado estatistico p=0,995; o grupo
LNCD (Figura 2C) teve como resultado estatistico p=0,172; e a variagéo glicémica no
grupo LNHFD (Figura 2D) teve como resultado estatistico p=0,818. Todos os dados
foram submetidos ao teste T independente do software estatistica — versdo 10. Como
o valor de significancia do teste foi determinado em p<0,05 , pode-se observar que
nenhum dos resultados foi considerado estatisticamente significante. Mesmo né&o
havendo diferenca estatistica foi possivel observar que o grupo LICD apresentou uma
diminuic&o nos niveis glicémicos apo6s o inicio da administrac@o do cha, enquanto que
0 grupo LNCD apresentou um ligeiro aumento neste parametro apds o inicio de

administracao do cha.

4.3. Analise do consumo da ragéo

A partir dos dados coletados diariamente durante todo o experimento, foi
analisada a quantidade de racdo consumida pelos animais de cada grupo
experimental considerando a racdo consumida no inicio do periodo experimental e,
posteriormente, no final do periodo experimental. A variagdo do consumo de racao
pelos animais do grupo LICD (Figura 3A) teve como resultado estatistico p=0,249; o
consumo de ragdo pelos animais do grupo LIHFD (Figura 3B) teve como resultado
estatistico p=0,195; o grupo LNCD (Figura 3C) teve como resultado estatistico
p=0,482; e a variagdo no consumo de ragao no grupo LNHFD (Figura 3D) teve como
resultado estatistico p=0,808. Como o valor de significancia do teste foi determinado

em p<0,05, pode-se observar que nenhum dos resultados foi considerado
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estatisticamente significante. Mesmo n&o ocorrendo diferenca estatistica é possivel
observar que o consumo de ragéo foi visivelmente reduzido em todos os grupos
experimentais (Figuras 3A, 3B, 3C e 3D) ap0s o periodo de administragcdo de infusédo
de ché&-verde, em qualquer fase do dia e sob qualquer regime alimentar.
4.4. Analise da expresséo ovariana da proteina LXRap

Pela andlise do Western Blott (WB), foi observado que a expresséo da proteina
LXRap nos ovéarios das fémeas dos quatro grupos experimentais ndo se mostrou
alterado (Figura 4). Sendo assim, analisamos que a administracdo do cha verde em
todos os grupos (LNCD, LNHFD, LICD e LIHFD) ndo promoveu diferenca de expresséao
desta proteina. Ou seja, concluimos que tanto nos diferentes tipos de dieta, tanto a
administracdo do cha verde em diferentes fases do dia, ndo alteraram a expressao
desta proteina nos ovérios, mostrando assim que elas permaneceram a exercer sua
fungdo principal que € a prote¢do dos ovérios da sobrecarga do colesterol, mas que
nessas condigdes experimentais ndo alteraram a sua expressao.

Todos os resultados descritos estao resumidos na Tabela 1.
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Figura 1 — VARIACAO DE PESO CORPOREO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS.
Figura 1A: Representacdo da variacdo do peso corporal antes (1) e apds (2) o inicio
de administragdo do cha para o grupo LICD, que recebeu ragdo controle e
administracdo de infusdo de ch& verde no periodo escuro do dia. Figura 1B:
Representacdo da variagdo do peso corporal antes (1) e apo6s (2) o inicio de
administragdo do ch& para o grupo LIHFD, que recebeu racdo hipercalérica e
administracdo de infusdo de ch& verde no periodo escuro do dia. Figura 1C:
Representacdo da variagdo do peso corporal antes (1) e apo6s (2) o inicio de
administragdo do cha para o grupo LNCD, que recebeu ragdo controle e
administracdo de infusdo de cha verde no periodo claro do dia. Figura 1D:
Representacdo da variagdo do peso corporal antes (1) e apo6s (2) o inicio de
administragdo do chi para o grupo LNHFD, que recebeu racdo controle e
administracdo de infus@o de ch& verde no periodo claro do dia.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 2 — VARIACAO DA TAXA GLICEMICA DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS.
Figura 2A: Representacdo da variacdo da taxa glicémica antes (1) e apds (2) o inicio da
administracao do cha para o grupo LICD, que recebeu racao controle e administracdo
de infusdo de cha verde no periodo escuro do dia. Figura 2B: Representacdo da
variacdo da taxa glicémica antes (1) e apos (2) o inicio da administracéo do ché para o
grupo LIHFD, que recebeu racéo hipercaldrica e administracé@o de infusdo de cha verde
no periodo escuro do dia. Figura 2C: Representacdo da taxa glicémica antes (1) e ap6s
(2) o inicio da administrac@o do ch& para o grupo LNCD, que recebeu ragdo controle e
administracdo de infusdo de cha verde no periodo claro do dia. Figura 2D:
Representacdo da variacdo da taxa glicémica antes (1) e ap6s (2) o inicio da
administracdo do chid para o grupo LNHFD, que recebeu racdo controle e
administracdo de infusdo de ché verde no periodo claro do dia.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 3 — VARIACAO NO CONSUMO DE RACAO DIARIA PARA CADA GRUPO
EXPERIMENTAL. Figura 3A: Representacdo da variagdo do consumo de racao diaria
antes (1) e apos (2) o inicio da administrac@o do ch& para o grupo LICD, que recebeu
racdo controle e administragdo de infusdo de chéa verde no periodo escuro do dia.
Figura 3B: Representacdo da variagcdo do consumo de racéo diéria antes (1) e apos (2)
0 inicio da administracdo do ch& para o grupo LIHFD, que recebeu ragéo hipercaldrica
e administracdo de infusdo de ch& verde no periodo escuro do dia. Figura 3C:
Representacdo da variacdo do consumo de racgdo diaria antes (1) e apos (2) o inicio da
administracdo do chéa para o grupo LNCD, que recebeu ragdo controle e administragéo
de infusdo de ch& verde no periodo claro do dia. Figura 3D: Representacdo da
variacdo do consumo de racéo diaria antes (1) e apos (2) o inicio da administracao do
ch& para cada o grupo LNHFD, que recebeu rag&o controle e administragdo de infusao
de ch& verde no periodo claro do dia.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 4 — EXPRESSAO DA PROTEINA LXRap EM OVARIOS DE ANIMAIS DE

CADA GRUPO EXPERIMENTAL.

Deteccéo da expressdo de LXRaf3 para os grupos LICD (que recebeu ragao controle

LXRa/B (55kD)

Tubulina (50kD)

e administracdo de infusdo de cha verde no periodo escuro do dia); LIHFD (que
recebeu racao hipercaldrica e administracdo de infusdo de cha verde no periodo
escuro do dia); LNCD (que recebeu racdo controle e administracdo de infusdo de
ché verde no periodo claro do dia); e LNHFD (que recebeu racao hipercalérica e
administracdo de infusdo de chéa verde no periodo claro do dia). Para cada grupo
foram utilizadas amostras de 2 animais, cujas proteinas ovarianas totais foram
extraidas ao final do periodo experimental. Os animais utilizados para amostragem
foram escolhidos randomicamente. A expressdo de tubulina foi utilizada como
controle da reagéo.

Fonte: elaborado pela autora.
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VARIAVEIS LICD LIHFD LNCD LNHFD
Peso corporal = \} \} L+
Glicemia d = T =
Consumo racéo J J J 2

Expresséo
ovariana de = = = =
LXRafB

Tabela 1 - RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO PRESENTE TRABALHO.
Resumo dos resultados observados em cada varidvel analisada ao final do periodo
experimental em cada grupo animal. SIMBOLOGIA: (=): ndo apresentou alteragéo
significante; {(*?): ocorreu diminuicdo marginalmente significante estatisticamente. :
ocorreu diminuicéo visual. T: ocorreu aumento visual.

Fonte: elaborado pela autora
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5. DISCUSSAO

Os experimentos realizados no presente trabalho objetivaram avaliar os
efeitos, a curto prazo, da administracdo da infusdo de C. sinensis em diferentes
momentos do dia, para camundongos fémeas submetidos a diferentes tipos de
dieta (normal e hipercaldrica), no controle de peso corporal; nos niveis de
glicemia; no consumo de rag&o, bem como na expressao ovariana de LXRap.

Ao final do periodo de experimental foi possivel observar que os animais de
todos 0s grupos experimentais ndo apresentaram reducao significativa de peso
corporal apos a ingestao do cha verde, porém no grupo LNHFD (grupo que estava
na sala fotoperiodo normal comendo ragdo hipercaldrica, recebendo
administracdo do ch& verde uma hora apds acender as luzes no biotério)
caminhou para essa reducgdo, pois a diferenca estatistica entre o peso corporal
dos animais antes e apds o periodo de ingestdo da infusdo foi marginalmente
significante p=0.099 (Figura 1). Entretanto, em estudo de Cruz e colaboradores
(2010) que utilizaram ratos machos da linhagem Wistar-Hannover divididos em
dois grupos com diferentes dietas, controle e obesos, subdivididos em (tratados e
ndo tratados) com administracdo do cha verde, por duas semanas. Foi observado
como resultado uma diferenca significativa de perda de peso corporal nos
animais controles tratados com cha verde em relacdo ao grupo de animais
controles que ndo receberam o mesmo tratamento. Yang e colaboradores (2014)
também demonstraram os efeitos do chéa verde sobre a redugéo do peso corporal
em humanos. Na maioria destes estudos foi observada uma diminuicdo de peso
corporal quando a administracdo correspondeu a doses de 4 ou mais xicaras de
cha verde por dia, equivalente a mais ou menos 600-900 mg de polifendis do
cha. Yang e colaboradores (2014) também sugeriram que existem evidéncias
que o ch& possui efeitos adicionais sobre o controle de sindromes metabdlicas
diminuindo, por exemplo, o risco para diabetes tipo 2. Ainda no estudo de Yang e
colaboradores (2014) ratos foram alimentados com uma dieta rica em gordura,
porém enriquecida com EGCG (a catequina mais abundante e importante
presente na constituicdo da infusdo de cha verde) em uma concentragdo de 3,2 g
/ kg de racdo, durante 16 semanas. Esses autores descrevem a reducédo
significante no peso corporal, assim como na gordura visceral, entre o grupo que

recebeu ragéo enriquecida com EGCG e o grupo que recebeu racdo sem adi¢éo
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deste composto. Sendo assim, através de todos esses dados na literatura e no
presente trabalho, sugerimos que em um estudo com aumento do tempo do
consumo de ragdo hipercaldrica e o aumento do tempo de da administracdo cha
verde poderiam promover uma melhor visualizacdo do efeito deste fitoterapico na
reducdo de peso dos animais. Porém € interessante destacar que no presente
estudo os dois grupos que foram alimentados com rac&o hipercalérica, porém
que receberam administracdo de infusdo de C. sinensis em momentos diferentes
do dia (LNHFD e LIHFD) apresentaram diferencas evidentes na reducéo do peso
corporal, sendo que os animais do grupo LNHFD, que receberam ché verde no
inicio de seu periodo de descanso, perderam muito mais peso do que os animais
do grupo LIHFD, que receberam ch& verde no inicio de seu periodo de atividade.
Tendo em vista que a agdo do ch& verde sobre o controle do peso corporal esta
principalmente relacionada aos efeitos deste fitoterapico sobre a interrupcéo da
emulsificacdo e da absor¢éo de lipidios, sobre a supressdo da adipogénese da
sintese de lipidios, sobre o aumento do gasto energético por meio do aumento da
termogénese, sobre a oxidagdo de gordura e sobre a excrecéo fecal de lipidio
(Huang et al., 2014), sugere-se que 0s animais alimentados com ragao
hipercalérica possuiram seu metabolismo lipidico intensificado pela
administragdo do cha no inicio de seu periodo de descanso, momento do dia
onde normalmente essas atividades apresentariam-se reduzidas, ou seja,
metabolismo mais baixo na auséncia dos efeitos dos principios ativos da C.
sinensis.

No presente estudo ndo se observou o efeito do cha-verde sobre indice
glicémico em nenhum dos grupos. Observou-se que ocorreu grande variagdo dos
resultados entre os grupos, mas que nenhum foi estatisticamente significativo.
Nos estudos de Cruz e colaboradores (2010) foi observado redugéo de glicemia
apos a infuséo do cha verde em tempos determinados. Estes autores observaram
que os animais obesos tratados com o cha apresentaram diminui¢do significativa
da glicemia nos tempos de 60 e 120 minutos em relagdo ao grupo controle e
obesos sem administracdo do ch&. Yang e colaboradores (2014) também
demonstraram que a administracdo do cha-verde além de reduzir
significativamente o peso corporal, mostra efeito positivo na redugdo da taxa
glicémica no sangue reduzindo também os niveis de insulina. Porém, da mesma

forma como ocorreu com os efeitos sobre a perda de peso, é possivel que um
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periodo experimental maior viesse a demonstrar os efeitos da administracdo do
cha sobre a taxa glicémica, em alguma condi¢cdo de dieta e/ou em alguma
condi¢&o de luz. Também é preciso levar em considera¢cdo a maneira de preparo
e armazenamento do cha. No estudo de Nishiyama e colaboradores (2010) eles
mostram a importancia do preparo e do armazenamento correto do ch& verde,
pois as propriedades funcionais do cha sdo devidas ao seu conteudo polifendlico,
e que tem como resultado que o ch& preparado permanece estavel ao
armazenamento em temperatura ambiente e em geladeira por 24 horas, sem
apresentar alteracdbes em seus principios bioativos, e sem perder suas
propriedades antioxidantes. Porém em nosso estudo o cha era preparado no
inicio da semana, conservado em geladeira e era utilizado durante a semana
toda, podendo ser um quesito que possa ter influenciado na nao diminuigdo do
indice glicémico, uma vez que sabemos que ele so6 € estavel h4 24 horas.

No presente estudo também ndo foi detectado diferencas significantes
entre o consumo de ragdo no periodo antes e apos a administragdo da infuséo
de C. sinensis. Entretanto, mesmo ndo sendo estatisticamente significante, a
reducdo no consumo de ragdo em todos 0s grupos apoés o inicio da administragcéo
do cha verde é evidente. Assim como no estudo de Kao (2000) apud Lamarao e
Fialho (2009) que mostram evidéncias que o extrato do cha verde contendo 25%
de EGCG possa reduzir o apetite e aumentar o catabolismo de gorduras, sendo
que a dose que surtem tais efeitos corresponde a aproximadamente 3 copos por
dia (240 a 320 mg de polifendis). Ainda segundo Kao (2000) apud Lamarao e
Fialho (2009) a atuacdo da EGCG nos parametros enddcrinos é explicada pelo
seu efeito secundario na ingestédo alimentar, por exemplo, com a diminuicdo de
leptina circulante em ratos tratados com esta catequina podem ser causados pela
reducdo de gordura estocada, que se deu a partir da baixa ingestéo alimentar,
portanto, o estudo mostra que a EGCG pode interagir especificamente como um
componente do receptor independentemente da via de controle do apetite, da
saciedade e consequentemente reduzindo a ingestdo alimentar. Observando
nossos resultados e os dados da literatura, observamos que o cha estimula sim
uma diminuicdo no consumo alimentar, porém o tipo de alimentacdo e o
momento de ingestdo do cha parece ndo ter papel na regulacdo deste efeito, pois

todos os grupos apresentaram a mesma tendéncia a reducao.
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Em nosso estudo observamos que a expressdo da proteina LXRaf nos
ovarios ndo apresentou nenhuma alteracdo em todos o0s grupos. LXR & uma
proteina que é responsavel pela protecdo de células da sobrecarga de colesterol,
estimulado assim expressdo de enzimas transportadoras de colesterol e a
conversdo do mesmo em 4cidos biliares e excrecdo biliar (BETOWSKI,
SEMCZUKB; 2010). Estas duas isoformas do LXR, LXRa e B, que sao expressos
em varios tecidos e ambos estéo presentes nos ovarios, desempenham um papel
essencial para o equilibrio do colesterol no organismo, possuindo um papel
complexo no sistema reprodutor dos mamiferos regulando o equilibrio do
colesterol em células especificas, sendo um componente celular que pode
apresentar-se altamente alterado em casos de obesidade e infertilidade. Esses
receptores afetam a gametogénese e esteroidogénese nas gbnadas no
metabolismo hepético de esteroides sexuais e na contratilidade uterina
(BETOWSKI; SEMCZUKB; 2010). Além disso, LXR também participa dos
processos de defesa anti-inflamatéria das células foliculares, pois atua como
modulador da resposta anti-inflamatéria e no metabolismo de lipidios em
macrofagos, podendo reduzir a inflamagéo ligada & obesidade nos ovarios, por
meio da ativac@o de genes que promovem a remocao de lipidios das células da
granulosa, como a apolipoproteina E, ou reprimindo a expressdo de genes pro-
inflamatérios como a interleucina 6 (IL-6) (FREEMAN; MOORE, 2003 apud YOO
etal.,, 2011).

E importante relembrar que a obesidade é um fator que contribui
fortemente para a redugdo da fertilidade feminina, sendo que, quando os
sintomas da obesidade sdo removidos, restabelecem-se também as taxas de
fertilidade na populagdo que sofre com estes transtornos (BREWER; BALEN,
2010). Tendo em vista que a ativagdo de LXR poderia levar a deplegéo e
reducdo de sintese de esterdide e que isso poderia ter um efeito deletério sobre
o desenvolvimento do od6cito (YOO et al., 2011) a expresséo das duas isoformas
desta proteina foi verificada nos grupos experimentais do presente trabalho.
Porém foi observado que os diferentes regimes alimentares e os diferentes

momentos de ingestao do cha ndo tiveram efeito nesta via fisioldgica.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o desenvolvimento do presente trabalho nos
permitem concluir que entre todos os parametros analisados (variagdo de peso
corporal, variagdo da taxa glicémica, variagdo do consumo de racéo e, também,
expressdo ovariana da proteina LXRap) nos quatro grupos experimentais
submetidos a diferentes regimes alimentares e, também, a diferentes fases do
dia para ingestéo de infusdo de C. sinensis, 0s Unicos fatores que apresentaram
resultados significativos foi a marginal perda de peso pelo grupo LNHFD (grupo
alimentado por racdo hipercalérica e que recebeu infusdo de cha verde na fase
clara do dia) e a relativa redugdo no consumo de racdo apds a ingestdo da
infusdo em todos os grupos. Esses resultados sugerem que para individuos que
ndo possuem uma dieta saudavel, (ricas em acucar; desbalanceadas), o
consumo da infusé@o de C. sinensis seria mais efetivo se fosse realizado no inicio
do periodo de descanso do dia, ou seja, no periodo claro. Sendo assim estas
conclus@es reforcam a importancia da participagdo dos ritmos bioldgicos, do tipo
de dieta e do consumo de fitoterapicos, tais como a C. sinesis, sobre o
metabolismo energético dos individuos. Para novos experimentos fica em aberto
um maior periodo de experimentagdo, um grupo controle tanto para a dieta
hipercalérica como normal, um maior cuidado na produgdo e conservagdo do
cha, assim como um controle genético dos animais (para evitar variacbes

individuais interferindo na anélise).
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Senhora Professora,

Informamos Vossa Senhoria que ap6s analise por um relator e, tendo sido atendida a solicit'égéo dessa
Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais, o projeto de pesquisa Efeito da administragdo
de infusdo de Camellia Sinesis (chd verde) em diferentes fases do dia sobre aspectos
metabélicos de camundongos obesos induzidos por dieta, de autoria de Renata Pereira de
Amorim, sob sua orientacdo, foi novamente avaliado pelo relator e considerado APROVADO, por esta
Comiss3o em reunido realizada no dia 19 de aRosto dg 2013. :

Solicitamos que qualquer alteracdo na pesquisa seja comunicada a esta Comissdo, e que ao final seja
enviado um Relatdrio com os resultados obtidos, para andlise ética e emissdo de parecer final, o qual
podera ser utilizado para fins de publicagdo cientifica.
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Prof is¥avo Ponjpermaier Garlet
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Docente do Departamento de Ciéncias da Saude da USC
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